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Ш* №7270 
ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуалыюсть темы. Проблема токсикоинфекций до сих пор оста-

ётся одной из нерешённых в ветеринарии и медицине. Попытка создания вак-

цинных препаратов традиционным путём либо вообще не приводила к успеху, 

либо эффективность их применения была крайне мала, что объясняется физио-

логическими особенностями желудочно-кишечного тракта, играющего барьер-

ную роль. Болезнь развивается при условии колонизации энтеротоксигенных 

ЕзсІіегісЬіа соіі (ЕТЕС) тонкого кишечника и выработки ими энтеротоксинов. 

Основную защиту против ЕТЕС обеспечивают антитела класса 1§А к фимбри-

альным факторам колонизации, ЬТ-токсину и О-антигенам. В процессе заболе-

вания вырабатывается как антибактериальный, так и антитоксический иммуни-

тет. До недавнего времени считалось, что антитоксический иммунитет в пер-

вую очсрсдь нанраплсн ирогив субъсдиницы В тсрмолабилыюго юксина, одна-

ко, согласно имеющимся литературным даиным, А-субъединица холерогена, 

близкого по структуре к ЬТ-токсину, обладает выраженными суперантигенны-

ми свойствами. Логично было бы предположить, что и А-субъединица ЬТ-

токсина является суперантигеном. 

Иммунный отвег натекущий инфекционный процесс является многосто-

ронним и связан с выработкой специфических антител на различные новые ан-

тигенные раздражители, последователыю вступающие в действие в динамике 

заболевания, что существенно отличается от вакцинального, формируемого 

традиционными парентеральными вакцинами, направленного, как правило, на 

один антигенный раздражитель. В настоящее время наиболее перспективным 

путём создания современных эффективных препаратов является разработка 

генно-инженерных живых пероральных субъединичных вакцин на резидентном 

носителе. 

Основной проблсмой при создании таких преііараюв являсіся обсспсче-

ние их биологической безопасности. В данном случае нмееіся ввиду невозмож-

ность восстановления токсического фенотипа вакцинными штамм_ами и пре-
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догвраіцение появлсния высокотоксичных полирезистентных штаммов. В этом 

плане болыіюй георетический и пракгический интерес представляет изучение 

особепносісіі обмена гсисіической информацией между вакцинными и при-

родными шіаммами, а также создание генетических конструкций, делающих 

іакоіі обмен невозможным. 

Це.чи и задпчи исследоваиия. Целью исследования являлось изучение 

роли генетического обмена в формировании энтеротоксигенных вариантов вак-

цишіых іиіпммон П.соіі, а іакжс раіработка тсореіических и практических под-

ходов к созданию псроральных биологически безопасных живых генно-

инженерных вакцин. 

В соответствии с изложенным были моставлены следуюшие задачи: 

1. Создагь генно-инженерную конструкцию на основе неконъюгативной 

стабилыюй плазмиды и детерминаіпы термолабильного токсоида. 

2. ('консіруироваіь иарпамі эксіісримсніалыіоіо поісіщиалміо вакцин-

ноіо шіамма на оспове анаіоіснного высокоадгезивного резидентного штамма 

Е.соіі и полученной конструкции 

3. Ввсстн в сконструированным штамм факторы обеспечивающие биоло-

шчсскую безопасность. 

4. ІІровсстн коііъюіаіиішые скрещивания для оценки возможности вос-

сіаиовлеііия іоксической дегерминаніы путём рекомбинации іп ѵіѵо. 

5 Исследовать возможность восстановления токсического фенотипа іп 

ѵііго 

Иаучпая ііовизиа. Внервые пзучена возможность восстановления токси-

ческою фсноіипа у нетоксіиснных штаммов Е.соіі - продуцентов токсоида, 

изучены факюры, влияющие па перенос генетических детерминант токсиген-

носііі мсжду разлігіпыми ііпаммами Е соіі, а также сконструирован биолоіи-

чески безопасный продуценг токсои.га, неспособный к восстановлению токси-

ческоіо фсноі іша пуісм реверсіін илп обмена генетической информацией. 

Пракіическая цснносіь. Разрабоганы теоретические и практические 

подходы -к консіруированмю био югмчески безопасных рекомбинантных 
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штаммов для изготовления живых пероральных вакцин против токсикоинфек-

ций. Сконструированы потенциально биологически безопасные штаммы для 

создания вакцинных препаратов Данные полученные в ходе работы могут быть 

использованы в создании вакцинных препаратов против токсикоинфекций, а 

также в курсе лекций по микробиологии и молекулярной генетике. 

