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Методом экспрессии в эукариотических клетках СНО получена внеклеточная часть рецептора
ErbB2 (extracellular domain ErbB2), являющегося одним из онкологических маркеров, а также мише-
нью для терапевтических антител. Внеклеточная часть рецептора была выделена из культуральной
жидкости с помощью металл-аффинной хроматографии и охарактеризована биохимическими и
иммунохимическими методами. Было показано, что выделенный рецептор состоит из мономерной,
димерной и тримерной форм. Олигомерные формы разделяли методом гель-фильтрации и характе-
ризовали по способности связывания с терапевтическим препаратом “герцептин”, являющимся
одним из основных препаратов терапии опухолей молочной железы. Полученный рецептор может
быть использован in vitro для иммунохимических экспериментов.
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ВВЕДЕНИЕ
Рецептор ErbB2 является одним из 4 белков,

входящих в семейство рецепторов эпидермально-
го фактора роста. Рецепторы этого семейства иг-
рают важную роль в клеточной миграции, проли-
ферации и дифференцировке. Повышенный
уровень экспрессии ErbB2, а также ErbB1 (EGFR)
обычно связан со злокачественным перерожде-
нием клеток и канцерогенезом. Увеличение экс-
прессии ErbB2 наблюдают для клеток раковых
опухолей молочной железы [1], легких [2, 3], шей-
ки матки, почек, прямой кишки, уротелия [4] и
других органов и тканей. У 32% пациентов с
ErbB2-позитивными опухолями наблюдаются он-

когенные мутации, расположенные преимуще-
ственно в I–II доменах внеклеточной части ре-
цептора [11] и тирозинкиназном домене [10].
Добавление к ErbB2-позитивным опухолевым
клеткам антисмысловых малых интерферирую-
щих РНК к мРНК гена ErbB2 приводит к умень-
шению скорости их пролиферации, увеличению
количества клеток, подверженных апоптозу, что,
в свою очередь, ведет к уменьшению роста опухо-
ли [12]. В связи с изложенными фактами, ErbB2
является перспективной мишенью для исследо-
вания и терапии ErbB2-позитивных опухолей. На
данный момент существует несколько препара-
тов, нацеленных на этот рецептор. Одним из пер-
вых препаратов, одобренных FDA, является мо-
ноклональное антитело “Трастузумаб” (торговая
марка “Герцептин”), которое взаимодействует с
IV внеклеточным доменом ErbB2, препятствует
димеризации рецептора [13] и функционирова-
нию его в качестве корецептора. Дополнитель-
ным механизмом действия антитела Трастузумаб
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является антителозависимая клеточная цитоток-
сичность [14]. Известен также другой препарат –
Пертузумаб, являющийся моноклональным ан-
тителом, которое взаимодействует со II доменом
рецептора ErbB2. Поскольку эпитопы для этих
двух антител являются различными, то совмест-
ное использование препаратов этих двух антител
оказывает более существенный эффект ингибиро-
вания роста опухоли, нежели при монотерапии [15].
Помимо упомянутых препаратов антител, суще-
ствует несколько других полноразмерных анти-
тел и их фрагментов, связывающихся с рецепто-
ром ErbB2 и оказывающих противоопухолевое
действие. Например, Маргетуксимаб является хи-
мерным антителом, связывающимся с тем же эпи-
топом, что и Трастузумаб, но имеющим более
высокое сродство к Fc-рецепторам клеток им-
мунной системы, в результате чего противоопу-
холевый эффект, обусловленный антителозависи-
мой клеточной цитотоксичностью, оказывается
выше. На данный момент осуществляется актив-
ный поиск и разработка новых антител, нацелен-
ных на рецептор ErbB2, с увеличенными цитоток-
сичностью и противоопухолевым действием по
сравнению с существующими препаратами. На-
пример, на 2-ой стадии клинических испытаний
находится биспецифическое антитело MCLA-128.
Данное антитело связывается с двумя рецептора-
ми опухолевых клеток, ErbB2 и ErbB3 [22]. Суще-
ствует также ряд препаратов, представленных фраг-
ментами антител. На основе однодоменных антител
ламы было получено химерное антитело С3 [20],
содержащее вариабельный домен тяжелой цепи
ламы и Fc-фрагмент человеческого антитела. Та-
кой рекомбинантный белок лучше проникает в
твердые опухоли, чем полноразмерные антитела,
и обладает достаточным для терапевтического
применения периодом полувыведения из орга-
низма. Для увеличения периода циркуляции в
крови и доставки к опухолевым клеткам цитоток-
сических агентов, присоединенных к антителам
химическим путем, могут быть использованы ан-
титела формата ScFv-HSA (одноцепочечный
вариабельный фрагмент – человеческий сыво-
роточный альбумин) [21]. Еще одной группой
препаратов, воздействующих на рецептор ErbB2,
являются ингибиторы тирозинкиназы, которые
препятствуют перекрестному транс-фосфорили-
рованию и передаче сигнала внутрь клетки по
PI3K и MAPK-путям [16], что также приводит к
замедлению клеточной пролиферации и увеличе-
нию количества клеток, подверженных гибели
через апоптоз.

