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Ïîëó÷åíèå ðåêîìáèíàíòíîãî ñëèòîãî áåëêà OprF-aTox
Pseudomonas aeruginosa, îáëàäàþùåãî çàùèòíûìè ñâîéñòâàìè

À. Â. Ñîëäàòåíêîâà, Í. À. Ìèõàéëîâà, Å. Ì. Çèìèíà, Å. È. Ëåîíîâà, À. À. Êàëîøèí

Ôåäåðàëüíîå ãîñóäàðñòâåííîå áþäæåòíîå ó÷ðåæäåíèå Íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò âàêöèí è ñûâîðîòîê
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Ïîñòóïèëà 03.03.2016. Ïðèíÿòà ê ïóáëèêàöèè 22.04.2016.

Ïîëó÷åí ðåêîìáèíàíòíûé ñëèòûé áåëîê ÎprF-àÒîõ, êîòîðûé ñîäåðæàë ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà F íàðóæíîé ìåì-

áðàíû (OprF) è äåôåêòíîé ôîðìû ýêçîòîêñèíà À Pseudomonas aeruginosa. Ýòîò ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê áûë ñèíòåçè-

ðîâàí â êëåòêàõ Escherichia coli è î÷èùåí ñ ïîìîùüþ íèêåëü-ñåôàðîçû. Ïîêàçàíî, ÷òî ñëèòûé ðåêîìáèíàíòíûé áå-

ëîê ÎprF-àÒîõ ïðè èììóíèçàöèè îáëàäàë çàùèòíûìè ñâîéñòâàìè îò èíôåêöèè, âûçûâàåìîé âèðóëåíòíîé òîêñèãåí-

íîé êóëüòóðîé Pseudomonas aeruginosa øòàììà ÐÀ-103.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: Pseudomonas aeruginosa; áåëîê F íàðóæíîé ìåìáðàíû; ýêçîòîêñèí À; àíàòîêñèí; ñëèòûé ðå-

êîìáèíàíòíûé áåëîê ÎprF-àÒîõ; èììóíèçàöèÿ.

Áèáëèîãðàôè÷åñêîå îïèñàíèå: Ñîëäàòåíêîâà ÀÂ, Ìèõàéëîâà ÍÀ, Çèìèíà ÅÌ, Ëåîíîâà ÅÈ, Êàëîøèí ÀÀ. Ïîëó÷åíèå

ðåêîìáèíàíòíîãî ñëèòîãî áåëêà OPRF-ATOX Pseudomonas aeruginosa, îáëàäàþùåãî çàùèòíûìè ñâîéñòâàìè.
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Ñðåäè âíóòðèáîëüíè÷íûõ ãíîéíî-ñåïòè÷åñêèõ èíôåêöèé

ñèíåãíîéíàÿ ïàëî÷êà (Pseudomonas aeruginosa) ñòàáèëü-

íî çàíèìàåò âòîðîå-òðåòüå ìåñòî. Ðàñïðîñòðàíåíèå äàí-

íàÿ èíôåêöèÿ ïîëó÷èëà èç-çà âûñîêîé íåïðèõîòëèâîñòè

ìèêðîîðãàíèçìà ê óñëîâèÿì âíåøíåé ñðåäû, à òàê æå

÷ðåçâû÷àéíî âûñîêîé ðåçèñòåíòíîñòè ê áîëüøèíñòâó ïðè-

ìåíÿåìûõ â êëèíèêàõ àíòèáèîòèêîâ è õèìèîòåðàïåâòè÷å-

ñêèõ ñðåäñòâ [1–3]. Êðîìå òîãî, ýòîò ïàòîãåí ÿâëÿåòñÿ ïðè-

÷èíîé ñåðüåçíûõ ïàòîëîãèé ó áîëüíûõ ìóêîâèñöèäîçîì,

ãåíåòè÷åñêèì çàáîëåâàíèåì, ñîïðîâîæäàþùèìñÿ óâåëè-

÷åíèåì è ñãóùåíèåì ñåêðåòà, ÷òî ðàíî èëè ïîçäíî ïðèâî-

äèò ê êîëîíèçàöèè ëåãêèõ P. aeruginosa, ñ îáðàçîâàíèåì

áèîïëåíêè [3, 4].

