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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè, â

÷àñòíîñòè ê ãåííîé èíæåíåðèè. Ðàçðàáîòàí ñïîñîá
ïîëó÷åíè  èììóíîãåííîãî ïîëèïåïòèäà,
âûçûâàþùåãî èììóííûé îòâåò, êîòîðûé  âë åòñ 
çàùèòíûì îòâåòîì ïðîòèâ èíôèöèðîâàíè  Bacillus
anthracis. Ïðåäëîæåííûé èììóíîãåííûé
ïîëèïåïòèä ñîäåðæèò îò îäíîãî äî òðåõ äîìåíîâ
ïîëíîðàçìåðíîãî Çàùèòíîãî Àíòèãåíà (ÐÀ) èç Â.
anthracis èëè èõ âàðèàíòû, è, ïî ìåíüøåé ìåðå,
îäèí èç óêàçàííûõ äîìåíîâ  âë åòñ  äîìåíîì 1
èëè äîìåíîì 4 èç ÐÀ èëè åãî âàðèàíòîì. Äàííûå
âàðèàíòû èììóíîãåííîãî ïîëèïåïòèäà, à òàêæå

ïîëíîðàçìåðíûé ÐÀ ïðîäóöèðóþòñ  â ðåçóëüòàòå
ýêñïðåññèè â E.coli. Òàêæå ïðåäëîæåí âåêòîð äë 
ýêñïðåññèè â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ, ñîäåðæàùèé
íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, êîäèðóþùóþ óïîì íóòûé
âûøå èììóíîãåííûé ïîëèïåïòèä. Ðàçðàáîòàí
ñïîñîá ïðåäóïðåæäåíè  èíôåêöèè, âûçâàííîé Â.
anthracis çà ñ÷åò ââåäåíè  äîñòàòî÷íîãî
êîëè÷åñòâà èììóíîãåííîãî ïîëèïåïòèäà.
Ïðåäëîæåíà òàêæå âàêöèíà äë  ïðåäóïðåæäåíè 
èíôåêöèè, âûçûâàåìîé Â. anthracis, ñîäåðæàùà 
ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî èììóíîãåííîãî
ïîëèïåïòèäà è ïîäõîä ùèé íîñèòåëü. Äàííîå
èçîáðåòåíèå ïîçâîë åò ïîëó÷èòü ýôôåêòèâíîå
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ñðåäñòâî äë  ïðåäóïðåæäåíè  èíôåêöèè,
âûçûâàåìîé Â. anthracis. 9 í. è 13 ç.ï. ô-ëû, 5

èë., 3 òàáë.
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(57) Abstract: 
FIELD: biotechnology, molecular biology,

microbiology, genetic engineering.
SUBSTANCE: invention relates to a method for

preparing an immunogenic polypeptide inducing
immune response that represents the protective
response against infection with Bacillus
anthracis. Proposed immunogenic polypeptide
comprises from one to three domains of the full-
scale Protective Antigen (PA) from B. anthracis
or their variants and at least one of indicated
domains represents domain 1 or domain 4 from PA
or its variant. These variants of immunogenic
polypeptide and full-scale PA are produced as
result of expression in E. coli. Also, invention
proposes a vector for expression in bacterial

cells that comprises nucleic acid encoding
abovementioned immunogenic polypeptide. Also,
invention the developed method for prophylaxis of
infection caused by B. anthracis based on
administration of sufficient amount of
immunogenic polypeptide. Also, invention proposes
a vaccine for prophylaxis of infection caused by
B. anthracis that comprises the effective amount
of immunogenic polypeptide and a suitable
carrier. Invention provides preparing the
effective agent used for prophylaxis of infection
caused by B. anthracis.

EFFECT: improved preparing method and valuable
properties of polypeptide and vaccine.

22 cl, 5 dwg, 3 tbl, 6 ex
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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïîëèïåïòèäàì, êîòîðûå âûçûâàþò èììóííûé îòâåò, êîòîðûé
 âë åòñ  çàùèòíûì îò èíôèöèðîâàíè  Bacillus anthracis, ê ñïîñîáàì èõ ïîëó÷åíè , ê
ðåêîìáèíàíòíûì êëåòêàì Escherichia coli, èñïîëüçóåìûì â ýòèõ ñïîñîáàõ, à òàêæå ê
èñïîëüçóåìûì íóêëåèíîâûì êèñëîòàì è ê òðàíñôîðìèðóþùèì âåêòîðàì.

Ñóùåñòâóþùèå ñèñòåìû ýêñïðåññèè Çàùèòíîãî Àíòèãåíà (ÐÀ) äë  âàêöèííûõ ñèñòåì â
êà÷åñòâå ýêñïðåññèîííîãî õîç èíà èñïîëüçóþò äåôèöèòíûé ïî ïðîòåàçå Bacillus subtilis.
Íåñìîòð  íà òî, ÷òî òàêèå ñèñòåìû  âë þòñ  ïîäõîä ùèìè ñ òî÷êè çðåíè  êîëè÷åñòâåííîé
õàðàêòåðèñòèêè è ÷èñòîòû ïðîäóêòà, ó íèõ èìåþòñ  è ñóùåñòâåííûå íåäîñòàòêè. Âî-
ïåðâûõ, ðåãóë òîðíûå ñèñòåìû, êàê ïðàâèëî, ÷óæäû äàííîìó õîç èíó, è ýòî ìîæåò
òîðìîçèòü ýêñïðåññèþ. Áîëåå ñóùåñòâåííûé ìîìåíò çàêëþ÷àåòñ  â òîì, ÷òî èñïîëüçóåìûå
â íàñòî ùåå âðåì  øòàììû Bacillus subtilis îáðàçóþò òåðìîñòàáèëüíêå ñïîðû, äë 
êîòîðûõ íóæíî èñïîëüçîâàòü ñïåöèàëüíî äë  ýòîãî ïðåäíàçíà÷åííîå ðàñòåíèå.

Â ÷àñòíîñòè, â WO 00/02522 îïèñûâàþòñ  ðåïëèêîíû VEE-âèðóñà, êîòîðûå
ýêñïðåññèðóþò ÐÀ èëè íåêèå èììóíîãåííûå ôðàãìåíòû.

Áàêòåðè  E.coli õîðîøî èçâåñòíà â êà÷åñòâå ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìû äë  ð äà
÷åëîâå÷åñêèõ âàêöèí. Íåñìîòð  íà ñïîñîáíîñòü E.coli ëåãêî ôåðìåíòèðîâàòü ïðè î÷åíü
âûñîêèõ êëåòî÷íûõ ïëîòíîñò õ äåëàåò äàííóþ áàêòåðèþ èäåàëüíûì õîç èíîì äë 
ýêñïðåññèðîâàíè  ìíîãèõ áåëêîâ, ïðåäøåñòâóþùèå ïîïûòêè ýêñïðåññèðîâàòü è âûäåëèòü
ðåêîìáèíàíòíûé ÐÀ èç öèòîçîë  E.coli çàòðóäí ëèñü èç-çà íèçêîãî âûõîäà áåëêà è
ïðîòåîëèòè÷åñêîé äåãðàäàöèè (Singh è ñîàâò., J. Biol. Chem. (1989) 264; 11099-11102,
Vodkin, è ñîàâò., Cell (1993) 34; 693-697 è Sharma ñ ñîàâò., Protein Expr. purif.
(1996), 7, 33-38).

Íåäàâíî îïèñàí ïîäõîä ê ñâåðõýêñïðåññèðîâàíèþ ÐÀ â öèòîçîëå E.coli â âèäå
ñòàáèëüíîãî ðàñòâîðèìîãî áåëêà (Willhite ñ ñîàâò., Protein and Peptide Letters,
(1998), 5; 273-278). Ïðèìåíåííûé ïîäõîä  âë åòñ  îäíèì èç ïîâûøàþùèõ ñðîäñòâî tag-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ê N-êîíöó ÐÀ, ÷òî ïîçâîë åò ïîëó÷èòü ïðîñòóþ ñèñòåìó âûäåëåíè 
î÷èñòêîé.

Òðóäíîñòü, ïðèñóùà  äàííîé ñèñòåìå, çàêëþ÷àåòñ  â òîì, ÷òî îíà íóæäàåòñ  â
ïðèìåíåíèè äîïîëíèòåëüíîé âñïîìîãàòåëüíîé òåõíîëîãè÷åñêîé ñòàäèè äë  òîãî, ÷òîáû
óäàëèòü tag-ìåòêó ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì ÐÀ.

Îïòèìèçàöè  êîäîíà ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìåòîäèêó, êîòîðà  íûíå õîðîøî èçâåñòíà è
èñïîëüçóåòñ  äë  êîíñòðóèðîâàíè  èñêóññòâåííûõ ãåíîâ. Ñóùåñòâóåò íåêîòîðà 
èçáûòî÷íîñòü ãåíåòè÷åñêîãî êîäà, ïîñêîëüêó áîëüøèíñòâî àìèíîêèñëîò êîäèðóåòñ  áîëåå
÷åì îäíîé êîäîíîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ. Ðàçíûå îðãàíèçìû ïðåäïî÷òèòåëüíî
èñïîëüçóþò òîò èëè èíîé èç ýòèõ îòëè÷àþùèõñ  êîäîíîâ. Ñëåäóåò îæèäàòü, ÷òî â
ðåçóëüòàòå îïòèìèçàöèè êîäîíîâ óðîâíè ýêñïðåññèè îòäåëüíûõ áåëêîâ áóäóò âîçðàñòàòü.

Êàê ïðàâèëî, ýòî æåëàòåëüíî, êðîìå ñëó÷à  ñ ÐÀ, êîãäà ïîâûøåííûå óðîâíè ýêñïðåññèè
áóäóò ïðèâîäèòü ê ïðîòåîëèòè÷åñêîé äåãðàäàöèè è/èëè êëåòî÷íîé òîêñè÷íîñòè. Â òàêèõ
ñëó÷à õ âîçðàñòàíèå óðîâíåé ýêñïðåññèè ìîæåò îêàçàòüñ  êîíòðïðîäóêòèâíûì è ïðèâåñòè ê
ñóùåñòâåííîé êëåòî÷íîé òîêñè÷íîñòè.

Âìåñòå ñ òåì, ê óäèâëåíèþ çà âèòåëåé îíè îáíàðóæèëè, ÷òî ýòîãî íå ïðîèñõîäèò â
ñëó÷àå ñ E.coli, è ÷òî â äàííîé ñèñòåìå îïòèìèçàöè  êîäîíà âåäåò ê íåîæèäàííî âûñîêèì
óðîâí ì ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî ÐÀ, íåçàâèñèìî îò íàëè÷è  èëè îòñóòñòâè 
ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ ó äàííîãî øòàììà.

Êðîìå òîãî, î÷åâèäíî, ÷òî ýêñïðåññè  çàùèòíîãî äîìåíà èç ÐÀ íå ïîäàâë åò ýêñïðåññèþ
â E.coli.

Áûëà âû ñíåíà êðèñòàëëè÷åñêà  ñòðóêòóðà íàòèâíîãî ÐÀ (Petosa Ñ. è ñîàâò. Nature 385:
833-838, 1997) è áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÐÀ ñîñòîèò èç ÷åòûðåõ ðàçíûõ è ôóíêöèîíàëüíî
íåçàâèñèìûõ äîìåíîâ: äîìåíà 1, ðàçäåëåííîãî íà 1à, 1-167 àìèíîêèñëîò, è 1b, 168-258
àìèíîêèñëîò; äîìåíà 2, 259-487 àìèíîêèñëîò; äîìåíà 3, 488-595 àìèíîêèñëîò è äîìåíà 4,
596-735 àìèíîêèñëîò.

