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RU 2 296 560 C2

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìèêðîáèîëîãèè, áèîòåõíîëîãèè è ìåäèöèíå, êîíêðåòíî ê
ñîçäàíèþ ìåòîäàìè ãåííîé èíæåíåðèè æèâûõ âàêöèí ïðîòèâ âèðóñíûõ èíôåêöèé íà îñíîâå
àòòåíóèðîâàííûõ ðåêîìáèíàíòíûõ øòàììîâ ñàëüìîíåëë, íåñóùèõ ïðîòåêòèâíûå âèðóñíûå
àíòèãåíû, â âèäå ñóïïîçèòîðèåâ.

Â íàñòî ùåå âðåì  â ìèðå ïðîèñõîäèò ñòðåìèòåëüíîå ðàñïðîñòðàíåíèå ð äà âèðóñíûõ
èíôåêöèé, ïåðåðàñòàþùèõ â ýïèäåìèè; ýòî - ÑÏÈÄ, âûçûâàåìûé âèðóñîì èììóíîäåôèöèòà
÷åëîâåêà (ÂÈ×), ãåïàòèò Â, ãåïàòèò Ñ è äð. Âñå ýòè ïàòîãåíû âûñîêî êîíòàãèîçíû,
âèðóëåíòíû è îáëàäàþò àíòèãåííîé èçìåí÷èâîñòüþ.

Òàê êàê â àðñåíàëå ìåäèöèíû íà ñåãîäí øíèé äåíü íå èìååòñ  äîñòàòî÷íî ýôôåêòèâíûõ
ñïîñîáîâ ëå÷åíè  òàêîãî ðîäà âèðóñíûõ èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, åäèíñòâåííîé ìåðîé
ïðåäîòâðàùåíè  ðàçâèòè  èíôåêöèé  âë åòñ  ìàññîâà  âàêöèíàöè  íàñåëåíè .

Ãëàâíûé íåäîñòàòîê ñóùåñòâóþùèõ âàêöèí çàêëþ÷àåòñ  â òîì, ÷òî îíè ñïîñîáíû
èíäóöèðîâàòü òîëüêî ñèñòåìíûé èììóíèòåò. Î÷åâèäíî, ÷òî ýôôåêòèâíà  ïðîòèâîâèðóñíà 
âàêöèíà äîëæíà îáåñïå÷èâàòü êàê ñèñòåìíûé, òàê è ìåñòíûé èììóíèòåò ñëèçèñòîé, â
îáëàñòè "âõîäíûõ âîðîò" èíôåêöèè.

Ñðåäè íîâûõ ïåðñïåêòèâíûõ ðàçðàáîòîê âèðóñíûõ âàêöèí â ïîñëåäíåå âðåì 
ïðåäïî÷òåíèå îòäàåòñ  ñîçäàíèþ ìóêîçàëüíûõ âàêöèí, ò.å. ïðåïàðàòîâ, ââîäèìûõ íà
ñëèçèñòûå îáîëî÷êè. Òàêèå âàêöèíû èìåþò ð ä ïðåèìóùåñòâ: ââåäåíèå áåç øïðèöà,
íàïðèìåð ïåðîðàëüíî èëè èíòðàíîçàëüíî; îáåñïå÷èâàåòñ  èíäóêöè  íå òîëüêî ñèñòåìíîãî,
íî è ìåñòíîãî èììóíèòåòà, ÷òî êðàéíå âàæíî äë  çàáîëåâàíèé, ïåðåäàþùèõñ  ïîëîâûì
ïóòåì. Ãëàâíûå ïðîáëåìû ñîçäàíè  ìóêîçàëüíûõ âàêöèí íà îñíîâå èíàêòèâèðîâàííûõ
àíòèãåíîâ ñâ çàíû ñ òåì, ÷òî îòäåëüíûå âèðóñíûå áåëêè ïëîõî ïðîíèêàþò â êëåòêè
ñëèçèñòîé îáîëî÷êè èëè äåãðàäèðóþò â æåëóäêå èëè êèøå÷íèêå.

Îäíèì èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ âåêòîðîâ äîñòàâêè ìóêîçàëüíûõ âàêöèí  âë þòñ  íå
ïàòîãåííûå äë  ÷åëîâåêà àòòåíóèðîâàííûå øòàììû ñàëüìîíåëë [1, 2].

Èíòåðåñ ê æèâûì êëåòêàì ñàëüìîíåëë êàê ê íîñèòåëþ èììóíîãåííûõ ýïèòîïîâ
èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ îáóñëîâëåí òåì, ÷òî àòòåíóèðîâàííûå øòàììû ýòîé áàêòåðèè
ñïîñîáíû èíâàçèðîâàòü ñëèçèñòóþ è íåêîòîðîå âðåì  æèòü â êëåòêàõ ëèìôîèäíîé òêàíè
îðãàíèçìà ìëåêîïèòàþùèõ. Êëåòêà-âåêòîð,  âë  ñü åñòåñòâåííûì äåïî è àäúþâàíòîì äë 
àíòèãåíà, ïðåäñòàâë åò åãî â ìàêñèìàëüíî èììóíîãåííîé ôîðìå, óâåëè÷èâàåò âðåì 
ïåðñèñòåíöèè è ñïîñîáñòâóåò íàêîïëåíèþ àíòèãåíà â èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòêàõ.

Èçâåñòåí ð ä ðàáîò, â êîòîðûõ ïîêàçàíî, ÷òî ðåêîìáèíàíòíûå àòòåíóèðîâàííûå
ñàëüìîíåëëû, ïðîäóöèðóþùèå àíòèãåíû ÂÈ×, èíäóöèðóþò âûñîêèé ñèñòåìíûé
(ãóìîðàëüíûé è êëåòî÷íûé) èììóíèòåò è ñåêðåòîðíûé èììóíèòåò. Ïðèìåðîì ìîãóò ñëóæèòü
ðåêîìáèíàíòíûå àòòåíóèðîâàííûå øòàììû Salmonella enteritidis Å-23 ÂÌÑ120 [3] è
Salmonella typhimurium Ò-10 ÂÌÑ 160 [4], ïåðâûé èç êîòîðûõ îáåñïå÷èâàåò ñèíòåç áåëêà
gp 120 ÂÈ× â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ, à âòîðîé - äðóãîãî áåëêà-èììóíîãåíà ÂÈ× - gp 160.
Èçâåñòíà æèâà  âàêöèíà ïðîòèâ ÂÈ× íà îñíîâå àòòåíóèðîâàííîãî øòàììà Salmonella
typhimurium SL-3261 äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè , êîòîðà  â êà÷åñòâå èììóíîãåíîâ íåñåò
áåëîê îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû è òðàíñàêòèâèðóþùèé áåëîê ÂÈ× [5]. Â îïèñàííûõ ðàáîòàõ â
êà÷åñòâå àíòèãåíà èñïîëüçóåòñ  ëèøü îäèí èëè äâà èç ôðàãìåíòîâ áåëêîâ gp 120 èëè gp
160 èëè pol, ÷òî  âíî íåäîñòàòî÷íî äë  ñîçäàíè  ýôôåêòèâíîé âàêöèíû, ïîñêîëüêó
ñ÷èòàåòñ , ÷òî ýôôåêòèâíà  âàêöèíà ïðîòèâ ÂÈ× äîëæíà âêëþ÷àòü ýïèòîïû íå òîëüêî èç
áåëêà env, íî òàêæå gag è pol [6].

Èçâåñòåí ðåêîìáèíàíòíûé àòòåíóèðîâàííûé øòàìì áàêòåðèé Salmonella enteritidis E-
23/pGEX-2T-TBI, ñïîñîáíûé ïðîäóöèðîâàòü èñêóññòâåííûé áåëîê TBI, ñîäåðæàùèé äåâ òü
Ò- è Â- êëåòî÷íûõ ýïèòîïîâ ÂÈ×, â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ [7]. Èçâåñòåí òàêæå
ðåêîìáèíàíòíûé àòòåíóèðîâàííûé øòàìì áàêòåðèé Salmonella typhimurium SL 7202 pGEX-
TBI, ñïîñîáíûé ïðîäóöèðîâàòü èñêóññòâåííûé áåëîê TBI [8].

Èçâåñòåí ðåêîìáèíàíòíûé àòòåíóèðîâàííûé øòàìì áàêòåðèé Salmonella enteritidis E-
23/pcDNA-TCI [9], ñïîñîáíûé ïðîäóöèðîâàòü èñêóññòâåííûé áåëîê TCI, ñîäåðæàùèé
ìíîæåñòâåííûå (áîëåå âîñüìèäåñ òè) öèòîòîêñè÷åñêèå Ò-êëåòî÷íûå ýïèòîïû ÂÈ×-1, â
êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ.
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Âñå îïèñàííûå øòàììû ïðè ââåäåíèè æèâîòíûì èíäóöèðóþò âûðàæåííûé
ñïåöèôè÷åñêèé ãóìîðàëüíûé è êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò ê ÂÈ× è ìîãóò áûòü
èñïîëüçîâàíû äë  êîíñòðóèðîâàíè  æèâîé ÄÍÊ-âàêöèíû ïðîòèâ ÂÈ×.

Àêòèâíî èäåò ðàçðàáîòêà ïîäõîäîâ ê ñîçäàíèþ æèâûõ âàêöèí è ïðîòèâ ãåïàòèòà Â íà
îñíîâå àòòåíóèðîâàííûõ øòàììîâ ñàëüìîíåëë. Â íàñòî ùåå âðåì  ïðîõîäèò êëèíè÷åñêèå
èñïûòàíè  âàêöèíà íà îñíîâå ðåêîìáèíàíòíîé ñàëüìîíåëëû, ïðîäóöèðóþùåé HBcAg-preS2
[10]. Îäíàêî, ïðè èììóíèçàöèè äîáðîâîëüöåâ äàííûì ðåêîìáèíàíòíûì øòàììîì
ñàëüìîíåëëû, îòâåò íà preS2 áûë îòìå÷åí òîëüêî ó îäíîãî èç 13 èñïûòóåìûõ. Îäíîé èç
ïðè÷èí òàêîãî ñëàáîãî èììóííîãî îòâåòà  âë åòñ  òîò ôàêò, ÷òî ðreS2-îáëàñòü  âë åòñ 
ìèíîðíîé àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòîé, òîãäà êàê ãëàâíûé íåéòðàëèçóþùèé ýïèòîï
ñîäåðæèòñ  â HBsAg.