Íàìè ðàññìàòðèâàåòñÿ ñîçäàíèå âàêöèííîãî àíòèñè-
íåãíîéíîãî ïðåïàðàòà íà îñíîâå ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ,
ïîëó÷åííûõ â êëåòêàõ Escherichia coli. Ðàíåå áûë ïîëó÷åí
ïðîäóöåíò âûñîêîèììóíîãåííîãî ïîðîîáðàçóþùåãî
áåëêà F íàðóæíîé ìåìáðàíû (OprF), êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ
êîíñåðâàòèâíûì äëÿ âñåõ èììóíîòèïîâ ñèíåãíîéíîé ïà-
ëî÷êè. Ïîêàçàíî, ÷òî ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê OprF â ðå-
çóëüòàòå èììóíèçàöèè ñïîñîáñòâîâàë ïîâûøåíèþ âûæè-
âàåìîñòè ìûøåé, ýêñïåðèìåíòàëüíî çàðàæåííûõ íåòîêñè-
ãåííûì øòàììîì P. aeruginosa PA-170015 [5]. Òàê æå, áûë
ïîëó÷åí è èññëåäîâàí ðåêîìáèíàíòíûé àíàòîêñèí (íåòîê-
ñè÷íûé âàðèàíò ýêçîòîêñèíà À áåç 106 Ñ-êîíöåâûõ àìèíî-
êèñëîòíûõ îñòàòêîâ) [6]. Ýêçîòîêñèí À, èíãèáèðóþùèé
ñèíòåç áåëêîâ â ýóêàðèîòè÷åñêèõ êëåòêàõ, ÿâëÿåòñÿ îäíèì
èç îñíîâíûõ ôàêòîðîâ ïîðàæåíèÿ P. aeruginosa, èãðàÿ
âàæíóþ ðîëü â ðàçðóøåíèè òêàíåé îðãàíèçìà õîçÿèíà [7].

Öåëüþ íàñòîÿùèõ èññëåäîâàíèé ÿâèëîñü ñëèÿíèå ãå-
íîâ, êîäèðóþùèõ OprF è àíàòîêñèí, ñ ïîëó÷åíèåì ðåêîì-
áèíàíòíîãî áåëêà, ñïîñîáíîãî âûçûâàòü èììóííûå ðåàê-
öèè ïðîòèâ ìàæîðíîãî ïîâåðõíîñòíîãî áåëêà è ýêçîòîê-
ñèíà À P. aeruginosa. Äëÿ äîñòèæåíèÿ äàííîé öåëè áûëè
ïîñòàâëåíû è âûïîëíåíû ñëåäóþùèå çàäà÷è: âñòðàèâàíèå
ãåíîâ, êîäèðóþùèõ OprF è àíàòîêñèí, â îäíîì ïëàçìèä-
íîì âåêòîðå äëÿ ýêñïðåññèè â êëåòêàõ E. coli; ïîëó÷åíèå
ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà; èçó÷åíèå ñïåöèôè÷íîñòè è çà-
ùèòíûõ ñâîéñòâ ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ñ öåëüþ ñîçäàíèÿ êîíñòðóêöèé äëÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ ñëè-
òûõ áåëêîâ èñïîëüçîâàíà ïëàçìèäà (pET28-atox), ïðåäíà-
çíà÷åííàÿ äëÿ ñèíòåçà ðåêîìáèíàíòíîãî àíàòîêñèíà [6].
Â ýòó êîíñòðóêöèþ âñòðàèâàëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ãåíà
oprF â äâóõ âàðèàíòàõ, êîòîðûé àìïëèôèöèðîâàëè c ïîìî-
ùüþ ÏÖÐ. Â êà÷åñòâå ìàòðèöû èñïîëüçîâàëè êîíñòðóêöèþ
äëÿ ñèíòåçà ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà OprF (pQE30-oprF) [5].
Ïðè àìïëèôèêàöèè ïåðâîãî âàðèàíòà, ïðàéìåðû èìåëè íà
5�-êîíöàõ äîïîëíèòåëüíûé ñàéò ðåñòðèêöèè XhoI (5�-GAT
CTC GAG TAT GAA ACT GAA GAA CAC CTT AG è 5�-CAT CTC
GAG CTT GGC TTC AGC TTC TAC), à ïðè âòîðîì – èñïîëüçîâà-
ëè ïðàéìåðû ñ ñàéòàìè ðåñòðèêöèè Hind III (5�-GAT AAG CTT
ATG AAA CTG AAG AAC ACC TTA G è 5�-CAT AAG CTT TTA CTT
GGC TTC AGC TTC TAC). Ïåðâûé àìïëèôèêàò âñòðàèâàëè â
ïëàçìèäó pET28-aTox ïî ñàéòó XhoI, âòîðîé – ïî ñàéòó ðå-
ñòðèêöèè HindIII. Ïðîäóêòû ëèãèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè
äëÿ òðàíñôîðìàöèè êëåòîê E. coli øòàììà BL21(DE3). Êëî-
íû îòáèðàëè ñ ïîìîùüþ ðåñòðèêòíîãî àíàëèçà è ñåêâåíè-
ðîâàíèÿ. Ñåêâåíèðîâàíèå îñóùåñòâëÿëè ïðè ïîìîùè ïðè-
áîðà ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer («Applied Bio-
systems»).

