
04
16

46
   

 B
1

041646    B
1

(19) Евразийское
патентное
ведомство

(11) 041646 (13) B1

(12) ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ К ЕВРАЗИЙСКОМУ ПАТЕНТУ

(45) Дата публикации и выдачи патента

2022.11.17
(21) Номер заявки

201692025
(22) Дата подачи заявки

2015.05.20

(51)  Int. Cl. C07K 14/195 (2006.01)
C12N 15/70 (2006.01)
C12N 15/74 (2006.01)

(54) ДОСТАВКА БЕЛКОВ, ОСУЩЕСТВЛЯЕМАЯ НА ОСНОВЕ БАКТЕРИЙ

(31) 14169335.8
(32) 2014.05.21
(33) EP
(43) 2017.05.31
(86) PCT/EP2015/061086
(87) WO 2015/177197 2015.11.26
(71)(73) Заявитель и патентовладелец:

УНИВЕРСИТЕТ БАЗЕЛЬ (CH)

(72) Изобретатель:
Аррьемерлу Сесиль (FR), Иттиг
Симон (CH)

(74) Представитель:
Нилова М.И. (RU)

(56)  WO-A2-2008019183
US-A1-2008187520
WO-A2-0002996
ZHANG Y. ET AL.: "Type III Secretion

System-Dependent Translocation of Ectopically
Expressed Yop Effectors into Macrophages
by Intracellular Yersinia pseudotuberculosis",
INFECTION AND IMMUNITY, vol. 79, no.
11, 15 August 2011 (2011-08-15), pages
4322-4331, XP055204813, ISSN: 0019-9567, DOI:
10.1128/IAI.05396-11 page 4323, right-hand column,
paragraph 2 table 1

AHMED KAMAL ET AL.: "Apoptosis-
inducing agents: a patent review (2010-2013)",
EXPERT OPINION ON THERAPEUTIC PATENTS,
vol. 24, no. 3, 10 January 2014 (2014-01-10), pages
339-354, XP055173440, ISSN: 1354-3776, DOI:
10.1517/13543776.2014.877445 page 346, left-hand
column, paragraph 2 - page 347, left-hand column, line
1

(57) Изобретение относится к рекомбинантному штамму грамотрицательных бактерий и его
применению для доставки гетерологичных белков в эукариотические клетки.



041646 

- 1 - 

Область техники, к которой относится изобретение 

Настоящее изобретение относится к рекомбинантным штаммам грамотрицательных бактерий и их 

применению для доставки гетерологичных белков внутрь эукариотических клеток. 

Уровень техники 

Методики временной (транзиентной) трансфекции в течение многих лет используются при иссле-

дованиях в области клеточной биологии для выяснения функций белков. Эти способы в целом приводят 

к несбалансированному увеличению присутствия изучаемого белка, которое может приводить к чересчур 

упрощенным моделям передачи сигнала в клетке [1]. В случае белков, контролирующих сигнальные 

процессы небольшой продолжительности, интересующий белок будет существовать намного дольше, 

чем сигнальное явление, которое он контролирует [2]. Более того, временная сверхэкспрессия с исполь-

зованием трансфекции ДНК приводит к образованию гетерогенной и несинхронизированной популяции 

клеток, что затрудняет функциональные исследования и препятствует проведению интегральных иссле-

дований,так называемых "omics". Кроме этого, масштабирование подобных анализов до больших объе-

мов очень затратно. Некоторые из упомянутых выше проблем решаются существующими техниками, 

такими как микроинъекция или протеофекция очищенными белками, стратегией индуцибельной транс-

локации для быстрого направления образуемых плазмидами ГТФаз к клеточной мембране [2] или добав-

ление очищенных белков, слитых с проникающими в клетку токсинами бактерий [3]. Однако все данные 

техники являются затратными по времени и трудоемкими и, насколько известно, не одна из них не реша-

ет все упомянутые проблемы. 

Бактерии в ходе эволюции приобрели различные механизмы, позволяющие напрямую инъециро-

вать белки в клетки-мишени [4]. Система секреции 3-го типа (СС3Т; T3SS), используемая бактериями, 

такими как Yersinia, Shigella и Salmonella [5], действует как наношприц, который вводит так называемые 

эффекторные белки бактерий внутрь клеток-хозяев. Секретируемые СС3Т белки бактерий, называемые 

эффекторами, несут короткий сигнал секреции на N-конце [6]. Внутри бактерий некоторые эффекторы 

связаны шаперонами. Шапероны могут маскировать токсичные домены [7], они вносят вклад в экспози-

цию сигнала секреции [8, 9] и сохраняют субстраты в компетентной к секреции конформации [10], тем 

самым облегчая секрецию. В результате индукции секреции АТФаза, сопряженная с СС3Т, удаляет ша-

пероны [11], и эффекторы перемещаются несвернутыми или только частично свернутыми через "иглу" 

[10] и снова сворачиваются, попав в цитоплазму клетки-хозяина. 

Систему С3T применяют для доставки гибридных пептидов и белков в клетки-мишени. Гетероло-

гичные эффекторы СС3Т бактерий доставляли в случае, когда изучаемая бактерия с трудом поддается 

генетическим манипуляциям (например, Chlamydia trachomatis [12]). Часто осуществляли слияние репор-

терных белков с возможными сигналами секреции СС3Т, чтобы изучить требования для СС3Т-

зависимой доставки белков, таких как аденилатциклаза Bordetella pertussis [13], дегидрофолатредуктаза 

мыши (ДГФР) [10] или фосфорилируемая метка [14]. Доставку пептидов главным образом осуществляли 

с целью вакцинации. Такие пептиды включают вирусные эпитопы [15, 16], бактериальные эпитопы (лис-

териолизин О [17]), а также пептиды, представляющие собой эпитопы опухолевых клеток человека [18]. 

В нескольких случаях осуществляли доставку функциональных эукариотических белков с целью моду-

лирования работы клетки-хозяина, как это делали с нанотелами [19], ядерными белками (Cre-

рекомбиназа, MyoD) [20, 21] или интерлейкином-10 (IL10) и антагонистом рецептора интерлейкина-1 

(IL1ra) [22]. Ни одна из упомянутых выше систем не позволяет осуществлять доставку единичного белка, 

так как в каждом случае дополнительно кодируются один или множество эндогенных эффекторных бел-

ков. Кроме того, применяемые векторы не были разработаны таким образом, чтобы обеспечивать воз-

можность простого клонирования других фрагментов ДНК, кодирующих выбранные белки, что затруд-

няет широкое применение этой системы. 

Таким образом, дешевый и простой способ, позволяющий осуществлять масштабируемую, быст-

рую, синхронизируемую, гомогенную и регулируемую доставку интересующего белка в физиологиче-

ских концентрациях, был бы очень полезным для множества клеточных биологов. 

Сущность изобретения 

Настоящее изобретение относится главным образом к рекомбинантным штаммам грамотрицатель-

ных бактерий и их применению для доставки гетерологичных белков в эукариотические клетки. Соглас-

но настоящему изобретению предложены штаммы грамотрицательных бактерий и их применение, кото-

рое позволяет осуществлять транслокацию различных эффекторов III типа и также эффекторов IV типа, 

вирусных белков и, что наиболее важно, функциональных эукариотических белков. Предложены средст-

ва для флуоресцентного отслеживания доставки, релокализации в ядро и, в особенности, удаления про-

изводных бактерий (остатков бактериального происхождения) после доставки в клетку-хозяина. Это по-

зволяет впервые осуществлять доставку практически нативных белков в эукариотическую клетку с ис-

пользованием только СС3Т. Представленная система на основе СС3Т обеспечивает в результате масшта-

бируемую, быструю, синхронизированную, гомогенную и регулируемую доставку интересующего белка. 

Система доставки согласно настоящему изобретению подходит для инъекции эукариотических белков 

живым животным и может быть применена для терапевтических целей. 

В первом аспекте настоящее изобретение относится к рекомбинантному штамму грамотрицатель-
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ных бактерий, выбранному из группы, состоящей из родов бактерий Yersinia, Escherichia, Salmonella и 

Pseudomonas, при этом указанный штамм грамотрицательных бактерий трансформирован вектором, ко-

торый включает в направлении от 5'-конца к 3'-концу 

промотор; 

первую последовательность ДНК, кодирующую сигнал доставки, происходящий из эффекторного 

белка СС3Т бактерий, функционально связанную с указанным промотором; и 

вторую последовательность ДНК, кодирующую гетерологичный белок, слитую по той же рамке 

считывания с 3'-концом указанной первой последовательности ДНК, при этом гетерологичный белок 

выбран из группы, состоящей из белков, участвующих в апоптозе или регуляции апоптоза. 

В дополнительном аспекте настоящее изобретение относится к рекомбинантному штамму грамот-

рицательных бактерий, трансформированному вектором, который включает в направлении от 5'-конца к 

3'-концу 

промотор; 

первую последовательность ДНК, кодирующую сигнал доставки из эффекторного белка СС3Т бак-

терий, функционально связанную с указанным промотором; 

вторую последовательность ДНК, кодирующую гетерологичный белок, слитую по той же рамке 

считывания с 3'-концом указанной первой последовательности ДНК; и 

третью последовательность ДНК, кодирующую сайт расщепления протеазой, при этом третья по-

следовательность ДНК расположена между 3'-концом указанной первой последовательности ДНК и 5'-

концом указанной второй последовательности ДНК. 

В дополнительном аспекте настоящее изобретение относится к рекомбинантному штамму грамот-

рицательных бактерий, при этом рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий представляет 

собой штамм бактерий Yersinia, и при этом указный штамм Yersinia представляет собой дикий тип или 

штамм, дефицитный по выработке по меньшей мере одного эффекторного белка СС3Т, и данный штамм 

трансформирован вектором, который включает в направлении от 5'-конца к 3'-концу 

промотор; 

первую последовательность ДНК, кодирующую сигнал доставки от эффекторного белка системы 

С3T бактерий, при этом сигнал доставки из эффекторного белка СС3Т бактерий включает 138 N-

концевых аминокислот эффекторного белка YopE Y. enterocolitica, функционально связанную с указан-

ным промотором; и 

вторую последовательность ДНК, кодирующую гетерологичный белок, слитую по той же рамке 

считывания с 3'-концом указанной первой последовательности ДНК. 

В дополнительном аспекте настоящее изобретение относится к рекомбинантному штамму грамот-

рицательных бактерий, при этом рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий представляет 

собой штамм бактерий Salmonella, и при этом указный штамм Salmonella представляет собой дикий тип 

или штамм, дефицитный по выработке по меньшей мере одного эффекторного белка СС3Т, и данный 

штамм трансформируют вектором, который включает в направлении от 5'-конца к 3'-концу 

промотор; 

первую последовательность ДНК, кодирующую сигнал доставки из эффекторного белка СС3Т бак-

терий, при этом сигнал доставки из эффекторного белка СС3Т бактерий включает эффекторный белок 

SteA S. enterica или 81 или 105 N-концевых аминокислот эффекторного белка SopE S. enterica, функцио-

нально связанную с указанным промотором; и 

вторую последовательность ДНК, кодирующую гетерологичный белок, слитую в рамке считывания 

с 3'-концом указанной первой последовательности ДНК. 

В дополнительном аспекте настоящее изобретение относится к вектору, который включает в на-

правлении от 5'-конца к 3'-концу 

промотор; 

первую последовательность ДНК, кодирующую сигнал доставки из эффекторного белка СС3Т бак-

терий, функционально связанную с указанным промотором; 

вторую последовательность ДНК, кодирующую гетерологичный белок, слитую в рамке считывания 

с 3'-концом указанной первой последовательности ДНК; и 

третью последовательность ДНК, кодирующую сайт расщепления протеазой, при этом третья по-

следовательность ДНК расположена между 3'-концом указанной первой последовательности ДНК и 5'-

концом указанной второй последовательности ДНК. 

Настоящее изобретение дополнительно относится к способу осуществления доставки гетерологич-

ного белка внутрь эукариотической клетки, включающий следующие этапы: 

i) культивирование штамма грамотрицательных бактерий; и 

ii) приведение в контакт эукариотической клетки с штаммом грамотрицательных бактерий этапа i), 

при этом слитый белок, который включает сигнал доставки из эффекторного белка системы С3T и гете-

рологичный белок, экспрессируется штаммом грамотрицательных бактерий и происходит его транслока-

ция внутрь эукариотической клетки. 

Настоящее изобретение дополнительно относится к способу осуществления доставки гетерологич-
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ного белка внутрь эукариотической клетки, включающему следующие этапы: 

i) культивирование штамма грамотрицательных бактерий; 

ii) приведение в контакт эукариотической клетки с штаммом грамотрицательных бактерий этапа i), 

при этом слитый белок, который включает сигнал доставки из эффекторного белка системы С3T и гете-

рологичный белок, экспрессируется штаммом грамотрицательных бактерий и происходит его транслока-

ция внутрь эукариотической клетки; и 

iii) расщепление слитого белка, так что происходит отщепление гетерологичного белка от сигнала 

доставки от эффекторного белка системы С3Т. 

Настоящее изобретение дополнительно относится к способу очистки гетерологичного белка, вклю-

чающему культивирование штамма грамотрицательных бактерий, так что слитый белок, который вклю-

чает сигнал доставки из эффекторного белка системы С3T и гетерологичный белок, экспрессируется и 

секретируется в супернатант культуры клеток. 

В дополнительном аспекте настоящее изобретение относится к библиотеке штаммов грамотрица-

тельных бактерий, при этом гетерологичный белок, кодируемый второй последовательностью ДНК экс-

прессионного вектора штаммов грамотрицательных бактерий, представляет собой белок человека или 

мыши, и при этом каждый из белков человека или мыши, экспрессируемый штаммом грамотрицатель-

ных бактерий, отличается по аминокислотной последовательности. 

Краткое описание чертежей 

Фиг. 1 - характеристика осуществляемой СС3Т доставки белков. (А). Схематическое представление 

СС3Т-зависимой секреции белков в окружающую питательную среду (секреция in vitro) (левая сторона) 

или внутрь эукариотических клеток (правая сторона). I показывает систему секреции 3 типа. II указывает 

на белки, секретируемые в окружающую питательную среду, III - белки, транслоцированные через мем-

брану в цитозоль эукариотических клеток (VII). VI показывает отрезок двух мембран бактерий, в кото-

рые вставлена СС3Т, и цитозоль бактерий под ними. IV представляет собой слитый белок, присоединен-

ный к N-концевому фрагменту YopE1-138 (V). (В). Секреция in vitro: I: дикий тип Y. enterocolitica E40, II: 

штамма Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd или III: штамма Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + pBadSi_2, как 

выявлено посредством вестерн-блоттингом тотальных лизатов бактерий (IV) и преципитированных 

культуральных супернатантов (V) с использованием анти-YopE антитела. 

Фиг. 2 - характеристика осуществляемой СС3Т доставки белков в эпителиальные клетки. (А). Анти-

Мус-иммунофлуоресцентное окрашивание, проведенное на клетках HeLa, которые инфицировали при 

множественности заражения (MOI) 100 в течение 1 ч штаммами I: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd или II: 

Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + pBad_Si2. (В). Количественное определение интенсивности анти-Мус-

иммунофлуоресцентного окрашивания антителами на (А) внутри клеток HeLa. Данные объединяли от 

n=20 сайтов, указанные планки погрешности представляют собой стандартное отклонение среднего зна-

чения. I: неинфицированные клетки, II: инфицирование штаммом Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd или III: 

инфицирование штаммом Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + pBad_Si2. Ось у обозначает интенсивность 

анти-Мус-окрашивания [условные единицы], ось х обозначает время инфицирования в минутах. (С). Ко-

личественное определение интенсивности анти-Мус-иммунофлуоресцентного окрашивания внутри кле-

ток. Клетки HeLa инфицировали в течение 1 ч штаммом Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + pBad_Si2 при 

MOI, обозначенном на оси х. Данные объединяли от n=20 сайтов, указанные планки погрешности пред-

ставляют собой стандартное отклонение среднего значения. Ось у обозначает интенсивность анти-Мус-

окрашивания [условные единицы (у.е.)]. 

Фиг. 3 - модификации доставки белков, осуществляемой на основе СС3Т, позволяют проводить ло-

кализацию в ядре слитого белка YopE1-138 (с помощью EGFP). Сигнал усиленного зеленого флуоресцент-

ного белка (УЗФБ, EGFP) в клетках HeLa, инфицированных штаммом I: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd 

или II: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd ∆уорВ, несущим плазмиды III: +YopE1-138-УЗФБ или IV:  

+YopE1-138-УЗФБ-NLS при MOI 100. Сигнал УЗФБ показан на "а", для сравнения локализации на "b" ок-

рашивали ядра. 

Фиг. 4 - модификации доставки белков, осуществляемой на основе СС3Т, позволяют удалять оста-

ток YopE1-138. Клетки HeLa инфицируют двумя разными штаммами Y. enterocolitica в одно и то же время, 

чего достигают простым смешиванием двух суспензий бактерий. Один штамм доставляет протеазу виру-

са гравировки табака (TEV), слияние которой осуществили с YopE1-138, тогда как другой штамм достав-

ляет интересующий белок, слитый с YopE1-138 с помощью линкера, содержащего двойной сайт расщеп-

ления протеазой TEV. После доставки белка внутрь эукариотической клетки протеаза TEV отщепит ос-

таток YopE1-138 от интересующего белка. (А). Лизированные дигитонином клетки HeLa, неинфицирован-

ные (II) или после инфицирования (MOI 100) в течение 2 ч штаммом I: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd и 

III: + pBadSi_2, IV: +YopE1-138-(2 сайта расщепления протеазой TEV)-Flag-INK4C, V: +YopE1-138-(2 сайта 

расщепления протеазой TEV)-Flag-INK4C и дополнительной обработкой в течение ночи очищенной про-

теазой TEV и VI: +YopE1-138-(2 сайта расщепления протеазой TEV)-Flag-INK4C и вторым штаммом 

+YopE1-138-протеаза TEV, анализировали вестерн-блоттингом с анти-INK4C антителом (показано на "а") 

на наличие YopE1-138-(2 сайта расщепления протеазой TEV)-Flag-INK4C или его расщепленной формы 
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Flag-INK4C. В качестве контроля нанесения проводили вестерн-блоттинг с анти-актин антителом (пока-

зано на "b"). В одном случае (V) лизированные клетки инкубировали в течение ночи с очищенной про-

теазой TEV. (В). Нормализированное по актину количественное определение интенсивности анти-

INK4С-окрашивания (показано как [у.е.] на оси у) на (А) по размеру полноразмерного YopE1-138-(2 сайта 

расщепления протеазой TEV)-Flag-INK4C, где образец IV принят за 100%. I: Y. enterocolitica ∆HOPEMT 

asd и IV: +YopE1-138-(2 сайта расщепления протеазой TEV)-Flag-INK4C, V: +YopE1-138-(2 сайта расщепле-

ния протеазой TEV)-Flag-INK4C и дополнительная обработка в течение ночи очищенной протеазой TEV 

и VI: +YopE1-138-(2 сайта расщепления протеазой TEV)-Flag-INK4C и вторым штаммом + YopE1-138-

протеаза TEV. Данные объединяли от n=2 независимых экспериментов, указанные планки погрешности 

представляют собой стандартное отклонение среднего значения. (С). Лизированные дигитонином клетки 

HeLa неинфицированные (II) или после инфицирования (MOI 100) в течение 2 ч штаммом I: Y. enteroco-

litica ∆HOPEMT asd и III: + pBadSi_2, IV: + YopE1-138-(2 сайта расщепления протеазой TEV)-ET1-Myc, V: 

+ YopE1-138-(2 сайта расщепления протеазой TEV)-ET1-Myc и дополнительная в течение ночи обработка 

очищенной протеазой TEV и VI: + YopE1-138-(2 сайта расщепления протеазой TEV)-ET1-Myc и вторым 

штаммом + YopE1-138-протеаза TEV, анализировали вестерн-блоттингом с анти-Мус-антителом (показано 

на "а") на наличие YopE1-138-(2 сайта расщепления протеазой TEV)-ET1-Myc или его расщепленной фор-

мы ЕТ1-Мус. В качестве контроля нанесения осуществляли вестерн-блоттинг с анти-актин антителом 

(показано на "b"). В одном случае (V) лизированные клетки инкубировали в течение ночи с очищенной 

протеазой TEV. 

Фиг. 5 - доставка эффекторных белков бактерий внутрь эукариотических клеток. (А). Клетки HeLa 

инфицировали штаммом I: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd, несущим II: pBad_Si2 или III: YopE1-138-SopE, 

при MOI 100 в течение времени, указанного вверху над изображениями (2, 10 или 60 мин). После фикса-

ции у клеток окрашивали актиновый цитоскелет. (В). Клетки HeLa оставляли неинфицированными (II) 

или инфицировали штаммом I: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd, несущим III: YopE1-138-SopE-Myc, и в не-

которых случаях коинфицировали IV: YopE1-138-SptP при MOI, указанной ниже штамма (MOI 50; MOI 

50:MOI 50 или MOI 50:MOI 100) в течение 1 ч. После фиксации у клеток окрашивали актиновый цито-

скелет (показано на "а") и отслеживали наличие слитого белка YopE1-138-SopE-Myc посредством окраши-

вания анти-Мус-антителом (показано на "b"). 

Фиг. 6 - доставка эффекторных белков бактерий внутрь эукариотических клеток. (А). Анализ фос-

фо-р38 ("а"), общего белка р38 ("b") и актина ("с") с помощью вестерн-блоттинга, проводимый на клет-

ках HeLa, которые оставляли необработанными (II) или инфицировали в течение 75 мин при MOI 100 

штаммом I: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd, несущим III: pBad_Si2 или IV: YopE1-138-OspF. Клетки стиму-

лировали фактором некроза опухолей альфа (ФНО-α, TNFα), в течение последних 30 мин инфицирова-

ния, как указано ("+" обозначает добавление ФНО-α, "-" обозначает отсутствие обработки ФНО-α). (В). 

Анализ фосфо-Akt Т308 ("а"), и S473 ("b"), и актина ("с") с помощью вестерн-блоттинга, проведенного на 

клетках HeLa, которые оставляли неинфицированными (II) или инфицировали в течение 22,5 или 45 мин 

(указано внизу под блотами) при MOI 100 штаммом I: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd, несущим III: 

pBad_Si2, IV: YopE1-138-SopE или V: YopE1-138-SopB. (С). Уровни цАМФ (в фмоль/лунка, показаны на оси 

у) в клетках HeLa, которые оставляли необработанными (I) или инфицировали в течение 2,5 ч при MOI 

100 штаммом V: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + YopE1-138-BepA, VI: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + 

YopE1-138-BepAE305-end, VII: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + YopE1-138-BepGBid или VIII: Y. enterocolitica 

∆HOPEMT asd + pBad_Si2. Холерный токсин (XT) добавляли на 1 ч в качестве положительного контроля 

к образцам II (1 мкг/мл), III (25 мкг/мл) или IV (50 мкг/мл). Данные объединяли от n=3 независимых экс-

периментов, указанные планки погрешности представляют собой стандартное отклонение среднего зна-

чения. Статистический анализ выполняли с использованием двустороннего непарного t-критерия Стью-

дента ("нз" обозначает незначительное изменение, ** обозначает р-значение <0,01, *** обозначает р-

значение <0,001). 

