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Â. Â. Äîëãèõ è äð.
Ïîëó÷åíèå ðåêîìáèíàíòíîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî àíòèòåëà ê àëüôà/áåòà-ãèäðîëàçå ìèêðîñïîðèäèè

Ìèêðîñïîðèäèè — øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííàÿ ãðóïïà áëèçêèõ ê ãðèáàì îáëèãàòíûõ âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ïàðàçèòîâ. Ïðÿìîé êîíòàêò áîëüøèíñòâà ìèêðîñïîðèäèé ñ öèòîïëàçìîé çàðàæåííîé êëåòêè õîçÿè-
íà ïðåäïîëàãàåò âîçìîæíîñòü ñåêðåöèè ïàðàçèòàìè ðàçíîîáðàçíûõ áåëêîâ äëÿ óïðàâëåíèÿ åå ôèçèîëî-
ãè÷åñêèìè ïðîöåññàìè. Â ïðåäûäóùèõ ýêñïåðèìåíòàõ ñ ïîìîùüþ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê àëüôà/áå-
òà-ãèäðîëàçå ìèêðîñïîðèäèè Paranosema locustae áûëà ïîêàçàíà ñåêðåöèÿ çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâ
ôåðìåíòà â öèòîïëàçìó çàðàæåííûõ êëåòîê æèðîâîãî òåëà ïåðåëåòíîé ñàðàí÷è Locusta migratoria. Îäíà-
êî äðîææåâûå ãðèáû Pichia pastoris íå ðàñïîçíàâàëè ôåðìåíò êàê ñåêðåòîðíûé â õîäå åãî ãåòåðîëîãè÷-
íîé ýêñïðåññèè. Â äàííîì èññëåäîâàíèè ñêîíñòðóèðîâàíà áèáëèîòåêà ðåêîìáèíàíòíûõ îäíîöåïî÷å÷-
íûõ àíòèòåë (scFv-ôðàãìåíòîâ) ê áåëêàì çàðàæåííîãî æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è. Èñïîëüçîâàíèå òåõíîëî-
ãèè ôàãîâîãî äèñïëåÿ ïîçâîëèëî îòîáðàòü èç íåå ìèíè-àíòèòåëî, ñïåöèôè÷íî ðàñïîçíàþùåå èçó÷àåìûé
ôåðìåíò. Èììóíîáëîòèíã è èììóíîìå÷åíèå çàìîðîæåííûõ ñðåçîâ æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è ñ ïîìîùüþ
îòîáðàííîãî scFv-ôðàãìåíòà ïîäòâåðäèëè ôàêò ñåêðåöèè àëüôà/áåòà-ãèäðîëàçû Paranosema locustae â
çàðàæåííóþ êëåòêó õîçÿèíà â âèäå äâóõ ðàçëè÷íûõ ïî ðàçìåðó ôîðì. Ðàññìàòðèâàþòñÿ ïåðñïåêòèâû èñ-
ïîëüçîâàíèÿ îòîáðàííîãî scFv-ôðàãìåíòà äëÿ äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìà ñåêðåöèè ïàðàçèòè÷å-
ñêîãî áåëêà è åãî ðîëè âî âçàèìîîòíîøåíèÿõ ïàðàçèòà è õîçÿèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèêðîñïîðèäèè, ïàðàçèòî-õîçÿèííûå îòíîøåíèÿ, ñåêðåòèðóåìûå áåëêè, àëü-
ôà/áåòà-ãèäðîëàçà, ðåêîìáèíàíòíûå îäíîöåïî÷å÷íûå àíòèòåëà, èììóíîëîêàëèçàöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÄÑÍ — äîäåöèëñóëüôàò íà-
òðèÿ, ÄÑÍ-ÏÀÀÃÝ — ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè ÄÑÍ, ÈÏÒÃ — èçîïðî-
ïèë-b-D-òèîãàëàêòîïèðàíîçèä, ÈÔÀ — èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç, ÑÏ — ñèãíàëüíûé ïåïòèä,
ÔÌÑÔ — ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä, ÝÄÒÀ — ýòèëåíäèàìèíòåòðàóêñóñíàÿ êèñëîòà, ÝÐ — ýíäî-
ïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëþì.

Ìèêðîñïîðèäèè — ãðóïïà ðîäñòâåííûõ ãðèáàì îá-
ëèãàòíûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïàðàçèòîâ ïðàêòè÷åñêè âñåõ
ñèñòåìàòè÷åñêèõ ãðóïï æèâîòíûõ, ÷åëîâåêà è ðÿäà ïðî-
ñòåéøèõ (Èññè, Âîðîíèí, 2007). Äëÿ íèõ õàðàêòåðíû øè-
ðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå ñðåäè ÷ëåíèñòîíîãèõ (ðàêîîáðàç-
íûõ è íàñåêîìûõ), ðàçâèòèå ïîäàâëÿþùåãî áîëüøèíñòâà
âèäîâ â ïðÿìîì êîíòàêòå ñ öèòîïëàçìîé êëåòêè õîçÿèíà,
ãëóáîêàÿ çàâèñèìîñòü îò åå îáìåííûõ ïðîöåññîâ è óäèâè-
òåëüíàÿ ìèíèìèçàöèÿ ñîáñòâåííîãî ìåòàáîëè÷åñêîãî àï-
ïàðàòà (Williams et al., 2014). Äëèòåëüíàÿ àäàïòàöèÿ ìèê-
ðîñïîðèäèé ê âíóòðèêëåòî÷íîìó ðàçâèòèþ ïðåäïîëàãàåò
íàëè÷èå ó ýòèõ ïàðàçèòîâ ñîâåðøåííûõ èíñòðóìåíòîâ
óïðàâëåíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêèìè ïðîöåññàìè è ìîëåêóëÿð-
íûìè ïðîãðàììàìè çàðàæåííîé êëåòêè õîçÿèíà (Òèìîôå-
åâ è äð. 2016). Â îòëè÷èå îò ïðåäñòàâèòåëåé ñèñòåìàòè÷å-
ñêèõ ãðóïï Apicomplexa è Kinetoplastida ìèêðîñïîðèäèè
îñòàþòñÿ ïëîõî èçó÷åííûìè ñ òî÷êè çðåíèÿ ìîëåêóëÿð-
íûõ àñïåêòîâ âçàèìîîòíîøåíèé ñ çàðàæåííîé êëåòêîé.
Âî ìíîãîì ýòî ñâÿçàíî ñî ñòðîãî îáëèãàòíûì õàðàêòåðîì
âíóòðèêëåòî÷íîãî ïàðàçèòèçìà ìèêðîñïîðèäèé è íåâîç-
ìîæíîñòüþ èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ âíå êëåòêè õîçÿèíà.

Ãåòåðîëîãè÷íàÿ ýêñïðåññèÿ â Escherichia coli ðÿäà ãå-
íîâ ìèêðîñïîðèäèè Paranosema locustae è ïîëó÷åíèå ïî-
ëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ê ðåêîìáèíàíòíûì ïðîäóêòàì ïî-
çâîëèëè ïîäòâåðäèòü, ÷òî ïàðàçèòû ýòîé ãðóïïû äåéñòâè-
òåëüíî ñåêðåòèðóþò ôóíêöèîíàëüíî ðàçëè÷íûå áåëêè â
çàðàæåííóþ êëåòêó (Senderskiy et al., 2014). Îäíèì èç òà-
êèõ áåëêîâ, ñïîñîáíûõ èãðàòü âàæíóþ ðîëü â ïàðàçè-
òî-õîçÿèííûõ îòíîøåíèÿõ, îêàçàëñÿ ïðåäñòàâèòåëü ìóëü-
òèôóíêöèîíàëüíîãî ñåìåéñòâà a/b-ãèäðîëàç (Ollis et al.,
1992). Â ñîñòàâå a/b-ãèäðîëàçû P. locustae îáíàðóæåíû
Ñ-êîíöåâûå ïðîëèí-áîãàòûå ïîâòîðû, ïðåäïîëàãàþùèå
åå ôóíêöèîíàëüíîå ñõîäñòâî ñ ëèïàçàìè ìëåêîïèòàþ-
ùèõ, àêòèâèðóåìûõ ñîëÿìè æåë÷íûõ êèñëîò (Wang, Hart-
suck, 1993). Ïîñêîëüêó èñòîùåíèå ëèïèäíûõ çàïàñîâ õî-
çÿèíà ïðè ðàçëè÷íûõ ìèêðîñïîðèäèîçàõ äàâíî èçâåñòíî
(Canning, 1962; Darwish et al., 1989), äàëüíåéøåå èçó÷å-
íèå ðîëè ýòîãî ôåðìåíòà â ìîáèëèçàöèè ðåçåðâíûõ ëèïè-
äîâ æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è è åå ïàòîãåíåçå ïðåäñòàâëÿåò
íåñîìíåííûé èíòåðåñ.

