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Ссылка на родственные заявки 

Данная заявка по договору о патентной кооперации испрашивает приоритет согласно разделу 35  

§ 119(е) Свода федеральных нормативных документов США на основании предварительной заявки на 

патент США № 61/910817, поданной 2 декабря 2013 г., и предварительной заявки на патент США  

№ 62/007068, поданной 3 июня 2014 г., содержание которых полностью включено в настоящую заявку 

посредством ссылки. 

Область техники 

Настоящее изобретение относится к иммуногенным композициям и вакцинам, а также к способам 

их получения и оценки. Более конкретно настоящее изобретение относится к иммуногенным композици-

ям, полученным из рецепторных белков поверхности бактерий, и к вакцинам против грамотрицательных 

бактериальных организмов, включая, но не ограничиваясь указанными, бактериальные организмы, отно-

сящиеся к семействам бактерий Pasteurellaceae, Neisseriaceae и Moraxellaceae. 

Уровень техники 

Следующие абзацы предназначены для введения читателя в более подробное описание, которое 

приведено ниже, а не для определения или ограничения заявляемого объекта настоящего изобретения. 

Вакцины, способные опосредовать эффективный иммунный ответ, имеют важное значение в стра-

тегиях здравоохранения, направленных на борьбу с заболеваниями, вызванными микробиологическими 

патогенами. Две основные стратегии индукции эффективного иммунного ответа у хозяина включают 

введение субъекту (хозяину) "живого" агента, способного реплицироваться в хозяине, или введение ма-

териалов или веществ, которые не способны реплицироваться в хозяине. Введение живой вакцины может 

представлять собой риск с точки зрения безопасности для индивидуумов с ослабленным иммунитетом, 

если агент или инфицирующий организм реплицируется и оказывает нежелательное действие на имму-

низированного субъекта. Данные риски не свойственны вакцинам на основе убитых целых патогенов, на 

основе экстрактов из патогенов или на основе очищенных компонентов, которые принято называть субъ-

единичными вакцинами. Применение субъединичных вакцин позволяет избежать проблем с безопасно-

стью, присущих живым вакцинам, но очищенные компоненты сами по себе могут не оказывать на субъ-

ект желаемый защитный эффект против инфекционного микробиологического организма и для усиления 

иммунного ответа требуют добавления соответствующих компонентов, называемых адъювантами. 

Подходы к разработке вакцин против грамотрицательных бактериальных организмов обычно сфо-

кусированы на применении белков, которые в природе связаны с внешней мембраной бактерий и экспо-

нированы на поверхности бактериальных клеток. В особенности привлекательными мишенями при вак-

цинации являются белки, которые, как предполагают, являются важными для выживания в хозяине, по-

скольку такие белки не могут быть утрачены или существенно изменены во избежание иммунного ответа 

хозяина. В связи с этим рецепторные белки поверхности бактерий, способные к взаимодействию и свя-

зыванию с белками хозяина, связывающими железо, трансферрином и лактоферрином, в течение некото-

рого времени считались подходящими компонентами для применения при получении вакцин (1-3). Дан-

ная группа рецепторных белков поверхности, именуемых в дальнейшем рецепторные белки поверхности 

к "HIBP" (host iron binding protein, железосвязывающему белку хозяина), присутствует в патогенах чело-

века и животных, относящихся к семействам бактерий Pasteurellaceae, Moraxellaceae и Neisseriaceae (4). 

Таким образом, данные белки были признаны потенциальными мишенями для разработки вакцин против 

множества различных патогенов человека и животных, используемых для получения продуктов питания 

(5) (6-10). 

Рецепторы поверхности к HIBP в норме состоят из двух белков: липопротеина поверхности - 

трансферринсвязывающего белка В (transferrin binding protein В, TbpB) или лактоферринсвязывающего 

белка В (lactoferrin binding protein В, LbpB), и TonB-зависимого интегрального белка мембраны - транс-

ферринсвязывающего белка А (TbpA) или лактоферринсвязывающего белка A (LbpA) (11). Недавно с 

высоким разрешением были определены подробные трехмерные структуры TbpB из Actinobacillus pleu-

ropneumoniae, Actinobacillus suis и Neisseria meningitidis (12-14). Внутренние свойства белков TbpB или 

LbpB совершенно отличаются от свойств интегральных белков внешней мембраны, TbpA и LbpA, и су-

щественно влияют на стратегии, которые используют для разработки вакцин. Например, из цитоплазмы 

Е. coli можно получить и очистить TbpB или LbpB с относительно высоким выходом для получения 

субъединичных вакцин. Однако данные белки полностью отсутствуют или присутствуют в недостаточ-

ных количествах в вакцинах на основе везикул внешней мембраны (outer membrane vesicle, OMV), кото-

рые получают посредством селективной экстракции детергентом, в связи с удалением данных белков во 

время процесса экстракции. Напротив, функциональный TbpA или LbpA может быть получен только во 

внешней мембране, что налагает ограничения на получение высоких выходов очищенных белков, пред-

назначенных для субъединичных вакцин. Альтернативный подход получения белков с нарушенным 

фолдингом, которые агрегируют в большие тельца включения, и, как следствие, попытка рефолдинга 

белка из обогащенных препаратов телец включения, также является проблематичным для коммерческого 

получения. Большинство стратегий получения вакцин на основе TbpA или LbpA будут, как правило, 

включать образование OMV или разработку аттенуированных штаммов. 

Альтернативный подход, который успешно использовали в случае инвазивных бактериальных па-
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тогенов, заключается в использовании в качестве первичного антигена внеклеточного капсульного поли-

сахарида и в слиянии последнего с белком-носителем для стимуляции Т-клеток хелперов. Было доказано, 

что данные конъюгированные капсульные вакцины являются высокоэффективными для обеспечения 

защиты от инфекции, вызванной штаммами, экспрессирующими специфичный капсульный полисахарид, 

но не обеспечивают перекрестной защиты против других типов капсул. Несмотря на то, что конъюгиро-

ванные капсульные вакцины против патогенов человека Н. influenzae, N. meningitidis и Streptococcus 

pneumoniae были изначально разработаны для предотвращения инвазивной инфекции, пострегистраци-

онные исследования переноса продемонстрировали, что системное введение данных вакцин препятство-

вало колонизации патогенами, экспрессирующими специфичные полисахариды-мишени (15-17). Данный 

факт свидетельствует о дополнительной пользе, которая заключается в предоставлении популяционного 

иммунитета, обеспечивающего защиту неиммунизированных индивидуумов благодаря уменьшенной 

частоте переноса в пределах популяции. Потенциал обеспечения популяционного иммунитета стал важ-

ным критерием оценки новых и разрабатываемых бактериальных вакцин, хотя данный фактор не являлся 

изначальной целью при разработке данных ранних вакцин. Однако определение или прогнозирование 

того, будут ли новые вакцины способны влиять на колонизацию (перенос) или предотвращать ее, являет-

ся серьезной проблемой (18). 

Способность оценить то, будут ли белковые антигены в конечном итоге способны обеспечить ши-

рокий диапазон защиты от разнообразного множества изолятов заболевания, также является значитель-

ной проблемой (19). Первоначальные попытки исследования данной способности обычно включают им-

мунизацию других видов животных (мышей, кроликов) с последующим анализом перекрестно-

реактивных и перекрестно-защитных свойств полученной в результате сыворотки. Для тех антигенов 

поверхности, которые можно легко получить в растворимой форме, таких как липопротеины поверхно-

сти, первым этапом часто является получение и очистка ряда белков-вариантов и их использование в 

стандартном анализе методом ELISA (enzyme linked immunosorbent assay, твердофазный иммунофер-

ментный анализ) для оценки способности антисыворотки распознавать белки-варианты. Такая достаточ-

но высокая трудоемкость делает анализ большого набора вариантов дорогостоящим предприятием; кро-

ме того, данный анализ основывается на предположении, что связывание антигена с планшетом ELISA 

является случайным и позволяет исследовать все поверхности белков. 

Принимая во внимание ограничения различных вариантов анализа, которые используют для оценки 

и предсказания перекрестно-защитных и перекрестно-реактивных свойств антисыворотки, наработанной 

против антигенов, выбор и разработку новых и улучшенных вакцин на основе белков следует осуществ-

лять в сочетании с разработкой улучшенных вариантов анализа так, чтобы оптимизации и усовершенст-

вования вакцин, находящихся на стадии разработки, можно было достичь на рациональной основе. 

Несмотря на значительные усилия, прилагаемые в течение нескольких лет после открытия рецеп-

торных белков поверхности к HIBP (20, 21), остается непонятным, можно ли использовать данные белки 

для получения эффективных вакцин против грамотрицательных бактериальных патогенов и, если да, то 

как. И, в частности, можно ли разработать вакцину с широким диапазоном защиты и, если да, то как. Та-

ким образом, в данной области техники существует потребность в улучшении иммуногенных компози-

ций и вакцин на основе рецепторных белков поверхности к HIBP против грамотрицательных бактери-

альных организмов. 

Краткое описание изобретения 

В настоящем изобретении предложены новые иммуногенные композиции и, в частности, иммуно-

генные композиции на основе рецепторных белков поверхности к HIBP из грамотрицательного патоген-

ного вида бактерий. 

Соответственно по меньшей мере в одном варианте реализации настоящего изобретения предложе-

на иммуногенная композиция, содержащая антиген, полученный из рецепторного белка поверхности к 

HIBP из грамотрицательного патогенного вида бактерий, причем указанный белок, полученный из ре-

цепторного белка поверхности к HIBP, был модифицирован таким образом, что он, по существу, не спо-

собен связываться с железосвязывающим белком хозяина. 

По меньшей мере в одном варианте реализации настоящего изобретения предложена иммуногенная 

композиция, содержащая полипептид, который содержит домен С-доли (C-lobe domain) или домен N-

доли (N-lobe domain) рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый или полученный из грамот-

рицательного вида бактерий, причем указанный полипептид, по существу, не способен связываться с 

железосвязывающим белком хозяина. Согласно предпочтительным вариантам реализации в настоящем 

изобретении предложена иммуногенная композиция, содержащая домен С-доли рецепторного полипеп-

тида поверхности к HIBP, причем указанный полипептид, по существу, не способен связываться с желе-

зосвязывающим белком хозяина. Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации в на-

стоящем изобретении предложена иммуногенная композиция, содержащая смесь по меньшей мере двух 

полипептидов, каждый из которых содержит домен С-доли, причем домены С-доли являются получае-

мыми или полученными по меньшей мере из двух грамотрицательных видов бактерий или по меньшей 

мере из двух грамотрицательных штаммов бактерий. Согласно следующим предпочтительным вариан-

там реализации настоящего изобретения домены С-доли получены из рецепторных белков поверхности к 
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HIBP, которые являются антигенно различными. 

Согласно следующим вариантам реализации в настоящем изобретении также предложена иммуно-

генная композиция, содержащая полипептид, который содержит домен N-доли и/или домен С-доли ре-

цепторного белка поверхности к HIBP, получаемый или полученный из грамотрицательного патогенного 

вида бактерий, причем домен N-доли или домен С-доли содержит множество β-слоев, соединенных 

множеством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один петлевой домен из множества петлевых 

доменов домена N-доли или домена С-доли был модифицирован, и причем указанный полипептид, по 

существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина. Согласно предпочтительным 

вариантам реализации настоящего изобретения модификация включает модификацию по меньшей мере 

одного остатка аминокислоты в пределах петлевого домена. 

Согласно следующим вариантам реализации настоящего изобретения по меньшей мере два петле-

вых домена из множества петлевых доменов в пределах домена С-доли и/или домена N-доли рецептор-

ного белка поверхности к HIBP были модифицированы. 

Согласно следующим вариантам реализации в настоящем изобретении предложены (i) первый по-

липептид, содержащий домен N-доли или домен С-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, полу-

чаемый или полученный из грамотрицательного патогенного вида бактерий, причем домен N-доли или 

домен С-доли содержит множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем по 

меньшей мере один петлевой домен из множества петлевых доменов домена N-доли или домена С-доли 

был модифицирован, соединенный со (ii) вторым полипептидом, содержащим рецепторный белок по-

верхности к HIBP или его участок, получаемый из грамотрицательного вида бактерий, и причем присое-

диненный полипептид, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина. 

Согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения участок белка поверхности 

к HIBP представляет собой домен N-доли или домен С-доли. Согласно следующим предпочтительным 

вариантам реализации настоящего изобретения участок белка поверхности к HIBP представляет собой 

домен N-доли или домен С-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый или полученный 

из грамотрицательного патогенного вида бактерий, причем домен N-доли или домен С-доли содержит 

множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один пет-

левой домен из множества петлевых доменов домена N-доли или домена С-доли был модифицирован. 

Согласно следующим вариантам реализации настоящего изобретения домен С-доли или домен N-

доли представляет собой домен С-доли или домен N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, по-

лучаемый или полученный из вида бактерий, относящегося к семейству бактерий Pasteurellaceae, Morax-

ellaceae или Neisseriaceae, и согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего 

изобретения домен С-доли или домен N-доли представляет собой домен С-доли или домен N-доли ре-

цепторного полипептида поверхности к HIBP, получаемый или полученный из вида бактерий, относяще-

гося к роду бактерий Actinobacillus, Neisseria, Haemophilus, Mannheimia, Histophilus, Pasteurella или 

Moraxella. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения рецептор-

ный белок поверхности к HIBP модифицирован таким образом, что N-концевой якорный полипептид 

рецепторного белка поверхности к HIBP или его участок удален, и причем полипептид, по существу, не 

способен связываться с железосвязывающим белком хозяина. 

Согласно другим аспектам в настоящем изобретении предложены способы получения иммуноген-

ной композиции. Соответственно в настоящем изобретении предложен способ получения иммуногенной 

композиции, включающий: 

(а) обеспечение последовательности химерной нуклеиновой кислоты, содержащей функционально 

связанные компоненты: 

(i) последовательность нуклеиновой кислоты, которая кодирует полипептид, содержащий домен С-

доли или домен N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый или полученный из гра-

мотрицательного вида бактерий, причем указанный полипептид, по существу, не способен связываться с 

железосвязывающим белком хозяина; и 

(ii) последовательность нуклеиновой кислоты, способную контролировать экспрессию в рекомби-

нантной клетке-хозяине; 

(b) введение последовательности химерной нуклеиновой кислоты в клетку-хозяин и выращивание 

клетки-хозяина для получения полипептида, содержащего домен С-доли или домен N-доли; 

(c) восстановление полипептида, содержащего домен С-доли или домен N-доли, из клетки-хозяина; 

и 

(d) получение иммуногенной композиции. 

Согласно следующим вариантам реализации настоящего изобретения домен С-доли или домен N-

доли содержит множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, причем по меньшей 

мере один петлевой домен из множества петлевых доменов был модифицирован. 

Согласно следующим аспектам в настоящем изобретении предложены способы индукции иммун-

ного ответа у позвоночного субъекта. Соответственно в настоящем изобретении также предложен способ 
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индукции иммунного ответа у позвоночного субъекта, причем указанный способ включает введение 

субъекту: 

(a) иммуногена, содержащего полипептид, который содержит домен С-доли или домен N-доли ре-

цепторного белка поверхности к HIBP, получаемый или полученный из грамотрицательного вида бакте-

рий, причем указанный полипептид, по существу, не способен связываться с железосвязывающим бел-

ком хозяина; или 

(b) вектора экспрессии, который содержит полинуклеотид, кодирующий иммуноген, содержащий 

полипептид, который содержит домен С-доли или домен N-доли рецепторного полипептида поверхности 

к HIBP, получаемый из грамотрицательного вида бактерий; причем иммуноген вводят или экспрессиру-

ют в количестве, достаточном для индукции иммунного ответа у позвоночного субъекта. 

Согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения домен С-доли или до-

мен N-доли содержит множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, причем по 

меньшей мере один петлевой домен из множества петлевых доменов был модифицирован. 

Настоящее изобретение также охватывает иммуноген, содержащий домен С-доли или домен N-доли 

рецепторного полипептида поверхности к HIBP, причем домен С-доли или домен N-доли содержит мно-

жество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один петлевой 

домен был модифицирован, для применения в качестве лекарственного средства. 

Настоящее изобретение также охватывает иммуноген, содержащий домен С-доли или домен N-доли 

рецептора поверхности к HIBP, который используют для предотвращения инфекции, например, посред-

ством предотвращения колонизации, или для предотвращения заболевания, вызванного инфекционными 

грамотрицательными бактериями, включая бактерии, относящиеся к роду Actinobacillus, Neisseria, Hae-

mophilus, Mannheimia, Histophilus, Pasteurella или Moraxella. Согласно предпочтительным вариантам реа-

лизации настоящего изобретения домен С-доли или домен N-доли содержит множество β-слоев, соеди-

ненных множеством петлевых доменов, причем по меньшей мере один петлевой домен из множества 

петлевых доменов был модифицирован. 

Настоящее изобретение также охватывает иммуноген, содержащий домен С-доли и/или домен N-

доли рецепторного полипептида поверхности к HIBP, для применения при производстве лекарственного 

средства для предотвращения инфекции или заболевания, вызванных инфекционными грамотрицатель-

ными бактериями, включая бактерии, относящиеся к роду Actinobacillus, Neisseria, Haemophilus, Mann-

heimia, Histophilus, Pasteurella или Moraxella. Согласно предпочтительным вариантам реализации на-

стоящего изобретения домен С-доли или домен N-доли содержит множество β-слоев, соединенных мно-

жеством петлевых доменов, причем по меньшей мере один петлевой домен из множества петлевых до-

менов был модифицирован. 

Иммуногенные композиции согласно настоящему изобретению можно применять для получения 

вакцины. Соответственно в настоящем изобретении также предложена вакцинная композиция, содержа-

щая антиген, полученный из рецепторного белка поверхности к HIBP из грамотрицательного патогенно-

го вида бактерий, причем белок, полученный из рецепторного белка поверхности к HIBP, был модифи-

цирован таким образом, что он, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком 

хозяина. 

Согласно следующим вариантам реализации настоящее изобретение также дополнительно охваты-

вает вакцинную композицию, содержащую полипептид, который содержит домен С-доли или домен N-

доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного патогенного вида 

бактерий, причем указанный полипептид по существу не способен связываться с железо-связывающим 

белком хозяина. 

Согласно следующим вариантам реализации настоящего изобретения вакцинная композиция со-

держит полипептид, содержащий домен С-доли или домен N-доли рецепторного полипептида поверхно-

сти к HIBP, причем домен С-доли или домен N-доли содержит множество β-слоев, соединенных множе-

ством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один петлевой домен был модифицирован, и при-

чем указанный полипептид, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяи-

на. 

В настоящем изобретении также предложены способы введения вакцины позвоночному субъекту, 

причем указанный способ включает введение субъекту вакцины, содержащей полипептид, который со-

держит домен С-доли или домен N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый из гра-

мотрицательного патогенного вида бактерий, причем вакцину вводят в количестве, достаточном для 

предотвращения или лечения заболевания, вызванного грамотрицательным видом бактерий. 

Настоящее изобретение также охватывает вакцины, содержащие домен С-доли или домен N-доли 

рецептора поверхности к HIBP, для применения при предотвращении инфекции или заболевания, вы-

званных инфекционными грамотрицательными бактериями, включая бактерии, относящиеся к роду Acti-

nobacillus, Neisseria, Haemophilus, Mannheimia, Histophilus, Pasteurella или Moraxella. 

Согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения домен С-доли или до-

мен N-доли содержит множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и по меньшей 
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мере один петлевой домен из множества петлевых доменов был модифицирован. 

Другие свойства и преимущества настоящего изобретения станут очевидными из следующего под-

робного описания. Следует понимать, однако, что подробное описание, хотя и указывает на предпочти-

тельные варианты реализации настоящего изобретения, приведено исключительно в качестве иллюстра-

ции, поскольку, исходя из подробного описания, специалистам в данной области техники станут очевид-

ными различные изменения и модификации в пределах духа и объема настоящего изобретения. 

Краткое описание чертежей 

Настоящее изобретение описано ниже применительно к прилагаемым фигурам. Фигуры, приведен-

ные в настоящей заявке, предложены с целью иллюстрации и не призваны ограничить настоящее изобре-

тение. 

На фиг. 1 представлено выравнивание полипептидных последовательностей нескольких TbpB, а 

именно TbpB ApH49 (SEQ ID NO: 2), TbpB Actinobacillus pleuropneumoniae ApH87 (SEQ ID NO: 12) и 

TbpB AsH57 (SEQ ID NO: 28), из TbpB патогенов свиней, а также структурные модели данных белков 

(pdb 3HOL, 3PQS и 3PQU соответственно). Данные три белка дают хорошее представление о разнообра-

зии последовательностей среди TbpB из патогенов свиней (фиг. 4, большие черные стрелки). В верхней 

части представлено выравнивание полипептидных последовательностей, в нижней части представлены 

структурные модели. В выравнивании последовательностей доменные структуры разграничены затене-

нием фона и соответствующим образом подписаны. Также представлены элементы вторичной структу-

ры, а номенклатура и нумерация β-слоев ("β1"-"β31") и петель ("L1"-"L32") приведена непосредственно 

над выровненными последовательностями. На данной фигуре отмечены подобласти петли 8 (8а; 8b; и 8с) 

в связи с большим размером петли 8, различиями между вариантами TbpB и элементами вторичной 

структуры в некоторых вариантах петель. Также показаны области "кэпа" (cap) С-доли и N-доли, обозна-

ченные "Область кэпа С-доли" и "Область кэпа N-доли" соответственно, и области "ручки" (handle) С-

доли и N-доли, обозначенные как области "Ручки С-доли" и "Ручки N-доли" соответственно. Структур-

ные модели трех TbpB из выравнивания в верхней части чертежа представлены в нижней части чертежа; 

отмечены домены третьей структурной модели (TbpB AsH57), которая представлена в идентичной ори-

ентации с другими двумя моделями. 

На фиг. 2 представлен схематичный чертеж определенных вторичных структурных свойств амино-

кислотной последовательности полипептида TbpB с номенклатурой, рекомендованной для данного клас-

са белков. N- и С-конец полипептида показаны и подписаны "N" и "С" соответственно. β-слои показаны 

стрелками и последовательно подписаны, начиная от N-конца, от "β1" до "β31". Петлевые домены пока-

заны и подписаны от "L1" до "L32". Последовательности петель полипептида TbpB из TbpB штамма Н49 

A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 2) включены в настоящую заявку на патент (SEQ ID NO: 41 - SEQ ID 

NO: 106). Также показаны области "кэпа" С-доли и N-доли, подписанные "Область кэпа С-доли" и "Об-

ласть кэпа N доли" соответственно; области ручки С-доли и ручки N-доли подписаны как "Ручка С-доли" 

и "Ручка N-доли". 

На фиг. 3A представлено сравнение магнитуды ответа антител против интактного белка TbpB из 

патогена человека Neisseria meningitidis (штамм В16В6 -SEQ ID NO: 117) или интактного TbpB из пато-

гена свиньи Actinobacillus pleuropneumoniae (штамм Н49 - SEQ ID NO: 2) в различных видах-хозяевах 

(мышах, кроликах или свиньях) с применением в качестве адъюванта 33% Emulsigen D. Титр антител 

против TbpB из Actinobacillus pleuropneumoniae (серый столбец) незначительно выше у мышей и кроли-

ков, чем титр антител против TbpB из Neisseria meningitidis (черный столбец), но существенно ниже у 

свиней. Данные результаты означают, что связывание трансферрина хозяина может оказывать влияние 

на развитие ответа антител. 

На фиг. 3B представлено сравнение магнитуды ответа антител у свиней против интактного TbpB из 

патогена быка Mannhemia haemolytica (штамм H196 -SEQ ID NO: 206) или интактного TbpB (SEQ ID NO: 

2), N-доли TbpB (SEQ ID NO: 8) или С-доли TbpB (SEQ ID NO: 6) из патогена свиньи Actinobacillus pleu-

ropneumoniae (штамм H49). Группы столбцов представляют образцы сыворотки, отобранные у отдель-

ных иммунизированных свиней в день 0 (перед первой иммунизацией), в день 21 (после первой иммуни-

зации), в день 42 (после второй иммунизации) и в день 56 (после третьей иммунизации). Сыворотку, по-

лученную от свиньи, иммунизированной интактным TbpB из М. haemolytica (интактный Mh; штамм 

Н196 - SEQ ID NO: 206), исследовали с интактным TbpB M. haemolytica, присоединенным к планшету 

для ELISA. Сыворотку, полученную от свиней, иммунизированных TbpB A. pleuropneumoniae (интакт-

ный Ар), N-долей TbpB (N-доля Ар) или С-долей TbpB (С-доля Ар), анализировали с интактным TbpB A. 

pleuropneumoniae, присоединенным к планшету для ELISA. 

На фиг. 3C представлено сравнение перекрестной реактивности антисыворотки против полипеп-

тидного домена С-доли TbpB (SEQ ID NO: 6), полипептидного домена N-доли TbpB (SEQ ID NO: 8) и 

интактного TbpB (SEQ ID NO: 2) из патогена свиньи Actinobacillus pleuropneumoniae (штамм Н49). Груп-

па столбцов представляет реактивность сыворотки против интактного TbpB из трех различных патогенов 

свиней: штамма Н49 Actinobacillus pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 2, черный столбец), штамма НР5 Hae-

mophilus parasuis (SEQ ID NO: 115, темно-серый столбец) и штамма Н87 Actinobacillus pleuropneumoniae 
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(SEQ ID NO: 12, светло-серый столбец), которые были выбраны для представления антигенно разнооб-

разных TbpB (фиг. 4). Результаты иллюстрируют реактивность сыворотки, иммунизированной интакт-

ным TbpB (первая группа слева, подписанная "Интактный"), N-долей TbpB (вторая группа слева, подпи-

санная "N-доля"), С-долей TbpB (третья группа слева, подписанная "С-доля") или смесью N-доли и С-

доли (четвертая группа слева, подписанная "N+C доли"). Приведены планки погрешностей стандартной 

ошибки среднего (СОС). Статистическую обработку проводили с применением дисперсионного анализа 

ANOVA с критерием Тьюки HSD (honest significant difference, истинное статистически значимое разли-

чие), который проводили апостериорно. Звездочки на фигуре означают специфичные пары иммуниза-

ция/белок, значительно отличающиеся от С-доли или N+C-долей, которые исследовали против Н49. 

На фиг. 4 представлено разнообразие последовательностей TbpB из патогенов свиней Actinobacillus 

pleuropneumoniae, A. suis и Haemophilus parasuis, выделенных из свиней в Северной Америке, Европе и 

Азии. Наиболее правдоподобное филогенетическое дерево демонстрирует связь между 56 TbpB на осно-

вании последовательностей из собственной коллекции клинических штаммов или последовательностей, 

полученных из общедоступных баз данных. Последовательности TbpB разделены на 3 основные группы, 

типичные изоляты отмечены стрелками (SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 28 и SEQ ID NO: 

107-SEQ ID NO: 115). Штаммы, экспрессирующие варианты TbpB, которые использовали в анализе ELI-

SA, результаты которого представлены на фиг. 3, отмечены большими черными звездочками: штамм Н87 

A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 12), штамм Н49 A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 2) и штамм НР5 Н. 

parasuis (SEQ ID NO: 115). Большие черные стрелки отмечают три TbpB, которые использовали в вырав-

нивании, продемонстрированном на фиг. 1: штамм Н87 A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 12), штамм 

Н49 A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 2) и штамм Н57 A suis (SEQ ID NO: 28). 

На фиг. 5 представлено неслучайное связывание N-доли TbpB (SEQ ID NO: 8) из Н49 A. pleu-

ropneumoniae с планшетами для ELISA, о котором свидетельствует существенное уменьшение связыва-

ния меченого трансферрина, когда для сенсибилизации планшета для ELISA использовали очищенный 

белок TbpB вместо предшественника слитого белка (т.е. мальтозасвязывающего белка (maltose binding 

protein, Mbp), слитого с N-долей TbpB) (левая часть чертежа А и чертежа В). Фигура также иллюстриру-

ет, как применение N-концевого биотинилированного пептида преодолевает случайное связывание (пра-

вая часть чертежа А и чертежа В). В левой части чертежа А представлены результаты анализа с приме-

нением меченого трансферрина (Tf) для измерения связывания очищенных Mbp-N-доли TbpB или N-

доли TbpB с обычными планшетами для ELISA. В правой части представлены результаты, полученные с 

применением рекомбинантных белков, содержащих биотинилированную N-концевую пептидную метку, 

которую использовали для присоединения к сенсибилизированным стрептавидином планшетам для ELI-

SA. Чертеж В представляет собой рисунок, иллюстрирующий события, которые, как полагают, происхо-

дят в различных лунках ELISA, для соответствующих результатов, представленных непосредственно 

выше на чертеже А. *** указывает на статистический уровень значимости р<0,001 между Mbp-N-доли и 

N-долей, ns - незначимо статистически. 

На фиг. 6 представлены конструкция и получение мультимера, содержащего С-долю TbpB из трех 

различных патогенов свиней. На чертеже А представлены последовательность ДНК и белка тримера 

(SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40) С-долей из штамма Н49 A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 6), штамма 

Н57 A. suis (SEQ ID NO: 35) и штамма Н87 A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 22) в указанном порядке. 

Подписи, приведенные внизу, представляют пептидную последовательность, соединяющую отдельные 

С-доли или предшествующую первой С-доле. На чертеже В представлены результаты анализа методом 

ДСН-ПААГ (электрофореза в полиакриламидном геле с додецилсульфатом натрия) препарата тримера 

С-доли по сравнению с препаратами N-доли и С-доли из штамма М982 N. meningitidis. 1 мкл образца 

наносили на дорожки 1, 4 и 7; 5 мкл образца наносили на дорожки 2, 5 и 8 и 10 мкл образца наносили на 

дорожки 3, 6 и 9. Белки-стандарты молекулярной массы (СММ), представленные на данных гелях, со-

ставляли 93, 70, 63, 41, 30 и 22 кДа. 

На фиг. 7 представлен иммунный ответ против С-доли TbpB из А. pleuropneumoniae (С-доля Н49, 

SEQ ID NO: 6) по сравнению с иммунным ответом против тримера, содержащего С-доли из С-долей 

TbpB из Н49 A. pleuropneumoniae, H57 A. suis и Н87 A. pleuropneumoniae (тример С-долей, SEQ ID NO: 

40). Группа столбцов в левой части фигуры представляет иммунный ответ против С-доли Н49, группа 

столбцов в левой части фигуры представляет иммунный ответ против тримера С-долей. Черный столбец 

представляет иммунный ответ против TbpB из штамма Н49 A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 2), темно-

серый столбец представляет иммунный ответ против TbpB из штамма НР5 Н. parasuis (SEQ ID NO: 115) 

и светло-серый столбец представляет иммунный ответ против TbpB из штамма Н87 A. pleuropneumoniae 

(SEQ ID NO: 22). 

На фиг. 8 представлены петлевые области N-доли TbpB штамма Н49 Actinobacillus pleuropneumo-

niae (помечены "петля 1", SEQ ID NO: 42, "петля 5", SEQ ID NO: 50, "петля 8а" и "петля 8с", SEQ ID NO: 

55, и "петля 12", SEQ ID NO: 63, соответственно), намеченные для уменьшения петли, и последователь-

ности исходных и модифицированных петель. Петля 8а и петля 8с означают участки петли 8, присутст-

вующие в TbpB из штамма Н49. Чертеж А представляет собой структурную модель N-доли TbpB Actino-

bacillus pleuropneumoniae, вид сбоку (относительно прогнозируемой преобладающей ориентации на по-
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верхности клетки); показаны намеченные области. Чертеж В представляет собой ту же структурную мо-

дель, вид сверху, для иллюстрации взаимодействия петель 1 и 5 с доменом "ручки" и петель 8а, 8с и 12, 

взаимодействующих с доменом бочки. Чертеж С представляет собой выравнивание нативных TbpB и 

TbpB с уменьшениями в намеченных петлевых областях. Области последовательности, кодирующие 

петли, выделены серым цветом и отмечены номерами петель. 

На фиг. 9 продемонстрировано, что сконструированное уменьшение петли N-долей TbpB из штам-

ма Н49 A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 10), штамма Н57 А. suis (SEQ ID NO: 38) и штамма Н87 A. 

pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 26) не оказывает нежелательного эффекта на их продукцию или стабиль-

ность, но устраняет связывание с Tf свиней. На верхнем чертеже продемонстрировано получение ин-

тактного TbpB H49 (SEQ ID NO: 2), нативной N-доли TbpB h49 (SEQ ID NO: 8) и сконструированных N-

долей TbpB из штамма Н49 A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 10), штамма Н57 A. suis (SEQ ID NO: 38) 

или штамма Н87 A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 26). Указанные белки экспрессировали в виде слитых 

белков с N-концевым мальтозасвязывающим белком с полигистидиновой меткой и захватывали на смоле 

Ni-NTA (никель-нитрилацетоацетат). Связавшиеся белки высвобождали в буфер для ДСН-ПААГ и ана-

лизировали на 10% геле для ДСН-ПААГ. На среднем чертеже представлены те же препараты, захвачен-

ные на аффинной смоле, состоящей из трансферрина свиньи (pTf), присоединенного к сефарозе (pTf-

Сефароза), и элюированные в буфере для ДСН-ПААГ. На нижнем чертеже представлены результаты 

дот-анализа материала из верхнего чертежа, элюированного с Ni-NTA смолы и нанесенного на нитро-

целлюлозную смолу, который блокировали и подвергали воздействию трансферрина свиньи, конъюги-

рованного с пероксидазой хрена (ПХ-pTf), в блокирующем растворе, и связавшуюся ПХ обнаруживали 

посредством инкубации в субстрате ПХ. 

На фиг. 10 представлено разнообразие последовательностей TbpB из патогена человека Neisseria 

meningitidis. На данной фигуре представлена подгруппа генов tbpB, секвенированных из коллекции бо-

лее 100 штаммов, объединенная с обширной коллекцией последовательностей, представленных в обще-

доступной базе данных BIGSDB (http://pubmlst.org/software/database/bigsdb/ - Bacterial Isolate Genome 

Sequence Database, база данных геномных последовательностей изолятов бактерий). Коллекция последо-

вательностей представляет собой всемирную коллекцию изолятов, собранную на протяжении длительно-

го периода времени - почти 50 лет, и, следовательно дает достаточно исчерпывающее представление об 

общем разнообразии TbpB. На фиг. 10А представлено разнообразие последовательностей интактных 

TbpB. Последовательности TbpB из штаммов, указанных стрелками, двойными стрелками или линиями, 

прилагаются (SEQ ID NO: 117; SEQ ID NO: 124; SEQ ID NO: 132-SEQ ID NO: 147; SEQ ID NO: 177 и 

SEQ ID NO: 178) для предоставления типичных последовательностей указанных определенных групп. В 

пределах данного дерева обнаружены две первичные клады, представленные группой 1 и группами 2-4, 

соответствующие изотипу I и изотипу II линий TbpB (22). Для первичных ветвей указаны результаты 

теста отношения правдоподобий, и знаком "*" отмечены ветви со 100%-ным результатом теста отноше-

ния правдоподобий. Антигены, полученные из TbpB из штамма В16В6 (SEQ ID NO: 117, черная стрел-

ка), использовали для получения антисыворотки, результаты анализа которой представлены на фиг. 11, и 

проводили скрининг антисыворотки для определения реактивности против TbpB из штаммов, отмечен-

ных серыми стрелками (SEQ ID NO: 123; и SEQ ID NO: 132-SEQ ID NO: 139), с применением анализа 

ELISA собственной разработки (фиг. 5). На фиг. 10В представлено разнообразие последовательностей С-

долей TbpB, которые были получены из последовательностей TbpB. Последовательности С-долей TbpB 

из штаммов, отмеченных стрелками или линиями, прилагаются (SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 125 и SEQ 

ID NO: 179-SEQ ID NO: 195) для предоставления типичных последовательностей. Два штамма, отмечен-

ных двунаправленными стрелками, были включены для обеспечения более исчерпывающего представ-

ления о разнообразии С-доли, но не были доступны для анализа антисыворотки, результаты которого 

представлены на фиг. 11. 