Фиг. 7 - доставка белка tBid человека внутрь эукариотических клеток индуцирует масштабный 

апоптоз. (А). Анализ субъединицы р17 расщепленной каспазы 3 ("а") и актина ("b") с помощью вестерн-

блоттинга, проведенного на клетках HeLa, которые оставляли необработанными (II) или инфицировали в 

течение 60 мин при MOI 100 штаммом I: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd, несущим III: pBad_Si2, IV: 

YopE1-138-Bid или V: YopE1-138-t-Bid. В некоторых случаях клетки обрабатывали VI: 0,5 мкМ стауроспо-

рина или VII: 1 мкМ стауроспорина. (В). Лизированные дигитонином клетки HeLa, оставленные необра-

ботанными (II), или после инфицирования в течение 1 ч при MOI 100 штаммом I: Y. enterocolitica 

∆HOPEMT asd, несущим III: pBad_Si2, IV: YopE1-138-Bid или V: YopE1-138-t-Bid, анализировали вестерн-

блоттингом с анти-Bid антителом ("а"), что позволяет сравнить уровни эндогенного Bid (отмечены "Z") с 

уровнями транслоцированного YopE1-138-Bid (отмечены "X") или YopE1-138-tBid (отмечены "Y"). В каче-

стве контроля нанесения выполняли вестерн-блоттинг с анти-актин антителом (показано на "b"). В неко-

торых случаях клетки обрабатывали VI: 0,5 мкМ стауроспорина или VII: 1 мкМ стауроспорина. (С). 

Клетки HeLa оставляли необработанными (I) или инфицировали при MOI 100 в течение 1 ч штаммом II: 

Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + pBad_Si2, III: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + YopE1-138-Bid, IV: Y. en-
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terocolitica ∆HOPEMT asd + YopE1-138-tBid. В некоторых случаях клетки обрабатывали V: 0,5 мкМ стау-

роспорина или VI: 1 мкМ стауроспорина. После фиксирования у клеток окрашивали актиновый цитоске-

лет (серый цвет). 

Фиг. 8 - СС3Т-зависимая доставка белка BIM данио индуцирует апоптоз в эмбрионах данио. (А). 

Эмбрионы данио спустя 2 дня после оплодотворения инфицировали экспрессирующим УЗФБ контроль-

ным штаммом Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + pBad_Si1 (I) или транслоцирующим zBIM штаммом (II: 

Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + YopE1-138-zBIM) посредством инъекции приблизительно 400 бактерий 

внутрь области заднего мозга. Спустя 5,5 ч эмбрионы фиксировали, проводили окрашивание активиро-

ванной каспазы 3 (расщепленная каспаза 3, субъединица р17; показано на "с") и анализировали на нали-

чие бактерий (сигнал УЗФБ, показано на "b"). Показана максимальная интенсивность проекций по оси z 

для флуоресцентных изображений. Светлопольная проекция по оси z показана на "а". (В). Автоматизи-

рованный анализ изображений по максимуму интенсивности проекций по оси z зарегистрированных 

изображений z-стеков из (А). Вкратце, бактерии обнаруживали через канал зеленого флуоресцентного 

белка (GFP-канал). Около каждой области пятна бактерий создавали окружность с радиусом 10 пиксе-

лей. Перекрывающиеся участки разделяли поровну среди контактирующих членов. В этих областях, 

плотно окружающих бактерии, измеряли интенсивность окрашивания субъединицы р17 каспазы 3 и от-

кладывали ее на ось у (как [у.е.]). Статистический анализ проводили с использованием критерия Манна-

Уитни (*** обозначает р-значение <0,001). Данные объединяли от n=14 в случае контрольного штамма 

Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + pBad_Si1 (I) или от n=19 в случае животных, инфицированных II: Y. 

enterocolitica ∆HOPEMT asd + YopE1-138-zBIM, планки погрешности представляют собой стандартное 

отклонение среднего значения. 

Фиг. 9 - tBiD-зависимый фосфопротеом. Клетки HeLa инфицировали в течение 30 мин штаммом Y. 

enterocolitica ∆HOPEMT asd + YopE1-138-t-Bid при MOI 100 и в качестве контроля инфицировали штам-

мом Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + pBad_Si2. (A). Графическое представление фосфопротеомы tBID. 

Белки, содержащие фосфопептиды, которые в значительной степени регулировались tBid-зависимым 

способом (серый цвет) (q-значение <0,01), а также связанные с апоптозом известные белки (темно-серый 

цвет), представлены согласно данным базы STRING в виде сети известных и предполагаемых белок-

белковых взаимодействий (высокая достоверность, значение 0,7). Представлены только белки по мень-

шей мере с одной связью в STRING. (В). Конфокальные изображения клеток HeLa, инфицированных 

либо штаммом Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + pBad_Si2 (I), либо штаммом Y. enterocolitica ∆HOPEMT 

asd + YopE1-138-t-Bid (II), демонстрируют индукцию апоптотического фенотипа в результате доставки 

tBid. У клеток окрашивали ядра красителем Хехст ("а"), F-актин красителем фаллоидином ("b"), тубулин 

антителами против тубулина ("с") и митохондрии митотрекером ("d"). Масштабная шакала соответствует 

40 мкм. 

Фиг. 10 - описание доставки, осуществляемой на основе инструментов секреции III типа. (А). Карты 

векторов клонирующих плазмид pBad_Si1 и pBad_Si2, применяемых для получения конструкций, слитых 

с YopE1-138. Шаперон SycE и YopE1-138-гибрид находятся под контролем нативного промотора Y. entero-

colitica. Две плазмиды различаются только по наличию индуцируемого арабинозой УЗФБ, присутствую-

щего на плазмиде pBad_Si1. (В). Сайт множественного клонирования идет сразу за фрагментом YopE1-138 

на плазмидах pBad_Si1 и pBad_Si2. 

Фиг. 11 - характеристика осуществляемой СС3Т доставки белка в различные линии клеток. Анти-

Мус-иммунофлуоресцентное окрашивание, проведенное на фибробластах Swiss 3T3 ("а"), клетках Jurkat 

("b") и клетках HUVEC ("с"), которые оставили необработанными (II) или инфицировали штаммом Y. 

enterocolitica ∆HOPEMT asd + pBad_Si2 (I) при MOI, указанной сверху над изображениями (MOI 25, 50, 

100, 200 и 400 для клеток HUVEC), в течение 1 ч. 

Фиг. 12 - зависимость системы С3T от доставки эффекторных белков бактерий внутрь эукариотиче-

ской клетки. Лизированные дигитонином клетки HeLa после инфицирования при MOI 100 в течение 

времени, указанного вверху над блотами (0, 5, 15, 10, 60 и 120 мин), штаммом Y. enterocolitica ∆HOPEMT 

asd ∆yopB + YopE1-138-SopE-Myc (I) или Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + YopE1-138-SopE-Myc (II) анали-

зировали вестерн-блоттингом с анти-Мус-антителом. Размер, соответствующий YopE1-138-SopE-Myc, 

обозначен "а", тогда как размер эндогенного белка с-Мус обозначен "b". 

Фиг. 13 и 14 - СС3Т-зависимая секреция различных других белков в культуральный супернатант. 

Эксперимент по секреции in vitro со штаммом I: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + YopE1-138, слитого с 

белком, как указано. Содержание белка в тотальных лизатах бактерий ("А") и в преципитированных 

культуральных супернатантах ("В") анализировали вестерн-блоттингом с использованием анти-YopE 

антитела. Написанные числа обозначают молекулярную массу в кДа на соответствующей высоте. 

Фиг. 15А до 15М - штаммы Y. enterocolitica и S. enterica, использованные в данном исследовании. 

Перечень штаммов Y. enterocolitica и S. enterica, использованных в данном исследовании, предостав-

ляющий информацию о фоновых штаммах, плазмидах и белках для СС3Т-зависимой доставки, закоди-

рованных на соответствующих плазмидах. Дополнительно предоставлена информация об олигонуклео-

тидах, использованных для конструирования соответствующей плазмиды, плазмиде-основе и устойчиво-
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стям к антибиотикам. 

Фиг. 16 - доставка белка мыши tBid, ВН3-части белка мыши Bid и ВН3-части белка мыши Вах в 

клетки B16F10 индуцирует масштабный апопотоз. Клетки B16F10, неинфицированные (I) или после ин-

фекции (MOI 50) в течение 2,5 ч штаммом Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd и II: + pBadSi_2, III:  

+YopE1-138-кодон-оптимизированный для Y. enterocolitica tBid мыши, IV: + YopE1-138-(кодон-

оптимшированный для Y. enterocolitica Bid мыши, ВН3-часть) или V: + YopE1-138- (кодон-

оптимизированная для Y. enterocolitica Bax мыши, ВН3-часть). После фиксирования у клеток окрашива-

ли актиновый цитоскелет и ядра (оба серым цветом). 

Фиг. 17 - доставка белка мыши tBid, ВН3-части белка мыши Bid и ВН3-части белка мыши Вах в 

клетки D2A1 индуцирует масштабный апоптоз. Клетки D2A1, неинфицированные (I) или после инфек-

ции (MOI 50) в течение 2,5 ч штаммом Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd и II: + pBadSi_2, III: + YopE1-138-

кодон-оптимизированный для Y. enterocolitica tBid мыши, IV: + YopE1-138-(кодон-оптимизированный для 

Y. enterocolitica Bid мыши, ВН3-часть) или V: + YopE1-138-(кодон-оптимизированный для Y. enterocolitica 

Bax мыши, ВН3-часть). После фиксирования у клеток окрашивали актиновый цитоскелет и ядра (оба 

серым цветом). 

Фиг. 18 - доставка белка мыши tBid, ВН3-части белка мыши Bid и ВН3-части белка мыши Вах в 

клетки HeLa индуцирует масштабный апоптоз. Клетки HeLa, неинфицированные (I) или после инфекции 

(MOI 50) в течение 2,5 ч штаммом Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd и II: + pBadSi_2, III: + YopE1-138-кодон-

оптимизированный для Y. enterocolitica tBid мыши, IV: + YopE1-138-(кодон-оптимизированный для Y. en-

terocolitica Bid мыши, ВН3-часть) или V: + YopE1-138-(кодон-оптимизированный для Y. enterocolitica Bax 

мыши, ВН3-часть). После фиксирования у клеток окрашивали актиновый цитоскелет и ядра (оба серым 

цветом). 

Фиг. 19 - доставка белка мыши tBid, ВН3-части белка мыши Bid и ВН3-части белка мыши Вах в 

клетки 4Т1 индуцирует масштабный апоптоз. Клетки 4Т1, неинфицированные (I) или после инфекции 

(MOI 50) в течение 2,5 ч штаммом Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd и II: + pBadSi_2, III: + YopE1-138-кодон-

оптимизированный для Y. enterocolitica tBid мыши, IV: + YopE1-138-(кодон-оптимизированный для Y. en-

terocolitica Bid мыши, ВН3-часть) или V: + YopE1-138-(кодон-оптимизированный для Y. enterocolitica Bax 

мыши, ВН3-часть). После фиксирования у клеток окрашивали актиновый цитоскелет и ядра (оба серым 

цветом). 

Фиг. 20 - доставка tBid мыши бактериями S. enterica, выращенными в условиях, индуцирующих 

SPI-1 системы С3Т, внутрь эукариотических клеток индуцирует апоптоз. Анализ субъединицы р17 рас-

щепленной каспазы 3 с помощью вестерн-блоттинга, проведенного на клетках HeLa, которые оставляли 

необработанными (I) или инфицировали в течение 4 ч при MOI 100 штаммом III: S. enterica aroA, несу-

щим IV: SteA1-20-t-Bid, V: SteAFL-Bid, VI: SopE1-81-t-Bid или VII: SopE1-105-t-Bid. Для этого эксперимента 

все штаммы S. enterica aroA выращивали в условиях, индуцирующих SPI-1 системы С3Т. В некоторых 

случаях клетки обрабатывали II: 1 мкМ стауроспорина. Написанные числа обозначают молекулярную 

массу в кДа на соответствующей высоте. 

Фиг. 21 - доставка белка мыши tBid бактериями S. enterica, выращенными в условиях, индуцирую-

щих SPI-2 системы С3Т, внутрь эукариотических клеток индуцирует апопотоз. Анализ субъединицы р17 

расщепленной каспазы 3 с помощью вестерн-блоттинга, проведенного на клетках HeLa, которые остав-

ляли необработанными (I) или инфицировали в течение 4 ч при MOI 100 штаммом III: S. enterica aroA, 

несущим IV: SteA1-20-t-Bid, V: SteAFL-Bid, VI: SopE1-81-t-Bid или VII: SopE1-105-t-Bid. Для этого экспери-

мента все штаммы S. enterica aroA выращивали в условиях, индуцирующих SPI-2 системы С3Т. В неко-

торых случаях клетки обрабатывали II: 1 мкМ стауроспорина. Написанные числа обозначают молеку-

лярную массу в кДа на соответствующей высоте. 

Фиг. 22 - СС3Т-зависимая секреция бактериями S. enterica различных белков клеточного цикла в 

культуральный супернатант. Эксперимент по секреции in vitro бактериями S. enterica aroA + SteAFL (I, III, 

V, VII) или + SopE1-105 (II, IV, VI, VIII), слитыми со следующими перечисленными белками: I и II: Ink4a-

MycHis; III и IV: Ink4c-MycHis; V и VI: Mad2-MycHis; VII и VIII: Cdk1-MycHis. Содержание белка в пре-

ципитированных культуральных супернатантах ("А") и тотальных лизатах бактерий и ("В") анализирова-

ли вестерн-блоттингом с использованием анти-Мус антитела. Написанные числа обозначают молекуляр-

ную массу в кДа на соответствующей высоте. 

Фиг. 23 - СС3Т-зависимая секреция различных известных нарушающих клеточный цикл пептидов в 

культуральный супернатант. Эксперимент по секреции in vitro со штаммом I: Y. enterocolitica ∆HOPEMT 

asd + pBad_Si2. II-VII: штамм Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + YopE1-138, слитый со следующими пере-

численными пептидами: II: Ink4А84-103; III: p107/RBL1657-662; IV: p21141-160D149A; V: p21145-160D149A; VI:  

р2117-33; VII: циклин D2139-147. Содержание белка в преципитированных культуральных супернатантах 

("А") и тотальных лизатах бактерий и ("В") анализировали вестерн-блоттингом с использованием анти-

YopE антитела. Написанные числа обозначают молекулярную массу в кДа на соответствующей высоте. 

Фиг. 24 - слияние доставляемого СС3Т белка с убиквитином позволяет удалять остаток YopE1-138. 

Клетки HeLa инфицируют штаммом, доставляющим интересующий белок, слияние которого осуществи-
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ли с YopE1-138, напрямую слитым с убиквитином (YopE1-138-Ubi). После доставки белка внутрь эукарио-

тической клетки эндогенные убиквитин-специфические протеазы отщепляют остаткок YopE1-138-Ubi от 

интересующего белка. Лизированные дигитонином клетки HeLa, неинфицированные (I) или после ин-

фекции (MOI 100) в течение 1 ч штаммом II: Y. enterocolitica ∆HOPEMT asd + YopE1-138-Flag-INK4C-

MycHis или III: + YopE1-138-Flag-убиквитин-INK4C-MycHis анализировали вестерн-блоттингом с анти-

INK4С антителом на наличие IV: YopE1-138-Flag-убиквитин-INK4C-MycHis или V: YopE1-138-Flag-INK4C-

MycHis, расщепленной формы VI: INK4C-MycHis и VII: эндогенного INK4C. 

Подробное описание изобретения 

Согласно настоящему изобретению предложены рекомбинантные штаммы грамотрицательных бак-

терий и их применение для доставки гетерологичных белков внутрь эукариотических клеток. 

Для целей интерпретации данного описания настоящего изобретения будут применяться следую-

щие определения и в подходящих случаях термины, используемые в единственном числе, также будут 

включать формы множественного числа и наоборот. Следует понимать, что терминология, используемая 

в настоящей заявке, предназначена только для описания конкретных вариантов реализации и не подра-

зумевает наложение ограничений. 

Термин "штамм грамотрицательных бактерий", используемый в настоящей заявке, включает сле-

дующие бактерии: Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii, Anaeromyxobacter 

dehalogenans, Bordetella bronchiseptica, Bordetella bronchiseptica, Bordetella parapertussis, Bordetella pertus-

sis, Bradyrhizobium japonicum, Burkholderia cenocepacia, Burkholderia cepacia, Burkholderia mallei, 

Burkholderia pseudomallei, Chlamydia muridarum, Chlamydia trachmoatis, Chlamydophila abortus, Chlamydo-

phila pneumoniae, Chromobacterium violaceum, Citrobacter rodentium, Desulfovibrio vulgaris, Edwardsiella 

tarda, Endozoicomonas elysicola, Erwinia amylovora, Escherichia albertii, Escherichia coli, Lawsonia intracellu-

laris, Mesorhizobium loti, Myxococcus xanthus, Pantoea agglomerans, Photobacterium damselae, Photorhabdus 

luminescens, Photorabdus temperate, Pseudoalteromonas spongiae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas 

plecoglossicida, Pseudomonas syringae, Ralstonia solanacearum, Rhizobium sp, Salmonella enterica и другие 

виды Salmonella, Shigella flexneri и другие виды Shigella, Sodalis glossinidius, Vibrio alginolyticus, Vibrio 

azureus, Vibrio campellii, Vibrio caribbenthicus, Vibrio harvey, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio tasmaniensis, 

Vibrio tubiashii, Xanthomonas axonopodis, Xanthomonas campestris, Xanthomonas oryzae, Yersinia enterocoli-

tica, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis. Предпочитаемые штаммы грамотрицательных бактерий 

согласно настоящему изобретению представляют собой штаммы грамотрицательных бактерий, входящие 

в семейство Enterobacteriaceae и Pseudomonadaceae. Штамм грамотрицательных бактерий согласно на-

стоящему изобретению обычно применяют для доставки гетерологичных белков системой С3T бактерий 

внутрь эукариотических клеток in vitro и in vivo. 

Термин "рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий", используемый в настоящей заявке, 

относится к штамму грамотрицательных бактерий, генетически трансформированному с помощью век-

тора. Подходящий вектор согласно настоящему изобретению представляет собой, например, экспресси-

онный вектор, вектор для хромосомной вставки или вставки плазмиды вирулентности или фрагмент 

ДНК для хромосомной вставки или вставки плазмиды вирулентности. 

Термины "штамм грамотрицательных бактерий, дефицитный по выработке аминокислоты, необхо-

димой для роста" и "ауксотрофный мутант" используются в настоящей заявке взаимозаменяемо и отно-

сятся к штаммам грамотрицательных бактерий, которые не могут расти при отсутствии по меньшей мере 

одной поступающей экзогенно жизненно необходимой аминокислоты или ее предшественника. Амино-

кислота, по выработке которой штамм является дефицитным, представляет собой, например, аспартат, 

мезо-2,6-диаминопимелиновую кислоту, ароматические аминокислоты или лейцин-аргинин [23]. Подоб-

ный штамм можно получить, например, удалением гена аспартат-β-полуальдегиддегидрогеназы (Aasd). 

Подобный ауксотрофный мутант не может расти при отсутствии экзогенной мезо-2,6-

диаминопимелиновой кислоты [24]. Мутация, например, удаление гена аспартат-β-

полуальдегиддегидрогеназы, являются предпочтительной в настоящей заявке для штамма грамотрица-

тельных бактерий, дефицитного по выработке аминокислоты, необходимой для роста, согласно настоя-

щему изобретению. 

Термин "штамм грамотрицательных бактерий, дефицитный по выработке адгезивных белков, свя-

зывающихся с поверхностью эукариотической клетки или внеклеточным матриксом" относится к му-

тантным штаммам грамотрицательных бактерий, которые не экспрессируют по меньшей мере один адге-

зивный белок по сравнению с адгезивными белками, экспрессируемыми соответствующим штаммом 

дикого типа. Адгезивные белки могут включать, например, протяженные полимерные адгезивные моле-

кулы, как пили/фимбрии или нефимбриальные адгезины. Фимбриальные адгезины включают пили 1 ти-

па (такие как Fim-пили Е. coli с адгезином FimH), Р-пили (такие как Pap-пили с адгезином PapG от Е. 

coli), пили 4 типа (как белок пилин, например, от P. aeruginosa) или курли (белки Csg с адгезином CsgA 

от S. enterica). Нефимбриальные адгезивные белки включают тримерные автотранспортные адгезины, 

такие как YadA от Y. enterocolitica, ВраА (В. pseudomallei), Hia (H. influenzae), BadA (В. henselae), NadA 

(N. meningitidis) или UspA1 (M catarrhalis), а также другие автотранспортные адгезины, такие как AIDA-1 
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(Е. colt), а также другие адгезины/инвазины, такие как InvA от Y. enterocolitica или интимин (Е. coli) или 

члены семейства Dr или семейства Afa (E. coli). Термины "YadA" и "InvA", используемые в настоящей 

заявке, относятся к белкам от Y. enterocolitica. Автотранспортный белок YadA [25, 26] связывается с раз-

личными формами коллагена, а также фибронектина, тогда как инвазии InvA [27-29] связывается с β-

интегринами в мембране эукариотической клетки. Если штамм грамотрицательных бактерий представ-

ляет собой штамм Y. enterocolitica, предпочтительно, чтобы штамм был дефицитным по InvA и/или 

YadA. 

Используемый в настоящей заявке термин "семейство Enterobacteriaceae" включает семейство грам-

отрицательных палочковидных факультативно анаэробных бактерий, обнаруживаемых в почве, воде, 

растениях и животных, которые часто встречаются как патогены у позвоночных. Бактерии из этого се-

мейства имеют схожую физиологию и демонстрируют консервативность в пределах функциональных 

элементов и генов соответствующих геномов. Наравне с тем, что они являются оксидаз-отрицательными, 

все члены данного семейства ферментируют глюкозу и большая часть являются нитратвосстановителя-

ми. 