Ïðè èììóíîáëîòèíãå áåëêîâ æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è,
çàðàæåííîãî ìèêðîñïîðèäèåé P. locustae, àíòèòåëà ðàñ-
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ïîçíàâàëè äâå ïîëîñû ðàçìåðîì îêîëî 63 è 90 êÄà (Sen-
derskiy et al., 2014). Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîäâèæíîñòü
íèæíåé ïîëîñû ñîîòâåòñòâîâàëà ïîäâèæíîñòè ïðîäóêòà,
ýêñïðåññèðîâàííîãî â áàêòåðèÿõ E. coli. Â òî æå âðåìÿ
âûÿâëåíèå áîëåå âûñîêîìîëåêóëÿðíîé ïîëîñû ìîãëî
áûòü ñëåäñòâèåì íåñïåöèôè÷íîé ðåàêöèè ïîëèêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë è òðåáîâàëî äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ. ÈÔÀ
ñðåçîâ çàðàæåííîãî æèðîâîãî òåëà ñ ïîìîùüþ ïîëó÷åí-
íûõ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïîêàçàë èíòåíñèâíîå ìå÷å-
íèå öèòîïëàçìû çàðàæåííûõ êëåòîê õîçÿèíà. Îäíàêî â
îòëè÷èå îò äðóãèõ èçó÷åííûõ ñåêðåòîðíûõ áåëêîâ P. lo-
custae (Senderskiy et al., 2014) ãåòåðîëîãè÷íàÿ ýêñïðåññèÿ
ýòîãî ôåðìåíòà â äðîææåâûõ ãðèáàõ Pichia pastoris íå ñî-
ïðîâîæäàëàñü åãî âûäåëåíèåì â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó.
Ïðè ïîäòâåðæäåíèè ôàêòà íàêîïëåíèÿ a/b-ãèäðîëàçû
P. locustae â öèòîïëàçìå çàðàæåííûõ êëåòîê õîçÿèíà
ìîæíî áûëî áû ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå ó ìèêðîñïîðèäèé
íåòðàäèöèîííîãî ìåõàíèçìà ñåêðåöèè áåëêîâ (Nickel,
2003), íåñâîéñòâåííîãî äðîææåâûì êëåòêàì.

Ñ öåëüþ äàëüíåéøåãî èçó÷åíèÿ a/b-ãèäðîëàçû P. lo-
custae, ìåõàíèçìîâ åå ñåêðåöèè è ðîëè âî âçàèìîîòíîøå-
íèÿõ ïàðàçèòà ñ êëåòêîé õîçÿèíà â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà ïîëó÷åíèÿ îäíîöåïî÷å÷íîãî àíòè-
òåëà (scFv-ôðàãìåíòà) ê èçó÷àåìîìó ôåðìåíòó. Ïîñêîëü-
êó ñïåöèôè÷íîñòü ðåêîìáèíàíòûõ ìèíè-àíòèòåë ñîïîñòà-
âèìà ñî ñïåöèôè÷íîñòüþ ìîíîêëîíàëüíûõ, èõ èñïîëüçî-
âàíèå ïîìîãëî áû ïîäòâåðäèòü ôàêò ñåêðåöèè ôåðìåíòà â
çàðàæåííóþ êëåòêó õîçÿèíà, à òàêæå äîêàçàòü íàëè÷èå
îáùåãî ýïèòîïà â ñîñòàâå äâóõ ôîðì, âûÿâëÿåìûõ ïðè
èììóíîáëîòèíãå. Âûñîêàÿ ñïåöèôè÷íîñòü îäíîöåïî÷å÷-
íûõ àíòèòåë ìîãëà áû îêàçàòüñÿ ïîëåçíîé è ïðè àíàëèçå
òî÷íîé ëîêàëèçàöèè áåëêà â ñòðóêòóðàõ êëåòêè ïàðàçèòà
è õîçÿèíà. Êðîìå òîãî, íàëè÷èå ïîëèãèñòèäèíîâîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè â Ñ-êîíöåâîé îáëàñòè ðåêîìáèíàíòíîãî
àíòèòåëà ïîçâîëèëî áû îñóùåñòâèòü åãî ïðîñòðàíñòâåí-
íî-îðèåíòèðîâàííóþ èììîáèëèçàöèþ íà Ni-cîäåðæàùèõ
íîñèòåëÿõ äëÿ èììóíîàôôèííîãî âûäåëåíèÿ ôåðìåíòà èç
çàðàæåííîé òêàíè õîçÿèíà.

Ñîçäàíèå áèáëèîòåêè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîäèðó-
þùèõ ðåêîìáèíàíòíûå îäíîöåïî÷å÷íûå àíòèòåëà ê áåë-
êàì çàðàæåííîãî æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è, è èñïîëüçîâà-
íèå òåõíîëîãèè ôàãîâîãî äèñïëåÿ ïîçâîëèëè îòîáðàòü
scFv-ôðàãìåíò, ñïåöèôè÷íî ðàñïîçíàþùèé a/b-ãèäðîëà-
çó P. locustae. Èñïîëüçîâàíèå ïîëó÷åííîãî ìèíè-àíòèòå-
ëà ïîçâîëèëî ïîäòâåðäèòü ôàêò ñåêðåöèè çíà÷èòåëüíûõ
êîëè÷åñòâ ãèäðîëàçû â çàðàæåííóþ êëåòêó õîçÿèíà, äîêà-
çàòü ïðèñóòñòâèå â æèðîâîì òåëå ñàðàí÷è äâóõ ôîðì ôåð-
ìåíòà ñ ðàçëè÷íîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé è ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàòü âîçìîæíîñòü óñïåøíîãî âûäåëåíèÿ îáåèõ ôîðì
èç ãîìîãåíàòà çàðàæåííîé òêàíè ñ ïîìîùüþ scFv-ôðàã-
ìåíòà, èììîáèëèçîâàííîãî íà Ni-ñîäåðæàùåé ñìîëå.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñ î ç ä à í è å á è á ë è î ò å ê è ð å ê î ì á è í à í ò í û õ
à í ò è ò å ë ê á å ë ê à ì ç à ð à æ å í í î ã î æ è ð î â î ã î
ò å ë à ñ à ð à í ÷ è. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôðàêöèè áåëêîâ çàðà-
æåííîé òêàíè õîçÿèíà æèðîâûå òåëà ñàðàí÷è ìÿãêî ðàç-
ðóøàëè íà ëüäó â èçîòîíè÷åñêîì ôîñôàòíî-ñîëåâîì áó-
ôåðíîì ðàñòâîðå (PBS: 138 ìÌ NaCl, 3 ìÌ KCl, 1.5 ìÌ
KH2PO4 è 8 ìÌ Na2HPO4, pH 6.8) ñ ïîìîùüþ ñòåêëÿííî-
ãî ãîìîãåíèçàòîðà è íåïëîòíî ïðèãíàííîãî òåôëîíîâîãî
ïåñòèêà. Ñïîðû è ñòàäèè âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ
ìèêðîñïîðèäèé îñàæäàëè ïðè 100 g â òå÷åíèå 10 ìèí,

ñóïåðíàòàíò äîïîëíèòåëüíî öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
20 000 g â òå÷åíèå 20 ìèí è ðàñòâîðèìóþ ôðàêöèþ èñ-
ïîëüçîâàëè äëÿ èììóíèçàöèè ïÿòè ìûøåé. Æèâîòíûõ
èììóíèçèðîâàëè â õîäå 4 âíóòðèáðþøèííûõ èíúåêöèé ñ
10-ñóòî÷íûì èíòåðâàëîì, èñïîëüçóÿ ïîëíûé àäúþâàíò
Ôðåéíäà ïðè ïåðâîé èíúåêöèè è íåïîëíûé ïðè ïîñëåäó-
þùèõ.