Молекула ErbB2 состоит из 1225 аминокислот
и обладает молекулярной массой в 134.9 кДа.
Структурно рецептор ErbB2 разделен на три ча-
сти: внеклеточную, внутриклеточную и трансмем-
бранную. Трансмембранная часть представлена
короткой α-спиралью, образованной аминокис-

лотами 653–675 [5]. Внутриклеточная часть (ами-
нокислоты 676–1255) образует тирозинкиназный
домен, играющий ключевую роль в передаче сигна-
ла с рецептора внутрь клетки. Внеклеточная часть
рецептора ErbB2 (ecdErbB2, аминокислоты 24–652)
состоит из 4 доменов с большим числом (25) ди-
сульфидных связей и содержит несколько участ-
ков гликозилирования [6]. У всех рецепторов се-
мейства Erb, за исключением ErbB2, домены I и
III образуют участок, связывающийся с лиган-
дом. В отличие от остальных рецепторов семей-
ства, лиганд для ErbB2 до сих пор неизвестен [7].
Согласно проведенным структурным исследова-
ниям I и III домены у рецептора ErbB2 находятся
в закрытой конформации, в которую остальные
рецепторы семейства переходят, связавшись с ли-
гандом. Такой переход из открытой в закрытую
конформацию приводит к тому, что плотные кон-
такты II и IV доменов нарушаются, высвобождая
на поверхности IV домена участки, являющиеся
ключевыми в димеризации рецептора [13]. Хотя
ErbB2 не способен связываться с лигандами, из-
вестными для остальных рецепторов семейства
ErbB, он может функционировать в качестве ко-
рецептора, при этом увеличивая сродство к ли-
гандам, что особенно важно для рецептора ErbB3,
у которого отсутствует тирозинкиназная актив-
ность [8, 9].

В связи со сложной структурой рецептора
ErbB2 его продукция с целью использования в
иммунохимических экспериментах или для им-
мунизации животных является непростой зада-
чей. Существует несколько подходов получения
данного белка. Одним из них является использова-
ние бактериальных бесклеточных систем экспрес-
сии. Такой способ позволяет получить очищенный
препарат белка, однако продуктивность бесклеточ-
ной системы является низкой, около 2 мкг/мл
реакционной смеси [18]. Другой подход описан в
статье Франклина и соавторов [19], при котором
сигнальные последовательности рецептора заме-
нялись на аналогичные последовательности гли-
копротеина D вируса герпеса. Очистка рецептора
из клеточных лизатов осуществлялась с помощью
антител к гликопротеину D. Часть рецептора, со-
стоящая из внеклеточных доменов, была получе-
на после присоединения соматотропина для улуч-
шения секреции рекомбинантного рецептора [13].
Такой подход потребовал отщепления сомато-
тропина и дополнительного этапа очистки с по-
мощью гель-фильтрации.

Вышеизложенные факты подтверждают, что
получение рецептора ErbB2 является трудоемким
процессом, а изучение его свойств является важ-
ной задачей для создания и разработки диагности-
ческих и терапевтических средств против ErbB2-
позитивных опухолей.
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РЫБЧЕНКО и др.