Бактерии Enterobacteriaceae согласно настоящему изобретению могут быть любыми бактериями из 

этого семейства и конкретно включают бактерии следующих родов: Escherichia, Shigella, Edwardsiella, 

Salmonella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Erwinia, Morganella, Providencia или Yer-

sinia, но не ограничиваются только ими. В более конкретных вариантах реализации бактерия представля-

ет собой бактерию вида Escherichia coli, Escherichia blattae, Escherichia fergusonii, Escherichia hermanii, 

Escherichia vuneris, Salmonella enterica, Salmonella bongori, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella 

boydii, Shigella sonnei, Enterobacter aerogenes, Enterobacter gergoviae, Enterobacter sakazakii, Enterobacter 

cloacae, Enterobacter agglomerans, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Serratia marcescens, Yersinia 

pseudotuberculosis, Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica, Erwinia amylovora, Proteus mirabilis, Proteus vul-

garis, Proteus penneri, Proteus hauseri, Providencia alcalifaciens или Morganella morganii. Предпочтительно 

штамм грамотрицательных бактерий выбран из группы, состоящей из родов Yersinia, Escherichia, Salmo-

nella, Shigella, Pseudomonas, Chlamydia, Erwinia, Pantoea, Vibrio, Burkholderia, Ralstonia, Xanthomonas, 

Chromobacterium, Sodalis, Citrobacter, Edwardsiella, Rhizobiae, Aeromonas, Photorhabdus, Bordetella и 

Desulfovibrio, более предпочтительно из группы, состоящей из родов Yersinia, Escherichia, Salmonella и 

Pseudomonas, наиболее предпочтительно из группы, состоящей из родов Yersinia и Salmonella. 

Термин "Yersinia", используемый в настоящей заявке, включает все виды Yersinia, включая Yersinia 

enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis и Yersinia pestis. Предпочтительным является вид Yersinia en-

terocolitica. 

Термин "Salmonella", используемый в настоящей заявке, включает все виды Salmonella, включая 

Salmonella enterica и S. bongori. Предпочтительным является вид Salmonella enterica. 

Термин "промотор", используемый в настоящей заявке, относится к последовательности нуклеино-

вой кислоты, которая регулирует экспрессию единицы транскрипции. "Промоторная область" представ-

ляет собой регуляторную область, способную связывать РНК-полимеразу в клетке и инициировать тран-

скрипцию кодирующей последовательности, расположенной по ходу транскрипции (в 3'-направлении). 

Внутри промоторной области обнаруживают сайт инициации транскрипции (удобно определенный кар-

тированием с использованием нуклеазы S1), а также белок-связывающие домены (консенсусные после-

довательности), ответственные за связывание РНК-полимеразы, такие как предполагаемая -35-область и 

бокс Прибнова. 

Термин "функционально связанный" при описании взаимоотношений между двумя областями ДНК 

просто означает, что они функционально связаны друг с другом, и они расположены на одном и том же 

фрагменте нуклеиновой кислоты. Промотор функционально связан со структурным геном, если он кон-

тролирует транскрипцию гена и расположен на том же самом фрагменте нуклеиновой кислоты, как и ген. 

Как правило, промотор является функциональным в указанном штамме грамотрицательных бактерий, 

т.е. промотор способен осуществлять экспрессию слитого белка согласно настоящему изобретению, т.е. 

промотор способен осуществлять экспрессию слитого белка согласно настоящему изобретению без до-

полнительного вмешательства генной инженерии или экспрессии дополнительных белков. Кроме того, 

функциональный промотор не должен быть естественным антагонистом по отношению к системе С3T 

бактерий. 

Термин "доставка", используемый в настоящей заявке, относится к транспортированию белка из ре-

комбинантного штамма грамотрицательных бактерий в эукариотическую клетку, включая стадии экс-

прессирования гетерологичного белка в рекомбинантном штамме грамотрицательных бактерий, секрети-

рования экспрессированного белка (белков) из указанного штамма грамотрицательных бактерий и 

транслокации секретированного белка (белков) указанным штаммом грамотрицательных бактерий 

внутрь цитозоля эукариотической клетки. Соответственно, термины "сигнал доставки" или "сигнал сек-

реции", которые используются взаимозаменяемо в настоящей заявке, относятся к полипептидной после-

довательности, которая может быть распознана системой секреции или транслокации штамма грамотри-

цательных бактерий и которая направляет доставку белка из штамма грамотрицательных бактерий в эу-

кариотические клетки. 
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Используемый в настоящей заявке термин "секреция" белка относится к транспортированию гете-

рологичного белка наружу через клеточную мембрану рекомбинантного штамма грамотрицательных 

бактерий. Термин "транслокация" белка относится к транспортировке гетерологичного белка из реком-

бинантного штамма грамотрицательных бактерий через плазматическую мембрану эукариотической 

клетки внутрь цитозоля указанной эукариотической клетки. 

Термин "эукариотические клетки", используемый в настоящей заявке, включает, например, сле-

дующие эукариотические клетки: клетки Hi-5, HeLa, Hek, клетки HUVEC, 3Т3, СНО, Jurkat, Sf-9, HepG2, 

Vero, MDCK, Mefs, THP-1, J774, RAW, Caco2, NCI60, DU145, Lncap, MCF-7, MDA-MB-438, PC3, T47D, 

A549, U87, SHSY5Y, Ea.Hy926, Saos-2, 4T1, D2A1, B16F10 и первичные гепатоциты человека. Термин 

"эукариотические клетки", используемый в настоящей заявке, также относится к "клеткам-мишеням" или 

"эукариотическим клеткам-мишеням". 

Термин "эффекторный белок системы С3Т", используемый в настоящей заявке, относится к белкам, 

инъецируемым в природных условиях С3Т-системами внутрь цитозоля эукариотических клеток, и к бел-

кам, секретируемым в природных условиях С3Т-системами, которые могут, например, формировать 

транслоцирующую пору в эукариотической мембране (включая порообразующие белки-транслокаторы 

(как YopB и YopD Yersinia) и белки кончика иглы, как LcrV Yersinia). Предпочтительно применяют бел-

ки, инъецируемые С3Т-системами в природных условиях внутрь цитозоля эукариотических клеток. Эти 

факторы вирулентности будут парализовывать или перепрограммировать эукариотическую клетку с 

пользой для патогенна. Эффекторы С3Т-системы демонстрируют широкий спектр биохимических ак-

тивностей и модулируют функцию ключевых регуляторных молекул клетки-хозяина [5, 30] и включают 

 
Эффекторные гены системы С3T бактерий Yersinia клонировали, например, из Y. enterocolitica, они 

представляют собой гены YopE, YopH, YopM, YopO, YopP/YopJ и YopT [31]. Соответствующие эффек-

торные гены можно клонировать из Shigella flexneri (например, OspF, IpgD, IpgB1), Salmonella enterica 

(например, SopE, SopB, SptP), P. aeruginosa (например, ExoS, ExoT, ExoU, ExoY) или Е. coli (например, 

Tir, Map, EspF, EspG, EspH, EspZ). Последовательности нуклеиновых кислот этих генов доступны спе-

циалистам в данной области техники, например, в базе данных Genebank (yopH, уорО, уорЕ, уорР, уорМ, 

уорТ из NC_002120 GI:10955536; эффекторные белки S. flexneri из AF386526.1 GI:18462515; эффекторы 

S. enterica из NC_016810.1 GI:378697983 или FQ312003.1 GI:301156631; эффекторы P. aeruginosa из 

АЕ004091.2 GI:110227054 или СР000438.1 GI:115583796 и эффекторные белки F. coli из NC_011601.1 

GI:215485161). 

Для целей настоящего изобретения гены обозначены строчными буквами и выделены курсивом, 

чтобы отличать их от белков. В случае, когда гены (обозначенные строчными буквами и выделенные 

курсивом) идут за названием вида бактерий (как Е. coli), они относятся к мутации соответствующего ге-

на в соответствующем виде бактерий. Например, YopE относится к эффекторному белку, кодируемому 

геном уорЕ. Y. enterocolitica уорЕ обозначает бактерию Y. enterocolitica, имеющую мутацию в гене уорЕ. 

Используемые в настоящей заявке термины "полипептид", "пептид", "белок", "полипептидный" и 

"пептидный" используются взаимозаменяемо для обозначения серии аминокислотных остатков, соеди-

ненных друг с другом пептидными связями между α-аминогруппой и карбоксильной группой смежных 

остатков. Предпочтительными являются белки, которые имеют аминокислотную последовательность, 

включающую по меньшей мере 10 аминокислот, более предпочтительно по меньшей мере 20 аминокис-

лот. 

Согласно настоящему изобретению термин "гетерологичный белок" включает встречающиеся в 

природе белки или их части, а также включает искусственно генетически сконструированные белки или 

их части. Используемый в настоящей заявке термин "гетерологичный белок" относится к белку или его 

части, кроме эффекторного белка системы С3T или его N-концевого фрагмента, с которым можно осу-

ществить его слияние. В частности, термин "гетерологичный белок", используемый в настоящей заявке, 
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относится к белку или его части, которая не принадлежит протеому, т.е. целому природному набору бел-

ков специфичного рекомбинантного штамма грамотрицательных бактерий, предложенного и применяе-

мого согласно настоящему изобретению, например, которая не принадлежит протеому, т.е. целому при-

родному набору белков специфического штамма бактерий родов Yersinia, Escherichia, Salmonella или 

Pseudomonas. Как правило, гетерологичный белок имеет животное происхождение, включая человече-

ское происхождение. Предпочтительно гетерологичный белок представляет собой белок человека. Более 

предпочтительно гетерологичный белок выбран из группы, состоящей из белков, участвующих в апопто-

зе или регуляции апоптоза, регуляторов клеточного цикла, белков с анкириновыми повторами, белков 

клеточной сигнализации, репортерных белков, факторов транскрипции, протеаз, малых ГТФаз, GPCR-

связанных белков (GPCR - рецептор, связанный с G-белком), конструкций, слитых с нанотелами, и нано-

тел, эффекторов системы С3T бактерий, эффекторов системы секреции 4-го типа (СС4Т) бактерий и ви-

русных белков. Особенно предпочтительно, чтобы гетерологичный белок выбирали из группы, состоя-

щей из белков, участвующих в апоптозе или регуляции апоптоза, регуляторов клеточного цикла, белков 

с анкириновыми повторами, репортерных белков, малых ГТФаз, GPCR-связанных белков, конструкций, 

слитых с нанотелами, эффекторов системы С3T бактерий, эффекторов СС4Т бактерий (система секреции 

4-го типа) и вирусных белков. Более этого еще предпочтительны гетерологичные белки, выбранные из 

группы, состоящей из белков, участвующих в апоптозе или регуляции апоптоза, регуляторов клеточного 

цикла и белков с анкириновыми повторами. Наиболее предпочтительными являются белки, участвую-

щие в апопотозе или регуляции апоптоза, такие как животные, предпочтительно гетерологичные белки 

человека, участвующие в апоптозе или регуляции апоптоза. 

В некоторых вариантах реализации вектор штамма грамотрицательных бактерий согласно настоя-

щему изобретению включает две вторые последовательности ДНК, кодирующие идентичные гетероло-

гичные белки или два разных гетерологичных белка, слитых независимо друг от друга в рамке считыва-

ния с 3'-концом указанной первой последовательности ДНК. В некоторых вариантах реализации вектор 

штамма грамотрицательных бактерий согласно настоящему изобретению включает три вторые последо-

вательности ДНК, кодирующие идентичные гетерологичные белки или три разных гетерологичных бел-

ка, слитых независимо друг от друга в рамке считывания с 3'-концом указанной первой последователь-

ности ДНК. 

Гетерологичный белок, экспрессируемый рекомбинантным штаммом грамотрицательных бактерий, 

как правило, имеет молекулярную массу от 1 до 150 кДа, предпочтительно от 1 до 120 кДа, более пред-

почтительно от 1 до 100 кДа, наиболее предпочтительно от 15 до 100 кДа. 

Согласно настоящему изобретению "белки, участвующие в апоптозе или регуляции апоптоза" 

включают белки Bad, Bcl2, Bak, Bmt, Bax, Puma, Noxa, Bim, Bcl-xL, Apaf1, каспазу 9, каспазу 3, каспазу 

6, каспазу 7, каспазу 10, DFFA (фактор фрагментации ДНК субъединица α), DFFB (фактор фрагментации 

ДНК субъединица β), ROCK1 (Rho-связанная протеинкиназа 1), АРР (белок-предшественник амилоида), 

CAD (активируемая каспазами ДНКаза), ICAD (ингибитор активируемой каспазами ДНКазы), CAD, En-

doG, AIF, HtrA2, Smac/Diablo, Arts, ATM (мутантная при атаксии-телеангиэктазии протеинкиназа), ATR 

(ATM-родственная киназа), Bok/Mtd, Bmf, Mcl-1(S), семейство IAP (белок ингибитор апоптоза), LC8 

(легкая цепь 1 динеина), РР2В (протеинфосфатаза 2В), белки 14-3-3, PKA (протеинкиназа А), PKC (про-

теинкиназа С), PI3K (фосфатидилинозитол-3-киназа), Erk1/2, p90RSK, TRAF2 (ассоциированный с ре-

цептором фактора некроза опухоли (TNRF) фактор 2), TRADD (белок, взаимодействующий с доменом 

смерти TNFR1-рецептора), FADD (белок, взаимодействующий с доменом смерти Fas-рецептора), Daxx, 

каспазу 8, каспазу 2, RIP (белок, взаимодействующий с рецепторами), RAIDD (RIP-ассоциированный 

гомологичный Ich-1/Ced-3 белок, содержащий домен смерти), MKK7 (митоген-активируемая протеинки-

наза-киназа 7), JNK (киназа N-концевой части белка c-Jun), FLIP (ингибирующий FLICE (FADD-

подобный интерлейкин-1β-превращающий фермент) белок), FKHR (фактор транскрипции семейства 

forkhead), GSK3 (киназа 3 гликогенсинтазы), циклинзависимые киназы (CDK) и их ингибиторы, как се-

мейство INK4 (p16(Ink4a), p15(Ink4b), p18(Ink4c), p19(Ink4d)), и семейство Cip1/Waf1/Kip1-2 

(p21(Cip1/Wafl), p27(Kip1), p57(Kip2), но не ограничиваются только ими. Предпочтительно применяют 

белки Bad, Bmt, Bcl2, Bak, Bax, Puma, Noxa, Bim, Bcl-xL, каспазу 9, каспазу 3, каспазу 6, каспазу 7, 

Smac/Diablo, Bok/Mtd, Bmf, Mcl-1(S), LC8, PP2B, TRADD, Daxx, каспазу 8, каспазу 2, RIP, RAIDD, 

FKHR, циклинзависимые киназы (CDK) и их ингибиторы, как семейство INK4 (p16(Ink4a), p15(Ink4b), 

p18(Ink4c), p19(Ink4d)), наиболее предпочтительно применяют белки BIM, Bid, укороченный Bid, FADD, 

каспазу 3 (и ее субъединицы), Bax, Bad, Akt, циклинзависимые киназы (CDK) и их ингибиторы, как се-

мейство INK4 (p16(Ink4a), p15(Ink4b), p18(Ink4c), p19(Ink4d)) [32-34]. Дополнительно белки, участвую-

щие в апоптозе или регуляции апоптоза, включают белки DIVA, Bcl-Xs, Nbk/Bik, Hrk/Dp5, Bid и tBid, 

Egl-1, Bcl-Gs, цитохром С, беклин, CED-13, BNIP1, BNIP3, Bcl-B, Bcl-W, Ced-9, A1, NR13, Bfl-1, каспазу 

1, каспазу 2, каспазу 4, каспазу 5, каспазу 8. Белки, участвующие в апоптозе или регуляции апоптоза, 

выбраны из группы, состоящей из проапоптотических белков, антиапоптотических белков, ингибиторов 

путей, препятствующих апоптозу, и ингибиторов системы сигнализации или путей, способствующих 

выживанию. Проапоптотические белки включают белки, выбранные из группы, состоящей из Bax, Bak, 
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Diva, Bcl-Xs, Nbk/Bik, Hrk/Dp5, Bmf, Noxa, Puma, Bim, Bad, Bid и tBid, Bok, Apaf1, Smac/Diablo, BNIP1, 

BNIP3, Bcl-Gs, беклин 1, Egl-1 и CED-13, цитохрома С, FADD, семейства каспаз и циклинзависимых ки-

наз (CDK) и их ингибиторов, как семейство INK4 (p16(Ink4a), p15(Ink4b), p18(Ink4c), p19(Ink4d)), или 

белки, выбранные из группы, состоящей из Вах, Bak, Diva, Bcl-Xs, Nbk/Bik, Hrk/Dp5, Bmf, Noxa, Puma, 

Bim, Bad, Bid и tBid, Bok, Egl-1, Apaf1, Smac/Diablo, BNIP1, BNIP3, Bcl-Gs, беклина 1, Egl-1 и CED-13, 

цитохрома С, FADD и семейства каспаз. Предпочтительными являются Вах, Bak, Diva, Bcl-Xs, Nbk/Bik, 

Hrk/Dp5, Bmf, Noxa, Puma, Bim, Bad, Bid и fflid, Bok, Egl-1, Apafl, BNIP1, BNIP3, Bcl-Gs, беклин 1, Egl-1 

и CED-13, Smac/Diablo, FADD, семейство каспаз, циклинзависимые киназы (CDK) и их ингибиторы, как 

семейство INK4 (p16(Ink4a), p15(Ink4b), p18(Ink4c), p19(Ink4d)). В равной степени предпочтительными 

являются белки Вах, Bak, Diva, Bcl-Xs, Nbk/Bik, Hrk/Dp5, Bmf, Noxa, Puma, Bim, Bad, Bid и fflid, Bok, 

Apafl, BNIP1, BNIP3, Bcl-Gs, беклин 1, Egl-1 и CED-13, Smac/Diablo, FADD, семейство каспаз. 

Антиапоптотические белки включают белки, выбранные из группы, состоящей из Bcl-2, Bcl-Xl, Bcl-

B, Bcl-W, Mcl-1, Ced-9, A1, NR13, семейства IAP и Bfl-1. Предпочтительными являются Bcl-2, Bcl-Xl, 

Bcl-B, Bcl-W, Mcl-1, Ced-9, Al, NR13 и Bfl-1. 

Ингибиторы путей, препятствующих апоптозу, включают белки, выбранные из группы, состоящей 

из Bad, Noxa и Cdc25А. Предпочтительными являются Bad и Noxa. 

Ингибиторы системы сигнализации или путей, способствующих выживанию, включают белки, вы-

бранные из группы, состоящей из PTEN (белок-гомолог фосфатазы и тензина, удаленный на хромосоме 

10), ROCK, PP2A, PHLPP (протеинфосфатаза с плекстрин-гомологичным доменом с богатыми лейцином 

повторами), JNK, р38. Предпочтительными являются белки PTEN, ROCK, PP2A и PHLPP. 

В некоторых вариантах реализации гетерологичные белки, участвующие в апоптозе или регуляции 

апоптоза, выбраны из группы, состоящей из белков только с ВН3-доменом (белки "ВН3-только", ВН3-

only proteins), каспаз и внутриклеточных сигнальных белков, входящих в систему контроля апоптоза ре-

цепторами смерти. 

Белки "ВН3-только" включают белки, выбранные из группы, состоящей из Bad, BIM, Bid и tBid, 

Puma, Bik/Nbk, Bod, Hrk/Dp5, BNIP1, BNIP3, Bmf, Noxa, Mcl-1, Bcl-Gs, Beclin 1, Egl-1 и CED-13. Пред-

почтительными являются Bad, BIM, Bid и tBid. 

Каспазы включают белки, выбранные из группы, состоящей из каспазы 1, каспазы 2, каспазы 3, 

каспазы 4, каспазы 5, каспазы 6, каспазы 7, каспазы 8, каспазы 9, каспазы 10. Предпочтительными явля-

ются каспаза 3, каспаза 8 и каспаза 9. 

Внутриклеточные сигнальные белки, входящие в систему контроля апоптоза рецепторами смерти, 

включают белки, выбранные из группы, состоящей из FADD, TRADD, ASC (апоптоз-ассоциированный 

подобный пятнышку белок, содержащий CARD-домен), ВАР31, GULP1/CED-6, CIDEA (подобный инду-

цирующему клеточную смерть фактору фрагментации ДНК α эффектор A), MFG-E8, CIDEC (подобный 

индуцирующему клеточную смерть фактору фрагментации ДНК α эффектор С), RIPK1/RIP1 (RIPK1 - 

взаимодействующая с рецептором серин-треонин протеинкиназа 1), CRADD (адаптерный белок каспазы 

и RIP, содержащий домен смерти), RIPK3/RIP3, Crk, SHB, CrkL, DAXX, семейство 14-3-3, FLIP, DFF40 

(фактор фрагментации ДНК 40) и 45, PEA-15 (фосфопротеин, повышенный у астроцитов-15), SODD (бе-

лок-сайленсер доменов смерти). Предпочтительными являются FADD и TRADD. 

В некоторых вариантах реализации два гетерологичных белка, участвующих в апоптозе или регу-

ляции апоптоза, включены в вектор штамма грамотрицательных бактерий согласно настоящему изобре-

тению, при этом один белок является проапоптотическим белком, а другой белок является ингибитором 

путей, предотвращающих апоптоз, или при этом один белок является проапоптотическим белком, а дру-

гой белок является ингибитором системы сигнализации или путей, способствующих выживанию. 

Проапоптотические белки, охватываемые настоящим изобретением, имеют обычно α-спиральную 

структуру, предпочтительно гидрофобную спираль, окруженную амфипатическими спиралями, и, как 

правило, содержат по меньшей мере один из доменов ВН1, ВН2, ВН3 или ВН4, предпочтительно содер-

жат по меньшей мере один ВН3-домен. Как правило, проапоптические белки, охватываемые настоящим 

изобретением, не обладают ферментативной активностью. 

Термин "сайт расщепления протеазой", используемый в настоящей заявке, относится к специфиче-

скому аминокислотному мотиву внутри аминокислотной последовательности, например, внутри амино-

кислотной последовательности белка или слитого белка, который расщепляется специфической протеа-

зой, распознающей данный аминокислотный мотив. См. обзор в [35]. Примеры сайтов расщепления про-

теазой представляют собой аминокислотные мотивы, которые расщепляются протеазой, выбранной из 

группы, состоящей из энтерокиназы (легкая цепь), энтеропептидазы, протеазы PreScission (гибридная 

протеаза на основе протеазы риновируса человека 3С и глутатион-S-трансферазы), протеазы риновируса 

человека (протеазы 3С риновируса человека (HRV)), протеазы вируса гравировки табака (TEV), протеазы 

вируса мозаичности вен табака (TVMV), протеазы фактора крови Ха и тромбина. 

Следующий аминокислотный мотив распознается соответствующей протеазой: 

Asp-Asp-Asp-Asp-Lys: энтерокиназа (легкая цепь)/энтеропептидаза, 

Leu-Glu-Val-Leu-Phe-Gln/Gly-Pro: протеаза PreScission/протеаза риновируса человека (протеаза 3С 
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HRV), 

Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-Gln-Ser и модифицированные мотивы на основе последовательности Glu-X-X-

Tyr-X-Gln-Gly/Ser (где X - это любая аминокислота), распознаваемые протеазой TEV (вирус гравировки 

табака) Glu-Thr-Val-Arg-Phe-Gln-Ser: протеаза TVMV, 

Ile-(Glu или Asp)-Gly-Arg: протеаза фактора крови Ха, 

Leu-Val-Pro-Arg/Gly-Ser: тромбин. 