Îáùóþ ÐÍÊ ñåëåçåíêè èììóíèçèðîâàííûõ æèâîò-
íûõ âûäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòà Trizol (Thermo
Fisher Scientific, ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðî-
èçâîäèòåëÿ. Ñèíòåç êÄÍÊ îñóùåñòâëÿëè â 20 ìêë ðåàêöè-
îííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé 2.5 ìêã ÐÍÊ, 10 ìÌ Tðèñ-Cl
(pH 8.8), 50 ìÌ KCl, 5 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ êàæäîãî äÍÒÔ,
1 ìêã îëèãî-äÒ â êà÷åñòâå çàòðàâêè, 200 åä. Revert-
Aid™M-MuLV-îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû (Thermo Fisher
Scientific) è 5 Å èíãèáèòîðà ÐÍÊàçû â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè
37 °C. Ïîñëå ýòîãî ñìåñü ïðîãðåâàëè 5 ìèí ïðè 95 °C è
èñïîëüçîâàëè 1.6 ìêë äëÿ ïîñòàíîâêè ÏÖÐ. 20 ìêë ñìåñè
äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ ïîìèìî êÄÍÊ ñîäåðæàëà 67 ìÌ
Òðèñ-Cl (pH 8.6), 2.5 ìÌ MgCl2, 16.6 ìÌ (NH4)2SO4,
0.5 ìÌ êàæäîãî äÍÒÔ, 10 ïìîëü ïðàéìåðîâ è 2.5 åä. Taq
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû (Ñèëåêñ, Ðîññèÿ). Äëÿ àìïëèôèêàöèè
âñåãî ðàçíîîáðàçèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âàðèàáåëüíûõ
ôðàãìåíòîâ òÿæåëûõ (VH) è ëåãêèõ (VL) öåïåé IgG ìûøè
èñïîëüçîâàëè 22 ñî÷åòàíèÿ ñïåöèàëüíî ïîäîáðàííûõ
ïðàéìåðîâ (Progen, Ãåðìàíèÿ). Ìàòðèöó äåíàòóðèðîâàëè
3 ìèí ïðè 94 °C è ÄÍÊ àìïëèôèöèðîâàëè â òå÷åíèå
30 öèêëîâ, êàæäûé èç êîòîðûõ âêëþ÷àë â ñåáÿ äåíàòóðà-
öèþ (94 °C, 30 ñ), îòæèã (55 °C, 30 ñ) è ñèíòåç (72 °C,
30 ñ). ÏÖÐ-ïðîäóêòû ðàçìåðîì îêîëî 400 ï. í. âûäåëÿëè
èç àãàðîçíîãî ãåëÿ è èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ìàòðèöû
äëÿ ïðîâåäåíèÿ âòîðîãî ðàóíäà ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè, ñî-
äåðæàùèìè íà 5R-êîíöå ñàéòû ðåñòðèêòàç äëÿ âñòðàèâà-
íèÿ â âåêòîð pSEX81 (Progen).

ÏÖÐ-ïðîäóêòû, êîäèðóþùèå VH-ôðàãìåíòû, ïîñëå
ýëåêòðîôîðåçà âûäåëÿëè èç àãàðîçíîãî ãåëÿ, îáúåäèíÿëè è
âñòðàèâàëè â âåêòîð ïî ñàéòàì ðåñòðèêòàç NcoI è HindIII.
Êëåòêè E. coli (øòàìì XL1-Blue MRF R) òðàíñôîðìèðîâà-
ëè ïîëó÷åííûìè êîíñòðóêöèÿìè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîïî-
ðàöèè, âûñåâàëè íà 20 ÷àøåê ñ òâåðäîé ñðåäîé SOB, ñî-
äåðæàùåé àìïèöèëèí (100 ìêã/ìë) è 0.1 Ì ãëþêîçû
(SOB-ÃA), è ðàñòèëè â òå÷åíèå 1 ñóò ïðè 30 °Ñ. Ïîñêîëü-
êó íà êàæäîé ÷àøêå âûðàñòàëî ïðèáëèçèòåëüíî 25 òûñ.
êîëîíèé, îáùàÿ ïðåäñòàâèòåëüíîñòü ïîëó÷åííîé ñóááè-
áëèîòåêè ñîñòàâèëà ïðèáëèçèòåëüíî 500 òûñ. òðàíñôîðìàí-
òîâ. ÏÖÐ-àíàëèç 20 êîëîíèé ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ
ïðÿìîãî pSEX Nco (TGCTGCTGCTGGCAGCTCAG) è
îáðàòíîãî pSEX Hind (CTTCTGAAAATTCACCTTC) ïî-
êàçàë, ÷òî îòäåëüíûå òðàíñôîðìàíòû íåñóò ðàçíîîá-
ðàçíûå ïî ðàçìåðó VH-ôðàãìåíòû. Áàêòåðèàëüíûå êëåò-
êè ñîñêðåáàëè ñòåêëÿííûì øïàòåëåì ñ ÷àøåê è õðàíèëè
ïðè –80 °Ñ â ñðåäå 2�YÒ, ñîäåðæàùåé àìïèöèëèí
(100 ìêã/ìë), 0.1 Ì ãëþêîçû (2�YT-ÃÀ) è 25 % ãëèöåðè-
íà. Äëÿ âñòðàèâàíèÿ â ïîëó÷åííóþ ñóááèáëèîòåêó ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé, êîäèðóþùèõ VL-ôðàãìåíòû ëåãêèõ öå-
ïåé èììóíîãëîáóëèíîâ, ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåëÿëè ìå-
òîäîì ùåëî÷íîãî ëèçèñà, ëèíåàðèçîâàëè ðåñòðèêòàçàìè
MluI/NotI è èñïîëüçîâàëè äëÿ âñòðàèâàíèÿ ÏÖÐ-àìïëè-
ôèöèðîâàííûõ VL-ôðàãìåíòîâ, îáðàáîòàííûõ òåìè æå
ðåñòðèêòàçàìè. Ýëåêòðîïîðàöèÿ êëåòîê XL1-Blue MRFR

êîíñòðóêöèÿìè ïîñëå ëèãèðîâàíèÿ ïîçâîëèëà ïîëó÷èòü
áèáëèîòåêó, âûñåÿííóþ íà 20 ÷àøåê ñ òâåðäîé ñðåäîé
SOB-ÃA è ñîñòîÿùóþ ïðèáëèçèòåëüíî èç 500 òûñ. êîëî-
íèé-òðàíñôîðìàíòîâ. ÏÖÐ-ñêðèíèíã 20 îòäåëüíûõ êîëî-
íèé ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ ïðÿìîãî pSEX Mlu
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(GAAGGTGAATTTTCAGAAG) è îáðàòíîãî pSEX Not
(TGATATCTTTGGATCCAG) ïîêàçàë íàëè÷èå ðàçëè÷àþ-
ùèõñÿ ïî ðàçìåðó âñòàâîê âî âñåõ ïðîàíàëèçèðîâàííûõ
âàðèàíòàõ. Áàêòåðèàëüíûå êëåòêè ñîñêðåáàëè ñ ÷àøåê
ñòåêëÿííûì øïàòåëåì è ïîëó÷åííóþ áèáëèîòåêó õðàíè-
ëè ïðè –80 °Ñ â ñðåäå 2�YT-ÃÀ, ñîäåðæàùåé 25 % ãëèöå-
ðèíà.