Целью нашей работы являлась разработка ме-
тода получения рекомбинантного белка внекле-
точной части рецептора ErbB2 (ecdErbB2) в боль-
ших количествах, по сравнению с известными
методами, без потери качества, необходимого для
тестирования терапевтических и диагностиче-
ских антител.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение рекомбинантного белка ecdErbB2

В представленной работе для получения гена
ErbB2 использовали ErbB2-позитивные клетки
цистаденокарциномы яичников человека линии
SK-OV-3, из которых выделяли тотальную мРНК
и осуществляли обратную транскрипцию для по-
лучения кДНК. На матрице кДНК с помощью
ПЦР амплифицировали фрагмент нуклеотидной
последовательности, кодирующий I–IV домены
ecdErbB2. Олигонуклеотиды, использованные
для амплификации фрагмента, были подобраны та-
ким образом, что фланкировали начало 2-го и ко-
нец 15-го экзона гена ErbB2 (NCBI, Genome Data
Viewer: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/).
Праймеры были проверены с помощью про-
граммы NCBI Primer-Blast (https://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) на отсутствие
неспецифических участков отжига в геноме
человека и китайского хомячка, клетки которого
(СНО) далее нами использовались для получения
рекомбинантного белка ecdErbB2. Во фрагмент
ДНК, содержащий нуклеотидную последова-
тельность ecdErbB2, мы вводили нуклеотидные
последовательности собственного лидерного
пептида (по N-концу рецептора для обеспече-
ния секреции белка в культуральную жидкость)
и шести гистидинов (по С-концу белка, после
аминокислот PINCTHSCV, для очистки этого
белка с помощью металл-аффинной хромато-
графии). Добавление лидерного пептида и гек-
сагистидиновой последовательности осуществ-
ляли в ходе двухстадийной полимеразной цеп-
ной реакции без предварительного получения
фрагментов, кодирующих лидерный пептид и
гексагистидиновой последовательности, с по-
мощью 5 праймеров (ERBB2LidF1, ERBB2LidF2,

ERBB2LidR1, ERBB2HisF1, ERBB2HisR1). Полу-
ченная конструкция была снабжена участками
узнавания эндонуклеаз рестрикции NheI и XhoI и
помещена в экспрессионный вектор pcDNA3.4
(Invitrogen, США) под контроль сильного промо-
тора CMV и терминатора тимидинкиназы, содер-
жащего сигнал полиаденилирования (TKpA)
(рис. 1). В результате была получена экспресси-
онная плазмида pcDNA3.4/ecdErbB2.

Полученную таким образом нуклеотидную по-
следовательность секвенировали по методу Сэнге-
ра, сравнили с последовательностью транскрипта
гена внеклеточной части ErbB2, находящуюся в ба-
зе данных NCBI (accession number NM_004448.3,
NCBI Gene Bank), обнаружили ее полное сов-
падение этим с геном в составе конструкции
pcDNA3.4/ecdErbB2. Для продукции белка ec-
dErbB2 была осуществлена транзиентная трасфек-
ция синхронизированной культуры клеток CНО.
Клетки культивировали в течении 14 суток, после че-
го осаждали центрифугированием, добавляли к су-
пернатанту азид натрия (1 мг/мл), PMSF (0.5 мг/мл)
и выделяли белок ecdErbB2 на металл-аффинном
носителе, уравновешенном ионами Co2+. Кон-
центрацию белка определяли по оптическому по-
глощению при 280 нм. Определенный уровень
продукции составил 10–30 мг/л культуры.

Биохимическая и иммунохимическая характери-
зация рекомбинантного белка ecdErbB2. Состав
белкового препарата, полученного на металл-аф-
финном носителе, оценивали методом гель-филь-
трации на хроматографической колонке c носи-
телем Superdex 200 GL. В ходе разделения препа-
рата наблюдали, что он состоит из трех пиков,
каждый из которых собирали в отдельную фрак-
цию (рис. 2а) Анализ препарата белка методом
ДСН-ПААГ электрофореза в невосстанавливаю-
щих условиях также показал наличие трех белков
с молекулярными массами 90, 180 и, предполо-
жительно 270 кДа. При добавлении в 4× буфера
для нанесения при подготовки проб для белково-
го электрофореза был использован 5% β-меркап-
тоэтанол. После этого вместо трех полос наблюда-
ли одну полосу с молекулярной массой 90 кДа
(рис. 2в), превышающей расчетную молекулярную
массу рекомбинантного белка ecdErbB2 (72 кДа).