На фиг. 11 представлена реактивность антисыворотки, направленной против усеченного интактного 

TbpB (SEQ ID NO: 148, АК (аминокислоты) 43-575) и С-доли TbpB (SEQ ID NO: 119, АК 342-575), полу-

ченных из В16В6, типичного штамма изотипа I N. meningitidis. Антисыворотки исследовали в анализе 

ELISA собственной разработки (фиг. 5) против панели TbpB, которая иллюстрирует общее разнообразие 

последовательностей TbpB в N. meningitidis (стрелки, фиг. 10). Панель TbpB была получена из штаммов 

В16В6 (SEQ ID NO: 117), Н44/76 (SEQ ID NO: 133), S3131 (SEQ ID NO: 132), M990 (SEQ ID NO: 134), 

M978 (SEQ ID NO: 135), M992 (SEQ ID NO: 138), P3006 (SEQ ID NO: 139), 120M (SEQ ID NO: 137), 

MC58 (SEQ ID NO: 136) и М982 (SEQ ID NO: 123) N. meningitides. Результаты демонстрируют, что анти-

сыворотка против С-доли характеризуется большими титрами, чем антисыворотка против всех TbpB, за 

исключением TbpB из В16В6 и Н44/76. 

На фиг. 12 представлены конструкция и получение димера, содержащего С-доли TbpB из двух раз-

личных штаммов патогена человека Neisseria meningitidis (SEQ ID NO: 118). На чертеже А представлена 

последовательность ДНК и белка для димера С-долей из штаммов В16В6 (SEQ ID NO: 118 и SEQ ID NO: 

119) и М982 (SEQ ID NO: 124 и SEQ ID NO: 125) N. meningitidis в указанном порядке. В подписях внизу 

приведена последовательность ДНК пептидной области, соединяющей отдельные С-доли. На графике В 

представлены результаты анализа препарата димера С-доли методом ДСН-ПААГ по сравнению с препа-
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ратами отдельных С-долей из штаммов М982 и В16В6 N. meningitidis. 

На фиг. 13 представлен анализ иммунного ответа против димера, содержащего С-долю TbpB из 

двух различных штаммов патогена человека Neisseria meningitidis (SEQ ID NO: 150). Пары столбцов 

представляют сыворотку, полученную от кроликов, иммунизированных адъювантом самим по себе (на-

ивные), С-долей В16В6 (SEQ ID NO: 119), С-долей М982 (SEQ ID NO: 125) или димером С-долей В16В6 

и М982 (SEQ ID NO: 150), который представлен на фиг. 12. Белые столбцы представляют результаты 

нового анализа ELISA собственной разработки с иммобилизованным интактным TbpB M982 (SEQ ID 

NO: 123), черный столбец представляет результаты с иммобилизованным интактным белком В16В6 

(SEQ ID NO: 117). 

На фиг. 14 представлено уменьшение петлевых доменов С-доли полипептида TbpB M982 N. menin-

gitidis. На чертеже А показаны структурные модели нативной С-доли (SEQ ID NO: 125) и модифициро-

ванной С-доли (SEQ ID NO: 129), чтобы продемонстрировать уменьшение четырех петель (L18, L21, L23 

и L27). На модели слева (SEQ ID NO: 125) петли, намеченные для уменьшения, показаны черным пунк-

тиром. На модели в центре (SEQ ID NO: 129) продемонстрированы модифицированные петлевые доме-

ны. На модели справа наложены две предыдущие структуры, чтобы продемонстрировать, что большие 

вариабельные петли были удалены, что не оказало влияния на общую структуру белка. Чертеж В пред-

ставляет собой выравнивание полипептидных последовательностей при сравнении последовательности 

нативной С-доли, сконструированных С-долей с С-долями, отдельная петля которых была модифициро-

вана, и с С-долей, в которой все четыре петли (L18, L21, L23 и L27) были модифицированы (последова-

тельность обозначена "беспетлевая"). Области последовательности, охватывающие намеченные петли, 

выделены серым цветом, и номер петли указан серым шрифтом. 

На фиг. 15 представлено микробное получение модифицированных С-долей М982 N. meningitides, 

описанных на фиг. 14. С-доля дикого типа (ДТ) (SEQ ID NO: 125) соответствует модели слева на чертеже 

А фиг. 14. Другие образцы представляют белки с усеченными петлями L18, L21, L23 и L27 и белок с 

удаленными всеми четырьмя петлями ("Все петли"). Структурная модель данного белка (SEQ ID NO: 

129) продемонстрирована в центре чертежа А на фиг. 14. Белки-стандарты молекулярной массы (СММ), 

представленные на данном геле, составляли 93, 70 и 41 кДа. 

На фиг. 16 представлена иммуногенность модифицированной С-доли штамма М982 N. meningitidis 

по сравнению с нативными С-долями из штаммов М982 и В16В6. Конечные титры антисыворотки мыши 

определяли с применением анализа ELISA собственной разработки. Мышей иммунизировали С-долей из 

штамма М982 (SEQ ID NO: 125, первый столбец), С-долей TbpB из штамма В16В6 (SEQ ID NO: 119, 

второй столбец) или "беспетлевой" С-долей М982 (SEQ ID NO: 129, последние два столбца). Сыворотки 

исследовали против иммобилизованного интактного TbpB из штамма М982 (SEQ ID NO: 123) (первый и 

третий столбцы) или штамма В16В6 (SEQ ID NO: 117) (второй и четвертый столбцы). Результаты проде-

монстрировали, что модифицированная С-доля была более иммуногенной, поскольку она индуцировала 

более высокий титр против интактного TbpB из штамма М982, чем родительский белок С-доли (сравните 

столбцы 3 и 1). Неожиданно модифицированная С-доля даже индуцировала аналогичный уровень реак-

тивности к гетерологичному TbpB B16B6, как и С-доля из данного штамма (сравните столбцы 4 и 2). 

На фиг. 17 представлена конструкция гибридных белков, экспонирующих области TbpA на скелете 

С-доли TbpB. Чертеж А представляет собой структурную модель TbpA (SEQ ID NO: 152), на которой 

выделены области, выбранные для "трансплантации" на С-долю TbpB. Спираль петли 3, петля 10, петля 

11 и петля "plug" (петля "plug"-домена) TbpA показаны в виде объемных заполненных областей. На чер-

теже В представлено выравнивание нативной С-доли ("С-доля") (SEQ ID NO: 125), беспетлевого скелета 

С-доли ("Беспетлевая С") (SEQ ID NO: 129) и гибридного белка с экспонированными всеми областями 

TbpA (SEQ ID NO: 131). В гибридном белке TbpA спираль петли 3 заменяет петлю 18 С-доли TbpB, пет-

ля 10 TbpA заменяет петлю 21 С-доли TbpB, петля 11 TbpA заменяет петлю 23 С-доли TbpB, и петля plug 

TbpA заменяет петлю 27 С-доли TbpB. 

На фиг. 18 представлено микробное получение гибрида С-долей TbpA-TbpB, который был получен 

с применением стратегии, описанной на фиг. 17. На чертеже А представлено получение рекомбинантных 

слитых белков с N-концевым партнером слияния мальтозасвязывающего белка (Mbp), и на чертеже В 

представлены белки после расщепления протеазой TEV (tobacco etch virus, вируса гравировки табака). 

Белок дикого типа ("ДТ") представляет собой нативную С-долю М982 (SEQ ID NO: 125) и белок "Без 

петель" представляет собой С-долю с удаленными всеми четырьмя петлями (SEQ ID NO: 129), которая 

эффективно выступает в качестве скелета для экспонирования областей TbpA. Петля 10 означает белок с 

внеклеточной петлевой областью TbpA, встроенной в петлю 21 С-доли TbpB (SEQ ID NO: 154). Петля 11 

означает белок с внеклеточной петлевой областью TbpA, которая была встроена в петлю 23 С-доли TbpB 

(SEQ ID NO: 156). Спираль 3 означает сегмент внеклеточной петли 3 TbpA, который был встроен в пет-

лю 27 С-доли TbpB (SEQ ID NO: 158). Петля plug означает область домена "plug" TbpA, которая была 

встроена в петлю 18 С-доли TbpB (SEQ ID NO: 160). Белки-стандарты молекулярной массы (СММ), 

представленные на данных гелях, составляли 93, 70, 53, 41 и 22 кДа. 

На фиг. 19 представлена иммуногенность модифицированной С-доли штамма М982 N. meningitidis 

по сравнению с модифицированной С-долей с чужеродными петлевыми областями из TbpA, сплайсиро-
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ванными в модифицированные петлевые сайты. Конечные титры антисыворотки мыши определяли с 

применением анализа ELISA собственной разработки. Мышей иммунизировали: (i) "беспетлевой" С-

долей с удаленными всеми четырьмя петлями (SEQ ID NO: 129), (ii) "беспетлевой" С-долей с петлей 10 

TbpA, встроенной в петлю 21 С-доли TbpB (SEQ ID NO: 154), (iii) "беспетлевой" С-долей с петлей 11 

TbpA, встроенной в петлю 23 С-доли TbpB (SEQ ID NO: 156), (iv) "беспетлевой" С-долей со спиралью 3 

петли TbpA, встроенной в петлю 18 С-доли TbpB (SEQ ID NO: 158), или (v) "беспетлевой" С-долей с 

петлей plug TbpA, встроенной в петлю 27 С-доли TbpB (SEQ ID NO: 160). Сыворотку исследовали про-

тив гибридного антигена TbpA-TbpB, в котором "беспетлевая" С-доля содержала все четыре встроенные 

петли TbpA (SEQ ID NO: 131). Результаты демонстрируют, что все гибридные антигены являлись имму-

ногенными, по меньшей мере настолько же иммуногенными, как и "беспетлевая" С-доля. 

На фиг. 20 представлены конструкция и получение гибридных белков, экспонирующих области 

LbpA (SEQ ID NO: 162) на скелете С-доли TbpB. Чертеж А представляет собой структурную модель 

LbpA, на которой выделены области, выбранные для "трансплантации" на С-долю TbpB. Спираль петли 

3 LbpA окрашена темно-серым цветом, и петля 2 окрашена черным цветом. На чертеже В представлено 

выравнивание нативной С-доли (С-доля, SEQ ID NO: 125), беспетлевого скелета С-доли (беспетлевая С, 

SEQ ID NO: 129) и гибридного белка с экспонированными областями LbpA. В гибридном белке петля 2 

LbpA заменяет петлю 21 С-доли TbpB (SEQ ID NO: 164), спираль петли 3 LbpA заменяет петлю 18 С-

доли TbpB (SEQ ID NO: 166), и белки-стандарты молекулярной массы (СММ), представленные на дан-

ных гелях, составляли 100, 75, 63 и 48 кДа. 

На фиг. 21 представлена конструкция "конъюгационной петли" в С-доле TbpB из патогена человека 

Haemophilus influenzae. На чертеже А представлена последовательность ДНК и белка гена, кодирующего 

гибридный ген с областью ДНК, кодирующей конъюгационную петлю, показанную большим шрифтом 

(SEQ ID NO: 167). Аминокислоты обозначены однобуквенным кодом, в котором лизин обозначен буквой 

K, причем 42 аминокислоты находятся в конъюгационной петле по сравнению с 24 аминокислотами в 

целой С-доле (SEQ ID NO: 168). На чертеже А представлена структурная модель С-доли TbpB H. influ-

enza с указанием положения для встраивания конъюгационной петли. Как показано, конъюгационная 

петля встроена в домен "ручки" С-доли и заменяет петлю L23 С-доли (с применением номенклатуры пе-

тель, которая используется по всей настоящей заявке) (фиг. 2). Следует отметить, что с иллюстративной 

целью модель была создана с конъюгационной петлей, состоящей из 11 аминокислот вместо 91 в факти-

ческом белке. 

На фиг. 22 представлены свойства связывания трансферрина сайт-специфическим мутантом белка 

TbpB, полученным из рекомбинантных усеченных белков TbpB из A. pleuropneumoniae, A. suis и Н. para-

suis. Рекомбинантные усеченные белки TbpB экспрессировали в виде слитых белков и исследовали их 

активность связывания. Рекомбинантные слитые белки сначала подвергали скринингу для определения 

связывания с трансферрином в ходе твердофазного анализа связывания и анализа на основе аффинного 

захвата. Затем оценивали связывание очищенных мутантных белков с pTf методом изотермической ка-

лориметрии, поверхностного плазмонного резонанса или интерферометрии биослоя (23-25). Несколько 

мутаций приводили к увеличению константы аффинности (Kd) в ≥100 раз, такие как мутация F171А в 

TbpB из штамма Н49 A. pleuropneumoniae, мутация Y174A в TbpB из штамма Н49 A. pleuropneumoniae 

или мутации Y167A или W176A в TbpB из штамма НР5 Н. parasuis. Примечательно, что все данные му-

танты локализовались в петле 8. 

На фиг. 23 представлена увеличенная способность сайт-специфического мутантного белка индуци-

ровать защитный иммунный ответ у нативного хозяина. На данной фигуре способность сайт-

специфического мутанта Y167A TbpB из штамма НР5 Н. parasuis (SEQ ID NO: 174) сравнивали с TbpB 

дикого типа (SEQ ID NO: 115) и контролями, включающими коммерческую вакцину (Porcillis Glasser) и 

адъювант сам по себе. Свиней стимулировали антигеном посредством интратрахеального заражения 10 

колониеобразующих единиц (КОЕ) штамма Нр5 (Нагасаки) и наблюдали клинические признаки и сим-

птомы в течение всего эксперимента. Животных с тяжелой симптоматикой подвергали эвтаназии до 

окончания эксперимента. График демонстрирует кривую выживания в период времени от 24 до 108 ч с 

интервалами в 12 ч, а затем соединен с конечной временной точкой 14 дней. 

На фиг. 24 представлен клеточный иммунный ответ, вызванный нативным и мутантным антигенами 

TbpB. На чертежах А и В представлен ответ В-клеток в день стимуляции антигеном (после двух ВМ, 

внутримышечных, иммунизаций) и через 4 дня (96 ч) после стимуляции антигеном соответственно. На 

чертежах С и D представлен ответ Т-хелперных клеток в день стимуляции антигеном и через 4 дня после 

стимуляции антигеном. Ромбы, треугольники и квадраты представляют свиней, иммунизированных на-

тивным TbpB, мутантом Y167A TbpB и вакциной Porcilis Glasser (PG) соответственно. Количество об-

разцов от свиней, получавших нативный TbpB и вакцину PG, отобранных на 4-й день после стимуляции 

антигеном, было ограниченным. Анализ проводили методом FACS (fluorescence activated cell sorting, ме-

тод сортировки флуоресцентно-активированных клеток) на мононуклеарных клетках периферической 

крови. Значительные различия между группами: *р<0,05, *** р<0,001. 

Фиг. 25 иллюстрирует, что иммунизация рекомбинантным усеченным TbpB, N-долей рекомбинант-

ного усеченного TbpB или С-долей рекомбинантного TbpB из N. meningitidis обеспечивает защиту от 
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колонизации на модели гуманизированной трансгенной мыши. В эксперименте, результаты которого 

представлены на чертеже А, трансгенных черных мышей С57, экспрессирующих рецептор СЕАСАМ1 

человека, иммунизировали рекомбинантным усеченным TbpB из штамма М982 N. meningitidis или адъю-

вантом самим по себе в день 1 и день 21. Мышей заражали интраназальным путем приблизительно 1×10
7
 

КОЕ штамма М982 N. meningitidis в день 35. Квадраты и круги представляют КОЕ, выделенные из от-

дельных мышей через 3 дня после стимуляции антигеном (день 38). На чертеже В представлены резуль-

таты эксперимента последующего наблюдения, в котором мышей иммунизировали рекомбинантным 

усеченным TbpB, N-долей рекомбинантного усеченного TbpB, С-долей рекомбинантного TbpB, реком-

бинантным белком, связывающим фактор Н, или адъювантом самим по себе в день 1 и день 21. Как и на 

чертеже А, на графике откладывали количество КОЕ штамма М982 N. meningitides, выделенных через 3 

дня после стимуляции антигеном из отдельных мышей. 

На фиг. 26 представлено разнообразие последовательностей TbpB и С-долей TbpB из патогена че-

ловека Neisseria gonorrhoeae. На чертеже А (фиг. 26А) представлено разнообразие последовательностей 

интактных TbpB, а на чертеже А (фиг. 26В) представлено разнообразие последовательностей С-долей 

TbpB. Последовательности типичных TbpB и С-долей TbpB N. meningitidis (фиг. 10, стрелки и двойные 

стрелки) были включены в данный анализ для определения того, в какой степени последовательности 

TbpB и С-долей TbpB из N. gonorrhoeae представляют собой подкласс разнообразия последовательностей 

TbpB и С-долей TbpB, присутствующих в N. meningitidis. Что касается фиг. 10, типичные последователь-

ности TbpB N. gonorrhoeae (SEQ ID NO: 207-SEQ ID NO: 212) и последовательности С-доли TbpB (SEQ 

ID NO: 213-SEQ ID NO: 218), помеченные стрелками, включены в приложение, чтобы проиллюстриро-

вать общее разнообразие последовательностей. Как продемонстрировано на чертеже А, существует два 

кластера TbpB N. gonorrhoeae, которые являются подветвями менингококковых TbpB изотипа 2. Сущест-

вует один больший кластер, наиболее близко родственный к TbpB из менингококкового штамма Н44/76, 

и меньший кластер, наиболее близко родственный к TbpB из штамма P3306. Дерево С-доли на чертеже В 

демонстрирует, что С-доли TbpB N. gonorrhoeae образуют кластер, отдельный от менингококковых С-

долей TbpB, который наиболее близко связан с менингококковыми TbpB изотипа 2. 

На фиг. 27 представлено разнообразие последовательностей TbpB и С-долей TbpB из патогена че-

ловека Haemophilus influenzae. На чертеже А (фиг. 27А) представлено разнообразие последовательностей 

интактных TbpB, а на чертеже В (фиг. 26В) представлено разнообразие последовательностей С-долей 

TbpB. Типичные последовательности TbpB Н. influenzae (SEQ ID NO: 196-204), помеченные стрелками, 

включены в приложение, чтобы проиллюстрировать общее разнообразие последовательностей. Как про-

демонстрировано на чертеже А, существует три основных кластера (группы) TbpB Н. influenza, которые 

включают тип b и нетипируемые смешанные штаммы Н. influenzae; данный факт свидетельствует, что 

разнообразие TbpB не связано с любым другим свойством, таким как наличие капсулы. Существует так-

же три основные группы разнообразия С-долей. 

На фиг. 28 представлено разнообразие последовательностей TbpB среди патогенов жвачных живот-

ных Mannheimia haemolytica, Mannheimia glucosida и Bibersteinia trehalosi (также известен в данной об-

ласти техники как Pasteurella haemolytica и P. trehalosi соответственно). Стрелками отмечены типичные 

последовательности, включенные в перечень SEQ ID NO. 

На фиг. 29 представлено разнообразие последовательностей TbpB из Moraxella catarrhalis. Стрелка-

ми отмечены типичные последовательности TbpB из трех основных кластеров, которые включены в пе-

речень SEQ ID NO. 

На фиг. 30 представлено иллюстративное филогенетическое дерево. 

В табл. 1-3 представлены комбинации 1, 2 или 3 петлевых доменов соответственно, выбранные из 

петлевых доменов L1-L32 полипептидов к HIBP, которые можно модифицировать согласно настоящему 

изобретению. 

 означает петлевой домен или комбинацию петлевых доменов, которые можно модифицировать 

согласно определенным вариантам реализации настоящего изобретения; 

 означает неразрешенную комбинацию петлевых доменов согласно определенным вариантам ре-

ализации настоящего изобретения; 

 означает комбинацию разрешенных петлевых доменов, однако отмеченную знаком; 

 где-либо еще в той же таблице согласно определенным вариантам реализации настоящего изо-

бретения. 

Подробное описание изобретения 

Ниже описаны различные композиции и способы в качестве примера варианта реализации каждого 

заявляемого объекта настоящего изобретения. Ни один из вариантов реализации, описанных ниже, не 

ограничивает ни один заявляемый объект настоящего изобретения, и любой заявляемый объект настоя-

щего изобретения может охватывать способы, процессы, композиции или системы, отличающиеся от 

таковых, описанных ниже. Заявляемый объект настоящего изобретения не ограничен композициями или 

способами, обладающими всеми свойствами любой композиции, способа, системы или процесса, опи-

санных ниже, или свойствами, общими для нескольких или всех композиций, систем или способов, опи-
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санных ниже. Возможно, что композиция, система, способ или процесс, описанные ниже, не является 

вариантом реализации любого заявляемого объекта настоящего изобретения. Любой объект, раскрытый в 

композиции, системе, способе или процессе, описанных ниже, который не заявлен в настоящем докумен-

те, может являться объектом другого защищающего документа, например, продолжающей заявки на па-

тент, и заявители, авторы изобретения или патентовладельцы не намерены прекращать, отказываться или 

делать всеобщим достоянием любой такой объект посредством его раскрытия в настоящем документе. 

Следует отметить, что термины, означающие степень, такие как "существенно", "по существу", 

"приблизительно" и "примерно", в настоящей заявке означают разумное отклонение модифицированного 

термина, вследствие которого конечный результат значительно не изменяется. Данные термины, озна-

чающие степень, следует истолковывать как включающие отклонение модифицированного термина, ес-

ли данное отклонение не нивелирует смысл термина, который оно модифицирует. 

В настоящей заявке выражение "и/или" предназначено для обозначения "включительно - или". Это 

означает, что выражение "X и/или Y" предназначено, например, для обозначения X или Y или их обоих. 

В качестве еще одного примера выражение "X, Y и/или Z" предназначено для обозначения X или Y, или 

Z, или любой их комбинации. 

Все публикации, патенты и заявки на патент включены в настоящую заявку посредством ссылки во 

всей своей полноте в той же степени, как если бы каждая публикация была указана отдельно. 

Как было указано выше, в настоящем изобретении предложены новые иммуногенные композиции 

и, в частности, иммуногенные композиции на основе рецепторных белков поверхности к HIBP из гра-

мотрицательного патогенного вида бактерий, такого как Neisseria meningitidis. Иммуногенные компози-

ции согласно настоящему изобретению являются пригодными, поскольку данные композиции можно 

применять для получения новых вакцинных составов для защиты людей и животных от инфекционных 

патогенных грамотрицательных видов бактерий. Согласно настоящему изобретению рецепторные белки 

поверхности к HIBP согласно настоящему изобретению модифицированы таким образом, что они, по 

существу, не способны связываться с железосвязывающими белками хозяина. Такие модифицированные 

рецепторные белки поверхности к HIBP демонстрируют неожиданно мощные иммуногенные свойства. 

Более того, иммуногенные композиции согласно настоящему изобретению являются, по существу, ста-

бильными полипептидами, и вследствие этого их можно легко производить. Кроме того, что важно, им-

муногенные композиции согласно настоящему изобретению неожиданно эффективны, например, благо-

даря индукции перекрестно-реактивного иммунного ответа и, таким образом, обеспечивают защиту от 

нескольких патогенных микробиологических организмов посредством введения одного эффективного 

вакцинного соединения. Вакцины, полученные согласно настоящему изобретению, не содержат живых 

организмов или неочищенных экстрактов, благодаря чему оказывают весьма ограниченный риск на здо-

ровье. 

Соответственно по меньшей мере в одном варианте реализации настоящего изобретения предложе-

на иммуногенная композиция, содержащая рецепторный белок поверхности к HIBP из грамотрицатель-

ного патогенного вида бактерий, причем рецепторный белок поверхности HIBP был модифицирован та-

ким образом, что он, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина. 

В настоящем изобретении также предложена иммуногенная композиция, содержащая полипептид, 

который содержит домен С-доли или домен N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получае-

мый из грамотрицательного патогенного вида бактерий, причем указанный полипептид, по существу, не 

способен связываться с железосвязывающим белком хозяина. Согласно определенным вариантам реали-

зации настоящего изобретения домен N-доли или домен С-доли рецепторного белка поверхности к HIBP 

содержит множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и один из нескольких петле-

вых доменов из множества петлевых доменов был модифицирован. 

Термины и определения. 

Если не указано обратное, все технические и научные термины, используемые в настоящей заявке, 

имеют то же значение, которое общепринято понимается средним специалистом в области техники, к 

которой относится настоящее изобретение. Все патенты и заявки на патент и другие публикации, вклю-

чая последовательности нуклеиновой кислоты и полипептидов из GenBank, SwissPro и других баз дан-

ных, приведенные в настоящей заявке выше или ниже, включены в настоящую заявку посредством ссыл-

ки во всей своей полноте в разрешенных случаях. Также следует отметить, что в настоящей специфика-

ции и прилагаемой формуле изобретения формы единственного числа включают объекты во множест-

венном числе, если содержание однозначно не диктует обратное. Так, например, упоминание "иммуно-

гена" включает смесь двух или более таких агентов, упоминание "полипептида" включает упоминание 

смеси двух или более полипептидов, упоминание "клетки" включает две или более таких клетки и т.п. 

Термины "иммуноген" и "иммуногенная композиция", которые используются в настоящей заявке 

взаимозаменяемо, употребляются в наиболее широком смысле для обозначения молекулы, которая со-

держит один или несколько эпитопов, которые будут стимулировать иммунный ответ в организме-

хозяине для образования клеточного иммуногенспецифичного иммунного ответа и/или гуморального 

ответа антител. Иммуногены включают нуклеиновые кислоты, белки, полипептиды, пептиды и фрагмен-

ты иммуногенных белков. 
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Термины "вакцина" и "вакцинная композиция", которые используются в настоящей заявке взаимо-

заменяемо, означают любую фармацевтическую композицию, содержащую иммуноген, причем указан-

ную композицию можно использовать для предотвращения или лечения заболевания или состояния у 

субъекта. Данные термины, таким образом, охватывают субъединичные вакцины, т.е. вакцинные компо-

зиции, содержащие иммуногены, которые выделены и отделены от целого организма, с которым данный 

иммуноген связан в природе. 

Термин "позвоночный субъект" означает любого члена подтипа хордовые, в частности млекопи-

тающих, включая, без ограничения, людей и других приматов. Данный термин не указывает на конкрет-

ный возраст. Таким образом, данный термин охватывает новорожденных, младенцев, детей и взрослых 

индивидуумов. 

Используемые в настоящей заявке взаимозаменяемо термины "рецепторный белок поверхности к 

HIBP", "рецепторный полипептид поверхности к HIBP", "рецепторный белок поверхности к железосвя-

зывающему белку хозяина" или "полипептид поверхности к железосвязывающему белку хозяина" озна-

чают любой белок или полипептид, заякоренный в мембране, получаемый из грамотрицательного вида 

бактерий, способный взаимодействовать с железосвязывающими белками хозяина. Данный термин 

включает любые белки TbpB и LbpB. Рецепторные белки поверхности к HIBP после укладки в нативную 

трехмерную структуру состоят из двудольной структуры, содержащей домен N-доли и домен С-доли, 

причем каждый из домена N-доли и домена С-доли содержит множество β-слоев, собранных в β-бочку, и 

множество β-слоев, собранных в структуру β-слоя, прилегающую к β-бочке, которую называют доменом 

"ручки", причем β-слои соединены множеством петлевых доменов (что также продемонстрировано на 

фиг. 1). Данные термины также означают любую и все последовательности рецепторного полипептида 

поверхности к HIBP, включая все бактериальные рецепторные полипептиды поверхности к HIBP, вклю-

чая, без ограничения, последовательности, представленные в SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 

28; SEQ ID NO: 107-SEQ ID NO: 115; SEQ ID NO: 117; SEQ ID NO: 123; SEQ ID NO: 131-SEQ ID NO: 

147; SEQ ID NO: 177; SEQ ID NO: 178; SEQ ID NO: 196-SEQ ID NO: 204; SEQ ID NO: 206-SEQ ID NO: 

212 и SEQ ID NO: 219-SEQ ID NO: 228, и последовательности, содержащие последовательность остатков 

аминокислот, которые (i) являются, по существу, идентичными последовательностям аминокислот, со-

ставляющим любой рецепторный белок поверхности к HIBP, изложенным в настоящей заявке; (ii) коди-

руются последовательностью нуклеиновой кислоты, способной гибридизоваться, по меньшей мере, в 

умеренно жестких условиях с любой последовательностью нуклеиновой кислоты, кодирующей любой 

рецепторный белок поверхности к HIBP, изложенной в настоящей заявке, или способной гибридизовать-

ся по меньшей мере в умеренно жестких условиях с любой последовательностью нуклеиновой кислоты, 

кодирующей любой рецепторный белок поверхности к HIBP, изложенной в настоящей заявке, но для 

применения синонимичных кодонов. Данные термины также включают любой полипептид-

предшественник рецепторного белка поверхности к HIBP; или (iii) для которых трансферрин-

связывающие белки, лактоферринсвязывающие белки или их субдомены будут использоваться в качест-

ве матриц при введении на сервер структурного моделирования, такой как Phyre2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/) или Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org/), в последнем случае - 

при выборе автоматического режима. Данные термины также включают зрелые полипептиды TbpB, а 

также любой предшественник рецепторного полипептида поверхности к HIBP, включая любой предше-

ственник рецепторного полипептида поверхности к pre-HIBP или предшественник рецепторного поли-

пептида поверхности HIBP, содержащий N-концевую или другую сигнальную последовательность. 

Используемые в настоящей заявке взаимозаменяемо термины "интегральный белок внешней мем-

браны" и "белок IOM (integral outer membrane, интегральный белок внешней мембраны)" означают лю-

бой интегральный белок внешней мембраны из грамотрицательного вида бактерий, включая любые бел-

ки, относящиеся к TonB-зависимому подклассу белков, которые при укладке в нативную 3-мерную 

структуру содержат 22-спиральный С-концевой домен бета-бочки и N-концевой домен "plug" или "cork", 

способный заполнять канал в С-концевом домене бета-бочки. Данный термин включает, без ограниче-

ния, как белок TbpA, так и белок LbpA. Данные термины также означают любую и все последовательно-

сти полипептида IOM, включая все последовательности, представленные в SEQ ID NO: 152 и SEQ ID 

NO: 162, а также последовательности, содержащие последовательность остатков аминокислот, которые 

(i) являются, по существу, идентичными последовательностям аминокислот, составляющим любой белок 

IOM, изложенной в настоящей заявке; (ii) кодируются последовательностью нуклеиновой кислоты, спо-

собной гибридизоваться, по меньшей мере, в умеренно жестких условиях с любой последовательностью 

нуклеиновой кислоты, кодирующей любой белок IOM, изложенной в настоящей заявке, или способной 

гибридизоваться, по меньшей мере, в умеренно жестких условиях с любой последовательностью нуклеи-

новой кислоты, кодирующей любой белок IOM, изложенной в настоящей заявке, но для применения си-

нонимичных кодонов. Данные термины также включают любой полипептид-предшественник белка IOM; 

или (iii) для которых 3V8X или его субдомены будут использоваться в качестве матриц при введении на 

сервер структурного моделирования, такой как Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/) или Swiss-

Model (http://swissmodel.expasy.org/), в последнем случае - при выборе автоматического режима. 



037909 

- 13 - 

Термин "домен N-доли" в настоящей заявке означает N-концевой участок рецепторного белка по-

верхности к HIBP, содержащий множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, причем 

некоторые из β-слоев собраны с образованием β-бочки, и прилежащую структуру β-слоя, которую назы-

вают доменом "ручки" (см. фиг. 1; остатки аминокислот с 46 по 342). Термин "домен N-доли" также 

включает, без ограничений, все полипептиды, содержащие последовательность, представленную в SEQ 

ID NO: 8; SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 24; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 

121; SEQ ID NO: 127; SEQ ID NO: 229; SEQ ID NO: 231 и SEQ ID NO: 233. 

Термин "домен С-доли" в настоящей заявке означает С-концевой участок рецепторного белка по-

верхности к HIBP, содержащий множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, причем 

некоторые из β-слоев собраны с образованием β-бочки, и прилежащую структуру β-слоя, которую назы-

вают доменом "ручки". Также применительно к фиг. 1 и 2 домен ручки С-доли представляет собой поли-

пептидный домен от β-тяжа 16 и далее, вплоть до β-тяжа 23 включительно, который в случае представ-

ленных на фиг. 2 полипептидов TbpB АрН49, АрН57 и АрН87 состоит из остатков аминокислот 344-431 

и в SEQ ID. NO: 2 - из остатков аминокислот с 314 по 401 (АрН49), в SEQ ID NO: 27 - из остатков амино-

кислот с 363 по 450 (АрН57) и в SEQ ID NO: 12 - из остатков аминокислот с 315 по 401 (АрН 87). Домен 

β-бочки С-доли представляет собой полипептидный домен из β-тяжа 23 и далее до С-конца полипептида, 

который в случае представленных на фиг. 2 полипептидов TbpB АрН49, АрН57 и АрН87 представляет 

собой полипептидную цепь от остатка аминокислоты 443 и далее до С-конца, в SEQ ID NO: 2 - от остат-

ка аминокислоты 413 и далее (АрН 49), в SEQ ID NO: 27 - от остатка аминокислоты 462 и далее (АрН 57) 

и в SEQ ID NO: 12 - от остатка аминокислоты 413 и далее. Следует отметить, что домен ручки С-доли и 

домен β-бочки С-доли могут быть соединены короткой петлей (на фиг. 1 и 2 обозначена "L24") Также 

следует отметить, что термин "домен С-доли" в настоящей заявке конкретно призван включить не только 

домен β-бочки С-доли, но также и домен "ручки", образующий структуру β-слоя, как правило, состоя-

щий из приблизительно 90 или более остатков аминокислот и расположенный ближе к N-концу относи-

тельно структуры β-бочки С-доли. Термин "домен С-доли" в настоящей заявке также включает, без огра-

ничений, все полипептиды, представленные в SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 

33; SEQ ID NO: 34; SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 125; SEQ ID NO: 179-SEQ ID NO: 195; SEQ ID NO: 213-

SEQ ID NO: 218; SEQ ID NO: 230; SEQ ID NO: 232; SEQ ID NO: 234-SEQ ID NO: 278 и SEQ ID NO: 288-

SEQ ID NO: 292. 

Термин "петлевой домен" означает полипептидные последовательности в рецепторном белке по-

верхности к HIBP, которые соединяют два β-слоя. Данные полипептидные последовательности могут 

значительно различаться длиной от нескольких остатков аминокислот до 150 или более остатков амино-

кислот. 

Термины "TbpB", "белок TbpB", "полипептид TbpB", которые используются в настоящей заявке 

взаимозаменяемо, означают любую и все последовательности трансферринсвязывающего белка В, вклю-

чая все бактериальные полипептиды TbpB и полипептиды, содержащие последовательность остатков 

аминокислот, которая является (i) по существу, идентичной последовательностям аминокислот, состав-

ляющим любой полипептид TbpB, изложенной в настоящей заявке, включая, без ограничения, SEQ ID 

NO: 2; SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 28; SEQ ID NO: 107-SEQ ID NO: 115; SEQ ID NO: 117; SEQ ID NO: 

123; SEQ ID NO: 131-SEQ ID NO: 147; SEQ ID NO: 177; SEQ ID NO: 178; SEQ ID NO: 196-SEQ ID NO: 

204; SEQ ID NO: 206-SEQ ID NO: 212 и SEQ ID NO: 219-SEQ ID NO: 228, или (ii) кодируется последова-

тельностью нуклеиновой кислоты, способной гибридизоваться, по меньшей мере, в умеренно жестких 

условиях с любой последовательностью нуклеиновой кислоты, кодирующей любой полипептид TbpB, 

изложенной в настоящей заявке, или способной гибридизоваться, по меньшей мере, в умеренно жестких 

условиях с любой последовательностью нуклеиновой кислоты, кодирующей любой полипептид TbpB, 

изложенной в настоящей заявке, но для применения синонимичных кодонов. Данные термины также 

включают зрелые полипептиды TbpB, а также любой предшественник TbpB, включая любой pre-TbpB 

или TbpB, содержащий N-концевую или другую сигнальную последовательность. 