Î ò á î ð ð å ê î ì á è í à í ò í û õ s c F v - ô ð à ã ì å í -
ò î â ê á å ë ê à ì ç à ð à æ å í í î ã î æ è ð î â î ã î ò å ë à ñ à -
ð à í ÷ è. Ïîëó÷åííóþ áèáëèîòåêó â âèäå 50 ìë áàê-
òåðèàëüíîé ñóñïåíçèè â ñðåäå 2�YT-ÃÀ ñ ïëîòíîñòüþ
0.025 îïòè÷åñêèõ åä. ïðè äëèíå âîëíû 600 íì
(OD600-0.025), äîðàùèâàëè ïðè 37 °Ñ äî OD600-0.1 è çàðà-
æàëè õåëïåðíûì ãèïåðôàãîì M13 K07DpIII (Progen), äî-
áàâëÿÿ ïðèáëèçèòåëüíî 100 ôàãîâûõ ÷àñòèö íà êàæäóþ
áàêòåðèàëüíóþ êëåòêó. Ïîñëå èíêóáàöèè 20 ìèí ïðè
37 °Ñ áåç ïåðåìåøèâàíèÿ è 50 ìèí ïðè ïåðåìåøèâàíèè
íà îðáèòàëüíîì øåéêåðå (260 îá/ìèí) ñðåäó çàìåíÿëè íà
2�YÒ ñ àìïèöèëëèíîì (100 ìêã/ìë) è êàíàìèöèíîì
(50 ìêã/ìë). Áàêòåðèàëüíóþ êóëüòóðó èíêóáèðîâàëè íà
îðáèòàëüíîì øåéêåðå â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37 °Ñ, êëåòêè
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ê ñóïåðíàòàíòó äîáàâ-
ëÿëè 1/5 îáúåìà 20%-íîãî ÏÝÃ6000 (Serva, Ãåðìàíèÿ),
ñîäåðæàùåãî 2.5 Ì NaCl. Ïîñëå èíêóáàöèè ñóñïåíçèè íà
ëüäó â òå÷åíèå 1 ÷ ôàãîâûå ÷àñòèöû îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè 14 000 g è 4 °Ñ â òå÷åíèå 20 ìèí, ðåñóñ-
ïåíäèðîâàëè â 4.5 ìë áóôåðà äëÿ ðàçâåäåíèÿ ôàãîâûõ ÷à-
ñòèö (10 ìÌ Òðèñ-Cl, pH 7.5, 20 ìÌ NaCl è 2 ìÌ ÝÄÒÀ)
è õðàíèëè ïðè –80 °Ñ. Äëÿ îòáîðà âèðóñíûõ ÷àñòèö, íåñó-
ùèõ àíòèòåëà ê áåëêàì çàðàæåííîãî æèðîâîãî òåëà ñàðàí-
÷è, 0.75 ìë (1/6 ÷àñòü) ïîëó÷åííîé ñóñïåíçèè ôàãîâ ðàç-
âîäèëè 1 : 5 â Òðèñ-ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñòâîðå (ÒÑÁ:
50 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.5, è 150 ìÌ NaCl), ñîäåðæàùåì
1 % ÁÑÀ, èíêóáèðîâàëè 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå è ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè MaxiSorp (Nunc, Äàíèÿ) ñ
èììîáèëèçîâàííûì íà ñòåíêàõ àíòèãåíîì — ôðàêöèåé
ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ çàðàæåííîãî æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è,
èñïîëüçîâàííîé äëÿ èììóíèçàöèè ìûøåé. Áåëêè èììî-
áèëèçîâûâàëè íà ñòåíêàõ ïðîáèðêè â 0.1 M Na-êàðáîíàò-
íîì áóôåðå (pH 9.6), èíêóáèðóÿ 2 ÷ íà ðîòàöèîííîì øåé-
êåðå ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå îòìûâêè ïðîáè-
ðîê îò íåñâÿçàâøåãîñÿ àíòèãåíà ñàéòû íåñïåöèôè÷íîãî
ñâÿçûâàíèÿ áëîêèðîâàëè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
â ðàñòâîðå ÒÑÁÒ (ÒÑÁ, ñîäåðæàùèé 0.1 % Òâèí-20) è 1 %
ÁÑÀ, â ïðîáèðêó ïåðåíîñèëè ñóñïåíçèþ ôàãîâ è èíêóáè-
ðîâàëè, ïåðåâîðà÷èâàÿ â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå
òùàòåëüíîé îòìûâêè ÒÑÁÒ, à çàòåì ÒÑÁ ñâÿçàâøèåñÿ ñî
ñòåíêàìè ïðîáèðêè ôàãè ýëþèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí â
0.75 ìë 0.1 Ì òðèýòèëàìèíà è ýëþàò áûñòðî íåéòðàëèçî-
âàëè äîáàâëåíèåì ðàâíîãî îáúåìà 1 Ì Òðèñ-Cl (pH 7.5).
Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ ôàãîâ äîáàâëÿëè ê 20 ìë êóëüòó-
ðû êëåòîê E. coli XL1-Blue MRFa, äîðàùåííûõ â 2�YT
ïðè 37 °Ñ äî OD600-0.4. Ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå
20 ìèí ïðè 37 °Ñ áåç ïåðåìåøèâàíèÿ è 50 ìèí ïðè ïåðå-
ìåøèâàíèè íà îðáèòàëüíîì øåéêåðå (260 îá/ìèí) áàêòå-
ðèé, èíôèöèðîâàííûõ ôàãîì, âûñåâàëè íà 5 ÷àøåê ñ
òâåðäîé ñåëåêòèâíîé ñðåäîé SOB-ÃÀ è êîëîíèè òðàíñ-
ôîðìàíòîâ âûðàùèâàëè ïðè 30 °Ñ. Îáùåå ÷èñëî êîëîíèé,
ïîëó÷åííûõ ïîñëå ïåðâîãî ðàóíäà ñåëåêöèè, ñîñòàâèëî
ïðèáëèçèòåëüíî 60 òûñ.

Ïîâòîðíîå çàðàæåíèå áàêòåðèàëüíîé ñóñïåíçèè õåë-
ïåðíûì ôàãîì, íàðàáîòêà è ÏÝÃ-ïðåöèïèòàöèÿ ôàãîâûõ
÷àñòèö, íåñóùèõ ðåêîìáèíàíòíûå àíòèòåëà, èíêóáàöèÿ
ñóñïåíçèè â ïðèñóòñòâèè èììîáèëèçîâàííîãî àíòèãåíà
è ïîñëåäóþùàÿ ýëþöèÿ âèðóñîâ ïîçâîëèëè çàðàçèòü

èìè êëåòêè E. coli è îñóùåñòâèòü òàêèì îáðàçîì âòîðîé, à
çàòåì è òðåòèé ðàóíä îòáîðà. Ïîñëå òðåòüåãî ðàóíäà ñå-
ëåêöèè âûäåëèëè ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ è ïðîâåëè ÏÖÐ-àìï-
ëèôèêàöèþ îáùåãî ïóëà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîäèðóþ-
ùèõ ðåêîìáèíàíòíûå àíòèòåëà, ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðÿ-
ìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìåðîâ pSEX Nco è pSEX Not
ñîîòâåòñòâåííî.