Рис. 1. Схематическое изображение экспрессионной кассеты ecdErbB2 в составе плазмиды pcDNA3.4/ecdErbB2.
CMV – промотор цитомегаловируса, TKpA – терминатор тимидинкиназы, содержащий сигнал полиаденилирования,
6His – гексагистидиновая последовательность, Lid – лидерный пептид рецептора ErbB2, Kozak seq – последователь-
ность Козак, NheI, XhoI – участки узнавания эндонуклеаз рестрикции.
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Xhol TKpA

I II III IV
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Отличия в расчетной и экспериментально опре-
деленной молекулярных массах полноразмерно-
го рецептора ErbB2, отмеченные также в других
работах [23, 24], могут быть связаны с гликозили-
рованием внеклеточной части рецептора. По-
скольку в нашей работе при добавлении β-меркап-
тоэтанола белки с мол. массами 180 и 270 кДа дис-
социируют до белка с мол. массой 90 кДа, можно
предположить, что данные белки являются ди-
мерной и тримерной формами ecdErbB2. Так как
ecdErbB2 содержит большое количество дисуль-
фидных связей, то наличие выявленных олиго-
мерных форм, предположительно, вызвано их не-
корректным образованием в процессе фолдинга.
Для доказательства подлинности белка ecdErbB2
мы провели иммуноблоттинг белка с антителами
против гексагистидиновой последовательности,
находящейся в составе рекомбинантной молеку-
лы ecdErbB2. После электрофоретического разде-
ления препарата белка ecdErbB2, полученного
на металл-аффином носителе, в 10% полиакри-
ламидном геле белки из геля переносили на нит-
роцеллюлозную мембрану путем электрофорети-
ческого переноса (электроблота). Мембрану об-
рабатывали раствором БСА и инкубировали с
раствором антител против гексагистидиновой
последовательности, конъюгированных с перок-
сидазой хрена. Наличие окрашенной полосы с
молекулярной массой 90 кДа как в восстанавли-
вающих, так и невосстанавливающих условиях
подтверждает подлинность мономерной формы ec-
dErbB2 (рис. 2б).

Иммунохимическая характеристика 
рекомбинантного белка ecdErbB2

Полученные с помощью гель-фильтрации
фракции белка ecdErbB2 анализировали на нали-
чие способности связываться с препаратом “Гер-
цептин”, представленного антителом Трастузу-
маб, методом непрямого ИФА. Было показано,
что все три фракции (рис. 2а) способны связы-
ваться с этим антителом (рис. 3), что подтвержда-
ет наше предположение о том, что продукты с
молекулярными массами 180 и 270 кДа являются
димерной и тримерной формами ecdErbB2. Необ-
ходимо отметить, что олигомерные формы обла-
дают более высокими значениями эффективной
концентрации EC50 по сравнению с мономерной
фракцией. Значения EC50 составили 1.23, 1.13 и
0.66 мкг/мл для тримерной, димерной и моно-
мерной форм, соответственно. Можно предполо-
жить, что более низкая активность олигомерных
форм рецептора по сравнению с мономерной
формой вызвана тем, что часть эпитопов оказы-
вается недоступной для связывания с антителом.

Принимая во внимание, что все 3 формы белка
ecdErbB2, охарактеризованные гель-фильтацией,
присутствующие в препарате после выделения
металл-аффинной хроматографией, показывают
высокую активность связывания с антителом Трас-
тузумаб, можно сделать вывод о том, что предло-
женный нами метод позволяет получать быстро, в
одну стадию очистки, достаточные количества (10–
30 мг/л культуры) активного ecdErbB2 для имму-

