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Клонування генiв рекомбiнантних субодиниць

дифтерiйного токсину Corynebacterium diphtheriae

та їх експресiя в клiтинах Escherichia coli

The diphtheria toxin is the main pathogen of Corynebacterium diphtheriae. This is a protein
with molecular weight 58,360. Having penetrated into endosomes of sensitive cells, diphtheria
toxin is digested into two subunits: A and B. Fragments of diphtheria toxin’s gene which encode
subunits A and B have been amplified from genomic DNA of Corynebacterium diphtheriae
strain NCTC 10648. Plasmids containing subunit A and subunit B have been constructed using
expression vector pET24a. Expression of recombinant subunits was performed in E. coli strain
Rosetta (DE3) сеlls under control of strong T7 promoter. Recombinant proteins were purified
from cell lysate under denaturating conditions by affinity chromatography. Antigen properties
were confirmed by western blot analysis.

Основним фактором патогенностi збудника дифтерiї — бактерiї Corynebacterium diphthe-

riae — є дифтерiйний токсин (ДТ). Цей бiлок є головним протективним та дiагностичним
антигеном [1]. Молекула ДТ, маса якого становить 58,36 кДа, складається з 535 амiно-
кислотних залишкiв. За умов проникнення токсину в ендосоми чутливих до нього клiтин
вiдбувається його розщеплення на двi субодиницi: А (вiд англ. active — активний) та В
(вiд англ. binding — зв’язування). Токсин також можна розщепити на цi двi субодиницi in
vitro, пiддавши його м’якому впливу протеїназ за наявностi вiдновлювачiв дисульфiдних
зв’язкiв [2, 3].

Третинну структуру токсину формують три домени: С (catalytic), T (transmembrane) та
R (receptor binding). А-субодиниця сформована N-кiнцевим С доменом, що виконує ката-
лiтичну функцiю. B-субодиниця складається з двох доменiв — Т i R, якi виконують рiзнi
функцiї. Промiжний трансмембранний Т домен, що утворений амiнокислотними залишка-
ми 205–378, вiдповiдає за транслокацiю токсину в клiтину, а С-кiнцевий — R домен, який
утворений амiнокислотними залишками 386–535, виконує функцiю зв’язування з рецепто-
ром на поверхнi клiтини [4].

ДТ є iнгiбiтором синтезу бiлка. Вплив на клiтину вiдбувається за такою схемою: суб-
одиниця В взаємодiє з рецептором на поверхнi клiтини-мiшенi та бере участь у транспортi
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каталiтичної субодиницi А в цитозоль, де остання й проявляє свою ферментативну актив-
нiсть. Фрагмент А каталiзує трансферазну реакцiю — АДФ-рибозилювання унiкального
амiнокислотного залишку дифтамiду (похiдного гiстидину) в молекулi фактора елонгацiї
трансляцiї бiлка EF-2. Це призводить до зупинки синтезу бiлка та загибелi клiтини. Заги-
бель вiдбувається переважно внаслiдок апоптозу [3]. Окремi субодиницi ДТ, на вiдмiну вiд
нативного токсину, не мають токсичної властивостi.

Оскiльки ДТ є основним фактором патогенностi C. diphtheriae, стан протидифтерiйного
антитоксичного iмунiтету впливає на ймовiрнiсть появи захворювання та особливостi його
перебiгу.

Показано, що антитоксичнi антитiла характеризуються рiзною протективною ефектив-
нiстю залежно вiд їх специфiчностi до рiзних фрагментiв токсину. J.M. Rolf та L. Eidels
отримали панель моноклональних антитiл до ДТ i проаналiзували їх протективнi властиво-
стi. Найбiльшу здатнiсть нейтралiзувати ДТ виявляли моноклональнi антитiла, специфiч-
нi до С-кiнця полiпептидного ланцюга В-субодиницi [5]. Це зумовлено тим, що С-кiнцева
дiлянка, яка розташована в районi 482–535 амiнокислотних залишкiв, є необхiдною для
зв’язування ДТ з рецептором та подальшого транспорту субодиницi А в клiтину [6].

Нами ранiше було показано, що загалом рiвень антитiл до субодиницi А бiльший у сиро-
ватцi кровi хворих дiтей, у той час як у носiїв токсигенних та нетоксигенних дифтерiйних
бактерiй, а також у хворих на iншi захворювання вищий рiвень антитiл до субодиницi В [7].
Отже, характер розподiлу антитiл у сироватцi кровi до рiзних субодиниць ДТ може мати
важливе значення при дiагностицi дифтерiї та монiторингу протидифтерiйного iмунiтету.