Ã å ò å ð î ë î ã è ÷ í à ÿ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ s c F v - ô ð à ã -
ì å í ò î â â á à ê ò å ð è ÿ õ E. c o l i. ÏÖÐ-àìïëèôèöèðî-
âàííûé ïóë ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áûë âñòðîåí â âåêòîð
pOPE101 (Progen) ïî ñàéòàì ðåñòðèêöèè NcoI/NotI è ïî-
ëó÷åííûå êîíñòðóêöèè èñïîëüçîâàëè äëÿ òðàíñôîðìàöèè
áàêòåðèé XL1-Blue MRFR ìåòîäîì ýëåêòðîïîðàöèè. Êîëî-
íèè-òðàíñôîðìàíòû, âûðîñøèå íà ÷àøêàõ ñ ñåëåêòèâíîé
ñðåäîé SOB-ÃÀ ïðè 30 °Ñ, ïåðåíîñèëè â âèäå ðåïëèê íà
íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó è ïîìåùàëè íà òó æå ñðå-
äó, íî áåç ãëþêîçû è ñîäåðæàùóþ 0.4 ìÌ ÈÏÒÃ (ñïåöè-
ôè÷íîãî èíäóêòîðà ïðîìîòîðà, êîíòðîëèðóþùåãî ýêñï-
ðåññèþ àíòèòåë). Ïîñëå 4-÷àñîâîé èíêóáàöèè êîëîíèé íà
÷àøêàõ ïðè 30 °Ñ ìåìáðàíó êèïÿòèëè 5 ìèí â 0.5%-íîì
ÄÑÍ è èñïîëüçîâàëè äëÿ Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà ñ àíòèòå-
ëàìè ê ïîëèãèñòèäèíîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Sigma-Al-
drich, ÑØÀ), âõîäÿùåé â ñîñòàâ ðåêîìáèíàíòíûõ àíòè-
òåë. Îòäåëüíûå êîëîíèè, ïîêàçàâøèå âûñîêèé óðîâåíü
ýêñïðåññèè àíòèòåë, ïåðåíîñèëè â ëóíêè èììóíîëîãè÷å-
ñêèõ ïëàíøåòîâ, äîðàùèâàëè â æèäêîé ñðåäå 2�YT-ÃÀ
äî OD600-0.4, îñàæäàëè êëåòêè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ðå-
ñóñïåíäèðîâàëè â òîé æå ñðåäå, ñîäåðæàùåé 0.04 ìÌ
ÈÏÒÃ, íî áåç ãëþêîçû. Ïîñëå ýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíò-
íûõ àíòèòåë â òå÷åíèå 4 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ê
ñóñïåíçèè äîáàâëÿëè 1 ìÌ ÔÌÑÔ, 1 ìÌ ÝÄÒÀ-Na2 è
1 ìêã/ìë ïåïñòàòèíà À (óêàçàíû êîíå÷íûå êîíöåíòðà-
öèè), áàêòåðèé ðàçðóøàëè óëüòðàçâóêîì, äåáðèñ îñàæäà-
ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïëàíøåòîâ ïðè 2500 îá/ìèí â òå-
÷åíèå 30 ìèí è ñóïåðíàòàíò èñïîëüçîâàëè äëÿ òåñòèðîâà-
íèÿ àíòèãåíñâÿçûâàþùåé àêòèâíîñòè àíòèòåë. Â êàæäóþ
ëóíêó ïîìåùàëè äâå íåáîëüøèå ïîëîñêè íèòðîöåëëþëî-
çû ïîñëå êðàòêîâðåìåííîãî ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ çàðàæåí-
íîãî è êîíòðîëüíîãî æèðîâûõ òåë ñàðàí÷è ìåòîäîì
ÄÑÍ-ÏÀÃÝ è ïåðåíîñà íà ìåìáðàíó.

Íàðàáîòêó àíòèòåë â áîëüøåì îáúåìå áàêòåðèàëüíîé
êóëüòóðû (50 ìë) îñóùåñòâëÿëè ïî ìåòîäèêå, èñïîëüçî-
âàííîé äëÿ àíàëèçà êîëîíèé â èììóíîëîãè÷åñêèõ ïëàí-
øåòàõ. Êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ðàçðóøà-
ëè óëüòðàçâóêîì íà ëüäó â 5 ìë ÒÑÁ, ñîäåðæàùåãî
ÔÌÑÔ, ïåïñòàòèí À è ÝÄÒÀ. Äëÿ ýêñòðàêöèè áåëêîâ ïå-
ðèïëàçìàòè÷åñêîãî ïðîñòðàíñòâà áàêòåðèé ïðåäâàðèòåëü-
íî èíêóáèðîâàëè 20 ìèí íà ëüäó â ïðèñóòñòâèè 25 ìÌ
Òðèñ-Cl-áóôåðà (ðÍ 7.4), ñîäåðæàùåãî 1 ìÌ ÝÄÒÀ è
25 % ãëþêîçû, èëè 50 ìÌ Òðèñ-Cl-áóôåðà (pH 8.0), ñî-
äåðæàùåãî 1.5 ìÌ ÝÄÒÀ è 20 % ñàõàðîçû; êëåòêè îñàæ-
äàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì, ñóïåðíàòàíò èñïîëüçîâàëè â
äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòàõ.

Ä Ñ Í - Ï À Ã Ý è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Ïðîáû çà-
ðàæåííîãî ìèêðîñïîðèäèåé P. locustae è êîíòðîëüíîãî
æèðîâûõ òåë ñàðàí÷è ñìåøèâàëè ñ ðàâíûì îáúåìîì
Òðèñ-Cl-áóôåðà (125 ìÌ), ñîäåðæàùåãî 4 % ÄÑÍ, 10 %
2-ìåðêàïòîýòàíîëà è 20 % ãëèöåðèíà, è èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 95 °C. Áåëêè ðàçäåëÿëè ñ ïîìîùüþ
ÄÑÍ-ÏÀÀÃÝ â 12%-íîì ãåëå ñ èñïîëüçîâàíèåì êàìåðû
Mini-PROTEAN (Bio-Rad, ÑØÀ) è ïåðåíîñèëè íà íèòðî-
öåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó òîãî æå ïðîèçâîäèòåëÿ ñ ïîìî-
ùüþ âêëàäûøà äëÿ áëîòèíãà Mini-Trans-Blot ñîãëàñíî
èíñòðóêöèè. Ìåìáðàíû áëîêèðîâàëè 1 ÷ â ïðèñóòñòâèè
ÒÑÁÒ è 1 % ÁÑÀ, èíêóáèðîâàëè íî÷ü ïðè 4 °C ñ ðàçáàâ-

300 Â. Â. Äîëãèõ è äð.