Èçâåñòíû êàíäèäàòíûå âàêöèííûå øòàììû áàêòåðèé, ñêîíñòðóèðîâàíûå ïóòåì ââåäåíè 
ïëàçìèä, êîäèðóþùèõ àíòèãåíû âèðóñà ãåïàòèòà Â HbsAg è HbcAg â âèäå õèìåðíûõ áåëêîâ,
â ðåöèïèåíòíûå àòòåíóèðîâàííûå øòàììû Salmonella typhimurium Ò-10 è Salmonella
typhimurium SL 7207 [11, 12]. Ïðè èììóíèçàöèè ìûøåé ïîëó÷åííûìè êîíñòðóêöè ìè
ïåðîðàëüíî è ïåððåêòàëüíî (âîäíîé ñóñïåíçèåé êëåòîê ðåêîìáèíàíòíûõ øòàììîâ â âèäå
êëèçìû) îáíàðóæåíû ñïåöèôè÷åñêèå àíòè- HbsAg è àíòè-HbcAg IgG â ñûâîðîòêå êðîâè
æèâîòíûõ è ñïåöèôè÷åñêèå àíòè-âèðóñíûå IgA â ñëèçèñòîé êèøå÷íèêà, à òàêæå ïîêàçàíî
ôîðìèðîâàíèå Ò-êëåòî÷íîãî îòâåòà íà àíòèãåíû âèðóñà ãåïàòèòà Â.

Èçâåñòíî, ÷òî èç âîäíûõ ðàñòâîðîâ, ââåäåííûõ â ïð ìóþ êèøêó â âèäå êëèçìû,
ëåêàðñòâåííûå âåùåñòâà âñàñûâàþòñ  î÷åíü áûñòðî. Îäíàêî ÷àñòü èç íèõ âûâîäèòñ 
îáðàòíî âìåñòå ñ ðàñòâîðîì, ïîýòîìó îáùåå êîëè÷åñòâî âñîñàâøåãîñ  èç ëåêàðñòâà
âåùåñòâà íåâåëèêî. Ýôôåêòèâíîñòü âñàñûâàíè  ëåêàðñòâà çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò ïðè
èñïîëüçîâàíèè ñóïïîçèòîðíîé ôîðìû. Êðîìå òîãî, èñïîëüçó  ñóïïîçèòîðíûå ôîðìû
ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ìîæíî îáåñïå÷èòü áûñòðóþ è ìàññèðîâàííóþ èëè ïîñòåïåííóþ
äîñòàâêó ëåêàðñòâåííîãî âåùåñòâà â êðîâîòîê [13].

Ïðåèìóùåñòâî ìóêîçàëüíûõ âàêöèí â âèäå ñóïïîçèòîðèåâ çàêëþ÷àåòñ  â òîì, ÷òî îíè
ìîãóò îáåñïå÷èâàòü áåçáîëåçíåííîñòü, ïðîñòîòó ââåäåíè  è ñïîñîáñòâîâàòü áåëåå
ñòàáèëüíîé è äëèòåëüíîé èíäóêöèè ìåñòíîãî èììóíèòåòà, ïîñêîëüêó, ðàçìíîæà ñü â
îðãàíèçìå õîç èíà, âàêöèííûé øòàìì ñòèìóëèðóåò äëèòåëüíóþ âûðàáîòêó àíòèòåë ñ
ðàçâèòèåì ðåçèñòåíòíîñòè ó âõîäíûõ âîðîò èíôåêöèè. Êðîìå òîãî, ïðè äàííîì ïîäõîäå íå
òðåáóåòñ  äîðîãîñòî ùà  ñòàäè  î÷èñòêè àíòèãåíà.

Â ñâ çè ñ âûøåèçëîæåííûì ïðåäñòàâë åòñ  öåëåñîîáðàçíûì ðàçðàáîòàòü ïîäõîäû ê
ñîçäàíèþ âàêöèí ïðîòèâ âèðóñíûõ èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ íà îñíîâå æèâûõ êëåòîê
ðåêîìáèíàíòíûõ àòòåíóèðîâàííûõ ñàëüìîíåëë â âèäå ñóïïîçèòîðèåâ.

Èìåþòñ  ñâåäåíè  î ðàçðàáîòêàõ âàêöèííûõ ïðåïàðàòîâ â âèäå ñóïïîçèòîðèåâ íà
îñíîâå èíàêòèâèðîâàííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Òàêîãî ðîäà âàêöèíà ïðîòèâ óðîãåíèòàëüíûõ
èíôåêöèé, ñîñòî ùà  èç èíàêòèâèðîâàííûõ áàêòåðèé, êîòîðûå ïðîèñõîä ò èç êóëüòóð
øòàììîâ óðîïàòîãåííûõ áàêòåðèé âèäîâ Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Proteus morganii è Streptococcus faecalis, è ïîëèýòèëåíãëèêîëåâîé îñíîâû
ñóïïîçèòîðè , îïèñàíà â ïàòåíòå ÐÔ ¹2224542, âûäàííîì àìåðèêàíñêîé ôèðìå Ïðîòåèí
Ýêñïðåññ [14]. Ïðè ýòîì ñóïïîçèòîðíà  ôîðìà âàêöèí ñïîñîáñòâóåò ðàâíîìåðíîìó
ðàñïðåäåëåíèþ êëåòîê ìèêðîîðãàíèçìîâ â ëåêàðñòâåííîé ôîðìå è îáåñïå÷èâàåò
ñòàáèëüíîñòü àêòèâíîé ñóáñòàíöèè â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè.

Â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå ñîçäàíû è èñïîëüçóþòñ  ñóïïîçèòîðèè, ñîäåðæàùèå æèâûå
ìèêðîîðãàíèçìû. Ýòî ñóïïîçèòîðèè, ñîäåðæàùèå ìèêðîîðãàíèçìû íîðìîôëîðû ÷åëîâåêà,
êîòîðûå ïðèìåí þòñ  ïðè ëå÷åíèè äèñáàêòåðèîçîâ, âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ
äèñòàëüíûõ îòäåëîâ êèøå÷íèêà è ïîëîñòè âëàãàëèùà [15, 16, 17]. Ïðåïàðàòû
ñóïïîçèòîðèåâ ñîäåðæàò ìèêðîáíóþ ìàññó æèâûõ áèôèäîáàêòåðèé èëè ëàêòîáàêòåðèé â
êîëè÷åñòâå 103-108 êëåòîê íà îäíó äîçó [17] ëèáî ñóõóþ ëèîôèëèçîâàííóþ áèîìàññó
ìèêðîîðãàíèçìîâ [16] è ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûå äîáàâêè. Â Ðîññèè ïðîèçâîä òñ 
ñâå÷è Àöèëàêò, Áèôèäèí, Ëàêòîáàêòåðèí (ïðîèçâîäñòâî ÎÀÎ "Áèîõèììàø"), êîòîðûå
ïðåäñòàâë þò ñîáîé ìèêðîáíóþ ìàññó æèâûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, âûñóøåííóþ â ñðåäå
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êóëüòèâèðîâàíè  ñ äîáàâëåíèåì ñàõàðîçî-æåëàòèíî-ìîëî÷íîé ñðåäû è ñôîðìèðîâàííóþ â
ìåäèöèíñêèå ñóïïîçèòîðèè.

Îäíàêî â ëèòåðàòóðå íå îïèñàíû ïðåïàðàòû ñóïïîçèòîðèåâ, ñîäåðæàùèå æèâûå êëåòêè
ðåêîìáèíàíòíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, íåñóùèõ ïðîòåêòèâíûå âèðóñíûå àíòèãåíû,
ïðåäíàçíà÷åííûå äë  âàêöèíîïðîôèëàêòèêè âèðóñíûõ èíôåêöèé.

Òåõíè÷åñêîé çàäà÷åé èçîáðåòåíè   âë åòñ  ðàçðàáîòêà ýôôåêòèâíîãî ïðåïàðàòà äë 
èììóíîïðîôèëàêòèêè âèðóñíûõ èíôåêöèé (ïðîòèâîâèðóñíûõ âàêöèí) íà îñíîâå æèâûõ
ðåêîìáèíàíòíûõ øòàììîâ Salmonella â âèäå ñóïïîçèòîðè .

Ïîñòàâëåííà  çàäà÷à ðåøàåòñ  ïóòåì ðàçðàáîòêè òåõíîëîãèè ïîëó÷åíè  è ñîñòàâà
ñóïïîçèòîðèåâ äë  ðåêòàëüíîãî ââåäåíè , ñîäåðæàùèõ àòòåíóèðîâàííóþ æèâóþ êóëüòóðó
êëåòîê ðåêîìáèíàíòíûõ øòàììîâ ñàëüìîíåëë, íåñóùèõ ãåíû ïðîòåêòèâíûõ âèðóñíûõ
àíòèãåíîâ, âìåøàííûõ â ñóïïîçèòîðíóþ îñíîâó.