Используемые в настоящей заявке сайты расщепления протеазой охватывают убиквитин. Тем са-

мым в некоторых предпочтительных вариантах реализации настоящего изобретения убиквитин приме-

няют в качестве сайта расщепления протеазой, т.е. третья последовательность ДНК кодирует убиквитин 

в качестве сайта расщепления протеазой, который может быть расщеплен специфическими убиквитин-

процессирующими протеазами на N-концевом сайте, например, который может быть расщеплен специ-

фическими убиквитин-процессирующими протеазами, называемыми деубиквитинирующими фермента-

ми, на N-концевом сайте эндогенно в клетке, куда был доставлен слитый белок. Процессинг убиквитина 

на его С-конце проводит группа эндогенных убиквитин-специфичных С-концевых протеаз (деубиквити-

нирующие ферменты, DUB). Расщепление убиквитина деубиквитинирующими ферментами предполо-

жительно происходит на самом С-конце убиквитина (после G76). 

"Индивидуум", "субъект" или "пациент" представляет собой позвоночное. В определенных вариан-

тах реализации позвоночное представляет собой млекопитающее. Примеры млекопитающих включают 

приматов (включая человека и остальных приматов) и грызунов (например, мышей и крыс), но не огра-

ничиваются ими. В определенных вариантах реализации млекопитающее представляет собой человека. 

Термин "мутация" используется в настоящей заявке как общий термин и включает изменения как 

единичной пары оснований, так и множества пар оснований. Подобные мутации могут включать замены, 

мутации со сдвигом рамки считывания, делеции, вставки и усечения. 

Термин "молекула-метка или акцепторный сайт для молекулы-метки", используемый в настоящей 

заявке, относится к связыванию малого химического соединения со специфической аминокислотной по-

следовательностью, что приводит в результате к флуоресценции связанного химического соединения, 

предпочтительными примерами этого являются акцепторный сайт кумаринлигазы/кумарина (и его про-

изводные), акцепторный сайт резоруфинлигазы/резоруфина (и его производные) и тетрацистеиновый 

мотив (как Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys и его производные) при использовании с красителем FlAsH/ReAsH 

(Life technologies) или флуоресцентный белок, такой как усиленный зеленый флуоресцентный белок 

(УЗФБ). 

Термин "сигнал ядерной локализации", используемый в настоящей заявке, относится к аминокис-

лотной последовательности, которая помечает белок для импорта внутрь ядра эукариотической клетки и 

включает предпочтительно вирусный сигнал ядерной локализации, такой как сигнал ядерной локализа-

ции (NSL) большого Т-антигена вируса SV40 (PPKKKRKV). 

Термин "сайт множественного клонирования", используемый в настоящей заявке, относится к ко-

роткой последовательности ДНК, содержащей несколько сайтов рестрикции для расщепления рестрик-

ционными эндонуклеазами, такими как 
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Термин "сайт множественного клонирования", используемый в настоящей заявке, дополнительно 

относится к короткой последовательности ДНК, используемой для актов рекомбинации как, например, 

при стратегии клонирования Gateway или для способов, таких как клонирование Gibbson assembly или 

topo-клонирование. 

Термин "штамм Yersinia дикого типа", используемый в настоящей заявке, относится к встречающе-

муся в природе варианту (как штамм Y. enterocolitica Е40) или встречающемуся в природе варианту, со-

держащему генетические модификации, позволяющие применять векторы, такие как делеционные мута-

ции в генах рестрикционных эндонуклеаз или генах устойчивости к антибиотикам (как штамм Y. entero-

colitica MRS40, чувствительное к ампициллину производное штамма Y. enterocolitica E40). Данные 

штаммы содержат хромосомную ДНК, а также немодифицированную плазмиду вирулентности (назы-

ваемую pYV). 

Термин "включать" главным образом используется в значении "содержать", т.е. допускать наличие 

одного или более признака или компонента. 

В одном из вариантов реализации согласно настоящему изобретению предложен рекомбинантный 

штамм грамотрицательных бактерий, при этом штамм грамотрицательных бактерий выбран из группы, 

состоящей из родов Yersinia, Escherichia, Salmonella и Pseudomonas. В одном из вариантов реализации 

согласно настоящему изобретению предложен рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий, 

при этом штамм грамотрицательных бактерий выбран из группы, состоящей из родов Yersinia и Salmo-

nella. Предпочтительно, чтобы штамм грамотрицательных бактерий представлял собой штамм Yersinia, 

более предпочтительно штамм Yersinia enterocolitica. Наиболее предпочтительным является штамм Yer-

sinia enterocolitica E40 [13] или его чувствительные к ампициллину производные, такие как штамм Y. 

enterocolitica MRS40, как описано в [36]. Также предпочтительно, чтобы штамм грамотрицательных бак-

терий представлял собой штамм Salmonella, более предпочтительно штамм Salmonella enterica. Наиболее 

предпочтительным является штамм Salmonella enterica Serovar Typhimurium SL1344, описанный коллек-

цией культур Министерства здравоохранения Великобритании (NCTC 13347). 

В одном из вариантов реализации настоящего изобретения сигнал доставки от эффекторного белка 

системы С3T бактерий включает эффекторный белок системы С3T бактерий или его N-концевой фраг-

мент, при этом эффекторный белок системы С3T или его N-концевой фрагмент может включать сайт 

связывания шаперона. Эффекторный белок системы С3T или его N-концевой фрагмент, который вклю-

чает сайт связывания шаперона, являются особенно полезными в качестве сигнала доставки согласно 
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настоящему изобретению. Предпочтительные эффекторные белки системы С3T или их N-концевые 

фрагменты выбраны из группы, состоящей из белка 

 

 
Более предпочтительные эффекторные белки системы С3T или их N-концевые фрагменты выбраны 

из группы, состоящей из  

 
из чего наиболее предпочтительные эффекторные белки системы С3T или их N-концевые фрагменты 

выбраны из группы, состоящей из IpgB1,  

 конкретнее, YopE или его N-концевой 

фрагмент. 

В равной степени предпочтительные эффекторные белки системы С3T или их N-концевые фраг-

менты выбраны из группы, состоящей из белка 

 
В равной степени более предпочтительные эффекторные белки системы С3T или их N-концевые 

фрагменты выбраны из группы, состоящей из 

 
из чего наиболее предпочтительные эффекторные белки системы С3T или их N-концевые фрагмен-

ты выбраны из группы, состоящей из 

  
конкретнее SopE, SteA или YopE или его N-концевой фрагмент, более конкретно SteA или YopE 

или его N-концевой фрагмент, наиболее конкретно YopE или его N-концевой фрагмент. 

В некоторых вариантах реализации сигнал доставки от эффекторного белка системы С3T бактерий, 

кодируемый первой последовательностью ДНК, включает эффекторный белок системы С3T бактерий 

или его N-концевой фрагмент, при этом его N-концевой фрагмент включает по меньшей мере первые 10, 

предпочтительно по меньшей мере первые 20, более предпочтительно по меньшей мере первые 100 ами-

нокислот эффекторного белка системы С3T бактерий. 

В некоторых вариантах реализации сигнал доставки от эффекторного белка системы С3T бактерий, 

кодируемый первой последовательностью ДНК, включает эффекторный белок системы С3T бактерий 

или его N-концевой фрагмент, при этом эффекторный белок системы С3T бактерий или его N-концевой 

фрагмент включает сайт связывания шаперона. 

Предпочитаемые эффекторные белки системы С3T или их N-концевые фрагменты, которые вклю-

чают сайт связывания шаперона, включают следующие комбинации сайта связывания шаперона и эф-

фекторного белка системы С3T или его N-концевого фрагмента: 

 

 
Более предпочтительными являются 
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Наиболее предпочтительными является YopE или его N-концевой фрагмент, включающий сайт свя-

зывания шаперона SycE, такой как N-концевой фрагмент эффекторного белка YopE, содержащий 138 N-

концевых аминокислот эффекторного белка YopE, обозначенных в настоящей заявке как YopE1-138 и как 

показано в последовательности SEQ ID NO: 2, или SopE или его N-концевой фрагмент, включающий 

сайт связывания шаперона InvB, такой как N-концевой фрагмент эффекторного белка SopE, содержащий 

81 или 105 N-концевых аминокислот эффекторного белка SopE, обозначенных в настоящей заявке соот-

ветственно как SopE1-81 или SopE1-105 и как показано в последовательности SEQ ID NO: 142 или 143. 

В одном из вариантов реализации настоящего изобретения рекомбинантный штамм грамотрица-

тельных бактерий представляет собой штамм Yersinia и сигнал доставки от эффекторного белка системы 

С3T бактерий, кодируемый первой последовательностью ДНК, включает эффекторный белок YopE или 

его N-концевую часть, предпочтительно эффекторный белок YopE Y. enterocolitica или его N-концевую 

часть. Предпочтительно сайт связывания SycE включен в N-концевую часть эффекторного белка YopE. В 

связи с этим N-концевой фрагмент эффекторного белка YopE может включать 12, 16, 18, 52, 53, 80 или 

138 N-концевых аминокислот [10, 37, 38]. Наиболее предпочтительным является N-концевой фрагмент 

эффекторного белка YopE, содержащий 138 N-концевых аминокислот эффекторного белка YopE, напри-

мер, как описано в Forsberg and Wolf-Watz [39], обозначенный в настоящей заявке как YopE1-138, и как 

показано в последовательности SEQ ID NO: 2. 

В одном из вариантов реализации настоящего изобретения рекомбинантный штамм грамотрица-

тельных бактерий представляет собой штамм Salmonella и сигнал доставки от эффекторного белка сис-

темы С3T бактерий, кодируемый первой последовательностью ДНК, включает эффекторный белок SopE 

или SteA или его N-концевую часть, предпочтительно эффекторный белок SopE или SteA Salmonella en-

terica или его N-концевую часть. Предпочтительно сайт связывания шаперона включен в N-концевую 

часть эффекторного белка SopE. В связи с этим N-концевой фрагмент эффекторного белка SopE может 

включать 81 или 105 N-концевых аминокислот. Наиболее предпочтительным является полноразмерный 

эффекторный белок SteA и N-концевой фрагмент эффекторного белка SopE, содержащий 105 N-

концевых аминокислот эффекторного белка, например, как описано в последовательности SEQ ID NO: 

142 или 143. 

Специалист в данной области техники знаком со способами идентификации полипептидных после-

довательностей эффекторного белка, способных осуществлять доставку белка. Например, один такой 

способ описан Sory et al. [13]. Вкратце, можно осуществить слияние в рамке считывания полипептидных 

последовательностей, например, из различных частей белков Yop с репортерным ферментом, таким как 

кальмодулин-активируемым аденилатциклазным доменом (или Суа) циклозина Bordetella pertussis. Дос-

тавка гибридного белка Yop-Cya внутрь цитозоля эукариотических клеток демонстрируется появлением 

циклазной активности в инфицированных эукариотических клетках, что приводит к накоплению цАМФ. 

Применяя подобный подход, специалист в данной области техники может определить, если требуется, 

требование к размеру минимальной последовательности, т.е. непрерывной аминокислотной последова-

тельности самой короткой длины, которая способна осуществлять доставку белка, см., например, [13]. 

Соответственно, предпочтительные сигналы доставки согласно настоящему изобретению состоят по 

меньшей мере из минимальной последовательности аминокислот эффекторного белка системы С3Т, ко-

торая способна осуществлять доставку белка. 

В одном из вариантов реализации согласно настоящему изобретению предложены мутантные ре-

комбинантные штаммы грамотрицательных бактерий, в частности, рекомбинантные штаммы грамотри-

цательных бактерий, которые дефицитны по выработке по меньшей мере одного функционального эф-

фекторного белка системы С3Т. 

Согласно настоящему изобретению подобный мутантный штамм грамотрицательных бактерий, на-

пример подобный мутантный штамм Yersinia, можно получить путем введения по меньшей мере одной 

мутации по меньшей мере в один кодирующий эффектор ген. Предпочтительно подобные кодирующие 

эффекторы гены включают  в случае, если речь идет о 

штамме Yersinia. Предпочтительно подобные кодирующие эффекторы гены включают 

 

 

 
в случае, если речь идет о штамме Salmonella. Более предпочтительно, чтобы все кодирующие эф-

фекторы гены были удалены. Специалист может использовать любое количество стандартных техник 

для получения мутаций в этих генах эффекторов системы С3Т. Sambrook et al. описывает в общих чертах 

подобные техники. См. Sambrook et al. [40]. 

В соответствии с настоящим изобретением мутацию можно получить в промоторной области коди-

рующего эффектор гена, так что экспрессия подобного гена эффектора прекращается. Мутацию также 
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можно получить в кодирующей области кодирующего эффектор гена, так что каталитическая активность 

закодированного эффекторного белка пропадает. Термин "каталитическая активность" эффекторного 

белка относится, как правило, к функции эффекторного белка, направленной против клетки-мишени, т.е. 

к токсичности. Подобная активность обусловлена каталитическими мотивами в каталитическом домене 

эффекторного белка. Подходы к идентификации каталитического домена и/или каталитических мотивов 

эффекторного белка хорошо известны специалистам в данной области техники. См., например, [41, 42]. 

Соответственно, одна из предпочитаемых мутаций согласно настоящему изобретению представляет 

собой делецию целого каталитического домена. Другая предпочитаемая мутация представляет собой 

мутацию в виде смещения рамки считывания в кодирующем эффектор гене, так что каталитический до-

мен отсутствует в белковом продукте, экспрессируемом с подобного "смещенного" гена. Наиболее пред-

почитаемая мутация представляет собой мутацию с делецией целой кодирующей области эффекторного 

белка. Другие мутации также рассматриваются настоящим изобретением, такие как небольшие делеции 

или замены пар оснований, которые получают в каталитических мотивах эффекторного белка, приводя-

щие к ликвидации каталитической активности данного эффекторного белка. 

Мутации, которые получают в генах функциональных эффекторных белков системы С3Т, могут 

быт введены в конкретный штамм с помощью ряда способов. Один такой способ включает клонирование 

мутировавшего гена в "суицидный" вектор, который способен вводить мутировавшую последователь-

ность в штамм посредством аллельного обмена. Пример подобного "суицидного" вектора описан в [43]. 

Таким образом, мутации, полученные во множестве генов, можно последовательно ввести в штамм 

грамотрицательных бактерий, приводя к появлению полимутанта, например шестикратного мутантного 

рекомбинантного штамма. Порядок, в котором вводят эти мутировавшие последовательности, не важен. 

В некоторых условиях может требоваться осуществить мутацию только некоторых, но не всех эффек-

торных генов. Соответственно, настоящее изобретение дополнительно рассматривает полимутантный 

штамм Yersinia, а не шестикратный мутантный штамм Yersinia, например, двойные мутантные, тройные 

мутантные, четырехкратные мутантные и пятикратные мутантные штаммы. Для цели осуществления 

доставки белков система секреции и транслокации мутантного штамма согласно настоящему изобрете-

нию должна быть интактной. 

Предпочитаемый рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий согласно настоящему изо-

бретению представляет собой шестикратный мутантный штамм Yersinia, в котором все кодирующие эф-

фекторы гены являются мутировавшими, так что получающийся в результате штамм Yersinia больше не 

вырабатывает никаких функциональных эффекторных белков. Подобный шестикратный мутантный 

штамм Yersinia обозначается как ∆уорН,О,Р,Е,М,Т для Y. enterocolitica. Как пример, подобный шести-

кратный мутант можно получить из штамма Y. enter ocolitica MRS40, приводя к появлению штамма Y. 

enterocolitica MRS40 АуорН,О,Р,Е,М,Т, который является предпочтительным. 

Дополнительный аспект настоящего изобретения относится к вектору для применения в комбина-

ции с рекомбинантными штаммами грамотрицательных бактерий для доставки требуемого белка внутрь 

эукариотических клеток, при этом вектор включает в направлении от 5'-конца к 3'-концу: промотор; пер-

вую последовательность ДНК, кодирующую сигнал доставки от эффекторного белка бактерий системы 

С3Т, функционально связанную с указанным промотором; вторую последовательность ДНК, кодирую-

щую гетерологичный белок, слитую в рамке считывания с 3'-концом указанной первой последовательно-

сти ДНК; и альтернативно третью последовательность ДНК, кодирующую сайт расщепления протеазой, 

при этом третья последовательность ДНК расположена между 3'-концом указанной первой последова-

тельности ДНК и 5'-концом указанной второй последовательности ДНК. 

Промотор, гетерологичный белок и сайт расщепления протеазой, как описано ранее, можно приме-

нять для вектора штамма грамотрицательных бактерий. 

Векторы, которые можно применять согласно настоящему изобретению, зависят от применяемых 

штаммов грамотрицательных бактерий, как известно специалисту в данной области техники. Векторы, 

которые можно применять согласно настоящему изобретению, включают экспрессионные векторы, век-

торы для хромосомной вставки или вставки плазмиды вирулентности и фрагменты ДНК для хромосом-

ной вставки или вставки плазмиды вирулентности. Экспрессионные векторы, которые являются пригод-

ными, например, в случае штамма Yersinia, Escherichia, Salmonella или Pseudomonas представляют собой, 

например, плазмиды pUC, pBad, pACYC, pUCP20 и рЕТ. Векторы для хромосомной вставки или вставки 

плазмиды вирулентности, которые являются пригодными, например, в случае штамма Yersinia, Es-

cherichia, Salmonella или Pseudomonas, представляют собой, например, pKNG101. Фрагменты ДНК для 

хромосомной вставки или вставки плазмиды вирулентности относятся к способам, применяемым, на-

пример, в случае штамма Yersinia, Escherichia, Salmonella или Pseudomonas, как, например, генетическая 

инженерия с использованием фага лямбда red. Векторы для хромосомной вставки или вставки плазмиды 

вирулентности или фрагменты ДНК для хромосомной вставки или вставки плазмиды вирулентности мо-

гут осуществлять вставку первой, второй и/или третьей последовательности ДНК согласно настоящему 

изобретению, так что первая, вторая и/или третья последовательность ДНК функционально связана с 

эндогенным промотором рекомбинантного штамма грамотрицательных бактерий. Тем самым, если при-

меняют вектор для хромосомной вставки или вставки плазмиды вирулентности или фрагмент ДНК для 
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хромосомной вставки или вставки плазмиды вирулентности, эндогенный промотор может быть закоди-

рован на эндогенной ДНК бактерий (хромосомной или плазмидной ДНК) и только первая и вторая по-

следовательность ДНК будет предоставлена генетически сконструированным вектором для хромосомной 

вставки или вставки плазмиды вирулентности или фрагментом ДНК для хромосомной вставки или 

вставки плазмиды вирулентности. Таким образом, необязательно нужно, чтобы промотор был включен в 

вектор, применяемый для трансформации рекомбинантных штаммов грамотрицательных бактерий, т.е. 

рекомбинантные штаммы грамотрицательных бактерий согласно настоящему изобретению можно 

трансформировать вектором, доза которого не включает промотор. Предпочтительно применяют экс-

прессионный вектор. Вектор согласно настоящему изобретению, как правило, применяют для доставки 

гетерологичных белков системой С3T бактерий внутрь эукариотических клеток in vitro и in vivo. 

Предпочтительный экспрессионный вектор для Yersinia выбран из группы, состоящей из pBad_Si1 

и pBad_Si_2. Плазмиду pBad_Si2 конструировали путем клонирования фрагмента SycE-YopE1-138, содер-

жащего эндогенные промоторы для YopE и SycE, из очищенной плазмиды pYV40 на сайт KpnI/HindIII 

плазмиды pBad-MycHisA (Invitrogen). Дополнительные модификации включают удаление фрагмента 

NcoI/BglII плазмиды pBad-MycHisA путем ферментативного расщепления, обработки фрагментом Кле-

нова и повторного лигирования. Дополнительно на 3'-конце YopE1-138 добавляли следующие сайты рас-

щепления: XbaI-XhoI-BstBI-(HindIII). Плазмида pBad_Si1 эквивалентна плазмиде pBad_Si2, но кодирует 

УЗФБ (EGFP), амплифицированный из плазмиды pEGFP-C1 (Clontech), на сайте NcoI/BglII под контро-

лем индуцируемого арабинозой промотора. 

Предпочтительный экспрессионный вектор для Salmonella выбран из группы, состоящей из 

pSi_266, pSi_267, pSi_268 и pSi_269. Плазмиды pSi_266, pSi_267, pSi_268 и pSi_269, содержащие соот-

ветствующий эндогенный промотор и фрагмент SteA1-20 (pSi_266), полноразмерную последовательность 

SteA (pSi_267), фрагмент SopE1-81 (pSi_268) или фрагмент SopE1-105 (pSi_269), амплифицировали из ге-

номной ДНК штамма S. enterica SL1344 и клонировали на сайт NcoI/KpnI плазмиды pBad-MycHisA (Invi-

trogen). 

Векторы согласно настоящему изобретению могут включать другие элементы последовательности, 

такие как 3'-терминирующую последовательность (включая стоп-кодон и поли-А-последовательность) 

или ген, обеспечивающий устойчивость к лекарственным средствам, которая позволяет осуществлять 

отбор трансформантов, получивших настоящий вектор. Осуществить трансформацию векторов согласно 

настоящему изобретению в рекомбинантные штаммы грамотрицательных бактерий можно целым рядом 

известных способов. Для осуществления цели настоящего изобретения способы трансформации для вве-

дения вектора включают электропорацию, опосредованную фосфатом кальция трансформацию, конъю-

гацию или их комбинацию, но не ограничиваются ими. Например, можно осуществить трансформацию 

вектора в первый штамм бактерий посредством стандартной процедуры электропорации. Впоследствии 

подобный вектор можно перенести от первого штамма бактерий в нужный штамм посредством конъюга-

ции, процесс, также называемый "мобилизацией". Можно осуществить отбор трансформанта (т.е. штам-

мов грамотрицательных бактерий, принявших вектор), например, с помощью антибиотиков. Данные 

техники хорошо известны в данной области техники. См., например, [13]. 

В соответствии с настоящим изобретением промотор экспрессионного вектора рекомбинантного 

штамма грамотрицательных бактерий согласно настоящему изобретению может представлять собой на-

тивный промотор эффекторного белка С3T соответствующего штамма или подходящего штамма бакте-

рий или промотор, применяемый в экспрессионных векторах, которые пригодны, например, в случае 

штамма Yersinia, Escherichia, Salmonella или Pseudomonas, например плазмиды pUC и pBad. Подобные 

промоторы представляют собой промотор Т7, промотор Plac или промотор Ara-bad. 