Основпые положения, выноснмые на заіцщу. 

- разработан подход к конструированию биологически безопасных рекомби-

нантных штаммов для изготовления пероральных вакцин против токсикоин-

фекций; 

- изучены возможности восстановления токсического фенотипа генно-

инженерного штамма путём рекомбинации; 

- получена генетическая конструкция и штамм, созданный на её основе; 

- разработаны подходы, предотвращающие восстановление токсичности. 

Апробация полѵчсііпых рсзѵльтяюв. Материалы диссертации доложе-

ны на 

- II Московском международном Конгрессе «Биотехнология: состояние и пер-

спективы развития» - 2003г; 

- научной сессии РАМН «Актуальны вопросы морфогенеза в норме и патоло-

гии»; 

- Международной научно-практической конференции «Ветеринарная медицина 

- 2004» - Феодосия; 

-на межлабораторном семинаре сотрудников ГНУ НИИ Пушного Звероводства 

и Кролиководства им. В. А. Афанасьева, 2004г. 

Пѵбликацин. По теме диссертации оиубликовано 5 печатных работ, от-

ражающих основное содержание диссертации. 

Структура и обьём диссертации. Дмссертация изложена на 124 страни-

цах, состоит из введения, обзора литературы, собственных исследований, об-

суждения полученных результатов, выводов. списка использованной литерату-

ры. В тексте содержится 7 таблиц и 12 рисуиков. Список использованной лите-

ратуры включает 242 источника 



СОІІС'1 В Е І І Ш . І Е И С С Л Е Д О В А Н И Я 

Матсрпалы и мстоды нсследования 

Рабоіа выіюлііеиа в лабораюрии геііно-ииженерных препаратов отдела 

біютехиолоі ии Государственноіо научною учреждения Научно-

мсследоваісльскою мнспііуіа пупіноіо звсроводства и кролиководсіва им. 

В Л. Лфаиасьепа (Г І ІУ ИИИІГЗК) РЛСХІ І и ГУ І ІИИ морфологии человека 

РЛМН 

Ш і а м м ы бактспиіі и плазмиды. Вся работа проводилась со штаммами 

П соіі (габл I) п плазмидами (табл2) из коллекции лаборатории генно-

ііііжеіісрпых ирепараіов I І ІУ І ІИИ ІГЖ В исследованни закже использовались 

проіпводиые тіих ипаммов, полученных в ходе работы путём введения в их ге-

ном рекомбинантных плазмид рЬТ5, рЬТА2, рЬТДАВ124. 

Таблица 1 

Штаммы Е.соіі, ііспользопанные в исследоваиии 

Штамм 
С600 

СбООКіГ* 

СІѴ12313 

В-148 

ХЬ-1 

№4 

Харяктеріісшкл 

Г-, 5ирН44, ііігі, І І І І -1 , ІеиВб, ІасУІ, (опА21 Д-
!•"-, 5ирН44, (ІігI, ІІіі-1, ІеиВб, ІасV1, (опА21, X-, К і Г 

сіат-, сіст-

Атр , Іас-
гссА I, сікІЛ I, ІіуіЛ96, ІІіі-1,115СІК17, г-иН, 5іірН44, геіАI, Іас, {Р ' 

ргоАВ, Іасія, ?Ш 15, Тп 10 (Те(к)} 

I", днкий тип 

Питатедыіыс среды. Для получепия жидкой культуры Е соіі использо-

валм ЬВ-бульон ( 1 % б.ікіо-іриитон. 0,5"о дрожжевой экстракт, 1 % №СІ ) . В ка-

6 



честве плотной среды для культивирования Е соіі применяли ЬВ-агар ( 1 % бак-

то-триптон, 0,5% дрожжевой экстракт, 1 % ЫаСІ, 2 % агар-агар). 