Термины "LbpB", "белок LbpB", "полипептид LbpB", которые используются в настоящей заявке 

взаимозаменяемо, означают любую и все последовательности лактоферринсвязывающего белка В, вклю-

чая все бактериальные полипептиды LbpB и полипептиды, содержащие последовательность остатков 

аминокислот, которая является (i) по существу, идентичной последовательностям аминокислот, состав-

ляющим любые полипептиды LbpB, изложенным в настоящей заявке, включая, без ограничения, SEQ ID 

NO: 285, или (ii) кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, способной гибридизоваться, по 

меньшей мере, в умеренно жестких условиях с любой последовательностью нуклеиновой кислоты, коди-

рующей любой полипептид LbpB, изложенной в настоящей заявке, или способной гибридизоваться, по 

меньшей мере, в умеренно жестких условиях с любой последовательностью нуклеиновой кислоты, коди-

рующей любой полипептид LbpB, изложенной в настоящей заявке, но для применения синонимичных 

кодонов. Данные термины также включают любой предшественник LbpB, включая pre-LbpB. 

Термины "TbpA", "белок TbpA", "полипептид TbpA", которые используются в настоящей заявке 

взаимозаменяемо, означают любую и все последовательности трансферринсвязывающего белка А, вклю-
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чая все бактериальные полипептиды TbpA и полипептиды, содержащие последовательность остатков 

аминокислот, которая является (i) по существу, идентичной последовательностям аминокислот, состав-

ляющим любой полипептид TbpA, изложенным в настоящей заявке, включая, без ограничения, SEQ ID 

NO: 152, или (ii) кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, способной гибридизоваться, по 

меньшей мере, в умеренно жестких условиях с любой последовательностью нуклеиновой кислоты, коди-

рующей любой полипептид TbpA, изложенной в настоящей заявке, или способной гибридизоваться, по 

меньшей мере, в умеренно жестких условиях с любой последовательностью нуклеиновой кислоты, коди-

рующей любой полипептид TbpA, изложенной в настоящей заявке, но для применения синонимичных 

кодонов. Данные термины также включают любой предшественник TbpA, включая pre-TbpA. 

Термины "LbpA", "белок LbpA", "полипептид LbpA", которые используются в настоящей заявке 

взаимозаменяемо, означают любую и все последовательности лактоферринсвязывающего белка А, вклю-

чая все бактериальные полипептиды LbpA и полипептиды, содержащие последовательность остатков 

аминокислот, которая является (i) по существу, идентичной последовательностям аминокислот, состав-

ляющим любой из полипептидов LbpA, изложенным в настоящей заявке, включая, без ограничения, SEQ 

ID NO: 162, или (ii) кодируется последовательностью нуклеиновой кислоты, способной гибридизоваться, 

по меньшей мере, в умеренно жестких условиях с любой последовательностью нуклеиновой кислоты, 

кодирующей любой полипептид LbpA, изложенной в настоящей заявке, или способной гибридизоваться, 

по меньшей мере, в умеренно жестких условиях с любой последовательностью нуклеиновой кислоты, 

кодирующей любой полипептид LbpA, изложенной в настоящей заявке, но для применения синонимич-

ных кодонов. Данные термины также включают любой предшественник LbpA, включая pre-LbpA. 

Термин "последовательность нуклеиновой кислоты" в настоящей заявке означает последователь-

ность мономеров нуклеозидов или нуклеотидов, состоящую из существующих в природе оснований, са-

харов и межсахаридных (скелетных) связей. Данный термин также включает модифицированные или 

замещенные последовательности, содержащие не существующие в природе мономеры или их участки. 

Последовательности нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению могут являться последо-

вательностями дезоксинуклеиновой кислоты (ДНК) или последовательностями рибонуклеиновой кисло-

ты (РНК) и могут содержать существующие в природе основания, включая аденин, гуанин, цитозин, ти-

мидин и урацил. Последовательности могут также содержать модифицированные основания. Примеры 

таких модифицированных оснований включают аза- и деазааденин, гуанин, цитозин, тимидин и урацил, 

а также ксантин и гипоксантин. 

Используемые в настоящей заявке взаимозаменяемо термины "последовательность нуклеиновой 

кислоты, кодирующая рецепторный белок поверхности к HIBP" и "последовательность нуклеиновой ки-

слоты, кодирующая рецепторный полипептид поверхности к HIBP" означают любую и все последова-

тельности нуклеиновой кислоты, кодирующие рецепторный белок поверхности к HIBP, включая любой 

рецепторный белок поверхности к HIBP и любые последовательности нуклеиновой кислоты, которые 

кодируют предшественники рецепторного белка поверхности к HIBP, включая, без ограничения, после-

довательности, представленные в SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 11; SEQ ID NO: 27; SEQ ID NO: 116; SEQ 

ID NO: 122 и SEQ ID NO: 173. В настоящей заявке термин "предшественник рецепторного белка поверх-

ности к HIBP" означает молекулу рецепторного белка поверхности к HIBP, дополнительно содержащую 

N-концевую сигнальную последовательность, которая облегчает экспорт полипептидной цепи через ци-

топлазматическую мембрану. Последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие рецепторный бе-

лок поверхности к HIBP, также включают любую и все последовательности нуклеиновой кислоты, кото-

рые (i) кодируют полипептиды, которые являются, по существу, идентичными последовательностям ре-

цепторных белков поверхности к HIBP, изложенным в настоящей заявке; или (ii) гибридизируются с лю-

бой последовательностью нуклеиновой кислоты рецепторного белка поверхности к HIBP, изложенной в 

настоящей заявке, по меньшей мере, в умеренно жестких условиях гибридизации, или которые будут 

гибридизоваться с ней, по меньшей мере, в умеренно жестких условиях, но для применения синонимич-

ных кодонов. 

Используемые в настоящей заявке взаимозаменяемо термины "последовательность нуклеиновой 

кислоты, кодирующая белок IOM" и "последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая полипеп-

тид IOM" означают любую и все последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие белок IOM, 

включая любой белок IOM и любые последовательности нуклеиновой кислоты, которые кодируют 

предшественники белка IOM, включая, без ограничения, последовательности, представленные в SEQ ID 

NO: 151 и SEQ ID NO: 161. В настоящей заявке термин "предшественник белка IOM" означает молекулу 

белка IOM, дополнительно содержащую N-концевую сигнальную последовательность, которая облегчает 

экспорт полипептидной цепи через цитоплазматическую мембрану. Последовательности нуклеиновой 

кислоты, кодирующие белок IOM, также включают любую и все последовательности нуклеиновой ки-

слоты, которые (i) кодируют полипептиды, которые являются, по существу, идентичными последова-

тельностям белков IOM, изложенным в настоящей заявке; или (ii) гибридизируются с любыми последо-

вательностями нуклеиновой кислоты белка IOM, изложенными в настоящей заявке, по меньшей мере, в 

умеренно жестких условиях гибридизации, или которые будут гибридизоваться с данными последова-

тельностями, по меньшей мере, в умеренно жестких условиях, но для применения синонимичных кодо-
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нов. 

Используемые в настоящей заявке взаимозаменяемо термины "последовательность нуклеиновой 

кислоты, кодирующая TbpB"; "последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая полипептид 

TbpB" означают любую и все последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие полипептид TbpB, 

включая любой полипептид TbpB, включая, без ограничения, последовательности, представленные в 

SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 11; SEQ ID NO: 27; SEQ ID NO: 116; SEQ ID NO: 122 и SEQ ID NO: 173, а 

также включая любые последовательности нуклеиновой кислоты, которые кодируют предшественники 

TbpB. В настоящей заявке термин "предшественник TbpB" означает молекулу TbpB, дополнительно со-

держащую N-концевую сигнальную последовательность, которая облегчает экспорт полипептидной цепи 

через цитоплазматическую мембрану. Последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие полипеп-

тид TbpB, также включают любую и все последовательности нуклеиновой кислоты, которые (i) кодиру-

ют полипептиды, которые являются, по существу, идентичными последовательностям полипептида 

TbpB, изложенным в настоящей заявке; или (ii) гибридизируются с любыми последовательностями нук-

леиновой кислоты TbpB, изложенными в настоящей заявке, по меньшей мере, в умеренно жестких усло-

виях гибридизации, или которые будут гибридизоваться с данными последовательностями, по меньшей 

мере, в умеренно жестких условиях, но для применения синонимичных кодонов. 

Используемые в настоящей заявке взаимозаменяемо термины "последовательность нуклеиновой 

кислоты, кодирующая LbpB"; "последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая полипептид 

LbpB" означают любую и все последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие полипептид LbpB, 

включая любой полипептид LbpB, включая, без ограничения, последовательность, представленную в 

SEQ ID NO: 284, и любые последовательности нуклеиновой кислоты, которые кодируют предшествен-

ники LbpB. В настоящей заявке термин "предшественник LbpB" означает молекулу LbpB, дополнительно 

содержащую N-концевую сигнальную последовательность, которая облегчает экспорт полипептидной 

цепи через цитоплазматическую мембрану. Последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие по-

липептид LbpB, также включают любую и все последовательности нуклеиновой кислоты, которые (i) 

кодируют полипептиды, которые являются, по существу, идентичными последовательностям полипеп-

тида LbpB, изложенным в настоящей заявке; или (ii) гибридизируются с любой последовательностью 

нуклеиновой кислоты LbpB, изложенной в настоящей заявке, по меньшей мере, в умеренно жестких ус-

ловиях гибридизации, или которые будут гибридизоваться с данной последовательностью, по меньшей 

мере, в умеренно жестких условиях, но для применения синонимичных кодонов. 

Используемые в настоящей заявке взаимозаменяемо термины "последовательность нуклеиновой 

кислоты, кодирующая TbpA"; "последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая полипептид 

TbpA" означают любую и все последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие полипептид TbpA, 

включая любой полипептид TbpA, включая, без ограничения, последовательность нуклеиновой кислоты, 

представленную в SEQ ID NO: 151, и любые последовательности нуклеиновой кислоты, которые коди-

руют предшественники TbpA. В настоящей заявке термин "предшественник TbpA" означает молекулу 

TbpA, дополнительно содержащую N-концевую сигнальную последовательность, которая облегчает экс-

порт полипептидной цепи через цитоплазматическую мембрану. Последовательности нуклеиновой ки-

слоты, кодирующие полипептид TbpA, также включают любую и все последовательности нуклеиновой 

кислоты, которые (i) кодируют полипептиды, которые являются, по существу, идентичными последова-

тельностям полипептида TbpA, изложенным в настоящей заявке; или (ii) гибридизируются с любыми 

последовательностями нуклеиновой кислоты TbpA, изложенными в настоящей заявке, по меньшей мере, 

в умеренно жестких условиях гибридизации, или которые будут гибридизоваться с данными последова-

тельностями, по меньшей мере, в умеренно жестких условиях, но для применения синонимичных кодо-

нов. 

Используемые в настоящей заявке взаимозаменяемо термины "последовательность нуклеиновой 

кислоты, кодирующая LbpA"; "последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая полипептид 

LbpA" означают любую и все последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие полипептид LbpA, 

включая любой полипептид LbpA, включая, без ограничения, последовательность нуклеиновой кислоты, 

представленную в SEQ ID NO: 161, и любые последовательности нуклеиновой кислоты, которые коди-

руют предшественники LbpA. В настоящей заявке термин "предшественник LbpA" означает молекулу 

LbpA, дополнительно содержащую N-концевую сигнальную последовательность, которая облегчает экс-

порт полипептидной цепи через цитоплазматическую мембрану. Последовательности нуклеиновой ки-

слоты, кодирующие полипептид LbpA, также включают любую и все последовательности нуклеиновой 

кислоты, которые (i) кодируют полипептиды, которые являются, по существу, идентичными последова-

тельностям полипептида LbpA, изложенным в настоящей заявке; или (ii) гибридизируются с любыми 

последовательностями нуклеиновой кислоты LbpA, изложенными в настоящей заявке, по меньшей мере, 

в умеренно жестких условиях гибридизации, или которые будут гибридизоваться с данными последова-

тельностями, по меньшей мере, в умеренно жестких условиях, но для применения синонимичных кодо-

нов. 

Под термином "по существу, идентичный" подразумевают, что две полипептидные последователь-

ности предпочтительно по меньшей мере на 50% идентичны, более предпочтительно по меньшей мере на 
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85% идентичны и наиболее предпочтительно по меньшей мере на 95% идентичны, например на 96, 97, 98 

или 99% идентичны. Для определения процента идентичности между двумя полипептидными последо-

вательностями аминокислотные последовательности таких двух последовательностей выравнивают с 

применением, например, способа выравнивания Нидлмана и Вунша (26), доработанного Смитом и Ва-

терманом (27), так, чтобы получить совпадение наивысшего порядка между двумя последовательностя-

ми, и определяют количество идентичных аминокислот в двух последовательностях. Предпочтительный 

и широко применяемый способ точного выравнивания двух полипептидов включает алгоритм Clustal W 

(28), применяемый с матрицей замен BLOSUM 62 (29) с использованием штрафа за введение пропуска 

("gap opening penalty") 10 и штрафа за удлинение пропуска ("gap extension penalty") 0,1. Данный подход 

позволяет обнаружить выравнивания, получающие наибольший результат, между двумя последователь-

ностями, причем по меньшей мере 50% общей длины одной из двух последовательностей вовлечено в 

выравнивание. Способы расчета процента идентичности между двумя выровненными последовательно-

стями аминокислот являются общепринятыми в данной области техники и включают, например, спосо-

бы, описанные Carillo и Lipton (30) и описанные в руководстве Computational Molecular Biology, Lesk, e.d. 

Oxford University Press, New York, 1988, Biocomputing: Informatics and Genomics Projects. Как правило, 

для таких расчетов применяют компьютерные программы. Компьютерные программы, которые можно 

использовать для данной цели, включают, но не ограничены указанными, GCG (31) BLASTP, BLASTN и 

FASTA (32). 

Под "по меньшей мере, умеренно жесткими условиями гибридизации" подразумевают, что выби-

рают условия, которые стимулируют селективную гибридизацию между двумя комплементарными мо-

лекулами нуклеиновой кислоты в растворе. Гибридизация может возникать по всей последовательности 

молекулы нуклеиновой кислоты или на ее участке. Длина гибридизующегося участка, как правило, со-

ставляет по меньшей мере 15 (например, 20, 25, 30, 40 или 50) нуклеотидов. Специалисты в данной об-

ласти техники понимают, что стабильность дуплекса нуклеиновой кислоты или гибридов определяют по 

Tm, которая в буферах, содержащих натрий, является функцией концентрации иона натрия и температу-

ры (Tm=81,5°C.-16,6 (Log10[Na+])+0,41(%(G+C)-600/l) или аналогичное уравнение). Соответственно 

параметры условий промывки, которые определяют стабильность гибрида, представляют собой концен-

трацию иона натрия и температуру. Для обнаружения молекул, которые являются аналогичными, но не 

идентичными, известной молекуле нуклеиновой кислоты, можно предположить, что 1% несовпадения 

приведет к снижению Tm приблизительно на 1°C, например, если проводится поиск молекул нуклеино-

вой кислоты, обладающих >95% идентичности, температура конечной промывки будет уменьшена при-

близительно на 5°C. На основе данных соображений специалисты в данной области техники могут легко 

выбрать соответствующие условия гибридизации. Согласно предпочтительным вариантам реализации 

настоящего изобретения выбирают жесткие условия гибридизации. В качестве примера для достижения 

жесткой гибридизации можно использовать следующие условия: гибридизация в 5× растворе хлорида 

натрия/цитрата натрия (SSC)/5× растворе Денхардта/1,0% додецилсульфате натрия (SDS) при Tm (на 

основе уравнения, приведенного выше) -5°C с последующей промывкой 0,2×SSC/0,1% SDS при темпера-

туре 60°C. Умеренно жесткие условия гибридизации включают этап промывки в 3×SSC при температуре 

42°C. Следует понимать, однако, что эквивалентной жесткости можно достичь с применением альтерна-

тивных буферов, солей и температур. Дополнительные указания относительно условий гибридизации 

можно найти в руководстве Green and Sambrook, Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Cold Spring Har-

bor Laboratory Press, 2012 (33). 

Термин "химерный" в настоящей заявке в контексте последовательностей нуклеиновой кислоты оз-

начает по меньшей мере две связанные последовательности нуклеиновой кислоты, которые в природе не 

являются связанными. Химерные последовательности нуклеиновой кислоты включают связанные после-

довательности нуклеиновой кислоты разного природного происхождения. Например, последователь-

ность нуклеиновой кислоты, составляющую бактериальный промотор, связанную с последовательностью 

нуклеиновой кислоты полипептида TbpB или рецепторного белка поверхности к HIBP, считают химер-

ной, и последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую полипептид TbpB, в которой определен-

ные участки были удалены и заменены участками полипептида TbpA, считают химерной. Химерные по-

следовательности нуклеиновой кислоты также могут содержать последовательности нуклеиновой кисло-

ты того же природного происхождения, при условии, что данные последовательности не связаны в при-

роде. Например, последовательность нуклеиновой кислоты, составляющая промотор, полученный из 

конкретного типа клеток, может быть связана с последовательностью нуклеиновой кислоты, кодирую-

щей полипептид, полученный из данного того же типа клеток, но в норме не связанный с последователь-

ностью нуклеиновой кислоты, составляющей промотор. Химерные последовательности нуклеиновой 

кислоты также включают последовательности нуклеиновой кислоты, содержащие любую существую-

щую в природе последовательность нуклеиновой кислоты, связанную с любой не существующей в при-

роде последовательностью нуклеиновой кислоты. 

Под термином "по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина" под-

разумевают, что способность железосвязывающего белка хозяина связываться с рецепторным белком 
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поверхности к HIBP уменьшается таким образом, что значение константы связывания (Kd) или констан-

ты диссоциации связывающего взаимодействия между нативным железосвязывающим белком хозяина 

(т.е. железосвязывающим белком хозяина, присутствующим в организме-хозяине) и модифицированным 

рецепторным белком поверхности к HIBP по меньшей мере в 10 раз выше, чем значение константы свя-

зывания связывающего взаимодействия между нативным железосвязывающим белком хозяина и его 

комплементарным нативным рецепторным белком поверхности к HIBP. Другими словами, модифициро-

ванные белки обладают в 10 раз меньшей аффинностью связывания нативного железосвязывающего 

белка хозяина, чем нативный рецепторный белок. Согласно предпочтительным вариантам реализации 

настоящего изобретения относительная аффинность связывания нативного железосвязывающего белка 

хозяина модифицированным белком в 30 раз ниже, чем аффинность связывания нативным рецепторным 

белком поверхности к HIBP, и согласно наиболее предпочтительным вариантам реализации настоящего 

изобретения относительная аффинность связывания нативного железосвязывающего белка хозяина мо-

дифицированным белком в 100 раз ниже, чем аффинность связывания нативным рецепторным белком 

поверхности к HIBP. Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изо-

бретения константа связывания между модифицированным рецепторным белком поверхности к HIBP и 

нативным железосвязывающим белком хозяина составляет по меньшей мере 300 нМ. Предпочтительно 

константа связывания составляет по меньшей мере 500 нМ и наиболее предпочтительно по меньшей ме-

ре 1 мкМ. 

Термин "по существу, свободный" в настоящей заявке представляет собой термин степени, озна-

чающий, что композиция не содержит значительных количеств соединения, от которого композиция, как 

говорят, по существу свободна. Если композиция, по существу, свободна от соединения, например, по 

существу, свободна от домена N-доли, такая композиция содержит предпочтительно менее 5,0% такого 

соединения, более предпочтительно менее 1,0% такого соединения и наиболее предпочтительно менее 

0,1% такого соединения. 

Иммуногенные композиции. 

Как было указано выше, по меньшей мере в одном варианте реализации настоящего изобретения 

предложена иммуногенная композиция, содержащая рецепторный белок поверхности к HIBP из грамот-

рицательного патогенного вида бактерий, причем рецепторный белок поверхности к HIBP был модифи-

цирован таким образом, что он, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком 

хозяина. Термин "модифицированный" в сочетании с рецепторным белком поверхности к HIBP предна-

значен для обозначения ненативного рецепторного белка поверхности к HIBP, из которого был удален по 

меньшей мере один остаток аминокислоты или в котором по меньшей мере один остаток аминокислоты 

был заменен другим, или для обозначения рецепторного белка поверхности к HIBP, который был разде-

лен на два или более отдельных полипептида. Таким образом, модифицированные рецепторные белки 

поверхности к HIBP включают, без ограничений, усеченные рецепторные белки поверхности к HIBP 

(например, домен N-доли или домен С-доли рецепторного белка поверхности к HIBP); рецепторные бел-

ки поверхности к HIBP, из которых были удалены один или несколько остатков аминокислот (например, 

рецепторный белок поверхности к HIBP, из которого были удалены одна или несколько аминокислот из 

петлевых доменов в пределах домена N-доли или домена С-доли); рецепторные белки поверхности к 

HIBP, в которые были встроены дополнительные аминокислоты (например, рецепторные белки поверх-

ности к HIBP, в которые были добавлены одна или несколько аминокислот к петлевым доменам в преде-

лах домена N-доли или домена С-доли); мультимерные или удлиненные полипептиды к HIBP (например, 

димеры и тримеры, а также димеры и тримеры домена N-доли или домена С-доли); рецепторные белки 

поверхности к HIBP, которые были модифицированы посредством сайт-направленного мутагенеза для 

изменения одной или нескольких аминокислот; и смеси двух или более полипептидов рецепторных бел-

ков поверхности к HIBP (например, смесь, содержащая отдельные домены N-доли и домены С-доли ре-

цепторного белка поверхности к HIBP). Модифицированные рецепторные белки поверхности к HIBP 

согласно настоящему изобретению, по существу, не способны связываться с нативным железосвязы-

вающим белком хозяина. 

Как было указано выше, согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена иммуно-

генная композиция, содержащая или состоящая из полипептида, содержащего домен С-доли или домен 

N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый или полученный из грамотрицательного 

вида бактерий, причем указанный полипептид, по существу, не способен связываться с железосвязы-

вающим белком хозяина. Согласно следующим аспектам в настоящем изобретении предложен полипеп-

тид, содержащий домен С-доли или домен N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, причем до-

мен С-доли или домен N-доли содержит множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доме-

нов, и причем по меньшей мере один петлевой домен из множества петлевых доменов был модифициро-

ван, и причем указанный полипептид, по существу, не способен связываться с железосвязывающим бел-

ком хозяина. 

Согласно настоящему изобретению можно использовать любой полипептид или последователь-

ность нуклеиновой кислоты, кодирующую такой полипептид, содержащий или состоящий из домена С-

доли или домена N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемого из грамотрицательного 
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патогенного вида бактерий. 

Согласно вариантам реализации настоящего изобретения, в которых используют нативный домен 

С-доли, полипептид, содержащий нативный домен С-доли, не содержит и не является химически связан-

ным посредством пептидной связи с нативным доменом N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP 

и, таким образом, представляет собой выделенный нативный домен С-доли, т.е. нативный домен С-доли, 

отделенный от нативного домена N-доли. Таким образом, согласно определенным вариантам реализации 

настоящего изобретения предложены препараты, содержащие домен С-доли рецепторного полипептида 

поверхности к HIBP, свободный или, по существу, свободный от домена N-доли рецепторного полипеп-

тида поверхности к HIBP, или его участки. Согласно вариантам реализации настоящего изобретения, в 

которых используют нативный домен N-доли, полипептид, содержащий нативный домен N-доли, ис-

пользуемый в настоящей заявке, не содержит и не является химически связанным посредством пептид-

ной связи с нативным доменом С-доли рецепторного белка поверхности к HIBP и, таким образом, пред-

ставляет собой выделенный нативный домен N-доли, т.е. домен N-доли, отделенный от нативного доме-

на С-доли. Таким образом, согласно определенным вариантам реализации настоящего изобретения пред-

ложены препараты, содержащие домен N-доли рецепторного полипептида поверхности к HIBP, свобод-

ный или, по существу, свободный от домена С-доли рецепторного полипептида поверхности к HIBP, или 

его участки. Однако согласно определенным вариантам реализации настоящего изобретения можно ис-

пользовать смесь нативного домена С-доли или его участков и нативного домена N-доли или его участ-

ков, при условии, однако, что домен N-доли и домен С-доли не являются химически связанными, т.е. не 

соединены химическим способом пептидной связью. Таким образом, настоящее изобретение включает 

иммуногенную композицию, содержащую смесь полипептидов, которые содержат домен N-доли, и по-

липептида, содержащего домен С-доли, причем домен N-доли и домен С-доли не связаны физическим 

способом. 

В качестве источника полипептидов согласно настоящему изобретению можно использовать любой 

рецепторный белок поверхности к HIBP или полипептид TbpB, получаемый или полученный из любого 

грамотрицательного вида бактерий, включая, но не ограничиваясь указанными, любой патогенный вид 

или штамм бактерий и включая, но не ограничиваясь указанными, любой вид бактерий, относящийся к 

семействам бактерий Pasteurellaceae, Moxarellaceae или Neisseriaceae, а также вид бактерий, относящийся 

к роду бактерий Actinobacillus, Neisseria, Haemophilus, Mannheimia, Histophilus, Pasteurella или Moraxella. 

Полипептиды также включают любые полипептиды, получаемые или полученные из любого рецептор-

ного белка поверхности к HIBP, или любые полипептиды, получаемые или полученные из любого поли-

пептида TbpB, получаемого или полученного из следующих видов бактерий: Actinobacillus pleuropneu-

moniae (12, 34), Actinobacillus suis, Haemophilus influenzae (35, 36), Haemophilus parasuis (37), Haemophilus 

somnus (также известен в данной области техники как Histophilus somnus) (38), Mannheimia haemolytica 

(также известен в данной области техники как Pasteurella haemolytica) (39), Moraxella catarrhalis (40), 

Moraxella bovis, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis (41, 42), Mannheimia glucosida (также извес-

тен в данной области техники как Pasteurella haemolytica) и Bibersteinia trehalosi (также известен в данной 

области техники как Pasteurella trehalosi). 

Примеры полипептидов домена С-доли и домена N-доли, которые можно использовать согласно 

настоящему изобретению, также включают любой домен С-доли, представленный в SEQ ID NO: 5; SEQ 

ID NO: 6; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 33; SEQ ID NO: 34; SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 125; SEQ ID NO: 

179-SEQ ID NO: 195; SEQ ID NO: 213-SEQ ID NO: 218; SEQ ID NO: 230; SEQ ID NO: 232; SEQ ID NO: 

234-SEQ ID NO: 278 и SEQ ID NO: 288-SEQ ID NO: 292, и любой домен N-доли, представленный в SEQ 

ID NO: 8; SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 24; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 

121; SEQ ID NO: 127; SEQ ID NO: 229; SEQ ID NO: 231 и SEQ ID NO: 233, а также включают любой до-

мен С-доли или домен N-доли, который может быть получен из полипептида к HIBP или из полипептида 

TbpB, включая, без ограничения, полипептиды, представленные в SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 12; SEQ ID 

NO: 28; SEQ ID NO: 107-SEQ ID NO: 115; SEQ ID NO: 117; SEQ ID NO: 123; SEQ ID NO: 131-SEQ ID 

NO: 147; SEQ ID NO: 177; SEQ ID NO: 178; SEQ ID NO: 196-SEQ ID NO: 204; SEQ ID NO: 206-SEQ ID 

NO: 212 и SEQ ID NO: 219-SEQ ID NO: 228, или который может быть получен с применением последо-

вательностей нуклеиновой кислоты, кодируемых SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 11; SEQ ID NO: 27; SEQ ID 

NO: 116; SEQ ID NO: 122 и SEQ ID NO: 173. С применением данных последовательностей нуклеиновой 

кислоты и полипептидных последовательностей специалисты в данной области техники могут легко об-

наружить дополнительные новые последовательности рецепторных белков поверхности к HIBP и TbpB, 

а также доменов С-доли или доменов N-доли. Например, можно провести скрининг библиотек экспрес-

сируемых последовательностей, библиотек кДНК и геномных библиотек, а также можно провести поиск 

аналогичных последовательностей в базах данных, содержащих информацию о последовательностях. 

Иммуногенные препараты согласно настоящему изобретению после введения позвоночному субъ-

екту вызывают иммунный ответ у такого позвоночного субъекта в форме стимуляции продукции антител 

позвоночным субъектом. Согласно настоящему изобретению такие антитела являются реактивными про-

тив по меньшей мере одного грамотрицательного штамма бактерий. Предпочтительно, однако, антитела 

являются перекрестно-реактивными и/или перекрестно-защитными против множества штаммов или ви-
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дов бактерий, и предпочтительно такая перекрестная реактивность и/или перекрестная защита достигает-

ся в хозяине, который экспрессирует один или несколько железосвязывающих белков хозяина, таких как 

трансферрин или лактоферрин. Термин "перекрестно-реактивный" в настоящей заявке означает способ-

ность иммунного ответа, вызванного иммуногенной композицией, полученной из одного штамма бакте-

рий, стимулировать продукцию антител, способных дополнительно реагировать с отличным штаммом 

бактерий или с другим видом. Термин "перекрестно-защитный" в настоящей заявке означает способ-

ность иммунного ответа, вызванного иммуногенной композицией, полученной из одного штамма бакте-

рий, предотвращать или ослаблять инфекцию или заболевание, вызванные по меньшей мере одним до-

полнительным штаммом бактерий или видом бактерий. Согласно предпочтительным вариантам реализа-

ции настоящего изобретения иммуногенные композиции согласно настоящему изобретению являются 

перекрестно-реактивными и/или перекрестно-защитными против множества штаммов бактерий или ви-

дов бактерий, например 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 видов бактерий или штаммов бактерий. Перекрестная 

реактивность, как считают, является показателем перекрестной защиты. Специалисты в данной области 

техники понимают, что вышеуказанный аспект настоящего изобретения облегчает производство вакци-

ны и позволяет получить одно иммуногенное соединение, т.е. иммуногенное соединение, получаемое из 

одного рецепторного белка поверхности к HIBP, которое обеспечивает защиту против нескольких ин-

фекционных штаммов бактерий или видов бактерий. 

Иммуногенные препараты согласно настоящему изобретению вызывают неожиданно эффективный 

иммунный ответ у позвоночных субъектов и в особенности у позвоночных субъектов, экспрессирующих 

железосвязывающие белки хозяина, такие как трансферрин и лактоферрин, что увеличивает эффектив-

ность иммунного ответа, вызванного при использовании иммунизирующих препаратов с применением 

нативного белка к HIBP. Одним из аспектов эффективного иммунного ответа является магнитуда им-

мунного ответа. Предпочтительно титр антител, полученных с применением иммуногенных композиций 

согласно настоящему изобретению, превышает титр антител против нативного белка к HIBP по меньшей 

мере в 2 раза, более предпочтительно по меньшей мере в 5 раз и наиболее предпочтительно по меньшей 

мере в 10 раз. 

Согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения используют смеси, со-

держащие по меньшей мере два полипептида, причем каждый полипептид содержит или состоит из до-

мена С-доли; или используют смеси, содержащие по меньшей мере два полипептида, причем каждый 

полипептид содержит или состоит из домена N-доли; или используют смеси, содержащие по меньшей 

мере три полипептида, которые содержат или состоят по меньшей мере из двух доменов С-доли и по 

меньшей мере одного домена N-доли; или используют смеси, содержащие по меньшей мере три поли-

пептида, которые содержат или состоят по меньшей мере из двух доменов N-доли и по меньшей мере 

одного домена С-доли. Согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения по 

меньшей мере два полипептида являются получаемыми или полученными из грамотрицательного рода 

или вида бактерий, способного инфицировать один и тот же вид позвоночного. Таким образом, по мень-

шей мере два полипептида будут выбраны из, например, двух доменов С-доли полипептида TbpB, при-

чем оба домена С-доли являются получаемыми или полученными из полипептида TbpB, полученного 

или получаемого из штамма Actinobacillus, способного инфицировать свиней, или, например, из двух 

доменов С-доли полипептида TbpB, причем оба домена С-доли являются получаемыми или полученны-

ми из полипептида TbpB, полученного или получаемого из штамма Haemophilus, способного инфициро-

вать коров. Согласно вариантам реализации настоящего изобретения, в которых используют по меньшей 

мере два домена С-доли, смеси предпочтительно свободны или, по существу, свободны от доменов N-

доли или их участков. Согласно вариантам реализации настоящего изобретения, в которых используют 

по меньшей мере два домена N-доли, смеси предпочтительно свободны или, по существу, свободны от 

доменов С-доли или их участков. 

Согласно особенно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения используют 

смеси по меньшей мере двух полипептидов, каждый из которых содержит или состоит из домена С-доли 

рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемого или полученного из грамотрицательного вида 

бактерий. Согласно таким вариантам реализации настоящего изобретения смеси предпочтительно сво-

бодны от доменов N-доли или их участков. Согласно особенно предпочтительным вариантам реализации 

настоящего изобретения используют любые два домена С-доли, получаемые или полученные из рецеп-

торных полипептидов поверхности к HIBP, представленных в SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 

28; SEQ ID NO: 107-SEQ ID NO: 115; SEQ ID NO: 117; SEQ ID NO: 123; SEQ ID NO: 131-SEQ ID NO: 

147; SEQ ID NO: 177; SEQ ID NO: 178; SEQ ID NO: 196-SEQ ID NO: 204; SEQ ID NO: 206-SEQ ID NO: 

212 и SEQ ID NO: 219-SEQ ID NO: 228; или используют любые два домена С-доли, получаемые или по-

лученные из последовательностей нуклеиновой кислоты, представленных в SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 

11; SEQ ID NO: 27; SEQ ID NO: 116; SEQ ID NO: 122 и SEQ ID NO: 173. Согласно следующим предпоч-

тительным вариантам реализации настоящего изобретения используют любые два домена С-доли, кото-

рые выбраны из доменов С-доли, представленных в SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 22; SEQ 

ID NO: 33; SEQ ID NO: 34; SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 125; SEQ ID NO: 179-SEQ ID NO: 195 и SEQ ID 

NO: 213-SEQ ID NO: 218; SEQ ID NO: 230: SEQ ID NO: 232; SEQ ID NO: 234-SEQ ID NO: 278 и SEQ ID 
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NO: 288-SEQ ID NO: 292. 

Согласно следующим особенно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения 

используют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из рецепторного белка 

поверхности к HIBP, причем по меньшей мере один домен С-доли является получаемым или получен-

ным из вида бактерий, относящегося к роду бактерий Actinobacillus, Haemophilus, Histophilus, Mann-

heimia, Moraxella, Neisseria, Pasteurella и Bibersteinia. 

Согласно следующим особенно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения 

используют по меньшей мере два домена С-доли, причем по меньшей мере один домен С-доли является 

получаемым или полученным из рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемого или полученного 

из Actinobacillus pleuropneumoniae, предпочтительно домен С-доли, представленный в SEQ ID. NO: 6 или 

SEQ ID NO: 22, или причем по меньшей мере один домен С-доли является получаемым или полученным 

из рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемого или полученного из Actinobacillus suis, пред-

почтительно домен С-доли, представленный в SEQ ID NO: 34. 

Согласно следующим особенно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения 

используют по меньшей мере два домена С-доли, причем по меньшей мере один домен С-доли является 

получаемым или полученным из рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемого или полученного 

из Mannheimia haemolytica, предпочтительно домен С-доли, представленный в SEQ ID NO: 232 или SEQ 

ID NO: 234, или причем по меньшей мере один домен С-доли является получаемым или полученным из 

рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемого или полученного из Mannheimia glucosida. 