Рис. 2. Оценка чистоты белкового препарата ecdErbB2. (а) Хроматограмма гель-фильтрации: линия 1 – разделение
препарата ecdErbB2 после металл-аффинной хроматографии, линия 2 – мономерная форма рекомбинантного белка
ecdErbB2 (фракция пика 3); (б) иммуноблот 4 мкг белкового препарата ecdErbB2 с анти-гексагистидиновым конъюга-
том, 1 – в невосстанавливающих условиях, 2 – в восстанавливающих условиях, М – маркеры молекулярных масс;
(в) электрофореграмма ecdErbB2 в 10% ДСН-ПААГ: 1, 2 – 4 и 1 мкг ecdErbB2 в невосстанавливающих условиях, 3, 4 –
4 и 1 мкг ecdErbB2 в восстанавливающих условиях, М – маркеры молекулярных масс.
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нохимических экспериментов. При этом допол-
нительный этап очистки методом гель-фильтра-
ции позволяет получить мономерную форму ec-
dErbB2, обладающую более низким значением
EC50 по сравнению с олигомерными формами.

ВЫВОДЫ

Для проведения иммунохимических экспе-
риментов был получен рекомбинантный белок
ecdErbB2 с уровнем продукции 10–30 мг/л, что
значительно превышает уровень продукции опи-
санный ранее [13, 18, 19]. Описанный в данной
статье способ получения ecdErbB2 является более
простым и удобным для получения данного ре-
комбинантного белка по сравнению с уже извест-
ными методами получения [13, 18, 19]. В работе
была сконструирована экспрессионная плазмида
pcDNA3.4/ecdErbB2 для продукции ecdErbB2 в
культуре эукариотических клеток СНО. В состав
экспрессионной кассеты вводили нуклеотидные
последовательности собственного лидерного пеп-
тида ErbB2 для обеспечения секреции в культу-
ральную жидкость и гексагистидиновой после-
довательности для очистки рекомбинантного
ecdErbB2 с помощью металл-аффинной хромато-
графии. Рекомбинантный белок ecdErbB2 полу-
чали путем транзиентной трансфекции культуры
клеток яичника китайского хомячка (СНО). Вы-
деленный на металл-аффинном носителе препа-
рат белка ecdErbB2 состоял из мономерной, ди-
мерной и тримерной форм, каждая из которых
связывала антитело трастузумаб. Полученный ре-
комбинантный белок ecdErbB2 может быть ис-
пользован для изучения свойств широкого спек-
тра антител и их производных, направленных к
рецептору ErbB2.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В представленной работе были использованы
следующие реактивы и штаммы бактерий: пита-
тельная среда OptiCHO (Invitrogen, США), раствор
пенициллин-стрептамицин-фунгизон (Anti-anti)
(Invitrogen, США), реагент TRIzol (GibcoBRL,
Шотландия), реагент для трансфекции lipofect-
amine 2000 (Invitrogen, США), однокомпонент-
ный субстрат тетраметилбензидин (TMB) (НПО
“Биотест Системы”, Россия), Tween-20, эндо-
нуклеазы рестрикции (Thermo Scientific или Fer-
mentas, Литва, США), ДНК-полимераза Tersus (Ев-
роген, Россия), обратная транскриптаза M-MuLV
(Thermo Scientific, США), вектор pAL-TA (Евро-
ген, Россия), вектор pcDNA3.4 (Thermo Scientific,
США), cоосадитель нуклеиновых кислот “satellite
red” (Евроген, Россия), набор Plasmid Miniprep
(Евроген, Россия), ФБС (10 мМ Na(H2PO4)–
Na2(HPO4), 137 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, рН 7.2,
Amresco, США), маркеры белковых масс для элек-
трофореза (Fermentas, Литва), нитроцеллюлозная
мембрана (ADVANTEC, Япония), антитело к гек-
сагистидиновой последовательности, конъюгиро-
ванное с пероксидазой хрена (ВНЦМДЛ, Россия),
проявляющий субстрат тетраметилбензидин (ЗАО
“НВО Иммунотех”, Россия), T4-ДНК-лигаза
(Thermo Scientific, США), DMSO (Sigma), бак-
тоагар, дрожжевой экстракт, триптон (BD, Фран-
ция), штамм E. coli XL1-Blue (a, b 3 recA1 endA1
gyrA96 thi_1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F' proABlacI-
qZΔM15 Tn10 (Tetr)]) (Stratagene, США). Другие
химические реактивы были получены из ком-
мерческих источников и использованы без пред-
варительной очистки.