Таблица 2 

Плазмиды, нспользованные в экспериментах 

плазми-

да 

рВК322 

р5СІ01 

рСК І 

рВ148 

рЬС74 

рН74114 

Р 

рЬТ5 

рЬТДАІ 

7 

рЬТДАІ 

24 

рЬТА2 

рЬТА8 

размер 

4,3 кЬ 

9,09 кЬ 

11,4кЬ 

-70 кЬ 

н/о 

н/о 

н/о 

н/о 

единичные сайты ре-

сірнкции 

АѵаІ, РзІІ, ВатНІ .РѵиІ І , 

СІаІ, 8а1І, ЕсоКІ, НіпсІІН 

ЕсоЯІ, НіпсИІІ, В а т Н І , 

5аІІ, ХНоІ, РѵиІІ, З т а І 

ЕсоКІ, НіпаіІІ 

АѵаІ,ВатН1,РѵиІІ, 

СІаІ, 8аІІ 

АѵаІ, ВатНІ .РѵиІ І , 

СІаІ, ЗаІІ 

селективные маркёры 

Ар, Тс 

Тс 

К т 

Ар 
+ + г т 
еіі 

1га+, Тс 

еіі, Тс 

Тс 

Тс 

Тс 

К т 

Ар - ампишіллин, Тс - тетрациклин, К т - канамицин, н/о - не определяли 

Кѵльтішіірованііе штаммов. Для выделения плазмидной ДНК в препа-

ративных колмчествах культуру Е.соіі выращивали в 5 мл ЬВ-бульона в течемие 

18 часов при 37 °С в условмях интенсивиом азрации. В селективмые среды до-

бавляли антіібжпнкн: тсграшіклин, аммицмллин, канамицин, рифаммицмн. 

7 



Выделспис І І очпсіка плазмидиой ДНК . Для получемия плазмидной 

ДІ ІК из кулыуры / соіі исиользовали мегод быстрой щслочмой экстракции 

(ВігпЬоті II С , Поіу I , 1979) с иекоторыми модификациями, принятыми в ла-

бораюрии гснно-имжемсриых препаратов Электрофорез ДНК проводшіи в 1 % 

аіароніом ісле с бромисіым эіиднсм Элюцию ДНК из агарозного іеля прово-

дили с иомощыо сорбснга ОІайзМіІк. 

ІСонсірунроиаііие рекомбііпаніны\ І ІЛІ І ІМІ ІД. При консіруііровапии рс-

комбинапімых плазмид использовали эндонуклеазы рестрикции ЕсоКІ, Рзіі, 

ИсІІ, ХЬаІ и РѵиІІ. нуклсазу 81, ДІІК-лиіазу фага Т4 производства МВ І 

"Гсптіепіаз" (Литва) Обработку плазмидной ДПК эндонуклеазами рестрикции 

н нуклеазой 81, лш нрование рестрикционпых фрагментов проводили по мето-

лмкам. омисамным п руководстве по молекулярмому клонировамию (Маниатис 

и лр 1984) 

Іраисформаііин ипаммов Е.соіі шіазмидноГі Д І ІК . В процессе работы 

исмользовалп мсгоч ірамсформации, прелложенный Кизііпег, 1978, для штамма 

Г. соіі 5КІ590. 

ІСоныоі аинотіыс скреііщвання штаммов Е.соіі. Копъюгационные 

скрсіцнппния проволили на плотіюй среде по мстоду Вгасііу О , 1980, с некото-

рыми модификациями для зриродительского скрещивания. 

Ііиоиробп. И работе использовались мыши линии ВаІЬ/с Оценку токси-

чсской акіивиости 1 1-гоксина проводили используя тест отёка лап белых мы-

шей 

Р Е З У Л Ы Л І Ы И С С Л Е Д О В А І І И Й И О Б С У Ж Д Е Н И Е . 

Клоііііроваііне сІІ оііеропа в плазмпдс рВК322 

Для исследовлния роли генетическою обмема в восстановлении токсиче-

(.коіо фсмоішш иаміиммых штаммов Есоі і , рсшепо было скомсгруировагь мо-
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дельный потенциапьно вакцинный штамм, продуцирующий генно-инженерный 

токсоид В ходе выполнения этой задачи необходимо было выделить еіі оперон 

из природной плазмиды токсигенного штамма Е.соіі Н74114 и клонировать в 

плазмиду рВК322. Проведённый ранее анализ физической карты токсигенной 

плазмиды из штамма Е.соіі Н74114 показал, что гены токсинообразования рас-

положены на РзІІ-РзІІ фрагменте Епі-плазмиды, размер которого составляет 

6,08 т.п.н. (рис.1). Плазмида токсигенности нриродноіо штамма Е.соіі Н74114 

была выделена, очищена и гидролизована ферментом РБ І І . Фрагменты ДНК, 

полученные после гидролиза, были разделены с помощью электрофореза в ага-

розном геле, причём в качестве маркеров размеров фрагментов использовали 

ДНК фага X, предварителыю обработанную ферментами ЕсоІЗОІ и МІиІ. Затем 

РзІІ-РзІІ фрагмент токсигенной плазмиды, соответствующий размеру 6,08 

т п.н., был элюирован. Этим же ферментом РзІІ расщепляли плазмиду рВЯ322. 