Ðåêòàëüíûé ïóòü îòêðûâàåò âîçìîæíîñòü ââåäåíè  â îðãàíèçì ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ,
ðàçðóøàþùèõñ  â æåëóäêå èëè êèøå÷íèêå. À äë  àòòåíóèðîâàííûõ ñàëüìîíåëë
ôèçèîëîãè÷íîé  âë åòñ  ñðåäà ñ ðÍ 6,8-7,2, òàêèì îáðàçîì, ñðåäà ïð ìîé êèøêè â
ìèíèìàëüíîé ñòåïåíè áóäåò âëè òü íà ïðî âëåíèå áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè âàêöèííîãî
øòàììà.

Äë  ðåøåíè  ïîñòàâëåííîé çàäà÷è èçó÷åíà äèíàìèêà íàêîïëåíè  áèîìàññ ñàëüìîíåëë,
íåñóùèõ ïðîòåêòèâíûå àíòèãåíû ÂÈ× è ãåïàòèòà Â, - Salmonella enteritidis E-23/ pGEX-
2Ò-TBI, Salmonella enteritidis E-23/pcDNA-TCI, Salmonella typhimurium T-10/pKHBc â
ïðîöåññå ôåðìåíòàöèè. Ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâíîå äåëåíèå êëåòîê ïðîäîëæàåòñ  äî ÎÏ=2,0.
Ïðè ýòîì ïëàçìèäû ñòàáèëüíî ñîõðàí þòñ  â øòàììàõ. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè  òèòð
êëåòîê ñàëüìîíåëë â êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè äîëæåí áûòü íå íèæå 106.

Â ïðîöåññå èçãîòîâëåíè  ÄÍÊ-âàêöèíû â âèäå ñóïïîçèòîðèåâ, ñîäåðæàùèõ æèâûå êëåòêè
ðåêîìáèíàíòíûõ øòàììîâ ñàëüìîíåëë, èçó÷åíî âëè íèå îñíîâû è òåìïåðàòóðû ââåäåíè 
íàòèâíîé áèîìàññû â ñóïïîçèòîðíóþ îñíîâó íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî
âèä îñíîâû è ïðèðîäà âñïîìîãàòåëüíûõ âåùåñòâ îêàçûâàåò ñóùåñòâåííîå âëè íèå íà
æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ñóïïîçèòîðèåâ. Èç äàííûõ, ïðèâåäåííûõ â Òàáëèöå 1, âèäíî, ÷òî
íàèëó÷øóþ æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îáåñïå÷èâàåò èñïîëüçîâàíèå ãèäðîôîáíûõ (æèðîâûõ)
îñíîâ. Â îñíîâå ãèäðîôèëüíîãî òèïà îòñóòñòâóþò æèçíåñïîñîáíûå êëåòêè. Îñíîâû ¹2 è
¹6 îáëàäàþò ïëîõîé òåêó÷åñòüþ. Ââåäåíèå â îñíîâó â êà÷åñòâå âñïîìîãàòåëüíîãî
âåùåñòâà Òâèíà-80 äåéñòâóåò ãóáèòåëüíî íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ñàëüìîíåëë â
ñóïïîçèòîðè õ. Ïðè èçãîòîâëåíèè ñóïïîçèòîðèåâ íàáëþäàåòñ  îòñóòñòâèå æèçíåñïîñîáíûõ
êëåòîê ïðè ââåäåíèè êëåòîê â ñóïïîçèòîðíóþ îñíîâó ïðè òåìïåðàòóðå 50°Ñ. Ñîõðàí åòñ 
æå æèçíåñïîñîáíîñòü ïðè âíåñåíèè êëåòîê â îñíîâó ïðè òåìïåðàòóðå äî 45°Ñ.
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Â îäíîé äîçå ïðåïàðàòà (îäíîé ñóïïîçèòîðèè ìàññîé 2 ã) ñîäåðæèòñ  1⋅106-1⋅109 æèâûõ
êëåòîê Salmonella enteritidis E-23/pGEX-2T-TBI èëè Salmonella enteritidis Å-23/ðñÂÌÀ-
ÒÑ1 èëè Salmonella typhimurium Ò-10/HBc.

Ñîãëàñíî ïðîâåäåííûì èññëåäîâàíè ì ñóïïîçèòîðèè ãîòîâ ò íà æèðîâîé îñíîâå,
íàïðèìåð ñ èñïîëüçîâàíèåì êóëèíàðíîãî æèðà "Ôðèòþðíûé" èëè ãèäðîëèçîâàííîãî
õëîïêîâîãî ìàñëà (ÃÕÌ), èëè ñìåñè òâåðäîãî êóëèíàðíîãî æèðà, ìàñëà êàêàî ñ
äîáàâëåíèåì òâåðäîãî íåôò íîãî ïàðàôèíà è ýìóëüãàòîðà Ò-2 ïóòåì âûëèâàíè  â
ñóïïîçèòîðíûå ôîðìû ðàñïëàâëåííîé ìàññû, ñîäåðæàùåé êóëüòóðû êëåòîê ñàëüìîíåëë.
Îïòèìàëüíîé òåìïåðàòóðîé ââåäåíè  áèîìàññû â ñóïïîçèòîðíóþ îñíîâó  âë åòñ 
òåìïåðàòóðà 39 - 45°Ñ.

Ñóïïîçèòîðèè äë  èììóíîïðîôèëàêòèêè âèðóñíûõ èíôåêöèé ñîäåðæàò êîìïîíåíòû â
ñëåäóþùåì ñîîòíîøåíèè íà îäíó ñâå÷ó ìàññîé 2 ã, ìàñ.%:

ñóñïåíçèþ êëåòîê ðåêîìáèíàíòíîãî àòòåíóèðîâàííîãî øòàììà Salmonella, íåñóùåãî ãåíû
ïðîòåêòèâíîãî âèðóñíîãî àíòèãåíà, â êîëè÷åñòâå 106-109 æèâûõ êëåòîê - 1%; æèðîâóþ
îñíîâó - 94% è ýìóëüãàòîð Ò-2 - 5%. Ïðè ýòîì â êà÷åñòâå æèðîâîé îñíîâû ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí òâåðäûé êóëèíàðíûé æèð (94%), èëè ãèäðîëèçîâàííîå õëîïêîâîå ìàñëî (94%),
èëè ñìåñü êóëèíàðíîãî æèðà "Ôðèòþðíûé" (60%), ìàñëà êàêàî (24%) è òâåðäîãî íåôò íîãî
ïàðàôèíà (10%).

Â ïðîöåññå èçãîòîâëåíè  âàêöèíû â âèäå ñóïïîçèòîðèåâ, ñîäåðæàùèõ êëåòêè
ðåêîìáèíàíòíûõ ñàëüìîíåëë, âîçíèêàåò ïðîáëåìà õðàíåíè  â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî
âðåìåíè, ñòàíäàðòèçàöèè è ñòàáèëüíîñòè áèîìàññû. Íåîáõîäèìûì óñëîâèåì  âë åòñ  òî,
÷òî êëåòêè ðåêîìáèíàíòíîé ñàëüìîíåëëû äîëæíû áûòü â ñîñòî íèè àêòèâíîãî äåëåíè , ò.å.
â ôàçå ëîãàðèôìè÷åñêîãî ðîñòà. Ðåøåíèåì ýòîé ïðîáëåìû  âë åòñ  ëèîôèëèçàöè 
áèîìàññû.

Íà æèçíåñïîñîáíîñòü ìèêðîîðãàíèçìîâ â ïðîöåññå ëèîôèëèçàöèè îêàçûâàåò
ñóùåñòâåííîå âëè íèå ñîñòàâ çàùèòíîé ñðåäû. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëèñü
ñëåäóþùèå çàùèòíûå ñðåäû: ñàõàðîçî-æåëàòèíîâà  (ÑÆ), ìîëî÷íî-ãëþêîçíà  (ÌÃ),
ñàõàðîçíî-æåëàòèíîâà  ñ òèîìî÷åâèíîé (ÑÆÒ). Îáðàçöû áèîìàññû ðåêîìáèíàíòíûõ
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øòàììîâ Salmonella, ëèîôèëèçîâàííûå ñ ðàçëè÷íûìè çàùèòíûìè ñðåäàìè,
îõàðàêòåðèçîâàíû ïî æèçíåñïîñîáíîñòè è ñòàáèëüíîñòè. Äàííûå ïðèâåäåíû â Òàáëèöå 2.

Òàáëèöà 2

Æèçíåñïîñîáíîñòü è ñòàáèëüíîñòü áèîìàññû ðåêîìáèíàíòíûõ øòàììîâ Salmonella, ëèîôèëèçîâàííîé ñ ðàçëè÷íûìè çàùèòíûìè ñðåäàìè

Íàèìåíîâàíèå áèîìàññû. Çàùèòíûå
ñðåäû.

1 ìåñ ö 3 ìåñ öà 6 ìåñ öåâ

Æèçíåñïîñîáíîñòü Ñòàáèëüíîñòü Æèçíåñïîñîáíîñòü Ñòàáèëüíîñòü Æèçíåñïîñîáíîñòü Ñòàáèëüíîñòü

Sal.ent. E23 DNA-TCI Ñðåäà ÑÆ 4,0⋅109 100% 2,1⋅109 100% 2,0⋅108 100%

Sal.ent. E23 DNA-TCI Ñðåäà ÌÃ 4,0⋅109 100% 3,3⋅108 100% 2,7⋅108 100%

Sal.ent. E23 DNA-TCI Ñðåäà ÑÆÒ 1,8⋅109 100% 6,0⋅108 100% 5,8⋅108 100%

Sal.ent. E23 ðÊÍÂñ Ñðåäà ÑÆ 4,3⋅109 100% 4,7⋅109 100% 4,0⋅109 100%

Sal.ent. E23 ðÊÍÂñ Ñðåäà ÌÃ 5,3⋅109 100% 4,8⋅109 100% 3,5⋅109 100%

Sal.ent. E23 ðÊÍÂñ Ñðåäà ÑÆÒ 4,0⋅109 100% 3,5⋅109 100% 7,8⋅108 100%

Ïðèâåäåííûå â Òàáëèöå 2 äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ëèîôèëèçîâàííà  áèîìàññà
ðåêîìáèíàíòíûõ ñàëüìîíåëë õðàíèòñ  áåç ïîòåðè êëåòêàìè æèçíåñïîñîáíîñòè è
ñòàáèëüíîñòè â òå÷åíèå 6 ìåñ öåâ, îäíàêî ïðè ïðîöåññå ëèîôèëèçàöèè ïðåäïî÷òèòåëüíåå
èñïîëüçîâàòü ñðåäû ÑÆ èëè ÌÃ.