Ñèíòåç ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ èíäóöèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ èçîïðîïèë-�-d-òèîãàëàêòîïèðàíîçèäà (ÈÏÒÃ), à
î÷èñòêó îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè
ñ èñïîëüçîâàíèåì íèêåëü-ñåôàðîçû («Amercham») â 8 Ì
áóôåðíîì ðàñòâîðå ìî÷åâèíû, â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðåäâàðè-
òåëüíûìè èññëåäîâàíèÿìè [5]. Ïðåïàðàòû ðåêîìáèíàíò-
íûõ áåëêîâ ïåðåâîäèëè â íàòèâíîå ñîñòîÿíèå â ðåçóëüòàòå
äèàëèçà ïðîòèâ ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà. Îïðåäåëå-
íèå êîíöåíòðàöèè áåëêîâ ïðîâîäèëè â ñïåêòðîôîòîìåòðå
Genesys 6 («Thermoscientific») ïðè äëèíå âîëíû 280 íì.
Áåëêîâûå ïðîäóêòû àíàëèçèðîâàëè ýëåêòðîôîðåçîì â ïî-
ëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ïî ìåòîäó Ëýììëè. Â èììóíîáëîò-
òèíãå èñïîëüçîâàëè ñûâîðîòêè êðîâè êðîëèêîâ, èììóíè-
çèðîâàííûõ ðåêîìáèíàíòíûì áåëêîì OprF è ðåêîìáè-
íàíòíûì àíàòîêñèíîì.

Äëÿ èììóíèçàöèè ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè ñîðáèðîâà-
ëè íà ãèäðîêñèäå àëþìèíèÿ èç ðàñ÷åòà 1 ìã Al(OH)3 íà
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1 ìã áåëêà. Ñîðáöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 12 ÷àñîâ ïðè
òåìïåðàòóðå 4°Ñ. Ïðåïàðàòû ââîäèëè âíóòðèáðþøèííî â
îáúåìå 0,5 ìë ìûøàì, ìàññîé 16–18 ã (ôèëèàë «Àíäðååâ-
êà» ÔÃÁÓÍ ÍÖÁÌÒ ÔÌÁÀ).

Ïðè èíäóêöèè ýêñïåðèìåíòàëüíîé èíôåêöèè æèâîò-
íûõ çàðàæàëè âíóòðèáðþøèííî â îáúåìå 0,5 ìë æèâîé
âèðóëåíòíîé êóëüòóðîé P. aeruginosa øòàììà ÐÀ-103,
ïîñëå ÷åãî â òå÷åíèå ñåìè ñóòîê ïðîâî-
äèëè ó÷åò ïîãèáøèõ è âûæèâøèõ æè-
âîòíûõ. ËÄ50, âû÷èñëÿëè ïî ôîðìóëå
Êåðáåðà â ìîäèôèêàöèè Àøìàðèíà–
Âîðîáüåâà:

ËÄ50 = 10^(lgA – lg2 · (B1/C1 + B2/C2 +

+ B3/C3 + B4/C4 + B5/C5 – 0,5));

ãäå À — ìàêñèìàëüíàÿ èíôåêöèîííàÿ
äîçà â îïûòå, Â — êîëè÷åñòâî æèâîò-
íûõ, ïàâøèõ â ãðóïïå, Ñ — ïåðâîíà-
÷àëüíîå êîëè÷åñòâî æèâîòíûõ â ãðóïïå.