Çà âèòåëè óñòàíîâèëè, ÷òî íåêîòîðûå äîìåíû, ïðè èõ èíäèâèäóàëüíîì èñïîëüçîâàíèè,
ïðè èñïîëüçîâàíèè â ñëèòûõ áåëêàõ èëè â ñî÷åòàíèè äðóã ñ äðóãîì, ïî âñåé âåðî òíîñòè,
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îêàçûâàþò óäèâèòåëüíî âûðàæåííûå çàùèòíûå ýôôåêòû.
Â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì, ñîçäàëè èììóíîãåííûé ðåàãåíò, êîòîðûé

âûçûâàåò èììóííûé îòâåò, êîòîðûé çàùèùàåò îò Bacillus anthracis, ïðè÷åì óêàçàííûé
ðåàãåíò âêëþ÷àåò â ñåá  îäèí èëè íåñêîëüêî ïîëèïåïòèäîâ, êîòîðûå âìåñòå ïðåäñòàâë þò
äî òðåõ äîìåíîâ ïîëíîðàçìåðíîãî Çàùèòíîãî Àíòèãåíà (ÐÀ) èç Â. anthracis èëè èõ
âàðèàíòû, è ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí èç óêàçàííûõ äîìåíîâ âêëþ÷àåò â ñåá  äîìåí 1 èëè
äîìåí 4 ÐÀ èëè èõ âàðèàíòû.

Â äàííîì ñëó÷àå ýòîò ðåàãåíò äîëæåí âêëþ÷àòü â ñåá  ñìåñü ïîëèïåïòèäîâ èëè ñëèòûõ
ïåïòèäîâ, â êîòîðîé îòäåëüíûå ïîëèïåïòèäû âêëþ÷àþò â ñåá  îäèí èëè íåñêîëüêî
èíäèâèäóàëüíûõ äîìåíîâ ÐÀ.

Â ÷àñòíîñòè, äàííûé ðåàãåíò ñîäåðæèò ïîëèïåïòèä(û), âêëþ÷àþùèé â ñåá  äîìåí 1 èëè
äîìåí 4 ÐÀ èëè åãî âàðèàíò â âèäå, îòëè÷àþùåìñ  îò ïîëíîðàçìåðíîãî ÐÀ. Â äàííîì
ñëó÷àå äîìåíû ïðåäñòàâëåíû, ñîîòâåòñòâåííî, ïîëíîñòüþ, â ÷àñòíîñòè, äîìåí 1
ïðåäñòàâëåí â åãî ïîëíîòå.

Èñïîëüçóåìûé çäåñü òåðìèí "ïîëèïåïòèä" âêëþ÷àåò â ñåá  áåëêè è ïåïòèäû.
Èñïîëüçóåìûé çäåñü ýêñïðåññèîííûé "âàðèàíò" îòíîñèòñ  ê ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì

àìèíîêèñëîò, êîòîðûå îòëè÷àþòñ  îò áàçîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè òåì, ÷òî îäíà èëè
íåñêîëüêî àìèíîêèñëîò â äàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äåëåãèðîâàíû èëè çàìåùåíû
äðóãèìè àìèíîêèñëîòàìè, íî êîòîðûå âñå åùå ïðîèçâîä ò èììóííûé îòâåò, êîòîðûé
çàùèùàåò îò Bad 11 us anthracis. Àìèíîêèñëîòíûå çàìåíû ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñ  â
êà÷åñòâå "êîíñåðâàòèâíûõ", åñëè òà èëè èíà  àìèíîêèñëîòà çàìåíåíà îòëè÷àþùåéñ 
àìèíîêèñëîòîé, â îáùåì, ñ àíàëîãè÷íûìè ñâîéñòâàìè. Íåêîíñåðâàòèâíûå çàìåíû - ýòî
òàêèå çàìåíû, êîãäà àìèíîêèñëîòû çàìåí þòñ  àìèíîêèñëîòàìè äðóãîãî òèïà. Â îáùèõ
÷åðòàõ, íåìíîãî÷èñëåííûå íåêîíñåðâàòèâíûå çàìåíû áóäóò âîçìîæíû áåç èçìåíåíè 
áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè äàííîãî ïîëèïåïòèäà. Ñîîòâåòñòâóþùèå âàðèàíòû äîëæíû áûòü
èäåíòè÷íû ïî ìåíüøåé ìåðå íà 60%, ïðåäïî÷òèòåëüíî èäåíòè÷íû ïî ìåíüøåé ìåðå íà
75%, è áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî èäåíòè÷íû ïî ìåíüøåé ìåðå íà 90% ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ÐÀ.

Èäåíòè÷íîñòü îòäåëüíîé âàðèàíòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÐÀ ìîæíî îïðåäåëèòü, â
÷àñòíîñòè, ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ìíîæåñòâåííîãî âûðàâíèâàíè , îïèñàííîãî Lipman è
Pearson (Lipman, D.J. & Pearson, W.R. (1985) Rapid and Sensitive Protein Similarity
Searches, Science, vol.227, pp.1435-1441). "Îïòèìèçèðîâàííà " ïðîöåíòíà  îöåíêà
äîëæíà áûòü âû÷èñëåíà ïî àëãîðèòìó Lipman-Pearson ñ ïîìîùüþ íèæåñëåäóþùèõ
ïàðàìåòðîâ:

ktup = 1, øòðàô çà ïðîáåë = 4 è øòðàô çà äëèíó ïðîáåëà = 12. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
äë  êîòîðûõ îöåíèâàåòñ  ñõîäñòâî, äîëæíû èñïîëüçîâàòüñ  â êà÷åñòâå "òåñò-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè", òî åñòü, áàçîâóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ñðàâíåíè , (SEQ ID NO
1), íåîáõîäèìî ïåðâîé âêëþ÷èòü â äàííûé àëãîðèòì.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî, åñëè ðåàãåíò ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àåò â ñåá  ïîëèïåïòèä,
êîòîðûé îáëàäàåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ äîìåíà 1 è/èëè äîìåíà 4 èç ÐÀ äèêîãî òèïà.

Íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûé âàðèàíò îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âêëþ÷àåò
â ñåá  äîìåí 4 èç PA B.ankhracis.

Ýòè äîìåíû ñîäåðæàò ñëåäóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäñòàâëåííûå â
íèæåñëåäóþùåé Òàáëèöå 1.

Òàáëèöà 1

Äîìåí Àìèíîêèñëîòû ïîëíîðàçìåðíîãî ÐÀ*

4 596-735

1 1-258

Ýòè íîìåðà àìèíîêèñëîò îòíîñ òñ  ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðà  ïðèâåäåíà ó Welkos ñ
ñîàâò. Gene 69 (1988) 287-300, è ïðåäñòàâëåíû íèæå, ñîîòâåòñòâåííî, â âèäå SEQ ID No
15 (Ôèã.4) è 3 (Ôèã.3).

Äîìåí 1 ñîäåðæèò äâå îáëàñòè, îáîçíà÷àåìûå 1à è 1b. Îáëàñòü 1à âêëþ÷àåò â ñåá 
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àìèíîêèñëîòû 1-167, à îáëàñòü 1b ñîñòîèò èç àìèíîêèñëîò 168-258. Ïî-âèäèìîìó, îáëàñòü
1à ñóùåñòâåííà äë  ïîëó÷åíè  õîðîøåãî çàùèòíîãî îòâåòà, è äàííûé ïîëíûé äîìåí ìîæåò
áûòü ïðåäïî÷òèòåëüíûì.

Â íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ñî÷åòàíèå äîìåíîâ 1 è 4 èëè èõ çàùèòíûõ îáëàñòåé èñïîëüçóåòñ  â êà÷åñòâå
èììóíîãåííîãî ðåàãåíòà, êîòîðûé îáóñëîâëèâàåò âîçðàñòàíèå èììóííîãî çàùèòíîãî îòâåòà
íà B.anthracis. Äàííîå ñî÷åòàíèå, íàïðèìåð â âèäå õèìåðíîãî (ãèáðèäíîãî) ïåïòèäà,
ìîæåò áûòü ýêñïðåññèðîâàíî ñ èñïîëüçîâàíèåì ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìû ñîãëàñíî
èçîáðåòåíèþ, êîòîðà  âêðàòöå èçëîæåíà íèæå.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè äîìåíà 1 îí ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì ñëèâàåòñ  ñ äîìåíîì 2
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÐÀ, íî, ïî-âèäèìîìó, ïðåäïî÷òèòåëüíî ñëèâàåòñ  ñ äîìåíîì 2 è
äîìåíîì 3.

Òàêîãî ðîäà ñî÷åòàíè  è èõ èñïîëüçîâàíèå äë  ïðîôèëàêòèêè è òåðàïèè ñîçäàåò åùå
îäèí àñïåêò íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Ñîîòâåòñòâåííî âûøåîïèñàííûå äîìåíû  âë þòñ  ÷àñòüþ ñëèòîãî, (õèìåðíîãî èëè
ãèáðèäíîãî) áåëêà, ïðåäïî÷òèòåëüíî ñ N-êîíöåâûì ãëóòàòèîí-s-òðàíñôåðàçíûì áåëêîì
(GST). Áåëîê GST íå òîëüêî ñîäåéñòâóåò î÷èñòêå ñëèòîãî áåëêà, íî ìîæåò òàêæå
ñîçäàâàòü àäúþâàíòíîå (èììóíîñòèìóëèðóþùåå) äåéñòâèå, âåðî òíî, â ðåçóëüòàòå
óâåëè÷åíè  åãî ðàçìåðà.

Ïîëèïåïòèäû ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ïîëó÷àþò ñîîòâåòñòâóþùèìè òðàäèöèîííûìè
ñïîñîáàìè. Íàïðèìåð, èõ ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü èëè îíè ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ñ
èñïîëüçîâàíèåì òåõíèêè ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ. Â ÷àñòíîñòè, íóêëåèíîâûå êèñëîòû, êîòîðûå
êîäèðóþò óêàçàííûå äîìåíû, âêëþ÷àþò â ñåá  ýêñïðåññèîííûé âåêòîð, êîòîðûé èñïîëüçóþò
äë  òðàíñôîðìàöèè õîç éñêîé êëåòêè. Çàòåì òðàäèöèîííûìè ñïîñîáàìè ìîæíî
îñóùåñòâèòü êóëüòèâèðîâàíèå äàííîé õîç éñêîé êëåòêè ñ ïîñëåäóþùèì âûäåëåíèåì
íóæíîãî ïîëèïåïòèäà. Íóêëåèíîâûå êèñëîòû, âåêòîðû è òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè,
èñïîëüçóåìûå â äàííûõ ñïîñîáàõ, ñîçäàþò äîïîëíèòåëüíûé àñïåêò íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè .

Âîîáùå èñïîëüçóåìûå õîç éñêèå êëåòêè äîëæíû ïðåäñòàâë òü ñîáîé òàêèå êëåòêè,
êîòîðûå òðàäèöèîííî èñïîëüçóþòñ  äë  ïîëó÷åíè  ÐÀ, íàïðèìåð Bacillus subtilis.

Çà âèòåëè íåîæèäàííî îáíàðóæèëè, ÷òî äîìåíû, ïî îòäåëüíîñòè èëè â ñî÷åòàíèè, ïðè
îïðåäåëåííûõ óñëîâè õ ìîãóò óñïåøíî ýêñïðåññèðîâàòüñ  â Å.coli.