Согласно следующим особенно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения 

используют по меньшей мере два домена С-доли, причем по меньшей мере один домен С-доли является 

получаемым или полученным из рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемого или полученного 

из Neisseria gonorrhoeae, предпочтительно один из доменов С-доли, представленных в SEQ ID NO: 213 - 

SEQ ID NO: 218, или причем по меньшей мере один домен С-доли является получаемым или получен-

ным из рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемого или полученного из Neisseria meningitides, 

предпочтительно один из доменов С-доли, представленных в SEQ ID. NO: 119; SEQ ID NO: 125; SEQ ID 

NO: 128; SEQ ID NO: 129; SEQ ID NO: 130; SEQ ID NO: 131; SEQ ID NO: 152; SEQ ID NO: 154; SEQ ID 

NO: 156; SEQ ID NO: 158; SEQ ID NO: 160; SEQ ID NO: 164; SEQ ID NO: 166; SEQ ID NO: 168; SEQ ID 

NO: 179-SEQ ID NO: 195 и SEQ ID NO: 235-SEQ ID NO: 278. 

Согласно следующим особенно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения 

используют по меньшей мере два домена С-доли, причем по меньшей мере один домен С-доли является 

получаемым или полученным из рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемого или полученного 

из Bibersteinia trehalosi, предпочтительно домен С-доли, представленный в SEQ ID NO: 292. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-

зуют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из рецепторного полипептида 

поверхности к HIBP, причем оба из двух доменов С-доли являются получаемыми или полученными из 

двух видов бактерий, которые выбраны из Actinobacillus pleuropneumoniae, предпочтительно домен С-

доли, представленный в SEQ ID NO: 6 или SEQ ID NO: 22, Actinobacillus suis, предпочтительно домен С-

доли, представленный в SEQ ID NO: 34, и Haemophilus parasuis, предпочтительно домен С-доли, пред-

ставленный в SEQ ID NO: 294. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-

зуют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из рецепторного полипептида 

поверхности к HIPB, причем один из двух доменов С-доли является получаемым или полученным из 

Neisseria gonorrhoeae, предпочтительно один из доменов С-доли, представленных в SEQ ID. NO: 213-SEQ 

ID. NO: 218, и другой домен С-доли является получаемым из Neisseria meningitides, предпочтительно 

один из доменов С-доли, представленных в SEQ ID. NO: 119; SEQ ID NO: 125; SEQ ID NO: 128; SEQ ID 

NO: 129; SEQ ID NO: 130; SEQ ID NO: 131; SEQ ID NO: 152; SEQ ID NO: 154; SEQ ID NO: 156; SEQ ID 

NO: 158; SEQ ID NO: 160; SEQ ID NO: 164; SEQ ID NO: 166; SEQ ID NO: 168; SEQ ID NO: 179-SEQ ID 

NO: 195 и SEQ ID NO: 235-SEQ ID NO: 278. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-

зуют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из рецепторного полипептида 

поверхности к HIPB, причем один из двух доменов С-доли является получаемым или полученным из 

Mannheimia haemolytica, предпочтительно домен С-доли, представленный в SEQ ID NO: 232 или SEQ ID 

NO: 234, и другая С-доля является получаемой или полученной из Bibersteinia trehalosi, предпочтительно 

домен С-доли, представленный в SEQ ID NO: 292. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-

зуют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из полипептида TbpB, причем 

оба из двух доменов С-доли являются получаемыми или полученными из одного или из двух видов бак-

терий, и причем полипептиды TbpB или полученные из них домены С-доли являются антигенно различ-

ными. Домены TbpB или С-доли предпочтительно получены из видов бактерий или штаммов бактерий, 

способных к обмену вариантов TbpB. Термин "антигенно различный" в настоящей заявке в отношении 

двух полипептидов TbpB или доменов С-доли полипептидов TbpB означает, что два полипептида TbpB 
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или два домена С-доли полипептидов TbpB при использовании для конструирования филогенетического 

дерева с применением типичного количества полипептидов TbpB или полипептидов доменов С-доли 

относятся к различным ветвям или группам филогенетического дерева. Согласно настоящему изобрете-

нию можно сконструировать филогенетическое дерево с любым количеством полипептидов TbpB или 

доменов С-доли, однако предпочтительно филогенетическое дерево конструируют с применением по 

меньшей мере 25 полипептидов TbpB или полипептидов домена С-доли, более предпочтительно по 

меньшей мере 30, по меньшей мере 40 или по меньшей мере 50 полипептидов TbpB или полипептидов 

домена С-доли, и предпочтительно филогенетическое дерево конструируют таким образом, что оно со-

держит по меньшей мере 2 порядка узлов выше корневого уровня, более предпочтительно филогенети-

ческое дерево содержит по меньшей мере 3, 4 или 5 порядков узлов выше корневого уровня, наиболее 

предпочтительно содержит по меньшей мере 6, 7, 8, 9 или 10 порядков узлов выше корневого уровня 

(как дополнительно поясняется ниже и на фиг. 30). Антигенно различные полипептиды TbpB или поли-

пептиды домена С-доли предпочтительно относятся к различным ветвям, которые (i) расходятся от узла, 

расположенного по меньшей мере на 2 порядка ниже от узла наивысшего порядка в филогенетическом 

дереве (например, если узлом наивысшего порядка в филогенетическом дереве является узел 9-го поряд-

ка, антигенно различные полипептиды представляют собой полипептиды, расходящиеся от узла 7-го по-

рядка или узла меньшего порядка, т.е. узла 6-го, 5-го, 4-го, 3-го, 2-го или 1-го порядка; и/или (ii) расхо-

дятся от узла 1-го, 2-го или 3-го порядка филогенетического дерева. Для облегчения конструирования 

филогенетических деревьев с применением полипептидов TbpB или полипептидов домена С-доли можно 

использовать некоторые компьютерные программы, включая (i) компьютерные программы, осуществ-

ляющие выравнивания последовательности, например программу с применением алгоритма выравнива-

ния М-Coffee, которая выполняется на сервере сайта T-Coffee (http://www.tcoffee.org/) (43); (ii) компью-

терные программы, редактирующие выравнивания, такие как Geneious Pro (44); (iii) компьютерные про-

граммы, автоматически чистящие выравнивания, такие как GBlocks (45); (iv) компьютерные программы, 

выбирающие эволюционную модель, совместимую с выравниванием, такие как ProtTest v3.2 (Darriba et 

al., 2011); и (iv) компьютерные программы, создающие филогенетические деревья, такие как программы, 

использующие метод наибольшего правдоподобия, PhyML (46), работающие с применением модели 

GTR (general time reversible, общей обратимости времени) (47) (48, 49), или другой модели, такой как 

модель JTT+I+G+F или модель WAG+G=F, или программы, такие как PHYLIP и PAUP (университета 

Вашингтона). Каждая из данных программ предпочтительно сконструирована таким образом, что ветви 

дерева считают статистически значимыми. Отмечается, однако, что более дистально расположенные вет-

ви могут быть менее статистически значимыми; таким образом, предпочтительным является выбор 

штаммов, относящихся к группам, на основании узлов наименьшего порядка. 

На фиг. 30 с иллюстративной целью представлено филогенетическое дерево 100, содержащее ко-

рень 120, промежуточные ветви (примерами которых являются 130, 131, 140, 141, 142 и 143), и в общей 

сложности 38 дистальных ветвей (примерами которых являются дистальные ветви 150, 151, 152, 153, 154 

и 155), причем каждая дистальная ветвь представляет родственный полипептид, полученный из 1 из 38 

штаммов бактерий (штаммы 1-38 (110)). Каждая ветвь отходит от узла (примерами которых являются 

узлы 161, 171, 172, 181, 182, 183 и 184). Таким образом, например, ветвь 130 отходит от узла 161, и ветвь 

143 отходит от узла 172. Узел (161), расположенный наиболее проксимально к корню дерева (120), более 

конкретно называют узлом 161 первого порядка; узлы 171 и 172 более конкретно называют узлами 171 и 

172 2-го порядка; узлы 181, 182, 183 и 184 более конкретно называют узлами 181, 182, 183 и 184 3-го по-

рядка и следующие узлы с соответствующими исправлениями можно назвать узлами 4-го, 5-го, 6-го, 7-го 

и т.д. порядка. На фиг. 30 показаны следующие четыре группы (группа 1 (105), полипептиды штаммов 

бактерий (110) 1-17; группа 2 (106), полипептиды штаммов бактерий (110) 18-24; группа 3 (107), поли-

пептиды штаммов бактерий (110) 25-30 и группа 4 (108), полипептиды штаммов бактерий (110) 26-38). 

Полипептиды штаммов бактерий, относящиеся к группе 1 (105) или группе 2 (106), принадлежат к ветви 

(131), отходящей от узла первого порядка (161) филогенетического дерева (100). Аналогично, полипеп-

тиды штаммов бактерий, относящиеся к группе 3 (105) или группе 4 (106), принадлежат к ветви (131), 

отходящей от узла первого порядка (161) филогенетического дерева (100). Таким образом, полипептиды 

всех штаммов бактерий, относящихся к группе 1 (105) или группе 2 (106), являются антигенно различ-

ными с полипептидами всех штаммов бактерий, относящихся к группе 3 (107) или группе 4 (108). Поли-

пептиды штаммов бактерий, относящихся к группе 1 (105) или группе 2 (106), относятся к группам, от-

ходящим от узла 2-го порядка (172) филогенетического дерева (100). Полипептиды штаммов бактерий, 

относящихся к группе 1 (105), согласно настоящему изобретению также являются антигенно различными 

со штаммами бактерий, которые относятся к группе 2 (106). Следует отметить, что филогенетические 

деревья могут быть представлены в различном формате, например, в прямоугольной форме, как, напри-

мер, на фиг. 30, или в круглой форме, как на фиг. 10. Примеры филогенетических деревьев, сконструиро-

ванных с применением полипептидов TbpB или С-долей или полипептидов TbpB, предложены на фиг. 4 

(содержит штаммы Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus suis и Haemophilus parasuis), фиг. 10 

(содержит штаммы Neisseria meningitidis), фиг. 26 (содержит штаммы Neisseria meningitidis и Neisseria 

gonorrhoeae), фиг. 27 (содержит штаммы Haemophilus influenza), фиг. 28 (содержит штаммы Mannheimia 
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haemolytica и Bibersteinia trehalosi) и фиг. 29 (содержит штаммы Moraxella catharrhalis). 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-

зуют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из полипептида TbpB, причем 

оба из двух доменов С-доли являются получаемыми или полученными из Actinobacillus 

pleuropneumoniae, Actinobacillus suis и Haemophilus parasuis. Применительно к филогенетическому дере-

ву, представленному на фиг. 4, согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобрете-

ния используют по меньшей мере два домена С-доли, причем первый домен С-доли получен из любого 

из доменов С-доли, которые выбраны из штаммов бактерий Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacil-

lus suis или Haemophilus parasuis, относящихся к филогенетической группе 1, филогенетической группе 2 

или филогенетической группе 3, представленной на фиг. 4, и причем второй домен С-доли получен из 

любого из доменов С-доли, которые выбраны из штаммов Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus 

suis или Haemophilus parasuis, относящихся к филогенетической группе, представленной на фиг. 4, от-

личной от филогенетической группы, из которой выбран первый домен С-доли. Согласно следующим 

предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения используют по меньшей мере три 

домена С-доли, причем используют первый домен С-доли, относящийся к штаммам бактерий Actinoba-

cillus pleuropneumoniae, Actinobacillus suis или Haemophilus parasuis, которые относятся к филогенетиче-

ской группе 1, представленной на фиг. 4, используют второй домен С-доли, относящийся к штаммам 

бактерий Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus suis или Haemophilus parasuis, которые относятся 

к филогенетической группе 2, представленной на фиг. 4, и используют третий домен С-доли, относящий-

ся к штаммам бактерий Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus suis или Haemophilus parasuis, ко-

торые относятся к филогенетической группе 3, представленной на фиг. 4. Таким образом, в качестве кон-

кретного примера домен С-доли из Н57 Actinobacillus suis (филогенетическая группа 1; черная стрелка на 

фиг. 4) можно объединить с доменом С-доли из Н87 Actinobacillus pleuropneumonaie (филогенетическая 

группа 2; черная стрелка на фиг. 4) и доменом С-доли из Н49 Actinobacillus pleuropneumonaie (филогене-

тическая группа 3; черная стрелка на фиг. 4). 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-

зуют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из белка TbpB, причем оба из 

двух доменов С-доли являются получаемыми или полученными из Neisseria meningitidis. Применительно 

к филогенетическому дереву, представленному на фиг. 10А, согласно предпочтительным вариантам реа-

лизации настоящего изобретения используют по меньшей мере два домена С-доли, причем первый домен 

С-доли получен из любого из доменов С-доли, которые выбраны из штамма бактерий Neisseria meningiti-

des, относящегося к филогенетической группе 1, филогенетической группе 2, филогенетической группе 3 

или филогенетической группе 4, представленной на фиг. 10А, и причем второй домен С-доли получен из 

любого из штаммов Neisseria meningitides, относящихся к филогенетической группе, представленной на 

фиг. 10А, отличной от филогенетической группы, из которой выбран первый домен С-доли. Таким обра-

зом, исключительно в качестве примера домен С-доли TbpB, полученный из штамма В16В6 Neisseria 

meningitidis (филогенетическая группа 1; черная стрелка на фиг. 10А), можно объединить с доменом С-

доли TbpB из штамма М982 (филогенетическая группа 4; черная стрелка на фиг. 10А). Согласно сле-

дующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения используют по меньшей 

мере три домена С-доли, причем домены С-доли выбирают из штаммов, относящихся к трем различным 

группам, представленным на фиг. 10А (например, домен С-доли, который выбран из каждой из филоге-

нетической группы 1, филогенетической группы 2 и филогенетической группы 3). Согласно следующим 

предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения используют по меньшей мере четыре 

домена С-доли, причем используют первый домен С-доли, относящийся к штамму бактерий Neisseria 

meningitides, который относится к группе 1, представленной на фиг. 10А, используют второй домен С-

доли, относящийся к штамму бактерий Neisseria meningitides, который относится к группе 2, представ-

ленной на фиг. 10А, используют третий домен С-доли, относящийся к штамму бактерий Neisseria menin-

gitides, который относится к филогенетической группе 3, представленной на фиг. 10А, и используют чет-

вертый домен С-доли, относящийся к штамму бактерий Neisseria meningitides, который относится к фи-

логенетической группе 4, представленной на фиг. 10А. Таким образом, исключительно в качестве кон-

кретного примера может быть выбран домен С-доли TbpB из штаммов В16В6 (филогенетическая группа 

1; черная стрелка на фиг. 10А), BZ169 (филогенетическая группа 2; черная стрелка на фиг. 10А), S3131 

(филогенетическая группа 3; черная стрелка на фиг. 10А) и М982 (филогенетическая группа 4; черная 

стрелка на фиг. 10A) Neisseria meningitidis. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-

зуют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из полипептида TbpB, причем 

один из двух доменов С-доли является получаемым или полученным из Neisseria meningitides, а другая 

из С-долей является получаемой или полученной из Neisseria gonorrhoeae. Применительно к филогенети-

ческому дереву, представленному на фиг. 26В, согласно предпочтительным вариантам реализации на-

стоящего изобретения используют по меньшей мере два домена С-доли, причем первый домен С-доли 

является полученным из любого из доменов С-доли, которые выбраны из штамма бактерий Neisseria 

gonorrhoeae, который относится к филогенетической группе 3, представленной на фиг. 26В, и причем 
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второй домен С-доли получен из любого из доменов С-доли, которые выбраны из штамма Neisseria men-

ingitides, который относится к филогенетической группе 1 или группе 2, представленной на фиг. 26В. 

Более предпочтительно используют по меньшей мере три домена С-доли, получаемых или полученных 

из полипептида TbpB, причем два домена С-доли являются получаемыми или полученными из Neisseria 

meningitides, а другая С-доля является получаемой или полученной из Neisseria gonorrhoeae. Предпочти-

тельно домен С-доли выбран из штамма бактерий Neisseria gonorrhoeae, который относится к филогене-

тической группе 3, представленной на фиг. 26В, а второй домен С-доли получен из любого из доменов С-

доли, которые выбраны из штамма Neisseria meningitides, который относится к филогенетической группе 

2, представленной на фиг. 26В, и третий домен С-доли получен из любого из доменов С-доли, которые 

выбраны из штамма Neisseria meningitidis, который относится к филогенетической группе 1, представ-

ленной на фиг. 26В. Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобре-

тения используют по меньшей мере четыре домена С-доли, получаемых или полученных из полипептида 

TbpB, причем три домена С-доли являются получаемыми или полученными из Neisseria meningitides, а 

другой домен С-доли является получаемым или полученным из Neisseria gonorrhoeae. Предпочтительно 

домен С-доли выбран из штамма бактерий Neisseria gonorrhoeae, который относится к филогенетической 

группе 3, представленной на фиг. 26В, второй и третий домены С-доли получены из любого домена С-

доли, которые выбраны из штамма Neisseria meningitides, который относится к двум различным подгруп-

пам филогенетической группы 2 (например, филогенетической подгруппе 2.1 и филогенетической под-

группе 2.2), представленной на фиг. 26В, и четвертый домен С-доли является полученным из любого из 

доменов С-доли, которые выбраны из штамма Neisseria meningitides, который относится к филогенетиче-

ской группе 1, представленной на фиг. 26В. Согласно следующим предпочтительным вариантам реали-

зации настоящего изобретения используют по меньшей мере четыре домена С-доли, получаемых или 

полученных из полипептида TbpB, причем два домена С-доли являются получаемыми или полученными 

из Neisseria meningitides, а другие две С-доли являются получаемыми или полученными из Neisseria gon-

orrhoeae. Предпочтительно два домена С-доли, которые выбраны из штамма бактерий Neisseria gonor-

rhoeae, относятся к двум различным филогенетическим подгруппам филогенетической группы 3 (напри-

мер, подгруппе 3.1 и подгруппе 3.2), представленной на фиг. 26В, третий и четвертый домены С-доли 

являются полученными из штамма Neisseria meningitides, который относится к филогенетической группе 

1 и филогенетической группе 2 соответственно. Согласно следующему варианту реализации настоящего 

изобретения используют по меньшей мере пять доменов С-доли, получаемых или полученных из поли-

пептида TbpB, причем три домена С-доли являются получаемыми или полученными из Neisseria meningi-

tides, а другие две С-доли являются получаемыми или полученными из Neisseria gonorrhoeae. Предпочти-

тельно два домена С-доли, которые выбраны из штамма бактерий Neisseria gonorrhoeae, относятся к двум 

различным филогенетическим подгруппам филогенетической группы 3 (например, к подгруппе 3.1 и 

подгруппе 3.2), представленной на фиг. 26В, третий и четвертый домены С-доли получены из штамма 

Neisseria meningitides, который относится к двум различным филогенетическим подгруппам филогенети-

ческой группы 2 (например, к подгруппе 2.1 и подгруппе 2.2), представленной на фиг. 26В, и пятый до-

мен С-доли относится к штамму Neisseria meningitides, который относится к филогенетической группе 1, 

представленной на фиг. 26В. Согласно следующему предпочтительному варианту реализации настояще-

го изобретения используют по меньшей мере шесть доменов С-доли, получаемых или полученных из 

полипептида TbpB. Согласно данному варианту реализации настоящего изобретения по меньшей мере 

один домен С-доли является полученным или получаемым из Neisseria meningitidis и по меньшей мере 

один домен С-доли является полученным или получаемым из Neisseria gonorrhoeae, другие С-доли явля-

ются полученными или получаемыми из штаммов, которые являются антигенно различными согласно 

фиг. 26В. Согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения три домена С-

доли являются получаемыми или полученными из Neisseria meningitides, а другие три С-доли являются 

получаемыми или полученными из Neisseria gonorrhoeae. Применительно к фиг. 26В предпочтительно 

три домена С-доли, полученные из штаммов Neisseria gonorrhoeae, относятся к трем антигенно различ-

ным группам, и три домена С-доли, полученные из Neisseria meningitides, относятся к трем антигенно 

различным штаммам. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-

зуют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из полипептида TbpB, причем 

один из двух доменов С-доли является получаемым или полученным из Neisseria meningitides, а другая 

из С-долей является получаемой или полученной из Neisseria gonorrhoeae. Применительно к филогенети-

ческому дереву, представленному на фиг. 26А, согласно предпочтительным вариантам реализации на-

стоящего изобретения используют по меньшей мере два домена С-доли, причем первый домен С-доли 

получен из любого из доменов С-доли, которые выбраны из штамма бактерий Neisseria gonorrhoeae, ко-

торый относится к филогенетической группе 3 или филогенетической группе 1, представленной на фиг. 

26А, и причем второй домен С-доли получен из любого из доменов С-доли, которые выбраны из штамма 

Neisseria meningitides, который относится к филогенетической группе 2, группе 4 или группе 5, представ-

ленной на фиг. 26А. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-
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зуют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из белка TbpB, причем оба из 

двух доменов С-доли являются получаемыми или полученными из Haemophilus influenzae. Примени-

тельно к филогенетическому дереву, представленному на фиг. 27А и 27В, согласно предпочтительным 

вариантам реализации настоящего изобретения используют по меньшей мере два домена С-доли, причем 

первый домен С-доли получен из любого из доменов С-доли, которые выбраны из штамма бактерий 

Haemophilus influenza, который относится к филогенетической группе 1, филогенетической группе 2 или 

филогенетической группе 3, представленной на фиг. 27А или 27В, и причем второй домен С-доли полу-

чен из любого из штаммов Haemophilus influenza, который относится к филогенетической группе, пред-

ставленной на фиг. 27А или 27В, отличной от филогенетической группы, из которой выбран первый до-

мен С-доли. Таким образом, исключительно в качестве примера домен С-доли TbpB, полученный из 

штамма Н216 Haemophilus influenzae (филогенетическая группа 3; черная стрелка на фиг. 27В), можно 

объединить с доменом С-доли TbpB из штамма Н214 (филогенетическая группа 1; черная стрелка на фиг. 

27В). Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-

зуют по меньшей мере три домена С-доли, причем домены С-доли выбирают из штаммов, которые отно-

сятся к трем различным группам, представленным на фиг. 27А и 27В (т.е. домен С-доли выбран из каж-

дой из филогенетической группы 1, филогенетической группы 2 и филогенетической группы 3). Таким 

образом, исключительно в качестве конкретного примера можно выбрать домен С-доли TbpB из штам-

мов Н216 (филогенетическая группа 3; черная стрелка на фиг. 27В), Н214 (филогенетическая группа 1; 

черная стрелка на фиг. 27В) и H011 (филогенетическая группа 2; черная стрелка на фиг. 27В) Haemophi-

lus influenzae. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-

зуют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из белка TbpB, причем оба из 

двух доменов С-доли являются получаемыми или полученными из Mannheimia haemolytica. Примени-

тельно к филогенетическому дереву, представленному на фиг. 28, согласно предпочтительным вариан-

там реализации настоящего изобретения используют по меньшей мере два домена С-доли, причем пер-

вый домен С-доли получен из любого из доменов С-доли, которые выбраны из штамма бактерий Mann-

heimia haemolytica, который относится к филогенетической группе 1, представленной на фиг. 28, и при-

чем второй домен С-доли получен из любого из штамма Mannheimia haemolytica, который относится к 

филогенетической группе 3. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-

зуют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из полипептида TbpB, причем 

один из двух доменов С-доли является получаемым или полученным из Bibersteinia trehalosi, а другая из 

С-долей является получаемой или полученной из Mannheimia haemolytica. Применительно к фиг. 28 со-

гласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения используют по меньшей мере 

два домена С-доли, причем первый домен С-доли получен из любого из доменов С-доли, которые вы-

браны из штамма бактерий Bibersteinia trehalosi, который относится к филогенетической группе 2, пред-

ставленной на фиг. 28, и причем второй домен С-доли получен из любого из доменов С-доли, которые 

выбраны из штамма Mannheimia haemolytica, который относится к филогенетической группе 1 или груп-

пе 3, представленной на фиг. 28. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения исполь-

зуют по меньшей мере два домена С-доли, получаемых или полученных из белка TbpB, причем оба из 

двух доменов С-доли являются получаемыми или полученными из Moraxella catharrhalis. Применительно 

к филогенетическому дереву, представленному на фиг. 29, согласно предпочтительным вариантам реали-

зации настоящего изобретения используют по меньшей мере два домена С-доли, причем первый домен 

С-доли получен из любого из доменов С-доли, которые выбраны из штамма бактерий Moraxella cathar-

rhalis, который относится к филогенетической группе 1, филогенетической группе 2 или филогенетиче-

ской группе 3, представленной на фиг. 29, и причем второй домен С-доли получен из любого из штаммов 

Moraxella catharrhalis, который относится к филогенетической группе, представленной на фиг. 29, отлич-

ной от филогенетической группы, из которой выбран первый домен С-доли. Таким образом, исключи-

тельно в качестве примера домен С-доли TbpB, полученный из штамма ААС34279.1 Moraxella cathar-

rhalis (филогенетическая группа 3; черная стрелка на фиг. 29), можно объединить с доменом С-доли 

TbpB из штамма AAD12263.1 (филогенетическая группа 1; черная стрелка на фиг. 29). Согласно сле-

дующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения используют по меньшей 

мере три домена С-доли, причем домены С-доли выбирают из штаммов, которые относятся к трем раз-

личным группам, представленным на фиг. 29 (т.е. домен С-доли выбран из каждой из филогенетической 

группы 1, филогенетической группы 2 и филогенетической группы 3). Таким образом, исключительно в 

качестве конкретного примера можно выбрать домен С-доли TbpB из штаммов ААС34279.1 (филогене-

тическая группа 3; черная стрелка на фиг. 29), AAD12263.1 (филогенетическая группа 1; черная стрелка 

на фиг. 29) и 003664398.1 (филогенетическая группа 2; черная стрелка на фиг. 29) Moraxella catharrhalis. 

Согласно особенно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения вышеука-

занные смеси полипептидов, содержащие или состоящие из доменов С-доли, представляют собой доме-

ны С-доли, получаемые или полученные из полипептидов TbpB, включая, без ограничения, домены С-
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доли, представленные в SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 33; SEQ ID NO: 34; 

SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 125; SEQ ID NO: 179-SEQ ID NO: 195, SEQ ID NO: 213-SEQ ID NO: 218; 

SEQ ID NO: 230; SEQ ID NO: 232 и SEQ ID NO: 234-SEQ ID NO: 278. 

Вышеуказанные смеси доменов С-доли можно получить посредством смешивания препаратов, со-

держащих отдельные домены С-доли, или посредством получения слитых полипептидов, содержащих 

два или более домена С-доли, рекомбинантным способом. 

Как было указано выше, иммуногенные препараты согласно настоящему изобретению предпочти-

тельно являются перекрестно-реактивными и/или перекрестно-защитными. Хотя, как было указано вы-

ше, составы, содержащие домены С-доли сами по себе, могут являться перекрестно-реактивными и/или 

перекрестно-защитными, смеси доменов С-доли являются в особенности предпочтительными, поскольку 

данные смеси можно применять для получения иммуногенных составов, которые существенно расши-

ряют перекрестную реактивность и/или перекрестную защиту против широкого диапазона штаммов бак-

терий и/или видов и позволяют получить составы вакцин, обеспечивающих защиту от инфекции или за-

болевания, передающихся множеством видов бактерий или штаммов бактерий. 

Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения полипептид, содержащий домен 

С-доли и/или домен N-доли рецепторного полипептида поверхности к HIBP, получают таким образом, 

что петлевой домен, соединяющий два β-слоя в пределах домена С-доли или домена N-доли, является 

модифицированным, и указанный полипептид, по существу, не способен связываться с железосвязы-

вающим белком хозяина. Термин "модифицированный" в настоящей заявке в сочетании с петлевым до-

меном означает петлю, в которой по меньшей мере один остаток аминокислоты был удален или заменен. 

Таким образом, полученная в результате петля в пределах домена С-доли или домена N-доли может яв-

ляться усеченной либо согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения остаток или ос-

татки аминокислот могут быть заменены одним или несколькими альтернативными остатками амино-

кислот. На фиг. 1 и 2 представлены петлевые домены типичных рецепторных белков поверхности к 

HIBP. На фиг. 8 и 14 представлены примеры уменьшения петли в домене N-доли и домене С-доли соот-

ветственно. Согласно настоящему изобретению по меньшей мере один из петлевых доменов, соединяю-

щих два β-слоя в пределах домена С-доли или домена N-доли рецепторного белка мембраны, связываю-

щего HIBP, является модифицированным для удаления по меньшей мере одного остатка аминокислоты 

из петлевых доменов, и полученный в результате полипептид, содержащий модифицированный домен N-

доли или домен С-доли, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина. 

Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения удалено большее количество остатков 

аминокислот, например из петлевого домена удалено по меньшей мере 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 

60, 70, 80, 90, 100 остатков аминокислот. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобрете-

ния петлевой домен удален полностью. Любой из петлевых доменов может быть выбран для модифика-

ции согласно настоящему изобретению при условии, что такая модификация приводит к получению по-

липептида, который, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина. Та-

ким образом, относительно типичного полипептида TbpB свиньи согласно фиг. 1 согласно вариантам 

реализации настоящего изобретения, в которых один петлевой домен является модифицированным, та-

кой петлевой домен может быть выбран из любого из петлевых доменов L1-L32 (примерами которых 

являются полипептидные последовательности петель L1-L32 Actinobacillus pleuropneumoniae: SEQ ID: 

NO 42; SEQ ID: NO 44; SEQ ID: NO 46; SEQ ID: NO 48; SEQ ID: NO 50; SEQ ID: NO 52; SEQ ID: NO 54; 

SEQ ID: NO 56; SEQ ID: NO 58; SEQ ID: NO 60; SEQ ID: NO 62; SEQ ID: NO 64; SEQ ID: NO 66; SEQ ID: 

NO 68; SEQ ID: NO 70; SEQ ID: NO 72; SEQ ID: NO 74; SEQ ID: NO 76; SEQ ID: NO 78; SEQ ID: NO 80; 

SEQ ID: NO 82; SEQ ID: NO 84; SEQ ID: NO 86; SEQ ID: NO 88; SEQ ID: NO 90; SEQ ID: NO 92; SEQ ID: 

NO 94; SEQ ID: NO 96; SEQ ID: NO 98; SEQ ID: NO 100; SEQ ID: NO 102; SEQ ID: NO 104 и SEQ ID: NO 

106 соответственно, которые кодируются последовательностями нуклеиновой кислоты SEQ ID: NO 41; 

SEQ ID: NO 43; SEQ ID: NO 45; SEQ ID: NO 47; SEQ ID: NO 49; SEQ ID: NO 51; SEQ ID: NO 53; SEQ ID: 

NO 55; SEQ ID: NO 57; SEQ ID: NO 59; SEQ ID: NO 61; SEQ ID: NO 63; SEQ ID: NO 65; SEQ ID: NO 67; 

SEQ ID: NO 69; SEQ ID: NO 71; SEQ ID: NO 73; SEQ ID: NO 75; SEQ ID: NO 77; SEQ ID: NO 79; SEQ ID: 

NO 81; SEQ ID: NO 83; SEQ ID: NO 85; SEQ ID: NO 87; SEQ ID: NO 89; SEQ ID: NO 91; SEQ ID: NO 93; 

SEQ ID: NO 95; SEQ ID: NO 97; SEQ ID: NO 99; SEQ ID: NO 101; SEQ ID: NO 103 и SEQ ID: NO 105, 

соответственно), как далее представлено в табл. 1. Согласно вариантам реализации настоящего изобре-

тения, в которых два петлевых домена являются модифицированными, такие два петлевых домена могут 

являться любыми двумя петлевыми доменами, которые выбраны из петлевых доменов L1-L32 (снова со 

ссылкой на типичный полипептид TbpB согласно фиг. 1), представленных в табл. 2 ниже. Согласно вари-

антам реализации настоящего изобретения, в которых три петлевых домена являются модифицирован-

ными, такие три петлевых домена могут являться любыми тремя петлевыми доменами, которые выбраны 

из петлевых доменов L1-L32 (снова со ссылкой на типичный полипептид TbpB на фиг. 1), представлен-

ных в табл. 3 ниже. Согласно вариантам реализации настоящего изобретения, в которых четыре петле-

вых домена являются модифицированными, такие четыре петлевых домена могут являться любыми тре-

мя петлевыми доменами, которые выбраны из комбинации петлей, представленной в табл. 3, с добавле-
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нием одного дополнительного петлевого домена, который выбран из петлевых доменов L1-L32 (снова со 

ссылкой на типичный полипептид TbpB на фиг. 1). Согласно другим вариантам реализации настоящего 

изобретения в общей сложности 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 

27, 28, 29, 30, 31 или 32 петлевых домена могут являться модифицированными. Специалисту в данной 

области техники очевидно, что точное количество модифицированных петлевых доменов может варьи-

ровать и может быть выбрано из любых из 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 

24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 или 32 петлевых доменов, выбранных из петель L1-L32, в каждом из данных 

вариантов реализации настоящего изобретения, способом, аналогичным выбору петлевых доменов, опи-

санному относительно вариантов реализации, в которых были модифицированы 2 или 3 петлевых доме-

на. Согласно особенно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения одна или все 

петли L18, L21, L23 и L27 (примерами которых являются SEQ ID NO: 76; SEQ ID NO: 82; SEQ ID NO: 86 

и SEQ ID NO: 96 Actinobacillus pleuropneumoniae соответственно) домена С-доли являются модифициро-

ванными. Согласно следующим особенно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобре-

тения одна или все петли L1, L5, L8 и L12 (примерами которых являются SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 50; 

SEQ ID NO: 56; SEQ ID NO: 64 Actinobacillus pleuropneumoniae соответственно) домена N-доли являются 

модифицированными. Петлевые домены, которые можно модифицировать, являются петлевыми доме-

нами, которые соединяют два β-слоя, собранных в пределах домена β-бочки или домена "ручки" β-слоя 

домена С-доли или домена N-концевой доли, или являются петлевыми доменами, которые соединяют 

два собранных β-слоя, или представляют собой комбинацию вышеуказанных доменов. Для усечения 

петлевого домена в пределах домена С-доли или домена N-концевой доли полипептид можно получить 

таким образом, что петлевой домен будет полностью удален и необязательно заменен одной или не-

сколькими связывающими аминокислотами, что приводит к более или менее непосредственному соеди-

нению между двумя β-слоями, или таким образом, что участок или участки петлевого домена будут уда-

лены. Согласно настоящему изобретению предпочтительно, что, по меньшей мере, половина остатков 

аминокислот по меньшей мере из одного из петлевых доменов домена С-доли или домена N-доли была 

удалена. Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения по 

меньшей мере одна половина всех остатков аминокислот петлевого домена была удалена. Таким обра-

зом, в таких вариантах реализации настоящего изобретения, в которых петлевой домен содержит, на-

пример, 40 остатков аминокислот, по меньшей мере 20 остатков аминокислот петлевого домена будут 

удалены. Согласно следующим вариантам реализации настоящего изобретения петлевой домен является 

модифицированным таким образом, что по меньшей мере 60, 70, 80 или 90% остатков аминокислот пет-

левого домена удалены. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения до 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот петлевых доменов сохранены после усечения, и согласно еще одним вари-

антам реализации настоящего изобретения до 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 или 90% петлевых доменов 

сохранены после усечения. Согласно вариантам реализации настоящего изобретения, в которых петлевой 

домен является модифицированным таким образом, что удален только участок петлевого домена, уда-

ленные остатки аминокислот могут быть расположены на N-терминальном конце петлевого домена, на 

С-терминальном конце петлевого домена или между N- и С-концом. Согласно вариантам реализации 

настоящего изобретения, в которых множество петлевых доменов домена С-доли или домена N-доли 

являются модифицированными, такие уменьшения петель могут включать удаление идентичного коли-

чества остатков аминокислот из каждой петли, например можно удалить 10 остатков аминокислот из 

каждой петли в пределах домена С-доли или домена N-доли, или уменьшение петли может включать 

удаление различных количеств остатков аминокислот из каждой петли, например 10 остатков из одной 

петли и 20 остатков из другой петли. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения остатки 

аминокислот в пределах петлевых доменов домена С-доли и/или домена N-доли заменены другими, на-

пример, посредством сайт-направленного мутагенеза, и полученный в результате полипептид содержит 

модифицированный домен С-доли или домен N-доли и, по существу, не способен связываться с железос-

вязывающим белком хозяина. На фиг. 22 представлены примеры замен оснований в петлевых областях 

домена N-доли различных полипептидов TbpB, а на фиг. 23 представлено снижение связывания Tf в свя-

зи с данными заменами оснований. Таким образом, например, в любой из петель L1-L32 можно заменить 

один или несколько остатков аминокислот. Согласно определенным предпочтительным вариантам реа-

лизации настоящего изобретения один или несколько остатков аминокислот заменены в петлевом домене 

L1, L3, L5 или L8 домена N-доли (примерами которого являются SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 46; SEQ ID 

NO: 50 и SEQ ID NO: 56 Actinobacillus pleuropneumoniae соответственно). Согласно предпочтительным 

вариантам реализации настоящего изобретения ароматические аминокислоты (фенилаланин, тирозин и 

триптофан) в пределах петлевого домена L8 заменены алифатическими аминокислотами (глицином, ва-

лином, лейцином, изолейцином). Данные аминокислоты представляют собой поверхностно-доступные 

ароматические остатки аминокислот, в иных случаях находящиеся, как правило, в катионной области 

поверхности. Согласно особенно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения вы-

бирают полипептид TbpB Haemophilus parasuis, и для получения модифицированного полипептида TbpB 
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в полипептид TbpB вводят одну или несколько из следующих мутаций: Y93A (SEQ ID NO: 170; SEQ ID 

NO: 171); Y117A (SEQ ID NO: 172; SEQ ID NO: 173); Y167A (SEQ ID NO: 174; SEQ ID NO: 175) или 

W176A (SEQ ID NO: 176; SEQ ID NO: 177), и согласно более предпочтительным вариантам реализации 

настоящего изобретения выбирают полипептид TbpB Actinobacillus pleuropneumoniae, и для получения 

модифицированного полипептида TbpB в полипептид вводят одну или несколько следующих мутаций: 

F171A (SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 4); Y95A (SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 14); Y121A (SEQ ID NO: 15; 

SEQ ID NO: 16); Y174A (SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 18) или R179E (SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 20), и 

согласно более предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения выбирают полипептид 

TbpB Actinobacillus suis, и для получения модифицированного полипептида TbpB в полипептид вводят 

одну или несколько следующих мутаций: F63A (SEQ ID NO: 29; SEQ ID NO: 30) или F152A (SEQ ID NO: 

31; SEQ ID NO: 32) Настоящее изобретение охватывает каждый из вышеуказанных модифицированных 

полипептидов и последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие данные полипептиды, а также 

иммуногенные композиции и вакцинные композиции, содержащие данные полипептиды. 