Âûñîêîòîêñèãåííûé øòàìì PA-103
áûë ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí äëÿ ìóçåÿ
ëàáîðàòîðèè ïðîòåêòèâíûõ àíòèãåíîâ
ÍÈÈÂÑ èìåíè È. È. Ìå÷íèêîâà äîêòî-
ðîì Liu (ÑØÀ) [8].

Âñå ðàáîòû ñ æèâîòíûìè ïðîâîäè-
ëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïîëîæåíèÿìè «Ïðà-
âèëà ïðîâåäåíèÿ ðàáîò ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ».

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå íàìè ïîëó÷åíà ïëàçìèäíàÿ êîí-
ñòðóêöèÿ äëÿ ñèíòåçà â êëåòêàõ E. coli
øòàììà BL21(DE3) äåôåêòíîé ôîðìû
ýêçîòîêñèíà À P. aeruginosa. Ó ðåêîìáè-
íàíòíîãî áåëêà îòñóòñòâîâàëè 106
Ñ-êîíöåâûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ,
÷òî ïðèâåëî ê íàðóøåíèþ äîìåíà, îòâå-
÷àþùåãî çà öèòîòîêñè÷åñêóþ ôóíêöèþ
[6]. Ýòîò äåëåöèîííûé âàðèàíò ãåíà
toxA, êîäèðóþùèé ðåêîìáèíàíòíûé
àíàòîêñèí, â êîíñòðóêöèè ðET28-àtîõ
áûë ðàñïîëîæåí ìåæäó ñàéòàìè ðåñò-
ðèêöèè HindIII è XhoI (ðèñ. 1À). Âñòðàè-
âàíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíà oprF
îñóùåñòâëÿëè â äâóõ âàðèàíòàõ.

Â ïåðâîì ñëó÷àå, ãåí oprF âñòðàè-
âàëè ñî ñòîðîíû 3�-êîíöà ãåíà àíàòîê-
ñèíà, ò.å. ïî ñàéòó ðåñòðèêöèè XhoI. Â
ðåçóëüòàòå ïîëó÷åíà êîíñòðóêöèÿ
ðET28-atîõ-oprF, ïðåäíàçíà÷åííàÿ äëÿ
ñèíòåçà ðåêîìáèíàíòíîãî ñëèòîãî áåë-
êà àÒîõ-ÎprF (ðèñ. 1Á). Ïðÿìîé ïðàéìåð
äëÿ àìïëèôèêàöèè äàííîãî âàðèàíòà
ïîñëå ñàéòà ðåñòðèêöèè ñîäåðæàë äî-
ïîëíèòåëüíûé íóêëåîòèä (Ò), êîòîðûé
áûë íåîáõîäèì äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ îò-
êðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíèÿ ñëèòîãî ãåíà.

Âî âòîðîì ñëó÷àå, âñòðàèâàíèå
îñóùåñòâëÿëîñü ñî ñòîðîíû 5�-êîíöà
ãåíà àíàòîêñèíà, ò.å. ïî ñàéòó ðåñòðèê-
öèè HindIII, â ðåçóëüòàòå ÷åãî áûëà ïî-
ëó÷åíà êîíñòðóêöèÿ ðET28-oprF-àtîõ,
ïðåäíàçíà÷åííàÿ äëÿ ñèíòåçà ðåêîì-

áèíàíòíîãî ñëèòîãî áåëêà ÎprF-àÒîõ (ðèñ. 1Â). Â ïîñëåäî-

âàòåëüíîñòè îáðàòíîãî ïðàéìåðà äëÿ ÏÖÐ ýòîãî âàðèàíòà

ãåíà oprF îòñóòñòâîâàë òåðìèíàòîðíûé êîäîí (ÒÀÀ).

Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ýêñïðåññèè îòîáðàííûõ êîíñòðóê-

öèé âûÿâëåíî, ÷òî ñèíòåç ñëèòîãî ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà

â ñóùåñòâåííûõ êîëè÷åñòâàõ ïðîèñõîäèë òîëüêî ñ èñïîëü-

çîâàíèåì êîíñòðóêöèè ðET28-oprF-àtîõ. Ðàçìåð ðåêîìáè-

Ïîëó÷åíèå ðåêîìáèíàíòíîãî ñëèòîãî áåëêà OprF-aTox Pseudomonas aeruginosa, îáëàäàþùåãî çàùèòíûìè ñâîéñòâàìè
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ñîçäàíèÿ ãåííî-èíæåíåðíûõ êîíñòðóêöèé äëÿ ñèíòåçà ðåêîìáèíàíòíûõ
ñëèòûõ (ãèáðèäíûõ) áåëêîâ aTox-OprF è OprF-aTox. A — ðET28-àtîõ; Á — ðET28-atîõ-oprF;
B — ðET28-oprF-àtîõ.



íàíòíîãî ïðîäóêòà ñîñòàâëÿë îêîëî 100 êÄà (ðèñ. 2À), ÷òî
ñîâïàäàëî ñ ðàñ÷åòíîé (105 êÄà). Î÷èùåííûé ðåêîìáè-
íàíòíûé áåëîê OprF-aTox â èììóíîáëîòòèíãå ñïåöèôè÷íî
ðåàãèðîâàë ñ ñûâîðîòêàìè, èììóííûìè êàê ê ðåêîìáè-
íàíòíîìó OprF, òàê è ê àíàòîêñèíó (ðèñ. 2Á).

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðåêîìáèíàíòíûé ñëèòûé áåëîê
OprF-aTox îöåíèëè ïî ñïîñîáíîñòè çàùèùàòü ìûøåé îò
ýêñïåðèìåíòàëüíîé èíôåêöèè òîêñèãåííûì øòàììîì
P. aeruginosa. Ðàíåå ïðè èññëåäîâàíèè ïðîòåêòèâíûõ
ñâîéñòâ ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà OprF èñïîëüçîâàëè êóëü-
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Ðèñ. 2. Àíàëèç áåëêîâûõ ïðîäóêòîâ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå ýêñïðåññèè êîíñòðóêöèé ðET28-atox-oprF è ðET28-oprF-atox â êëåòêàõ E. coli
øòàììà BL21(DE3). À — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, îêðàøåííûé Êóìàññè R-250; Á — íèòðîöåëëþëîçíàÿ ìåìáðàíà ïîñëå èììóíîáëîòòèíãà ñ
ñûâîðîòêîé ê ðåêîìáèíàíòíîìó àíàòîêñèíó; Â — íèòðîöåëëþëîçíàÿ ìåìáðàíà ïîñëå èììóíîáëîòòèíãà ñ ñûâîðîòêîé ê ðåêîìáèíàíòíîìó
OprF. 1 — áåëêè, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå âûðàùèâàíèÿ êëåòîê òðàíñôîðìèðîâàííûõ ðET28-atox-oprF áåç ýêñïðåññèè (áåç äîáàâëåíèÿ
ÈÏÒÃ); 2 — ïðîäóêòû, ïîëó÷åííûå ïðè âûðàùèâàíèè êëåòîê òðàíñôîðìèðîâàííûõ ðET28-atox-oprF ñ ýêñïðåññèåé; 3 — âåñîâîé áåëêîâûé
ìàðêåð Fermentas-SM0661 (ðàçìåðû ôðàãìåíòîâ: 200, 150, 120, 85, 70. 60, 50, 40, 30, 25, 20 è 15 êÄà); 4 — áåëêè øòàììà-ïðîäóöåíòà
OprF-aTox, ïîëó÷åííûå ïðè âûðàùèâàíèè áåç ýêñïðåññèè; 5 — áåëêè øòàììà-ïðîäóöåíòà OprF-aTox ïðè âûðàùèâàíèè ñ ýêñïðåññèåé; 6, 8
è 10 — î÷èùåííûé ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê OprF-aTox; 7 — î÷èùåííûé ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê aTox; 9 — î÷èùåííûé ðåêîìáèíàíòíûé áå-
ëîê OprF. Ñòðåëêàìè îòìå÷åíû ðåêîìáèíàíòíûå ïðîäóêòû.