Были использованы приборы: колонка (Bio-
Rad, 20 мл, объем носителя 1 мл) Co-NTA Сhelat-
ing Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, Швеция);
0.22 мкм PVDF фильтр Millex GV (Millipore, Ир-
ландия); планшеты для ИФА Nunc Maxisorp (Ther-
mo Scientific, США); колонка Superdex 200 GL,
объемом 23.5 мл (GE Healthcare); хроматограф Ak-
ta Pure 25 (GE Healthcare); система для вертикаль-
ного электрофореза Bio-Rad Mini-Protean 3 cell
(Bio-RAD, США); планшетный спектрофотометр
Microplate Reader 680 (BioRad, США).

Получение кДНК из клеток SK-OV-3. Выделе-
ние тотальной РНК осуществляли из 105 клеток
линии SK-OV-3 с помощью реагента TRIzol со-
гласно протоколу производителя. Качество полу-
ченной мРНК определяли по соотношению ко-
эффициентов поглощения А260/А280, принимая
допустимыми значения 1.95–2, и с помощью ме-
тода электрофореза нуклеиновых кислот в 1%
агарозном геле. Реакцию обратной транскрипции
осуществляли с помощью обратной транскрипта-
зы M-MuLV RT (Thermo Scientific, США) с Oli-
go(dT)18 праймером согласно протоколу произво-

Рис. 3. Определение связывания белка ecdErbB2 с ан-
тителом трастузумаб, полученного во фракциях после
разделения гель-фильтрацией (рис. 2а): 1 соответ-
ствует фракции 1, 2 – фракции 2, 3 – фракции 3.
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дителя. Полученную кДНК разделяли на аликво-
ты и хранили при –70°С.

Получение кодирующей последовательности
ecdErbB2. Нуклеотидную последовательность,
кодирующую I–IV внеклеточные домены рецеп-
тора ErbB2, амплифицировали на матрице
кДНК, полученной из клеток SK-OV-3. Реакцию
ПЦР осуществляли с помощью Tersus-полиме-
разы с праймерами ERBB2F2 GTGTGCACCGG-
CACAGACATGAAG и ERBB2R2 GGAGTGG-
GTGCAGTTGATGGGGC. При амплификации
использовали следующие параметры реакции: де-
натурация 92°С, 20 с; отжиг 55°С, 20 с; элонгация
72°С, 2 мин; количество циклов – 35. Продукты
реакции разделяли в агарозном геле методом
электрофореза нуклеиновых кислот и выделяли
фрагмент размером 1827 п. о. с помощью набора
для выделения ДНК из агарозного геля “Cleanup
Mini”. Выделенный фрагмент лигировали в
pAL2-T вектор при 12°С в течение ночи. Лигазной
смесью трансформировали приготовленные
электрокомпетентные клетки E. coli штамма XL-1
blue, высевали клетки на LB-агар с ампицилли-

ном (150 мкг/мл) и культивировали в течение но-
чи при 37°С. Колонии анализировали с помощью
бело-голубой селекции и ПЦР. Отобранные ко-
лонии культивировали в течение ночи в 10 мл LB-
среды с добавлением ампициллина (150 мкг/мл) в
50 мл пробирках типа Фалькон при скорости аги-
тации 250 об./мин и выделяли плазмидную ДНК
с помощью набора Plasmid Miniprep. Нуклеотид-
ную последовательность, кодирующую ecdErbB2,
определяли секвенированием по методу Сэнгера.

Получение экспрессионной плазмиды для про-
дукции ecdErbB2. В экспрессионный вектор
pcDNA3.4 методом химико-ферментативного
синтеза в нуклеотидную последовательность, ко-
дирующую ecdErbB2, вводили последовательность
лидерного пептида рецептора ErbB2 и участок
узнавания эндонуклеазы рестрикции NheI на 5'-
конец, а на 3'-конец вводили нуклеотидную по-
следовательность гексагистидиновой последова-
тельности и участок узнавания эндонуклеазы ре-
стрикции XhoI. Фрагмент, кодирующий ec-
dErbB2, амплифицировали с праймерами

ERBB2LidF1 AGGGAAGCTAGCGCCACCATGGAGCTGGCGGCCTTGTGCCGCTGGGGG,
ERBB2LidR1 GCTCGCGGCTCCGGGGGGCAAGAGGGCGAGGAGGAGCCCCCAGCGGCACAAGG,

ERBB2LidF2 CCCCGGAGCCGCGAGCACCCAAGTGTGCACCGGCACAGACA,
ERBB2HisF1 CCATCAACTGCACCCACTCCTGTGTGCATCATCACCATCATCACTGAGT,

ERBB2HisR1 AAGGGACTCGAGTCGCACTCAGTGATGATGGTGATGAT.