Уменьшение размера одного или нескольких петлевых доменов или модификацию аминокислот в 

петлевом домене полипептидов к HIBP согласно настоящему изобретению предпочтительно осуществ-

ляют таким образом, что полученный в результате полипептид является конформационно стабильным. 

Под термином "конформационно стабильный" подразумевают, что после модификации размера петли 

или замены остатка аминокислоты конформационное состояние или конформация полипептида остается, 

по существу, той же. Конформационное состояние петлевого домена, который является модифицирован-

ным, может являться более или менее измененным. Детерминанты конформационного состояния или 

конформации полипептида включают первичную структуру полипептида, отраженную его аминокислот-

ной последовательностью, вторичную структуру полипептида (например, α-спираль, β-слой и т.п.), тре-

тичную структуру полипептида (т.е. трехмерную укладку полипептидной цепи) и четвертичную струк-

туру (т.е. взаимодействие полипептида с другими субъединицами белка). На конформацию белка могут 

также влиять факторы окружающей среды, такие как рН, осмолярность, ионная сила и концентрация со-

ли. При разработке уменьшения петли можно исходить из выравнивания и сравнения нескольких гетеро-

логичных последовательностей, сравнения трехмерных конформационных структур нескольких гетеро-

логичных полипептидов, известных в данной области техники, и применения консервативных замен 

аминокислот (например, комбинаций, таких как gly, ala; val, ile; leu, met; asp, glu; asn, gln; ser, thr; lys, arg; 

cys, met и phe, trp, tyr). Более того, конформационное состояние белка можно проанализировать методом 

функционального анализа (например, связывания железосвязывающего белка хозяина) или посредством 

физических способов, таких как рентгеноструктурная кристаллография или ядерный магнитный резо-

нанс (ЯМР). 

Согласно следующим вариантам реализации настоящего изобретения для модификации выбирают 

по меньшей мере один петлевой домен домена С-доли или домена N-доли рецепторного белка поверхно-

сти к HIBP, содержащий самую длинную петлю. Согласно вариантам реализации настоящего изобрете-

ния, в которых такая петля является полностью модифицированной, модификация, как правило, будет 

включать удаление по меньшей мере 25 остатков аминокислот и может привести к удалению 150 или 

более остатков аминокислот. 

Согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения по меньшей мере один 

петлевой домен из домена С-доли или домена N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, содер-

жащий самую длинную петлю (т.е. содержащий больше всего остатков аминокислот) домена С-доли или 

домена N-доли, является модифицированным. Согласно следующим предпочтительным вариантам реа-

лизации настоящего изобретения по меньшей мере один петлевой домен домена С-доли или домена N-

доли рецепторного белка поверхности к HIBP, содержащий самую длинную петлю из домена С-доли или 

домена N-доли, является модифицированным, и для модификации выбирают второй петлевой домен до-

мена С-доли или домена N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, содержащий вторую наиболее 

длинную петлю. Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобрете-

ния по меньшей мере один петлевой домен из домена С-доли или домена N-доли рецепторного белка 

поверхности к HIBP, содержащий самую длинную петлю, и второй петлевой домен домена С-доли или 

домена N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, содержащий вторую наиболее длинную петлю, 

выбирают для модификации, и для модификации выбирают третий петлевой домен домена С-доли или 

домена N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, содержащий третью наиболее длинную петлю. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения по меньшей 

мере один петлевой домен домена С-доли или домена N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, 

содержащий самую длинную петлю, и второй петлевой домен домена С-доли или домена N-доли рецеп-

торного белка поверхности к HIBP, содержащий вторую наиболее длинную петлю, выбирают для моди-

фикации, и для модификации выбирают третий петлевой домен домена С-доли или домена N-доли ре-

цепторного белка поверхности к HIBP, содержащий третью наиболее длинную петлю, и для модифика-

ции выбирают четвертый петлевой домен домена С-доли или домена N-доли рецепторного белка по-

верхности к HIBP, содержащий четвертую наиболее длинную петлю. Вышеуказанные варианты реализа-

ции более подробно описаны в примерах 3 и 4 настоящей заявки. 
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В настоящем изобретении неожиданно было обнаружено, что полипептид, по существу, состоящий 

из домена С-доли или домена N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, можно легко получить, 

например, в системе продукции на основе микроорганизмов, когда один или несколько петлевых доме-

нов являются модифицированными, и модифицированный полипептид является, по существу, конфор-

мационно стабильным. 

Согласно настоящему изобретению модифицированный полипептид домена С-доли или домена N-

доли можно использовать сам по себе в качестве иммуногена, или полипептид можно модулировать для 

введения в него дополнительных модификаций. Модификации в модифицированный домен С-доли или 

домен N-доли полипептида, которые могут быть введены согласно настоящему изобретению, включают 

получение N-концевых или С-концевых полипептидных удлинений нативного или модифицированного 

полипептида домена С-доли или домена N-доли. Такие N-концевые и С-концевые полипептидные удли-

нения включают добавление к домену С-доли второго полноразмерного полипептида домена С-доли, тем 

самым обеспечивая получение димера домена С-доли, добавление к домену N-доли второго полнораз-

мерного полипептида домена N-доли, тем самым обеспечивая получение димера домена N-доли, или 

добавление, содержащее участок полипептида домена С-доли или участок полипептида домена N-доли. 

Мультимеры могут быть собраны с применением одного и того же мономерного полипептида (т.е. гомо-

димеры, гомотримеры и т.д.) либо могут быть собраны с применением различных полипептидов, напри-

мер домена С-доли или домена N-доли, полученных из различных вариантов (т.е. гетеродимеры, гете-

ротримеры и т.д.). Согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения собраны 

гетеромультимерные белки, представляющие различные патогены или патогенные штаммы. Таким обра-

зом, согласно предпочтительному варианту реализации настоящего изобретения получают гетеромуль-

тимерный полипептид, содержащий домены С-доли или домены N-доли, которые выбраны из группы, 

состоящей из доменов С-доли или доменов N-доли Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus suis и 

Haemophilus parasuis. Согласно особенно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобре-

тения домены С-доли или домены N-доли выбраны из группы, состоящей из доменов С-доли или доме-

нов N-доли Н49 A. pleuropneumoniae, H57 A. suis и Н87 A. pleuropneumoniae. Согласно более предпочти-

тельным вариантам реализации настоящего изобретения получают гетеромультимерный полипептид, 

содержащий домены С-доли, которые выбраны по меньшей мере из двух доменов С-доли TbpB или до-

менов N-доли, выбранных из штаммов Neisseria meningitidis. Согласно особенно предпочтительным ва-

риантам реализации настоящего изобретения штаммы выбирают из М982 N. meningitidis или В16В6 N. 

meningitidis. Гетеромультимерные белки могут обладать иммуногенностью к различным патогенам. Со-

гласно более предпочтительным вариантам реализации в настоящем изобретении предложены (i) первый 

полипептид, содержащий домен N-доли или домен С-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, по-

лучаемый или полученный из грамотрицательного патогенного вида бактерий, причем домен N-доли или 

домен С-доли содержит множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем по 

меньшей мере один петлевой домен из множества петлевых доменов домена N-доли или домена С-доли 

был модифицирован, связанный со (ii) вторым полипептидом, содержащим рецепторный белок поверх-

ности к HIBP или его участок, получаемый из грамотрицательного вида бактерий. Согласно предпочти-

тельным вариантам реализации настоящего изобретения участок рецепторного белка поверхности к 

HIBP представляет собой домен N-доли или домен С-доли. Согласно следующим предпочтительным 

вариантам реализации настоящего изобретения участок белка поверхности к HIBP представляет собой 

домен N-доли или домен С-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый или полученный 

из грамотрицательного патогенного вида бактерий, причем домен N-доли или домен С-доли содержит 

множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один пет-

левой домен из множества петлевых доменов домена N-доли или домена С-доли был модифицирован. 

Согласно следующим вариантам реализации настоящего изобретения получают мультимерный по-

липептид, причем такой мультимерный белок содержит множество N- и С-концевых удлинений, включая 

добавление к домену С-доли второго, третьего, четвертого, пятого, шестого или седьмого полноразмер-

ного полипептида домена С-доли, что обеспечивает получение мультимера домена С-доли, или добавле-

ние к домену N-доли второго, третьего, четвертого, пятого, шестого или седьмого, полноразмерного по-

липептида домена N-доли, что обеспечивает получение димера домена N-доли, или добавление, содер-

жащее участок полипептида домена С-доли или участок полипептида домена N-доли. Таким образом, 

например, согласно одному варианту реализации настоящего изобретения домены С-доли представляют 

собой по меньшей мере два или по меньшей мере три домена С-доли, получаемые из полипептида TbpB, 

получаемого из А. pleuropneumoniae, A. suis и Haemophilus parasuis. Согласно такому варианту реализа-

ции настоящего изобретения последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая домены С-доли 

TbpB из Н49 A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 5), Н57 A. suis (SEQ ID NO: 33) и H87 A. pleuropneumo-

niae (SEQ ID NO: 21), может быть связана с образованием последовательности химерной нуклеиновой 

кислоты (SEQ ID NO: 39), кодирующей один полипептид (SEQ ID NO: 40), охватывающий три С-доли 

(SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 34; SEQ ID NO: 22). Соответственно согласно следующим вариантам реали-

зации в настоящем изобретении предложены (i) первый полипептид, содержащий домен N-доли или до-
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мен С-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый или полученный из грамотрицательно-

го патогенного вида бактерий, причем домен N-доли или домен С-доли содержит множество β-слоев, 

соединенных множеством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один петлевой домен из множе-

ства петлевых доменов домена N-доли или домена С-доли был модифицирован, связанный со (ii) множе-

ством полипептидов, каждый из которых содержит рецепторный белок поверхности к HIBP или его уча-

сток, получаемый из грамотрицательного вида бактерий. Согласно предпочтительным вариантам реали-

зации настоящего изобретения участок рецепторного белка поверхности к HIBP представляет собой до-

мен N-доли или домен С-доли. Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоя-

щего изобретения участок белка поверхности к HIBP представляет собой домен N-доли или домен С-

доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый или полученный из грамотрицательного па-

тогенного вида бактерий, причем домен N-доли или домен С-доли содержит множество β-слоев, соеди-

ненных множеством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один петлевой домен из множества 

петлевых доменов домена N-доли или домена С-доли был модифицирован. 

Согласно следующим вариантам реализации настоящего изобретения после удаления одной или не-

скольких аминокислот из одного или нескольких петлевых доменов С-доли или N-доли рецепторного 

белка поверхности к HIBP данные остатки заменяют одним или несколькими альтернативными остатка-

ми аминокислот. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения альтернативные остат-

ки аминокислот содержат гетерологичную полипептидную антигенную детерминанту, способную инду-

цировать иммунный ответ в позвоночном организме-хозяине. Согласно следующим вариантам реализа-

ции настоящего изобретения альтернативные остатки аминокислот содержат две или более гетерологич-

ные полипептидные антигенные детерминанты, способные индуцировать иммунный ответ в позвоноч-

ном организме-хозяине. Гетерологичные антигенные детерминанты могут являться перекрестно-

реактивными с иммунной точки зрения в отношении одного и того же или различных патогенных орга-

низмов. Очевидно, что модифицированный домен С-доли или домен N-доли рецепторного белка поверх-

ности к HIBP согласно настоящему изобретению можно использовать в качестве скелета для получения 

и презентирования одной или нескольких антигенных детерминант. Согласно предпочтительному вари-

анту реализации настоящего изобретения одна или несколько петлевых областей домена С-доли или до-

мена N-доли TbpB заменены одним или несколькими полипептидными участками, получаемыми или 

полученными из белка IOM, включая трансферринсвязывающий белок ("TbpA") или лактоферринсвязы-

вающий белок A ("LbpA"). Полипептиды LbpA и TbpA, которые можно использовать согласно настоя-

щему изобретению, включают последовательности, представленные в SEQ ID NO: 162 и SEQ ID NO: 

152. Участки полипептидов LbpA и TbpA, которые можно использовать согласно настоящему изобрете-

нию, включают последовательности, представленные в SEQ ID NO: 286 и SEQ ID NO: 287. Данные 

фрагменты можно использовать для конструирования последовательности химерной нуклеиновой ки-

слоты и полипептидов, включая последовательности, представленные в SEQ ID. NO: 163; SEQ ID. NO: 

164; SEQ ID. NO: 165; SEQ ID. NO: 166, SEQ ID. NO: 167 и SEQ ID. NO: 168. Данный вариант реализа-

ции настоящего изобретения более подробно описан в примерах 7 и 8 настоящей заявки. Согласно более 

предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения один или несколько петлевых доме-

нов С-доли или N-доли TbpB заменены полипептидной последовательностью, обогащенной лизином, как 

описано в примере 9 ниже. 

Согласно всем вариантам реализации настоящего изобретения, описанным выше, которые включа-

ют рецепторный полипептид поверхности к HIBP, содержащий домен N-доли, предпочтительно, что до-

мен N-доли модифицирован таким образом, что N-концевой якорный полипептид или его значительная 

часть удален из домена N-доли. Длина якорного полипептида может варьировать в зависимости от ре-

цепторного полипептида поверхности к HIBP, но, как правило, составляет от 40 до 75 аминокислот, и 

якорный полипептид расположен на N-терминальном конце зрелого полипептида к HIPB. Таким обра-

зом, применительно к фиг. 1 длина якорного полипептида, изображенного на фигуре зрелого полипепти-

да TbpB, составляет 43 аминокислоты. Соответственно согласно предпочтительным вариантам реализа-

ции настоящего изобретения, включающим полипептид к HIBP, содержащий домен N-доли, длина якор-

ного полипептида уменьшена по меньшей мере на 10 остатков аминокислот, предпочтительно по мень-

шей мере на 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 или 75 остатков. Согласно вариантам реализации 

настоящего изобретения, в которых для уменьшения длины выбирают участок якорного полипептида, 

предпочтительно удаляют непрерывный участок N-конца якорного полипептида, например 10 концевых 

остатков аминокислот якорного пептида, однако другие участки якорного полипептида могут быть также 

удалены. Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения поли-

пептид TbpB, в котором был усечен заякоривающий пептид, включает SEQ ID NO: 279-SEQ ID NO: 283. 

Авторы настоящего изобретения обнаружили, что вышеуказанные варианты реализации настоящего изо-

бретения являются в особенности желательными, поскольку удаление якорного полипептида уменьшает 

агрегацию модифицированного рецепторного полипептида поверхности к HIBP, что облегчает получе-

ние полипептида, но при этом не оказывает существенного влияния на иммуногенные свойства полипеп-

тида. Таким образом, данную модификацию полипептида к HIBP можно использовать в сочетании с лю-



037909 

- 30 - 

быми модифицированными пептидами, которые, по существу, не способны связываться с железосвязы-

вающим белком хозяина, изложенным в настоящей заявке, включая описанные в настоящей заявке поли-

пептиды к HIBP, содержащие домен N-доли или домен С-доли, содержащий модифицированный петле-

вой домен, и полипептиды к HIBP, содержащие домен N-доли или С-доли, одна аминокислота в котором 

была заменена таким образом, что полипептид к HIBP, по существу, не способен связываться с железос-

вязывающим белком хозяина. 

Как было указано выше, согласно настоящему изобретению рецепторный белок поверхности к 

HIBP является модифицированным таким образом, что он, по существу, не способен связываться с желе-

зосвязывающим белком хозяина. Связывание железосвязывающего белка хозяина с модифицированным 

рецепторным белком поверхности к HIBP можно оценить с применением любого химического или био-

химического анализа, способного оценить такое связывание, включая, например, твердофазный анализ 

связывания, анализ аффинного захвата или биофизический анализ. Общие методологии проведения дан-

ных анализов известны специалистам в данной области техники и описаны, например, в публикациях 

(12, 23-25, 50, 51). При проведении данных анализов разницу характеристик связывания между нативным 

рецепторным белком поверхности к HIBP и нативным железосвязывающим белком хозяина, а также мо-

дифицированным рецепторным белком поверхности к HIBP и нативным железосвязывающим белком 

хозяина можно легко определить, а также можно оценить серии модифицированных рецепторных белков 

поверхности к HIBP для определения того, способны ли данные белки связываться с железосвязываю-

щим белком хозяина. Можно определить различные характеристики связывания, включая константу свя-

зывания (Kd). Как было указано выше, Kd, характеризующая связывание между железосвязывающим 

белком хозяина и модифицированными рецепторными белками поверхности к HIBP согласно настояще-

му изобретению, по меньшей мере в 2 раза превышает Kd, характеризующую связывание между железо-

связывающим белком хозяина и нативным рецепторным белком поверхности к HIBP. Пример способа 

анализа для определения константы связывания с применением трансферрина хозяина описан в примере 

11 настоящей заявки ниже. 

Настоящее изобретение также охватывает способ обнаружения модифицированного рецепторного 

белка поверхности к HIBP, причем указанный способ включает: 

(i) обеспечение модифицированного рецепторного белка поверхности к HIBP и нативного рецеп-

торного белка поверхности к HIBP; 

(ii) определение характеристик связывания между модифицированным рецепторным белком по-

верхности к HIBP и железосвязывающим белком хозяина для получения характеристик связывания мо-

дифицированного рецепторного белка поверхности к HIBP; 

(iii) определение характеристик связывания между нативным рецепторным белком поверхности к 

HIBP и железосвязывающим белком хозяина для получения характеристик связывания нативного рецеп-

торного белка поверхности к HIBP; 

(iv) сравнение характеристик связывания модифицированного рецепторного белка поверхности к 

HIBP с характеристиками нативного рецепторного белка поверхности к HIBP; и 

(v) обнаружение рецепторного белка поверхности к HIBP, демонстрирующего характеристики свя-

зывания, которые являются, по существу, модулированными относительно характеристик связывания 

нативного рецепторного белка поверхности к HIBP. 

"Являются, по существу, модулированными" в настоящей заявке означает, что силы связывающего 

взаимодействия между модифицированными рецепторными белками поверхности к HIBP и железосвя-

зывающим белком хозяина, по существу, слабее, чем силы связывающего взаимодействия между натив-

ными рецепторными белками поверхности к HIBP и железосвязывающим белком хозяина. Согласно 

предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения характеристика связывания, которую 

используют, представляет собой Kd, которая характеризует связывающее взаимодействие рецепторного 

белка поверхности к HIBP и железосвязывающего белка хозяина, причем значение Kd связывающего 

взаимодействия между модифицированными рецепторными белками поверхности к HIBP и железосвя-

зывающим белком хозяина по меньшей мере в 2 раза выше по значению, чем Kd связывающего взаимо-

действия между нативными рецепторными белками поверхности к HIBP и железосвязывающим белком 

хозяина. Также следует отметить, что вышеуказанный способ можно использовать для проведения скри-

нинга множества различных кандидатов рецепторных белков поверхности к HIBP, одновременно или 

последовательно, и обнаружения среди скринированных кандидатов рецепторных белков поверхности к 

HIBP, которые демонстрируют более или менее выраженную модуляцию характеристик связывания от-

носительно нативных рецепторных белков поверхности к HIBP. 

Настоящее изобретение также охватывает способ получения модифицированного рецепторного 

белка поверхности к HIBP для применения в качестве вакцины, причем указанный способ включает: 

(i) обеспечение модифицированного рецепторного белка поверхности к HIBP и нативного рецеп-

торного белка поверхности к HIBP; 

(ii) определение характеристик связывания между модифицированным рецепторным белком по-

верхности к HIBP и железосвязывающим белком хозяина для получения характеристик связывания мо-

дифицированных рецепторных белков поверхности к HIBP; 
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(iii) определение характеристик связывания между нативным рецепторным белком поверхности к 

HIBP и железосвязывающим белком хозяина для получения характеристик связывания нативного рецеп-

торного белка поверхности к HIBP; 

(iv) сравнение характеристик связывания модифицированного рецепторного белка поверхности к 

HIBP с характеристиками связывания нативного рецепторного белка поверхности к HIBP; 

(v) обнаружение рецепторного белка поверхности к HIBP, демонстрирующего характеристики свя-

зывания, которые являются, по существу, модулированными относительно характеристик связывания 

нативного рецепторного белка поверхности к HIBP; и 

(vi) получение модифицированного рецепторного белка поверхности к HIBP, демонстрирующего 

характеристики связывания, которые являются, по существу, модулированными относительно характе-

ристик связывания нативного рецепторного белка поверхности к HIBP, для применения в качестве вак-

цины. 

Согласно вышеуказанному способу обнаруженный рецепторный белок поверхности к HIBP, демон-

стрирующий, по существу, модулированные характеристики связывания относительно характеристик 

связывания нативного рецепторного белка поверхности к HIBP, можно применять для получения имму-

ногенных составов, например, посредством получения рецепторного белка поверхности к HIBP реком-

бинантным способом, выделения белка поверхности к HIBP и получения вакцинного состава, содержа-

щего рецепторный белок поверхности к HIBP. 

Согласно следующим вариантам реализации настоящее изобретение включает способы оценки пе-

рекрестной реактивности антисыворотки против вариантов рецепторного белка поверхности. Соответст-

венно настоящее изобретение также включает способ оценки перекрестной реактивности антисыворотки 

против вариантов рецепторного белка поверхности, причем указанный способ включает: 

(i) обеспечение множества последовательностей нуклеиновой кислоты, кодирующих рецепторные 

белки поверхности; 

(ii) определение вариаций последовательности нуклеиновой кислоты среди множества рецепторных 

белков поверхности; 

(iii) выбор варианта участка рецепторного белка поверхности; 

(iv) связывание последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующей N-концевой или С-

концевой участок варианта рецепторного белка поверхности, с последовательностью нуклеиновой ки-

слоты, кодирующей пептид, восприимчивый к ферментативному биотинилированию, и последователь-

ностью нуклеиновой кислоты, способной контролировать экспрессию в клетке-хозяине, для образования 

последовательности химерной нуклеиновой кислоты; 

(v) введение последовательности химерной нуклеиновой кислоты в клетку-хозяин и экспрессию по-

следовательности химерной нуклеиновой кислоты для получения слитого полипептида, содержащего N-

концевой или С-концевой участок варианта рецепторного белка поверхности, слитый с пептидом, вос-

приимчивым к биотинилированию; 

(vi) получение лизатов клеток из клеток-хозяев; 

(vii) нанесение экстрактов клеток на сенсибилизированный стрептавидином материал подложки для 

иммуноанализа; и 

(viii) нанесение антисыворотки на материал подложки для иммуноанализа, промывку вещества 

подложки для иммуноанализа и нанесение меченых вторых конъюгатов с целью оценки перекрестной 

реактивности между антисывороткой и вариантом участка рецепторного белка поверхности. 

Последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая пептид, восприимчивый к биотинилирова-

нию, дополнительно может содержать последовательность нуклеиновой кислоты достаточной длины, 

позволяющую после экспрессии проводить удлинение полипептида для такого слияния полипептида, 

при котором рецепторный белок поверхности находится на отдалении от вещества подложки для имму-

ноанализа, и в результате является полностью доступным для связывания антитела. Сенсибилизирован-

ный стрептавидином материал подложки для иммуноанализа может являться любыми материалом под-

ложки, включая, например, планшет для ELISA. 

Согласно следующим вариантам реализации настоящее изобретение включает способы оценки пе-

рекрестно-реактивных или защитных свойств вариантов антисыворотки против рецепторного белка по-

верхности, причем указанный способ включает: 

(i) обеспечение множества последовательностей нуклеиновой кислоты, кодирующих рецепторные 

белки поверхности; 

(ii) определение вариации последовательности нуклеиновой кислоты среди множества рецепторных 

белков поверхности; 

(iii) обеспечение клетки-хозяина, содержащей контр-селектируемый маркер, способный заменять 

последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую рецепторный белок поверхности; 

(iv) амплификацию методом ПЦР множества вариантов участков одной или нескольких последова-

тельностей нуклеиновой кислоты, кодирующих рецепторный белок поверхности, для получения множе-

ства ПЦР-продуктов, кодирующих варианты рецептора поверхности, причем амплификацию методом 

ПЦР проводят способом, который позволяет осуществлять встраивание ПЦР-продуктов в клетки-



037909 

- 32 - 

хозяева, содержащие контр-селектируемый маркер, и причем ПЦР-продукты содержат уникальную чу-

жеродную последовательность нуклеиновой кислоты для обнаружения каждого ПЦР-продукта; 

(v) введение и экспрессию множества ПЦР-продуктов в клетки-хозяева, содержащие контр-

селектируемый маркер, для обеспечения библиотеки антигенных вариантов HIBP; и 

(vi) применение всей библиотеки или ее части в иммунологическом анализе in vivo или in vitro для 

анализа перекрестно-реактивных или перекрестно-защитных свойств библиотеки или ее части. 

Иммунный анализ in vivo или in vitro может являться любым анализом, включая любой анализ ELI-

SA, функциональный иммунологический анализ или модель инфекции на животных. 

Согласно следующим вариантам реализации настоящего изобретения настоящее изобретение 

включает способ оценки эффективности вакцины для предотвращения колонизации верхних дыхатель-

ных путей млекопитающих штаммом грамотрицательных бактерий, экспрессирующим вариант рецеп-

торного белка поверхности, причем указанный способ включает: 

(i) обеспечение (а) линии трансгенных мышей, экспрессирующих рецептор СЕАСАМ млекопитаю-

щих из вида-хозяина патогена, на который направлена вакцина, и (b) линии мышей, идентичных с гене-

тической точки зрения линии трансгенных мышей, но не экспрессирующих рецептор СЕАСАМ; 

(ii) демонстрацию того, что грамотрицательный штамм бактерий, экспрессирующий вариант рецеп-

торного белка поверхности, способен колонизировать верхние дыхательные пути линии трансгенных 

мышей и не способен колонизировать верхние дыхательные пути линии мышей, не экспрессирующих 

рецептор СЕАСАМ; 

(iii) определение того, приводит ли иммунизация антигенами, полученными из рецепторного белка 

поверхности, к отсутствию колонизации верхних дыхательных путей трансгенных мышей, инфициро-

ванных грамотрицательным штаммом бактерий, экспрессирующим вариант рецепторного белка поверх-

ности; 

(iv) определение того, приводит ли введение антисыворотки из животных, иммунизированных ан-

тигенами, полученными из рецепторного белка поверхности, к отсутствию колонизации верхних дыха-

тельных путей у нетрансгенных иммунизированных мышей, инфицированных грамотрицательным 

штаммом бактерий, экспрессирующих вариант рецепторного белка поверхности; 

(v) получение библиотеки, содержащей участки рецепторного белка поверхности из грамотрица-

тельного штамма бактерий, и применение библиотеки на модели колонизации верхних дыхательных пу-

тей животных для оценки колонизации верхних дыхательных путей животных, стимулированных вари-

антами рецептора поверхности; и 

(vi) необязательно, выделение и получение ДНК, полученной из библиотеки, которая использова-

лась для стимулирования животного, и/или из образцов, полученных из стимулированных животных в 

соответствующие периоды времени после воздействия, и определение соотношения штаммов, экспрес-

сирующих различные варианты рецептора. 

После прочтения настоящего описания изобретения среднему специалисту в данной области техни-

ки, в целом, будет понятно, что согласно настоящему изобретению можно изготовить и получить серии 

различных модулированных полипептидов, все из которых являются модифицированными рецепторны-

ми белками поверхности к HIBP, причем модификация проведена таким образом, что модифицирован-

ный рецепторный белок поверхности к HIBP, по существу, не способен связываться с железосвязываю-

щим белком хозяина. Все данные модулированные полипептиды и способы получения таких модулиро-

ванных полипептидов включены в объем композиций и способов, предложенных в настоящей заявке. 

Модифицированные полипептиды домена С-доли или домена N-доли удобно получать посредством 

обеспечения последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующей рецепторный белок поверхности к 

HIBP, и модулирования нативной последовательности нуклеиновой кислоты таким образом, что поли-

пептиды, содержащие модифицированный домен С-доли или домен N-доли, экспрессируются в реком-

бинантном организме-хозяине, например в микробной клетке. Модуляции в последовательности нуклеи-

новой кислоты могут быть осуществлены с применением множества методик модификации нуклеиновой 

кислоты, которые, как правило, известны специалистам в данной области техники, включая, например, 

сайт-направленный мутагенез, целевой мутагенез, случайный мутагенез, добавление органических рас-

творителей, перетасовку генов или комбинацию данных и других методик, известных специалисту в 

данной области техники, причем каждая методология разработана для нацеливания на петлевые домены 

домена С-доли или домена N-доли таким образом, что петлевой домен в данных доменах становится мо-

дифицированным. В качестве альтернативы модулированные последовательности нуклеиновой кислоты, 

кодирующие модифицированные по размеру полипептиды домена С-доли или домена N-доли, можно 

получить ab initio с применением методик синтеза генов. Общие методики для получения и модификации 

последовательности нуклеиновой кислоты доступны специалисту в данной области техники, например, 

из руководства Green and Sambrook, Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labora-

tory Press (33). 

Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения предложены способы получения 

иммуногенной композиции. Соответственно в настоящем изобретении предложен способ получения им-

муногенной композиции, включающий: 
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(a) обеспечение последовательности химерной нуклеиновой кислоты, содержащей функционально 

связанные компоненты: 

(i) последовательность нуклеиновой кислоты, которая кодирует полипептид, содержащий домен С-

доли или домен N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного 

вида бактерий, причем указанный полипептид был модифицирован таким образом, что он, по существу, 

не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина; и 

(ii) последовательность нуклеиновой кислоты, способную контролировать экспрессию в рекомби-

нантной клетке-хозяине; 

(b) введение последовательности химерной нуклеиновой кислоты в клетку-хозяин и выращивание 

клетки-хозяина для получения полипептида, содержащего домен С-доли или домен N-доли; 

(c) восстановление полипептида, содержащего домен С-доли или домен N-доли, из клетки-хозяина; 

и 

(d) получение иммуногенной композиции. 

Согласно определенным вариантам реализации настоящего изобретения домен С-доли или домен 

N-доли содержит множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем по мень-

шей мере один петлевой домен из множества петлевых доменов был модифицирован, и причем полипеп-

тид был модифицирован таким образом, что он, по существу, не способен связываться с железосвязы-

вающим белком хозяина. 

Согласно следующим предпочтительным вариантам реализации в настоящем изобретении предло-

жен способ получения иммуногенной композиции, включающий: 

(a) обеспечение последовательности химерной нуклеиновой кислоты, содержащей функционально 

связанные компоненты: 

(i) первую последовательность нуклеиновой кислоты, которая кодирует полипептид, содержащий 

первый домен С-доли или первый домен N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый 

из грамотрицательного вида бактерий; 

(ii) вторую последовательность нуклеиновой кислоты, которая кодирует полипептид, содержащий 

второй домен С-доли или второй домен N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый из 

грамотрицательного вида бактерий; и 

(iii) последовательность нуклеиновой кислоты, способную контролировать экспрессию в рекомби-

нантной клетке-хозяине; 

(b) введение последовательности химерной нуклеиновой кислоты в клетку-хозяин и выращивание 

клетки-хозяина для получения полипептида, содержащего первый и второй домены С-доли или первый и 

второй домены N-доли; 

(c) восстановление полипептида, содержащего первый и второй домены С-доли или первый и вто-

рой домены N-доли, из клетки-хозяина; и 

(d) получение иммуногенной композиции. 

Согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения первая и вторая нук-

леиновые кислоты функционально связаны таким образом, что позволяют получить гетеромультимер-

ный слитый полипептид, содержащий первый и второй домены С-доли или первый и второй домены N-

доли, и причем указанный гетеромультимерный слитый полипептид, по существу, не способен связы-

ваться с железосвязывающим белком хозяина. 

Согласно настоящему изобретению последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая рецеп-

торный белок поверхности к HIBP, связана с последовательностью нуклеиновой кислоты, способной 

контролировать экспрессию рецепторного белка поверхности к HIBP в клетке-хозяине. Соответственно в 

настоящем изобретении также предложена последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая ре-

цепторный белок поверхности к HIBP, связанная с промотором, способным контролировать экспрессию 

в клетке-хозяине. Последовательности нуклеиновой кислоты, способные контролировать экспрессию в 

клетках-хозяевах, которые можно использовать в настоящей заявке, включают любой промотор транс-

крипции, способный контролировать экспрессию полипептидов в клетках-хозяевах. Как правило, если 

выбирают бактериальный хозяин согласно настоящему изобретению, используют промоторы, получен-

ные из бактериальных клеток, если в качестве хозяина выбирают гриб, тогда будут использовать промо-

тор грибов, если в качестве хозяина выбирают клетку растения, будут использовать промотор растения, и 

т.д. Дополнительные элементы нуклеиновой кислоты, способные контролировать экспрессию в клетке-

хозяине, включают терминаторы транскрипции, энхансеры и т.п., все из которых могут быть введены в 

химерные последовательности нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению. 