Ââîäèìûå

ïðåïàðàòû

â äîçå

Äîçà

çàðàæåíèÿ

(ìëí. ì.ê.)

Êîëè÷åñòâî ìûøåé

ïàâøèõ/âûæèâøèõ

ËÄ50

(ìëí. ì.ê.)
ÈÝ*

Êîíòðîëü

(èíòàêòíûå

ìûøè)

100 9/1 30,9 —

50 7/3

25 4/6

12,5 2/8

6,25 0/10

OprF, 25 ìêã 200 8/2 66,1 2,1

100 6/4

50 4/6

25 2/8

12,5 1/9

aTox, 50 ìêã 200 9/1 61,7 2,0

100 7/3

50 3/7

25 2/8

12,5 1/9

Ââîäèìûå

ïðåïàðàòû

â äîçå

Äîçà

çàðàæåíèÿ

(ìëí. ì.ê.)

Êîëè÷åñòâî ìûøåé

ïàâøèõ/âûæèâøèõ

ËÄ50

(ìëí. ì.ê.)
ÈÝ*

OprF-aTox,

25 ìêã

200 10/0 43,7 1,4

100 7/3

50 5/5

25 3/7

12,5 2/8

OprF-aTox,

50 ìêã

200 8/2 107,2 3,5

100 3/7

50 2/8

25 1/9

12,5 0/10

OprF-aTox,

100 ìêã

200 8/2 93,3 3,0

100 4/6

50 2/8

25 1/9

12,5 1/9

Òàáëèöà 1. Çàùèòíûå ñâîéñòâà ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ îò ýêñïåðèìåíòàëüíîé èíôåêöèè P. aeruginosa

* ÈÝ — èíäåêñ ýôôåêòèâíîñòè.



òóðó P. aeruginosa øòàììà, êîòîðûé õàðàêòåðèçóåòñÿ

îòñóòñòâèåì ñèíòåçà ýêçîòîêñèíà À. Â òî æå âðåìÿ, äëÿ

îöåíêè ðåêîìáèíàíòíîãî àíàòîêñèíà èñïîëüçîâàëè ðå-

êîìáèíàíòíûé ôóíêöèîíàëüíûé ýêçîòîêñèí À. Äëÿ èññëå-

äîâàíèÿ ïðåïàðàòà, ñîñòîÿùåãî èç ìåìáðàííîãî è ýêçî-

òîêñèíîâîãî êîìïîíåíòîâ, áûë âçÿò øòàìì ñ îñíîâíûìè

ôàêòîðàìè ïàòîãåííîñòè.

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëîñü â ñðàâíåíèè ñ îòäåëüíûì

ââåäåíèåì ðåêîìáèíàíòíûõ OprF è àíàòîêñèíà. OprF ââî-

äèëè â äîçå 25 ìêã, à àíàòîêñèí â äîçå 50 ìêã íà ìûøü ïðè

îäíîêðàòíîì ââåäåíèè. Äàííûå äîçû áûëè ïîäîáðàíû

äëÿ äâóêðàòíîé èììóíèçàöèè â ïðåäûäóùèõ èññëåäîâà-

íèÿõ. Ñëèòûé áåëîê ÎprF-àÒîõ ââîäèëè â äîçàõ: 25, 50 è

100 ìêã (ïðè îäíîêðàòíîì ââåäåíèè). Êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà

âêëþ÷àëà ìûøåé òîé æå ïàðòèè, êîòîðûì ââîäèëè ôèçèî-

ëîãè÷åñêèé ðàñòâîð. Æèâîòíûõ èììóíèçèðîâàëè äâóêðàò-

íî, ñ äâóõíåäåëüíûì èíòåðâàëîì. Ýêñïåðèìåíòàëüíîå çà-

ðàæåíèå îñóùåñòâëÿëè ÷åðåç äâå íåäåëè ïîñëå êóðñà èì-

ìóíèçàöèé. Ìûøàì êîíòðîëüíîé ãðóïïû ââîäèëè 6,25;