На сьогоднi основним методом отримання ДТ є його видiлення з культурального сере-
довища токсигенного штаму C. diphtheriae Park-Wiliams 8 [8]. Недолiками такого способу
отримання є потенцiйна небезпека, пов’язана з культивуванням мiкроорганiзму II рiвня
патогенностi, яка накладає певнi обмеження на технологiчний процес одержання ДТ. Тре-
ба також вiдзначити, що для отримання субодиниць з нативного ДТ необхiдна процедура
протеолiзу з подальшим очищенням отриманих фрагментiв. Тому одержання нетоксичних
рекомбiнантних субодиниць ДТ, якi мають антигеннi властивостi, що притаманнi натив-
ному ДТ, є важливим та актуальним завданням, що дозволить вирiшити ряд прикладних
задач. Крiм того, використання як продуцента безпечного мiкроорганiзму Escherichia coli

є бiльш простою та безпечною процедурою в порiвняннi з традицiйним способом одержан-
ня антигену.

Рекомбiнантнi А та В субодиницi можуть бути використанi при створеннi iмунохiмiч-
них тест-систем для дiагностики дифтерiї для оцiнки рiвня захисного протидифтерiйного
iмунiтету. Субодиниця В може бути також перспективним антигеном для iмунiзацiї коней
з метою отримання протидифтерiйної антитоксичної сироватки.

Матерiали та методи. Нуклеотидну послiдовнiсть, що кодує субодиницю А, амплi-
фiковано методом полiмеразної ланцюгової реакцiї (ПЛР) з використанням двох пар олi-
гонуклеотидних праймерiв: Sence SbA1 — 5′-GGC GCT GAT GAT GTT GTT GAT TC-3′;
Antisence SbA1 — 5′-ACG ATT TCC TGC ACA GGC TTG-3′; Sence SbA2 — 5′-GGATCC
GGC GCT GAT GAT GTT G-3′; Antisence SbA2 — 5′-CTCGAG ACG ATT TCC TGC ACA
GG-3′. У послiдовнiсть другої пари праймерiв були введенi сайти рестрикцiї ендонуклеаз
BamHI та XhoI вiдповiдно (пiдкреслено в наведенiй послiдовностi праймерiв).

Для амплiфiкацiї нуклеотидної послiдовностi, що кодує субодиницю В, використано одну
пару олiгонуклеотидних праймерiв: Sence SbB — 5′-GGATCC GGT AGC TCA TTG TCA
GGC ATA AAT CTT G-3′ та Antisence SbB — 5′-CTCGAG GCT CTT GAT TTC AAA
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AAA TAG CGA TAG C-3′ (“Fermentas”, Литва), у послiдовнiсть яких було введено сайти
рестрикцiї ендонуклеаз BamHI та XhoI вiдповiдно (пiдкреслено в наведенiй послiдовностi
праймерiв). Як матрицю для амплiфiкацiї цiльової послiдовностi використано геномну ДНК
мiкроорганiзму Corynebacterium diphtheriae, штам NCTC 10648. Пiдбiр послiдовностi прай-
мерiв та температурного режиму ПЛР здiйснено з використанням програми Vector NTI 8.0.
Реакцiю проводили на термоциклерi 2720 Thermal Cycler (“Applied Biosystems”, США)

Конструювання експресiйних векторiв проводили з використанням плазмiди рЕТ-24а(+)
(“Novagen”, США). Вектори для експресiї рЕТ-24a-SubunitА, рЕТ-24a-SubunitB були отри-
манi в результатi реакцiї лiгування вставки — продукту ПЛР та плазмiди рЕТ-24а (+).
Плазмiду та вставку попередньо гiдролiзували ендонуклеазами II типу BamHI та XhoI
(“Fermentas”, Литва) та очищували з агарозного гелю. Для очищення використовували на-
бiр реактивiв (“DNA extraction Kit”, “Fermentas”). Реакцiю лiгування проводили з викорис-
танням T4 ДНК лiгази (“Fermentas”). Трансформацiю клiтин E. coli отриманою експре-
сiйною конструкцiєю здiйснювали шляхом електропорацiї за допомогою електропоратора
(“Electroporator 2510, Eppendorf”, ФРН). Усi процедури виконували згiдно з рекомендацi-
ями виробникiв.

Експресiю рекомбiнантних бiлкiв проводили в штамi E. coli Rosetta(DE3). Бактерiальна
культура нарощувалася при 37 ◦С за умов сильної аерацiї (250 об/хв) до значення оптичної
густини OD600 — 0,5–1,0 у середовищi 2YT (на 1 л: 17 г бактотриптону, 10 г дрiжджового
екстракту, 5 г NaCl), яке мiстило 2% глюкози, 50 мг/л канамiцину та 170 мг/л хлорам-
фенiколу. Експресiю бiлка iндукували замiною культурального середовища на 2YT-КChl,
яке мiстило 1 мМ iзопропiл-β-D-тiогалактопiранозиду (IPTG) (“Fermentas”). Пiсля iндукцiї
експресiї культуру iнкубували 3 год при 30 ◦С за умов сильної аерацiї (250 об/хв), пiсля
чого клiтини вiддiляли вiд культурального середовища центрифугуванням.