Èòàê, â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ðàçðàáîòàí ñïîñîá ïîëó÷åíè  èììóíîãåííîãî
ïîëèïåïòèäà, êîòîðûé âûçûâàåò èììóííûé îòâåò, êîòîðûé  âë åòñ  çàùèòíûì ïðîòèâ
B.anthracis, ïðè÷åì óêàçàííûé ñïîñîá âêëþ÷àåò â ñåá  òðàíñôîðìèðîâàíèå õîç éñêîé
E.coli ñ ïîìîùüþ íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîòîðà  êîäèðóåò ëèáî (à) çàùèòíûé àíòèãåí (ÐÀ)
èç Bacillus anthracis èëè åãî âàðèàíò, êîòîðûé ìîæåò âûçâàòü çàùèòíûé èììóííûé îòâåò,
ëèáî (b) ïîëèïåïòèä, âêëþ÷àþùèé â ñåá  ïî ìåíüøåé ìåðå îäèí çàùèòíûé äîìåí äàííîãî
çàùèòíîãî àíòèãåíà (ÐÀ) èç Bacillus anthracis èëè åãî âàðèàíò, êîòîðûé ìîæåò âûçâàòü
çàùèòíûé èììóííûé îòâåò, ÷òî îïèñàíî âûøå, êóëüòèâèðîâàíèå òðàíñôîðìèðîâàííîãî
õîç èíà è èçâëå÷åíèå èç íåãî äàííîãî ïîëèïåïòèäà, ïðè óñëîâèè, ÷òî â òåõ ñëó÷à õ,
êîãäà äàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé çàùèòíûé àíòèãåí (ÐÀ) èç Bacillus
anthracis èëè åãî âàðèàíò, êîòîðûé ìîæåò âûçûâàòü çàùèòíûé èììóííûé îòâåò, ïðîöåíòíà 
äîë  ãóàíèäèíîâûõ è öèòîçèíîâûõ îñòàòêîâ â óêàçàííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå ïðåâûøàåò
35%.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòèõ âàðèàíòîâ è ñ ïðèìåíåíèåì ïîäõîä ùåãî ýêñïðåññèðóþùåãî
õîç èíà ìîæíî äîáèòüñ  âûñîêîãî âûõîäà ïðîäóêòà.

Òàáëèöà, ïðåäñòàâë þùà  êîäîíû è ÷àñòîòû, ñ êîòîðûìè îíè ïî âë þòñ  â ãåíîìàõ
Escherichia coli è Bacillus anthracis, ïðèâåäåíà íà Ôèã.1. ßñíî, ÷òî ãóàíèäèí è
öèòîçèí âñòðå÷àþòñ  ÷àùå ó E.coli, ÷åì ó Â.anthracis. Àíàëèç ñîäåðæàíè  èñïîëüçóåìîãî
äàííîãî êîäîíà îáíàðóæèâàåò ñëåäóþùåå:

Âèäû 1-  áóêâà êîäîíà GC 2-  áóêâà êîäîíà GC 3-  áóêâà êîäîíà GC Îáùåå GC-ñîäåðæàíèå

E.coli 58,50% 40,70% 54,90% 51,37%
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B.anthracis 44,51% 31,07% 25,20% 33,59%

Òàêèì îáðàçîì, ïî-âèäèìîìó, êîäîíàìè, ïðåäïî÷òèòåëüíî âñòðå÷àþùèìèñ  ó E.coli,
 âë þòñ  òàêèå êîäîíû, êîòîðûå âñòðå÷àþò â ñåá , ïî âîçìîæíîñòè, ãóàíèäèí èëè öèòîçèí.

Ñ óâåëè÷åíèåì ïðîöåíòíîé äîëè íóêëåîòèäîâ ãóàíèäèíà è öèòîçèíà â óêàçàííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, èñïîëüçóåìîé äë  êîäèðîâàíè  èììóíîãåííîãî áåëêà, ñâåðõ òîãî, ÷òî
îáû÷íî îáíàðóæèâàåòñ  â ãåíå Â.anthracis äèêîãî òèïà, èñïîëüçîâàíèå äàííîãî êîäîíà
áóäåò óëó÷øàòü ýêñïðåññèþ â E.coli.

Ñîîòâåòñòâåííî, ïðîöåíòíà  äîë  ãóàíèäèíîâûõ è öèòîçèíîâûõ îñòàòêîâ â êîäèðóþùåé
íóêëåèíîâîé êèñëîòå, èñïîëüçóåìîé â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè, ïî ìåíüøåé ìåðå, â òåõ
ñëó÷à õ, êîãäà äàííûé ïîëèïåïòèä ïðåäñòàâë åò ñîáîé çàùèòíûé àíòèãåí (ÐÀ) Bacillus
anthracis èëè åãî âàðèàíò, êîòîðûé ìîæåò âûçûâàòü çàùèòíûé èììóííûé îòâåò, ïðåâûøàåò
40%, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðåâûøàåò 45%, è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî - ïðåâûøàåò 50-52%.

Âûñîêèå óðîâíè ýêñïðåññèè çàùèòíûõ äîìåíîâ ìîãóò áûòü äîñòèãíóòû ïðè
èñïîëüçîâàíèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èç Â.anthracis äèêîãî òèïà, êîäèðóþùåé ýòè
ñòðóêòóðíûå åäèíèöû. Îäíàêî ïîêàçàòåëè ýêñïðåññèè ìîæíî äîïîëíèòåëüíî óëó÷øèòü
ïóòåì ïîâûøåíè  ñîäåðæàíè  GC â äàííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå, ÷òî îïèñàíî âûøå.

Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  äàííûé ñïîñîá
âêëþ÷àåò â ñåá  ýêñïðåññèþ PA B.anthracis.

Äàëåå, â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì, ñîçäàëè ðåêîìáèíàíòíóþ êëåòêó
Escherichia coil, êîòîðóþ òðàíñôîðìèðóþò ñ ïîìîùüþ íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîòîðà 
êîäèðóåò çàùèòíûé àíòèãåí (ÐÀ) èç Bacillus anthracis èëè åãî âàðèàíò, êîòîðûé ìîæåò
âûçûâàòü çàùèòíûé èììóííûé îòâåò, îòëè÷àþùóþñ  òåì, ÷òî ïðîöåíòíà  äîë  îñòàòêîâ
ãóàíèäèíà è öèòîçèíà â äàííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå ïðåâûøàåò 35%.

Êàê è ðàíüøå, ñîîòâåòñòâóþùà  ïðîöåíòíà  äîë  îñòàòêîâ ãóàíèäèíà è öèòîçèíà â
äàííîé êîäèðóþùåé íóêëåèíîâîé êèñëîòå ïðåâûøàåò 40%, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðåâûøàåò
45% è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðåâûøàåò 50-52%,

Ñîîòâåòñòâåííî, íóêëåèíîâà  êèñëîòà ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ, èñïîëüçóåìà  äë 
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê E.coli, ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñèíòåòè÷åñêèé ãåí. Â ÷àñòíîñòè,
äàííà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà ïðåäñòàâë åò ñîáîé SEQ ID NO 1, êîòîðà  ïðèâåäåíà íà
Ôèã.2, èëè åå ìîäèôèöèðîâàííóþ ôîðìó.

Ýêñïðåññèðóåìà  "ìîäèôèöèðîâàííà  ôîðìà" îòíîñèòñ  ê äðóãèì íóêëåèíîâîêèñëîòíûì
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì, êîòîðûå êîäèðóþò ÐÀ èëè åãî ôðàãìåíòû èëè âàðèàíòû, êîòîðûå
âûçûâàþò çàùèòíûé èììóííûé îòâåò, íî êîòîðûå èñïîëüçóþò íåñêîëüêî èíûå êîäîíû,
îáåñïå÷èâà  âûïîëíåíèå òðåáîâàíè  î ïðîöåíòíîì ñîäåðæàíèè GC â ñîîòâåòñòâèè ñ
íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì. Ñîîòâåòñòâóþùèå ìîäèôèöèðîâàííûå ôîðìû äîëæíû áûòü
ñõîäíû ïî ìåíüøåé ìåðå íà 80%, ïðåäïî÷òèòåëüíî ñõîäíû íà 90%, è íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ñõîäíû ïî ìåíüøåé ìåðå íà 95% ñ SEQ ID NO 1. Â ÷àñòíîñòè, äàííà 
íóêëåèíîâà  êèñëîòà âêëþ÷àåò â ñåá  SEQ ID NO I.

Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , â íàñòî ùåì
èçîáðåòåíèè ñîçäàëè ðåêîìáèíàíòíóþ êëåòêó Escherichia coli, êîòîðà  áûëà
òðàíñôîðìèðîâàíà íóêëåèíîâîé êèñëîòîé, êîòîðà  êîäèðóåò çàùèòíûé äîìåí çàùèòíîãî
àíòìãåêà (ÐÀ) èç Bacillus anthracis èëè åãî âàðèàíò, êîòîðûé ìîæåò âûçûâàòü çàùèòíûé
èììóííûé îòâåò.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî, äàííà  íóêëåèíîâà  êèñëîòà êîäèðóåò äîìåí 1 èëè äîìåí 4
Â.anthracis.

Äàëåå, â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì, ðàçðàáîòàëè ñïîñîá ïîëó÷åíè 
èììóíîãåííîãî ïîëèïåïòèäà, êîòîðûé âûçûâàåò èììóííûé îòâåò, êîòîðûé  âë åòñ 
çàùèòíûì îò Â.anthracis, ïðè÷åì óêàçàííûé ñïîñîá âêëþ÷àåò â ñåá  êóëüòèâèðîâàíèå
êëåòêè, ÷òî îïèñàíî âûøå, è èçâëå÷åíèå íóæíîãî ïîëèïåïòèäà èç äàííîé êóëüòóðû. Òàêèå
ñïîñîáû õîðîøî èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè.

Â ñîîòâåòñòâèè åùå ñ îäíèì àñïåêòîì, â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ñîçäàëè âåêòîð,
òðàíñôîðìèðóþùèé E.coli, ñîäåðæàùèé íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, êîòîðà  êîäèðóåò çàùèòíûé
àíòèãåí (ÐÀ) èç Bacillus anthracis èëè åãî âàðèàíò, êîòîðûé ìîæåò âûçûâàòü çàùèòíûé
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èììóííûé îòâåò, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðîöåíòíà  äîë  ãóàíèäèíîâûõ è öèòîçèíîâûõ
îñòàòêîâ â äàííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå ïðåâûøàåò 35%.

Åùå îäèí àñïåêò íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  îòíîñèòñ  ê âåêòîðó, òðàíñôîðìèðóþùåìó
E.coli, è ñîäåðæàùåìó íóêëåèíîâóþ êèñëîòó, êîòîðà  êîäèðóåò çàùèòíûé äîìåí çàùèòíîãî
àíòèãåíà (ÐÀ) èç Bacillus anthracis èëè åãî âàðèàíò, êîòîðûé ìîæåò âûçûâàòü çàùèòíûé
èììóííûé îòâåò.

Ñîîòâåòñòâóþùèå âåêòîðû, èñïîëüçóåìûå äë  òðàíñôîðìàöèè E.coli, õîðîøî èçâåñòíû â
äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Íàïðèìåð, Ò7-ýêñïðåññèîííà  ñèñòåìà îáåñïå÷èâàåò âûñîêèå
óðîâíè ýêñïðåññèè. Íî, îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûé âåêòîð ñîäåðæèò pAG163, ïîëó÷àåìûé
ó Avecia (UK).