12,5; 25; 50 è 100 ìëí. ìèêðîáíûõ êëåòîê (ìëí. ì.ê.) êóëü-

òóðû P. aeruginosa. ËÄ50 äëÿ ýòîé ãðóïïû æèâîòíûõ ñîñòà-

âèëà 30,9 ìëí. ì.ê. Ïðè èíôèöèðîâàíèè ìûøåé, èììóíè-

çèðîâàííûõ ðåêîìáèíàíòíûìè áåëêàìè, èñïîëüçîâàëè

ñëåäóþùèå äîçû: 12,5; 25; 50; 100 è 200 ìëí. ì.ê. êóëüòóðû

P. aeruginosa. Ïîêàçàíî, ÷òî ðåêîìáèíàíòíûå OprF è àíà-

òîêñèí ñïîñîáíîñòüþ çàùèùàòü èììóíèçèðîâàííûõ ìû-

øåé îò P. aeruginosa øòàììà PA-103 ñ èíäåêñàìè ýôôåê-

òèâíîñòè (îòíîøåíèå ËÄ50 äëÿ èììóíèçèðîâàííûõ ìûøåé

ê ËÄ50 â êîíòðîëüíîé ãðóïïå) 2,1 è 2,0. ËÄ50 äëÿ ýòèõ ãðóïï

áûëè 66,1 è 61,7 ìëí. ì.ê., ñîîòâåòñòâåííî äëÿ OprF è àíà-

òîêñèíà. Â ñëó÷àå ñëèòîãî áåëêà ÎprF-àÒîõ óñòàíîâëåíû

ñëåäóþùèå çíà÷åíèÿ ËÄ50: 43,6 ìëí. ì.ê. — äëÿ èììóíè-

çèðóþùåé äîçû 25 ìêã; 107,2 ìëí. ì.ê. — äëÿ äîçû 50 ìêã

è 93,3 ìëí. ì.ê. ? äëÿ äîçû 100 ìêã. Èíäåêñ ýôôåêòèâíîñòè
îïòèìàëüíîé äîçû (50 ìêã) ñîñòàâèë 3,5 (òàáë. 1).

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü ðåêîì-
áèíàíòíûé ñëèòûé áåëîê ÎprF-àÒîõ â êà÷åñòâå êàíäèäàò-
íîãî êîìïîíåíòà âàêöèíû, ïðåäíàçíà÷åííîé äëÿ ïðîôè-
ëàêòèêè ñèíåãíîéíîé èíôåêöèè.
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Obtaining the recombinant fusion protein OprF-aTox
of Pseudomonas aeruginosa whith protective properties

A. V. Soldatenkova, N. A. Mihailova, E. M. Zimina, E. I. Leonova, A. A. Kaloshin

Federal State Budgetary Scientific Institution «I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera», Moscow, Russia

Into the cells of Escherichia coli (strain BL21(DE3)) two forms of the fusion protein Pseudomonas aeruginosa containing

the full length outer membrane protein F (OprF) and nontoxic form of Exotoxin A (without 106 C-terminal amino acid resi-

dues) have been synthesized. Two recombinant genes were inserted into plasmid pET28 in different order: oprF-atox and

atox-oprF. Only oprF-atox variant allowed to obtain the recombinant protein sufficient for purification by affinity chroma-

tography on Ni-Sepharose. The recombinant fusion protein OprF-aTox showed a high specificity in interaction with the

preparations of polyclonal immune rabbit serum to the recombinant OprF, the recombinant nontoxic form of Exotoxin A

and the bacterial cells of P. aeruginosa. The purified recombinant fusion protein OprF-aTox after two immunizations pro-

tected the mice against toxigenic strain of P. aeruginosa (ÐÀ-103) being injected intraperitoneally. The index of efficiency of

protective properties of OprF-aTox in the optimal dose (50 µg protein per mouse) was 3.5. This was more efficient than in

Ïîëó÷åíèå ðåêîìáèíàíòíîãî ñëèòîãî áåëêà OprF-aTox Pseudomonas aeruginosa, îáëàäàþùåãî çàùèòíûìè ñâîéñòâàìè
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cases when the recombinant OprF and the recombinant toxoid were injected separately. The indexes of efficiency of pro-

tective properties of OprF and the toxoid were 2.1 and 2.0.

Key words: Pseudomonas aeruginosa; outer membrane protein F; exotoxin A; toxoid; recombinant fusion protein

OprF-aTox; immunization.
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