Видiлення рекомбiнантних субодиниць здiйснювали методом металафiнної хроматогра-
фiї з використанням Ni-NTA агарози (“Sigma”, США). Осадженi з 10 мл бактерiальної куль-
тури клiтини ресуспендували в 1 мл лiзис-буфера (50 мM Na2HPO4, pH 8,0, 0,3 M NaCl) та
обробляли ультразвуковим дезiнтегратором (“Sartorius LabsonicM”, Нiмеччина). Залишки
клiтин осаджували центрифугуванням, а супернатант переносили в мiкропробiрку з попе-
редньо врiвноваженими 100 мкл Ni-NTA агарози. Врiвноваження афiнного сорбенту прово-
дили двiчi, вiдмиваючи 100 мкл 50% суспензiї Ni-NTA агарози, 1,5 мл H2O та двiчi 1,5 мл
буфером W (50 мM Na2HPO4, pH 8,0, 0,5 M NaCl); для змiни буфера агарозу осаджували
центрифугуванням 3 хв за 4000 об/хв. Зв’язування бiлка з афiнним сорбентом проводили
протягом 1 год при 37 ◦С. Пiсля осадження Ni-NTA агарози сорбент двiчi промивали буфе-
ром W з 10 мM iмiдазолом (“Sigma”). Бiлок елюювали тричi, промиваючи сорбент буфером
Е (20мM Tris, pH 7,5, 100 мM NaCl, 250 мM iмiдазол). У випадку, коли видiлення здiйсню-
вали за денатуруючих умов, додатковим компонентом буферiв, що використовувались при
видiленнi бiлка, була 8 М сечовина.

Чистоту отриманого продукту аналiзували методом електрофорезу в 10% ДСН-ПААГ
за H. Schagger [9]; концентрацiю видiленого бiлка визначали за допомогою методу М.Brad-
ford [10].

Для синтезу кон’югату використано F(ab)′2-фрагменти з протидифтерiйної сироватки
коня (“НВО”Микроген”, Росiя). Кон’югацiю проводили за допомогою перйодатного методу
за Р. Nakane [11]. Отриманий кон’югат очищали шляхом трикратного висолювання сульфа-
том амонiю [12]. Активнiсть i специфiчнiсть кон’югату перевiряли за допомогою непрямого
iмуноферментного аналiзу [13].
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Для iмуноблот аналiзу використовували нiтроцелюлозу Hybond-C Extra (“Amersham
Biosciences”), перенесення бiлкiв з ПААГ на нiтроцелюлозну мембрану проводили мето-
дом напiвсухого перенесення за допомогою Hoefer TE 70 (“Amersham Biosciences”). Буфер
для перенесення мiстив 25 мM Tris, 192 мM глiцин, 0,1% додецил сульфат натрiю, 20%
метанол. Нiтроцелюлоза пiсля перенесення “блокувалася” знежиреним молоком (5%) у за-
буференому фiзiологiчному розчинi протягом 1 год при 37 ◦С. Для проявлення мембрани
використовували кон’югат F(ab)′2-фрагментiв антитiл коня проти дифтерiйного токсину
з пероксидазою хрону. Як хромогенний субстрат використовували 3,3′-дiамiнобензидин те-
трагiдрохлорид (DAB) (“Sigma”) з контрастуванням хлоридом кобальту: 1 мл 0,3% СоCl2
(у буферi 50 мM Tris, pH 7,6) i DAB — 6 мг в 9 мл того ж буфера. До сумiшi додавали
10 мкл 30% H2O2.

Результати дослiдження та їх обговорення. Нами отриманi бактерiї — продуценти
окремих “неактивних” субодиниць ДТ. Для цього були створенi рекомбiнантнi конструкцiї
на основi експресiйного вектора рЕТ-24а(+), що кодують рекомбiнантнi субодиницi А та
В, кон’югованi з полiгiстидиновим “тагом” (таг — послiдовнiсть, що складається з шести
розташованих поспiль амiнокислотних залишкiв гiстидину).

Нуклеотиднi послiдовностi, що кодують субодиницi ДТ, амплiфiковано з геномної ДНК
C. diphtheriae, штам NCTC 10648. Для амплiфiкацiї послiдовностi ДНК для субодиницi А
використано двi пари олiгонуклеотидних праймерiв, а для амплiфiкацiї субодиницi В —
одну пару олiгонуклеотидних праймерiв.

При амплiфiкацiї гена субодиницi А отримано нуклеотидну послiдовнiсть частини ге-
на дифтерiйного токсину завдовжки 582 п. н., яка кодує амiнокислотну послiдовнiсть зав-
довжки 190 залишкiв.