ëåííûìè ðåêîìáèíàíòíûìè àíòèòåëàìè (òåì æå ðàñòâî-
ðîì, 1 : 50), âûäåëåííûìè èç áàêòåðèé, è îòìûâàëè
ÒÑÁÒ. Äàëåå ìåìáðàíû ïîñëåäîâàòåëüíî èíêóáèðîâàëè
2 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àí-
òèòåëàìè ê ïîëèãèñòèäèíîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (Sig-
ma-Aldrich), ðàçáàâëåííûìè ÒÑÁÒ 1 : 2000, à çàòåì ñ ïî-
ëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê èììóíîãëîáóëèíàì ìûøè,
êîíúþãèðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Bio-Rad), ñ
ïðîìåæóòî÷íîé îòìûâêîé ÒÑÁÒ. Îáðàáîòêó ìåìáðàí ïî-
ëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê a/b-ãèäðîëàçå P. locustae
îñóùåñòâëÿëè ïî ðàíåå îïèñàííîé ìåòîäèêå (Senderskiy
et al., 2014). Ïîñëå îòìûâêè â ÒÑÁÒ, à çàòåì â ÒÑÁ ìåìá-
ðàíû èíêóáèðîâàëè äëÿ ïðîÿâëåíèÿ ïåðîêñèäàçíîé ðåàê-
öèè â ñâåæåïðèãîòîâëåííîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì ÒÑÁ,
15 % ìåòàíîëà, 0.05 % 4-õëîðî-1-íàôòîë (Sigma-Aldrich)
è 0.02 % Í2Î2.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ.
Îòïðåïàðèðîâàííîå æèðîâîå òåëî ñàðàí÷è íåçàìåäëèòå-
ëüíî ôèêñèðîâàëè â ÔÑÁ, ñîäåðæàùåì 4 % ïàðàôîðìàëü-
äåãèäà, îòìûâàëè ÔÑÁ, èíêóáèðîâàëè â 30%-íîì ðàñòâî-
ðå ñàõàðîçû, èñïîëüçîâàííîì â êà÷åñòâå êðèîïðîòåêòîðà,
è çàìîðàæèâàëè â æèäêîì àçîòå. Çàìîðîæåííûå ñðåçû
òîëùèíîé 10 ìì èçãîòàâëèâàëè íà êðèîòîìå Microm HM
520 (Microm International, Ãåðìàíèÿ) è ïîìåùàëè íà ïðåä-
ìåòíûå ìèêðîñêîïè÷åñêèå ñòåêëà. Ïîëó÷åííûå ïðåïàðà-
òû áëîêèðîâàëè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ïðèñóò-
ñòâèè ÒÒÑÁ, ñîäåðæàùåãî 1 % ÁÑÀ, è èíêóáèðîâàëè ñ ðå-
êîìáèíàíòûìè ìèíè-àíòèòåëàìè, ðàçáàâëåííûìè 1 : 5 â
áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå, â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °C. Ïîñëå
êà÷åñòâåííîé îòìûâêè â ÒÑÁÒ ñðåçû îáðàáàòûâàëè ìî-
íîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê ñ-Myc-ýïèòîïó (Sigma-Ald-
rich), ðàçâåäåííûìè ÒÑÁÒ â 50 ðàç, à çàòåì àíòèòåëàìè
ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíúþãèðîâàííûìè ñ
ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì Alexa Fluor 488 (Thermo Fis-
her Scientific) è ðàçâåäåííûìè 1 : 50 â áëîêèðóþùåì ðàñ-
òâîðå. Îáðàáîòêó ñðåçîâ ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê
a/b-ãèäðîëàçå P. locustae îñóùåñòâëÿëè ïî ðàíåå îïèñàí-
íîé ìåòîäèêå (Senderskiy et al., 2014) ñ èñïîëüçîâàíèåì
àíòèòåë ê èììóíîãëîáóëèíàì êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûõ
ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì Alexa Fluor 546 òîãî æå
ïðîèçâîäèòåëÿ. Îáðàáîòàííûå àíòèòåëàìè ïðåïàðàòû çà-
êëþ÷àëè â ñðåäó Vectashield mounting medium (Vector La-
boratories, ÑØÀ) è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñ-
öåíòíîãî ìèêðîñêîïà AxioImager M1 (Carl Zeiss, Ãåðìà-
íèÿ).

À í à ë è ç ï î ñ ë å ä î â à ò å ë ü í î ñ ò è, ê î ä è ð ó þ -
ù å é î ò î á ð à í í î å à í ò è ò å ë î. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âû-
äåëÿëè èç âûðàùåííûõ â 2�YT-ÃÀ áàêòåðèé è ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü â ñîñòàâå âåêòîðà pOPE, êîäèðóþùóþ îòî-
áðàííîå ðåêîìáèíàíòíîå àíòèòåëî, ñåêâåíèðîâàëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ AAGAGGAGAAATTAAC-
CATGA (ïðÿìîé) è TCATTAGCACAGGCCTCTAGA (îá-
ðàòíûé).

È ì ì î á è ë è ç à ö è ÿ s c F v - à í ò è ò å ë í à N i - ñ î -
ä å ð æ à ù å é ñ ì î ë å è â û ä å ë å í è å a/b-ã è ä ð î ë à ç û
è ç ç à ð à æ å í í î ã î æ è ð î â î ã î ò å ë à ñ à ð à í ÷ è. Ðå-
êîìáèíàíòíûå àíòèòåëà, âûäåëåííûå èç 50 ìë áàêòåðè-
àëüíîé êóëüòóðû â 5 ìë ÒÑÁ, ñîäåðæàùåãî ÔÌÑÔ, ïåï-
ñòàòèí À è ÝÄÒÀ, èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ñ 0.1 ìë
ñìîëû HIS-Select® Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich)
ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå ýòîãî ñìîëó îòìûâàëè ÒÑÁ è ïðîäîëæàëè
èíêóáàöèþ ïðè òåõ æå óñëîâèÿõ ñ 3 ìë ôðàêöèè áåëêîâ
çàðàæåííîãî æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è, èñïîëüçîâàííîãî
äëÿ èììóíèçàöèè ìûøåé è ñåëåêöèè ôàãîâûõ ÷àñòèö.
Ïîñëå òùàòåëüíîé îòìûâêè ÒÑÁ ñâÿçàâøèåñÿ áåëêè ýëþ-

èðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 0.3 Ì èìèäàçîëà è àíàëèçèëè-
ðîâàëè ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðåêîìáèíàíòíîãî èëè ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë.

Ðåçóëüòàòû

Ï î ë ó ÷ å í è å ð å ê î ì á è í à í ò í î ã î s c F v - ô ð à ã -
ì å í ò à ê a/b-ã è ä ð î ë à ç å P. l o c u s t a e. ÏÖÐ-àìïëèôè-
êàöèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîäèðóþùèõ ðåêîìáèíàíò-
íûå àíòèòåëà, ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ pSEX Nco
ïðÿìîãî è pSEX Not îáðàòíîãî ïîêàçàëà, ÷òî â õîäå ñå-
ëåêöèè â ïîïóëÿöèè ôàãîâ ïðîèçîøåë îòáîð âèðóñíûõ
÷àñòèö, íåñóùèõ íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè ïðåèìóùåñòâåííî
scFv-ôðàãìåíò îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîãî ðàçìåðà. Â ñëó-
÷àå ïëàçìèäíîé ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç èñõîäíîé áèáëèîòå-
êè, à òàêæå èç áàêòåðèé, çàðàæåííûõ ôàãàìè ïîñëå ïåðâî-
ãî ðàóíäà ñåëåêöèè, íàáëþäàëè àìïëèôèêàöèþ ôðàãìåí-
òîâ ðàçìåðîì îêîëî 800 ï. í. (ðèñ. 1, äîðîæêà 1). Ïîñëå
âòîðîãî ðàóíäà ñåëåêöèè â ïîïóëÿöèè ôàãîâ ïîñòåïåííî
íàêàïëèâàëèñü âèðóñíûå ÷àñòèöû, íåñóùèå âàðèàíò ãåíà
scFv-ôðàãìåíòà ðàçìåðîì îêîëî 600 ï. í. (äîðîæêà 2), à
ïîñëå òðåòüåãî ðàóíäà ñåëåêöèè äàííàÿ êîíñòðóêöèÿ â ïî-
ïóëÿöèè ôàãîâ ñòàíîâèëàñü ïðåîáëàäàþùåé (ðèñ. 1, äî-
ðîæêà 3).

Ïåðåêëîíèðîâàíèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, îòîáðàííûõ
â ðåçóëüòàòå òðåõ ðàóíäîâ ñåëåêöèè, â ýêñïðåññèðóþùèé
âåêòîð pOPE101 ïîçâîëèëî íàðàáîòàòü ðåêîìáèíàíòíûå
àíòèòåëà â áàêòåðèÿõ â ðàñòâîðèìîé ôîðìå. Ïðè ýòîì èç
96 ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êîëîíèé ïðàêòè÷åñêè âñå îòî-
áðàííûå òðàíñôîðìàíòû ïðîäóöèðîâàëè îäèí òèï àíòè-
òåë, ðàñïîçíàþùèõ ðàñòâîðèìûé áåëîê ðàçìåðîì îêîëî
45 êÄà â ïðîáàõ êàê çàðàæåííîãî, òàê è êîíòðîëüíîãî æè-
ðîâîãî òåëà ñàðàí÷è. Ñ öåëüþ îòáîðà êîíñòðóêöèé, êîäè-
ðóþùèõ äðóãèå àíòèòåëà, èç ãåëÿ áûëè âûäåëåíû
ÏÖÐ-ïðîäóêòû, èìåþùèå ðàçìåð îêîëî 700—800 ï. í. è
ìàêñèìàëüíî ñâîáîäíûå îò ïðèìåñåé íèæíåé ìàæîðíîé
ïîëîñû (ðèñ. 1, äîðîæêà 3). Ïåðåêëîíèðîâàíèå âûäåëåí-
íûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ â âåêòîð pOPE101 è ãåòåðîëîãè÷-
íàÿ ýêñïðåññèÿ ïîëó÷åííûõ êîíñòðóêöèé â áàêòåðèÿõ
E. coli ïîçâîëèëè îáíàðóæèòü âàðèàíò ïëàçìèäû, êîäèðó-
þùåé scFv-ôðàãìåíò, ñïåöèôè÷íûé ê a/b-ãèäðîëàçå
P. locustae. Èç 160 ïðîàíàëèçèðîâàííûõ òðàíñôîðìàíòîâ
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Ðèñ. 1. ÏÖÐ-àíàëèç ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, êîäèðóþùèõ ðåêîìáè-
íàíòíûå àíòèòåëà ê áåëêàì æèðîâîãî òåëà ïåðåëåòíîé ñàðàí-
÷è, çàðàæåííîé ìèêðîñïîðèäèåé Paranosema locustae, â ñîñòà-

âå âåêòîðà pSEX81.

Ýëåêòðîôîðåç ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ â àãàðîçíîì ãåëå ïîêàçàë íàêîïëåíèå â
ïîïóëÿöèè ôàãîâ êîíñòðóêöèé ñî âñòàâêîé îêîëî 550—600 ï. í. (êî-
ðîòêàÿ ñòðåëêà) îò îäíîãî ðàóíäà ñåëåêöèè ê äðóãîìó (ðàóíä ñåëåêöèè
ñîîòâåòñòâóåò íîìåðó äîðîæêè). Ñòàíäàðòíûé ðàçìåð scF-ìîëåêóë ñî-

ñòàâëÿåò 750—800 ï. í. (äëèííàÿ ñòðåëêà).



7 êîëîíèé ïðîäóöèðîâàëè äàííûé âàðèàíò ðåêîìáèíàíò-
íîãî àíòèòåëà. Ãåòåðîëîãè÷íàÿ ýêñïðåññèÿ îòîáðàííûõ
êîíñòðóêöèé â E. coli, ÄÑÍ-ÏÀÀÃÝ è èììóíîáëîòèíã ïî-
êàçàëè íàêîïëåíèå â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ scFv-ôðàã-
ìåíòà ðàçìåðîì îêîëî 35 êÄà (ðèñ. 2). Íåñìîòðÿ íà ïðè-
ñóòñòâèå â ñîñòàâå ðåêîìáèíàíòíîãî àíòèòåëà N-êîíöå-
âîé ñèãíàëüíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè PelB, îòâåòñòâåííîé
çà òðàíñïîðò áåëêà â ïåðèïëàçìàòè÷åñêîå ïðîñòðàíñòâî,
èíêóáàöèÿ áàêòåðèé â ðàñòâîðàõ äëÿ ýêñòðàêöèè ïåðè-
ïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâ ïðèâîäèëà ê ñîëþáèëèçàöèè ëèøü
íåçíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà scFv-ôðàãìåíòà (ðèñ. 2, äî-
ðîæêè 1, 2). Ýôôåêòèâíîå âûñâîáîæäåíèå ìèíè-àíòèòåë
èç áàêòåðèé â ðàñòâîðèìîé ôîðìå íàáëþäàëè ëèøü ïîñëå
èõ îáðàáîòêè óëüòðàçâóêîì (ðèñ. 2, äîðîæêè 3, 4). Ïðè
ýòîì ñîïîñòàâèìîå êîëè÷åñòâî ðåêîìáèíàíòíîãî ïðîäóê-
òà îñòàâàëîñü â íåðàñòâîðèìîé ôîðìå (ðèñ. 2, äîðîæêè 5,
6), âåðîÿòíî â âèäå áåëêîâûõ âêëþ÷åíèé, íàêîïëåíèå êî-
òîðûõ ÷àñòî íàáëþäàåòñÿ ïðè ãåòåðîëîãè÷íîé ýêñïðåññèè
áåëêîâ â E. coli (De Groot et al., 2008).

È ì ì ó í î ë î ê à ë è ç à ö è ÿ a / b - ã è ä ð î ë à ç û P. l o -
c u s t a e ñ è ñ ï î ë ü ç î â à í è å ì ï î ë ó ÷ å í í î ã î
s c F v - ô ð à ã ì å í ò à. Èììóíîáëîòèíã ïðîá æèðîâîãî
òåëà ñàðàí÷è, à òàêæå ñïîð è ñòàäèé âíóòðèêëåòî÷íîãî
ðàçâèòèÿ ìèêðîñïîðèäèè P. locustae ïîêàçàë èäåíòè÷íûé

ðèñóíîê áåëêîâûõ ïîëîñ, ðàñïîçíàâàåìûõ ðåêîìáèíàíò-
íûì scFv-ôðàãìåíòîì è ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ê
a/b-ãèäðîëàçå ïàðàçèòà (ðèñ. 3). Îáà âàðèàíòà àíòèòåë
ðàñïîçíàâàëè äâå ïîëîñû ðàçìåðàìè 63 è ïðèáëèçèòåëüíî
90 êÄà â ïðîáàõ çàðàæåííîãî, íî íå êîíòðîëüíîãî (íåçà-
ðàæåííîãî) æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è, à òàêæå â ñòàäèÿõ
âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ ìèêðîñïîðèäèé, âûäåëåííûõ
â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè Ïåðêîëëà. Â î÷èùåííûõ ñïîðàõ
ìèêðîñïîðèäèé ñîäåðæàíèå ãèäðîëàçû áûëî íåçíà÷èòåëü-
íûì. Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ÿñíî ïîêàçàë, ÷òî â çàðàæåí-
íîì æèðîâîì òåëå ñàðàí÷è äåéñòâèòåëüíî ïðèñóòñòâóþò
äâå ôîðìû a/b-ãèäðîëàçû P. locustae, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî
ðàçìåðó, íî èìåþùèå îáùèé ýïèòîï, ðàñïîçíàâàåìûé ïî-
ëó÷åííûì ðåêîìáèíàíòíûì àíòèòåëîì.

ÈÔÀ çàìîðîæåííûõ ñðåçîâ çàðàæåííîãî æèðîâîãî
òåëà ñàðàí÷è ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåêîìáèíàíòíîãî scFv-
ôðàãìåíòà è ïîëó÷åííûõ ðàíåå ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë
ïðîòèâ a/b-ãèäðîëàçû P. locustae ïîêàçàë ñõîäíûé ðå-
çóëüòàò. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ íàáëþäàëè íàêîïëåíèå çíà÷è-
òåëüíûõ êîëè÷åñòâ ñåêðåòèðóåìîãî ïàðàçèòîì ôåðìåíòà
â öèòîïëàçìå çàðàæåííûõ àäèïîöèòîâ ñàðàí÷è (ðèñ. 4).
Ñòàäèè âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ (èõ âèçóàëèçèðîâàëè,
èñïîëüçóÿ àíòèòåëà ê ìîëåêóëÿðíîìó øàïåðîíó ñåìåéñò-
âà Hsp70) è ñïîðû ìèêðîñïîðèäèé âûãëÿäåëè íà ñðåçàõ
æèðîâîãî òåëà òåìíûìè çîíàìè, îêðóæåííûìè ñâåòÿ-
ùèìñÿ ãàëî ñåêðåòèðóåìîãî ôåðìåíòà. Â ÿäðàõ õîçÿèíà, à
òàêæå â êîíòðîëüíûõ (íåçàðàæåííûõ) êëåòêàõ æèðîâîãî
òåëà ñàðàí÷è êàêàÿ-ëèáî ïîëîæèòåëüíàÿ ðåàêöèÿ îòñóòñò-
âîâàëà. Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ïîäòâåðäèë, ÷òî ìå÷åíèå
a/b-ãèäðîëàçû P. locustae íà ñðåçàõ çàðàæåííîãî æèðîâî-
ãî òåëà ñàðàí÷è ñ ïîìîùüþ äâóõ òèïîâ àíòèòåë ÿâëÿåòñÿ
ñïåöèôè÷íûì. ßðêîå ñâå÷åíèå âîêðóã êëåòîê ïàðàçèòà
äåéñòâèòåëüíî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñåêðåöèè ïàðàçèòîì
çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâ èçó÷àåìîãî ôåðìåíòà â öèòî-
ïëàçìó çàðàæåííîé êëåòêè õîçÿèíà.