Продукты реакции переосаждали этанолом,
обрабатывали эндонуклеазами рестрикции Fast-
Digest NheI и FastDigest XhoI, разделяли в агароз-
ном геле методом электрофореза нуклеиновых
кислот, выделяли фрагмент размером 1950 п. о.,
клонировали его в предварительно дефосфори-
лированный экспрессионный вектор и получили
плазмиду pcDNA3.4/ecdErbB2.

Экспрессия рекомбинантного белка ecdErbB2 в
клетках СНО и его очистка. Белок ecdErbB2 полу-
чали путем транзиентной экспрессии в клетках
СНО, культивирование которых проводили в кол-
бах Эрленмейера в 30 мл среды CD DG44 (Invit-
rogen, США) в термостатируемом СО2-инкуба-
торе при 37°С, 8% СО2, при скорости ротации
135 об./мин в течение 14 суток. Трансфекцию клеток
СНО осуществляли плазмидой pcDNA3.4/ecdErbB2
(18 мкг плазмидной ДНК на 30 мл культуры) при
стартовой клеточной плотности 3 × 105 кл./мл с
помощью трансфектагента Lipofectamine 2000.

Среду осветляли путем центрифугирования при
3000 g в течение 30 мин, добавляли 0.1 объема 10-
кратного фосфатно-солевого буфера ФБС и 30 мл
культуральной жидкости, наносили на колонку с
носителем Co-NTA Сhelating Sepharose Fast Flow,
предварительно уравновешенную 10 мМ ФБС. Ко-
лонку промывали 3 мл раствора 50 мМ иммидазо-

ла в ФБС, белок ecdErbB2 элюировали фракция-
ми объемом 1 мл с помощью 500 мМ имидазола в
ФБС и диализовали против ФБС. Выделенный бе-
лок рецептора стерилизовали с помощью 0.22 мкм
PVDF фильтра Millex GV и хранили при 4°С.
Концентрацию белка определяли по поглоще-
нию при λ = 280 нм. Гель-фильтрацию осуществ-
ляли на колонке Superdex 200 GL объемом 23.5 мл
уравновешенной буфером ТБС (0.1 М Трис-HСl,
0.15 М NaCl, 5% iPrOH, рН 7.5) на хроматографе
Akta Pure 25. На колонку наносили 200 мкг белка
в 230 мкл буфера ТБС, разделение белков осу-
ществляли при скорости потока 0.4 мл/мин. Детек-
цию разделения белков проводили по оптическому
поглощению при λ = 280 нм. Получили 53 мкг бел-
ка во фракции 1 пика хроматограммы гель-филь-
трации, 106 мкг белка во фракции 2 пика и 70 мкг
белка во фракции 3 пика. Белок фракции 3 пика в
количестве 50 мкг повторно наносили на колонку
для доказательства его чистоты.

Аналитические методы. Определение концен-
трации белка осуществляли по поглощению при
280 нм на наноспектрофотометре Implen P300.
Коэффициент молярной экстинции рассчитыва-
ли при помощи сервиса ExPASy ProtParam tool
(https://web.expasy.org/protparam/). Чистоту пре-
парата белка оценивали электрофорезом белков в
денатурирующих условиях в 10% ПААГ по методу
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Лэммли [17]. Для подготовки проб к ним добавля-
ли 5× буфер для нанесения (250 мМ Tris-HCl
pH 6.8, SDS 5%, 0.05% бромфеноловый синий,
40% глицерин) и инкубировали в течение 5 мин
при 95°С. Электрофорез проводили в восстанав-
ливающих и не восстанавливающих условиях. Для
разделения компонентов смеси белков использо-
вали систему для вертикального электрофореза Bio-
Rad Mini-Protean 3 cell, окрашивание осуществляли
красителем Coomassie brilliant blue R250.