Согласно настоящему изобретению химерные последовательности нуклеиновой кислоты, содержа-

щие промотор, способный контролировать экспрессию в клетке-хозяине, связанный с последовательно-

стью нуклеиновой кислоты, которая кодирует полипептид, содержащий домен С-доли или домен N-доли 

рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного вида бактерий, причем до-

мен С-доли или домен N-доли содержит множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доме-

нов, и причем по меньшей мере один петлевой домен из множества петлевых доменов был модифициро-



037909 

- 34 - 

ван, можно встроить в рекомбинантный вектор экспрессии, который обеспечивает надлежащую экспрес-

сию в клетке-хозяине. Соответственно настоящее изобретение включает рекомбинантный вектор экс-

прессии, содержащий функционально связанные компоненты: 

(i) последовательность нуклеиновой кислоты, способную контролировать экспрессию в клетке-

хозяине; и 

(ii) последовательность нуклеиновой кислоты, которая кодирует полипептид, содержащий домен С-

доли или домен N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый или полученный из гра-

мотрицательного вида бактерий, причем указанный полипептид был модифицирован таким образом, что 

он, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина, 

причем вектор экспрессии является подходящим для экспрессии в клетке-хозяине. Термин "подхо-

дящий для экспрессии в клетке-хозяине" означает, что рекомбинантный вектор экспрессии содержит 

последовательность химерной нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению, связанную с 

генетическими элементами, необходимыми для осуществления экспрессии в клетке-хозяине. Генетиче-

ские элементы, которые в этой связи могут быть введены в вектор экспрессии, включают область терми-

нации транскрипции, одну или несколько последовательностей нуклеиновой кислоты, кодирующих ге-

ны-маркеры, одну или несколько точек начала репликации и т.п. Генетические элементы обычно явля-

ются функционально связанными, как известно специалисту в данной области техники, посредством свя-

зывания, например, промотора в направлении транскрипции 5'-3' с кодирующей последовательностью. 

Согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения вектор экспрессии также 

содержит генетические элементы, необходимые для встраивания вектора или его участка в геном клетки-

хозяина. Согласно следующим вариантам реализации настоящего изобретения домен С-доли или домен 

N-доли содержит множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем по мень-

шей мере один петлевой домен из множества петлевых доменов был модифицирован. 

В соответствии с настоящим изобретением вектор экспрессии может также содержать ген-маркер. 

Гены-маркеры, которые можно использовать согласно настоящему изобретению, включают все гены, 

позволяющие отличать трансформированные клетки от нетрансформированных клеток, включая все се-

лектируемые и скринируемые гены-маркеры. Ген-маркер может представлять собой маркер устойчиво-

сти, такой как маркер устойчивости к антибиотикам, например канамицину или ампициллину. Скрини-

руемые маркеры, которые можно применять для обнаружения трансформантов посредством визуального 

осмотра, включают β-галактозидазу, β-глюкуронидазу (GUS) (патенты США №№ 5268463 и 5599670) и 

зеленый флуоресцентный белок (GFP, green fluorescent protein) (52). 

Клетка-хозяин, которую можно особенно удобно использовать, представляет собой Escherichia coli. 

Получение векторов Е. coli можно осуществить с применением общеизвестных методик, таких как рас-

щепление рестриктазами, лигирование, безлигазное клонирование, гель-электрофорез, секвенирование 

ДНК, полимеразная цепная реакция (ПЦР) и другие методологии. Широкое множество клонирующих 

векторов доступно для осуществления необходимых этапов, требуемых для получения рекомбинантного 

вектора экспрессии, включая векторы собственной разработки, сконструированные авторами настоящего 

изобретения. Среди векторов с системой репликации, функциональной в Е. coli, присутствуют векторы, 

такие как серии векторов pUC или рЕТ, и т.д. Как правило, данные клонирующие векторы содержат мар-

кер, позволяющий проводить селекцию трансформированных клеток. Последовательности нуклеиновой 

кислоты могут быть введены в данные векторы, и векторы могут быть введены в Е. coli посредством по-

лучения компетентных клеток, электропорации или с применением других методологий, хорошо извест-

ных специалисту в данной области техники. Е. coli можно выращивать в соответствующей среде, такой 

как бульонная среда Лурия (Luria-Broth medium), и собирать. Рекомбинантные векторы экспрессии мож-

но легко выделить из клеток после сбора и лизиса клеток. Общие указания относительно получения ре-

комбинантных векторов и выращивания рекомбинантных организмов также можно найти, например, в 

руководстве Sambrook et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 

2001, Third Ed (33). 

Получение рекомбинантных белков может осуществляться на всем протяжении роста штамма Е. 

coli, предпочтительно посредством индукции экспрессии после периода роста для достижения значи-

тельной биомассы. Данный подход приводит к получению полипептида, содержащего домен С-доли или 

домен N-доли или домен С-доли или домен N-доли с модифицированными петлями. Затем полипептид 

можно восстановить, выделить и отделить от других компонентов клетки-хозяина посредством множест-

ва различных методик очистки белка, включая, например, металл-хелатную хроматографию, ионообмен-

ную хроматографию, эксклюзионную хроматографию, аффинную хроматографию, хроматографию на 

основе гидрофобного взаимодействия, обращенно-фазовую хроматографию, гель-фильтрацию и т.д. До-

полнительные общие указания относительно очистки белков можно, например, найти в руководстве Pro-

tein Purification: Principles, High Resolution Methods and Applications (53). Термин "восстановленный" в 

настоящей заявке означает, что полипептиды были получены в более или менее чистой форме. Согласно 

предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения, по существу, иммуногенный поли-

пептид, содержащий домен С-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый из грамотрица-
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тельного вида бактерий, причем домен С-доли или домен N-доли содержит множество β-слоев, соеди-

ненных множеством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один петлевой домен из множества 

петлевых доменов был модифицирован, можно получить согласно настоящему изобретению. Таким об-

разом, полипептиды к HIBP, полученные согласно настоящему изобретению, можно получить, по суще-

ству, в чистой форме. Под "по существу, чистой" формой подразумевают, что иммуногенный белок от-

делен от других компонентов клетки-хозяина. В соответствии с настоящим изобретением иммуногенный 

белок является чистым по меньшей мере на 95% и более предпочтительно является чистым по меньшей 

мере на 96, 97, 98 или 99%. В качестве альтернативы можно получить относительно неочищенные фрак-

ции, содержащие полипептид к HIBP, например, клетки, содержащие полипептиды, лизаты клеток, со-

держащие полипептиды, или фракции клеток, содержащие полипептид. 

Согласно следующим вариантам реализации в настоящем изобретении предложены способы ин-

дукции иммунного ответа у позвоночного субъекта. Иммунный ответ можно вызвать посредством дос-

тавки иммуногенного белка или посредством доставки вектора экспрессии, который содержит последо-

вательность нуклеиновой кислоты, кодирующую иммуногенный белок. Соответственно в настоящем 

изобретении также предложен способ индукции иммунного ответа у позвоночного субъекта, причем ука-

занный способ включает введение субъекту: 

(a) иммуногена, содержащего полипептид, который содержит домен С-доли или домен N-доли ре-

цепторного белка поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного вида бактерий, причем ука-

занный полипептид, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина; или 

(b) вектора экспрессии, содержащего последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую им-

муноген, содержащий полипептид, который содержит домен С-доли или домен N-доли рецепторного 

белка поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного вида бактерий, причем указанный поли-

пептид, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина; и причем иммуно-

ген вводят или экспрессируют в количестве, достаточном для индукции иммунного ответа у позвоночно-

го субъекта. 

В настоящем изобретении также предложено применение: 

(a) иммуногена, содержащего полипептид, который содержит домен С-доли или домен N-доли ре-

цепторного белка поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного вида бактерий, причем ука-

занный полипептид, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина; или 

(b) вектора экспрессии, содержащего последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую им-

муноген, содержащий полипептид, который содержит домен С-доли или домен N-доли рецепторного 

белка поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного вида бактерий, причем указанный поли-

пептид, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина; 

для индукции иммунного ответа у позвоночного субъекта. 

В настоящем изобретении также предложено применение: 

(а) иммуногена, содержащего полипептид, который содержит домен С-доли или домен N-доли ре-

цепторного белка поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного вида бактерий, причем ука-

занный полипептид, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина; или 

(b) вектора экспрессии, содержащего последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую им-

муноген, содержащий полипептид, который содержит домен С-доли или домен N-доли рецепторного 

белка поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного вида бактерий, причем указанный поли-

пептид, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина; 

при производстве лекарственного средства для индукции иммунного ответа у позвоночного субъек-

та. 

В настоящем изобретении также предложен: 

(a) иммуноген, содержащий полипептид, который содержит домен С-доли или домен N-доли рецеп-

торного белка поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного вида бактерий, причем указан-

ный полипептид, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина; или 

(b) вектор экспрессии, содержащий последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую имму-

ноген, содержащий полипептид, который содержит домен С-доли или домен N-доли рецепторного белка 

поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного вида бактерий, причем указанный полипептид, 

по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком хозяина; 

для индукции иммунного ответа у позвоночного субъекта. 

Согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения полипептид содержит 

по меньшей мере два домена С-доли или по меньшей мере два домена N-доли. Согласно следующим 

предпочтительным вариантам реализации настоящего изобретения полипептид содержит по меньшей 

мере три домена С-доли или по меньшей мере три домена N-доли. 

Согласно определенным вариантам реализации настоящего изобретения домен С-доли или домен 

N-доли содержит множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем по мень-

шей мере один петлевой домен из множества петлевых доменов был модифицирован таким образом, что 

домен С-доли или домен N-доли, по существу, не способен связываться с железосвязывающим белком 
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хозяина. 

Настоящее изобретение также охватывает иммуноген, содержащий домен С-доли или домен N-доли 

рецепторного полипептида поверхности к HIBP, причем домен С-доли или домен N-доли содержит мно-

жество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один петлевой 

домен был модифицирован, для применения в качестве лекарственного средства. 

Настоящее изобретение также охватывает иммуноген, содержащий домен С-доли или домен N-доли 

рецепторного полипептида поверхности к HIBP, причем домен С-доли или домен N-доли содержит мно-

жество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один петлевой 

домен был модифицирован, для применения при предотвращении инфекции или заболевания, вызванных 

инфекционными грамотрицательными бактериями, включая бактерии, относящиеся к роду 

Actinobacillus, Neisseria, Haemophilus, Mannheimia, Histophilus, Pasteurella или Moraxella. 

Настоящее изобретение также охватывает иммуноген, содержащий домен С-доли или домен N-доли 

рецепторного полипептида поверхности к HIBP, причем домен С-доли или домен N-доли содержит мно-

жество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один петлевой 

домен был модифицирован, для применения при производстве лекарственного средства для предотвра-

щения инфекции или заболевания, вызванных инфекционными грамотрицательными бактериями, вклю-

чая бактерии, относящиеся к роду Actinobacillus, Neisseria, Haemophilus, Mannheimia, Histophilus, Pas-

teurella или Moraxella. 

Вакцинные препараты. 

В настоящем изобретении также предложены вакцинные препараты. Таким образом, в настоящем 

изобретении также предложена вакцинная композиция, содержащая антиген, полученный из рецептор-

ного белка поверхности к HIBP из грамотрицательного патогенного вида бактерий, причем белок, полу-

ченный из рецепторного белка поверхности к HIBP, был модифицирован таким образом, что он по суще-

ству не способен связываться с железо-связывающим белком хозяина. Вакцинные композиции согласно 

настоящему изобретению предпочтительно содержат вакцину, содержащую полипептид, который со-

держит рецепторный белок поверхности к HIPB, домен С-доли или домен N-доли рецепторного белка 

поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного патогенного вида бактерий, причем указанный 

полипептид является модифицированным таким образом, что он по существу не способен связываться с 

железо-связывающим белком хозяина. Согласно предпочтительным вариантам реализации настоящего 

изобретения вакцинный препарат содержит смесь доменов С-доли, относящихся к двум различным ви-

дам бактерий или к двум различным штаммам бактерий. Согласно следующим предпочтительным вари-

антам реализации настоящего изобретения полипептид содержит по меньшей мере два или по меньшей 

мере три домена N-доли или домена С-доли. Согласно следующим предпочтительным вариантам реали-

зации настоящего изобретения указанные по меньшей мере два или по меньшей мере три домена N-доли 

или домена С-доли образуют гетеромультимер. Согласно следующим вариантам реализации настоящего 

изобретения домен С-доли или домен N-доли содержит множество β-слоев, соединенных множеством 

петлевых доменов, и причем по меньшей мере один петлевой домен из множества петлевых доменов был 

модифицирован. 

Вакцинные препараты согласно настоящему изобретению содержат иммуногенные полипептиды к 

HIBP в более или менее чистой форме. Таким образом, согласно настоящему изобретению можно полу-

чить по существу чистые полипептиды к HIBP и применять для получения вакцинных составов. Соглас-

но другим вариантам реализации настоящего изобретения можно получить более неочищенные препара-

ты полипептида к HIPB и применять для получения вакцинных составов. Таким образом, например, в 

таких вариантах реализации настоящего изобретения для получения вакцинных составов можно приме-

нять клетки, лизаты клеток или фракции клеток, содержащие полипептиды к HIBP. 

Для усиления иммунного ответа у субъекта композиции, предложенные в настоящей заявке, пред-

почтительно дополнительно содержат адъюванты, такие как фармакологические средства, цитокины или 

т.п. Подходящие адъюванты включают любое вещество, усиливающее иммунный ответ субъекта на им-

муногенные полипептиды согласно настоящему изобретению. Неограничивающие примеры адъювантов 

включают цитокины, например ИЛ-1, ИЛ-2, ИЛ-12, ИЛ-6, а также включают неорганические соли, на-

пример гидроксид алюминия, фосфат алюминия и фосфат кальция; масляные эмульсии, например мине-

ральное масло, MF59, QS-21, Montamide ISA51 и ISA-720; Isocom, например ISCOMATRTX; производ-

ные микроорганизмов, например MPLA, белок, активирующий макрофаги, 2, виросомы, LT/CT, CpG; 

природные полимеры, например полисахариды; и синтетические полимеры, например полиангидриды и 

полиэфиры, обзор которых приведен в публикации Wilson-Welder et al. (54). Адъюванты можно вводить, 

например, в форме белков или других макромолекул одновременно, перед или после введения антиге-

нов-полипептидов. 

Дозы иммуногенных белков для субъектов-людей, как правило, варьируют от приблизительно 0,1 

мкг до приблизительно 20 мг, предпочтительно от 10 мкг до приблизительно 3 мг. Однако точное необ-

ходимое количество будет варьировать в зависимости от возраста и общего состояния субъекта-

реципиента, который получает лечение, тяжести состояния, лечение которого проводят, конкретного 
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доставляемого препарата, сайта введения, а также других факторов. Соответствующее терапевтически 

эффективное количество легко может определить специалист в данной области техники. Таким образом, 

"терапевтически эффективное количество" композиций согласно настоящему изобретению представляет 

собой количество, достаточное, чтобы вызвать лечение или предотвращение симптомов заболевания или 

состояния, или предотвращение колонизации патогенными бактериями, и будет находиться в относи-

тельно широком диапазоне, который можно определить посредством общепринятых исследований. 

Вакцинные препараты, содержащие иммуногенную композицию согласно настоящему изобрете-

нию, также предпочтительно содержат носители, вспомогательные вещества и вспомогательные средст-

ва, такие как смачивающие или эмульгирующие средства, буферные вещества, поддерживающие рН, и 

т.п., которые могут присутствовать во вспомогательном веществе или носителе. Данные носители, вспо-

могательные вещества и вспомогательные средства, как правило, представляют собой фармацевтические 

средства, не вызывающие иммунного ответа у субъекта-реципиента, которые можно вводить без излиш-

ней токсичности. Фармацевтически приемлемые вспомогательные вещества включают, но не ограниче-

ны указанными, жидкости, такие как вода, солевой раствор, полиэтиленгликоль, гиалуроновая кислота, 

глицерол и этанол. В препараты могут быть также включены фармацевтически приемлемые соли, на-

пример, соли минеральных кислот, такие как гидрохлориды, фосфаты, сульфаты и т.п.; а также соли ор-

ганических кислот, такие как ацетаты, пропионаты, бензоаты и т.п. Также предпочтительно, хотя и не 

обязательно, что препарат содержит фармацевтически приемлемое вспомогательное вещество, которое 

выступает в качестве стабилизатора, в частности, с целью стабилизировать полипептиды согласно на-

стоящему изобретению. Примеры подходящих носителей, которые также выступают в качестве стабили-

заторов для пептидов, включают, без ограничений, декстрозу, сахарозу, лактозу, сорбитол, инозитол, 

декстран и т.п. фармацевтической степени чистоты. Другие подходящие носители включают, снова без 

ограничений, крахмал, целлюлозу, фосфаты натрия или кальция, лимонную кислоту, глицин, полиэти-

ленгликоли (ПЭГ) и комбинации указанных веществ. 

Вакцинные препараты согласно настоящему изобретению можно использовать для предотвращения 

инфекции или заболевания, вызванных инфекционными грамотрицательными бактериями, включая, без 

ограничения, бактерии, относящиеся к роду Actinobacillus, Neisseria, Haemophilus, Mannheimia, Histophi-

lus, Pasteurella или Moraxella, включая, без ограничений, Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus 

suis, Haemophilus parasuis, Neisseria meningitidis. Вакцинные препараты можно использовать для иммуни-

зации любого позвоночного субъекта, включая любой позвоночный субъект, экспрессирующий железо-

связывающие белки хозяина, и включая, без ограничения, любого млекопитающего субъекта, включая 

любого субъекта-человека, субъекта-свинью, субъекта-быка, субъекта-лошадь, субъекта-овцу, субъекта-

козу, субъекта-собаку, субъекта-кошку, субъекта-зайца, а также любого субъекта-жвачное животное и 

субъекта-мышь. Другие позвоночные субъекты, которых можно иммунизировать, включают любого 

субъекта-птицу и субъекта-рыбу. Вакцинные препараты согласно настоящему изобретению могут де-

монстрировать усиленный перекрестно-реактивный и/или перекрестно-защитный иммунологический 

ответ в реципиентном организме-хозяине. Также следует отметить, что вакцинные препараты согласно 

настоящему изобретению могут предотвращать инфекцию и/или колонизацию инфекционными грамот-

рицательными бактериями, включая бактериальную колонизацию дыхательных путей или половых пу-

тей позвоночного субъекта. 

Настоящее изобретение также охватывает вакцину, содержащую рецепторный белок поверхности к 

HIPB, домен С-доли или домен N-доли рецепторного полипептида поверхности к HIBP, причем домен С-

доли или домен N-доли содержит множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и 

причем по меньшей мере один петлевой домен был модифицирован, для применения при предотвраще-

нии инфекции или заболевания, вызванных инфекционными грамотрицательными бактериями, включая 

бактерии, относящиеся к роду Actinobacillus, Neisseria, Haemophilus, Mannheimia, Histophilus, Pasteurella 

или Moraxella. 

Исследование вакцинных препаратов. 

Согласно настоящему изобретению эффективность вакцинных препаратов согласно настоящему 

изобретению можно оценить, например, посредством определения титра антител, присутствующих в 

сыворотке крови субъектов, иммунизированных препаратом вакцины, например, посредством проведе-

ния анализа методом твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA). Соответственно, настоящее 

изобретение также включает способ оценки эффективности вакцинного препарата, содержащего домен 

С-доли или домен N-доли рецепторного белка поверхности к HIBP, получаемый из грамотрицательного 

патогенного вида бактерий, причем указанный полипептид является модифицированным таким образом, 

что он по существу не способен связываться с железо-связывающим белком хозяина, причем указанный 

способ включает: 

(a) введение позвоночному субъекту вакцинного препарата, содержащего рецепторный белок по-

верхности к ШРВ, или домен С-доли или домен N-доли рецепторного полипептида поверхности к HIBP, 

получаемый из грамотрицательного патогенного вида бактерий, причем указанный полипептид является 

модифицированным таким образом, что он по существу не способен связываться с железо-связывающим 

белком хозяина; 
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(b) получение сыворотки крови от позвоночного субъекта; и 

(с) анализ сыворотки крови на наличие антител против рецепторных полипептидов поверхности к 

HIBP. 

Сыворотку крови позвоночного животного можно проанализировать после введения одной или не-

скольких (например, 2, 3, или 4) доз вакцинного препарата. Анализы, такие как анализы ELISA, можно 

поводить с применением изолятов рецепторного белка поверхности к HIBP из одного или нескольких 

различных штаммов или видов микроорганизмов. Анализы ELISA могут включать связывание рецептор-

ного полипептида поверхности к HIBP с белком-носителем, таким как мальтоза-связывающий белок. 

Если анализируют реактивность антитела против нескольких изолятов рецепторного белка поверхности 

к HIBP, возможно оценить перекрестную реактивность вакцинного препарата. 

Режимы вакцинации. 

Как очевидно специалистам в данной области техники в свете идей настоящей спецификации, вак-

цинацию вышеописанными полипептидами или последовательностями нуклеиновой кислоты, кодирую-

щими такие полипептиды (ДНК-вакцинами), можно осуществлять в одной дозе, непрерывно или перио-

дически в течение всего курса лечения. Способы определения наиболее эффективных способов и доз 

введения хорошо известны специалисту в данной области техники и будут варьировать в зависимости от 

вектора доставки, природы композиции, конкретной искомой профилактики или терапии, клеток-

мишеней и субъекта, который получает лечение. Одно и несколько введений можно осуществлять с при-

менением уровня и схемы доз, выбранных соответствующим медицинским персоналом. 

Введения вышеописанных фармацевтических препаратов можно осуществлять в одной дозе, непре-

рывно или периодически в течение всего курса лечения. Доставка наиболее часто будет осуществляться 

с применением обычной иглы и шприца для жидких композиций и жидких суспензий, содержащих ком-

позиции в форме частиц. Кроме того, в данной области техники известны различные жидкие безыголь-

ные инъекторы, которые можно применять для введения настоящих композиций. Путь доставки вакцины 

может варьировать. Таким образом, вакцины согласно настоящему изобретению можно доставлять внут-

ривенным, подкожным, внутримышечным, интравагинальным, интраперитонеальным, интраназальным, 

пероральным путями или посредством других чресслизистых путей введения. Способы определения 

наиболее эффективных способов и доз введения хорошо известны специалисту в данной области техни-

ки и будут варьировать в зависимости от вектора доставки, композиции терапии, клеток-мишеней и 

субъекта, который получает лечение. Одно и несколько введений можно осуществлять с применением 

уровня и схемы доз, выбранных лечащим врачом или ветеринаром. 

Примеры 

Ниже приведены примеры конкретных вариантов реализации настоящего изобретения для осуще-

ствления настоящего изобретения. Примеры предложены исключительно с иллюстративной целью и не 

предназначены для ограничения объема настоящего изобретения каким-либо способом. 

Пример 1. Иммунный ответ на домен С-доли TbpB, домен N-доли TbpB и их смесь. 

В данном примере приведена иллюстрация значения применения субдоменов рецепторных белков 

TbpB для получения более желательного иммунного ответа. Под "более желательным иммунным отве-

том" авторы настоящего изобретения подразумевают магнитуду ответа антитела и перекрестную реак-

тивность антитела в отношении вариантов белков TbpB. 

На фиг. 3A представлены результаты первого эксперимента данного примера, в котором различных 

видов-хозяев (мышей, кроликов и свиней) иммунизировали интактными TbpB из патогена человека Neis-

seria meningitidis (штамм В16В6 - SEQ ID NO: 117) или из патогена свиньи Actinobacillus pleuropneumo-

niae (штамм Н49 - SEQ ID NO: 2). Сыворотку иммунизированных животных исследовали против имму-

низирующего антигена в анализе ELISA собственной разработки (см. ниже). Результаты иллюстрируют, 

что магнитуда (титр) ответа антител свиньи на TbpB из патогена свиньи A. pleuropneumoniae (серый 

столбец) была существенно ниже, чем у других видов-хозяев, по сравнению с TbpB из патогена человека 

N. meningitidis (черный столбец). Данный результат свидетельствует, что связывание трансферрина хо-

зяина влияло на развитие ответа антител против TbpB. 

Второй эксперимент (фиг. 3B) включал иммунизацию свиней интактным TbpB из патогена быка 

Mannhemia haemolytica (штамм H196 - SEQ ID NO: 206) или интактным TbpB (SEQ ID NO: 2), N-долей 

TbpB (SEQ ID NO: 8) или С-долей TbpB (SEQ ID NO: 6) из патогена свиньи Actinobacillus pleuropneumo-

niae (штамм Н49). На фиг. 3B представлен иммунный ответ отдельных свиней (группы столбцов) до им-

мунизации (белый столбец), после первой иммунизации (светло-серый столбец), после второй иммуни-

зации (темно-серый столбец) и после третьей иммунизации (черный столбец). Следует отметить, что 

титры выражены в форме двоичного логарифма, чтобы при оценке титра отразить использованные дву-

кратные разведения. У большинства свиней после третьей иммунизации наблюдались высокие титры 

антител (от 26000 до 256000), но у нескольких свиней, иммунизированных интактным TbpB или N-долей 

TbpB из A. pleuropneumoniae, наблюдались существенно уменьшенные титры (от 5300 до 8000). Наблю-

дение, что у двух из четырех свиней, иммунизированных интактным TbpB, и у трех свиней, иммунизи-

рованных N-долей TbpB, наблюдались существенно уменьшенные титры, свидетельствует, что связыва-

ние трансферрина хозяина влияет на развитие ответа антитела только в подпопуляции животных. 
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Третий эксперимент, продемонстрированный в данном примере (фиг. 3C), был разработан для 

оценки способности сыворотки против интактного TbpB и его субдоменов реагировать с различными 

типичными TbpB из патогенов свиней с целью оценки перекрестной реактивности антисыворотки. Сви-

ней иммунизировали интактным TbpB (SEQ ID NO: 2), доменом С-доли TbpB (SEQ ID NO: 6), доменом 

N-доли TbpB (SEQ ID NO: 8) или смесью N-доли TbpB и С-доли TbpB. Сыворотку исследовали против 

(i) интактного TbpB из штамма Н49 Actinobacillus pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 2), (ii) интактного TbpB 

из штамма НР5 Haemophilus parasuis, (SEQ ID NO: 115) или (iii) интактного TbpB из штамма Н87 Actino-

bacillus pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 12). 

Результаты, представленные на фиг. 3C, демонстрируют, что домен С-доли TbpB из штамма Н49 A. 

pleuropneumoniae вызывает больший перекрестно-реактивный иммунный ответ, чем интактный TbpB 

(более высокий титр против гетерологичного TbpB из штамма Н87) или N-доля TbpB (более высокие 

титры против штаммов Н87 и НР5). TbpB, которые использовали в данном анализе, были разработаны 

для иллюстрации общего разнообразия последовательностей и структурного разнообразия, представлен-

ного в клинических изолятах A. pleuropneumoniae, A. suis и Haemophilus parasuis, выделенных из свиней 

по всему миру (SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO:12; SEQ ID NO: 28 и SEQ ID NO: 107 - SEQ ID NO: 115) (фиг. 

4). Таким образом, в данном примере авторы настоящего изобретения не ограничивали анализ одним 

патогеном свиньи, но нацелили исследование на три различных патогена свиней, которые являются про-

блемой мирового промышленного свиноводства. Тот факт, что данные патогены характеризуются общим 

механизмом получения железа из хозяина, обеспечивает уникальную возможность разработать вакцину 

из общего антигена - TbpB, направленную на три данных патогена. Полученные результаты свидетельст-

вуют, что с применением в качестве антигена одного или нескольких доменов С-доли возможно полу-

чить перекрестно-реактивный ответ широкого диапазона против патогенов свиней со всего мира и, таким 

образом, можно рассматривать применение вакцинации для устранения данных патогенов во всем мире. 

Неожиданно усиленная перекрестная реактивность, вызванная доменом С-доли, сохранялась, даже 

когда С-долю смешивали с N-долей в иммунизирующей смеси (фиг. 3C, "N+С доля"). Данные результа-

ты свидетельствуют, что антигены с меньшими вариабельными петлевыми областями ("С-доля" по срав-

нению с "N-долей", фиг. 1) способны индуцировать больший перекрестно-реактивный ответ антитела, и 

что данная усиленная способность индуцировать перекрестно-реактивный иммунный ответ сохраняется, 

даже когда С-долю объединяют с другими антигенами в иммунизирующей смеси. Более конкретно дан-

ные результаты свидетельствуют, что тенденция N-доли индуцировать более штаммспецифичный им-

мунный ответ способна исключительно эффективно ингибироваться индукцией перекрестно-

реактивного иммунного ответа С-долей, когда С-доля физическим способом связана с N-долей. Другими 

словами, неожиданно было установлено, что предрасположенность N-доли индуцировать более специ-

фичный иммунный ответ, по существу, уменьшается, когда N-долю смешивают с С-долей. По имеющей-

ся информации данный феномен не был описан ранее. 

Полученные результаты также свидетельствуют, что существует уменьшенный ответ против ин-

тактного TbpB и N-доли TbpB по сравнению с С-долей (фиг. 3B, 3C), который может свидетельствовать, 

что связывание трансферрина хозяина - черта, присущая исключительно интактному TbpB и N-доле 

TbpB, - может модулировать иммунный ответ у свиней. 

Важно отметить, что в отличие от ранее опубликованных исследований авторы настоящего изобре-

тения для измерения уровней антител не использовали стандартный метод ELISA, поскольку обнаружи-

ли значительную неточность стандартного метода ELISA. Авторы настоящего изобретения обнаружили, 

что в отличие от распространенного предположения очищенные белки не обязательно связываются с 

планшетом для ELISA случайным образом, что приводит к потенциальной серьезной погрешности или 

неточности при оценке связывания антитела с эпитопами на поверхности белка. В частности, авторы на-

стоящего изобретения отметили, что TbpB, и в особенности N-доля TbpB, фактически связывается с 

твердой поверхностью планшета для ELISA в одной ориентации, скрывая область "кэпа" N-доли, в ре-

зультате чего связывание трансферрина не может быть обнаружено (фиг. 5). Напротив, рекомбинантный 

слитый белок с партнером N-концевым мальтозасвязывающим белком (Mbp), который являлся предше-

ственником очищенной N-доли TbpB, был эффективным в связывании трансферрина (фиг. 5). Данный 

феномен наблюдался в случае N-долей TbpB из патогенов человека, свиньи и крупного рогатого скота и, 

в меньшей степени, интактных TbpB. Поскольку данные белки в достаточной степени отличаются по-

следовательностью (<30% общей идентичности последовательности), этот факт свидетельствует, что 

данное свойство не является уникальным для конкретного белка, но могут существовать варьирующие 

степени, в которых неслучайное связывание оказывает влияние на твердофазный анализ связывания. 

Чтобы преодолеть данную неточность, авторы настоящего изобретения разработали способ связы-

вания рекомбинантных белков с планшетами для ELISA, сенсибилизированными стрептавидином, по-

средством остатка биотина, который добавляли ферментативным способом к N-концу в ходе экспрессии 

белка в цитоплазме. Как показано на фиг. 5, добавление биотинилированного ферментативным способом 

N-концевого пептида восстанавливало способность N-доли TbpB связываться с трансферрином. Данный 

подход может являться более эффективным для экспонирования области связывания трансферрина по 

сравнению с результатами, полученными с N-долей Tbp, слитой с Mbp, как показано на левой и правой 
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частях фигуры. Данный новый и инновационный формат анализа ELISA использовали во всех анализах 

ELISA, проведенных авторами настоящего изобретения, для контроля реактивности антител, поскольку 

данный формат обеспечивал полный и равный доступ ко всем эпитопам белка-мишени, тем самым обес-

печивая истинное сравнение при оценке степени перекрестной реактивности. 

Рекомбинантные антигены для экспериментов по иммунизации были получены в цитоплазме Е. coli 

с применением вектора экспрессии Т7 собственной разработки, кодирующего N-концевую полигистиди-

новую метку, мальтозасвязывающий белок и сайт расщепления протеазой вируса гравировки табака 

(TEV). Рекомбинантные слитые белки выделяли методом хроматографии Ni-NTA (никель-

нитрилацетоацетат), антигены высвобождали посредством расщепления (TEV) и очищали с применени-

ем комбинации хроматографии на основе Ni-NTA и Q-Сефарозы. 

Мышей FVB (альбиносы, гаплотип МНС H2q, получены из питомника Charles River), новозеланд-

ских белых кроликов возрастом 3 месяца и свиней породы большой белый Ландрас, скрещивание F1, 

возрастом 51 день использовали для экспериментов по иммунизации, результаты которых представлены 

на фиг. 3A. Очищенные рекомбинантные белки смешивали с фосфатным буферным раствором и 33% 

(фиг. 3A) или 20% (фиг. 3B, 3C) Emulsigen D (MVP Technologies) до конечной концентрации 25 мкг в 0,1 

мл для мышей, 50 мкг в 0,5 мл для кроликов и 100 мкг в 2 мл для свиней. По три инъекции вводили под-

кожно мышам и кроликам и подкожно (фиг. 3A) или внутримышечно (фиг. 3B, 3C) свиньям. Животных 

иммунизировали в день 0, 21, 42, конечный забор крови проводили в день 56. 

Сыворотку, отобранную в неделю 8, исследовали против типичных белков методом твердофазного 

анализа ELISA собственной разработки. Рекомбинантные слитые белки, которые использовали в анализе 

ELISA, были получены в цитоплазме Е. coli с применением вектора экспрессии Т7 собственной разра-

ботки, кодирующего N-концевую оптимизированную последовательность биотинилирования, полигис-

тидиновую метку, мальтозасвязывающий белок и сайт расщепления протеазой вируса гравировки табака 

(TEV). Данные белки биотинилировали in vivo no N-концевой последовательности биотинилирования 

так, чтобы белки можно было наносить на сенсибилизированные стрептавидином планшеты для ELISA. 

Неочищенных экстрактов, полученных в экспериментах по экспрессии белка небольшого масштаба 

в течение ночи с вектором экспрессии для биотинилированных слитых белков, было достаточно для на-

сыщения планшетов для ELISA согласно ранее проведенным экспериментам по оптимизации. Разведе-

ния антисыворотки, представляющей интерес, готовили в 2,5%-м обезжиренном молоке в фосфатном 

буферном растворе (ФБР) и наносили на планшеты в течение 1 ч при комнатной температуре. После уда-

ления и промывки первичное антитело обнаруживали с применением конъюгированных с ПХ антител 

козы против IgG мыши, против IgG кролика или против IgG свиньи в разведении 1:100000 (1:25000 для 

антител против IgG свиньи) в течение одного часа при комнатной температуре. Титр выражен в виде ве-

личины, обратной последнему разведению, с А450>0,3 (более среднего значения, плюс три стандартных 

отклонения анализа фона в лунках без добавления сыворотки). 

Расчет СОС (стандартной ошибки среднего) проводили с применением дисперсионного анализа 

ANOVA с критерием Тьюки HSD (истинное статистически значимое различие), который проводили апо-

стериорно. Статистическая обработка показала, что для всех образцов сыворотки Н49 значительно отли-

чался от Н87, и что N-доля значительно отличалась от С-доли или N+C-доли. Звездочки на фиг. 3C обо-

значают конкретные пары иммунизация/белок, значительно отличающиеся от С-доли или N+C-доли, 

которые исследовали против Н49. 

Пример 2. Получение тримера С-доли TbpB из патогена свиньи. 

В данном примере авторы настоящего изобретения продемонстрировали, что три рекомбинантных 

сконструированных С-доли, которые представляют широкое разнообразие TbpB, присутствующих в трех 

патогенах свиней, могут быть связаны вместе с сохранением антигенности. Сконструированные С-доли, 

которые использовали в данном эксперименте, были получены из A. pleuropneumoniae, A. suis и Haemo-

philus parasuis (фиг. 4). Таким образом, гены, кодирующие С-доли TbpB из штаммов Н49 А. pleuropneu-

moniae (SEQ ID NO: 6), Н57 A. suis (SEQ ID NO: 35) и Н87 A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 22), были 

связаны с образованием гена, кодирующего один полипептид, охватывающий три С-доли (SEQ ID NO: 

40), см. чертеж А на фиг. 6. Существуют относительно короткие пептиды, соединяющие вторичные 

структурные элементы С-доли (отмечены подчеркиванием) в данном тримере С-доли. Связывающие 

пептиды состоят из подлинной межпетлевой последовательности отдельных доменов С-доли. На чертеже 

В фиг. 6 представлено получение тримера С-доли и сравнение с препаратами рекомбинантной сконст-

руированной N-доли и С-доли TbpB из штамма М982 патогена человека N. meningitidis. Результаты сви-

детельствуют, что тример С-доли получен в подходящем количестве и является стабильным. Однако 

препарату, представленному на фиг. 6, требуется дополнительная очистка перед применением в экспе-

риментах по иммунизации. 