Полученной после обработки ДНК-лигазой смесью молекул трансформировали 

компетентные клетки штамма Е.соіі С600, которые высевали на ЬВ-агар с тет-

рациклином (20 мкг/мл). При учёте результатов на чашках было обнаружено 

263 колонии, из которых при повторном пересеве только 143 были резистент-

ные к тетрациклину и чувствительны к ампициллину (100 мкл/мл). В отличие 

от рВК.322 рекомбинантные плазмиды были чувствительны к ампициллину, так 

как вставка в сайт Рзіі плазмиды рВК322 инактивирует ген резистентности к 

ампициллину (рис.2). Каждая колония из 142 была ировереиа на наличие Р$ІІ-

РзІІ фрагмента размером 6,08 т.п.н., содержашего еіі оперон, путём выделения 

плазмидной ДНК с последующим гидролизом ферментом РвІІ. Электрофорети-

ческий анализ продуктов іидролиза показал, чго пять колоний содсржат плаз-

миду, РЗ І І -РБ І І фрагмент которой соответствует по размеру фрагменту, вклю-

чаюшему ек оперон. Из этих пяти колоний только одна дала положительный 

результат при постановке ПЦР. Кроме того, ліпаі культуры, полученной из 

отобранного клона, дал положительный рсзульгат ма наличие ЬТ-токсина в ре-

акцин Ухтерлони с антисыиоротками протмв тсрмоллбилыюго токсина Е.соіі. 
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Рисунок 1 

Рссіріікцііопнли кяргя РяИ-РзІІ фрагмепта Епг-плязмиды 

І І І І Л М М Я Е.соіі 1174114, содсржащего <?//-оиерои 
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Размеры фраі мснтов между сайтами рестрикции указаны в т.п.н. 

Рисунок 2 

Схемя коіісіруііропяпмя плазмпды рІ/Г5 из плазмиды рВК322 и 

Еп(-пля)мнды штамма Е.соіі Н74114 
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'Іамім образом, получснные результаты позволмли утверждать, что нам 

уылось прок юниронаіь в самт І'5ІІ плазмиды рВК322 е//-оперои Новую ре-

комбіпкіні п\ ю іиаімпду, ма основе рВК322, содержаіцую с7/-опсрон, обозна-

чичи как рі I > 
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Получение делеции в сІ( опероне 

Согласно имеющимся данным данным первичная структура А-

субъединицы термолабильного токсина содержит несколько участков, измене-

ние которых ведёт к потере токсической активности. К таким участкам отно-

сится аминокислота гистидин (НІ5) в положении 44 (рис.З). Учитывая эти об-

стоятельства, решено было для устранения токсической активности делетиро-

вать участок А-субъединицы, содержащий Ніз-44. 

Проанализировав физическую карту е//-оперона штамма Е.соіі Н74П4 мы об-

наружили, что удаление участка ДНК между сайтами ХЬаІ и ВсІІ затрагивает и 

триплет кодирующий НІ5-44 (рис. 4А). Плазмида рЬТ5 была введена путём 

трансформации в штамм Е.соіі СМ2ПЗ с фенотипом с1ат'с1ст', затем выделена 

и очищена. Однако после обработки очищенной плазмиды рЬТ5 ферментами 

ХЬаІ и ВсІІ нами была получена линейная молекула ДНК с липкими, но неком-

плементарными концами (рис. 4Б). После удаления выступающих 5'-концов 

нуклеазой 51 и дезактивации нуклеазы было проведено лигирование по тупым 

концам и получена кольцевая молекула ДНК, содержащая е//-оперон с делеци-

ей участка между сайтами рестрикции ХЬаІ и ВсІІ, включая сами сайты (рис. 

4В). Полученными рекомбинантными молекулами трансформировали компе-

тентные клетки штамма Е.соіі СМ2ПЗ . В результате было получено около 60 

трансформантов Из каждой полученной колонии была выделена плазмидная 

ДНК, очищена и обработана ферментами рестрикции ХЬаІ и ВсІІ. Практически 

все анализирусмые плазмидные ДНК трансформантов, за исключенисм двух, 

показали на электрофореграмме отсутствие сайтов для ХЬаІ и ВсІІ и были ис-

пользованы для дальнейшего анализа. 
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Рисунок 3 
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ВсІІ и ХЬаІ, что давало основание предполагать наличие в данном опероне де-

леции участка ВсІІ-ХЬаІ, включая сами сайты рестрикции. Теперь нам необхо-

димо было доказать отсутствие сдвига рамки считывания геиа еІіА полученной 

генно-инженерной конструкции. Для этого ультразвуковой лизат каждого из 

отобранных трансформантов был проанализирован в реакции преципитации по 

Ухтерлони на наличие антигенных детерминант А-субъединицы І^Т-токсина. 