Áîëåå òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî ñóïïîçèòîðèè, èçãîòîâëåííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì
ëèîôèëèçîâàííîé áèîìàññû, ìîãóò õðàíèòüñ  â òå÷åíèå 6 ìåñ öåâ ïðè t 4-8 Ñ°, ïðè ýòîì
êëåòêè íå òåð þò æèçíåñïîñîáíîñòè è ñòàáèëüíîñòè øòàììà (ñì. Òàáëèöó 3).

Òàáëèöà 3

Èçó÷åíèå ñòàáèëüíîñòè è æèçíåñïîñîáíîñòè ëèîôèëèçîâàííûõ êëåòîê ðåêîìáèíàíòíûõ øòàììîâ Salmonella â ñóïïîçèòîðè õ

Íàèìåíîâàíèå áèîìàññû. Çàùèòíûå
ñðåäû.

1 ìåñ ö 3 ìåñ öà 6 ìåñ öåâ

Æèçíåñïîñîáíîñòü Ñòàáèëüíîñòü Æèçíåñïîñîáíîñòü Ñòàáèëüíîñòü Æèçíåñïîñîáíîñòü Ñòàáèëüíîñòü

Sal.ent. E23 DNA-TCI Ñðåäà ÌÃ 8,0⋅106 100% 1,0⋅106 100% 1,2⋅106 100%

Sal.ent. E23 ðÊÍÂñ Ñðåäà ÌÃ 3,5⋅108 100% 2,7⋅107 100% 1,5⋅107 100%

Â õîäå äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé íà ìûøàõ è ìîðñêèõ ñâèíêàõ ïîêàçàíî
ôîðìèðîâàíèå èììóíèòåòà ïðîòèâ çàðàæåíè  ÂÈ× è ãåïàòèòà Â ïóòåì îáðàçîâàíè  â
îðãàíèçìå æèâîòíûõ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë è ôîðìèðîâàíè  êëîíà êëåòîê ïàì òè.
Ìàêñèìàëüíîå óâåëè÷åíèå òèòðà àíòèòåë äîñòèãàåòñ  íà 28 ñóòêè è ñîõðàí åòñ  â òå÷åíèå
íåäåëè ïðè îäíîêðàòíîé èììóíèçàöèè. Ïðè äâóêðàòíîé èììóíèçàöèè, ïðîâåäåííîé íà 28
ñóòêè ïîñëå ïåðâîé, ìàêñèìàëüíûé òèòð àíòèòåë ðåãèñòðèðóåòñ  íà 42-56 ñóòêè. Â
ïðîâåäåííûõ äîêëèíè÷åñêèõ èñïûòàíè õ, âûïîëíåííûõ â ñîîòâåòñòâèè ñ Ïðàâèëàìè
ïðîâåäåíè  ãîñóäàðñòâåííûõ èñïûòàíèé è ðåãèñòðàöèè íîâûõ ìåäèöèíñêèõ
èììóíîáèîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ (ÑÏ 3.3.2.561-96), ïîêàçàíî îòñóòñòâèå âûðàæåííûõ
îòêëîíåíèé â ñîñòî íèè æèçíåííî âàæíûõ îðãàíîâ, ãåìàòîëîãè÷åñêèõ, ìîðôîëîãè÷åñêèõ
ïîêàçàòåë õ, îòñóòñòâèå àëëåðãèçèðóþùåé àêòèâíîñòè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
áåçâðåäíîñòè è õîðîøåé ïåðåíîñèìîñòè âàêöèí.

Èçîáðåòåíèå èëëþñòðèðóåòñ  ñëåäóþùèìè ãðàôè÷åñêèìè èçîáðàæåíè ìè.
Ôèã.1. Àíàëèç ñèñòåìíîãî ãóìîðàëüíîãî îòâåòà ê î÷èùåííîìó âèðóñó ÂÈ×-1 ñûâîðîòîê

ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ øòàììîì Salmonella enteritidis E-23/pcDNA-TCI ïî äàííûì ÈÔÀ.
S.enteritidis E-23/pcDNA-TCI

S.enteritidis E-23

Ôèã.2. Àíàëèç ñèñòåìíîãî ãóìîðàëüíîãî îòâåòà ê î÷èùåííîìó áåëêó TCI ñûâîðîòîê
ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ øòàììîì Salmonella enteritidis E-23/pcDNA-TCI ïî äàííûì ÈÔÀ.

S.enteritidis E-23/ pcDNA-TCI

S.enteritidis E-23

Ôèã.3 Èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç ê HBcAg ñûâîðîòîê ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ
ñóïïîçèòîðè ìè, ñîäåðæàùèìè Salmonella typhimurium T10 ðÊÍÂñ.

Äë  ëó÷øåãî ïîíèìàíè  ñóùíîñòè èçîáðåòåíè  íèæå ñëåäóþò ïðèìåðû åãî êîíêðåòíîãî
âûïîëíåíè .

Ïðèìåð 1. Êóëüòèâèðîâàíèå ðåêîìáèíàíòíûõ øòàììîâ ñàëüìîíåëë. Êóëüòèâèðîâàíèå
ðåêîìáèíàíòíûõ øòàììîâ Salmonella enteritidis E-23/pGEX-2T-TBI èëè Salmonella
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enteritidis E-23/pcDNA-TCI èëè Salmonella typhimurium T-10/pKHBc ïðîâîä ò íà ñðåäå ÅÂ
ñ àìïèöèëëèíîì. Ïåðåä êóëüòèâèðîâàíèåì ïðîâîä ò òðàíñôîðìàöèþ êëåòîê ñàëüìîíåëë
ïóòåì ýëåêòðîïîðàöèè. Äë  ýòîãî "íî÷íóþ" êóëüòóðó Salmonella enteritidis E-23 èëè
Salmonella typhimurium T-10 ðàçâîä ò â ñîîòíîøåíèè 1: 100 L-áóëüîíîì è ïîäðàùèâàþò â
ñðåäå LB áåç àìïèöèëëèíà íà êà÷àëêå ïðè òåìïåðàòóðå (37±2)°Ñ äî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
Ä550=0,2. Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ îõëàæäàþò âî ëüäó 20 ìèí è öåíòðèôóãèðóþò 2 ìèí ïðè
6000 îá/ìèí. Ïîñëå îòìûâêè âîäîé îñàäîê êëåòîê ðåñóñïåíäèðóþò â 40 ìêë 10%-ãî
ðàñòâîðà ãëèöåðèíà, âíîñ ò 1 ìêë ïëàçìèäíîé ÄÍÊ pGEX-2T-TBI èëè pcDNA-TCI èëè ðÊÍÂñ,
èíêóáèðóþò âî ëüäó 2 ìèí è ïðîâîä ò ýëåêòðîïîë öèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðèáîðà "ÝêþÁèî"
ËÒÄ. Âðåì  èìïóëüñà 4 ñåê, íàïð æåíèå 2500 Â. Ïîñëå ýëåêòðîïîë öèè â ýòó æå êþâåòó
äîáàâë þò 300 ìêë L-áóëüîíà è èíêóáèðóþò 1 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå (37±2)°Ñ. Ïîëó÷åííûå
òðàíñôîðìàíòû âûñåâàþò íà ïëîòíóþ ñðåäó L- àãàð ñ àìïèöèëëèíîì è âûðàùèâàþò â
òå÷åíèå ñóòîê ïðè òåìïåðàòóðå (37±2)°Ñ. Ïîñëå ïðîâåðêè íà íàëè÷èå ïëàçìèäû
ïðîâåäåííûå êëîíû øòàììà-ïðîäóöåíòà êóëüòèâèðóþò íà ñðåäå LB ñ àìïèöèëëèíîì íà
òåðìîñòàòèðîâàííîé êà÷àëêå ïðè òåìïåðàòóðå (37±2)°Ñ ñ ÷àñòîòîé âðàùåíè  200 îá/ìèí.
Âûðàùèâàíèå ïðîäîëæàåòñ  3-4 ÷ äî äîñòèæåíè  îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè Ä550=2,0. Ïîñëå
êóëüòèâèðîâàíè  â êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè îïðåäåë þò òèòð êëåòîê, êîòîðûé íå äîëæåí
áûòü íèæå 106. Öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 5000 îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèí îòäåë þò áèîìàññó
êëåòîê ðåêîìáèíàíòíûõ ñàëüìîíåëë, êîòîðóþ èñïîëüçóþò äë  ïðèãîòîâëåíè 
ñóïïîçèòîðèåâ.

Ïðèìåð 2. Ïðèãîòîâëåíèå ñóïïîçèòîðè  Ñàë-ÂÈ× "Á", ñîäåðæàùåãî æèâûå êëåòêè
àòòåíóèðîâàííîãî ðåêîìáèíàíòíîãî øòàììà Salmonella enteritidis E-23/pGEX-2T-TBI.