Поскольку значительные препятствия для получения стабильного тримера С-доли отсутствовали, 

тример С-доли получали и очищали для проведения эксперимента по иммунизации для определения то-

го, сохраняет ли данный тример иммуногенность. Как продемонстрировано на фиг. 7, тример С-доли был 

способен индуцировать иммунный ответ против трех типичных TbpB; данный результат свидетельству-

ет, что объединение трех отдельных С-долей, по существу, не изменяет их иммунологических свойств. 
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Полученные результаты также свидетельствуют, что один белковый антиген может быть способен инду-

цировать иммунный ответ, способный противостоять большинству, если не всем штаммам патогенов 

свиньи A. pleuropneumoniae, A. suis и Haemophilus parasuis, демонстрируя потенциальную перспективу 

для разработки перекрестно-защитных вакцин свиней широкого диапазона. 

Пример 3. Уменьшение петлевых областей в N-доле TbpB A. Pleuropneumoniae. 

В данном примере петлевые области домена N-доли трех типичных TbpB из патогенов свиней мо-

дифицировали для определения их влияния на индукцию перекрестно-реактивного иммунного ответа. 

Три типичных TbpB получали из штамма Н57 A. suis (SEQ ID NO: 28), штамма Н87 A. pleuropneumoniae 

(SEQ ID NO: 12) и штамма Н49 A. pleuropneumoniae (SEQ ID NO: 2). Были выбраны данные конкретные 

TbpB, поскольку, помимо того, что данные TbpB иллюстрируют разнообразие последовательностей, для 

них были доступны структурные данные высокого разрешения; штамма Н57 A. suis (3PQU.pdb), штамма 

Н87 A. pleuropneumoniae (3PQS.pdb) и штамма Н49 A. pleuropneumoniae (3HOL.pdb). Процесс уменьше-

ния петли привел к суммарной потере 74 аминокислот (297 - 224) в N-доле TbpB из штамма Н57 A. suis 

(SEQ ID NO: 36, 38), 45 аминокислот (248 - 203) в N-доле TbpB из штамма Н87 A. pleuropneumoniae (SEQ 

ID NO: 24, 26) и 27 аминокислот (274-247) в N-доле TbpB из штамма Н49 А. pleuropneumoniae (SEQ ID 

NO: 8, 10). Схема уменьшения петли для штамма Н49 А. pleuropneumoniae с иллюстративной целью бо-

лее подробно описана ниже. В каждом случае первая указанная SEQ ID относится к последовательности 

N-доли TbpB и вторая SEQ ID относится к сконструированному уменьшению петли. 

Для разработки уменьшения петли структуру TbpB из штамма Н49 (3HOL.pdb) накладывали на 

структуру TbpB из штамма Н87 (3PQS.pdb) при одновременной визуализации выравнивания нескольких 

последовательностей ряда типичных TbpB из патогенов свиней. Посредством исследования структуры и 

областей вариации были обнаружены несколько областей для потенциального уменьшения петли, кото-

рые согласно прогнозированию не нарушают общую структуру N-доли. Данные области включают петли 

1, 5, 8а, 8с и 12 согласно стандартной номенклатуре (фиг. 2) и приведены на фиг. 8 на структурных моде-

лях N-доли TbpB, вид сбоку (чертеж А) и вид сверху (чертеж В). Уменьшение петли было разработано 

для минимизации потенциального нарушения общей укладки и структуры N-доли посредством выбора 

соответствующих замен аминокислот, необходимых в дополнение к удалению аминокислот. Аминокис-

лотная последовательность исходной N-доли (верхняя последовательность) и модифицированной N-доли 

(нижняя последовательность) приведены на выравнивании последовательностей на фиг. 8, чертеж С, где 

петлевые области выделены серым цветом и показаны серым шрифтом. Последовательность ДНК, коди-

рующую аминокислотную последовательность, продемонстрированную на чертеже С, оптимизировали 

для экспрессии в штамме Е. coli, а затем синтезировали. 

Аналогичную стратегию использовали для получения уменьшения петли для N-долей TbpB из 

штамма Н87 A. pleuropneumoniae и штамма Н57 A. suis, поскольку данные N-доли иллюстрируют значи-

тельное разнообразие последовательностей и структурное разнообразие TbpB из патогенов свиней (фиг. 

4), и соответствующие структуры являются доступными (3PQS.pdb и 3PQU.pdb) (12). Возможность по-

лучения сконструированных антигенов, которые в совокупности могут индуцировать перекрестно-

реактивный ответ против областей N-доли большинства, если не всех клинических изолятов, обладает 

значительным потенциалом для увеличения эффективности вакцины, направленной на три патогена сви-

ней. 

Полученные в результате гены клонировали в вектор экспрессии собственной разработки, который 

кодирует N-концевую полигистидиновую область, мальтозасвязывающий белок и сайт расщепления 

протеазой TEV (вируса гравировки табака), предшествующие кодируемой последовательности клониро-

ванной N-доли. Плазмиду экспрессии для сконструированной версии N-доли TbpB из штамма Н49 А. 

pleuropneumoniae трансформировали в экспрессионный штамм ER256 Е. coli, который несет хромосом-

ную копию гена РНК-полимеразы Т7, встроенную ниже промотора lacZ. Анализ экспрессии генов не-

большого масштаба проводили с применением самоиндуцируемой среды (55), которая характеризуется 

репрессией lac-промотора глюкозой и индукцией лактозой. Таким образом, с применением конкретного 

соотношения глюкозы к лактозе в среде экспрессию РНК-полимеразы Т7 оптимально начинают в сере-

дине логарифмического роста. После выращивания в течение ночи клетки лизировали с применением 

шариковой мельницы для лизиса клеток, рекомбинантные белки захватывали с применением смолы Ni-

NTA или смолы Tf свиньи-Сефароза, промывали, и связавшиеся белки элюировали в буфере для ДСН-

ПААГ. 

Как продемонстрировано на фиг. 9, уменьшение петли в N-доле TbpB из штамма Н49 A. pleu-

ropneumoniae, штамма Н57 A. suis или штамма Н87 А. pleuropneumoniae привело к получению стабиль-

ных белков, то есть не препятствовало общей укладке N-доли и обеспечило получение материала, подхо-

дящего для иммунизации. На верхнем чертеже представлены рекомбинантные белки, полученные в экс-

перименте по экспрессии небольшого масштаба, которые захватывали на смоле Ni-NTA с интактными 

TbpB и N-долями TbpB дикого типа в качестве контролей. Результаты также показали, что в отличие от 

белка дикого типа мутантные белки больше были, по существу, не способны связываться с трансферри-

ном свиньи (Tf). Таким образом, как продемонстрировано на среднем чертеже, сконструированные N-

доли не захватывались Tf свиньи-Сефарозой. На нижнем чертеже материал, представленный на верхнем 



037909 

- 42 - 

чертеже, использовали в ходе твердофазного анализа связывания с применением конъюгированного с 

ПХ трансферрина свиньи, и в отличие от контролей сконструированные N-доли не демонстрировали ка-

кой-либо активности связывания. Авторы настоящего изобретения предполагают, что данные белки бу-

дут характеризоваться усиленной иммуногенностью в нативном хозяине - свиньях. Таким образом, дан-

ный пример демонстрирует, что возможны стратегии удаления антигенно вариабельных областей в N-

доле белков TbpB, и что такое удаление может привести к увеличенной иммуногенности. 

Пример 4. Перекрестная реактивность С-долей TbpB N. meningitidis. 

В данном примере продемонстрировано применение сконструированных производных TbpB из па-

тогена человека Neisseria meningitidis согласно настоящему изобретению. На первом этапе авторы на-

стоящего изобретения исследовали разнообразие TbpB из N. meningitidis и убедились, что получат ре-

презентативный ряд TbpB для оценки перекрестной реактивности. На фиг. 10 представлено общее 

разнообразие TbpB штаммов N. meningitides, которые были собраны по всему миру в течение 

длительного периода времени, а также дополнительные последовательности из Neisseria Bacterial Isolate 

Genome Sequence Database (BIGSDB http://pubmlst.org/neisseria/X56) (41). Последовательности типичного 

ряда TbpB (SEQ ID NO: 117; SEQ ID NO: 123; SEQ ID NO: 132-SEQ ID NO: 147; SEQ ID NO: 177 и SEQ 

ID NO: 178) из штаммов, отмеченных на фиг. 10А стрелками, двойными стрелками или линиями, 

включены в настоящую заявку для характеристики разнообразия последовательностей в каждой группе. 

Существует четыре основные филогенетические группировки TbpB N. meningitidis. Группа 1 включает 

штаммы, содержащие TbpB изотипа I. TbpB изотипа I, как правило, являются меньшими 

(приблизительно 65-70 кДа) по сравнению с TbpB изотипа II (80-85 кДа). Сравнение 

последовательностей посредством выравнивания нескольких последовательностей позволило выяснить, 

что различие размеров в значительной степени объясняется тем, что в TbpB изотипа II С-доля является 

большей. TbpB изотипа II разделяют на три основные филогенетические группы (группы 2 -4, фиг. 10А). 

Филогенетическое дерево, иллюстрирующее разнообразие последовательностей С-долей TbpB 

(фиг. 10В), подтверждает вывод о том, что последовательности С-доли в значительной степени отвечают 

за идентификацию двух изотипов TbpB. Члены Группы 2 на фиг. 10А не образуют одну группу на фило-

генетическом дереве С-доли, но распределены по всему дереву на фиг. 10В; это свидетельствует, что 

группа 2 в значительной степени определяется последовательностями N-доли. Данный вывод говорит о 

том, что, если иммунологическую перекрестную реактивность планируют определять реактивностью 

против С-доли, конкретные представители группы 2 не будут требоваться. Напротив, стрелки и линии, 

которые использовали для указания на ряд последовательностей TbpB для иллюстрации общего разно-

образия TbpB, не в достаточной степени представляют общее разнообразие С-доли, и поэтому для обес-

печения максимально всестороннего представления разнообразия С-доли были выбраны два дополни-

тельных штамма. Последовательности С-доли из штаммов, отмеченных стрелками, двойными стрелками 

или линиями, включены в настоящую заявку для обеспечения типичного примера разнообразия последо-

вательностей (SEQ ID NO: 87; SEQ ID NO: 93 и SEQ ID NO: 147-SEQ ID NO: 163). 

Чтобы ответить на вопрос, могут ли вакцины, нацеленные на TbpB из N. meningitides, индуцировать 

иммунный ответ, направленный против N. gonorrhoeae, авторы настоящего изобретения провели анализ 

разнообразия последовательностей TbpB и С-долей TbpB из N. gonorrhoeae. В анализ были включены 

последовательности типичных TbpB и С-долей TbpB из исследования N. meningitidis (фиг. 10; SEQ. ID 

NO: 119; SEQ ID NO: 125; SEQ ID NO: 179-SEQ ID NO: 195; SEQ ID NO: 117; SEQ ID NO: 123; SEQ ID 

NO: 132-SEQ ID NO: 147; SEQ ID NO: 177 и SEQ ID NO: 178). Как продемонстрировано на фиг. 26А, 

TbpB N. gonorrhoeae наиболее близко связаны с TbpB изотипа 2 и образуют две подгруппы в пределах 

кластера изотипа 2 N. meningitidis. Это свидетельствует, что при применении стратегий на основе сайт-

специфических мутантов рекомбинантного TbpB в качестве предпочтительных антигенов вакцины мож-

но достичь перекрестной защиты широкого диапазона в первую очередь с использованием антигенов, 

полученных из менингококковых TbpB. Фиг. 26В демонстрирует, что, в отличие от ситуации с интакт-

ными TbpB, С-доли TbpB N. gonorrhoeae отличаются от подгруппы С-долей из N. meningitidis. Таким 

образом, при применении стратегий на основе С-долей для обеспечения перекрестной защиты широкого 

диапазона будут необходимы С-доли из штаммов N. gonorrhoease. 

Для сравнения способности усеченных TbpB и С-доли TbpB индуцировать перекрестно-реактивный 

ответ антител рекомбинантные усеченные TbpB и С-долю TbpB, полученные из штамма В16В6 N. men-

ingitidis (отмечен черной стрелкой на фиг. 10), были выбраны для иммунологического анализа. Рекомби-

нантные усеченные TbpB и С-долю TbpB из штамма В16В6 использовали для иммунизации кроликов, и 

перекрестную реактивность полученной сыворотки исследовали с применением нового анализа ELISA 

собственной разработки (фиг. 5). Важно отметить, что множество последовательностей С-долей, вклю-

ченных в настоящую заявку, начинаются сразу после окончания последнего бета-тяжа домена бочки N-

доли, и, таким образом, включают линкерную область между N-долей и С-долей (L15, фиг. 2). Таким 

образом, для экспериментов по иммунизации возможно получить стабильные и функциональные С-доли 

с N-концевыми усечениями, в которых удалена область L15 (14 аминокислот в С-доле В16В6). 

Типичный ряд TbpB, полученных из штаммов, распределенных по всему филогенетическому дере-

ву (черные и серые стрелки, фиг. 10), был выбран для оценки перекрестной реактивности сыворотки. Два 
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дополнительных TbpB, отмеченных двумя двунаправленными стрелками, следовало включить в анализ, 

чтобы обеспечить более полный охват, но данные TbpB не были доступны во время проведения анализа. 

Белки экспрессировали в векторе экспрессии собственной разработки с N-концевой последователь-

ностью биотинилирования и наносили на сенсибилизированные стрептавидином планшеты для ELISA. 

Сыворотку от кроликов, иммунизированных сконструированной С-долей и усеченным TbpB, получен-

ными из штамма В16В6, исследовали для определения способности распознавать панель вариантов 

TbpB. Антисыворотка против усеченного TbpB характеризуется большими титрами против гомологич-

ного TbpB (B16B6), чем антисыворотка против С-доли, и незначительно большими или эквивалентными 

титрами против TbpB из одного из гетерологичных штаммов (Н44/76). Однако антисыворотка против С-

доли характеризуется большими титрами антител против TbpB из всех других гетерологичных штаммов, 

чем данная антисыворотка против TbpB. Таким образом, С-доля превосходит интактный TbpB по своей 

способности стимулировать перекрестно-реактивные антитела. 

В данном эксперименте по иммунизации рекомбинантные антигены получали, как описано выше, и 

использовали для иммунизации кроликов (новозеландский белый кролик, возраст 3 месяца, самки) под-

кожно в тазовую область с применением 50 мкг очищенного антигена в адъюванте 20% Emulsigen D 

(VSA). Кроликов иммунизировали в моменты времени 0, 3 и 6 недель. 

Сыворотку, которую отбирали в неделю 8, исследовали против типичных белков посредством твер-

дофазного анализа ELISA собственной разработки. Рекомбинантные слитые белки, которые использова-

ли в анализе ELISA, были получены, как описано выше. Рекомбинантные белки, которые исследовали в 

анализе ELISA собственной разработки, представляли собой усеченные версии интактных TbpB (отсут-

ствуют первые 19-36 аминокислот) из штаммов N. meningitidis; (i) B16B6 (SEQ ID NO: 117), (ii) H44/76 

(SEQ ID NO: 133), (iii) S3131 (SEQ ID NO:132), (iv) M990 (SEQ ID NO:134), (v) M978 (SEQ ID NO:135), 

(vi) M992 (SEQ ID NO:138), (vii) P3006 (SEQ ID NO:139), (viii) 120M (SEQ ID NO:137), (ix) MC58 (SEQ 

ID NO:136) и (х) М982 (SEQ ID NO: 123). 

Неочищенных экстрактов, полученных в экспериментах по экспрессии белка небольшого масштаба 

в течение ночи с вектором экспрессии для биотинилированных слитых белков, было достаточно для на-

сыщения планшетов для ELISA согласно ранее проведенным экспериментам по оптимизации. Разведе-

ния антисыворотки, представляющей интерес, готовили в 2,5% обезжиренном молоке в фосфатном бу-

ферном растворе (ФБР) и наносили на планшеты в течение 1 ч при комнатной температуре. Первичное 

антитело обнаруживали посредством конъюгированных с ПХ антител козы против IgG кролика в разве-

дении 1:100000 в течение 1 ч при комнатной температуре, титр выражали в виде обратной величины по-

следнего разведения с А450>0,3. 

Пример 5. Получение димера С-долей TbpB N. meningitidis. 

Результаты, представленные на фиг. 11, демонстрируют, что домен С-доли TbpB из патогена чело-

века N. meningitidis способен индуцировать усиленный перекрестно-реактивный ответ по сравнению с 

интактным TbpB. В данном примере авторы настоящего изобретения продемонстрировали, что возмож-

но получить один полипептид, охватывающий две С-доли, который является стабильным и иммуноген-

ным. Две С-доли происходят из штаммов с антигенно различными TbpB, штаммов В16В6 и М982, кото-

рые представляют два изотипа TbpB (фиг. 10). На чертеже А фиг. 12 представлен сконструированный 

единый ген, кодирующий две типичных С-доли TbpB (SEQ ID NO: 150), которые использовали в экспе-

риментах по иммунизации, описанных в примере 4. На чертеже В фиг. 12 представлено получение диме-

ра С-доли по сравнению с препаратами отдельных составляющих С-долей TbpB. Наблюдались приемле-

мые уровни получения димера С-доли, который представляется относительно стабильным, но перед его 

применением в экспериментах по иммунизации будет необходима дополнительная очистка. 

Фиг. 13 свидетельствует, что димер, состоящий из С-долей TbpB из штаммов М982 и В16В6 N. 

meningitides, способен индуцировать эффективный иммунный ответ против интактных TbpB обоих ви-

дов. 

Пример 6. Уменьшение петлевых областей С-доли N. meningitidis. 

В данном примере авторы настоящего изобретения продемонстрировали, что возможно, по сущест-

ву, уменьшить петлевые области С-долей N. meningitidis. Такое уменьшение полезно тем, что позволяет 

получить производное, в котором отсутствуют большие петлевые области и которое можно использовать 

в качестве удобного "скелета" для экспонирования эпитопов из других антигенов или других патогенов, 

и которое также может демонстрировать желаемые иммунологические свойства. 

В данном примере петлевые области домена С-доли из штамма М982 N. meningitidis модифициро-

вали для удаления в общей сложности 82 аминокислот из больших подвижных петлевых областей. 

Структурные модели нативной С-доли и сконструированной С-доли с существенным уменьшением че-

тырех больших подвижных петель приведены на чертеже А фиг. 14. Четыре петли, намеченные для 

уменьшения, не были устранены на структуре белка на основе кристаллографии (3VE2.pdb); это свиде-

тельствует, что существует вариация в конформации петель, в результате чего на модели слева на черте-

же А петли представлены пунктирными линиями. 

Стратегия удаления петли была разработана посредством исследования подробной структуры 

(3VE2.pdb) одновременно с оценкой вариабельности последовательности при выравнивании последова-
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тельностей выбранных С-долей. Однако обеспечение наиболее эффективного моста между петлями без 

потенциального нарушения структуры было доминирующим критерием для выбора мостикообразующих 

аминокислот. Выравнивание последовательностей нативной С-доли (SEQ ID NO: 125), сконструирован-

ные производные, в каждом из которых отсутствовали намеченные петли, и "беспетлевая" С-доля с уда-

ленными всеми четырьмя петлями (SEQ ID NO: 129) продемонстрированы на чертеже В фиг. 14. 

С применением подхода сращивания перекрывающимися расширениями (splicing by overlap exten-

sion, SOEing) (57) получали гены, кодирующие отдельные делеции петель и "беспетлевую" С-долю с 

удаленными всеми четырьмя петлями. Подход SOEing осуществляли в плазмиде экспрессии, используе-

мой для получения рекомбинантной С-доли из М982 N. meningitidis, так, чтобы можно было легко оце-

нить стабильность полученных в результате сконструированных белков. Вектор кодирует N-концевую 

полигистидиновую метку, ген, кодирующий мальтозасвязывающий белок, и сайт расщепления протеазой 

TEV (вируса гравировки табака), предшествующие встроенному гену, кодирующему С-долю TbpB. 

Плазмиду экспрессии трансформировали в экспрессионный штамм ER2566 Е. coli, который несет хромо-

сомную копию гена РНК-полимеразы Т7, встроенную в ген lacZ, и, таким образом, находится под кон-

тролем lac-промотора. Анализ экспрессии небольшого масштаба осуществляли с применением самоин-

дуцируемой среды (55). После выращивания в течение ночи клетки собирали и лизировали, фракцию 

супернатанта после центрифугирования наносили на смолу Ni-NTA, промывали, и связавшиеся белки 

элюировали в буфере для ДСН-ПААГ. 

Как продемонстрировано на фиг. 15, выходы рекомбинантных С-долей с существенным уменьше-

нием петли 18, петли 21, петли 23 или петли 27 были сравнимы с выходом нативного белка С-доли (ДТ); 

данный результат говорит о том, что удаление отдельных петель не оказывает отрицательного эффекта 

на стабильность белка. Фиг. 15 также свидетельствует, что удаление 81 аминокислот во всех четырех 

петлях не влияет на уровень продукции белка, что говорит о том, что удаление всех четырех петель не 

препятствует общей укладке С-доли. Важно упомянуть, что "беспетлевую" С-долю было легко получить 

и очистить в подходящем количестве, и что была получена кристаллическая структура очищенной "бес-

петлевой" С-доли. Это свидетельствует, что сконструированные антигены можно легко получить, по су-

ществу, в стабильной форме с уровнями продукции, подходящими для коммерческого применения. Та-

ким образом, данный пример демонстрирует не только то, что стратегии удаления антигенно вариабель-

ных областей возможны, но и что полученный в результате белок может быть подходящим в качестве 

скелета для экспонирования эпитопа, поскольку на укладку коровой структуры не влияют вариации раз-

мера и природы петель. 

Наконец, как продемонстрировано на фиг. 16, "беспетлевая" С-доля (SEQ ID NO: 129, последние 

два столбца) является иммуногенной и способной индуцировать мощный ответ антител против интакт-

ного (нативного) антигена TbpB (SEQ ID NO: 123). Данная фигура демонстрирует, что беспетлевая С-

доля в действительности индуцировала большие титры антител против TbpB из штамма М982 N. menin-

gitidis у мышей, чем исходный антиген С-доли TbpB (SEQ ID NO: 125) (сравните 3-й и 1-й столбцы на 

фигуре). Удивительно наблюдение, что "беспетлевая" С-доля индуцировала аналогичные уровни антител 

против гетерологичных TbpB из штамма В16В6, что и нативная С-доля TbpB из В16В6, несмотря на то, 

что последовательности данных долей являются совершенно различными (фиг. 10). Сравнение 2-го и 4-

го столбцов на фиг. 16 свидетельствует, что данные два белка вызывают аналогичный уровень антител 

против интактного TbpB из штамма В16В6. 

В данных экспериментах мышей-самок FvB иммунизировали 25 мкг очищенного белка антигена с 

20% Emulisgen D в день 0, 21 и 42, и сыворотку, отобранную в день 56, анализировали для определения 

конечного титра с применением анализа ELISA собственной разработки. С-доля TbpB В16В6, С-доля 

TbpB М982 или модифицированный TbpB М982 ("беспетлевой") использовали для иммунизации четы-

рех мышей каждый. Конечные титры анализировали против биотинилированного интактного белка TbpB 

М982 или В16В6. Титры определяли при соотношении 1:100000 с применением антител козы против IgG 

H+L мыши, конъюгированных с пероксидазой. Конечные титры определяли в виде обратного значения 

последнего разведения, при котором положительный сигнал может быть надежно обнаружен. Каждую 

сыворотку анализировали в трех повторах; результаты представлены в виде среднего значения для всех 

мышей с данным вариантом лечения +/- СОС. 

Пример 7. Встраивание участков TbpA в сконструированную С-долю TbpB. 

В данном примере ДНК, кодирующую сегменты внеклеточной поверхностной петли интегрального 

белка внешней мембраны трансферринсвязывающего белка А, TbpA, сплайсировали в ген, кодирующий 

модифицированную или "беспетлевую" С-долю TbpB из штамма М982 N. meningitidis, получая гены, 

кодирующие различные гибридные белки TbpA-TbpB. Причиной сплайсинга выбранных областей TbpA 

в скелет С-доли TbpB является то, что данные области обеспечивают более эффективные способы полу-

чения по сравнению с интактным белком TbpA и обеспечивают способность специфично нацеливаться 

на поверхностные области TbpA для индукции антител. 

Ген, кодирующий модифицированную С-долю полипептида TbpB (SEQ ID NO: 97), полученный в 

примере 6, использовали в качестве отправной точки (см. также: чертеж А фиг. 14 (средняя модель)). 

Кодирующие сегменты ДНК из различных поверхностных петель TbpA (фиг. 17, чертеж А) сплайсиро-



037909 

- 45 - 

вали в сайты, в которых из полипептида С-доли TbpB были удалены большие петли (фиг. 17, чертеж В). 

Участки из бета-бочки внеклеточных петель 3, 10 и 11 TbpA (58) (представленные объемно и подписан-

ные области на чертеже А) встраивали в модифицированные петлевые области 18, 21 и 23 сконструиро-

ванной С-доли TbpB (чертеж В). Аналогично, сегмент из N-концевой области plug, встроенный между 

доменами С1 и С2 трансферрина человека в структуре TbpA-трансферрина (петля plug, чертеж А), был 

встроен в модифицированную петлю 27 модифицированной С-доли TbpB. 

Сборку петель TbpA на С-доли TbpB осуществляли с применением подхода сращивания перекры-

вающимися расширениями (SOEing) (57). Подход SOEing осуществляли в плазмиде экспрессии, исполь-

зовавшейся для получения рекомбинантной С-доли из М982 N. meningitidis, так, чтобы можно было лег-

ко оценить стабильность полученных в результате сконструированных белков. Вектор кодирует N-

концевую полигистидиновую метку, ген, кодирующий мальтозасвязывающий белок, и сайт расщепления 

протеазой TEV (вируса гравировки табака), предшествующие встроенному гену, кодирующему С-долю 

TbpB. Плазмиды экспрессии трансформировали в экспрессионный штамм ER2566 Е. coli, который несет 

хромосомную копию гена РНК-полимеразы Т7, встроенную в ген lacZ, и, таким образом, находится под 

контролем lac-промотора. Анализ экспрессии небольшого масштаба осуществляли с применением само-

индуцируемой среды (55). После выращивания в течение ночи клетки собирали и лизировали, фракцию 

супернатанта после центрифугирования наносили на смолу Ni-NTA, промывали, и связавшиеся белки 

элюировали в буфере для ДСН-ПААГ. 

Как продемонстрировано на чертеже А фиг. 18, встраивание чужеродных сегментов TbpA в петли 

модифицированной С-доли TbpB привело к получению стабильного рекомбинантного белка. Рекомби-

нантные белки, представленные на чертеже А фиг. 18, содержали N-концевую полигистидиновую метку, 

партнер слияния мальтозасвязывающий белок и сайт расщепления протеазой TEV (вируса гравировки 

табака). Чертеж В фиг. 18 демонстрирует высвобождение С-долей дикого типа и мутантных С-долей из 

партнера слияния рекомбинантного белка посредством расщепления протеазой TEV. Результаты демон-

стрируют, что встраивание сегментов чужеродного белка, по существу, не влияет на стабильность скон-

струированной С-доли; это свидетельствует, что чужеродные сегменты не препятствуют нормальной 

укладке коровых структурных элементов С-доли. Значение данных результатов состоит в том, что С-

доля, как представляется, является стабильным и универсальным белковым скелетом для экспонирова-

ния чужеродных эпитопов, которые можно в конечном итоге использовать для экспонирования эпитопов 

из множества антигенов и антигенных вариантов, что обеспечивает дополнительную стратегию получе-

ния сконструированных антигенов, обладающих способностью индуцировать перекрестный-защитный 

иммунный ответ широкого диапазона. 

Наконец, как продемонстрировано на фиг. 19, модифицированные С-доли TbpB, содержащие об-

ласти TbpA, сплайсированные в областях, в которых были уменьшены или удалены большие петли, яв-

ляются иммуногенными. Данная фигура демонстрирует, что гибридные белки С-доли TbpA-TbpB 

вызывали титры антител, равные или превышающие титры, вызванные родительской модифицированной 

("беспетлевой") С-долей. А именно белки, экспонирующие области из петли 10 и петли 11 из TbpA, 

характеризовались максимальными титрами (2-й и 3-й столбцы на фиг. 19). 

В данном эксперименте самок мышей FvB иммунизировали 25 мкг очищенного белкового антигена 

с 20% Emulisgen D в день 0, 21 и 42, и сыворотку, отобранную в день 56, анализировали для определения 

конечного титра с применением анализа ELISA собственной разработки. Трех мышей иммунизировали 

"беспетлевой" С-долей с удаленными всеми четырьмя петлями (SEQ ID NO: 97). Пять мышей использо-

вали для иммунизации каждым из четырех других гибридных антигенов: (i) "беспетлевой" С-долей с 

петлей 10 TbpA, встроенной в петлю 21 С-доли TbpB (SEQ ID NO: 154), (ii) "беспетлевой" С-долей с пет-

лей 11 TbpA, встроенной в петлю 23 С-доли TbpB (SEQ ID NO: 156), (iii) "беспетлевой" С-долей со спи-

ралью петли 3 TbpA, встроенной в петлю 27 С-доли TbpB (SEQ ID NO: 158), или (iv) "беспетлевой" С-

долей с петлей plug TbpA, встроенной в петлю 18 С-доли TbpB (SEQ ID NO: 160). Сыворотку исследова-

ли против биотинилированной рекомбинантной формы модифицированной С-доли М982, демонстри-

рующей все четыре встроенные петли TbpA (SEQ ID NO: 131). Титры определяли при соотношении 

1:100000 с применением антител козы против IgG H+L мыши, конъюгированных с пероксидазой. Конеч-

ные титры определяли в виде обратного значения последнего разведения, при котором положительный 

сигнал может быть надежно обнаружен. Каждую сыворотку анализировали в трех повторах; результаты 

представлены в виде среднего значения для всех мышей с данным вариантом лечения +/-COC. 

Пример 8. Встраивание участков LbpA в модифицированную С-долю TbpB. 

В данном примере сегменты внеклеточной поверхностной петли интегрального белка внешней 

мембраны лактоферринсвязывающего белка A, LbpA, из штамма МС58 (SEQ ID NO: 162) сплайсировали 

в модифицированную С-долю TbpB из штамма М982 N. meningitidis (SEQ. ID NO: 129), которая была 

описана в примере 6. Причиной сплайсинга выбранных областей LbpA в скелет С-доли TbpB является то, 

что данные области обеспечивают более эффективные способы получения по сравнению с интактным 

белком LbpA и обеспечивают способность специфично нацеливаться на поверхностные области LbpA 

для индукции антител. В сочетании с примером 7 авторы настоящего изобретения способны продемон-

стрировать, как создание гибридных белков может обеспечить возможность индукции иммунного ответа 
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против трех различных белков, присутствующих на поверхности N. meningitidis, а также обеспечить зна-

чительное препятствие потенциальному "ускользанию вакцины", при котором антигенный вариант кри-

тичного белка-мишени способен избежать воздействия иммунного ответа, образованного против антиге-

нов вакцины. 

Поскольку доступные структуры LbpA отсутствуют, осуществляли структурное моделирование 

LbpA с применением 3-х доступных в интернете серверов для прогнозирования белка: SWISS MODEL, I-

TASSER и PHYRE2 с целью получить наиболее соответствующую модель. Изначально проводили поиск 

в BLAST для обнаружения максимально соответствующего LbpA для моделирования с известной струк-

турой TbpA (58), что позволило выяснить, что наиболее соответствующим является LbpA из штамма 

МС58 (SEQ ID NO: 130). Выравнивание LbpA MC58 с TbpA K454, которое проводили с применением 

ClustalW, выступало в качестве исходных данных способа выравнивания в SWISS MODEL. В PHYRE2 

PDB ID для структуры TbpA K454 и последовательность FASTA LbpA MC58 вводили в качестве шабло-

на и мишени соответственно. В I-TASSER вводили только последовательность FASTA LbpA MC58. 

Среднее квадратичное отклонение (root-mean-square deviation, RMSD) использовали для оценки подобия 

различных моделей, разработанных со структурой шаблона после их наложения в Pymol 

(http://www.pymol.org/). Модель LbpA, разработанную в PHYRE2, выбирали в качестве наиболее соот-

ветствующей модели и использовали для выбора петлевых областей для получения гибридного или хи-

мерного белка (фиг. 20, чертеж А). 

"Беспетлевую" С-долю полипептида TbpB, полученную в примере 6 (SEQ ID NO: 129), использова-

ли в качестве отправной точки. Кодирующие области ДНК из внеклеточной петли 3 и петли 2 LbpA 

встраивали между ДНК, кодирующей петли 18 и 21 сконструированной С-доли TbpB, фланкирующие 

бета-слои (фиг. 20, чертеж В). Петлевые области в С-доле TbpB и соответствующие петли в LbpA для 

встраивания анализировали для определения расстояний с применением Pymol, чтобы убедиться, что 

заменяющие петли LbpA были структурированы в соответствии с параметрами расстояния, спрогнозиро-

ванными для петли. Сборку петель LbpA на С-доли TbpB проводили с применением метода ПЦР SOE, 

как в примерах 6 и 7, и анализ последовательности подтвердил встраивание спирали 3 и петли 2 LbpA 

MC58 в беспетлевую С-долю TbpB M982. Разработка гибридного белка включала встраивание 15 амино-

кислот из области спирали 3 LbpA (последовательность белка: 383-YGTDEAEKFRDKSGV) в область 

петли 18 С-доли М982 (SEQ ID NO:166), и встраивание 11 аминокислот из области петли 2 LbpA (после-

довательность белка: LNRWVKERIEQL) в область петли 21 С-доли М982 (SEQ ID NO:164) (фиг. 20, 

чертеж В). 

Способы трансформации рекомбинантной плазмидой и проведения предварительных исследований 

экспрессии описаны в примере 7. Предварительный скрининг продемонстрировал, что выходы рекомби-

нантного белка были высокими (слева внизу, чертеж В, фиг. 20), сопоставимыми или лучшими, чем ре-

зультаты, полученные с нативной С-долей или беспетлевой С-долей, которую использовали в качестве 

скелета (данные не показаны). Результаты также определенно продемонстрировали, что встраивание 

сегментов чужеродного белка, по существу, не влияло на стабильность сконструированной С-доли; это 

свидетельствует, что чужеродные сегменты не препятствуют нормальной укладке коровых структурных 

элементов С-доли. 

Пример 9. Конструирование петли для применения конъюгированных капсульных вакцин с исполь-

зованием С-доли TbpB H. influenzae. 

В большинстве конъюгированных капсульных вакцин, которые были разработаны на сегодняшний 

день, в качестве носителя для конъюгирования полисахаридного капсульного материала использовался 

один из компонентов вакцины на основе токсина. Стратегии конъюгирования капсульного полисахарида 

со столбнячным или дифтерийным токсином или токсоидом характеризуются рядом недостатков. Один 

из них заключается в возможности отрицательного влияния на индукцию эффективного иммунного от-

вета в связи с постоянным воздействием белков-носителей, которые также присутствуют в вакцинах, 

используемых для регулярной иммунизации, то есть развития иммунной толерантности. Второй недоста-

ток заключается в том, что носитель не имеет отношения к природному воздействию патогена, и, таким 

образом, не в полной мере используется преимущество вовлечения наиболее соответствующих Т-клеток 

хелперов при встрече с патогеном. 