Иммуноблоттинг и ИФА. После электрофоре-
тического разделения препарата белка ecdErbB2
разделенные белки из геля переносили на нитро-
целлюлозную мембрану с использованием буфе-
ра для переноса (25 мМ Трис, 192 мМ глицин,
20% метанол, рН 8.5). Неспецифическую сорб-
цию на мембране блокировали 5% раствором
БСА при 4°С в течение ночи и промывали три ра-
за буфером TБСТ (20 мМ Трис, 150 мМ NaCl,
0.1% Tween-20, рН 7.6). После этого мембрану по-
мещали в раствор антитела к гексагистидиновой
последовательности, конъюгированного с перок-
сидазой хрена, и инкубировали в течение 1 ч при
комнатной температуре. Далее мембрану пять раз
промывали раствором ТБСT и добавляли одно-
компонентный преципитирующий субстрат тет-
раметилбензидин. Мембрану инкубировали в те-
чение 5–10 минут, после чего реакцию останав-
ливали, промывая мембрану дистиллированной
водой.

Непрямой ИФА использовали для определе-
ния способности полученного белка ecdErbB2
взаимодействовать с препаратом “Герцептин” (ан-
титело Трастузумаб). Все измерения осуществ-
ляли трижды. В первую лунку планшета вноси-
ли 0.5 мкг рецептора, далее делали двукратные
разведения 7 раз. Лунки планшета блокировали
1% раствором БСА в 10 мМ фосфатно-солевом
буфере при 37°С в течение часа, после чего добав-
ляли раствор антитела против рецептора ErbB2
(5 мкг/мл). Лунки планшета промывали ФБС с
добавлением детергента Tween-20, 0.05%, пять раз
и инкубировали с раствором антивидовых поли-
клональных антител против человеческого им-
муноглобулина класса IgG, конъюгированных с
пероксидазой хрена (Sigma, США). После этого
лунки промывали 9 раз фосфатно-солевым буфе-
ром с добавлением Tween-20, 0.05%, и добавляли
проявляющий субстрат тетраметилбензидин. Ре-
акцию останавливали, добавляя 0.5 М фосфор-
ную кислоту, до концентрации 0.25 М. Реакцию
связывания определяли по оптическому погло-
щению при λ = 450 нм на планшетном спектро-
фотометре Microplate Reader 680. Для определе-
ния величины EC50 строили функцию зависимо-
сти оптической плотности (Y) от концентрации
ecdErbB2 (X) в логарифмической системе коорди-

нат и использовали уравнение  где A

– максимальное значение функции, В – мини-
мальное значение.
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Production of Extracellular Part of Receptor ErbB2 for the Study of Immunobiologicals

V. S. Rybchenko*, #, D. S. Balabashin**, A. A. Panina**, O. N. Solopova***, *****,
S. A. Yakimov**, T. K. Aliev****, D. A. Dolgikh*, **, and M. P. Kirpichnikov*, **
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*Lomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, Leninskie gory 1/1, Moscow, 119192 Russia

**Institute of Bioorganic Chemistry RAS, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

***Russian Research Center for Molecular Diagnostics and Therapy, Simpheropolskii bul. 8, Moscow, 117638 Russia

****Lomonosow Moscow State University, Faculty of Chemistry, Leninskie gory 1/3, Moscow, 119234 Russia

*****Federal State Budgetary Institution “Blokhin National Medical Research Center of Oncology”
оf the Ministry of Health of the Russian Federation, Kashirskoe sh. 23, Moscow, 115478 Russia

In present work, we expressed in CHO cell culture the extracellular part of ErbB2 receptor (extracellular do-
main ErbB2), which is one of oncological markers and a target for therapeutic antibodies. The extracellular
part of the receptor was recovered from culture broth by metal-affinity chromatography and was character-
ized using biochemical and immunochemical methods. The receptor was produced in monomer, dimer and
trimer forms. Oligomer forms were separated by size-exclusion chromatography and we proved by ELISA
their ability to bind “Herceptin”, which is one of the basic drugs approved for breast cancer treatment. The
obtained receptor can be used for immunochemical experiments in vitro.
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