Íóêëåèíîâà  êèñëîòà SEQ ID NO 1, èëè åå âàðèàíò, êîòîðà  êîäèðóåò ÐÀ è êîòîðà 
îáëàäàåò ïî ìåíüøåé ìåðå 35%-íûì, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî ìåíüøåé ìåðå 40%-íûì, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî -ïî ìåíüøåé ìåðå 45%-íûì, è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî - 50-52%-íûì
ñîäåðæàíèåì GC, ñîçäàåò äîïîëíèòåëüíûé àñïåêò íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Ïî íåîáõîäèìîñòè óêàçàííûå âàðèàíòû ÐÀ èëè äîìåíû ìîãóò ýêñïðåññèðîâàòüñ  â âèäå
ñîåäèíåíè  ñ äðóãèì áåëêîì, íàïðèìåð ñ áåëêîì, êîòîðûé îáåñïå÷èâàåò èíóþ èììóííîñòü,
ñ áåëêîì, êîòîðûé ñîäåéñòâóåò î÷èñòêå äàííîãî ïðîäóêòà, èëè ñ âûñîêîýêñïðåññèðóåìûì
áåëêîì (íàïð., òèîðåäîêñèí, GST), êîòîðûé ãàðàíòèðóåò ïîäõîä ùóþ èíèöèàöèþ èëè
òðàíñë öèþ.

Ïðè íåîáõîäèìîñòè ê äàííîé ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìå ñëåäóåò äîáàâèòü
äîïîëíèòåëüíûå ñèñòåìû, òàêèå êàê Ò7-ëèçîöèì, êîòîðûé óëó÷øàåò ðåïðåññèþ äàííîé
ñèñòåìû, õîò  â ñëó÷àå íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  òðóäíîñòè, ñâ çàííûå ñ êëåòî÷íîé
òîêñè÷íîñòüþ, íå îòìå÷åíû.

Â ñïîñîáå ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ëþáîé ïîäõîä ùèé øòàìì E.coli.
Ïðèãîäíû øòàììû, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñ  íåäîñòàòî÷íîñòüþ ïî ð äó ïðîòåàç
(íàïðèìåð, Ion-, ompT-), è â îòíîøåíèè êîòîðûõ ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî îíè äîëæíû
ìèíèìèçèðîâàòü ïðîòåîëèç. Îäíàêî çà âèòåëè îáíàðóæèëè, ÷òî íåò íåîáõîäèìîñòè
èñïîëüçîâàòü òàêèå øòàììû äë  äîñòèæåíè  õîðîøåãî âûõîäà ïðîäóêòà è ÷òî äðóãèå
øòàììû, òàêèå êàê Ê12, êàê íè ñòðàííî, ïðîèçâîä ò áîëüøèå êîëè÷åñòâà ïðîäóêòà.

Ôåðìåíòàöè  øòàììà îñóùåñòâë åòñ , êàê ïðàâèëî, â ñòàíäàðòíûõ óñëîâè õ, êîòîðûå
èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè. Íàïðèìåð, ôåðìåíòàöèþ ìîæíî îñóùåñòâë òü â âèäå
ïåðèîäè÷åñêèõ êóëüòóð, ïðåäïî÷òèòåëüíî â áîëüøèõ êîëáàõ äë  âñòð õèâàíè , ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñëîæíîé ñðåäû, ñîäåðæàùåé àíòèáèîòèêè äë  ñîõðàíåíè  ïëàçìèäû è ñ
äîáàâëåíèåì IPTG äë  èíäóêöèè.

Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè  êëåòêè ñîáèðàþò è õðàí ò ïðè -20°Ñ äî òåõ ïîð, ïîêà íå
ïîòðåáóåòñ  îïåðàöè  ïî âûäåëåíèþ î÷èñòêîé.

Ñîîòâåòñòâóþùèå ñõåìû âûäåëåíè  î÷èñòêîé ýêñïðåññèðóåìîãî E.coli PA (âàðèàíòà
ëèáî äîìåíà) ìîæíî àäàïòèðîâàòü äë  ñõåì, èñïîëüçóåìûõ äë  Â.subtilis. Îòäåëüíûå
èñïîëüçóåìûå ñòàäèè âûäåëåíè  î÷èñòêîé çàâèñ ò îò ôèçè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê
ðåêîìáèíàíòíîãî ÐÀ. Îáû÷íî îñóùåñòâë þò ðàçäåëåíèå ñ ïîìîùüþ èîíîîáìåííîé
õðîìàòîãðàôèè â óñëîâè õ, êîòîðûå ïîçâîë þò íàèáîëüøåå äèôôåðåíöèàëüíîå
ñâ çûâàíèå ñ äàííîé êîëîíêîé è ïîñëåäóþùèì ñáîðîì ôðàêöèé ñ íåáîëüøèì ãðàäèåíòîì.
Â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ äë  ïîëó÷åíè  ïðîäóêòà ñ íóæíîé òåõíè÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêîé
äîñòàòî÷íîé ìîæåò îêàçàòüñ  åäèíñòâåííà  õðîìàòîãðàôè÷åñêà  ñòàäè .

Ïðè íåîáõîäèìîñòè ôðàêöèè ìîæíî àíàëèçèðîâàòü íà íàëè÷èå äàííîãî ïðîäóêòà ñ
èñïîëüçîâàíèåì SDS PAGE èëè Âåñòåðí-áëîòòèíãà.

Íèæå èëëþñòðèðóåòñ  îñóùåñòâëåíèå óñïåøíîãî êëîíèðîâàíè  è ýêñïðåññèè ïàíåëè
õèìåðíûõ áåëêîâ, ïðåäñòàâë þùèõ ñîáîé èíòàêòíûå èëè íåïîëíûå äîìåíû rPA.
Èììóíîãåííîñòü è çàùèòíóþ ýôôåêòèâíîñòü ýòèõ õèìåðíûõ áåëêîâ îò çàðàæåíè  STI-
ñïîðàìè îöåíèâàþò íà ìîäåëè A/J-ìûøåé.

Âñå äîìåíîâûå áåëêè rPA îêàçûâàþòñ  èììóíîãåííûìè äë  A/J-ìûøåé è îáåñïå÷èâàþò
ïî ìåíüøåé ìåðå ÷àñòè÷íóþ çàùèòó ïðè çàðàæåíèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè GST-
èììóíèçèðîâàííûìè ìûøàìè. Áåëîê-ïåðåíîñ÷èê, GST ïðèñîåäèí åòñ  ê N-êîíöó äîìåííûõ
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áåëêîâ, íå îñëàáë   èììóíîãåííîñòü ñëèòûõ áåëêîâ íè â óñëîâè õ in vivo, ÷òî ïîêàçàíî
íà àíòèòåëüíîì îòâåòå, ñòèìóëèðîâàííîì ó èììóíèçèðîâàííûõ æèâîòíûõ, íè â óñëîâè õ in
vitro â âèäå ñëèòûõ áåëêîâ, êîòîðûå ìîæíî äåòåêòèðîâàòü ñ ïîìîùüþ àíòèñûâîðîòêè ê rPA
ïîñëå Âåñòåðí-áëîòòèíãà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî GST-ìåòêà íå ïðåï òñòâóåò
ðàñïîçíàâàíèþ rPA-ýïèòîïà. Èììóíèçàöè  êðóïíûìè õèìåðíûìè áåëêàìè äàåò íàèâûñøèå
òèòðû. Â ÷àñòíîñòè, ìûøè, èììóíèçèðîâàííûå ïîëíîðàçìåðíûì õèìåðíûì áåëêîì GST 1-
4, â ñðåäíåì ïðîäóöèðóþò àíòèñûâîðîòêó rPA ñ âîñüìèêðàòíîé êîíöåíòðàöèåé ïî
ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé, èììóíèçèðîâàííîé rPA (Ôèãóðà 5). Èììóíèçàöè  ìûøåé äîìåíàìè 1-
4 rPA ñ îòùåïëåííûì GST äàåò ïðèáëèçèòåëüíî ïîëîâèíó òèòðà, ïðîäóöèðóåìîãî ïðè
èììóíèçàöèè óêàçàííûì õèìåðíûì áåëêîì. Îò÷åãî äàííûé ñëèòûé áåëîê äîëæåí áûòü
ãîðàçäî áîëåå èììóíîãåííûì, îñòàåòñ  íåâû ñíåííûì. Âîçìîæíî, óâåëè÷åííûé ðàçìåð
äàííîãî áåëêà ìîæåò îêàçûâàòü ïîâûøåííîå èììóíîãåííîå äåéñòâèå íà èììóííûå
ýôôåêòîðíûå êëåòêè. Íî ýòî íå ñòèìóëèðóåò òàêîé îòâåò â òàêîé æå ñòåïåíè â äðóãèõ
õèìåðíûõ áåëêàõ, ê òîìó æå ëþáîå óñèëèâàþùåå èììóíîãåííîñòü äåéñòâèå GST-ìåòêè íå
ïîâûøàåò çàùèòó îò çàðàæåíè , ïîñêîëüêó îòùåïë åìûå áåëêè àíàëîãè÷íûì îáðàçîì
çàùèùåíû èõ õèìåðíûìè àíàëîãàìè.

Íåñìîòð  íà íàëè÷èå âûñîêèõ òèòðîâ àíòè-rPA, â ãðóïïàõ æèâîòíûõ, èììóíèçèðîâàííûõ
ñ ïîìîùüþ GST1, îòùåïëåííîãî 1, GST1b-2, GST1b-3 è GST1-3, ïðè ñíèæåííîì óðîâíå
çàðàæåíè  102 MLD, èìååò ìåñòî íåêîòîðûé ñáîé â çàùèòå, è èììóíèçàöè  ýòèìè áåëêàìè
íå ïðîëîíãèðóåò âðåì  âûæèâàíè  òåõ ìûøåé, êîòîðûå íå âûäåðæàëè çàðàæåíè , â
îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ GST. Ýòî äàåò îñíîâàíèå ïîëàãàòü,
÷òî ýòîò èììóííûé îòâåò íå áûë ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì èíäóöèðîâàí ýòèìè áåëêàìè
äë  äîñòèæåíè  ïîëíîé ðåçèñòåíòíîñòè ê äàííîìó çàðàæåíèþ. Êàê áûëî ïîêàçàíî â äðóãèõ
èññëåäîâàíè õ íà ìûøàõ è ìîðñêèõ ñâèíêàõ (Little S.F. è ñîàâò. 1986. Infect. Irnmun.
52: 356-363), íå ñóùåñòâóåò òî÷íîé êîððåë öèè ìåæäó òèòðîì àíòèòåë ïðîòèâ ÐÀ è
çàùèòîé îò çàðàæåíè . Òåì íå ìåíåå, äë  çàùèòû òðåáóåòñ  íåêîòîðà  ïîðîãîâà 
âåëè÷èíà àíòèòåë (Cohen S. è ñîàâò., 2000 Infect. Immun. 68: 4549-4558), è ýòî
çàñòàâë åò ïîëàãàòü, ÷òî êëåòî÷íî-îïîñðåäîâàííûå êîìïîíåíòû èììóííîãî îòâåòà òàêæå
íóæíû äë  ñòèìóëèðîâàíè  çàùèòû (Williamson 1989).

Êàê ñâèäåòåëüñòâóþò ðåçóëüòàòû SDS-Paqe è Âåñòåðí-áëîòòèíãà, ïîëó÷åííûå õèìåðíûå
áåëêè GST1, GST1b-2 è GST1-2 îêàçàëèñü íàèìåíåå ñòàáèëüíûìè, ÷òî, âåðî òíî, ñâ çàíî ñ
òåì, ÷òî äàííûå áåëêè, â îòñóòñòâèå äîìåíà 3, áîëåå ïîäâåðæåíû äåãðàäàöèè, è ýòà
íåñòàáèëüíîñòü, âîçìîæíî, ïðèâåëà ê óòðàòå çàùèòíûõ ýïèòîïîâ.