Наиболее чёткие полосы преципитации были получены с двумя трансформан-

тами из 24 проанализированных. Плазмиды, выделенные из отобранных кло-

нов, были обозначены рІЛ"ААІ7 и рЬТДА23. Для далыісйших исследований мы 

использовали плазмиду рЬТДА17. 

Рисунок 4 

Схема получення делеции в А-субъединице 
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Коіісгруііропяіінс ііотсііциалміо вакциішого штямя, 

продуцируюиісго токсонд 

Для получсния поіенцпалыю вакцинноіо штамма необходимо было ре-

ііііім., ііо краіінеіі мсрс, іри оснонпые задачи Получип. ииамм Гі.соіі, сиособ-

ный, но-первых, стабилыю пролунировать иммуногенный токсоид, во-вторых, 

колонінировап. киінечіпік пуіиных зверсй и, в гретыіх, этот штамм должен 

бьпь биолоіически беюпасным 13 ходе выполнения первой залачи было реше-

но ввссги дсіермннапіу токсоида в плазмиду р5С101. По литературным дан-

ным плазмила р^СІОІ, блаіодаря своим раг-участкам, достаточно стабильно 

наслслуеіся в ппаммс-хошіне дажс в оісуісзвип сслективного давления. Кро-

ме того, в мітаммах Е соіі случаи передачи ланноГі плазмилы реиипиенту крайне 

редмі и оімсчсны ліннь при участии в качесгве мобилизующей плазмиды Р-

нодобноіо дспрсссіірованпоіо фпктора переноса рЛР42 Причём, по данным 

Л II I Іехопа с соаіп .1984, в процессс мобилизации рЯСІОІ происходит её фи-

ІИЧССКОС объслпіісііпе с конъіоіаіпвноіі плазмидой и в результаіе формируются 

коинтеграіы По мнению Сиг(І55 К с соавторами вероятносзь мобилизации 

іпаімиды рЯСІОІ в условиях скрепшвания зрёх родительских клеток составля-

ег 10 "" на каждую выжившую клетку 

Р5ІІ-Р5ІІ фрагмснт плазмиды рЬТДА17, содержащий мутантный еіі-

оперон, был переклонирован в санг РзІІ плазмиды рІІС18. Повая рекомбинанг-

ная ичаімичл была ныдслена, очнщсна и одновременноі идролиювана эндонук-

леаіами рсырпкнии ЫсІсІ и ХЬаІ, обрабозана нуклеазон 51 и подвергнута элск-

ірофорепгісскому аналіну п ироцсссс коюрою был опредслёп фрагмент, со-

лсржащнп ('//-оіісрои Э к л фрагмснт затем был вырезан и элюирован из іеля 

Вычеченная и очиіценная плазмида р5С10І была обрабогана ферментом 

РѵиІІ а і.іісм лнгирована с фрлімеіпом, содержацим мѵташный е//-оперон 

Лиііірованііоіі смссыо прозрансформировали компетентные клетки штамма 

Г соіі С600 І5і,іл ировслсп скрпнпш чрансформаіпов на намичис детерминашы 

I 1-юм.опп и оюбран клон, сочерж.іінии рскомбпіышнуіо конструкцию на 
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основе плазмиды р5С101 и мутантного е//-оперона. Ультразвуковой лизат ноч-

ной культуры отобранного трансформанта, в реакции преципитации по Ухтер-

лони дал чёткие полосы преципитации с антисыворотками против А-

субъединицы и против В-субъединицы ЬТ-токсина. Плазмида, выделенная из 

оіобранноіо клона, обозначена рЬТДАІ24. Таким образом, нами была иолучсна 

конструкция на основе природной неконъюгативной мультикопийной стабиль-

ной плазмиды рЗСІОІ, детерминирующий термолабильный токсоид, который 

содержит антигенные детерминанты ЬТ-токсина и не способен оказывать ток-

сическое действие. 

Для выполнения следующей задачи, полученный на предыдущем этапе 

вектор необходимо было ввести в штамм Е.соіі, способный колонизировать 

кишечник и персистировать в организме пушных зверей достаточно длительное 

время В качестве такого штамма решено было выбрать высокоадгезивный бес-

плазмидный апатоіенный резидентный штамм Е соіі №4, ранее выделенный от 

норки и хранящийся в музее лаборатории генно-инженерных препаратов ГНУ 

НИИПЗК. Наша рекомбинантная конструкция была введена путём трансфор-

мации в штамм №4, чувствительный к тетрациклину. Трансформанты, вырос-

шие на ЬВ-агаре с тетрациклином, были отсеяны и проверены на наличие плаз-

миды рЬТДА124. Один из трансформантов, содержащий рЬТДА124, был ото-

бран и обозначен Е.соіі ЬТДА. 