Если рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий представляет собой штамм Yersinia, 

промотор может быть от гена вирулона Yersinia. Термин "ген вирулона Yersinia" относится к генам на 

плазмиде pYV Yersinia, экспрессия которых контролируется как температурой, так и контактом с клет-

кой-мишенью. Подобные гены включают гены, кодирующие для элементов аппарата секреции (гены 

Ysc), гены, кодирующие для транслокаторов (YopB, YopD и LcrV), гены, кодирующие для элементов 

контроля (YopN, TyeA и LcrG), гены, кодирующие для шаперонов эффекторов системы С3T (SycD, SycE, 

SycH, SycN, SycO и SycT), и гены, кодирующие для эффекторов (YopE, YopH, YopO/YpkA, YopM, YopT 

и YopP/YopJ), а также другие закодированные в pYV белки, как VirF и YadA. 

В предпочтительном варианте реализации настоящего изобретения промотор представляет собой 

нативный промотор гена, кодирующего функциональный эффектор системы С3Т. Если рекомбинантный 

штамм грамотрицательных бактерий представляет собой штамм Yersinia, промотор выбран из любого из 

промоторов для YopE, YopH, YopO/YpkA, YopM и YopP/YopJ. Более предпочтительно промотор выбран 

из промоторов для YopE или SycE. 

Если рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий представляет собой штамм Salmonella, 

промотор может быть от острова патогенности SpiI или SpiII или от эффекторного белка, закодированно-

го в другом месте. Подобные гены включают гены, кодирующие для элементов аппарата секреции, гены, 

кодирующие для транслокаторов, гены, кодирующие для элементов контроля, гены, кодирующие для 

шаперонов эффекторов системы С3Т, и гены, кодирующие для эффекторов, а также других белков, ко-
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дируемых SPI-1 или SPI-2. В предпочтительном варианте реализации настоящего изобретения промотор 

представляет собой нативный промотор гена, кодирующего функциональный эффектор системы С3Т. 

Если рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий представляет собой штамм Salmonella, про-

мотор выбран из любого промотора одного из эффекторных белков. Более предпочтительно промотор 

выбран из промоторов SopE, InvB или SteA. 

В предпочтительном варианте реализации экспрессионный вектор включает последовательность 

ДНК, кодирующую сайт расщепления протеазой. Получение функционального и общеприменимого сай-

та расщепления позволяет отщеплять сигнал доставки после транслокации. Так как сигнал доставки мо-

жет мешать корректной локализации и/или функционированию транслоцированного белка внутри кле-

ток-мишеней, введение сайта расщепления протеазой между сигналом доставки и интересующим белком 

впервые обеспечивает доставку практически нативных белков внутрь эукариотических клеток. Предпоч-

тительно сайт расщепления протеазой представляет собой аминокислотный мотив, который расщепляет-

ся протеазой или ее каталитическими доменами, выбранной из группы, состоящей из энтерокиназы (лег-

кая цепь), энтеропептидазы, протезы PreScission, протеазы 3С риновируса человека, протеазы TEV, про-

теазы TVMV, протеазы фактора крови Ха и тромбина, более предпочтительно аминокислотный мотив, 

который расщепляется протеазой TEV. В равной степени предпочтительно, чтобы сайт расщепления 

протеазой представлял собой аминокислотный мотив, который расщепляется протеазой или ее каталити-

ческими доменами, выбранной из группы, состоящей из энтерокиназы (легкая цепь), энтеропептидазы, 

протезы PreScission, протеазы 3С риновируса человека, протеазы TEV, протеазы TVMV, протеазы фак-

тора крови Ха, убиквитин-процессирующей протеазы, называемой деубиквитинирующим ферментом, и 

тромбина. Наиболее предпочтительным является аминокислотный мотив, который расщепляется протеа-

зой TEV или убиквитин-процессирующей протеазой. Таким образом, в дополнительном варианте реали-

зации настоящего изобретения гетерологичный белок отщепляется от сигнала доставки, принадлежащего 

эффекторному белку системы С3T бактерий, протеазой. Предпочитаемые способы отщепления пред-

ставляют собой способы, при которых 

a) протеазу транслоцируют в эукариотическую клетку с помощью рекомбинантного штамма гра-

мотрицательных бактерий, как описано в настоящей заявке, который экспрессирует слитый белок, кото-

рый включает сигнал доставки от эффекторного белка системы С3T бактерий и протеазу в качестве гете-

рологичного белка; или 

b) протеаза экспрессируется конститутивно или транзиентно в эукариотической клетке. 

Как правило, рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий, применяемый для доставки 

требуемого белка внутрь эукариотической клетки, и рекомбинантный штамм грамотрицательных бакте-

рий, транслоцирующий протеазу внутрь эукариотической клетки, являются разными. 

В одном из вариантов реализации настоящего изобретения вектор включает дополнительную по-

следовательность ДНК, кодирующую молекулу-метку или акцепторный сайт для молекулы-метки. До-

полнительная последовательность ДНК, кодирующая молекулу-метку или акцепторный сайт для моле-

кулы-метки, как правило, слит с 5'-концом или с 3'-концом второй последовательности ДНК. Предпочти-

тельно молекула-метка или акцепторный сайт для молекулы-метки выбраны из группы, состоящей из 

усиленного зеленого флуоресцентного белка (УЗФБ), кумарина, акцепторного сайта кумаринлигазы, ре-

зоруфина, акцепторного сайта резоруфинлигазы, тетрацистеинового мотива при использовании красите-

ля FlAsH/ReAsH (life technologies). 

Наиболее предпочтительным является резоруфин и акцепторный сайт резоруфинлигазы или УЗФБ. 

Применение молекулы-метки или акцепторного сайта для молекулы-метки будет приводить к присоеди-

нению молекулы-метки к гетерологичному белку, представляющему интерес, который затем будет дос-

тавлен в таком виде внутрь эукариотической клетки, и это позволяет отслеживать белок посредством, 

например, микроскопии живой клетки. 

В одном из вариантов реализации настоящего изобретения вектор включает дополнительную по-

следовательность ДНК, кодирующую пептидную метку (тэг). Дополнительная последовательность ДНК, 

кодирующая пептидную метку, как правило, слита с 5'-концом или с 3'-концом второй последовательно-

сти ДНК. Предпочитаемая пептидная метка выбрана из группы, состоящей из Мус-метки, His-метки, 

Flag-метки, НА-метки, Strep-метки или V5-метки или комбинации из двух или более меток из этой груп-

пы. Наиболее предпочтительными являются Мус-метка, Flag-метка, His-метка и комбинированные Мус- 

и His-метки. Применение пептидной метки будет приводить к появлению возможности отслеживать ме-

ченый белок, например, с помощью иммунофлуоресценции или вестерн-блоттинга с использованием 

антител против метки. Дополнительно применение пептидной метки позволяет осуществлять аффинную 

очистку требуемого белка либо после секреции в культуральный супернатант, либо после транслокации 

внутрь эукариотических клеток, в обоих случаях применяя способ очистки, подходящий для соответст-

вующей метки (например, металл-хелатная аффинная очистка при применении His-метки или очистка на 

основе анти-Flag антител при применении Flag-метки). 

В одном из вариантов реализации настоящего изобретения вектор включает дополнительную по-

следовательность ДНК, кодирующую сигнал ядерной локализации (NSL). Дополнительная последова-

тельность ДНК, кодирующая сигнал ядерной локализации, как правило, слита с 5'-концом или 3'-концом 
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второй последовательности ДНК, при этом указанная дополнительная последовательность ДНК кодиру-

ет сигнал ядерной локализации. Предпочтительный сигнал ядерной локализации выбран из группы, со-

стоящей из сигнала ядерной сигнализации (NSL) большого Т-антигена вируса SV40 и его производных 

[44], а также других вирусных сигналов ядерной локализации. Наиболее предпочтительным является 

сигнал ядерной сигнализации (NSL) большого Т-антигена вируса SV40 и его производные. 

В одном из вариантов реализации настоящего изобретения вектор включает сайт множественного 

клонирования. Сайт множественного клонирования, как правило, располагается на 3'-конце первой по-

следовательности ДНК и/или на 5'-конце или 3'-конце второй последовательности ДНК. Один или боль-

ше одного сайта множественного клонирования можно включить в состав вектора. Предпочтительный 

сайт множественного клонирования выбран из группы ферментов рестрикции, состоящей из 

 

Наиболее предпочтительными являются  

Белок, экспрессируемый со слитых первой и второй и необязательно третьей последовательностей 

ДНК вектора, также обозначается термином "слитый белок" или "гибридный белок", т.е. слитый белок 

или гибрид сигнала доставки и гетерологичного белка. Слитый белок может также включать, например, 

сигнал доставки и два или более различных гетерологичных белка. 

Настоящее изобретение рассматривает способ доставки гетерологичных белков, как описано в на-

стоящей заявке выше, внутрь эукариотических клеток в культуре клеток, а также in vivo. 

Таким образом, в одном из вариантов реализации способ доставки гетерологичных белков включа-

ет: 

i) культивирование штамма грамотрицательных бактерий, как описано в настоящей заявке; 

ii) приведение в контакт эукариотической клетки с штаммом грамотрицательных бактерий пункта 

i), при этом слитый белок, который содержит сигнал доставки от эффекторного белка системы С3T бак-

терий и гетерологичный белок, экспрессируется штаммом грамотрицательных бактерий и происходит 

его транслокация внутрь эукариотической клетки; и необязательно 

iii) расщепление слитого белка, так что гетерологичный белок отщепляется от сигнала доставки, 

принадлежащего эффекторному белку системы С3T бактерий. 

В некоторых вариантах реализации по меньшей мере два слитых белка, которые включают сигнал 

доставки от эффекторного белка системы С3T бактерий и гетерологичный белок, экспрессируются 

штаммом грамотрицательных бактерий и происходит их транслокация внутрь эукариотической клетки 

посредством способов согласно настоящему изобретению. 

Рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий можно культивировать таким образом, что-

бы происходила экспрессия слитого белка, который включает сигнал доставки от эффекторного белка 

системы С3T бактерий и гетерологичный белок, в соответствии со способами, известными в данной об-

ласти техники (например, FDA, Bacteriological Analytical Manual (ВАМ), chapter 8: Yersinia enterocolitica). 

Предпочтительно, чтобы рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий можно было культиви-

ровать в бульоне с сердечно-мозговой вытяжкой, например, при температуре 28°С. Для индуцирования 

экспрессии СС3Т и, например, генов, зависимых от промотора YopE/SycE, бактерии можно выращивать 

при 37°С. 

В предпочтительном варианте реализации эукариотическую клетку приводят в контакт с двумя 

штаммами грамотрицательных бактерий пункта i), при этом первый штамм грамотрицательных бактерий 

экспрессирует первый слитый белок, который включает сигнал доставки от эффекторного белка системы 

С3T бактерий и первый гетерологичный белок, и второй штамм грамотрицательных бактерий экспресси-

рует второй слитый белок, который включает сигнал доставки от эффекторного белка системы С3T бак-

терий и второй гетерологичный белок, так что происходит транслокация первого и второго слитого белка 

внутрь эукариотической клетки. Данный вариант реализации, предложенный для коинфекции, например, 

эукариотических клеток двумя штаммами бактерий в качестве действенного способа доставки, напри-

мер, двух различных гибридных белков в отдельные клетки, для выяснения их функционального взаимо-

действия. 

Настоящее изобретение рассматривает широкий спектр эукариотических клеток, которые могут 

быть мишенями для рекомбинантного штамма грамотрицательных бактерий согласно настоящему изо-

бретению, например, клетки Hi-5 (BTI-TN-5B1-4; life technologies B855-02), клетки HeLa, например клет-

ки HeLa Ccl2 (такие как АТСС № CCL-2), клетки фибробластов, например клетки фибробластов 3Т3 (та-

кие как АТСС № CCL-92) или клетки Mef (такие как АТСС № SCRC-1040), Hek (такие как АТСС № 

CRL-1573), клетки HUVEC (такие как АТСС № PCS-100-013), СНО (такие как АТСС № CCL-61), Jurkat 

(такие как АТСС № TIB-152), Sf-9 (такие как АТСС № CRL-1711), HepG2 (такие как АТСС № НВ-8065), 

Vero (такие как АТСС № CCL-81), MDCK (такие как АТСС № CCL-34), ТНР-1 (такие как АТСС № TIB-

202), J774 (такие как АТСС № TIB-67), RAW (такие как АТСС № TIB-71), Сасо2 (такие как АТСС № 

НТВ-37), линии клеток NCI (такие как АТСС № НТВ-182), DU145 (такие как АТСС № НТВ-81), Lncap 

(такие как АТСС № CRL-1740), MCF-7 (такие как АТСС № НТВ-22), линии клеток MDA-MB (такие как 

АТСС  
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№ НТВ-128), РС3 (такие как АТСС № CRL-1435), T47D (такие как АТСС № CRL-2865), А549 (такие как 

АТСС № CCL-185), U87 (такие как АТСС № НТВ-14), SHSY5Y (такие как АТСС № CRL-2266s), 

Еа.Ну926 (такие как АТСС № CRL-2922), Saos-2 (такие как АТСС № НТВН-85), 4Т1 (такие как АТСС  

№ CRL-2539), B16F10 (такие как АТСС № CRL-6475) или первичные гепатоциты человека (такие как life 

technologies HMCPIS), предпочтительно клетки HeLa, Hek, клетки HUVEC, 3Т3, СНО, Jurkat, Sf-9, 

HepG2 Vero, THP-1, Caco2, Mef, A549, 4T1, B16F10 и первичные гепатоциты человека и наиболее пред-

почтительно клетки HeLa, Hek, клетки HUVEC, 3Т3, СНО, Jurkat, THP-1, A549 и Mef. Под "быть мише-

нью" подразумевается внеклеточная адгезия рекомбинантного штамма грамотрицательных бактерий к 

эукариотической клетке. 

В соответствии с настоящим изобретением доставку белка можно осуществить путем приведения в 

контакт эукариотической клетки с рекомбинантным штаммом грамотрицательных бактерий в подходя-

щих условиях. Специалистам в данной области техники обычно доступны различные источники литера-

туры и способы, касающиеся условий для индуцирования экспрессии и транслокации генов вирулона, 

включая требуемую температуру, концентрацию Са
++

, добавление индукторов, таких как конго красный, 

приемы, с использованием которых смешивают рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий и 

клетки-мишени, и т.п. См., например, [45]. Условия могут варьироваться в зависимости от типа эукарио-

тических клеток, являющихся мишенями, и применяемого рекомбинантного штамма бактерий. Разо-

браться с подобными вариациями могут специалисты в данной области техники, используя традицион-

ные способы. Специалисты в данной области техники также могут использовать ряд анализов для опре-

деления, успешно ли прошла доставка слитого белка. Например, слитый белок можно определить по-

средством иммунофлуоресценции с использованием антител, распознающих слитую с белком метку (та-

кую как Мус-метку). Определение также может основываться на ферментативной активности доставляе-

мого белка, например, анализ описанный в [13]. 

В одном из вариантов реализации согласно настоящему изобретению предложен способ очистки ге-

терологичного белка, включающий культивирование штамма грамотрицательных бактерий, как описано 

в настоящей заявке, так что слитый белок, который включает сигнал доставки от эффекторного белка 

системы С3T бактерий и гетерологичный белок, экспрессируется и секретируется в супернатант культу-

ры клеток. Экспрессируемый слитый белок может дополнительно включать сайт расщепления протеа-

зой, расположенный между сигналом доставки от эффекторного белка системы С3T бактерий и гетеро-

логичным белком, и/или может дополнительно включать пептидную метку. 

Таким образом, в конкретном варианте реализации способ очистки гетерологичного белка включает: 

i) культивирование штамма грамотрицательных бактерий, как описано в настоящей заявке, так что 

слитый белок, который включает сигнал доставки от эффекторного белка системы С3T бактерий, гетеро-

логичный белок и сайт расщепления протеазой между сигналом доставки от эффекторного белка систе-

мы С3T бактерий и гетерологичным белком, экспрессируется и секретируется в супернатант культуры 

клеток; 

ii) добавление протеазы к супернатанту культуры, при этом протеаза расщепляет слитый белок, так 

что гетерологичный белок отщепляется от сигнала доставки, принадлежащего эффекторному белку сис-

темы С3T бактерий; 

iii) необязательно выделение гетерологичного белка из супернатанта культуры клеток. 

Таким образом, в другом конкретном варианте реализации способ очистки гетерологичного белка 

включает: 

i) культивирование штамма грамотрицательных бактерий, как описано в настоящей заявке, так что 

слитый белок, который включает сигнал доставки от эффекторного белка системы С3T бактерий, гетеро-

логичный белок и пептидную метку, экспрессируется и секретируется в супернатант культуры; 

ii) использование пептидной метки в качестве мишени, например, посредством аффинной очистки 

супернатанта на колонке. 

Таким образом, в другом конкретном варианте реализации способ очистки гетерологичного белка 

включает: 

i) культивирование штамма грамотрицательных бактерий, как описано в настоящей заявке, так что 

слитый белок, который включает сигнал доставки от эффекторного белка системы С3T бактерий, гетеро-

логичный белок, сайт расщепления протеазой между сигналом доставки от эффекторного белка системы 

С3T бактерий и гетерологичным белком, и пептидную метку, экспрессируется и секретируется в супер-

натант культуры;  

ii) добавление протеазы к супернатанту культуры, при этом протеаза расщепляет слитый белок, так 

что гетерологичный белок отщепляется от сигнала доставки, принадлежащего эффекторному белку сис-

темы С3T бактерий; 

iii) использование пептидной метки в качестве мишени, например, посредством аффинной очистки 

супернатанта на колонке. 

В описанных выше конкретных вариантах реализации протеазу можно добавлять к супернатанту 

культуры в форме, например, очищенного белка протеазы или путем добавления штамма бактерий, экс-

прессирующего и секретирующего протеазу, к супернатанту культуры. Дополнительные стадии могут 
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включать удаление протеазы, например, посредством аффинной очистки на колонке. 

В одном из вариантов реализации согласно настоящему изобретению предложен рекомбинантный 

штамм грамотрицательных бактерий, как описано в настоящей заявке, для применения в медицине. 

В одном из вариантов реализации согласно настоящему изобретению предложен рекомбинантный 

штамм грамотрицательных бактерий, как описано в настоящей заявке, для применения при доставке ге-

терологичного белка в качестве лекарственного средства или вакцины субъекту. Гетерологичный белок 

можно доставлять субъекту в виде вакцины путем приведения в контакт штамма грамотрицательных 

бактерий с эукаоритическими клетками, например, с живым животным in vivo, так что происходит 

транслокация гетерологичного белка внутрь живого животного, которое затем продуцирует антитела 

против гетерологичного белка. Выработанные антитела можно применять напрямую или выделять и 

очищать и применять при диагностике, при исследованиях, а также при терапии. В-клетки, продуци-

рующие антитела, или содержащуюся в них последовательность ДНК можно применять для дополни-

тельного получения специфических антител для применения при диагностике, при исследованиях, а так-

же при терапии. 

В одном из вариантов реализации согласно настоящему изобретению предложен способ осуществ-

ления доставки гетерологичного белка, при этом гетерологичный белок доставляют in vitro внутрь эука-

риотических клеток. 

В дополнительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложен способ осу-

ществления доставки гетерологичного белка, при этом эукариотическая клетка представляет собой жи-

вое животное, при этом живое животное приводят в контакт с штаммом грамотрицательных бактерий in 

vivo, так что происходит транслокация слитого белка в живое животное. Предпочитаемое животное 

представляет собой млекопитающее, более предпочтительно человека. 

В дополнительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложено примене-

ние рекомбинантного штамма грамотрицательных бактерий, как описано раньше, для осуществления 

высокопроизводительного скрининга ингибиторов клеточного пути или явления, запускаемого трансло-

цированным гетерологичным белком (белками). 

В дополнительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложена библиотека 

для штаммов грамотрицательных бактерий, при этом гетерологичный белок, кодируемый второй после-

довательностью ДНК экспрессионного вектора штаммов грамотрицательных бактерий, представляет 

собой белок человека или мыши, предпочтительно белок человека, и где каждый белок человека или 

мыши, экспрессируемый штаммом грамотрицательных бактерий, отличается по аминокислотной после-

довательности. Предполагаемая библиотека может, например, содержать коллекцию открытых рамок 

считывания (Orf) киназ человека, содержащую 560 белков, организации Addgene (Addgene  

№ 1000000014). В качестве клонирующего вектора для экспрессии можно использовать описанные выше 

экспрессионные вектора. 

В дополнительном варианте реализации согласно настоящему изобретению предложен набор, 

включающий вектор, как описано в настоящей заявке, и штамм бактерий, экспрессирующий и секрети-

рующий протеазу, способную расщепить сайт расщепления протеазой, включенный в вектор. Особенно 

пригодный вектор представляет собой вектор для применения в комбинации со штаммом бактерий для 

доставки требуемого белка внутрь эукариотических клеток, как описано выше, при этом вектор включает 

в направлении от 5'-конца к 3'-концу 

промотор; 

первую последовательность ДНК, кодирующую сигнал доставки от эффекторного белка системы 

С3T бактерий, функционально связанную с указанным промотором; 

вторую последовательность ДНК, кодирующую гетерологичный белок, слитую в рамке считывания 

с 3'-концом указанной первой последовательностью ДНК; и 

альтернативно третью последовательность ДНК, кодирующую сайт расщепления протеазой, при 

этом третья последовательность ДНК расположена между 3'-концом указанной первой последовательно-

сти ДНК и 5'-концом указанной второй последовательности ДНК. 

Примеры 

А) Материалы и методы. 

Штаммы бактерий и условия роста культуры. 

Штаммы, использованные в данном исследовании, перечислены на фиг. 15А-15М. Штамм is. coli 

Тор10, использованный для очистки плазмид и клонирования, и штамм Е. coli Sm10 λ pir, использован-

ный для конъюгации, а также штамм Е. coli BW19610 [46], использованный для размножения вектора 

pKNG101, рутинно выращивали на чашках с агаром LB и в бульоне LB при 37°С. Использовали ампи-

циллин в концентрации 200 мкг/мл (Yersinia) или 100 мкг/мл (Е. coli) для проведения отбора экспресси-

онных векторов. Использовали стрептомицин в концентрации 100 мкг/мл для отбора суицидных векто-

ров. Штамм Y. enterocolitica MRS40 [36], не обладающее устойчивостью к ампициллину производное 

штамма Е40 [13] и штаммы, полученные от него, рутинно выращивали на сердечно-мозговой вытяжке 

(BHI; Difco) при комнатной температуре (RT). Ко всем штаммам Y. enterocolitica добавили налидиксо-
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вую кислоту (35 мкг/мл) и ко всем штаммам Y. enterocolitica asd дополнительно добавляли 100 мкг/мл 

мезо-2,6-диаминопимелиновой кислоты (мДАП, Sigma Aldrich). 

Штамм S. enterica SL1344 рутинно выращивали на чашках с агаром LB и в бульоне LB при темпе-

ратуре 37°С. Использовали ампициллин в концентрации 100 мкг/мл для проведения отбора экспрессион-

ных векторов у S. enterica. 

Генетические манипуляции с Y. enterocolitica. 