Îïðåäåëåííà  ñòðóêòóðíà  êîíôîðìàöè  äàííûõ áåëêîâ òàêæå, ïî-âèäèìîìó,
ñóùåñòâåííà äë  ñòèìóë öèè çàùèòíîãî èììóííîãî îòâåòà. Óäàëåíèå èç äàííûõ õèìåðíûõ
áåëêîâ Äîìåíà 1à ïðèâîäèò è ê ñíèæåíèþ òèòðà àíòèòåë è ê îñëàáëåíèþ çàùèòû ïðè
çàðàæåíèè ïî ñðàâíåíèþ ñ èõ èíòàêòíûìè àíàëîãàìè GST1-2 è GST1-3. Àíàëîãè÷íî ýòîìó
ìûøè, èììóíèçèðîâàííûå ñ ïîìîùüþ îäíîãî ëèøü GST 1, áûëè ëèøü ÷àñòè÷íî çàùèùåíû
îò çàðàæåíè , íî ïðè îáúåäèíåíèè ñ äîìåíîì 2, â âèäå õèìåðíîãî áåëêà GST1-2, îòìå÷åíà
ïîëíà  çàùèòà ïðè óðîâíå çàðàæåíè  102 MLD. Îäíàêî èììóííûé îòâåò, èíäóöèðîâàííûé â
ðåçóëüòàòå èììóíèçàöèè ñ ïîìîùüþ õèìåðíîãî áåëêà GST1-2, áûë íåäîñòàòî÷íûì äë 
ñîçäàíè  ïîëíîé çàùèòû ïðè áîëåå âûñîêîì óðîâíå çàðàæåíè  â 10 MLD, ÷òî îï òü-òàêè
ìîãëî áûòü ñâ çàíî ñ óòðàòîé çàùèòíûõ ýïèòîïîâ â ðåçóëüòàòå äåãðàäàöèè äàííîãî áåëêà.

Âñå ãðóïïû æèâîòíûõ, èììóíèçèðîâàííûå óêîðî÷åííûìè áåëêàìè, ñîäåðæàùèìè äîìåí
4, â òîì ÷èñëå îòäåëüíî âç òûì GST 4, îòäåëüíî âç òûì îòùåïëåííûì äîìåíîì 4, à òàêæå
ñìåñüþ èç äâóõ èíäèâèäóàëüíî ýêñïðåññèðóåìûõ äîìåíîâ, GST 1 è GST 4, áûëè ïîëíîñòüþ
çàùèùåíû îò çàðàæåíè  STI-ñïîðàìè ïðè 103 MLD (Òàáëèöà 1). Brossier ñ ñîàâò.
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ñíèæåíèå çàùèòû ó ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ ìóòàíòíûì øòàììîì
Â. anthracis, êîòîðûé ýêñïðåññèðóåò ÐÀ áåç äîìåíà 4 (Brossier F., è ñîàâò. 2000.
Infect. Immun. 68: 1781-1786), è ýòî áûëî ïîäòâåðæäåíî â äàííîì èññëåäîâàíèè, ãäå
èììóíèçàöè  ñ ïîìîùüþ GST1-3 ïðèâîäèëà ê ñáîþ â çàùèòå, íåñìîòð  íà âûñîêèå òèòðû
àíòèòåë. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò, ÷òî äîìåí 4 ïðåäñòàâë åò ñîáîé
èììóíîäîìèíàíòíóþ ñóáúåäèíèöó ÐÀ. Äîìåí 4 ïðåäñòàâëåí 139 àìèíîêèñëîòàìè íà
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êàðáîêñè-êîíöå ïîëèïåïòèäà ÐÀ. Îí ñîäåðæèò ðåöåïòîðíûé ó÷àñòîê ñâ çûâàíè  õîç éñêîé
êëåòêè (Little S.F. è ñîàâò., 1996 Microbiology 142: 707-715), èäåíòèôèöèðîâàííûé êàê
íàõîä ùèéñ  âíóòðè è âáëèçè ìàëîé ïåòëè, ðàñïîëîæåííûé ìåæäó àìèíîêèñëîòíûìè
îñòàòêàìè 679-693 (Varughese M., è ñîàâò. 1999 Infect. Immun. 67: 1860-1865).

Ïî ýòîé ïðè÷èíå èíòîêñèêàöè  äë  õîç éñêîé êëåòêè  âë åòñ  ñóùåñòâåííîé, õîò  áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ýêñïðåññèðóåìûå ôîðìû ÐÀ, ñîäåðæàùèå ìóòàöèè (Varughese 1999, âûøå)
èëè äåëåöèè (Brossier 1999, âûøå) íà ó÷àñòêå äîìåíà 4 íå  âë þòñ  òîêñè÷íûìè.
Êðèñòàëëè÷åñêà  ñòðóêòóðà ÐÀ, ïðåäñòàâë þùà  ñîáîé äîìåí 4, è â ÷àñòíîñòè, ïåòëþ
ýòîãî äîìåíà, ñîñòî ùà  èç 19 àìèíîêèñëîò (703-722), â áîëüøåé ñòåïåíè íå çàùèùåíà,
÷åì îñòàëüíûå òðè äîìåíà, êîòîðûå ïëîòíî àññîöèèðîâàíû äðóã ñ äðóãîì (Petrosa 1997,
âûøå). Äàííà  ñòðóêòóðíà  êîìïîíîâêà ìîæåò ïðåâðàùàòü äîìåí 4 â î÷åíü ðåëüåôíûé
ýïèòîï äë  ðàñïîçíàâàíè  èììóííûìè ýôôåêòîðíûìè êëåòêàìè, è ïîýòîìó õèìåðíûå
áåëêè, ñîäåðæàùèå äîìåí 4, äîëæíû âûçûâàòü íàèáîëüøèé èììóííûé îòâåò.

Êðîìå òîãî, â íàñòî ùåì èññëåäîâàíèè ïðîëèâàåòñ  ñâåò íà ðîëü ÐÀ â ñòèìóë öèè
çàùèòíîãî èììóííîãî îòâåòà, äåìîíñòðèðóþùåãî, ÷òî çàùèòà îò èíôèöèðîâàíè  ñèáèðñêîé
 çâîé ìîæåò áûòü, îòíåñåíà íà ñ÷åò îòäåëüíûõ äîìåíîâ ÐÀ.

Äàëåå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îïèñûâàåòñ  ïîäðîáíî â ïðèìåðàõ, ñî ññûëêàìè íà
ïðèëàãàåìûå ÷åðòåæè.

Íà ôèã.1 ïðåäñòàâëåíû ÷àñòîòû êîäîíîâ, íàéäåííûå ó E.coli è B.anthracis.
Íà ôèã.2, â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì, ïðèâåäåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü

íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîòîðà  êîäèðóåò ÐÀ Â.anthracis, êàê îïóáëèêîâàíî ó Welkos ñ
ñîàâò. âûøå.

Íà ôèã.3 ïðèâåäåíû SEQ ID No 3-14, êîòîðûå ïðåäñòàâë þò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
àìèíîêèñëîò è ÄÍÊ, èñïîëüçóåìûå äë  êîäèðîâàíè  ðàçíûõ äîìåíîâ èëè ñî÷åòàíèé
äîìåíîâ èç ÐÀ, ÷òî äåòàëèçèðîâàíî íèæå.

Íà ôèã.4 ïðèâåäåíû SEQ ID No 15-16, êîòîðûå ïðåäñòàâë þò ñîáîé, ñîîòâåòñòâåííî,
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àìèíîêèñëîò è ÄÍÊ äîìåíà 4 ÐÀ.

Ôèã.5 ïðåäñòàâë åò ñîáîé òàáëèöó, ïîêàçûâàþùóþ êîíöåíòðàöèþ IgG ïðîòèâ rPA ó A/J-
ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ âíóòðèìûøå÷íî â 1-é è 28-é äíè 10 ìêã õèìåðíîãî áåëêà,
ñîäåðæàùåãî ÐÀ-ôðàãìåíò, ÷åðåç 37 äíåé ïîñëå ïåðâîé èììóíèçàöèè; ïðåäñòàâëåííûå
ðåçóëüòàòû ñîîòâåòñòâóþò ñðåäíåé ± ñòàíäàðòíà  îøèáêà (sem) îáðàçöîâ, âç òûõ ó 5
ìûøåé ïîäîïûòíîé ãðóïïû.

Ïðèìåð 1
Èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè ó Å.coli
Ïëàçìèäó pAG163::rPA, ýêñïðåññèðóþùóþ rPA, ìîäèôèöèðóþò, çàìåí   KmR-ìàðêåð

èñõîäíûì ÒñR-ãåíîì. Ýòó ïëàçìèäó òðàíñôîðìèðóþò â   ýêñïðåññèðóþùóþ êëåòêó-õîç èíà
E.coli BLR (DE3), à çàòåì îöåíèâàþò óðîâåíü ýêñïðåññèè è ðàñòâîðèìîñòü. Äàííûé øòàìì
 âë åòñ  äåôèöèòíûì ïî âíóòðèêëåòî÷íîé ïðîòåàçå La (ïðîäóêò ãåíà Ion) è ïî ïðîòåàçå
íàðóæíîé ìåìáðàíû Ompt.

Îäíàêî ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíè  ïî ýêñïðåññèè íå ïîêàçàëè êàêîãî-ëèáî óëó÷øåíè  â
íàêîïëåíèè ðàñòâîðèìîãî áåëêà ó äàííîãî øòàììà â ñðàâíåíèè ñ õîç éñêèìè øòàììàìè
Ê12 Ion+ (ò.å. íàêîïëåíèå ïðåîäîëåâàåòñ  ÷ðåçìåðíûì ïðîòåîëèçîì). Ñäåëàí âûâîä î òîì,
÷òî ëþáîé âíóòðèêëåòî÷íûé ïðîòåîëèç rPA íå îáóñëîâëåí äåéñòâèåì La-ïðîòåàçû.

Ïðèìåð 2
Àíàëèç ôåðìåíòàöèè
Îñóùåñòâë ëè äîïîëíèòåëüíûé àíàëèç ôåðìåíòàöèè, êîòîðûé âûïîëí ëè ñ

èñïîëüçîâàíèåì øòàììà Ê12 UT5600 (DE3) pAG163::rPA.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî rPA â äàííîé êóëüòóðå ðàñïðåäåë åòñ  ìåæäó ðàñòâîðèìîé è

íåðàñòâîðèìîé ôðàêöè ìè (ïðåäïîëîæèòåëüíî 350 ìã/ë äë  íåðàñòâîðèìîãî rPA, 650 ìã/ë
äë  ïîëíîðàçìåðíîãî ðàñòâîðèìîãî rPA). Â èñïîëüçóåìûõ óñëîâè õ (37°Ñ, 1 ìÌ IPTG äë 
èíäóêöèè) ðàñòâîðèìûé rPA âî âñòð õèâàåìûõ êóëüòóðàõ â êîëáàõ îáíàðóæåíèþ íå
ïîääàåòñ , íî, ñ ó÷åòîì ðåçóëüòàòîâ, îïèñàííûõ âûøå â Ïðèìåðå 1, âûçûâàåò óäèâëåíèå
íàëè÷èå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ðàñòâîðèìîãî rPA. Êàê áû òî íè áûëî, ïðåäñòàâë åòñ , ÷òî
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ðåãóëèðîâàíèå ôåðìåíòàöèè, çàïóñêà è ìîìåíòà ñáîðà êëåòîê, âûðàùåííûõ â êóëüòóðå,
ïîçâîë åò ñòàáèëüíî íàêàïëèâàòü rPA â ýêñïðåññèðóþùèõ øòàììàõ Ê12 E.coli.