Последней задачей данного этапа стало введение в штамм Е.соІІ ЬТДА 

детерминанты, обеспечивающей биологическую безопасность данной конст-

рукции. Поскольку рекомбинантная плазмида на основе рЗСІОІ являстся не-

конъюгаіивной, она не способна самостоятелыю исрсдаваться от шіамма Е.соіі 

ЬТАА другому шгамму, однако, существует опасность переноса в штамм Е соіі 

1,'ГЛА чужеродной ДНК, несущей участок, комплементарный делеции. введён-

ной нами в е/^-оперон. В результатс генетической рекомбинации можеі про-

изоГіти восстаиовление токсического фенотипа п воіііикнуть супервирулентный 

энтеротоксигенный штамм. Для уменьшения такои вероятности намн была 

мрс шринята моныіка заблокировать возможносіі. мроііикновения в наін рском-
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бпмані пыіі шіамм чужсролноП ДІ ІК с помощыо системы рестрикции и моди-

фикации С эіой пелыо илазмидой рГС74, которая несёт дегерминанту системы 

рссірпкцнп и модні|іпкации ГсоРѴ, были протраисформироваиы компетептные 

клсіки ппамма Г соіі Г І Л Л . Среди выросших трансформантов был отобран 

одніі. содержащиіі илаімиды рГТАЛІ24 и рГС74. Нолучеиный рекомбинант-

ный ипамм был наівап Г соіі РМГТЛА. В оиытах по конъюгативному скреши-

паіпио нолучсінюіо ішамма с ириродными штаммами Е соіі, содержащими 

коігыоіатнвные плазмнды, ііам нс удалось получить переноса коныогативных 

плаімпл и наш іміамм, и ю нрсмя как в кошролыюм эксиерименте часюіа их 

исреиоса из природных пламмов Есоіі в штамм Есоіі ГТДА была достаточно 

высока и сосгавляла 10 '-10" на одну клетку донора. 

Лпатогенность штамма Е.соіі КМГТАА была проверена в тесте отека лап 

у бслых мышей В качестве положителыюю контроля служил лизат штамма, 

иесуіцеіо в свосм сосіавс плазмиду рГТ5 с полноразмерным <?/мэпероном. 

Шгамм Г соіі РМГГАЛ но всех случаях показап отрицаіслыіый результат. 

Клоіііірованне генов еІіЛ н еІІІІ в отделыіые вектор-

иые плязмиды 

Следующсй іадачей стояшей перед нами было получение плазмиды, ко-

торая содсржала бы дслсінрованный ранее учасгок гена еІіА С этой целью бы-

лп решено клонпровать в плазмиду рВК.322 РзіІ-ЕсоРІ участок е/г-оперона, со-

дер/кащиіі існ ѴІІ I Нлаімидиая ДНК рГТ5 была выделена, очищена и одновре-

менио обработана ферментами рестикции РзІІ и ЕсоР.1. Затем перевар был про-

амапмзироііан пѵ ісм электрофореза в агарозном іеле. На электрофореграмме мы 

ііабчюлали 4 полосы, отлнчающиеся по размеру В качестве маркеров размера 

фраімсіпоп использовали ЕсоІЗОІ и МІиІ рестрнкты ДНК фаіа X. Полоса раз-

мсром прпмсрио I 6 і п и соответствовала участку, содержашсму еіі I, полоса 

р.имсром прнмсрно 4,*і і \\\\ сооіпсісівовшіа участку, содсржащему еіііі, ос-
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тальные два фрагмента (размер которых составлял примерно 3,4 т.п.н. и 1,0 

т.п.н.) соответствовали участкам плазмиды рВК322. Полученная нами смесь 

фрагментов ДНК была переосаждена и залигирована. Лигированной смесью 

проведена трансформация компетентной культуры штамма Е.соіі С600 с после-

дующим высевом на ЬВ-агар с тетрациклином. В результате проведённых ма-

нипуляций было получено 60 трансформантов, среди которых найдено 8 коло-

ний, содержащих ген е/іЛ, и одна колония, содержащая ген еІіІЗ Из каждой ко-

лонии была выделена плазмидная ДНК, очищена, а затем проанализирована пу-

тём обработки фермеитами рестрикции Рзіі и ЕсоКІ с последуюшим электро-

форетическим анализом продуктов гидролиза в агарозном геле. Для дальней-

шей работы была отобрана плазмида, в состав которой входил доминирующий 

участок гена еІіА. Полученная плазмида названа рЬТА2. 