Генетические манипуляции с Y. enterocolitica были описаны в [47, 48]. Вкратце, проводили генети-

ческое конструирование мутаторов для модификации или делеции генов в плазмидах pYV или на хромо-

соме путем полимеразной цепной реакции (ПЦР) с 2 перекрывающимися фрагментами-праймерами с 

использованием очищенной плазмиды pYV40 или геномной ДНК в качестве матрицы, дающей в резуль-

тате фланкирующие последовательности размером 200-250 пар оснований (п.о.) на обеих сторонах уда-

ленной или модифицированной части соответствующего гена. Получающиеся в результате фрагменты 

клонировали в вектор pKNG101 [43] в штамме Е. coli BW19610 [46]. Проводили трансформацию плазмид 

с подтвержденной последовательностью в штамм Е. coli Sm10 λ pir, откуда плазмиды мобилизировали в 

соответствующий штамм Y. enterocolitica. Проводили размножение мутантов, несущих интегрированный 

вектор, в течение нескольких поколений без давления отбора. Использовали затем сахарозу для проведе-

ния отбора клонов, которые потеряли вектор. Наконец, идентифицировали мутанты методом молекуляр-

ных колоний. 

Конструирование плазмид. 

Плазмиду pBad_Si2 или pBad_Si1 (фиг. 10) использовали для клонирования слитых белков с 138 N-

концевыми аминокислотами YopE (SEQ ID NO: 2). Плазмиду pBad_Si2 конструировали путем клониро-

вания фрагмента SycE-YopE1-138, содержащего эндогенные промоторы для YopE и SycE, из очищенной 

плазмиды pYV40 на сайт KpnI/HindIII плазмиды pBad-MycHisA (Invitrogen). Дополнительные модифи-

кации включают удаление фрагмента NcoI/BglII плазмиды pBad-MycHisA путем расщепления, обработ-

ки фрагментом Кленова и повторной лигации. Двунаправленный терминатор транскрипции (ВВа_В1006; 

iGEM foundation) клонировали на расщепленный и обработанный фрагментом Кленова сайт KpnI 

(pBad_Si2) или на расщепленный сайт BgIII (pBad_Si1). Дополнительно на 3'-конце последовательности 

YopE1-138 добавляли следующие сайты расщепления: XbaI-XhoI-BstBI-(HindIII) (фиг. 10В). Плазмида 

pBad_Si1 эквивалентна плазмиде pBad_Si2, но кодирует УЗФБ (EGFP), амплифицированный из плазми-

ды pEGFP-C1 (Clontech), на сайте NcoI/BglII под контролем индуцируемого арабинозой промотора. 

Плазмиды pSi_266, pSi_267, pSi_268 и pSi_269, содержащие соответствующий эндогенный промотор, и 

фрагмент SteA1-20 (pSi_266), полноразмерную последовательность SteA (pSi_267), фрагмент SopE1-81 

(pSi_268) или фрагмент SopE1-105 (pSi_269), амплифицировали из геномной ДНК штамма S. enterica 

SL1344 и клонировали на сайт NcoI/KpnI плазмиды pBad-MycHisA (Invitrogen). 

Полноразмерные гены или их фрагменты амплифицировали со специфическими праймерами, пере-

численными ниже в табл. I, и клонировали в виде слитых конструкций с YopE1-138 в плазмиду pBad_Si2 

или в случае белка z-BIM (SEQ ID NO: 21), в плазмиду pBad_Si1 (см. табл. II ниже). Для слияния с SteA 

или SopE искусственные конструкты ДНК расщепляли протеазами KpnI/HindII и клонировали, соответ-

ственно, в pSi_266, pSi_267, pSi_268 или pSi_269. В случае генов видов бактерий использовали в качест-

ве матрицы очищенную геномную ДНК (S. flexneri M90T, Salmonella enterica подвид enterica serovar, Ty-

phimurium SL1344, Bartonella henselae ATCC 49882). Для генов человека использовали универсальную 

библиотеку кодирующих ДНК (кДНК) (Clontech), если не указано иначе (фиг. 15А-15М), гены данио ам-

плифицировали из библиотеки кДНК (любезный подарок от М. Аффолтер). Лигированные плазмиды 

клонировали в штамм Е. coli Top10. Проводили электропорацию плазмид с подтвержденной последова-

тельностью в требуемый штамм Y. enterocolitica или S. enterica с использованием параметров, как для 

стандартной электропорации Е. coli. 
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Таблица II. Клонированные слитые белки 
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Секреция белка Yop. 

Индукцию регулона уор осуществляли путем перевода культуры на температуру 37°С в среде BHI-

Ох (пермиссивные условия для секреции) [49]. В качестве источника углевода добавляли глюкозу (4 

мг/мл). 

Фракцию тотальных клеток и фракцию супернатанта разделяли центрифугированием при 20800 g в 

течение 10 мин при 4°С. Клеточную массу принимали за фракцию тотальных клеток. Белки в суперна-

танте преципитировали трихлоруксусной кислотой с конечной концентраций 10% (мас./об.) в течение 1 ч 

при 4°С. После центрифугирования (20800 g в течение 15 мин) и удаления супернатанта получившуюся 

клеточную массу промывали в ледяном ацетоне в течение ночи. Образцы снова центрифугировали, от-

брасывали супернатант и клеточную массу сушили на воздухе и ресуспендировали в 1× загрузочном кра-

сителе с додецилсульфатом натрия (ДСН). 

Секретированные белки анализировали электрофорезом в полиакриламидном геле в присутствии 

ДСН (ДСН-ПААГ-электрофорез); в каждом случае белки, секретированные 3×10
8
 бактериями, загружали 

на дорожку. Проводили определение специфических секретируемых белков иммуноблоттингом с ис-

пользованием 12,5% гелей для ДСН-ПААГ-электрофореза. Для определения белков в тотальных клетках 

загружали на дорожку 2×10
8
 бактерий, если не указано иначе, и белки отделяли на 12,5% геле для ДСН-

ПААГ-электрофореза перед детекцией с помощью иммуноблоттинга. 

Иммуноблоттинг проводили с использованием моноклональных антител крысы против YopE  

(MIPA193 - 13А9; 1:1000, [50]). Антисыворотку истощали два раза в течение ночи против штамма Y. en-

terocolitica ∆HOPEMT asd, чтобы снизить фоновое окрашивание. Определение проводили с вторичными 

антителами, направленными против антител крысы и конъюгированными с пероксидазой хрена (1:5000; 

Southern biotech), перед проявлением с помощью хемилюминесцентного субстрата ECL (LumiGlo, KPM). 

Культивирование клеток и процессы инфицирования. 

Клетки HeLa Ccl2, клетки фибробластов swiss 3Т3, 4Т1, B16F10 и D2A1 культивировали на среде 
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Игла, модифицированной по способу Дульбекко (DMEM) с добавлением 10% эмбриональной телячьей 

сыворотки (ЭТС) и 2 мМ L-глутамина (среда cDMEM). Клетки HUVEC выделяли и культивировали, как 

описано в [51]. Клетки Jurkat и 4Т1 культивировали в среде RPMI 1640 с добавлением 10% ЭТС и 2 мМ 

L-глутамина. Бактерии Y. enterocolitica выращивали на сердечно-мозговой вытяжке с добавками в тече-

ние ночи при комнатной температуре, разбавляли в свежей сердечно-мозговой вытяжке до оптической 

плотности при 600 нм (OD600), равной 0,2, и выращивали 2 ч при комнатной температуре перед осущест-

влением температурного сдвига на водяной бане-шейкере с температурой 37°С в течение дополнитель-

ных 30 мин или 1 ч в случае доставки УЗФБ. Наконец, бактерии собирали с помощью центрифугирова-

ния (относительное центробежное ускорение (ОЦУ) 6000, 30 с) и промывали один раз средой DMEM, в 

которую добавлены 10 мМ ГЭПЭС (HEPES) и 2 мМ L-глутамина. S. enterica выращивали на среде LB с 

добавками в течение ночи при 37°С и либо разводили 1:40 в свежей среде LB и выращивали в течение 

2,5 ч при 37°С (индуцирующие условия для SpiI системы С3Т), либо оставленную на ночь культуру до-

полнительно инкубировали при температуре 37°С (индуцирующие условия для SpiII системы С3Т). На-

конец, бактерии собирали с помощью центрифугирования (ОЦУ 6000, 30 с) и промывали один раз сре-

дой DMEM, в которую добавлены 10 мМ ГЭПЭС и 2 мМ L-глутамина. Клетки, посеянные в 96-луночные 

(для иммунофлуоресценции) или 6-луночные (для вестерн-блоттинга) планшеты, инфицировали бакте-

риями при указанных значениях MOI в среде DMEM, в которую добавлены 10 мМ ГЭПЭС и 2 мМ L-

глутамина. После добавления бактерий планшеты центрифугировали в течение 1 мин при ОЦУ 1750 и 

оставляли при температуре 37°С в течение указанных периодов времени. Убивали внеклеточные бакте-

рии гентамицином (100 мг/мл), если указано. В случае иммунофлуоресцентного анализа оценку инфици-

рования останавливали фиксацией 4% параформальдегидом (ПФА). Для вестерн-блоттинга клетки про-

мывали два раза ледяным фосфатно-солевым буфером (ФСБ) и добавляли лизирующий буфер Phospho-

safe (Novagen) для лизиса клеток. После инкубации на льду клетки центрифугировали (ОЦУ 16000, 25 

мин, 4°С). Супернатанты собирали и анализировали на содержание общего белка методом Бредфорд или 

методом с бицинхониновой кислотой (БХК) (Pierce) перед ДСН-ПААГ-электрофорезом и вестерн-

блоттингом с использованием анти-фосфо-Akt (фосфолированные остатки Ser473 и Т308, оба производ-

ства Cell Signaling), анти-актин (Millipore), анти-Bid (Cell Signaling), анти-Мус (Santa Cruz), анти-р38 

(Cell Signaling), анти-фосфо-р38 (фосфолированные остатки Thr180/Tyr182; Cell Signaling), анти-

(каспаза-3, субъединица p17) (Cell Signaling) и анти-Ink4С (Cell Signaling) антитела. 

Анализ секреции с S. enterica. 

Для индукции секреции белков бактериями S. enterica культивировали S. enterica в течение ночи в 

среде LB, содержащей 0,3М NaCl, на орбитальном шейкере (установленном на 150 об/мин). Затем S. en-

terica разбавляли 1:50 в свежей среде LB, содержащей 0,3М NaCl, и выращивали 4 ч при температуре 

37°С без встряхивания. 

Фракцию тотальных клеток и фракцию супернатанта разделяли центрифугированием при 20800 g в 

течение 20 мин при 4°С. Клеточную массу принимали за фракцию тотальных клеток. Белки в суперна-

танте преципитировали трихлоруксусной кислотой с конечной концентрацией 10% (мас./об) в течение 1 

ч при 4°С. После центрифугирования (20800 g в течение 15 мин) и удаления супернатанта получившуюся 

клеточную массу промывали в ледяном ацетоне в течение ночи. Образцы снова центрифугировали, от-

брасывали супернатант и клеточную массу сушили на воздухе и ресуспендировали в 1× загрузочном кра-

сителе с ДСН. 

Секретированные белки анализировали ДСН-ПААГ-электрофорезом; в каждом случае белки, сек-

ретированные 3×10
8
 бактериями, загружали на дорожку. Проводили определение специфических секре-

тированных белков иммуноблоттингом с использованием 12,5% гелей для ДСН-ПААГ-электрофореза. 

Для определения белков в тотальных клетках 2×10
8
 бактерий загружали на дорожку, если не указано 

иначе, и разделяли белки на 12,5% гелях для ДСН-ПААГ-электрофореза перед детекцией с помощью 

иммуноблоттинга. Иммуноблоттинг проводили с использованием анти-Мус (Santa Cruz) антитела. 

Вестерн-блоттинг транспонированных СС3Т белков из инфицированных клеток. 

Клетки HeLa в 6-луночных планшетах инфицировали при MOI 100, как описано выше. В случае ко-

инфекции со штаммом Y. enterocolitica, транслоцирующим протеазу TEV, устанавливали OD600 штаммов 

и смешивали две суспензии бактерий в пробирке с соотношением 1:1 (если не указано иначе) перед до-

бавлением к клеткам. В конце процесса инфицирования клетки два раза промывали ледяным ФСБ и со-

бирали соскабливанием в малые объемы ледяного ФСБ. После центрифугирования (ОЦУ 16000, 5 мин, 

4°С) клеточную массу растворяли в 0,002% дигитонине, в который добавляли коктейль ингибиторов 

протеазы (Roche complete, Roche). Растворенные клеточные массы инкубировали 5 мин на льду, а затем 

центрифугировали (ОЦУ 16000, 25 мин, 4°С). Собирали супернатанты и анализировали на содержание 

общего белка методом Бредфорд или методом с БЦК (Pierce) перед ДСН-ПААГ-электрофорезом и вес-

терн-блоттингом с использованием анти-Мус (Santa Cruz, 9E11) или анти-Ink4С (Cell Signaling) антитела. 

Иммунофлуоресценция. 

Клетки, посеянные в 96-луночные планшеты (Corning), инфицировали, как описано выше, и после 

фиксации 4% ПФА клетки промывали три раза ФСБ. Лунки блокировали с использованием 5% сыворот-
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ки козла в ФСБ с 0,3% Тритоном Х-100 в течение 1 ч при комнатной температуре. Первичное антитело 

(анти-Мус, Santa Cruz, 1:100) разбавляли в ФСБ с 1% бычьим сывороточным альбумином (БСА) и 0,3% 

Тритоном Х-100 и клетки инкубировали в течение ночи при 4°С. Клетки промывали 4 раза ФСБ перед 

добавлением второго антитела (антимышиное антитело с AF 488, life technologies, 1:250), разбавленным в 

ФСБ с 1% БСА и 0,3% Тритоном Х-100. При необходимости включали стадию окрашивания ДНК краси-

телем Хехст (life technologies, 1:2500) и/или окрашивание актина (Dy647-фаллоидин, DyeOmics). В неко-

торых случаях применяли только окрашивание ДНК и/или актина сразу после отмывания от ПФА. Клет-

ки инкубировали в течение 1 ч при комнатной температуре, промывали три раза ФСБ и анализировали с 

помощью автоматизированного анализа изображений, как описано ниже. 

Автоматизированная микроскопия и анализ изображений. 

Изображения получали автоматически с помощью системы ImageXpress Micro (Molecular devices, 

Саннивейл, США). Количественное определение интенсивностей анти-Мус-окрашивания проводили с 

использованием программного обеспечения MetaXpress (Molecular devices, Саннивейл, США). Области 

внутри клеток, за исключением ядерных областей и областей, содержащих бактерии, выбирали вручную 

(окружности с площадью 40 пикселей) и регистрировали среднюю интенсивность. 

Стимуляция фактором некроза опухолей альфа (ФНО-α) и вестерн-блоттинг фосфо-р38. 

Клетки HeLa, посеянные на 6-луночные планшеты, инфицировали при MOI 100, как описано выше. 

Спустя 30 мин после инфицирования добавляли гентамицин и спустя 45 мин после инфицирования до-

бавляли ФНО-α (10 нг/мл). Спустя 1 ч 15 мин после инфицирования клетки промывали два раза ледяным 

ФСБ и добавляли лизирующий буфер Phospho-safe (Novagen) для лизиса клеток. После инкубации на 

льду клетки центрифугировали (ОЦУ 16000, 25 мин, 4°С). Собирали супернатанты и анализировали на 

содержание общего белка методом Бредфорд или методом с БЦК (Pierce) перед ДСН-ПААГ-

электрофорезом и вестерн-блоттингом с использованием анти-фосфо-р38 антител, антител к общему р38 

(Cell Signaling) и анти-актин антитела (Millipore). 

Определение уровня цАМФ у инфицированных клеток HeLa. Клетки HeLa, посеянные на 96-

луночные планшеты, инфицировали, как описано выше. За 30 мин перед инфицированием среду cDMEM 

меняли на среду DMEM с добавлением 10 мМ ГЭПЭС и 2 мМ L-глутамина и 100 мкМ 3-изобутил-1-

метилксантина (ИБМК, Sigma Aldrich). Спустя 60 мин после инфицирования добавляли гентамицин и 

дополнительно инкубировали клетки при 37°С еще 90 мин. Определение цАМФ проводили с использо-

ванием конкурентного твердофазного иммуноферментного анализа (ELISA) в соответствии с инструк-

циями производителя (Amersham, cAMP Biotrak, RPN225). В качестве положительного контроля добав-

ляли указанное количество холерного токсина (С8052, Sigma Aldrich) к клеткам на 1 ч в среде DMEM, в 

которую добавлены 10 мМ ГЭПЭС и 2 мМ L-глутамина и 100 мкМ ИБМК. 

Процессы инфицирования эмбрионов дарио, получение изображений и автоматизированное коли-

чественный анализ изображения. Все эксперименты на животных проводились в соответствии с приня-

тыми руководствами. Дарио содержали в стандартных условиях [52]. Эмбрионы делили на стадии по 

часам после оплодотворения при 28,5°С [53]. Следующие линии дарио использовали при исследовании: 

рыба дикого типа (линии AB/EK и EK/TL). Протокол инфицирования соответствовал руководствам, 

представленным в [54]. Эмбрионы на стадии 12 ч после оплодотворения содержали в среде Е3, содержа-

щей 0,2 мМ N-фенилтиомочевину (ФТМ) для предотвращения образования пигмента. Эмбрионы на ста-

дии 2 дня после оплодотворения анестезировали 0,2 мг/мл трикаина и выравнивали на 1% агаровых чаш-

ках в среде Е3 с использованием волосяной петли [54]. Y. enterocolitica выращивали на сердечно-

мозговой вытяжке с добавлением 0,4% арабинозы и антибиотиков и мДАП в течение ночи при комнат-

ной температуре, разбавляли в свежей сердечно-мозговой вытяжке с 0,5% арабинозой и другими добав-

ками до OD600, равной 0,2, и выращивали 2 ч при комнатной температуре перед осуществлением темпе-

ратурного сдвига на водяной бане-шейкере с температурой 37°С в течение дополнительных 45 мин. На-

конец, бактерии собирали центрифугированием (ОЦУ 6000, 30 с) и промывали один раз ФСБ. OD600 ус-

танавливали равным 2 в ФСБ, содержащем мДАП. Проводили инъекцию 1-2 нл этой суспензии в задний 

мозг выровненных эмбрионов дарио с использованием микроинъектора Femtojet Microinjector (Ep-

pendorf) с каппилярами Femtotips II (Eppendorf), где конец иглы обламывали тонкими щипцами. Время 

инъекции устанавливали 0,2 с и компенсационное давление 15 гПа (Eppendorf, Femtojet), а давление инъ-

екции настраивали от 600 до 800 гПа. Размер капли и, таким образом, инокулят проверяли с помощью 

микроскопии и контрольным посевом на чашки Петри. После микроинъекции рыбу собирали на среду 

ЕЗ, содержащую трикаин и ФТМ, и инкубировали 30 мин при 37°С и дополнительно инкубировали в 

течение 5 ч при 28°С. Использовали флуоресцентный бинокуляр (Leica) для наблюдения за флуоресцен-

цией бактерий УЗФБ спустя 1 ч после инфицирования в заднем мозге дарио, и эмбрионы, которые не 

были должным образом инъецированы, отбрасывали. В конце процесса инфицирования рыбу фиксиро-

вали 2% ледяным ПФА в течение 1 ч на льду и дополнительно свежим ледяным ПФА в течение ночи при 

4°С. Окрашивание антителами проводили, как описано ранее [55, 56]. Кратко, эмбрионы промывали 4 

раза ФСБ с 0,1% Твином (ФСБ-Т) по 5 мин каждую промывку и пермеабилизировали с помощью ФСБ-

Т+0,5% Тритон Х-100 в течение 30 мин при комнатной температуре. Эмбрионы блокировали в блоки-
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рующем растворе (ФСБ, 0,1% Твин, 0,1% Тритон Х-100, 5% сыворотка козла и 1% БСА) при 4°С в тече-

ние ночи. Антитело (Cleaved Caspase-3 (Asp175), Cell Signaling) разводили 1:100 в блокирующем раство-

ре и инкубировали со встряхиванием при 4°С в темноте. Рыбу промывали 7 раз ФСБ с 0,1% Твином в 

течение 30 мин перед тем, как добавляли второе антитело (антитело козла против кролика с AF647, Invi-

trogen, 1:500), разведенное в блокирующем растворе, и инкубировали при 4°С в течение ночи. Личинки 

промывали ФСБ с 0,1% Твином четыре раза в течение 30 мин при 4°С и один раз ночью и дополнительно 

промывали 3-4 раза. Изображения получали с помощью конфокального микроскопа Leica TCS SP5 с ис-

пользованием 40× водноиммерсионного объектива. 

Изображения анализировали с использованием программного обеспечения Imaris (Bitplane) и Image 

J (http://imagej.nih.gov/ij/). 

Анализ изображений (n=14 для pBad_Si2 или n=19 для z-BIM) проводили посредством CellProfiler 

[57] по максимальной интенсивности проекций по оси z зарегистрированных изображений z-стеков. 

Вкратце, бактерии определяли через GFP-канал. Около каждой области пятна бактерий создавали круг с 

радиусом 10 пикселей. Перекрывающиеся области разделяли поровну между контактирующими члена-

ми. В этих областях, плотно окружающих бактерии, измеряли интенсивность окрашивания субъединицы 

р17 каспазы 3. 

Приготовление образцов для фосфопротеомики. 

Для каждого случая на двух 6-луночных планшетах выращивали клетки HeLa CCL-2 до достижения 

состояния конфлюенции. Клетки инфицировали в течение 30 мин, как описано выше. В обозначенные 

моменты времени планшеты помещали на лед и промывали два раза ледяным ФСБ. Образцы затем соби-

рали в раствор мочевины [8М мочевина (AppliChem), 0,1М бикарбонат аммония (Sigma), 0,1% детергент 

RapiGest (Waters), 1× набор ингибиторов PhosSTOP (Roche)]. Образцы непродолжительное время пере-

мешивали на вортексе, обрабатывали ультразвуком при 4°С (Hielscher), встряхивали в течение 5 мин на 

термомиксере (Eppendorf) и центрифугировали 20 мин при 4°С и 16000 g. Супернатанты собирали и хра-

нили при -80°С для дополнительной обработки. Метод анализа белков с БХК (Pierce) применяли для из-

мерения концентрации белка. 

Обогащение фосфопептидов. 