Ïðèìåð 3
Îáðàçåö rPA ïîëó÷àþò èç ìàòåðèàëà, ïåðâîíà÷àëüíî âûäåëåííîãî â âèäå

íåðàñòâîðèìûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ âêëþ÷åíèé (âíóòðèêëåòî÷íûå òåëüöà) èç
ôåðìåíòèðóåìîãî øòàììà UT5600 (DE3) pAG163::rPA. Âíóòðèêëåòî÷íûå âêëþ÷åíè 
äâàæäû ïðîìûâàþò ñ ïîìîùüþ 25 ìÌ Òðèñ-HCl ðÍ 8,0 è îäèí ðàç - ñ ïîìîùüþ ýòîãî æå
áóôåðà + 2Ì ìî÷åâèíà. Çàòåì èõ ñîëþáèëèçèðóþò â áóôåðå ñ +8Ì ìî÷åâèíîé, è äåáðèñ
îñàæäàþò. Ìî÷åâèíó óäàë þò ïóòåì ðàçâåäåíè  â 25 ìÌ Òðèñ-HCl ðÍ.8,0 è ñòàòè÷åñêè
èíêóáèðóþò â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°Ñ. Ðàçáàâëåííûé îáðàçåö íàíîñ ò íà êîëîíêó ñ Q-
ñåôàðîçîé, è áåëîê ýëþèðóþò NaCl-ãðàäèåíòîì. Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå íàèáîëåå ÷èñòûé
rPA, îáúåäèí þò, îòáèðàþò àëèêâîòû è çàìîðàæèâàþò ïðè -70°Ñ. Òåñòèðîâàíèå äàííîãî
îáðàçöà ñ èñïîëüçîâàíèåì 4-12% MES-SDS NuPAGE ãåë  ïðîòèâ èçâåñòíîãî ñòàíäàðòà
ñâèäåòåëüñòâóåò î åãî âûñîêîé ÷èñòîòå è íèçêîé êîíòàìèíàöèè ýíäîòîêñèíîì.

Ïðèìåð 4
Äîïîëíèòåëüíà  õàðàêòåðèñòèêà ïîëó÷åííîãî ïðîäóêòà
N-êîíöåâîå ñåêâåíèðîâàíèå ïîëó÷åííîãî ïðîäóêòà ïîêàçûâàåò, ÷òî N-êîíöåâà 

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîñòîèò èç
MEVKQENRLL (SEQ ID NO 2)
Ýòî ïîäòâåðæäàåò, ÷òî äàííûé ïðîäóêò, êàê è ïðåäïîëàãàëîñü, íàõîäèòñ  ñëåâà ïî

îòíîøåíèþ ê èíèöèàòîðíîìó ìåòèîíèíó.
Îáíàðóæèëè, ÷òî ïîëó÷åííûé ìàòåðèàë ðåàãèðóåò â Âåñòåðí-áëîòå; ïî äàííûì MALDI-

MS, äàííûé îáðàçåö îáëàäàåò ìàññîé ïðèáëèçèòåëüíî 82700 (ïî ñðàâíåíèþ ñ
ïðåäïîëàãàåìîé ìàññîé 82915). Ðàçíèöó ìåæäó áîëüøîé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé
ïîëó÷åííîãî ìàòåðèàëà è ìàññîé èñïîëüçóåìîãî ñòàíäàðòà (66 êÄà) ðàññìàòðèâàþò êàê
óêàçàíèå íà òî, ÷òî ìàòåðèàë ñóùåñòâåííî íå óêîðî÷åí, íî è íå èñêëþ÷àåò
ìèêðîãåòåðîãåííîñòè àíàëèçèðóåìîãî îáðàçöà.

Ïðèìåð 5
Òåñòèðîâàíèå îòäåëüíûõ äîìåíîâ ÐÀ
Èíäèâèäóàëüíûå äîìåíû ÐÀ ïîëó÷àþò â âèäå ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ â Å.coli â âèäå

õèìåðíûõ áåëêîâ ñ áåëêîì-íîñèòåëåì ãëóòàòèîí-s-òðàíñôåðàçîé (GST) è ñ èñïîëüçîâàíèåì
ýêñïðåññèîííîé ñèñòåìû Pharmacia pGEX-6Ð-3. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ðàçíûõ äîìåíîâ è
ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, èñïîëüçóåìà  äë  èõ êîäèðîâàíè , ïðèëàãàþòñ  â âèäå Ôèã.3.
Ñîîòâåòñòâóþùèå àìèíîêèñëîòíûå è ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äàíû íèæå â Òàáëèöå 2.

Äàííûå õèìåðíûå áåëêè èñïîëüçóþòñ  äë  èììóíèçàöèè A/J-ìûøåé (Harlan Olac) ïóòåì
âíóòðèìûøå÷íîãî ââåäåíè  10 ìêã ñîîòâåòñòâóþùåãî õèìåðíîãî áåëêà, àäñîðáèðîâàííîãî
íà 20% îá/îá àëãèäðîãåëå â îáùåì îáúåìå 100 ìêë.

Æèâîòíûõ äâàæäû èììóíèçèðóþò ñëó÷àéíûì îáðàçîì, è ðàçâèòèå èõ çàùèòíîãî
èììóíèòåòà îïðåäåë åò ïóòåì çàðàæåíè  ñïîðàìè Â. anthracis (STI-øòàìì) íà óðîâíå
èíäèêàòîðíûõ äîç. Â íèæåñëåäóþùåé òàáëèöå 2 ïðèâåäåíû äàííûå î æèâîòíûõ,
îñòàâøèõñ  â æèâûõ ê 14 äíþ ïîñëå çàðàæåíè .

Òàáëèöà 2

Ñòåïåíü çàðàæåíè  ñïîðàìè/ìûøü

Äîìåíû Àìèíîêèñëîòíà  SEQ ID NO ÄÍÊ SEQ ID NO 5×104 9×104 9×105 1×106 5×106

GST-1 3 4 4/4 3/5

Äîìåíû Àìèíîêèñëîòíà  SEQ ID NO ÄÍÊ SEQ ID NO 5×104 9×104 9×105 1×106 5×106

GST-1+2 5 6 4/4; 5/5 4/5; 5/5

GST-lb+2 7 8 2/5 1/5

GST-lb+2+3 9 10 2/5 3/5

GST-1+2+3 11 12 Nd 4/5 3/5

GST-1+2+3+4 13 14 Nd 5/5 5/5

1+2+3+4 13 14 Nd Nd 5/5 5/5
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Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñî÷åòàíèå âñåõ 4 äîìåíîâ ÐÀ,
ïðåäñòàâëåííîãî ëè â âèäå õèìåðíîãî áåëêà ñ GST èëè áåç íåå, îêàçûâàåò çàùèòíîå
äåéñòâèå è ïðè ñàìîì âûñîêîì óðîâíå çàðàæåíè . Óäàëåíèå äîìåíà 4, êîãäà îñòàþòñ  1+2+
3, ïðèâîäèò ê ñáîþ çàùèòû ïðè íàèâûñøåì ïðîòåñòèðîâàííîì óðîâíå çàðàæåíè , 9×105.
Äîìåíû 1+2 îêàçûâàþòñ  çàùèòíûìè â ñî÷åòàíèè äîìåíîâ 1+2+3 ïðè óðîâíå

çàðàæåíè  9×104 ñïîð. Îäíàêî óäàëåíèå äîìåíà 1à, êîãäà îñòàåòñ  ñëè íèå GST ñ
äîìåíàìè 1b+2, ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ çàùèòû ïðè íàèâûñøèõ ïðîòåñòèðîâàííûõ óðîâí õ
çàðàæåíè  (9×104), êîòîðà  íåñêîëüêî óëó÷øàåòñ  ïðè äîáàâëåíèè äîìåíà 3.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî çàùèòíûé èììóíèòåò,
ñòèìóëèðîâàííûé ÐÀ, ìîæåò áûòü ñâ çàí ñ îòäåëüíûìè äîìåíàìè (èíòàêòíûì äîìåíîì 1 è
äîìåíîì 4) èëè ñ ñî÷åòàíè ìè âñåõ 4-õ äîìåíîâ, âç òûìè â èçìåíåííîì ïîð äêå.

Àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äîìåíà 4
ïðåäñòàâëåíû íà Ôèã.4, ñîîòâåòñòâåííî, â âèäå SEQ ID No 15 è 16.

Ïðèìåð 6
Äîïîëíèòåëüíîå òåñòèðîâàíèå äîìåíîâ â êà÷åñòâå âàêöèí
ÄÍÊ èç B.anthracis Sterne, êîäèðóþùóþ äîìåíû ÐÀ, àìèíîêèñëîòû 1-259, 168-488, 1-

488, 168-596, 1-596, 260-735, 489-735, 597-735 è 1-735 (ñîîòâåòñòâåííî, óêîðî÷åííûå
GST1, GST1b-2, GST1-2, GST1b-3, GST1-3, GST2-4, GST3-4, GST4 è GST1-4),
àìïëèôèöèðóþò ñ ïîìîùüþ PCR è êëîíèðóþò â XhoI/BamHI-ñàéòû ýêñïðåññèðóþùåãî
âåêòîðà pGEX-6-Ð3 (Amersham-Pharmacia) ïðàâåå îò òî÷êè ñòàðòà òðàíñêðèïöèè è ïîä lac-
ïðîìîòîðîì. Áåëêè, ïðîäóöèðóåìûå ñ èñïîëüçîâàíèåì äàííîé ñèñòåìû, ýêñïðåññèðóþòñ  â
âèäå õèìåðíûõ (ãèáðèäíûõ) áåëêîâ ñ áåëêîì ãëóòàòèîí-s-òðàíñôåðàçà (GST) íà N-êîíöå.
Çàòåì ðåêîìáèíàíòíóþ ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ, íåñóùóþ âûøåóêàçàííóþ ÄÍÊ, êîäèðóþùóþ
äîìåíû ÐÀ, òðàíñôîðìèðóþò â E.coli BL21 äë  àíàëèçà ýêñïðåññèðóåìîãî áåëêà.

E.coll BL21, çà êîðåííóþ ïëàçìèäàìè pGEX-6-Ð3, êóëüòèâèðóþò â L-ñðåäå, ñîäåðæàùåé
50 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà, 30 ìêã/ìë õëîðàìôåíèêîëà è 1% âåñ/îáúåì ãëþêîçû. Ïåðåä
èíäóöèðîâàííîì ñ ïîìîùüþ 0.5 ìÌ IPTG êóëüòóðû èíêóáèðóþò â ðåæèìå âñòð õèâàíè  (170
îá/ìèí.-1) ïðè 30°Ñ è À600íì 0.4. Äàëåå êóëüòóðû èíêóáèðóþò â òå÷åíèå 4 ÷àñîâ, ñ
ïîñëåäóþùèì ñáîðîì êëåòîê ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíè  ïðè 10000 îá/ìèí, â òå÷åíèå 15
ìèíóò.

Â ðåçóëüòàòå íà÷àëüíîãî ýêñòðàãèðîâàíè  óêîðî÷åííûõ õèìåðíûõ áåëêîâ ÐÀ
îáíàðóæåíî, ÷òî îíè áûëè ïîëó÷åíû â âèäå âíóòðèêëåòî÷íûõ òåëåö. Îñàæäåííûå êëåòêè
ðåñóñïåíäèðóþò â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (PBS) è îáðàáàòûâàþò óëüòðàçâóêîì â
òå÷åíèå 4×20 ñåêóíä íà âîä íîé áàíå ñ êóñî÷êàìè ëüäà. Îáðàáîòàííóþ óëüòðàçâóêîì
ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðóþò ïðè 15000 îá/ìèí, â òå÷åíèå 15 ìèíóò, è çàòåì îñàäîê êëåòîê
ýêñòðàãèðóþò ìî÷åâèíîé ïóòåì èõ ñóñïåíäèðîâàíè  â 8Ì ìî÷åâèíå è ïåðåìåøèâàíè  ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ÷àñà. Ýòó ñóñïåíçèþ öåíòðèôóãèðóþò â òå÷åíèå 15
ìèíóò ïðè 15000 îá/ìèí, è ïîëó÷åííûé ñóïåðíàòàíò äèàëèçóþò ïðîòèâ 100 ìë Òðèñ, ðÍ
8,0, ñîäåðæàùåì 400 ìÌ L-àðãèíèíà è 0,1 ìÌ ÝÄÒÀ ïåðåä äèàëèçîì â PBS.