На следующем этапе нашей работы необходимо было переклонировать 

ген еІіА в плазмиду рСК І . Эта плазмида является дериватом природной плаз-

миды СоІЕ І , стабильно наследуется, прекрасно мобилизуется и обладает ус-

тойчивостью к канамицину. Другим важным для нас свойством являлось отсут-

ствие гомологии между плазмидами рСКІ и р5С101. Для успешного выполне-

ния данной задачи ген еІіА был вырезан из рЬТА2 по сайтам ЕсоКІ и РзІІ, выде-

лен и лигирован с плазмидой рУС18, предварительно гидролизованной по тем 

же сайтам. После трансформации штамма С600 был выделен клон, содержащий 

рекомбинантную плазмиду с геном еІіА. Из выделенной и очищенной рекомби-

нантной плазмиды ген еІіА был вырезан по сайтам ЫсіеІ и ЕсоКІ, обработан 

нуклеазой 81, выделен посредством электрофореза с последующей элюцией. 

Плазмида рСКІ также была выдслсна, очищсна и после рестрикции ферментом 

ЕсоКІ и обработки нуклеазой 51 лигирована с предварительно выделенным ге-

ном еІіА. После трансформации лигированной смесью компетентной культуры 

была получена рекомбииантная плазмида рЬТА8. 
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Схема коііструнровяния рІ_ТА2 

гіирояіп Рі*І іі Е( оКІ 

Оценка возможности восстановлсішя токсического феноти-

па эксіісрнмеіпалміоіо ііпамма Е.соіі КМЬТДА 

Основной проблсмой при создании генно-инженерных препаратов явля-

стся обеспечение их биолоі ической безоиаиюсти, в даниом случае неспособ-

іюсп, вакцііііион) ппамма к іюсианоіілеііию юксическоіо (|)Сііоіиііа. Посколь-

ку при коисіруировашш штамма Е.СОІІ К М Ы Д Л в полноразмерный е//-оперон 

была введена делеция, а мутации типа делеции к спонтанной реверсии не спо-

собны, едиііственно возможным нутём воссіановления токсического фенотипа 

янляеіся рскомбниация мсжду вакцинііым шіаммом и штаммом, несущим уча-

сток ДІІК, комилемстарныіі делеции 
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В связи с тем, что в природных штаммах ЕТЕС термолабильный токсин 

детерминируется Епі-плазмидами, которые могут быть как конъюгативные, так 

и неконъюгативные, но способные к мобилизации, основным путём распро-

странения е//-оперона в популяциях бактрерий является конъюгативный пере-

нос. Поскольку два других пути обмена генетической информацией в популя-

циях энтеробактерий в случае еіі-оперона не возможны. Трансформация в при-

родных популяциях Е.соіі мало всроятна и требует очснь спсцифических, нсха-

рактерных для среды обитания ЕТЕС, условий. Нет данных и о случаях перено-

са е//-опсрона между бактериями путём трансдукции. 

Сконструированный нами потенциально вакцинный штамм содержит 

гибридную плазмиду рЬТДА124, которая является неконъюгативной и неспо-

собна к мобилизации. Кроме того, Е.соіі КМЬТДА обладает системой рестрик-

ции и модификации ЕсоКѴ, препятствующей проникновению чужеродной 

ДНК. Эксперименталыюе подтверждение биологической безопасности штамма 

Е.соіі КМЬТДА было получено іп ѵііго. В опытах по конъюгации ни одного 

случая переноса генетического материала из вакцинного штамма или в вакцин-

ный штамм не наблюдалось Нами было поставлено конъюгационное скрещи-

вание между штаммом Е.соіі ЬТДА и штаммом несущим плазмиду рЬТА8 с 

полноразмерным геном токсической субъединицы А. Оба штамма были апато-

генны, и токсический фенотип восстановился только в результате генетическо-

го обмена Поскольку, единственным критерием отбора трансконъюгантов с 

восстановившимся токсическим фенотипом, было их патогенетическое дейст-

вие на организм экспериментальных животных конъюгационной смесью, мы 

заражали подопытных мышей линии ВаІЬ/с. О восстановлении токсичности го-

ворила клиническая картина токсикоинфекции: угнетённое состояние, диарей-

ный синдром и гибель подопытных животных. Культура, изолированная из же-

лудочно-кишечного тракта погибших животных, давала положительную реак-

цию в биотесте с отёком лап мышей Это позволило нам судиіь о восстановле-

нии токсическою фенотипа у нашего штамма (табл.З). 
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Таблица 3 