Конъюгированные капсульные вакцины оказались весьма успешными в предотвращении инфекции 

и собственно в предотвращении колонизации бактериальными патогенами, которые экспрессируют спе-

цифичные капсульные полисахариды, обычно называемые серотипом или серогруппой. Однако перекре-

стная защита, по существу, отсутствует для бактерий, экспрессирующих другие типы капсульных поли-

сахаридов, которые могут в конечном итоге привести к заболеваниям, вызываемым штаммами, экспрес-

сирующими полисахариды, которые не охватываются вакциной. Обусловленная этим потребность в 

расширении спектра типов капсульных полисахаридов, охватываемых конъюгированными капсульными 

вакцинами, привела к перспективе постоянной разработки расширенного спектра вакцин и к формирова-

нию мнения о том, что окончательное решение проблемы следует возлагать на вакцины на основе белка, 

способные обеспечить существенную перекрестную защиту. Однако, если бы вакцина на основе белка, 

способная индуцировать перекрестную защиту широкого диапазона, была разработана, маловероятно, 
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что такая вакцина будет принята в качестве замены существующих конъюгированных капсульных вак-

цин. Добавление еще одной вакцины к уже установленному расписанию регулярных иммунизаций мож-

но рассматривать как потенциальное препятствие для введения вакцин на основе белка. 

В данном примере авторы настоящего изобретения сконструировали конъюгационную петлю в С-

доле TbpB из Н. influenza, которая содержит 42 остатка лизина, что существенно превышает общее коли-

чество лизинов в оставшейся части С-доли TbpB; данные остатки лизина, как прогнозируют, позволят 

минимизировать модификации лизинов в критических эпитопах, поскольку только данные лизины, реа-

гирующие с активированными группами углевода, будут модифицированы, и соотношение углевода к 

белку можно контролировать во время процесса конъюгации. 

Последовательность гена, кодирующего сконструированную С-долю TbpB из штамма Н36 Н. influ-

enza, представлена на чертеже А фиг. 21; область ДНК, кодирующая конъюгационную петлю, отмечена 

шрифтом большего размера (14 по сравнению с 12) (SEQ ID NO: 167). Сайт встраивания и последова-

тельность конъюгационной петли были разработаны с применением в качестве модели большой отрица-

тельно заряженной петли LbpB из штамма МС58 N. meningitidis (59). По существу, последовательность 

петли LbpB использовали в качестве матрицы, и лизины использовали для замены остатков аспарагино-

вой или глутаминовой кислоты в петле. Конъюгационная петля была сконструирована в домене ручки С-

доли TbpB между бета-слоями 22 и 23 в положении петли 23 (фиг. 2). Расположение петли продемонст-

рировано на чертеже В фиг. 21 с применением структурной модели С-доли Н. influenzae, разработанной с 

намного меньшей петлей (содержит 11 аминокислот), заменяющей петлю 23. Встроенные остатки приве-

дены в виде объемных заполненных сфер. Сконструированная петля фактически содержит 91 аминокис-

лоту, которые составляют более 
1
/4 размера общей С-доли (352 остатка аминокислот), и петля представ-

лена в виде выделенных остатков в целой С-доле со сконструированной петлей, представленной в SEQ 

ID NO: 205. Данный факт демонстрирует, что петлевой домен может вместить большее количество до-

полнительных аминокислот. 

Включение конъюгационной области не будет ограничено встраиванием в петлевые области N-

доли или С-доли, но, например, может быть обеспечено включением кластера остатков лизина на N-

конце интактных петель TbpB или TbpB. 

Пример 10. Получение замен аминокислот в поверхностных связывающих петлях TbpB и оценка 

свойств связывания Tf петлями TbpB. 

Конструировали серии сайт-направленных мутантов в поверхностных петлях белка TbpB для изу-

чения влияния данных мутаций на функциональные и иммунологические свойства. Для нацеливания на 

экспонированные на поверхности аминокислоты для модификации в TbpB, структуры которых, полу-

ченные методом рентгеноструктурной кристаллографии, были доступны авторам настоящего изобрете-

ния (12, 13), вводили сайт-специфические мутации. Сплайсинг с применением подхода полимеразной 

цепной реакции со сращиванием гена перекрывающимися расширениями (ПЦР SOE) использовали для 

введения мутаций в гены, кодирующие усеченные белки TbpB, полученные из патогенов свиней A. pleu-

ropneumoniae, A. suis и Н. parasuis. Данные гены включали TbpB
20-528

 A. pleuropneumoniae (аминокислоты 

20-528), полученный из штамма Н49 (АрН49 TbpB, SEQ ID NO: 2), и мутант F171А TbpB
20-528

 АрН49 

(SEQ ID NO: 4). Также в анализ были включены TbpB
26-528

 A. pleuropneumoniae (аминокислоты 26 -528), 

полученный из штамма Н87 (АрН87 TbpB, SEQ ID NO: 12), и мутант Y95A (SEQ ID NO: 14), мутант 

Y121A (SEQ ID NO: 16), мутант Y174A (SEQ ID NO: 18) и мутант R179E (SEQ ID NO: 20). Также были 

получены TbpB
27-577

 A. suis (аминокислоты 27-577), полученный из штамма Н57 (AsH57 TbpB, SEQ ID 

NO: 28), мутант F63A (SEQ ID NO: 30) и мутант F152A (SEQ ID NO: 32). Наконец, также были получены 

TbpB
27-577

 H. parasuis (аминокислоты 27-577), полученный из штамма Нр5 Нагасаки (Нр5 TbpB, SEQ ID 

NO: 115), мутант Y93A (SEQ ID NO: 170), мутант Y117A (SEQ ID NO: 172), мутант Y167A (SEQ ID NO: 

174) и мутант W176A (SEQ ID NO: 176). 

Рекомбинантные белки изначально были получены с N-концевым партнером слияния, содержащим 

полигистидиновую метку, мальтозасвязывающий белок и сайт расщепления протеазой TEV. Данный 

подход позволил авторам настоящего изобретения выделить рекомбинантный белок, подходящий для 

твердофазного анализа связывания с применением нитроцеллюлозной мембраны и меченного фермента-

тивным способом трансферрина свиньи или посредством захвата рекомбинантного слитого белка из не-

очищенных экстрактов на аффинной смоле с Tf свиньи-Сефарозой (13). С применением данных анализов 

наблюдали мощное связывание нативными TbpB, тогда как в случае множества сайт-специфических му-

тантов наблюдалось уменьшенное связывание. 

Несмотря на то, что из данных экспериментов возможно вывести полуколичественные константы 

связывания для связывания Tf свиньи, авторы настоящего изобретения решили использовать множество 

различных биофизических и биохимических подходов для получения более точных количественных из-

мерений аффинности связывания. Как показано на фиг. 22, согласно данным метода изотермической ка-

лориметрии, поверхностного плазмонного резонанса или интерферометрии биослоя (23-25) константа 

аффинности (Kd) для нативных TbpB находилась, как правило, в диапазоне от 20 до 60 нМ, за исключе-

нием TbpB из Actinobacillus suis, для которого кинетика связывания являлась достаточно уникальной и 

характеризовалась рассчитанной Kd 120 нМ (12). 
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Несколько мутаций привели к увеличению константы аффинности (Kd) ≥100 раз, такие как мутация 

F171A в TbpB из штамма Н49 A. pleuropneumoniae, мутация Y174A в TbpB из штамма Н87 A. pleu-

ropneumoniae или двойная мутация Y167A и W176A в TbpB из штамма НР5 Н. parasuis. Примечательно, 

что все данные мутанты локализовались в петле 8. 

Пример 11. Оценка иммунологических свойств производных TbpB с заменами аминокислот в по-

верхностных петлях связывания. 

Для изучения иммунологических свойств мутантных белков, полученных из TbpB, которые были 

дефектны по связыванию Tf, было важно исследовать данные белки в нативном хозяине и предпочти-

тельно непосредственно исследовать способность данных белков защищать хозяина от инфекции, вы-

званной целевым патогеном. С данной целью были начаты эксперименты на надежно отработанной мо-

дели инфекции Haemophilus parasuis, в которой не получавших молозива поросят иммунизировали, на-

чиная с 28 дней после рождения, и стимулировали Haemophilus parasuis в день 63 (37, 60). На данной мо-

дели инфекции коммерческая вакцина, полученная из стимулирующего штамма (Porcillis Glasser), обес-

печивала полную защиту от смерти, и рекомбинантные формы рецепторов трансферрина ранее обеспе-

чивали 20-30% выживаемости через 15 дней после стимулирования. 

Группы из пяти или шести свиней иммунизировали рекомбинантным интактным TbpB из стимули-

рующего штамма Нр5, сайт-направленным мутантом Y167A белка TbpB, вакциной Porcillis Glasser или 

адъювантом самим по себе. Свиней стимулировали антигеном со стандартной стимулирующей дозой 10
8
 

штамма Нр5 (Нагасаки) Н. parasuis и наблюдали в течение 15 дней. Как продемонстрировано на фиг. 23, 

только 1 из пяти свиней, иммунизированных контрольной вакциной Porcilis Glasser, выжила после сти-

мула; полученный результат свидетельствует, что в данном эксперименте использовали более вирулент-

ный вариант штамма Нр5. Эксперименты последующего наблюдения с изолятами штамма из инфициро-

ванных свиней продемонстрировали меньшие уровни выживаемости, что подтвердило данный вывод. 

Несмотря на увеличенную вирулентность стимулирующего штамма, все шесть свиней, иммунизирован-

ных Y167A TbpB, выжили через 15 дней, и 5 из 6 свиней характеризовались незначительными симпто-

мами или отсутствием симптомов, и у животных наблюдалась незначительная патология либо отсутст-

вие патологии при вскрытии. Данный уровень защиты отличался от шести свиней, иммунизированных 

белком дикого типа, из которых только 3 свиньи выжили после стимула. 3 выжившие свиньи после сти-

муляции антигеном характеризовались значительными клиническими симптомами, и при вскрытии жи-

вотных наблюдалась значительная патология. В целом, данный эксперимент продемонстрировал, что 

мутант Y167A белка TbpB вызывал превосходящий защитный иммунологический ответ по сравнению с 

белком дикого типа, и, поскольку данные два белка являются практически идентичными, за исключени-

ем свойств связывания трансферрина (фиг. 22), недостаточный иммунный ответ нативного белка может 

объясняться связыванием с трансферрином хозяина. 

Чтобы получить дополнительное доказательство влияния, которое мутация оказывает на иммунный 

ответ, оценивали ответы В-клеток и Т-клеток. Образцы крови, отобранные непосредственно перед сти-

мулом (после двух иммунизации) и через 96 ч после стимуляции антигеном, анализировали для опреде-

ления адаптивного иммунного ответа. Образцы анализировали методом анализа FACS для определения 

субпопуляций зрелых В-клеток (αIgM
+
CD21

+
) и клеток Т-хелперов (CD4

+
CD8α

-
). Результаты, представ-

ленные на фиг. 24, продемонстрировали, что перед стимулом мутант Y167A антигена TbpB вызывал бо-

лее мощный ответ В-клеток (чертеж А) и ответ клеток Т-хелперов (чертеж В), чем нативный антиген 

TbpB или коммерческая вакцина Porcilis Glasser. Через 96 ч после стимуляции антигеном ответ на мутант 

TbpB (51,48±1,18%) был значительно выше ответа на нативный TbpB (45,65±1,20%) или вакцину PG 

(44,83±1,59%) (фиг. 24, чертеж С). Аналогичная тенденция наблюдалась и в случае ответа клеток Т-

хелперов, однако разница в процентах между тремя группами являлась менее очевидной (фиг. 24, чертеж 

D). Однако через 96 ч только 3/6 и 2/5 выживших свиней остались в группах, иммунизированных натив-

ным TbpB или вакциной Porcilis Glasser, и, поскольку субъекты с низкими ответами имели тенденцию 

погибать ранее, наблюдаемые различия между группами в момент времени 96 ч фактически являются 

недооцененными. 

Пример 12. Иммунный ответ, направленный против производных TbpB, способен предотвращать 

колонизацию. 

Несмотря на то, что модели инфекции предоставили возможность оценки потенциальной эффек-

тивности вакцин, такие модели редко имитируют процесс природной инфекции, при котором передача 

патогена обычно приводит к колонизации верхних дыхательных путей хозяина перед установлением ин-

фекции. Конъюгированные капсульные вакцины, разработанные для предотвращения менингита, пнев-

монии и инвазивной инфекции, как было показано, устраняют целевые бактерии из верхних дыхатель-

ных путей (17), обеспечивая дополнительное преимущество популяционного иммунитета, защищающего 

неиммунизированных индивидуумов. Вследствие этого способность предотвращать колонизацию стала 

важной характеристикой для принятия решения о применении вакцины (18). Таким образом, может быть 

разумно разработать вакцины, предотвращающие колонизацию, поскольку вместе с предотвращением 

инфекции такие вакцины могут устранить источник патогенов, вызывающих заболевание. 
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Воспользовавшись преимуществом предшествующих исследований, характеризующих взаимодей-

ствие N. meningitidis и рецепторов СЕАСАМ человека (61), авторы настоящего изобретения разработали 

трансгенную гуманизированную модель на мышах, способную поддерживать колонизацию Neisseria 

meningitidis (62). Данная модель основана на специфическом взаимодействии белков Ора Neisseria men-

ingitidis с рецептором СЕАСАМ1 человека, и данную модель потенциально можно перенести на другие 

патогены, которые используют данное взаимодействие природным или искусственным путем. Иммуни-

зация трансгенных мышей конъюгированной капсульной вакциной менингококковой группы С на моде-

ли колонизации приводила к возникновению иммунитета слизистых оболочек, обеспечивающему полное 

подавление, или, другими словами, предотвращала колонизацию группой С Neisseria meningitides, но не 

штаммами с другими типами капсул. 

Данную модель использовали для исследования способности TbpB и его производных предотвра-

щать колонизацию N. meningitidis. Поскольку трансферрин человека в данных мышах во время стадии 

иммунизации отсутствует, было необязательно использовать сконструированные несвязывающие TbpB, 

описанные в примере 11. Как продемонстрировано на фиг. 25А, у 8 из 9 мышей, иммунизированных ре-

комбинантным усеченным TbpB, через три дня после интраназального стимула 1×10
7
 КОЕ штамма М982 

N. meningitidis не наблюдались обнаруживаемые уровни N. meningitidis. У контрольных мышей, которым 

вводили адъювант сам по себе, у 6 из 8 мышей наблюдались обнаруживаемые уровни N. meningitidis. 

Важно упомянуть, что TbpB является первым белковым антигеном, способным, как показано, предот-

вращать колонизацию, и данное свойство нельзя считать общим для белковых антигенов поверхности в 

связи с ограниченным пониманием вовлеченных в данный процесс механизмов. 

В эксперименте последующего наблюдения авторы настоящего изобретения сравнивали TbpB с 

другим липопротеином поверхности, фактор Н-связывающим белком, который является ключевым ком-

понентом двух вакцин, и с отдельными субдоменами TbpB. Как продемонстрировано на фиг. 25В, С-доля 

была способна предотвращать колонизацию также эффективно или более эффективно, чем интактный 

TbpB или N-доля TbpB, которая, в свою очередь, в данном эксперименте была так же эффективна или 

более эффективна, чем фактор Н-связывающий белок, при индукции иммунитета, обеспечивающего 

полное подавление. Способность С-доли TbpB индуцировать иммунитет слизистых оболочек, обеспечи-

вающий полное подавление, при системной иммунизации является в особенности обнадеживающим ре-

зультатом, поскольку отсутствие связывания С-долей TbpB Tf означает, что С-доля TbpB будет также 

эффективна в нативном хозяине, и ее увеличенная способность индуцировать перекрестно-реактивный 

иммунный ответ (фиг. 3, фиг. 11) позволит облегчить развитие перекрестно-защитных вакцин широкого 

диапазона действия. 

Исследования колонизации проводили, как было описано ранее (62). Группам из 8 или более мы-

шей С57/В16, экспрессирующих трансген СЕАСАМ-1 человека (разведенных в собственной лаборато-

рии), вводили по 100 мкл назначенных иммунизации подкожно в дни 0 и 21. Группы получали назначен-

ный белок (25 мкг) или контроль, не содержащий белок, с адъювантом 20% Emulsigen D (MVP Laborato-

ries), разведенный в стерильном фосфатном буферном растворе (ФБР) (Gibco) до объема 100 мл на инъ-

екцию. 

В день 35 мышам проводили обезболивание изофлураном (Baxter) и заражали дважды перевитой на 

животных культурой штамма М982 N. meningitidis посредством интраназальной инстилляции. Для полу-

чения инокулума штаммы бактерий для инфекции выращивали в течение ночи на агаре GC (Beckton 

Dickinson); полученные в течение ночи колонии собирали в 1 мл ФБР, содержащего 1 мМ MgCl2 

(ФБР/Mg), и измеряли оптическую плотность при длине волны 600 для корректировки количества бакте-

рий. Культуры корректировали таким образом, чтобы каждый итоговый инокулум объемом 10 мкл со-

держал приблизительно 1×10
7
 колониеобразующих единиц. Плотность дозы колонизации подтверждали 

посредством высевания серийных разведений на агар GC. 

Через три дня после инфекции (день 38) мышей подвергали эвтаназии посредством асфикции диок-

сидом углерода. Тяжесть колонизации анализировали промыванием трахеи 250 мкл ФБР/Mg с после-

дующим непосредственным отбором мазка из носового хода аппликатором с полиэфирным наконечни-

ком (Puritan Medical Products), ресуспендировали в 500 мкл ФБР/Mg. После выращивания в течение ночи 

на агаре GC с добавлением ингибитора VCNT (Becton Dickinson) для предотвращения роста назальной 

флоры образцы нумеровали. Эксперименты на животных проводили согласно руководствам этического 

комитета при работе с животными университета Торонто. 

Пример 13. Вакцинный состав, содержащий смеси TbpB или их участки. 

Поскольку патогены, которые содержат TbpB, обитают исключительно в конкретном хозяине (лю-

дях, свиньях, крупном рогатом скоте и/или родственных жвачных животных) и поскольку TbpB способен 

предотвращать колонизацию (фиг. 25), перекрестно-защитная вакцина широкого диапазона действия на 

основе сконструированных антигенов, направленных на TbpB, обладает потенциалом устранения пато-

гена. 

Для расширения эффективности вакцинного состава против спектра грамотрицательных патогенов 

можно объединить TbpB или их участки, например домен С-доли, полученные из различных видов бак-
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терий или штаммов. В данном примере авторы настоящего изобретения предлагают предпочтительные 

комбинации полипептидов TbpB или их комбинаций для применения при получении вакцинных соста-

вов. 

Важным фактором для обнаружения эффективных комбинаций полипептидов TbpB является сте-

пень, в которой различные штаммы, виды и роды способны легко обмениваться генами tbpB, таким обра-

зом, выступая в качестве потенциального хранилища вариантов TbpB, не охватываемых вакциной. Од-

ним из важных факторов, влияющих на горизонтальный обмен генов tbpB, является природа последова-

тельности сигнала захвата (uptake signal sequence, USS), которая неотъемлемо присутствует в данных 

видах, трансформируемых природным путем (63, 64). Данные бактерии преимущественно захватывают 

ДНК, содержащую специфичную USS, и встраивают данную ДНК в свой геном, обеспечивая высокоэф-

фективный механизм для встраивания антигенных вариантов своих поверхностных антигенов. 

В случае Neisseria meningitidis авторам настоящего изобретения была доступна обширная коллек-

ция штаммов, которая в достаточной мере представляла общее разнообразие последовательностей (фиг. 

10А). Существует особенно крупная коллекция последовательностей данного патогена со всего мира, 

находящаяся в общедоступных базах данных, которая представляет собой весьма всеобъемлющую оцен-

ку разнообразия последовательностей. Поскольку другие патогены человека, которые содержат TbpB и в 

норме обитают в верхних дыхательных путях человека (Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis), не 

содержат в геномной ДНК USS, специфичную к Neisseria, данные патогены не представляют собой гото-

вое хранилище вариантов антигена. Таким образом, настоящий пример включает вакцинный состав, со-

держащий комбинацию сконструированных антигенов TbpB, которая содержит по меньшей мере два 

полипептида TbpB или их участок (например, домен С-доли), полученных из штаммов Neisseria meningi-

tides, которые выбраны из двух различных филогенетических кластеров, представленных на фиг. 10А. 

Такой вакцинный состав потенциально способен индуцировать перекрестно-реактивный (фиг. 11) и пе-

рекрестно-защитный ответ антител, и потенциально данный состав можно использовать для устранения 

N. meningitidis из популяции человека. 

Родственный патоген, N. gonorrhoeae, который в норме присутствует в мочеполовом тракте челове-

ка, обладает той же USS и, таким образом, может потенциально выступать в качестве хранилища анти-

генной вариации в связи со случайным присутствием двух данных видов на одной и той же слизистой 

поверхности. Между тем анализ разнообразия последовательностей гонококковых TbpB относительно 

разнообразия N. meningitidis (фиг. 26А) свидетельствует, что гонококковые TbpB являются в значитель-

ной степени подмножеством разнообразия последовательностей, присутствующих в N. meningitides; дан-

ный факт позволяет предположить, что посредством незначительного расширения подхода, предложен-

ного авторами настоящего изобретения, набор сконструированных антигенов можно использовать для 

разработки вакцины, потенциально способной устранять колонизацию любым патогеном. Для сконст-

руированных С-долей (фиг. 26В) данный подход будет вовлекать включение С-долей, в особенности на-

правленных на варианты TbpB N. gonorrhoeae. Наличие TbpB в некоторых симбиотических изолятах 

Neisseria представляет другое потенциальное хранилище антигенных вариантов, таким образом, расши-

рение подхода, предложенного авторами настоящего изобретения, с включением типичных вариантов из 

симбиотических Neisseria может быть необходимым для эффективного устранения Neisseria, экспресси-

рующих TbpB, способных вызвать заболевание. Таким образом, настоящий пример включает вакцинный 

состав, содержащий комбинацию сконструированных антигенов TbpB, которая содержит полипептид 

TbpB Neisseria meningitidis или его участок (например, домен С-доли), а также полипептид TbpB Neisse-

ria gonorrhoeae или его участок (например, домен С-доли). 

Патогены свиней A. pleuropneumoniae, A. suis и H. parasuis содержат одну и ту же USS и, как след-

ствие, разнообразие последовательностей TbpB распределено среди трех видов (фиг. 4) так, что основ-

ные филогенетические кластеры содержат представителей по меньшей мере двух видов. Таким образом, 

при разработке вакцин против данных патогенов на основе TbpB важно учитывать общее варьирование 

последовательностей TbpB во всех трех видах. Данный факт является основой предложенного авторами 

настоящего изобретения достаточно нестандартного подхода разработки сконструированных антигенов, 

способных индуцировать иммунный ответ против антигенов из более чем одного вида (фиг. 6, 7), и, по-

скольку TbpB способен предотвращать колонизацию, данный подход можно использовать для устране-

ния всех трех патогенов хозяина-свиньи. Таким образом, настоящий пример включает вакцинный состав, 

содержащий комбинацию сконструированных антигенов TbpB, которая содержит по меньшей мере два 

полипептида TbpB или их участки (например, домен С-доли), полученных из Actinobacillus pleuropneu-

moniae, Actinobacillus suis и Haemophilus parasuis. 

В отношении Haemophilus influenza в связи с совершенно различным спектром заболеваний, вызы-

ваемых штаммами, содержащими капсульный полисахарид типа b, и нетипируемыми штаммами, в кото-

рых отсутствует капсульный полисахарид, внимание было сосредоточено на вакцинах, нацеленных на 

каждую группу отдельно. Недавний всплеск инвазивных заболеваний, вызванных штаммами, экспресси-

рующими капсульный полисахарид группы А, привел к активной разработке вакцин, нацеленных на 

штаммы группы А (65). Оценка разнообразия TbpB в штаммах Н. influenzae свидетельствует, что суще-

ствует три основных филогенетических кластера (фиг. 27А), причем нетипируемые штаммы распределе-
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ны среди всех трех групп. Поскольку все штаммы Н. influenzae содержат одну и ту же USS, вероятно, что 

на распределение разнообразия TbpB не будет влиять тип капсулы, и разработка перекрестно-защитной 

вакцины, полученной из сконструированных антигенов на основе TbpB, будет эффективно нацелена на 

штаммы типа b, нетипируемые штаммы и штаммы, экспрессирующие другие типы капсул. Таким обра-

зом, подход, предложенный авторами настоящего изобретения, должен облегчить разработку вакцин с 

широким диапазоном защиты на основе TbpB для Н. influenzae в качестве обособленной вакцины либо в 

качестве носителя для конъюгированных капсульных вакцин (фиг. 21). Таким образом, настоящий при-

мер включает вакцинный состав, содержащий комбинацию сконструированных антигенов TbpB, которая 

содержит по меньшей мере два полипептида TbpB, полученных из штаммов Н. influenza, которые выбра-

ны из двух различных филогенетических кластеров, представленных на фиг. 27А. 

В отличие от Neisseria meningitidis и Haemophilus influenzae в геномах штаммов Moraxella catarrhalis 

отсутствуют очевидные USS, хотя данные штаммы являются трансформируемыми природным путем со 

значительным предпочтением для ДНК М. catarrhalis. Таким образом, при разработке перекрестно-

защитной вакцины широкого диапазона против М. catarrhalis со сконструированными антигенами, наце-

ленными на TbpB, необходимо учитывать только разнообразие TbpB из М. catarrhalis (фиг. 29). Антиге-

нов, полученных из штаммов, составляющих три основные группы, должно быть достаточно для созда-

ния перекрестно-защитной вакцины широкого диапазона, способной предотвращать колонизацию М. 

catarrhalis. Таким образом, настоящий пример включает вакцинный состав, содержащий комбинацию 

сконструированных антигенов TbpB, которая содержит по меньшей мере два полипептида TbpB, полу-

ченных из штаммов М. catharrhalis, которые выбраны из двух различных филогенетических кластеров, 

представленных на фиг. 29. 

Патоген быка Mannhemia haemolytica, ранее известный как Pasteurella haemolytica, является основ-

ной причиной респираторной инфекции (транспортной лихорадки) крупного рогатого скота и респира-

торных инфекций овец. Патоген овец, Pasteurella trehalosi, который был впоследствии разделен на два 

вида, Mannhemia glucosida и Bibersteinia trehalosi, содержит ту же USS, что и Mannhemia haemolytica. 

Данный факт может в значительной степени обуславливать вывод о том, что данные виды характеризу-

ются общим генофондом (66). В отличие от описанных выше патогенов патоген быка Histophilus somni, 

ранее известный как Haemophilus somnus, содержит отличную USS и, таким образом, не является храни-

лищем антигенных вариантов М. haemolytica. Существует три основных филогенетических линии TbpB 

из М. haemolytica, М. glucosida и В. trehalosi, которые, очевидно, охватывают патогены овец и крупного 

рогатого скота (66) (фиг. 28), с кластерами вариантов, которые в первую очередь ограничены крупным 

рогатым скотом или овцами. Таким образом, можно рассматривать разработку сконструированных анти-

генов, полученных из TbpB, нацеленных на заболевания крупного рогатого скота, овец или обоих видов 

данных жвачных животных. Таким образом, настоящий пример включает вакцинный состав, содержа-

щий комбинацию сконструированных антигенов TbpB или их участки, например домен С-доли, которая 

содержит по меньшей мере два полипептида TbpB, полученных из штаммов Mannheimia haemolytica, 

Mannheimia glucosida и Bibersteinia trehalosi, которые выбраны из двух различных филогенетических кла-

стеров, представленных на фиг. 28. 

Все публикации, патенты и заявки на патент включены в настоящую заявку посредством ссылки во 

всей своей полноте в той же степени, как если бы каждая отдельная публикация, патент или заявка на 

патент была конкретно и отдельно указана как включенная посредством ссылки во всей своей полноте. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Иммуногенная композиция, содержащая трансферринсвязывающий белок В (TbpB), получаемый 

из грамотрицательного патогенного вида бактерий, для предупреждения инфекции или заболевания, вы-

званного грамотрицательным патогенным видом бактерий, где указанный TbpB содержит домен С-доли 

или домен N-доли, причем указанный домен С-доли или домен N-доли содержит множество β-слоев, 

соединенных множеством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один петлевой домен из ука-

занного множества петлевых доменов был модифицирован, и адъювант, причем указанный полипептид 

модифицирован таким образом, что значение константы диссоциации Kd связывающего взаимодействия 

между нативным железосвязывающим белком хозяина и модифицированным TbpB по меньшей мере в 

10 раз выше значения константы диссоциации Kd связывающего взаимодействия между нативным желе-

зосвязывающим белком хозяина и нативным TbpB. 

2. Иммуногенная композиция по п.1, отличающаяся тем, что указанный петлевой домен был моди-

фицирован таким образом, что одна аминокислота в петлевом домене была заменена или удалена. 

3. Иммуногенная композиция по п.1, отличающаяся тем, что указанный петлевой домен был удален 

полностью. 

4. Иммуногенная композиция по п.3, дополнительно включающая замену петлевого домена участ-

ком полипептида IOM (integral outer membrane, интегрального полипептида внешней мембраны). 
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5. Иммуногенная композиция по п.4, где полипептид IOM представляет собой полипептид TbpA 

(transferrin binding protein А, трансферринсвязывающий белок А) или полипептид LbpA (lactoferrin bind-

ing protein А, лактоферринсвязывающий белок А). 

6. Иммуногенная композиция по любому из пп.1-5, отличающаяся тем, что указанный петлевой до-

мен выбран из любой из петель L1-L32. 

7. Иммуногенная композиция по п.6, отличающаяся тем, что указанный петлевой домен выбран из 

любой из петель, включающих L1, L5, L8, L12, L18, L21, L23 и L27. 

8. Иммуногенная композиция по п.1, отличающаяся тем, что указанный полипептид TbpB получают 

из вида бактерий, относящегося к семейству бактерий Pasteurellaceae, Moxarellaceae или Neisseriaceae. 

9. Иммуногенная композиция по п.1, отличающаяся тем, что указанный полипептид TbpB получают 

из вида бактерий, относящегося к роду бактерий Actinobacillus, Neisseria, Haemophilus, Mannheimia, His-

tophilus, Pasteurella или Moraxella. 

10. Иммуногенная композиция по п.1, отличающаяся тем, что указанный домен С-доли представля-

ет собой домен С-доли, который выбран из группы, представленной в SEQ IDNO: 6; SEQ ID NO: 22; SEQ 

ID NO: 34; SEQ ID NO: 119; SEQ ID NO: 125; SEQ ID NO: 179-SEQ ID NO: 195; SEQ ID NO: 213-SEQ ID 

NO: 218; SEQ ID NO: 230; SEQ ID NO: 232; SEQ ID NO: 234-SEQ ID NO: 278 и SEQ ID NO: 288-SEQ ID 

NO: 292. 

11. Иммуногенная композиция по п.1, отличающаяся тем, что указанный домен N-доли представля-

ет собой домен N-доли, который выбран из группы, представленной в SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 10; 

SEQ ID NO: 24; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 121; SEQ ID NO: 127; SEQ 

ID NO: 229; SEQ ID NO: 231 и SEQ ID NO: 233. 

12. Иммуногенная композиция по п.2, отличающаяся тем, что указанная иммуногенная композиция 

содержит любой из полипептидов TbpB, представленных в SEQ ID NO: 170; SEQ ID NO: 172; SEQ ID 

NO: 174; SEQ ID NO: 176; SEQ ID NO: 4; SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 18; SEQ ID NO: 

20; SEQ ID NO: 30 и SEQ ID NO: 32. 

13. Иммуногенная композиция по п.5, отличающаяся тем, что указанные полипептиды TbpA и 

LbpA выбраны из SEQ ID NO: 152 и SEQ ID NO: 162. 

14. Иммуногенная композиция по п.5, отличающаяся тем, что указанная иммуногенная композиция 

содержит гибридный полипептид TbpB-TbpA, содержащий последовательность, представленную в SEQ 

ID NO: 154; SEQ ID NO: 156; SEQ ID NO: 158 или SEQ ID NO: 160; или гибридный полипептид TbpB-

LbpA, содержащий последовательность, представленную в SEQ ID NO: 164 или SEQ ID NO: 166. 

15. Вакцинная композиция для предупреждения инфекции или заболевания, вызванного грамотри-

цательным патогенным видом бактерий, содержащая иммуногенную композицию по любому из пп.1-14. 

16. Способ получения иммуногенной композиции, включающий: 

(a) обеспечение последовательности химерной нуклеиновой кислоты, содержащей функционально 

связанные компоненты: 

(i) последовательность нуклеиновой кислоты, которая кодирует модифицированный полипептид, 

содержащий домен С-доли или домен N-доли TbpB, получаемого из грамотрицательного патогенного 

вида бактерий, где указанный TbpB содержит домен С-доли или домен N-доли, причем указанные домен 

С-доли или домен N-доли содержат множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и 

причем по меньшей мере один петлевой домен из указанного множества петлевых доменов был модифи-

цирован, где значение константы диссоциации Kd связывающего взаимодействия между нативным желе-

зосвязывающим белком хозяина и модифицированным TbpB по меньшей мере в 10 раз выше значения 

константы диссоциации Kd связывающего взаимодействия между нативным железосвязывающим бел-

ком хозяина и нативным TbpB; и (ii) последовательность нуклеиновой кислоты, способную контролиро-

вать экспрессию последовательности нуклеиновой кислоты, указанной в подпункте (i) подпункта (а) в 

рекомбинантной клетке-хозяине; 

(b) введение последовательности химерной нуклеиновой кислоты в клетку-хозяина и выращивание 

клетки-хозяина для получения полипептида, содержащего домен С-доли или домен N-доли; 

(c) восстановление полипептида, содержащего домен С-доли или домен N-доли, из клетки-хозяина 

и 

(d) получение иммуногенной композиции. 

17. Способ по п.16, отличающийся тем, что указанный модифицированный полипептид представля-

ет собой полипептид, в котором по меньшей мере один петлевой домен был удален полностью. 

18. Способ индукции иммунного ответа у позвоночного субъекта против по меньшей мере одного 

грамотрицательного патогенного бактериального штамма, причем указанный способ включает введение 

указанному субъекту: 

(a) иммуногена, содержащего полипептид TbpB, получаемый из грамотрицательного патогенного 

вида бактерий, где указанный TbpB содержит домен С-доли или домен N-доли, причем указанные домен 

С-доли или домен N-доли содержат множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и 

причем по меньшей мере один петлевой домен из указанного множества петлевых доменов был модифи-
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цирован, где значение константы диссоциации Kd связывающего взаимодействия между нативным желе-

зосвязывающим белком хозяина и модифицированным TbpB по меньшей мере в 10 раз выше значения 

константы диссоциации Kd связывающего взаимодействия между нативным железосвязывающим бел-

ком хозяина и нативным TbpB; или 

(b) вектора экспрессии, который содержит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую 

иммуноген, содержащий полипептид TbpB, получаемый из грамотрицательного патогенного вида бакте-

рий, где указанный TbpB содержит домен С-доли или домен N-доли, причем указанные домен С-доли 

или домен N-доли содержат множество β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем 

по меньшей мере один петлевой домен из указанного множества петлевых доменов был модифицирован, 

где значение диссоциации Kd связывающего взаимодействия между нативным железосвязывающим бел-

ком хозяина и модифицированным TbpB по меньшей мере в 10 раз выше значения константы диссоциа-

ции Kd связывающего взаимодействия между нативным железосвязывающим белком хозяина и натив-

ным TbpB; и 

причем указанный иммуноген вводят или экспрессируют в количестве, достаточном для индукции 

иммунного ответа у указанного позвоночного субъекта. 

19. Применение иммуногена, содержащего полипептид, который содержит белок TbpB, получае-

мый из грамотрицательного патогенного вида бактерий, где указанный TbpB полипептид содержит до-

мен С-доли или домен N-доли, причем указанные домен С-доли или домен N-доли содержат множество 

β-слоев, соединенных множеством петлевых доменов, и причем по меньшей мере один петлевой домен 

из указанного множества петлевых доменов был модифицирован, где значение константы диссоциации 

Kd связывающего взаимодействия между нативным железосвязывающим белком хозяина и модифици-

рованным TbpB по меньшей мере в 10 раз выше значения константы диссоциации Kd связывающего вза-

имодействия между нативным железосвязывающим белком хозяина и нативным TbpB, для получения 

лекарственного средства для индукции иммунного ответа у позвоночного субъекта. 
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