Восстанавливали дисульфидные связи трис-(2-карбоксиэтил)фосфином с конечной концентрацией 

10 мМ при 37°С в течение 1 ч. Свободные тиоловые группы алкилировали 20 мМ иодоацетимида (Sigma) 

при комнатной температуре в течение 30 мин в темноте. Избыток иодоацетамида нейтрализовывали N-

ацетилцистеином с конечной концентрацией 25 мМ в течение 10 мин при комнатной температуре. До-

бавляли эндопептидазу Lys-C (Wako) до конечного соотношения фермент/белок 1:200 (об./об.) и инкуби-

ровали 4 ч при 37°С. Раствор последовательно разводили 0,1М бикарбонатом аммония (Sigma) до конеч-

ной концентрации ниже 2М мочевины и подвергали ферментативному расщеплению в течение ночи при 

37°С модифицированным трипсином для секвенирования (Promega) при соотношении белка к ферменту 

50:1. Пептиды обессаливали на картридже С18 Sep-Pak (Waters) и сушили под вакуумом. Фосфопептиды 

выделяли из 2 мг общей пептидной массы с помощью TiO2, как описано ранее [58]. Вкратце, высушен-

ные пептиды растворяли в растворе 80% ацетонитрил (АЦН) - 2,5% трифторуксусная кислота (ТФК), 

насыщенном фталовой кислотой. Пептиды добавляли к такому же объему уравновешенного TiO2 (размер 

гранул 5 мкм, GL Sciences) в блокированной спин-колонке Mobicol (MoBiTec), которую инкубировали 30 

мин с ротацией сверху вниз и снизу вверх. Колонку промывали два раза насыщенным раствором фтало-

вой кислоты, два раза раствором 80% ацетонитрила и 0,1% ТФК и, наконец, два раза 0,1% ТФК. Пептиды 

элюировали 0,3М раствором NH4OH. Подводили рН элюатов 5% раствором ТФК и 2М HCl до рН ниже 

2,5. Снова обессаливали фосфопептиды на микроспин-картриджах С18 (Harvard Apparatus). 

Анализ жидкостной хроматографией с тандемной масс-спектрометрией (ЖХ-МС/МС). 

Хроматографическое разделение пептидов выполняли с использованием системы EASY nano-LC 

(Thermo Fisher Scientific), оборудованной нагреваемой колонкой для обращено-фазовой высокоэффек-

тивной жидкостной хроматографии (ОФ ВЭЖХ) (75 мкм × 45 см), предзаполненной 1,9 мкм смолы С18 

(Reprosil-AQ Pur, Dr. Maisch). Аликвоты 1 мкг образца общих фосфопептидов анализировали за цикл 

ЖХ-МС/МС с использованием линейного градиента в диапазоне от 98% растворителя А (0,15% муравь-

иная кислота) и 2% растворителя В (98% ацетонитирила, 2% воды, 0,15% муравьиной кислоты) до 30% 

растворителя В за 120 мин с линейной скоростью потока 200 нл/мин. Масс-спектрометрию проводили на 

масс-спектрометре LTQ-Orbitrap масс-спектрометре с двойным давлением, оборудованным источником 

ионизации наноэлектрораспылением (оба производства Thermo Fisher Scientific). После каждого скана 

первой масс-спектрометрии (МС1) (полученным в Orbitrap) следовала индуцируемая столкновениями 

диссоциация (CID, получаемая в LTQ) 20 наиболее распространенных ионов-предшественников с дина-

мическим исключением на 30 с. Для анализа фосфопептидов 10 наиболее распространенных ионов-

предшественников подвергали индуцируемой столкновениями диссоциации с разрешенной многоста-

дийной активацией. Общее время цикла составляло приблизительно 2 с. Для МС1 в камере Orbitrap на-

капливали 10
6
 ионов за максимальное время 300 мс и сканировали с разрешением 60000 FWHM (полная 

ширина на половине высоты) (при 400 m/z). Сканы масс-спектрометрии 2 (МС2) получали с использова-
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нием нормального режима сканирования, настройкой цели в 10
4
 ионов и временем накопления 25 мс. 

Однозарядные ионы и ионы с неопределенным заряженным состоянием исключались из запускающих 

МС2 событий. Нормализованную энергию столкновения устанавливали на 32% и для каждого спектра 

получали один микроскан. 

Безмаркерное количественное определение и поиск по базам данных. 

Полученные файлы формата raw импортировали в инструментальное программное средство Pro-

genesis (Nonlinear Dynamics, версия 4.0) для безмаркерного количественного определения, используя па-

раметры по умолчанию. Спектры МС2 напрямую экспортировали из Progenesis в формат mgf и осущест-

вляли поиск с использованием алгоритма MASCOT (Matrix Science, версия 2.4) против базы данных 

ложных белков [59], содержащей нормальные и обратные последовательности предсказанных записей 

данных SwissProt по Homo sapiens (www.ebi.ac.uk, дата выпуска 16/05/2012) и традиционно встречаю-

щиеся контаминанты (в общем 41250 последовательностей), созданных с использованием инструмента 

SequenceReverser из программного обеспечения MaxQuant (версия 1.0.13.13). Чтобы идентифицировать 

белки, происходящие из Y. enterocolitica, образцы, не обогащенные фосфопептидами, искали против той 

же самой упомянутой выше базы данных, включая предсказанные записи данных SwissProt no Y. entero-

colitica (www.ebi.ac.uk, дата выпуска 15/08/2013). Допуск на ион-предшественник установили на 10 млн 

долей (ppm) и допуск на фрагментарный ион установили на 0,6 Да. Критерий поиска установили сле-

дующий: требовалась полная специфичность для трипсина (расщепление после остатков лизина или арг-

нина, если следующим остатком был не пролин), допускалось 2 пропущенных расщепления, карбамидо-

метилирование (С) установили как фиксированную модификацию и фосфорилирование (S, T, Y,) или 

окисление (М) в качестве переменной модификации для обогащенных TiO2 или необогащенных образцов 

соответственно. Наконец, результаты поиска по базам данных экспортировали как файлы формата xml и 

импортировали назад в программное обеспечение Progenesis для назначения признаков у MCl. Для коли-

чественного определения фосфопептидов файл формата csv, содержащий интенсивности пиков MCl всех 

определенных признаков, экспортировали, а для необогащенных образцов создавали файл csv, содержа-

щий измерения белка на основе суммированных интенсивностей пиков всех идентифицированных пеп-

тидов на белок. Важно, чтобы программное обеспечение Progenesis было настроено так, что белки, иден-

тифицируемые схожими наборами пептидов, группируются вместе и что используются только не кон-

фликтующие пептиды со специфическими последовательностями для одиночных белков в базе данных 

для количественного определения белка. Оба файла дополнительно обрабатывались с использованием 

собственного разработанного на языке R скрипта SafeQuant v1.0 (неопубликованные данные, доступны 

на https://github.com/eahrne/SafeQuant/). Вкратце, программное обеспечение устанавливает процент лож-

ноположительных результатов при идентификации в 1% (на основе числа совпадений в базе данных по-

следовательностей ложных белков) и нормализирует идентифицированные интенсивности пиков МС1 

(экстрагированная ионная хроматограмма, XIC) среди всех образцов, т.е. суммированная XIC всех уве-

ренно идентифицированных пептидных признаков приведена к такому масштабу, чтобы быть эквива-

лентной всем циклам ЖХ-МС. Далее всем определенным количественно фосфопептидам/белкам при-

сваивается отношение интенсивности в каждый момент времени на основе средней XIC за единицу вре-

мени. Статическая значимость каждого отношения представлена его q-значению (р-значения, скорректи-

рованные по проценту ложноположительных результатов), полученным путем расчета модифицирован-

ных t-статистических р-значений [60], и корректировки для множественных сравнений [61]. Локализация 

фосфорилированных остатков автоматически присваивалось алгоритмом MASCOT (значение >10). Все 

аннотированные спектры вместе с файлами формата raw масс-спектрометрии и использованными пара-

метрами поиска будут размещены на ProteomeXchange Consortium  

(http://proteomecentral.proteomexchange.org) через партнерское хранилище PRIDE [62]. 

Выравнивание последовательности выполняли с использованием принадлежащей Европейской мо-

лекулярно-биологической лаборатории и Европейскому институту биоинформатики (EMBL-EBI) веб-

версии инструмента выравнивания множества последовательностей ClustalW2 на сайте 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/. 

В) Результаты. 

Система доставки белков на основе секреции 3 типа слитых белков YopE. 

Тогда как самый N-конец эффектора YopE (SEQ ID NO: 1) системы С3T Y. enterocolitica содержит 

сигнал секреции, достаточный для транслокации гетерогенных белков [10], сайт связывания с шаперо-

ном (CBS) для его шаперона (SycE) в него не включен [63]. Авторы настоящего изобретения выбрали 

138 N-концевых аминокислот YopE (SEQ ID NO: 2) для слияния с доставляемыми белками, так как было 

показано, что это дает самые лучшие результаты в отношении транслокации других гетерологичных 

С3Т-субстратов [38]. Поскольку эти 138 N-концевых аминокислот YopE содержат сайт связывания с ша-

пероном, авторы настоящего изобретения решили осуществить коэкспрессию SycE. Фрагмент SycE-

YopE1-138, клонированный из очищенной плазмиды вирулентности Y. enterocolitica pYV40, содержит 

эндогенные промоторы YopE и его шаперона SycE (фиг. 10). Таким образом, SycE и любой слитый с 

YopE1-138 белок индуцируются быстрым температурным сдвигом от роста при комнатной температуре до 

температуры 37°С. Время культивирования при 37°С будет влиять на количество слитого белка, присут-
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ствующего в бактериях. Сайт множественного клонирования (MCS) добавляли к 3'-концу YopE1-138 (фиг. 

10 В), за ним следовали Мус-метка и метка из 6 Hys (6xHis-метка) и стоп-кодон. 

Тщательно выбирали фоновый штамм. Во-первых, чтобы ограничить транслокацию эндогенных 

эффекторов, авторы настоящего изобретения применяли штамм Y. enterocolitica, у которого удалили все 

известные эффекторы, Yop Н, О, Р, Е, М и Т (называется ∆НОРЕМТ) [64]. Дополнительно авторы при-

меняли ауксотрофный мутант, который не может расти при отсутствии экзогенной мезо-2,6-

диаминопимелиновой кислоты [65]. У этого штамма удаляли ген аспартат-β-семиальдегиддегидрогеназы 

(∆asd) и классифицировали как уровень 1 биологической безопасности согласно Швейцарском агентству 

безопасности (поправка к А010088/2). Дополнительно авторы настоящего изобретения удаляли белки 

адгезии YadA и/или InvA, чтобы предложить более широкий выбор фоновых штаммов. Тогда как приме-

нение штаммов yadA или yadA/invA снижает индуцированную фоновую передачу сигналов [66], это 

также влияет на количество доставляемого белка [67]. 

Характеризация доставки слитого белка YopE внутрь эукариотических клеток. 

При анализе секреции in vitro (см. фиг. 1А) секреция белка в окружающую жидкость индуцируют 

искусственно. После преципитации белка с помощью ТХК применяли вестерн-блоттинг с анти-YopE 

антителом для определения количеств секретируемого белка (фиг. 1В). Тогда как штамм дикого типа 

(wt) секретировал полноразмерный YopE, штаммы ∆НОРЕМТ asd этого не делали. В результате наличия 

YopE1-138-Myc-His (далее обозначаемом YopE1-138-Мус; SEQ ID NO: 3) стала видна малая полоса YopE 

(фиг. 1В). Следовательно, фрагмент YopE1-138 хорошо секретируется в условиях, описанных в настоящей 

заявке. Для анализа гомогенности транслокации белка внутрь эукариотических клеток авторы настояще-

го изобретения инфицировали клетки HeLa штаммом, кодирующим YopE1-138-Myc, и окрашивали Мус-

метку с помощью иммунофлуоресценции (IF) (фиг. 2А и В). Тогда как в начале окрашивались только 

бактерии, спустя 30 мин после инфицирования становятся видны очертания клеток, которые становятся 

интенсивнее при увеличенном времени инфицирования (фиг. 2В). Эта тенденция хорошо отражена ин-

тенсивностью окрашивания Мус-метки внутри клеток HeLa (фиг. 2А и В). YopE1-138-Myc можно опреде-

лить повсюду в клетках (фиг. 2А), кроме ядер [68]. Примечательно, что большинство, если не все клетки 

в сравнительной степени были затронуты этим подходом. Так как известно, что Y. enterocolitica инфици-

рует множество разных типов клеток [69], авторы настоящего изобретения следили за доставкой  

YopE1-138-Myc в различные линии клеток. Наблюдали такое же гомогенное иммунофлуоресцентное анти-

Мус-окрашивание у инфицированных фибробластов мыши, клеток Jurkat и клеток HUVEC (фиг. 11). Бо-

лее того, снижение или увеличение MOI позволяет модулировать количество доставляемого белка (фиг. 

2С), тогда как большинство клеток всё также остаются мишенями. Низкое число бактерий не приведет к 

появлению нескольких клеток со множеством доставляемого белка, но скорей к большинству клеток, 

содержащих низкое количество доставляемого белка (фиг. 2С). 

Перенаправление доставляемых СС3Т белков в ядро. 

Так как сам белок YopE локализуется в цитоплазме (фиг. 2А), особенно интересно проверить, за-

трудняет ли фрагмент YopE1-138 локализацию ядерных слитых белков. Таким образом, авторы настояще-

го изобретения добавляли сигнал ядерной локализации (NSL) вируса SV40 к С-концу (и N-концу, схожие 

результаты) YopE1-138-УЗФБ (соответственно, SEQ ID NO: 39 и SEQ ID NO: 38). Тогда как YopE1-138-

УЗФБ (SEQ ID NO: 37) приводил к слабому цитоплазматическому окрашиванию, YopE1-138-УЗФБ-NLS 

вызывал более сильный ядерный сигнал УЗФБ в инфицированных клетках HeLa (фиг. 3). Это указывает, 

что фрагмент YopE1-138 совместим с применением сигнала ядерной локализации (NLS). Тогда как mCher-

ry уже применяли у патогенов растений [70], это демонстрирует успешную доставку ЗФР-подобного 

белка посредством патогенных бактерий человека или животных, кодирующих СС3Т. Это подтверждает, 

что стратегия на основе SycE и YopE1-138 является очень многообещающей для доставки множества вы-

бранных белков. 

Удаление остатка YopE1-138 после транслокации слитого белка внутрь эукариотической клетки. 

Хотя бактериальная доставка фрагмента YopE1-138 дает множество преимуществ, она может поме-

шать функционированию слитых белков и/или их локализации. Таким образом, удаление этого фрагмен-

та после доставки белка было бы оптимальным. С этой целью, авторы настоящего изобретения ввели два 

сайта расщепления протеазой TEV (ENLYFQS) [71-73] между YopE1-138 и слитым партнером (регулятор 

транскрипции ЕТ1-Мус (SEQ ID NO: 36 и 41) [74] и INK4C человека (SEQ ID NO: 40 и SEQ ID NO: 43)). 

Для сохранения преимуществ настоящего способа авторы дополнительно осуществили слияние протеазы 

TEV (вариант S219V; [75]) с YopE1-138 (SEQ ID NO: 42) в другом штамме Y. enterocolitica. Клетки HeLa 

инфицировали обоими штаммами сразу. Чтобы была возможность провести анализ только транслоциро-

ванных фракций белков, инфицированные клетки HeLa лизировали спустя 2 ч после инфицирования 

(фиг. 4) дигитонином, который, как известно, не лизирует бактерии ([76]; см. фиг. 12, контроль). Вес-

терн-блоттинг показал наличие только YopE1-138-(2 сайта расщепления протеазой TEV)-ET1-Myc или 

только YopE1-138-(2 сайта расщепления протеазой TEV)-Flag-INK4C-Мус, когда клетки инфицировали 

соответствующим штаммом (фиг. 4А и С). В результате расщепления в течении ночи эти клеточных ли-

затов очищенной протеазой TEV можно было наблюдать сдвинутую полосу (фиг. 4 А и С). Эта полоса 
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отвечает ET1-Мус (фиг. 4С) или Flag-INK4C (фиг. 4А) с N-концевыми остатками сайта расщепления 

протеазой TEV, вероятней всего представленными только одним серином. В результате коинфицирова-

ния клеток штаммом, доставляющим протеазу TEV, становятся видимыми одинаковые расщепленные 

фрагменты ET1-Мус или Flag-INK4C, указывая на то, что протеаза TEV, доставленная посредством 

СС3Т, является функциональной и что отдельные клетки были инфицированы обоими штаммами бакте-

рий (фиг. 4А и С). Хотя расщепление не закончено, большая часть транслоцированного белка оказывает-

ся расщепленной уже спустя 2 ч после инфицирования и даже расщепление очищенной протеазой TEV в 

течение ночи не достигало лучших скоростей расщепления (фиг. 4В). Как отмечалось, расщепление на 

основе протеазы TEV может потребовать оптимизации в зависимости от слитого белка [77, 78]. Зависи-

мое от протеазы TEV удаление остатка YopE1-138 после транслокации, следовательно, впервые обеспечи-

вает доставку белков системой С3T в отношении практически нативных гетерологичных белков, изменяя 

аминокислотную композицию только на одну N-концевую аминокислоту. 

Альтернативный подход к расщеплению на основе протеазы TEV фрагмента YopE состоит во 

включении убиквитина в слитый белок, представляющий интерес. Действительно убиквитин подвергает-

ся процессированию по своему С-концу группой эндогенных специфичных к убиквитину С-концевых 

протеаз (деубиквитинирующие ферменты, DUB). Так как расщепление предполагается происходит на 

самом С-конце убиквитина (после G76), интересующий белок не должен содержать дополнительной 

аминокислотной последовательности. Этот способ проверили на слитом белке YopE1-138-убиквитин-Flag-

INK4C-MycHis. В контрольных клетках, инфицированных бактериями, экспрессирующими YopE1-138-

Flag-INK4C-MycHis, обнаруживали полосу, соответствующую YopE1-138-Flag-INK4C-MycHis, указываю-

щую на эффективную транслокацию слитого белка (фиг. 24). Когда клетки инфицировали в течение 1 ч 

бактериями, экспрессирующими YopE1-138-убиквитин-Flag-INK4C-MycHis, была видна дополнительная 

полоса, соответствующая размеру Flag-INK4C-MycHis, указывающая на то, что часть слитого белка была 

расщеплена. Данный результат показывает, что введение убиквитина в слитый белок позволяет отщеп-

лять фрагмент YopE1-138 без необходимости применять экзогенную протеазу. 

Транслокация эффекторов бактерий III типа и IV типа. 

Белок SopE из Salmonella enterica является хорошо охарактеризованным фактором обмена гуанино-

вых нуклеотидов (GEF), который взаимодействует с Cdc42, стимулируя ремоделирование актинового 

цитоскелета [79]. В то время как транслокация YopE1-138-Мус внутрь клеток HeLa не оказывает эффекта, 

транспонированный YopE1-138-SopE (SEQ ID NO: 5 и 135) индуцирует значительные изменения в актино-

вой сети (фиг. 5А). Похожие результаты получали с другим эффекторным белком, представляющим фак-

тор обмена гуаниновых нуклеотидов, IpgB1 из Shigella flexneri (SEQ ID NO: 4). Примечательно, что пер-

вые изменения в актиновом цитоскелете наблюдали уже так скоро, как спустя 2 мин после инфицирова-

ния (фиг. 5А). Таким образом, можно прийти к выводу, что СС3Т-зависимая доставка белков происходит 

сразу после инициирования инфекции центрифугированием. Для доказательства строгого СС3Т-

зависимого транспорта один из белков системы С3Т, образующий транслоцирующую пору внутрь эука-

риотической клетки, удаляли (YopB, см. [80]) (фиг. 12). 

В ходе инфицирования Salmonella после транслокации SopE происходила транслокация SptP, кото-

рый функционирует как активирующий ГТФазу белок (GAP) для Cdc42 [81]. Несмотря на то, что транс-

локация YopE1-138-SopE-Myc (SEQ ID NO: 135) сама по себе запускает массивные перестройки F-актина, 

коинфицирование бактериями, экспрессирующими YopE1-138-SptP (SEQ ID NO: 8), устраняла данный 

эффект дозозависимым способом (фиг. 5В). Анти-Мус-окрашивание показало, что причиной этого инги-

бирования был не сниженный уровень транслокации YopE1-138-SopE-Myc (фиг. 5В). Вместе эти результа-

ты показали, что коинфицирование клеток двумя штаммами бактерий является надежным способом дос-

тавки двух различных эффекторов в отдельные клетки с целью выяснить их функциональное взаимодей-

ствие. 

Эффектор III типа OspF S. flexneri функционирует как фосфотреонинлиаза, которая дефосфорили-

рует МАР-киназы р38 и ERK [82]. Для проверки функциональных свойств транслоцированного белка 

YopE1-138-OspF (SEQ ID NO: 7) авторы настоящего изобретения осуществляли мониторинг фосфорили-

рования р38 после стимуляции с помощью ФНО-α. В неинфицированных клетках или в клетках, инфи-

цированных бактериями, экспрессирующими YopE1-138-Myc, ФНО-α индуцировал фосфорилирование 

р38. Напротив, после транслокации YopE1-138-OspF индуцируемое ФНО-α фосфорилирование прекрати-

лось, показывая, что доставленный OspF является активным по отношению к р38 (фиг. 6А). 

В ходе инфекции Salmonella эффектор III типа SopB защищает эпителиальные клетки от апоптоза 

путем поддерживаемой активации белка Akt [83]. Несмотря на то, что транслокация YopE1-138-Myc или 

YopE1-138-SopE не влияет на Akt, транслокация YopE1-138-SopB (SEQ ID NO: 6) индуцировала значитель-

ное фосфорилирование Akt в положениях Т308 и S473, отражающее активную форму (фиг. 6В). Схожие 

результаты получали с гомологом SopB из S. flexneri (IpgD, SEQ ID NO: 9). В совокупности результаты 

авторов настоящего изобретения показывают, что система доставки на основе YopE1-138 функционирует 

для всех эффекторов С3Т-системы, проверенных до настоящего времени, и это позволяет изучать белки, 

участвующие в контроле центральных клеточных функций, включая цитоскелет, процесс воспаления и 
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выживание клетки. 

Ряд бактерий, включая Agrobacterium tumefaciens, Legionella pneumophila и Bartonella henselae, ис-

пользуют секрецию IV типа для инъекции эффекторов в клетки. Авторы настоящего изобретения прове-

рили, можно ли транслоцировать эффектор IV типа ВерА из В. henselae внутрь клеток HeLa, применяя 

наш инструмент. Полноразмерный белок ВерА (SEQ ID NO: 10) и BepAE305-end (SEQ ID NO: 11), содер-

жащий С-концевой домен Bid, клонировали и клетки инфицировали соответствующими штаммами. По-

скольку было показано, что ВерА индуцирует выработку циклического АМФ (цАМФ) [84], после инфи-

цирования измеряли уровень цАМФ в клетках HeLa. В то время как транслокация домена Bid эффектора 

BepG В. henselae (SEQ ID NO: 136) не смогла индуцировать выработку цАМФ, полноразмерный ВерА и 

BepAE305-end запускали выработку цАМФ в ожидаемых количествах [84] (фиг. 6С). Эти результаты пока-

зывают, что эффекторы IV типа также можно эффективно доставлять системой доставки на основе 

YopE1-138 в клетки-мишени и что они являются функциональными белками. 