Для амплiфiкацiї гена субодиницi В праймери пiдiбрали таким чином, щоб не включи-
ти в продукт амплiфiкацiї стоп-кодон та замiнити цистеїн у шостому положеннi, що бере
участь у формуваннi дисульфiдного зв’язку мiж субодиницею А та субодиницею В, на глi-
цин. Продукт амплiфiкацiї мiстив частину гена, що кодує субодиницю В (661–1680 п. н.).
Довжина полiпептидного ланцюга, що кодується даною частиною гена, складається з 340
амiнокислотних залишкiв, якi розташованi на С-кiнцi молекули ДТ.

Наявнiсть в рекомбiнантних конструкцiях фрагментiв очiкуваного розмiру пiдтвердже-
но рестрикцiйним аналiзом за допомогою ендонуклеаз BamHI та XhoI. За допомогою ре-
стриктази BfmI, що специфiчно гiдролiзує нуклеотиднi послiдовностi обох субодиниць —
кожну на два фрагменти (завдовжки 202 i 374 п. н. — субодиниця А та 810 i 200 п. н. — су-
бодиниця В), пiдтверджено наявнiсть в обох рекомбiнантних конструкцiях послiдовностей,
що кодують субодиницi А та В (рис. 1).

Секвенс конструкцiй, проведений Українською лабораторiєю якостi i безпеки продукцiї
АПК Нацiонального аграрного унiверситету, продемонстрував 99% тотожностi отриманих
послiдовностей з вiдповiдними послiдовностями гена ДТ. Порiвняння проведено за допомо-
гою програми NCBI Blast. Неповна iдентичнiсть може бути зумовлена як полiморфiзмом
гена, так i помилками Taq полiмерази при амплiфiкацiї нуклеотидних послiдовностей.

Для видiлення рекомбiнантного бiлка використано метод металафiнної хроматографiї.
Зважаючи на те що цiльовий продукт переважно знаходиться в нерозчиннiй формi, видiлен-
ня проводили за денатуруючих умов з використанням 8 М сечовини. Чистоту отриманого
бiлка було пiдтверджено електрофоретичним аналiзом (рис. 2). Загальний вихiд продукту
становив 15 мг та 10 мг на 1 л клiтинної суспензiї для субодиницi А та В вiдповiдно. Оцiнку
кiлькостi продукту здiйснювали методом Bradford.
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Рис. 1. Рестрикцiйний аналiз отриманих генетичних конструкцiй на основi рЕТ-24а(+), що мiстили фра-
гменти гена дифтерiйного токсину, якi кодують субодиницi А (а) та В (б ):
1 — продукти рестрикцiї плазмiдної ДНК рестриктазами BamHI, XhoI; 2 — видiлена з агарозного гелю
вставка; 3 — ДНК маркер; 4 — продукти рестрикцiї вставки рестриктазою BfmI

Рис. 2. Електрофореграми рекомбiнантних субодиниць А (а) та В (б ), якi видiлено методом металафiнної
хроматографiї:
1, 2, 3 — рiзнi фракцiї видiленого цiльового продукту; 4 — маркери молекулярної маси; 5 — тотальний
лiзат клiтин штаму-продуцента
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Рис. 3. Блотограма очищених рекомбiнантних субодиниць та дифтерiйного токсину.
1 — рекомбiнантна субодиниця А; 2 — рекомбiнантна субодиниця В; 3 — маркери молекулярної маси; 4 —
дифтерiйний токсин

Для пiдтвердження антигенних властивостей рекомбiнантних субодиниць ДТ проведено
iмуноблот аналiз. Для цього нами було використано кон’югат F(ab)′2-фрагментiв протидиф-
терiйної сироватки коня з пероксидазою хрону. Як контрольний антиген використано ДТ,
люб’язно наданий професором Ю.Л. Радавським (Iнститут бiоорганiчної хiмiї та нафтохiмiї
НАН України). Результати аналiзу (рис. 3) показують, що рекомбiнантнi субодиницi мають
притаманнi ДТ антигеннi властивостi.

Проте треба вiдзначити, що рекомбiнантна субодиниця В краще, нiж субодиниця А,
розпiзнається F(ab)′2-фрагментами протидифтерiйної сироватки коня. Це можна пояснити
особливостями отримання протидифтерiйної сироватки коня та вiдмiнностями антигенних
властивостей субодиниць ДТ.

Отриманi нами рекомбiнантнi субодиницi ДТ можуть бути використанi як антигени при
розробцi нових тест-систем для монiторингу протидифтерiйного iмунiтету серед населення
та для оцiнки стану iмунiтету пiд час перебiгу хвороби. Також може бути перспективним
використання рекомбiнантної субодиницi В для формування протективного протидифте-
рiйного iмунiтету.
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