Êîìïîíåíòû îñíîâû ñóïïîçèòîðè  â âèäå íàâåñîê (êóëèíàðíûé æèð "Ôðèòþðíûé" -
300,0±1,0 ã, ýìóëüãàòîð Ò2 - 25,0±0,1 ã, ìàñëî êàêàî - 120,0±0,1 ã è ïàðàôèí - 50,0±0,1 ã)
êîëè÷åñòâåííî ïåðåíîñ ò â ñòàêàí âìåñòèìîñòüþ 1 ë, êîòîðûé ïîìåùàþò íà âîä íóþ áàíþ,
íàãðåòóþ äî 75°Ñ, è âûäåðæèâàþò äî ïîëíîãî ðàñïëàâëåíè  ñìåñè. Ñòàêàí ñ
ðàñïëàâëåííîé îñíîâîé ïîìåùàþò â ñìåñèòåëü-ãîìîãåíèçàòîð è ïåðåìåøèâàþò ïðè 200
îá/ìèí äî ïîëó÷åíè  îäíîðîäíîé ìàññû. Îñíîâó îõëàæäàþò ïðè ïîñòî ííîì
ïåðåìåøèâàíèè äî òåìïåðàòóðû (39±1)°Ñ. Áèîìàññó êëåòîê Salmonella enteritidis E-
23/pGEX-2T-TBI ñîåäèí þò ñ 5 ìë ñòåðèëüíîé î÷èùåííîé âîäû è ðåñóñïåíäèðóþò äî
ïîëó÷åíè  îäíîðîäíîé ñóñïåíçèè, êîòîðóþ ââîä ò â îõëàæäåííóþ ñóïïîçèòîðíóþ îñíîâó,
òùàòåëüíî ïåðåìåøèâà  äî ïîëó÷åíè  îäíîðîäíîé ìàññû. Ñóïïîçèòîðíóþ ìàññó âûëèâàþò
â ïîäãîòîâëåííûå ôîðìû è îõëàæäàþò ïðè òåìïåðàòóðå ìèíóñ (15±2)°Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí.

Ïðèìåð 3. Ïðèãîòîâëåíèå ñóïïîçèòîðè  Ñàë-ÂÈ× "Ä", ñîäåðæàùåãî æèâûå êëåòêè
àòòåíóèðîâàííîãî ðåêîìáèíàíòíîãî øòàììà Salmonella enteritidis E-23/pcDNA-TCI.

Êîìïîíåíòû îñíîâû ñóïïîçèòîðè  â âèäå íàâåñîê (òâåðäûé êóëèíàðíûé æèð - 470,0±1,0
ã è ýìóëüãàòîð Ò2 - 25,0±0,1 ã) êîëè÷åñòâåííî ïåðåíîñ ò â ñòàêàí âìåñòèìîñòüþ 1 ë,
êîòîðûé ïîìåùàþò íà âîä íóþ áàíþ, íàãðåòóþ äî 55°Ñ, è âûäåðæèâàþò äî ïîëíîãî
ðàñïëàâëåíè  ñìåñè. Ñòàêàí ñ ðàñïëàâëåííîé îñíîâîé ïîìåùàþò â ñìåñèòåëü-
ãîìîãåíèçàòîð è ïåðåìåøèâàþò ïðè 200 îá/ìèí äî ïîëó÷åíè  îäíîðîäíîé ìàññû. Îñíîâó
îõëàæäàþò ïðè ïîñòî ííîì ïåðåìåøèâàíèè äî òåìïåðàòóðû (39±1)°Ñ. Áèîìàññó êëåòîê
Salmonella enteritidis Å-23/pcDNA-TCI ñîåäèí þò ñ 5 ìë ñòåðèëüíîé î÷èùåííîé âîäû è
ðåñóñïåíäèðóþò äî ïîëó÷åíè  îäíîðîäíîé ñóñïåíçèè, êîòîðóþ ââîä ò â îõëàæäåííóþ
ñóïïîçèòîðíóþ îñíîâó, òùàòåëüíî ïåðåìåøèâà  äî ïîëó÷åíè  îäíîðîäíîé ìàññû.
Ñóïïîçèòîðíóþ ìàññó âûëèâàþò â ïîäãîòîâëåííûå ôîðìû è îõëàæäàþò ïðè òåìïåðàòóðå
ìèíóñ (15±2)°Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí.

Ïðèìåð 4. Îïðåäåëåíèå æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê â ñóïïîçèòîðè õ.
Îäíó ñóïïîçèòîðèþ âåñîì 2,0 ã, ñîäåðæàùóþ êëåòêè àòòåíóèðîâàííîãî øòàììà

Salmonella enteritidis Å-23 ñî âñòðîåííîé ïëàçìèäîé pcDNA-TCI èëè pGEX-2T-TB,
ðàçì ã÷àþò ïðè 37°Ñ â ôîñôàòíîì áóôåðå äî îäíîðîäíîãî ñîñòî íè  è ãîòîâ ò 10-òè
êðàòíûå ðàçâåäåíè  ñóñïåíçèè. Èç ðàñòâîðîâ 6-ãî, 7-ãî è 8-ãî ðàçâåäåíèè äåëàþò âûñåâû
ïî 100 ìêë íà ÷àøêàõ Ïåòðè ñ L-àãàðîì, ñîäåðæàùèì 100 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà, è
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òåðìîñòàòèðóþò ñóòêè ïðè 37°Ñ. Ïî èñòå÷åíèè âðåìåíè ïðîâîä ò âèçóàëüíî ïîäñ÷åò
êîëè÷åñòâà êîëîíèé íà ÷àøêàõ. Êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êîëîíèé ðåêîìáèíàíòíûõ
ñàëüìîíåëë â ñóïïîçèòîðèè (X) íàõîä ò ïî ôîðìóëå:

ãäå: X - êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êîëîíèé;
N - êîëè÷åñòâî êîëîíèé;
10p - íîìåð ðàçâåäåíè ;
Vp - îáúåì âûñåâàåìîãî ðàçâåäåíè , ìêë; (100 ìêë).
Êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êîëîíèé â ñóïïîçèòîðèè ïîñëå ïîäñ÷åòà ñîñòàâë åò îò 106

äî 109.
Ïðèìåð 5. Îïðåäåëåíèå òîêñè÷íîñòè ïðåïàðàòîâ ñóïïîçèòîðèåâ.
Ñóïïîçèòîðèè âåñîì 100 ìã, ñîäåðæàùèå îò 106 äî 109 êëåòîê Salmonella enteritidis

Å-23/pGEX-2T-TBI èëè Salmonella enteritidis Å-23/pcDNA-TCI ââîä ò íå ìåíåå ÷åì 5
ìîðñêèì ñâèíêàì (âåñîì 250-350 ã), îäíîêðàòíî â ïð ìóþ êèøêó íà ãëóáèíó 0,5-1 ñì è
ôèêñèðóþò â òå÷åíèå 2-3 ìèí. Â òå÷åíèå ïåðâûõ ñóòîê è íà ïðîò æåíèè 7 ñóòîê ïîñëå
ââåäåíè  ñóïïîçèòîðèåâ ïðîâîä ò åæåäíåâíîå âèçóàëüíîå îáñëåäîâàíèå æèâîòíûõ,
îöåíèâà  èõ âíåøíèé âèä, ïîäâèæíîñòü, èçìåð þò ìàññó òåëà. Â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà
íàáëþäåíè  íè îäíî æèâîòíîå íå ïîãèáëî, âèçóàëüíî ðåãèñòðèðóåìûõ ïðèçíàêîâ
èíòîêñèêàöèè è ñíèæåíè  ìàññû òåëà æèâîòíûõ íå íàáëþäàëîñü. Òàêèì îáðàçîì,
ïðåäëîæåííûé ïðåïàðàò íå òîêñè÷åí è áåçâðåäåí.

Ïðèìåð 6. Îïðåäåëåíèå ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñóïïîçèòîðèåâ, ñîäåðæàùèõ
Salmonella enteritidis E-23/pcDNA-TCI

Èììóíèçàöè . Äë  èììóíèçàöèè èñïîëüçóþò ìûøåé ëèíèè BALB/c, âåñîì 12-15 ãðàìì,
êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû èç âèâàðè  ÃÍÖ ÂÁ "Âåêòîð". Æèâîòíûå ñîäåðæàëèñü íà
ñòàíäàðòíîì ðàöèîíå.

Èììóíèçàöèþ æèâîòíûõ ñóïïîçèòîðè ìè ïðîâîä ò îäíîêðàòíî, ïåððåêòàëüíî (îäèí
ñóïïîçèòîðèé ñîäåðæèò 108 êëåòîê S. enteritidis E-23/pcDNA-TCI). Çàáîð êðîâè
ïðîèçâîä ò íà 0, 7, 14, 21, 28, 35 ñóòêè ïîñëå ââåäåíè  ñàëüìîíåëë.

Èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç. Ñïåöèôè÷íîñòü îáðàçóþùèõñ  àíòèòåë â ñûâîðîòêàõ
ìûøåé àíàëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ ÈÔÀ. Äë  âû âëåíè  àíòèòåë ïðîòèâ ÂÈ×-1 èñïîëüçóþò
î÷èùåííûé èíàêòèâèðîâàííûé âèðóñ ÂÈ×-1 è î÷èùåííûé áåëîê TCI. Â êàæäîì
ýêñïåðèìåíòå áåðóò îáðàçöû êðîâè îò òðåõ æèâîòíûõ. Ïîñëå ïîëó÷åíè  ñûâîðîòêè îáðàçöû
ñìåøèâàþò, ïîñëå ÷åãî îïðåäåë þò òèòð ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë. Òèòð îïðåäåë þò êàê
ïðåâûøåíèå òèòðà ñûâîðîòîê ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ ñóïïîçèòîðè ìè, ñîäåðæàùèìè
S. enteritidis E-23/pcDNA-TCI íàä òèòðîì ñûâîðîòîê ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ
ñóïïîçèòîðè ìè ñ èñõîäíûì øòàììîì S.enteritidis E-23. Íà êàæäóþ òî÷êó äåëàþò äâà
ïîâòîðà. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ôèã.1, 2. Íà÷èíà  ñ òðåòüåé íåäåëè ïîñëå
èììóíèçàöèè ìûøåé ñóïïîçèòîðè ìè S. enteritidis E-23/pcDNA-TCI îáíàðóæèâàåòñ 
ïðîäóêöè  IgG ê ÂÈ×-1, ïðè÷åì ïðîäóêöè  àíòèòåë îñòàåòñ  íà âûñîêîì óðîâíå íà
ïðîò æåíèè âñåãî ñðîêà íàáëþäåíè .

Îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà CTL ëèìôîöèòîâ íà îñíîâå ðåàêöèè ELISPOT
Ïðè ïîñòàíîâêå ðåàêöèè ELISPOT íà ïåðâîì ýòàïå ïðîâîä ò ñîðáöèþ àíòè-INF-γ MAT ñ

êîíöåíòðàöèåé 5 ìêã/ìë íà ëóíêó 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà ImmunoSpot M200. Ïîñëå
èíêóáàöèè â òå÷åíèå 12 ÷ ïðè 4°Ñ êàæäóþ ëóíêó äâàæäû ïðîìûâàþò ðàñòâîðîì PBS è
áëîêèðóþò ñðåäîé RPMI 1640, ñîäåðæàùåé 10% ôåòàëüíóþ áû÷üþ ñûâîðîòêó, â òå÷åíèå 2
÷. Â êà÷åñòâå êëåòîê-ýôôåêòîðîâ èñïîëüçóþò ñïëåíîöèòû èììóíèçèðîâàííûõ æèâîòíûõ â
êîíöåíòðàöèè 106 ìë. Äë  ñòèìóë öèè ïðîäóêöèè INF-γ ñóñïåíçèåé êëåòîê èñïîëüçóþò
áåëîê TCI (1 ìêã/ìë) è äâà ïåïòèäà: N15 (DRVIEVVQGAYRAIR), N16
(KQIINMWQEVGKAMYA), äë  îöåíêè íåñïåöèôè÷åñêîé ïðîäóêöèè èñïîëüçóþò ïåïòèä ÅÍÅÑ
(îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü). Êëåòêè êóëüòèâèðóþò â ïðèñóòñòâèè 5% ÑÎ2 ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå
24 ÷. INF-γ-ñåêðåòèðóþùèå êëåòêè âèçóàëèçèðóþò, èñïîëüçó  0,5 ìêã/ìë
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áèîòèíèëèðîâàíííûõ àíòè- INF-γ àíòèòåëà è 0,25 ìêã/ìë êîíúþãàòà Avidin-HRP.
Îêðàøèâàíèå ïðîèçâîä ò äîáàâëåíèåì ñóáñòðàòîâ äë  ïåðîêñèäàçû (4-õëîð-1-íàôòîë,
äèàìèíîáåíçèäèí ôîñôàò). Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàþò óäàëåíèåì ðåàãåíòîâ, ëóíêè
ïðîìûâàþò 3 ðàçà äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé. Ïîäñ÷åò êîëè÷åñòâà INF-γ-ïðîäóöèðóþùèõ
êëåòîê îñóùåñòâë þò ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà. Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ñâåäåíû â
Òàáëèöó 4.

Òàáëèöà 4
Ðåçóëüòàòû îöåíêè öèòîòîêñè÷åñêèõ Ò-ëèìôîöèòîâ æèâîòíûõ, èììóíèçèðîâàííûõ ñóïïîçèòîðè ìè, ñîäåðæàùèìè S. enteritidis E-23/pcDNA-TCI
â ELISPOT

Àíòèãåí Ñðîê îò íà÷àëà èììóíèçàöèè (ñóò) / êîëè÷åñòâî INF-ãàììà-ïðîäóöèðóþùèõ êëåòîê

7 10 14 21

TCI 120 230 150 143

Ð15 110 220 128 125

Ð16 107 217 129 127

ÅÍÅÑ 10 7 5 4

Ïðèìåð 7. Îöåíêà âèðóñíåéòðàëèçóþùåé àêòèâíîñòè ñûâîðîòîê.
Âèðóñíåéòðàëèçóþùóþ àêòèâíîñòü ñûâîðîòîê îïðåäåë þò ìåòîäîì ó÷åòà èíãèáèðîâàíè 

ðåïðîäóêöèè âèðóñà ÂÈ×-1 ïî ñíèæåíèþ åãî èíôåêöèîííîãî òèòðà. Äë  ýòîãî èñïîëüçóþò
ïåðåâèâàåìûå ëèìôîáëàñòîèäíûå êëåòêè ÷åëîâåêà ÌÒ-4. Êëåòêè êóëüòèâèðóþò â
êîíöåíòðàöèè 3,0-5,0×105 êëåòîê â 1 ìë ñðåäû RPMI 1640 ñ 10% ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ
êîðîâ, 100 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Â ðåàêöèè âèðóñíåéòðàëèçàöèè èñïîëüçóþò øòàìì
ÂÈ×-1899A (òèï Õ4, ñóáòèï Â), ïîëó÷åííûé èç êîëëåêöèè øòàììîâ âèðóñîâ èììóíîäåôèöèòà
÷åëîâåêà ÍÈÈ âèðóñîëîãèè èì. Ä.È. Èâàíîâñêîãî ÐÀÌÍ. Ìíîæåñòâåííîñòü çàðàæåíè 
ñîñòàâë åò 100 ÒÖÄ50. Ñûâîðîòêè èíàêòèâèðóþò íà âîä íîé áàíå ïðè òåìïåðàòóðå 56°Ñ â
òå÷åíèå 30 ìèí. Â ëóíêè ïëàñòèêîâîé 96-ëóíî÷íîé ïàíåëè («Costar», ÑØÀ) âíîñ ò ïî 50
ìêë ñëåäóþùèõ ðàçâåäåíèè ñûâîðîòîê: 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:
1280, ò.ä. è äîáàâë þò 50 ìêë ñóñïåíçèè âèðóñà. Ñìåñü èíêóáèðóþò â òå÷åíèè 1 ÷ ïðè
37°Ñ. Ïîñëå èíêóáàöèè âíîñ ò ïî 100 ìêë âçâåñè ÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòîê ÌÒ-4 â

êîëè÷åñòâå 90-100×103 êë/ëóíêó.
Ïàíåëü èíêóáèðóþò ïðè 37°Ñ â àòìîñôåðå ñ 5% ÑÎ2 è 98% âëàæíîñòè â òå÷åíèå 5-7

ñóòîê äî ìîìåíòà ó÷åòà ðåçóëüòàòîâ. Â êà÷åñòâå êîíòðîëåé èñïîëüçóþò: «êîíòðîëü
âèðóñà» - âèðóñ ñ äîáàâëåíèåì ñðåäû áåç ñûâîðîòêè, «êîíòðîëü êëåòîê» - êëåòêè â
ïèòàòåëüíîé ñðåäå, «êîíòðîëü öèòîòîêñè÷íîñòè ñûâîðîòîê» - êëåòêè + ñûâîðîòêè. Ó÷åò
ðåçóëüòàòîâ ïðîâîä ò íà 5-7 äåíü ïîñëå íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà. Èíãèáèðîâàíèå ðåïðîäóêöèè
âèðóñà îöåíèâàþò ïî ñíèæåíèþ åãî èíôåêöèîííîãî òèòðà, êîòîðûé îïðåäåë þò ïî ÒÖÄ50

(50% òêàíåâà  öèòîïàòè÷åñêà  äîçà). Äàííûå ïî îïðåäåëåíèþ íåéòðàëèçóþùèõ òèòðîâ
àíòèòåë â ñûâîðîòêàõ êðîâè èììóííûõ æèâîòíûõ ñâåäåíû â Òàáëèöó 5.

Òàáëèöà 5
Íåéòðàëèçóþùà  àêòèâíîñòü ñûâîðîòîê

Ñðîê îò íà÷àëà èììóíèçàöèè (ñóò) è

ãðóïïû æèâîòíûõ Òèòðû íåéòðàëèçóþùèõ àíòèòåë

0 7 14 21

Ñûâîðîòêà ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ 0 1:20 1:80 1:640

ñóïïîçèòîðè ìè S. Enteritidis E-231

pcDNA-TCI

Ñûâîðîòêà ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ 0 0 0 0

ñóïïîçèòîðè ìè S. Enteritidis E-23

Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå â Òàáëèöå 5, ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî îáðàçóþùèåñ  ïîñëå
ââåäåíè  ñóïïîçèòîðèåâ S. enteritidis E-231 pcDNA-TCI àíòèòåëà îáëàäàþò
âèðóñíåéòðàëèçóþùåé àêòèâíîñòüþ.

Òàêèì îáðàçîì, ñóïïîçèòîðèè, ñîäåðæàùèå Salmonella enteritidis E-23/pcDNA-TCI ïðè
ââåäåíèè æèâîòíûì èíäóöèðóåò âûðàæåííûé ñïåöèôè÷åñêèé ãóìîðàëüíûé è êëåòî÷íûé
èììóííûé îòâåò ê ÂÈ×-1. Ïðåäëîæåííûå ñóïïîçèòîðèè ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â
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êà÷åñòâå æèâîé ÄÍÊ- âàêöèíû ïðîòèâ ÂÈ×-1.
Ïðèìåð 8. Îïðåäåëåíèå ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñóïïîçèòîðèåâ, ñîäåðæàùèõ

Salmonella typhimurium T10 ðÊÍÂñ.
Èììóíèçàöè . Äë  èììóíèçàöèè èñïîëüçóþò ìûøåé ëèíèè BALB/c, âåñîì 12-15 ãðàìì,

ïîëó÷åííûõ èç âèâàðè  ÃÍÖ ÂÁ "Âåêòîð". Æèâîòíûå ñîäåðæàëèñü íà ñòàíäàðòíîì ðàöèîíå.
Èììóíèçàöèþ ìûøåé ïðîâîä ò ââåäåíèåì ñóïïîçèòîðèåâ ïåððåêòàëüíî, äâóêðàòíî ñ

èíòåðâàëîì 3 íåäåëè. Äîçà S. typhimurium Ò10 ðÊÍÂñ ñîñòàâë åò 107 êëåòîê íà
ñóïïîçèòîðèé. Çàáîð êðîâè ïðîèçâîä ò ÷åðåç 14, 21, 28, 36 è 44 äíåé ïîñëå ïåðâîãî
ââåäåíè  ñàëüìîíåëë.

Èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç. Ñïåöèôè÷íîñòü îáðàçóþùèõñ  àíòèòåë â ñûâîðîòêàõ
ìûøåé àíàëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ ÈÔÀ. Äë  âû âëåíè  àíòèòåë ïðîòèâ HBcAg èñïîëüçóþò
î÷èùåííûé ðåêîìáèíàíòíûé HBcAg. Â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå áåðóò îáðàçöû îò òðåõ
æèâîòíûõ. Ýòè îáðàçöû ñìåøèâàþò, ïîñëå ÷åãî îïðåäåë þò òèòð ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë.
Òèòð îïðåäåë þò êàê ïðåâûøåíèå òèòðà ñûâîðîòîê ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ
ñóïïîçèòîðè ìè, ñîäåðæàùèìè Salmonella typhimurium T10 ðÊÍÂñ, íàä òèòðîì ñûâîðîòîê
ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ ñóïïîçèòîðèè ñ èñõîäíûì øòàììîì Salmonella typhimurium T10.
Íà êàæäóþ òî÷êó äåëàþò äâà ïîâòîðà. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ôèã.3.

Ðåàêöè  áëàñòòðàíñôîðìàöèè. Ðåàêöèþ áëàñòòðàíñôîðìàöèè ñïëåíîöèòîâ ïðîâîä ò
÷åðåç 81 äåíü ïîñëå ïåðâîãî ââåäåíè  ñàëüìîíåëë ïî ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêå [18]. Â
êà÷åñòâå ñïåöèôè÷åñêîãî àíòèãåíà èñïîëüçóþò HBcAg, â êà÷åñòâå íåñïåöèôè÷åñêîãî
àíòèãåíà - âèðóñ ýíòåðèòà íîðêè. Â ëóíêó ïëàíøåòà âíîñ ò ïî 100 ìêë êàæäîãî
êîìïîíåíòà. Êîíöåíòðàöè  àíòèãåíîâ ðàâíà 2 ìêã/ìë. Â êà÷åñòâå ìèòîãåíà èñïîëüçóþò
êîíêàíàâàëèí À (ïðîèçâîäñòâà "Sigma", ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë. Êëåòêè,
ñòèìóëèðîâàííûå àíòèãåíàìè, èíêóáèðóþò â òå÷åíèå 78 ÷. Çà 18 ÷ äî îêîí÷àíè  ñðîêà
èíêóáàöèè âíîñ ò 3H-òèìèäèí (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) â äîçå 2 ìêÊè íà ëóíêó. Êëåòî÷íûé îòâåò
îöåíèâàþò ïî ïîêàçàòåëþ èíäåêñà ñòèìóë öèè, êîòîðûé õàðàêòåðèçóåò îòíîøåíèå
ïðîëèôåðàöèè ñïëåíîöèòîâ, èíäóöèðîâàííûõ ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèãåíàìè ê ñïîíòàííîé
ïðîëèôåðàöèè ñïëåíîöèòîâ (Òàáëèöà 6). Ôîðìèðîâàíèå êëîíà ñïëåíîöèòîâ,
ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ ê HBcAg, ðåãèñòðèðóåòñ  â ãðóïïå æèâîòíûõ, èììóíèçèðîâàííûõ
ñóïïîçèòîðè ìè ñ S. typhimurium T10/pKHBc. Èíäåêñ ñòèìóë öèè â ãðóïïå S. typhimurium
T10/pKHBc äîñòîâåðíî ïðåâîñõîäèò òàêîâîé êàê â êîíòðîëüíîé ãðóïïå S. typhimurium Ò10,
òàê è ïðè ñòèìóë öèè ñïëåíîöèòîâ ãåòåðîëîãè÷íûì àíòèãåíîì - âèðóñîì ýíòåðèòà íîðîê.
Ñïîñîáíîñòü ñïëåíîöèòîâ îòâå÷àòü íà ñòèìóë öèþ HBcAg íà 81-é äåíü îò íà÷àëà
èììóíèçàöèè S. typhimurium T10/pKHBc ñâèäåòåëüñòâóåò î ôîðìèðîâàíèè ñïåöèôè÷åñêîé
êëåòî÷íîé ïàì òè.

Òàáëèöà 6

Ïðîëèôåðàòèâíà  àêòèâíîñòü ñïëåíîöèòîâ ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ ñóïïîçèòîðè ìè, íåñóùèìè ðåêîìáèíàíòíûå ñàëüìîíåëëû (èíäåêñ
ñòèìóë öèè) íà 81 äåíü ïîñëå íà÷àëà èììóíèçàöèè

Àíòèãåí Àíòèãåí Ìèòîãåí

Ãðóïïà æèâîòíûõ HbcAg Âèðóñ ýíòåðèòà íîðêè Êîíêàíàâàëèí À

S. typhimurium Ò-10 1,0 0,9 7,4

S. typhimurium Ò-10/ðÊÍÂñ 3,3 1,0 7,5

Ïðèâåäåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñóïïîçèòîðèè, ñîäåðæàùèå Salmonella
typhimurium T10/pKHBc, ïðè ââåäåíèè æèâîòíûì èíäóöèðóþò âûðàæåííûé ñïåöèôè÷åñêèé
ãóìîðàëüíûé è êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò ê HBcAg. Ïðåäëîæåííûå ñóïïîçèòîðèè ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå æèâîé âàêöèíû ïðîòèâ ãåïàòèòà Â.

Ïðèìåð 9. Ïðèãîòîâëåíèå ñóïïîçèòîðè  èç ëèîôèëèçèðîâàííîé áèîìàññû
àòòåíóèðîâàííîãî ðåêîìáèíàíòíîãî øòàììà Salmonella typhimurium T-10/pKHBc.

Êîìïîíåíòû îñíîâû ñóïïîçèòîðèåâ â âèäå íàâåñîê ïîäãîòàâëèâàþò, êàê îïèñàíî â
Ïðèìåðàõ 2 èëè 3. Ñòàêàí ñ ðàñïëàâëåííîé îñíîâîé ïîìåùàþò â ñìåñèòåëü-ãîìîãåíèçàòîð
è ïåðåìåøèâàþò ïðè 200 îá/ìèí äî ïîëó÷åíè  îäíîðîäíîé ìàññû. Îñíîâó îõëàæäàþò ïðè
ïîñòî ííîì ïåðåìåøèâàíèè äî òåìïåðàòóðû (39±1)°Ñ. Ôëàêîíû (2-3 ôëàêîíà) ñ
ëèîôèëèçèðîâàííîé áèîìàññîé Salmonella typhimurium T-10/pKHBc (òèòð æèçíåñïîñîáíûõ
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êëåòîê äîëæåí áûòü 109-1011 ÊÎÅ/ìë) âñêðûâàþò â àñåïòè÷åñêèõ óñëîâè õ è òùàòåëüíî
ðàñòèðàþò òàáëåòêè äî ïîëó÷åíè  ñûïó÷åãî ïîðîøêà áåç êîìî÷êîâ. Òàêèì îáðàçîì,
âïåðâûå ïîëó÷åíû ñóïïîçèòîðèè äë  èììóíîïðîôèëàêòèêè âèðóñíûõ èíôåêöèé,
ñîäåðæàùèå æèâûå àòòåíóèðîâàíûå ðåêîìáèíàíòíûå øòàììû ñàëüìîíåëë, íåñóùèå
ïðîòåêòèâíûå âèðóñíûå àíòèãåíû, èíäóöèðóþùèå ïðè ââåäåíèè æèâîòíûì âûðàæåííûé
ñïåöèôè÷åñêèé ãóìîðàëüíûé è êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò ê ñîîòâåòñòâóþùåìó âèðóñíîìó
àíòèãåíó, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå æèâûõ ïðîòèâîâèðóñíûõ âàêöèííûõ
ïðåïàðàòîâ.

Ïðèìåð 10. Îïðåäåëåíèå ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñóïïîçèòîðèåâ, ñîäåðæàùèõ
Salmonella enteriditis E23/pGEX-2T-TBI.

Ðåêîìáèíàíòíûé øòàìì Salmonella enteriditis E23/pGEX-2T-TBI ïðîäóöèðóåò
ïîëèýïèòîïíûé áåëîê gst-TBI, ñîñòî ùèé èç Â- è Ò-êëåòî÷íûõ ýïèòîïîâ ÂÈ×-1 [8].

Èììóíèçàöè . Äë  èììóíèçàöèè èñïîëüçóþò ìûøåé ëèíèè BALB/c, âåñîì 12-15 ãðàìì,
ïîëó÷åííûõ èç âèâàðè  ÃÍÖ ÂÁ "Âåêòîð". Æèâîòíûå ñîäåðæàëèñü íà ñòàíäàðòíîì ðàöèîíå.

Èììóíèçàöèþ ìûøåé ïðîâîä ò ââåäåíèåì ñóïïîçèòîðèåâ ïåððåêòàëüíî. Äîçà
Salmonella enteriditis E23/pGEX-2T-TBI ñîñòàâë åò 109 êëåòîê íà ñóïïîçèòîðèé. Â êà÷åñòâå
ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîë  æèâîòíûõ èììóíèçèðóþò áåëêîì gst-TBI ñ ÏÀÔ (ïîëíûé
àäúþâàíò Ôðåéíäà) âíóòðèìûøå÷íî îäíîêðàòíî. Çàáîð êðîâè ïðîèçâîä ò ÷åðåç 2, 6 è 12
íåäåëü ïîñëå ââåäåíè  ñàëüìîíåëë.

Èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç. Ñïåöèôè÷íîñòü îáðàçóþùèõñ  àíòèòåë â ñûâîðîòêàõ
ìûøåé àíàëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ ÈÔÀ. Äë  âû âëåíè  àíòèòåë ïðîòèâ ÂÈ×-1 èñïîëüçóþò
î÷èùåííûé ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê gst-TBI è ëèçàò ÂÈ×-1899À (òèï Õ4, ñóáòèï Â),
ïîëó÷åííûé èç êîëëåêöèè øòàììîâ âèðóñîâ èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà ÍÈÈ âèðóñîëîãèè
èì. Ä.È.Èâàíîâñêîãî ÐÀÌÍ. Â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå áåðóò îáðàçöû îò òðåõ æèâîòíûõ. Ýòè
îáðàçöû ñìåøèâàþò, ïîñëå ÷åãî îïðåäåë þò òèòð ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë. Íà êàæäóþ òî÷êó
äåëàþò äâà ïîâòîðà. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå 7.

Òàáëèöà 7
Ðàçâèòèå ÂÈ×-ñïåöèôè÷åñêîãî ãóìîðàëüíîãî èììóííîãî îòâåòà ó ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ êëåòêàìè ðåêîìáèíàíòíîé ñàëüìîíåëëû,
ïðîäóöèðóþùèõ TBI

Ãðóïïà 2-  íåäåë  òèòð 6-  íåäåë  òèòð àíòè-TBI 12-  íåäåë  òèòð àíòè-TBI

Àíòè -TBI Àíòè-ÂÈ×-1 àíòè-TBI àíòè-ÂÈ×-1 àíòè-TBI Àíòè-ÂÈ×-1

Áåëîê gst-TBI 1:600 1:300 1:3650 1:1200 1:2150 1:600

S. enteriditis E23/ pGEX-2T-TBI rectal 1:300 1:100 1:1450 1:600 1:800 1:400

S. enteriditis E23 rectal (contr) 1:100 1:50 1:50 1:50 1:50 1:50

Ðåàêöè  áëàñòòðàíñôîðìàöèè. Ðåàêöèþ áëàñòòðàíñôîðìàöèè ñïëåíîöèòîâ ïðîâîä ò
÷åðåç 6 íåäåëü ïîñëå ââåäåíè  ñàëüìîíåëë ïî ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêå [18]. Â êà÷åñòâå
ñïåöèôè÷åñêîãî àíòèãåíà èñïîëüçóþò gst-TBI è ëèçàò ÂÈ×-1 â êà÷åñòâå íåñïåöèôè÷åñêîãî
àíòèãåíà - âèðóñ ýíòåðèòà íîðêè. Â ëóíêó ïëàíøåòà âíîñ ò ïî 100 ìêë êàæäîãî
êîìïîíåíòà. Êîíöåíòðàöè  àíòèãåíîâ ðàâíà 2 ìêã/ìë. Â êà÷åñòâå ìèòîãåíà èñïîëüçóþò
êîíêàíàâàëèí À (ïðîèçâîäñòâà "Sigma", ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 5 ìêã/ìë. Êëåòêè,
ñòèìóëèðîâàííûå àíòèãåíàìè, èíêóáèðóþò â òå÷åíèå 78 ÷. Çà 18 ÷ äî îêîí÷àíè  ñðîêà
èíêóáàöèè âíîñ ò 3H-òèìèäèí (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) â äîçå 2 ìêÊè íà ëóíêó. Êëåòî÷íûé îòâåò
îöåíèâàþò ïî ïîêàçàòåëþ èíäåêñà ñòèìóë öèè, êîòîðûé õàðàêòåðèçóåò îòíîøåíèå
ïðîëèôåðàöèè ñïëåíîöèòîâ, èíäóöèðîâàííûõ ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèãåíàìè, ê ñïîíòàííîé
ïðîëèôåðàöèè ñïëåíîöèòîâ (Òàáëèöà 8). Ôîðìèðîâàíèå êëîíà ñïëåíîöèòîâ,
ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ ê gst-TBI, ðåãèñòðèðóåòñ  â ãðóïïå æèâîòíûõ, èììóíèçèðîâàííûõ
ñóïïîçèòîðè ìè ñ S. enteriditis E23/pGEX-2T-TBI. Èíäåêñ ñòèìóë öèè â ãðóïïå S.
enteriditis E23/pGEX-2T-TBI äîñòîâåðíî ïðåâîñõîäèò òàêîâîé êàê â êîíòðîëüíîé ãðóïïå
S. typhimurium 7207, òàê è ïðè ñòèìóë öèè ñïëåíîöèòîâ ãåòåðîëîãè÷íûì àíòèãåíîì -
âèðóñîì ýíòåðèòà íîðîê. Ñïîñîáíîñòü ñïëåíîöèòîâ îòâå÷àòü íà ñòèìóë öèþ gst-TBI íà 6
íåäåëå îò íà÷àëà èììóíèçàöèè ñ S. enteriditis E23/pGEX-2T-TBI ñâèäåòåëüñòâóåò î
ôîðìèðîâàíèè ñïåöèôè÷åñêîé êëåòî÷íîé ïàì òè.

Òàáëèöà 8

Èíäóêöè  Ò-êëåòî÷íîãî îòâåòà. Èíäåêñ ñòèìóë öèè
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Ãðóïïà æèâîòíûõ, èììóíèçèðîâàííûõ ðåêîìáèíàíòíîé ñàëüìîíåëëîé Ëèçàò ÂÈ×-1 gst-TBI àíòèãåí âèðóñà ýíòåðèòà íîðîê ConA

S. enteriditis E23/pGEX-2T- TBI rectal 3,4 3,5 1,1 7,9

S. enteriditis E23 rectal(contr) 1,1 1,2 1,2 7,9

Ïðèìå÷àíèå. Â êàæäîì ýêñïåðèìåíòå áðàëè êëåòêè îò 3-õ æèâîòíûõ. Ïîãðåøíîñòü
îïðåäåëåíè  èíäåêñà ñòèìóë öèè íå áîëåå 0,1.

Ïðèâåäåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñóïïîçèòîðèè, ñîäåðæàùèå ñ S.
enteriditis E23/pGEX-2T-TBI, ïðè ââåäåíèè æèâîòíûì èíäóöèðóþò âûðàæåííûé ÂÈ×-1
ñïåöèôè÷åñêèé ãóìîðàëüíûé è êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò.

Ïðèìåð 11. Ïðèãîòîâëåíèå ñóïïîçèòîðè  Ñàë-ÂÈ× "Ä", ñîäåðæàùåãî æèâûå êëåòêè
àòòåíóèðîâàííîãî ðåêîìáèíàíòíîãî øòàììà Salmonella enteritidis Å-23/pcDNA-TCI.

Êîìïîíåíòû îñíîâû ñóïïîçèòîðè  â âèäå íàâåñîê (ãèäðîëèçîâàííîå õëîïêîâîå ìàñëî
(ÃÕÌ) - 425,0±1,0 ã è ýìóëüãàòîð Ò2 - 25,0±0,1 ã) êîëè÷åñòâåííî ïåðåíîñ ò â ñòàêàí
âìåñòèìîñòüþ 1 ë, êîòîðûé ïîìåùàþò íà âîä íóþ áàíþ, íàãðåòóþ äî 55°Ñ, è âûäåðæèâàþò
äî ïîëíîãî ðàñïëàâëåíè  ñìåñè. Ñòàêàí ñ ðàñïëàâëåííîé îñíîâîé ïîìåùàþò â ñìåñèòåëü-
ãîìîãåíèçàòîð è ïåðåìåøèâàþò ïðè 200 îá/ìèí äî ïîëó÷åíè  îäíîðîäíîé ìàññû. Îñíîâó
îõëàæäàþò ïðè ïîñòî ííîì ïåðåìåøèâàíèè äî òåìïåðàòóðû (39±1)°Ñ. Áèîìàññó êëåòîê
Salmonella enteritidis E-23/pcDNA-TCI ââîä ò â îõëàæäåííóþ ñóïïîçèòîðíóþ îñíîâó
ïîðöè ìè ïðè ïåðåìåøèâàíèè, ñóñïåíäèðóþò äî ïîëó÷åíè  îäíîðîäíîé ñóñïåíçèè.
Ñóïïîçèòîðíóþ ìàññó âûëèâàþò â ïîäãîòîâëåííûå ôîðìû è îõëàæäàþò ïðè òåìïåðàòóðå
ìèíóñ (15±2)°Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí. Êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êîëîíèé â ñóïïîçèòîðèè

ïîñëå ïîäñ÷åòà ñîñòàâë åò îò 1,1×106 äî 4×108.
Òàêèì îáðàçîì, âïåðâûå ïîëó÷åíû ñóïïîçèòîðèè äë  èììóíîïðîôèëàêòèêè âèðóñíûõ

èíôåêöèé, ñîäåðæàùèå æèâûå àòòåíóèðîâàíûå ðåêîìáèíàíòíûå øòàììû ñàëüìîíåëë,
íåñóùèå ïðîòåêòèâíûå âèðóñíûå àíòèãåíû, èíäóöèðóþùèå ïðè ââåäåíèè æèâîòíûì
âûðàæåííûé ñïåöèôè÷åñêèé ãóìîðàëüíûé è êëåòî÷íûé èììóííûé îòâåò ê
ñîîòâåòñòâóþùåìó âèðóñíîìó àíòèãåíó, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå
æèâûõ ïðîòèâîâèðóñíûõ âàêöèííûõ ïðåïàðàòîâ.
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