Óñïåøíà  ïîâòîðíà  óïàêîâêà óêîðî÷åííûõ õèìåðíûõ áåëêîâ ÐÀ ïîçâîë åò îñóùåñòâèòü
èõ âûäåëåíèå ïóòåì î÷èñòêè íà êîëîíêå ïî ñðîäñòâó ñ ãëóòàòèîíîâîé Ñåôàðîçîé CL-4B.
Âñå ýêñòðàêòû (çà èñêëþ÷åíèåì óêîðî÷åííîãî GSTlb-2, àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè 168-487)
íàíîñ ò íà 15 ìë-îâóþ êîëîíêó ñ ãëóòàòèîíîâîé CL-4B Ñåôàðîçñé (Amersham-Parmacia),
ïðåäâàðèòåëüíî óðàâíîâåøåííóþ PBS è èíêóáèðîâàííóþ ñ ïîêà÷èâàíèåì â òå÷åíèå íî÷è
ïðè 4°Ñ. Ýòó êîëîíêó ïðîìûâàþò ñ ïîìîùüþ PBS, è õèìåðíûé áåëîê ýëþèðóþò 50 ìÌ Òðèñ,
ðÍ 7,0, ñîäåðæàùåì 150 ìÌ NaCl, 1 ìÌ ÝÄÒÀ è 20 ìÌ âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà.
Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå óêîðî÷åííûå ÐÀ, èäåíòèôèöèðóþò ïóòåì àíàëèçà â SDS-PAGE,
îáúåäèí þò è äèàëèçóþò ïðîòèâ PBS. Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåë þò ñ èñïîëüçîâàíèåì
ÂÑÀ (Perbio).

Îäíàêî óêîðî÷åííûé GST1b-2 íåâîçìîæíî ýëþèðîâàòü ñ êîëîíêè ïî ñðîäñòâó ñ
ãëóòàòèîíñåôàðîçîé CL-4B ïðè èñïîëüçîâàíèè âîññòàíîâëåííîãî ãëóòàòèîíà, è ïîýòîìó åãî
âûäåë þò ïóòåì î÷èñòêè ñ èñïîëüçîâàíèåì èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè. Â äàííîì
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ñëó÷àå óêîðî÷åííûé GST1b-2 ïåðåä çàãðóçêîé â êîëîíêó HiTrap Q (Amersham-Parmacia),
óðàâíîâåøåííóþ 20 ìÌ Òðèñ ðÍ 8,0, äèàëèçóþò ïðîòèâ ýòîãî æå áóôåðà. Õèìåðíûé áåëîê
ýëþèðóþò âîçðàñòàþùèì ãðàäèåíòîì NaCl 0-1 Ì â 20 ìÌ Òðèñ ðÍ 8,0. Ôðàêöèè,
ñîäåðæàùèå óêàçàííûé GST-áåëîê, îáúåäèí þò, êîíöåíòðèðóþò è çàãðóæàþò â ãåëü-
ôèëüòðàöèîííóþ êîëîíêó HiLoad 26/60 Superdex 200 (Amersham-Parmacia), ïðåäâàðèòåëüíî
óðàâíîâåøåííóþ PBS. Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå õèìåðíûé áåëîê, îáúåäèí þò, è
êîíöåíòðàöèþ äàííîãî áåëêà îïðåäåë þò ñ ïîìîùüþ ÂÑÀ (Perbio). Âûõîä êîëåáëåòñ 
ìåæäó 1 è 43 ìã íà ëèòð êóëüòóðû.

Ìîëåêóë ðíûå ìàññû ôðàãìåíòîâ è èõ ðàñïîçíàâàíèå àíòèòåëàìè ïðîòèâ ÐÀ
ïîäòâåðæäàþò ñ èñïîëüçîâàíèåì SDS-PAGE è Âåñòåðí-áëîòòèíãà. Àíàëèç óêîðî÷åííûõ rPA
ñ ïîìîùüþ SDS-PAGE è Âåñòåðí-áëîòòèíãà îáíàðóæèâàåò áåëêîâûå ïîëîñû îæèäàåìîãî
ðàçìåðà. Íåêîòîðà  äåãðàäàöè  âñåõ èññëåäîâàííûõ óêîðî÷åííûõ rPA îáíàðóæèâàåò èõ
 âíîå ñõîäñòâî ñ ðåêîìáèíàíòíûì ÐÀ, ýêñïðåññèðóåìûì Â.subtilis. Óêîðî÷åííûå rPA GST1,
GST1b-2 è GST1-2, â îòñóòñòâèå äîìåíà 3, îêàçûâàþòñ  îñîáåííî ÷óâñòâèòåëüíûìè ê
äåãðàäàöèè. Ýòî àíàëîãè÷íî òîìó, î ÷åì ñîîáùàëîñü â îòíîøåíèè êîíñòðóêöèé rPA,
ñîäåðæàùèõ ìóòàöèè â äîìåíå 3, êîòîðûå íåâîçìîæíî âûäåëèòü ïóòåì î÷èñòêè èç
êóëüòóðàëüíûõ ñóïåðíàòàíòîâ B.anthracis (Brossier 1999), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî äîìåí 3, âåðî òíî, ñòàáèëèçèðóåò äîìåíû 1 è 2.

Â äàííîì èññëåäîâàíèè èñïîëüçóþò ñàìîê ñîâåðøåííî çäîðîâûõ A/J-ìûøåé (Harlan UK),
ïîñêîëüêó îíè  âë þòñ  ïîäõîä ùåé ìîäåëüþ äë  çàðàæåíè  ñèáèðñêîé  çâîé (Welkos
1986). Ê íà÷àëó äàííîãî èññëåäîâàíè  ìûøè áûëè ïîëîâîçðåëûìè â âîçðàñòå ñåìè íåäåëü.

A/J-ìûøåé èììóíèçèðóþò â 1-é è 28-é äíè äàííîãî èññëåäîâàíè  10 ìêã õèìåðíîãî
áåëêà, àäñîðáèðîâàííîãî äî 20% 1,3%-ì îá/îá Alhydrogel (HCI Biosector, Denmark) â
îáùåì îáúåìå 100 ìêë PBS. Áûëè òàêæå âêëþ÷åíû ãðóïïû æèâîòíûõ, èììóíèçèðîâàííûõ
rPA èç B.subtilis (Miller 1998) âìåñòå ñ ðåêîìáèíàíòíûì êîíòðîëüíûì áåëêîì GST, èëè
õèìåðíûìè áåëêàìè, êîäèðóþùèìè äîìåíû 1, 4 è 1-4, êîòîðûå ñîäåðæàò óäàë åìóþ GST-
ìåòêó. Èììóíèçèðóþùèå äîçû ââîä ò âíóòðèìûøå÷íî â ó÷àñòêè íà çàäíèõ ëàïêàõ. Ó ìûøåé
áåðóò îáðàçöû êðîâè ÷åðåç 37 äíåé ïîñëå ïåðâîé èììóíèçàöèè íà àíàëèç ñûâîðîòî÷íûõ
àíòèòåë ñ ïîìîùüþ ôåðìåíò-çàâèñèìîãî èììóíîñîðáåíòíîãî àíàëèçà (ELISA).

Ïëàíøåòû äë  ìèêðîòèòðîâàíè  (Immulon 2, Dynex Technologies) ïîêðûâàþò â òå÷åíèå
íî÷è ïðè 4°Ñ 5 ìêã/ìë rPA, ýêñïðåññèðóåìîãî B.subtilis (Miller 1998), â PBS, çà
èñêëþ÷åíèåì äâóõ ð äîâ íà ïëàíøåòå, êîòîðûå ïîêðûâàþò 5 ìêã/ìë ìûøèíûõ àíòèòåë
ïðîòèâ Fab (Sigma, Poole, Dorset). Ïëàíøåòû ïðîìûâàþò PBS, ñîäåðæàùèì 1% îá/îá Òâèíà
20 (PBS-T) è áëîêèðóþò 5% âåñ/îá îáåçæèðåííûì ïîðîøêîâûì ìîëîêîì â PBS (ðåàãåíò äë 
àíàëèçà âåñòåðí-áëîòòèíãîì) â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ ïðè 37°Ñ. Â ëóíêè, ïîêðûòûå rPA,
ïðèëèâàþò ñûâîðîòêó, ðàçáàâëåííóþ â äâà ðàçà 1%-ì ðåàãåíòîì äë  àíàëèçà âåñòåðí-
áëîòòèíãîì, è àíàëèçèðóþò â ïîâòîðå ñî ñòàíäàðòíûì ìûøèíûì IgG (Sigma), äîáàâë åìûì
ê àíòè-Fab-àíòèòåëàì, ïîêðûâàþùèì ëóíêè, è èíêóáèðóþò â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4°Ñ. Ïîñëå
ïðîìûâêè âî âñå ëóíêè äîáàâë þò ïåðîêñèäàçó õðåíà, êîíúþãèðîâàííóþ ñ àíòèòåëàìè êîçû
ïðîòèâ IgG ìûøè (Southern Biotechnology Associates Inc.), ðàçáàâëåííûìè 1:2000 â PBS,
è èíêóáèðóþò â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè 37°Ñ. Ïëàíøåòû âíîâü ïðîìûâàþò ïåðåä äîáàâëåíèåì
ñóáñòðàòà 2,2'-Azinobis (3-ýòèëáåíçòèàçîëèíñóëüôîíîâà  êèñëîòà) (1,09 ìÌ ABTS,
Sigma). ×åðåç 20 ìèíóò èíêóáàöèè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå èçìåð þò ïîãëîùåíèå â
ëóíêàõ ïðè 414 íì (Titertek Multiscan, ICN Flow). Ñòàíäàðòíûå êðèâûå ðàññ÷èòûâàþò ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíè  Titersoft version 3.1ñ. Òèòðû áûëè
ïðåäñòàâëåíû â âèäå ìêã IgG íà ìë ñûâîðîòêè ñ âû÷èñëåíèåì ãðóïïîâûõ
ñðåäíèõ ± ñòàíäàðòíà  îøèáêà äë  äàííîé ñðåäíåé (sem). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïðåäñòàâëåíû íà Ôèã.5.

Âñå ïîëó÷åííûå óêîðî÷åííûå rPA îêàçàëèñü èììóíîãåííûìè è ïîâûøàëè ó A/J-ìûøåé
ñðåäíèå çíà÷åíè  êîíöåíòðàöèé IgG àíòèñûâîðîòêè ê rPA â äèàïàçîíå îò 6 ìêã íà ìë â
ãðóïïå, èììóíèçèðîâàííîé óêîðî÷åííûì GST1b-2, äî 1488 ìêã íà ìë â ãðóïïå,
èììóíèçèðîâàííîé óêîðî÷åííûì GST 1-4 (Ôèã.5). Ó êîíòðîëüíûõ ìûøåé,
èììóíèçèðîâàííûõ GST, àíòèòåëà ïðîòèâ rPA íå îáíàðóæèâàëèñü.
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Ìûøåé çàðàæàëè ñïîðàìè Â. anthracis STI íà 70-é äåíü ðåæèìà èììóíèçàöèè. Èç
øòàììà âûäåë ëè äîñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî STI-ñïîð, ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé
è ðåñóñïåíäèðîâàëè â PBS äî êîíöåíòðàöèè 1×107 è 1×106 ñïîð íà ìë. Ìûøåé çàðàæàëè

âíóòðèáðþøèííî 0,1 ìë-îâûìè îáúåìàìè, ñîîòâåòñòâåííî,

ñîäåðæàùèìè 1×106 è 1×105 ñïîð íà ìûøü, è êîíòðîëèðîâàëè èõ â òå÷åíèå 14 äíåé ïîñëå
çàðàæåíè  äë  óñòàíîâëåíè  èõ çàùèòíîãî ñòàòóñà. Ãóìàííîå îòíîøåíèå ê æèâîòíûì
ñòðîãî ñîáëþäàëîñü â òîì îòíîøåíèè, ÷òî âûáðàêîâûâàëèñü òå æèâîòíûå, ó êîòîðûõ
íàáëþäàëèñü êëèíè÷åñêèå ñèìïòîìû, ñî÷åòàíèå êîòîðûõ óêàçûâàåò íà íàëè÷èå ó íåãî
ñìåðòåëüíîé èíôåêöèè. ×èñëåííîñòü èììóíèçèðîâàííûõ ìûøåé, êîòîðûå âûæèâàëè ê 14-
ìó äíþ ïîñëå çàðàæåíè , ïðèâåäåíà â Òàáëèöå 3.