Оисііка позможиосш пошіікііопеііпя токсическоіо феноіипа вакцііііного 

шіамма 

№ 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

1 1 

12 

іісііолыусмыс кулыуры Е. 
СОІІ 

І ; ІЛ 

ЬТЛЛ(г-т-) 

С600 Р' 

ВІ48 

13801 

К М І Л Л А ( И и Н ) 

С600Р' х Ь Т Л х і ; Г Д Л ( і - т - ) 

С600 Р' х Ь Т Л х К М Ы ЛА 
(г + иН) 

В148х Ь Т Л х ЬТЛА(г-т-) 

В148хЬТА \ К М Ы Л Л 
(1+111+) 

В801х Ь Т Л х ІЛЛА( і-т-) 

В801 х ЬТА \ К М Ы ЛА 

(Г+П1+) 

іруііиы 
N=10 

Контролыіая группа 

Коіпролыіая группа 

Контрольнаяіруппа 

Контрольная группа 

Контрольная грунпа 

Контрольная групиа 

Опытная группа 

Опытная группа 

Опытная группа 

Опытная группа 

Опытная группа 

Опытная грумпа 

результаты 
заболело / погибло 

-/-

-/-

-/-

-/-

-/-

-/-

8/2 

-/-

6/4 

-/-

8/2 

-/-
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Затем был поставлен опыт по конъюгации с модифицированным вакцин-

ным штаммом Е.соіі КМЬТДА. Возникновения диарейного синдрома у мышей, 

которым была введена конъюгационная смесь ни в одном из трёх независимых 

экспериментов не было. Выжившие мыши были забиты, путём смещения шей-

ных позвонков, ог них выделена тотальная микрофлора с лизатом которой была 

поставлена биопроба с реакцией отёка лап мышей. Биопроба полностыо под-

твсрдиладанные получсішыс при пероральном заражеиии. 

Таким образом, нами продемонстрирована биолоіическая безопасность 

штамма Е.соіі КМЬТДА іп ѵііго. Хотя контрольный штамм Е.соіі ЬТАА оказал-

ся прекрасным реципиентом и показал возможность приобретения токсическо-

го фенотипа(таблицаЗ). 

Для изучения протективной активности рекомбининтного препарата под-

опытным мышам в течение одной недели дважды с трех дневным интервалом 

пероралыю вводили вакцинный штамм Е.соіі КМЬТДА в дозе 1хЮ7КОЕ на го-

лову. Затем провели заражение природным токсигенным штаммом в дозе 1x10 

КОЕ. В качестве контроля использовали интактных мышей, которым также 

вводили токсигенный штамм в дозе ІхЮ9 КОЕ (табл. 4) 

Таблица 4 

Оцснка протективной активііостіі рекомбиііпнтного прспарата 

эксперименталыіые 

группы 

N=10 

Контроль 

Опыт 

количество заболев-

IIIIIX ЖИВОТІІЫХ 

10 

5 

колпчсство попібшнх 

ЖИВОТІІЫХ 

4 

0 

Через трое суток у подопытных животных клиническая картина соответ-

ствовала здоровым животным. 
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выводы 
I Осущссівлено клонирование полноралмерного еіі-оперона и Генов коди-

руюших огдслыіые субъединицы еІіА и еІіВ термолабильного энтероток-

сина В соіі. 

2. Путём ввсдсммя комгролыюй делеции в ген еІіЛ, в положении 23-120 

субъединицы, молучем геммо-инженерный токсоид, сохранивший имму-

моісммыс дсісрммнаіііы ісрмолабмлыюго токсмна, по уіраіившим его 

іоксичсскис сиойсгва. 

3. Получсма ісмсімчсская комсірукция ма основе векторной плазмиды 

р5СІ0І н делетированмого е//-оперона, кодирующая авирулентный им-

мумоіемный токсоид. 

4 На осиове полученнон конструкции и апатогенного штамма эшерихий 

сконсірумровам поіенциальный вакцинный штамм для профилактики 

іоксикоинфекііпГі пушных зверей . 

5 Вопыіах іп ѵіѵо изучена возможность восстановления токсического фе-

нотнпа сконсіруироваиного штамма и доказана биологическая безопас-

ность полученной консірукции и штамма в целом. 
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