Транслокация эукариотических белков внутрь эпителиальных клеток. 

С целью показать, что белки человека можно транслоцировать посредством секреции III типа авто-

ры настоящего изобретения осуществили слияние индукторов апоптоза человека в случае доставки Y. 

enterocolitica с YopE1-138 или в случае доставки S. enterica с SteA1-20, SteA, SopE1-81 или SopE1-105. Затем 

авторы осуществляли мониторинг транслокации человеческого взаимодействующего с ВН3 агониста 

домена смерти (BID, SEQ ID NO: 24), который является проапоптотическим членом семейства белков 

Bcl-2. Он является посредником повреждения митохондрий, индуцируемого каспазой-8 (CASP8). CASP8 

расщепляет BID, и происходит транслокация усеченного BID (tBID, SEQ ID NO: 25) в митохондрии, где 

он запускает высвобождение цитохрома с. Последнее приводит к внутреннему режиму активации каспа-

зы 3 (CASP3), в ходе которой она расщепляется на субъединицы размером 17 и 12 кДа [85]. Несмотря на 

то, что инфицирование в течение 1 ч Y. enterocolitica, экспрессирующей YopE1-138-Myc или YopE1-138-

BID, не смогло индуцировать апоптоз, транслокация tBID человека запускает клеточную смерть в боль-

шем масштабе, чем хорошо охарактеризованный индуктор апоптоза стауроспорин (фиг. 7А и С). Как 

ожидалось, транслокация tBID ведет к продуцированию субъединицы р17 CASP3 даже в еще больших 

количествах, чем со стауроспорином (фиг. 7А). Для того чтобы можно было провести сравнение коли-

честв транслоцированного белка с количеством эндогенного Bid, клетки HeLa лизировали дигитонином 

и анализировали вестерн-блоттингом с использованием анти-Bid антитела (фиг. 7В). Доставленный 

СС3Т белок YopE1-138-tBID достиг приблизительно уровней эндогенного Bid в клетках HeLa, тогда как 

доставленный YopE1-138-BID присутствовал в еще больших количествах (2,5 раза) (фиг. 7В). Глубокое 

протеомное и транскриптомное картирование клеток HeLa дало по расчетам результат 4,4×10
5
 копий BID 

на клетку [86]. Таким образом, можно сделать вывод, что СС3Т-зависимая доставка белка человека дос-

тигает значений 10
5
-10

6
 белков на клетку. Эти числа соответствуют количеству копий на клетку у нано-

частиц, транслоцированных посредством СС3Т Е. coli [19]. Предполагая установку фактора 10 для MOI и 

для длительности инфицирования, фактора 3,2 для момента времени добавления антибиотика и для вре-

мени культивирования при 37°С перед инфицированием, количество копий доставляемого белка на клет-

ку можно задать от нескольких 1000 копий/клетка до нескольких 10
6
 копий/клетка. В совокупности эти 

результаты указывают, что транслоцированный tBID функционировал и его доставка была на соответст-

вующем уровне. Это подтвердило пригодность инструмента для транслокации для изучения роли белков 

в регуляции апоптоза, центрального аспекта клеточной биологии. 

Авторы настоящего изобретения дополнительно осуществили слияние tBID мыши (кодон-

оптимизированного для Y. enterocolitica; SEQ ID NO: 194) или ВН3-доменов tBID мыши или ВАХ мыши 

(в обоих случаях кодон-оптимизированных для Y. enterocolitica; SEQ ID NO: 138 и 139) с YopE1-138 для 

доставки Y. enterocolitica. В то время как инфицирование в течение 2,5 ч штаммом Y. enterocolitica 

∆HOPEMT asd, не доставляющим белок или доставляющим YopE1-138-Мус, не смогло запустить апоптоз, 

транслокация tBID мыши (кодон-оптимизированного для Y. enterocolitica, SEQ ID NO: 194) запускало 

клеточную смерть в клетках B16F10 (фиг. 16), D2A1 (фиг. 17), HeLa (фиг. 18) и 4Т1 (фиг. 19). Трансло-

кация ВН3-домена BID мыши, кодон-оптимизированного для Y. enterocolitica (SEQ ID NO: 138), или 

ВАХ мыши, кодон-оптимизированного для Y. enterocolaitica (SEQ ID NO: 139), также было найдено, что 

индуцируют массовую клеточную смерть в клетках B16F10 (фиг. 16), D2A1 (фиг. 17), HeLa (фиг. 18) и 

4Т1 (фиг. 19). 

В то время как инфицирование в течение 4 ч бактериями S. enterica aroA не смогло индуцировать 

апоптоз, транслокация tBID мыши запускало апоптоз, так как транслокация t мыши приводила к выра-

ботке субъединицы р17 CASP3 (фиг. 20 и 21). Масштаб индукции апоптоза для слитых с SopE белков 

был больше при применении условий, индуцирующих SpiI СС3Т (фиг. 20), что отражает транспорт SopE 

исключительно SpiI СС3Т. tBid мыши, слитый с SteA1-20, не смог индуцировать апоптоз, вполне вероятно 

потому что сигнал секреции в пределах 20 N-концевых аминокислот SteA не является достаточным, что-

бы осуществлять доставку слитого белка (фиг. 20 и 21). tBid мыши, слитый с полноразмерным SteA, 

приводил к индукции апоптоза в клетках HeLa (фиг. 20 и 21), в условиях, индуцирующих оба SpiI и SpiII 

СС3Т, отражая способность SteA транспортироваться обоими СС3Т. Следует отметить, что даже в усло-
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виях, индуцирующих SpiII СС3Т, ожидается частичная активность SpiI СС3Т, как наблюдали по актив-

ности слитых с SopE белков в условиях, индуцирующих SpiII СС3Т (фиг. 21). 

Кроме тщательно функционально разобранных в настоящей заявке транслоцируемых эукаоритиче-

ских белков, несколько других эукариотических белков секретировали с использованием описанного в 

настоящей заявке инструмента. Это включает в случае доставки Y. enterocolitica (фиг. 13, 14 и 23) белки 

из регуляции клеточного цикла (Mad2 (SEQ ID NO: 15), CDK1 (SEQ ID NO: 14), INK4A (SEQ ID NO: 16), 

INK4B (SEQ ID NO: 17) и INK4C (SEQ ID NO: 18)), а также их части (INK4A, остатки 84-103 (SEQ ID 

NO: 158), р107, остатки 657-662 (SEQ ID NO: 159), р21, остатки 141-160 (SEQ ID NO: 160), р21, остатки 

145-160 (SEQ ID NO: 161), р21, остатки 17-33 (SEQ ID NO: 162) и циклин D2, остатки 139-147 (SEQ ID 

NO: 163)), связанные с апоптозом белки (Bad (SEQ ID NO: 29), FADD (SEQ ID NO: 28), и субъединицы 

р17 (SEQ ID NO: 22) и р12 (SEQ ID NO: 23) каспазы 3, Bid (SEQ ID NO: 19) и t-Bid (SEQ ID NO: 20)) да-

рио, а также их части (tBid, ВН3-домен (SEQ ID NO: 138), Вах, ВН3-домен (SEQ ID NO: 139)), сигналь-

ные белки (TRAF6 мыши (SEQ ID NO: 12), TIFA (SEQ ID NO: 13)), GPCR субъединица Gα (GNA12, са-

мая короткая изоформа, (SEQ ID NO: 30)), нанотело (vhhGFP4, (SEQ ID NO: 31)) и конструкции, слитые 

с нанотелами, для направленной деградации белка (Slmb-vhhGFP4; (SEQ ID NO: 32, 33, 34) [87]) (фиг. 13 

и 14), а также малые ГТФазы (Rac1 Q61E (SEQ ID NO: 26 и 137) и RhoA Q63L (SEQ ID NO: 27) и плекст-

рин-гомологичный домен из белка Akt человека (SEQ ID NO: 35). Кроме тщательно функционально ра-

зобранных связанных с апоптозом белков (tBid мыши, SEQ ID NO: 144-147), это дополнительно включа-

ет в случае доставки S. enterica (фиг. 22) белки из регуляции клеточного цикла (Mad2 (SEQ ID NO: 168-

169), CDK1 (SEQ ID NO: 170-171), INK4A (SEQ ID NO: 164-165) и INK4C (SEQ ID NO: 166-167)). Не-

смотря на то, что данные белки не были функционально подтверждены, возможность СС3Т-зависимой 

секреции различных эукаоритических белков в сочетании с возможным удалением остатка YopE откры-

вает новые перспективы для широкого применения СС3Т в клеточной биологии. 

Транслокация in vivo усеченного Bid в эмбрионах дарио индуцирует апоптоз. 

Интересное свойство данного бактериального инструмента состоит в потенциальном применении у 

живых животных. Дарио в своем эмбриональном состоянии можно сохранять прозрачными, позволяя 

осуществлять флуоресцентное окрашивание и микроскопию [54, 88, 89]. Несколько индукторов апоптоза 

дарио подробно описаны, из которых z-BIM является наиболее активным [90]. Таким образом, авторы 

настоящего изобретения решили клонировать z-BIM в свою систему. Несмотря на то, что он является 

слабо гомологичным BIM человека, авторы оценивали активность индукции апоптоза YopE1-138-z-BIM 

(SEQ ID NO: 21) в эпителиальных клетках человека. Клетки HeLa, инфицированные в течение 1 ч штам-

мом, транслоцирующим YopE1-138-z-BIM, показали явные признаки клеточной смерти. Затем авторы про-

вели эксперименты in vivo с эмбрионами дарио на стадии 2 дней после оплодотворения с использовани-

ем модели локализованной инфекции путем микроинъекции бактерий в задний мозг [54]. После инфици-

рования в течение 5,5 ч фиксировали дарио, пермеабилизировали и окрашивали для определения нали-

чия субъединицы р17 CASP3. В результате инфицирования штаммом, экспрессирующим YopE1-138-Мус, 

были видны бактерии в области заднего мозга (окрашивание "b", фиг. 8А I), но не было обнаружено ин-

дукции апоптоза вокруг бактерий (окрашивание "с", фиг. 8А I). Напротив, в результате инфицирования 

штаммом, доставляющим YopE1-138-z-BIM, наблюдали значительное увеличение уровня расщепленной 

CASP3 в областях, окружающих бактерии (фиг. 8А II). Автоматизированный анализ изображений мак-

симальной интенсивности проекций на оси z подтверждает, что бактерии, транслоцирующие YopE1-138-z-

BIM, индуцируют апоптоз в соседних клетках намного чаще, чем это делают контрольные бактерии 

(фиг. 8В). Это указывает на то, что z-BIM является функциональным в результате бактериальной транс-

локации. Эти результаты дополнительно подтверждают применение СС3Т для доставки эукариотических 

белков у живых животных. 

Фосфопротеомика показывает глобальное воздействие транслоцированных белков на фосфорили-

рование белков. 

Фосфорилирование является широко распространенной посттрансляционной модификацией, кото-

рая может как активировать, так и инактивировать биологические процессы, и, таким образом, является 

подходящей мишенью для изучения явлений передачи сигнала [91, 92]. Несмотря на это, в настоящее 

время не существует анализа фосфорилирования при апоптозе на системном уровне. Для проведения 

анализа воздействия белка tBid человека, доставленного внутрь клеток HeLa, авторы настоящего изобре-

тения применяли безмаркерный фосфопротеомный подход с использованием ЖХ-МС/МС. В трех неза-

висимых экспериментах клетки либо оставляли необработанными, инфицировали штаммом с ∆НОРЕМТ 

asd + YopE1-138-Myc, либо инфицировали штаммом с ∆НОРЕМТ asd + YopE1-138-tBid в течение 30 мин. 

Клетки лизировали с последующим ферментативным расщеплением, обогащением фосфопептидов и 

количественным определением и идентификацией отдельных фосфопептидов. Авторы настоящего изо-

бретения сравнивали клетки, инфицированные штаммом ∆НОРЕМТ asd + YopE1-138-Мус с клетками, ин-

фицированными штаммом ∆НОРЕМТ asd + YopE1-138-tBid, что позволило идентифицировать 363 tBid-

зависимых явлений фосфорилирования. 286 фосфопептидов показали увеличение степени фосфорилиро-

вания, тогда как 77 были менее фосфорилированы в результате доставки tBid, соответствуя 243 различ-
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ным белкам, которые мы определили как фосфопротеому белка tBid. Применяли базу данных STRING 

для создания сети белок-белковых взаимодействий фосфопротеомы tBid [93] (фиг. 9А). Дополнительно 

27 белков, которые, как известно, связаны с митохондриальным апоптозом, добавили в сеть, формируя 

центральный кластер. Интересно, что только несколько белков из фосфопротеомы tBid связаны с этим 

центральным кластером, указывая на то, что многие белки претерпевают изменение в степени фосфори-

лирования, которые до настоящего времени не были связаны напрямую с белками апоптоза. Для харак-

теризации биологических функций, охватываемых фосфопротеомой tBid, авторы настоящего изобрете-

ния провели анализ генной онтологии с использованием инструмента для аннотации Базы данных для 

аннотации, визуализации и интегрального открытия (Database for Annotation, Visualization, and Integrated 

Discovery, DAVID, http://david.abcc.ncifcrf.gov/) [94, 95]. Идентифицированные биологические функции 

показывают, что tBid влияет на различные клеточные процессы. Многие белки, участвующие в пере-

группировке хроматина и регуляции транскрипции, претерпевают изменение в степени фосфорилирова-

ния (т.е. СВХ3, СВХ5, TRIM28, HDAC1). HDAC1, например, представляет собой деацетилазу гистонов, 

играющую роль в регуляции транскрипции. Было показано, что HDAC1 может модулировать транскрип-

ционную активность NF-kB, белка, тоже участвующего в апоптозе. Авторы дополнительно идентифици-

ровали кластер белков, участвующих в процессинге РНК, который, как ранее было показано, играет важ-

ную роль в регуляции апоптоза [96]. HNRPK, например, опосредует ответ р53/ТР53 на повреждение ДНК 

и необходим для индукции апоптоза [97]. Кроме того, фосфорилирование белков, участвующих в транс-

ляции белков, также затронуто. Несколько эукариотических факторов инициации (т.е. EIF4E2, EIF4B, 

EIF3A, EIF4G2) претерпевают изменение в степени фосфорилирования, что согласуется с наблюдением, 

что общий синтез белков снижается в апоптотических клетках. Интересно, что фосфорилирование мно-

жества белков, участвующих в перестройке цитоскелета (например, PXN, MAP1B9), изменяется в ре-

зультате доставки tBid. Это находится в соответствии с наблюдением, что морфология клеток значитель-

но изменяется в результате доставки tBid (фиг. 9В). Сжатие клеток и потеря контакта отражены тем фак-

том, что авторы наблюдают фосфорилирование связанных с адгезией белков, таких как ZO2 и паксил-

лин. Схожим образом, сжатие ядер сопровождается фосфорилированием ламинарных белков, таких как 

ламин А/С и ламин В1. В совокупности доставка tBID индуцирует быстрый апоптотический ответ, также 

демонстрируемый нарушением митохондриальной целостности (фиг. 9В). Авторы настоящего изобрете-

ния показали, что индуцируемый tBid апоптоз влияет на сотни явлений фосфорилирования, принимаю-

щих участие в разнообразных клеточных процессах. Тогда как многие идентифицированные белки были 

связаны с апоптозом, было известно только несколько белков, которые фосфорилируются в результате 

индукции апоптоза. Таким образом, фосфопротеомный подход обеспечивает полезный источник для 

дальнейших исследований апоптоза. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Рекомбинантный штамм грамотрицателыных бактерий, способный доставлять гетерологичный 

белок в эукариотическую клетку, при этом указанный штамм грамотрицательных бактерий трансформи-

рован вектором, который содержит в направлении от 5'-конца к 3'-концу 

промотор; 

первую последовательность ДНК, функционально связанную с указанным промотором, кодирую-

щую сигнал доставки из эффекторного белка системы секреции 3 типа (СС3Т) бактерий; и 

вторую последовательность ДНК, кодирующую гетерологичный белок, слитую с 3'-концом указан-

ной первой последовательности ДНК по той же рамке считывания, при этом указанный гетерологичный 

белок представляет собой внутриклеточно активный гетерологичный белок, который выбран из группы, 

состоящей из белков, участвующих в апоптозе или регуляции апоптоза, белков с анкириновыми повто-

рами, репортерных белков, факторов транскрипции, протеаз, малых ГТФаз, GPCR-связанных белков, 

нанотел, эффекторов системы С3Т бактерий, эффекторов системы С4Т бактерий и белков вируса, причём 

указанные белки, участвующие в апоптозе или регуляции апоптоза, выбраны из группы, состоящей из 

проапоптотических белков, антиапоптотических белков, ингибиторов путей, предотвращающих апоптоз, 

ингибиторов путей или сигнальной системы, способствующих выживанию, и при этом указанный ре-

комбинантный штамм грамотрицательных бактерий представляет собой штамм Yersinia, и указанный 

сигнал доставки из эффекторного белка системы С3Т бактерий, кодируемый указанной первой последо-

вательностью ДНК, содержит эффекторный белок YopE или его N-концевой фрагмент, при этом указан-

ный N-концевой фрагмент включает по меньшей мере первые 20 аминокислот указанного эффекторного 

белка системы С3Т бактерий и содержит сайт связывания шаперона. 

2. Рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий по п.1, отличающийся тем, что указанный 

вектор содержит третью последовательность ДНК, кодирующую сайт расщепления протеазой, при этом 

указанная третья последовательность ДНК расположена между 3'-концом указанной первой последова-

тельности ДНК и 5'-концом указанной второй последовательности ДНК. 

3. Рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий по любому из пп.1, 2, отличающийся тем, 

что указанный штамм Yersinia представляет собой штамм дикого типа или штамм, дефицитный по выра-

ботке по меньшей мере одного эффекторного белка системы С3Т, и при этом указанный сигнал доставки 

из эффекторного белка системы С3Т бактерий содержит 138 N-концевых аминокислот эффекторного 

белка YopE Y. enterocolitica. 

4. Рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий по любому из пп.1-3, отличающийся тем, 

что указанный штамм грамотрицательных бактерий является дефицитным по выработке белков адгезии, 

связывающихся с поверхностью эукариотической клетки или внеклеточным матриксом. 

5. Рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий по любому из пп.1-4, отличающийся тем, 

что указанные белки, участвующие в апоптозе или регуляции апоптоза, выбраны из группы, состоящей 

из белков только с ВН3-доменом, каспаз и внутриклеточных сигнальных белков, входящих в систему 

контроля апоптоза рецепторами смерти. 

6. Рекомбинантный штамм грамотрицательных бактерий по любому из пп.1-5, отличающийся тем, 

что указанный вектор содержит две вторые последовательности ДНК, кодирующие идентичные гетеро-

логичные белки или два разных гетерологичных белка, которые слиты независимо друг от друга по той 

же рамке считывания с 3'-концом указанной первой последовательности ДНК, при этом оба гетероло-

гичных белка представляют собой белки, участвующие в апоптозе или регуляции апоптоза, и при этом 

один белок представляет собой проапоптотический белок, и другой белок представляет собой ингибитор 

путей, предотвращающих апоптоз, или при этом один белок представляет собой проапоптотический бе-

лок, и другой белок представляет собой ингибитор путей или сигнальной системы, способствующих вы-

живанию. 

7. Вектор, способный доставлять гетерологичный белок в эукариотическую клетку, который содер-

жит в направлении от 5'-конца к 3'-концу 

промотор; 

первую последовательность ДНК, функционально связанную с указанным промотором, кодирую-

щую сигнал доставки из эффекторного белка YopE или его N-концевой фрагмент, при этом указанный N-

концевой фрагмент включает по меньшей мере первые 20 аминокислот указанного эффекторного белка 

системы С3Т бактерий и содержит сайт связывания шаперона; 

вторую последовательность ДНК, кодирующую гетерологичный белок, слитую с 3'-концом указан-

ной первой последовательности ДНК по той же рамке считывания, при этом указанный гетерологичный 

белок представляет собой внутриклеточно активный гетерологичный белок, который выбран из группы, 

состоящей из белков, участвующих в апоптозе или регуляции апоптоза, белков с анкириновыми повто-

рами, репортерных белков, факторов транскрипции, протеаз, малых ГТФаз, GPCR-связанных белков, 

нанотел, эффекторов системы С3Т бактерий, эффекторов системы С4Т бактерий и белков вируса, причём 

указанные белки, участвующие в апоптозе или регуляции апоптоза, выбраны из группы, состоящей из 

проапоптотических белков, антиапоптотических белков, ингибиторов путей, предотвращающих апоптоз, 
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ингибиторов путей или сигнальной системы, способствующих выживанию. 

8. Вектор по п.7, отличающийся тем, что указанный вектор дополнительно содержит третью после-

довательность ДНК, кодирующую сайт расщепления протеазой, при этом указанная третья последова-

тельность ДНК расположена между 3'-концом указанной первой последовательности ДНК и 5'-концом 

указанной второй последовательности ДНК. 

9. Вектор по п.7, отличающийся тем, что указанные белки, участвующие в апоптозе или регуляции 

апоптоза, выбраны из группы, состоящей из белков только с ВН3-доменом, каспаз и внутриклеточных 

сигнальных белков, входящих в систему контроля апоптоза рецепторами смерти. 

10. Вектор по п.7, отличающийся тем, что указанный вектор содержит две вторые последовательно-

сти ДНК, кодирующие идентичные гетерологичные белки или два разных гетерологичных белка, кото-

рые слиты независимо друг от друга по той же рамке считывания с 3'-концом указанной первой последо-

вательности ДНК, при этом оба гетерологичных белка представляют собой белки, участвующие в апоп-

тозе или регуляции апоптоза, и при этом один белок представляет собой проапоптотический белок, и 

другой белок представляет собой ингибитор путей, предотвращающих апоптоз, или при этом один белок 

представляет собой проапоптотический белок, и другой белок представляет собой ингибитор путей или 

сигнальной системы, способствующих выживанию. 

11. Способ доставки гетерологичного белка в эукариотическую клетку, включающий следующие 

этапы: 

i) культивирование штамма грамотрицательных бактерий по любому из пп.1-6; и 

ii) приведение в контакт эукариотической клетки со штаммом грамотрицательных бактерий, куль-

тивированых на этапе i), при этом слитый белок, который содержит сигнал доставки из эффекторного 

белка системы С3Т бактерий и гетерологичный белок, экспрессируется указанным штаммом грамотри-

цательных бактерий и транслоцируется внутрь указанной эукариотической клетки. 

12. Применение рекомбинантного штамма грамотрицательных бактерий по любому из пп.1-6 при 

доставке гетерологичного белка в качестве лекарственного средства или вакцины субъекту. 

13. Применение рекомбинантного штамма грамотрицательных бактерий по любому из пп.1-6 для 

осуществления высокопроизводительного скрининга ингибиторов клеточного пути. 
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