Òàáëèöà 3

Äîìåí Óðîâíè çàðàæåíè  MLD âûæèâøèå/êîëè÷åñòâî çàðàæåííûõ (%)

102 MLD 103 MLD

GST 1 3/5 (60) 1/5 (20)

GST 1b-2 1/5 (20) Nd

GST 1-2 5/5 (100) 3/5 (60)

GST 1b-3 3/5 (60) Nd

GST 1-3 4/5 (80) Nd

GST 1-4 Nd 5/5 (100)

GST 2-4 Nd 5/5 (100)

GST 3-4 Nd 5/5 (100)

GST 4 5/5 (100) 5/5 (100)

GST 1 + GST 4 Nd 5/5 (100)

Îòùåïë åìûé 1 1/5 (20) 2/5

Îòùåïë åìûé 4 5/5 (100) 5/5

Îòùåïë åìûé 1-4 Nd 5/5

rPA Nd 4/4 (100)

êîíòðîëü 0/5 (0) 0/5 (0)

MLD = ïðèáëèçèòåëüíî 1×103 STI-ñïîð
Nd = íå îïðåäåë ëîñü

Ãðóïïû, çàðàæåííûå Id3 MLD STI-ñïîð, áûëè ïîëíîñòüþ âñå çàùèùåíû, çà èñêëþ÷åíèåì
ãðóïï, èììóíèçèðîâàííûõ GST1, GST1-2 è îòùåïëåííûì äîìåíîì 1, ãäå îòìå÷åí
íåêîòîðûé ñáîé â çàùèòå, è â êîíòðîëüíîé ãðóïïå, èììóíèçèðîâàííîé ëèøü GST, â êîòîðîé
âñå îêàçàëèñü âîñïðèèì÷èâû ê èíôåêöèè ñî ñðåäíèì âðåìåíåì ãèáåëè (MTTD) 2,4±0,2

äí . Ïðè ñàìîì íèçêîì óðîâíå çàðàæåíè  102 MLD GST1-2, GST4 è îòùåïëåííûì äîìåíîì
4 - âñå èììóíèçèðîâàííûå ãðóïïû áûëè ïîëíîñòüþ çàùèùåíû, íî â äðóãèõ ãðóïïàõ îòìå÷åí
íåêîòîðûé ñáîé â çàùèòå. Ìûøè, êîòîðûå ïîãèáëè â ýòèõ ãðóïïàõ, õàðàêòåðèçîâàëèñü MTTD
4,5±0,2 äí , ÷òî íåñóùåñòâåííî îòëè÷àåòñ  îò êîíòðîëüíîé ãðóïïû, èììóíèçèðîâàííîé
GST, â êîòîðîé âñå ïîãèáëè ñ ïîêàçàòåëåì MTTD 4±0,4 äí .

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Èììóíîãåííûé ïîëèïåïòèä, âûçûâàþùèé èììóííûé îòâåò, êîòîðûé  âë åòñ 

çàùèòíûì îòâåòîì ïðîòèâ Bacillus anthracis, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ñîäåðæèò îò
îäíîãî äî òðåõ äîìåíîâ ïîëíîðàçìåðíîãî Çàùèòíîãî Àíòèãåíà (ÐÀ) Â. anthracis èëè èõ
âàðèàíòû,  âë þùèõñ  ðåçóëüòàòîì äåëåöèé, è/èëè çàìåí â àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íå ïðèâîä ùèõ ê ïîòåðå èììóíîãåííîñòè, è ãäå, ïî ìåíüøåé ìåðå,
îäèí èç óêàçàííûõ äîìåíîâ  âë åòñ  äîìåíîì 1, èëè äîìåíîì 4 èç ÐÀ, èëè åãî âàðèàíòîì.

2. Èììóíîãåííûé ïîëèïåïòèä ïî ï.1, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá  äîìåí 4 ÐÀ èç Â. anthracis.
3. Èììóíîãåííûé ïîëèïåïòèä ïî ï.1, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá  äîìåí 1, ñëèòûé ñ

äîìåíîì 2 ÐÀ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.
4. Èììóíîãåííûé ïîëèïåïòèä ïî ï.1, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá  äîìåí 1, ñëèòûé ñ

äîìåíîì 2 è äîìåíîì 3 èç ÐÀ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.
5. Èììóíîãåííûé ïîëèïåïòèä, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá  êîìáèíàöèþ äîìåíà 1 èëè åãî

çàùèòíîãî ó÷àñòêà 1à è äîìåíà 4 ïîëíîðàçìåðíîãî Çàùèòíîãî Àíòèãåíà (ÐÀ) èç Â.
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anthracis èëè èõ âàðèàíòû,  âë þùèåñ  ðåçóëüòàòîì äåëåöèé, è/èëè çàìåí â
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, íå ïðèâîä ùèõ ê ïîòåðå èììóíîãåííîñòè.

6. Èììóíîãåííûé ïîëèïåïòèä ïî ï.5, êîòîðûé âêëþ÷àåò â ñåá  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
äîìåíà 1 è äîìåíà 4 èç ÐÀ äèêîãî òèïà.

7. Èììóíîãåííûé ïîëèïåïòèä, âûçûâàþùèé èììóííûé îòâåò, êîòîðûé  âë åòñ 
çàùèòíûì îòâåòîì ïðîòèâ Bacillus anthracis, ãäå óêàçàííûé ïîëèïåïòèä ñîñòîèò èç
ïîëèïåïòèäà ïî ï. 1, ñëèòîãî ñ GST.

8. Èììóíîãåííûé ïîëèïåïòèä ïî ïï.1-6, èñïîëüçóåìûé â êà÷åñòâå àêòèâíîãî èíãðåäèåíòà
äë  ïîëó÷åíè  ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  ïðîôèëàêòèêè èëè ëå÷åíè  èíôåêöèè Â.
anthracis.

9. Èììóíîãåííûé ïîëèïåïòèä ïî ï.7, èñïîëüçóåìûé â êà÷åñòâå àêòèâíîãî èíãðåäèåíòà
äë  ïîëó÷åíè  ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà äë  ïðîôèëàêòèêè èëè ëå÷åíè  èíôåêöèè Â.
anthracis.

10. Íóêëåèíîâà  êèñëîòà, êîäèðóþùà  èììóíîãåííûé ïîëèïåïòèä, âûçûâàþùèé
èììóííûé îòâåò, êîòîðûé  âë åòñ  çàùèòíûì îòâåòîì ïðîòèâ Bacillus anthracis, è
õàðàêòåðèçóþùà ñ  ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íóêëåèíîâîé êèñëîòû, êîòîðà , ïî ñóùåñòâó,
ñîîòâåòñòâóåò àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èììóíîãåííîãî ïîëèïåïòèäà ïî ï. 1
èëè 3.

11. Âåêòîð äë  ýêñïðåññèè â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ, ñîäåðæàùèé íóêëåèíîâóþ êèñëîòó
ïî ï.10, îïåðàòèâíî ñâ çàííóþ ñ ðåãóë òîðíîé îáëàñòüþ.

12. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  èììóíîãåííîãî ïîëèïåïòèäà ïî ëþáîìó èç ïï. 1-6, âêëþ÷àþùèé â
ñåá  òðàíñôîðìèðîâàíèå E.coli-õîç èíà íóêëåèíîâîé êèñëîòîé ïî ï. 10, êóëüòèâèðîâàíèå
òðàíñôîðìèðîâàííîãî õîç èíà è ïîëó÷åíèå óêàçàííîãî èììóíîãåííîãî ïîëèïåïòèäà.

13. Ñïîñîá ïî ï.12, ãäå ïîëèïåïòèä  âë åòñ  äîìåíîì 1 è/èëè äîìåíîì 4 çàùèòíîãî
àíòèãåíà ÐÀ èç Bacillus anthracis.

14. Ñïîñîá ïî ï.12 èëè 13, ãäå íóêëåèíîâà  êèñëîòà îïòèìèçèðîâàíà ê óñëîâè ì
ýêñïðåññèè â óêàçàííûõ êëåòêàõ òàê, ÷òî ïðîöåíòíà  äîë  îñòàòêîâ ãóàíèäèíà è öèòîçèíà
â óêàçàííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå ïðåâûøàåò 35%.

15. Ñïîñîá ïî ï.14, ãäå ïðîöåíòíà  äîë  îñòàòêîâ ãóàíèäèíà è öèòîçèíà â óêàçàííîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòå ïðåâûøàåò 45%.

16. Ñïîñîá ïî ï.15, ãäå ïðîöåíòíà  äîë  îñòàòêîâ ãóàíèäèíà è öèòîçèíà â óêàçàííîé
íóêëåèíîâîé êèñëîòå ñîñòàâë åò îò 50-52%.

17. Âåêòîð, òðàíñôîðìèðóþùèé E.coli, âêëþ÷àþùèé â ñåá  íóêëåèíîâóþ êèñëîòó ïî ï. 10.
18. Âåêòîð, òðàíñôîðìèðóþùèé E.coli ïî ï.17, ãäå íóêëåèíîâà  êèñëîòà îïòèìèçèðîâàíà

ê óñëîâè ì ýêñïðåññèè â óêàçàííûõ êëåòêàõ òàê, ÷òî ïðîöåíòíà  äîë  îñòàòêîâ ãóàíèäèíà
è öèòîçèíà â óêàçàííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå ïðåâûøàåò 35%.

19. Âåêòîð, òðàíñôîðìèðóþùèé E.coli, ïî ï.18, ãäå ïðîöåíòíà  äîë  îñòàòêîâ
ãóàíèäèíà è öèòîçèíà â óêàçàííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå ïðåâûøàåò 45%.

20. Âåêòîð, òðàíñôîðìèðóþùèé E.coli, ïî ï.19, ãäå ïðîöåíòíà  äîë  îñòàòêîâ
ãóàíèäèíà è öèòîçèíà â óêàçàííîé íóêëåèíîâîé êèñëîòå ñîñòàâë åò îò 50-52%.

21. Ñïîñîá ïðåäóïðåæäåíè  èíôåêöèè, âûçâàííîé Â. anthracis, âêëþ÷àþùèé â ñåá 
ââåäåíèå ìëåêîïèòàþùåìó äîñòàòî÷íîãî êîëè÷åñòâà èììóíîãåííîãî ïîëèïåïòèäà ïî
ëþáîìó èç ïï.1-6.

22. Âàêöèíà äë  ïðåäóïðåæäåíè  èíôåêöèè, âûçûâàåìîé Â. anthracis, ñîäåðæàùà 
ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî ïîëèïåïòèäà ïî ï. 1 è ïîäõîä ùèé íîñèòåëü.
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