302 Â. Â. Äîëãèõ è äð.

Ðèñ. 2. Àíàëèç ýêñïðåññèè îäíîöåïî÷å÷íîãî àíòèòåëà ê
a/b-ãèäðîëàçå Paranosema locustae â áàêòåðèÿõ Escherichia co-

li.

Äîðîæêè: 1, 2 — ñóïåðíàòàíòû ïîñëå ýêñòðàêöèè ïåðèïëàçìàòè÷åñêèõ
áåëêîâ; 3, 4 — ñóïåðíàòàíòû ïîñëå ðàçðóøåíèÿ áàêòåðèé óëüòðàçâóêîì;
5, 6 — îñàäêè ïîñëå ðàçðóøåíèÿ áàêòåðèé óëüòðàçâóêîì. Ïîñëå ýêñïðåñ-
ñèè áàêòåðèé îñàæäàëè èç 15 ìë êóëüòóðû, îñàäîê ðàçäåëÿëè íà äâå ÷àñòè
è ðåñóñïåíäèðîâàëè â 400 ìêë Òðèñ-Cl-áóôåðà (25 ìÌ, ðÍ 7.4), ñîäåðæà-
ùåãî 1 ìÌ ÝÄÒÀ è 25 % ãëþêîçû, èëè â 400 ìêë Òðèñ-Cl-áóôåðà
(50 ìÌ, pH 8.0), ñîäåðæàùåãî 1.5 ìÌ ÝÄÒÀ è 20 % ñàõàðîçû. Ïîñëå ýê-
ñòðàêöèè ïåðèïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâ â òå÷åíèå 20 ìèí íà ëüäó êëåòêè
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì, ðàçðóøàëè óëüòðàçâóêîì â 400 ìêë ÒÑÁ
ñ äîáàâëåíèåì èíãèáèòîðîâ ïðîòåèíàç, öåíòðèôóãèðîâàëè 15 ìèí ïðè
18 000 g è ñóïåðíàòàíòû, à òàêæå îñàäêè, ðåñóñïåíäèðîâàííûå â 400 ìêë
ÒÑÁ, àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ÄÑÍ-ÏÀÀÃÝ è èììóíîáëîòèíãà (ÈÁ) ñ

àíòèòåëàìè (ÀÒ) ê ïîëèãèñòèäèíîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ÏÃÏ).

Ðèñ. 3. Èììóíîáëîòèíã áåëêîâ æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è è ìèê-
ðîñïîðèäèè Paranosema locustae c èñïîëüçîâàíèåì ïîëèêëî-
íàëüíûõ àíòèòåë (ÏÊ-ÀÒ) è ðåêîìáèíàíòíîãî (ÐÊ) scFv-ôðàã-

ìåíòà ê a/b-ãèäðîëàçå.

Çàðàæåííîå æèðîâîå òåëî ñàðàí÷è ãîìîãåíèçèðîâàëè â PBS è îñàäêè ïî-
ñëå ïîñëåäîâàòåëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ãîìîãåíàòà ïðè 100 g â òå÷å-
íèå 10 ìèí (äîðîæêà 1) è 20 000 g â òå÷åíèå 20 ìèí (äîðîæêà 2) äîâîäè-
ëè äî îáúåìà êîíå÷íîãî ñóïåðíàòàíòà (äîðîæêà 3); äîðîæêè 4, 5 — îñà-
äîê è ñóïåðíàòàíò ñîîòâåòñòâåííî ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
ãîìîãåíàòà êîíòðîëüíîãî (íåçàðàæåííîãî) æèðîâîãî òåëà ïðè 20 000 g
20 ìèí; äîðîæêà 6 — áåëêè ñòàäèé âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ P. locus-
tae; ñòàäèè âûäåëåíû öåíòðèôóãèðîâàíèåì â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè Ïåð-
êîëëà; äîðîæêà 7 — ãîìîãåíàò î÷èùåííûõ ñïîð P. locustae, îñâåòëåí-

íûé öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 100 g â òå÷åíèå 10 ìèí.



À í à ë è ç ï î ñ ë å ä î â à ò å ë ü í î ñ ò è, ê î ä è ð ó þ -
ù å é ð å ê î ì á è í à í ò í î å à í ò è ò å ë î. Ðàñøèôðîâêà áå-
ëîê-êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ñîñòàâå âåêòîðà
pOPE 101 ïîêàçàëà, ÷òî â ñîñòàâ ðåêîìáèíàíòíîãî àíòè-
òåëà âõîäÿò VH- è VL-ôðàãìåíòû, ñîñòîÿùèå ñîîòâåòñò-
âåííî èç 122 è 121 àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà (ðèñ. 5).
BLAST-àíàëèç àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè VH
ïîêàçàë îêîëî 90 % èäåíòè÷íîñòè ñ íåêîòîðûìè âàðè-
àíòàìè âàðèàáåëüíûõ ôðàãìåíòîâ èììóíîãëîáóëèíîâ
ìûøè (pdb|1CFS|B, ABO93395.1), ïðåäñòàâëåííûõ íà
ñàéòå Íàöèîíàëüíîãî öåíòðà áèîòåõíîëîãè÷åñêîé èíôîð-

ìàöèè ÑØÀ (NCBI). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü VL ïîêàçàëà
99 % èäåíòè÷íîñòè ñ íåêîòîðûìè âàðèàíòàìè âàðèàáåëü-
íûõ ôðàãìåíòîâ êàïïà-ëåãêèõ öåïåé èììóíîãëîáóëè-
íîâ ìûøè (AHK61053.1, pdb|1T66|L). Íàèáîëåå áëèçêîå
èç ïðåäñòàâëåííûõ íà ñàéòå NCBI ðåêîìáèíàíòíîå àíòè-
òåëî (AY270182.1) èìååò 77 è 94 % èäåíòè÷íîñòè ñîîò-
âåòñòâåííî äëÿ VH- è VL-ôðàãìåíòîâ. Òàêèì îáðàçîì,
â ðåçóëüòàòå âûïîëíåííûõ èññëåäîâàíèé íàìè ïîëó÷å-
íî íîâîå ðåêîìáèíàíòíîå àíòèòåëî, íå èìåþùåå ïîëíîé
ãîìîëîãèè ñ êàêèìè-ëèáî èçâåñòíûìè ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòÿìè.

Ïîëó÷åíèå ðåêîìáèíàíòíîãî îäíîöåïî÷å÷íîãî àíòèòåëà ê àëüôà/áåòà-ãèäðîëàçå ìèêðîñïîðèäèè 303

Ðèñ. 4. Èììóíîëîêàëèçàöèÿ a/b-ãèäðîëàçû Paranosema locustae â çàðàæåííîì æèðîâîì òåëå ñàðàí÷è.

Ñðåçû çàðàæåííîãî æèðîâîãî òåëà èíêóáèðîâàëè ñ scFv-ôðàãìåíòîì ê a/b-ãèäðîëàçå P. locustae è îäíîâðåìåííî ñ êðîëè÷üèìè ïîëèêëîíàëüíûìè àí-
òèòåëàìè (ÏÊ-ÀÒ) ê îäíîé èç ôîðì ìîëåêóëÿðíîãî øàïåðîíà Hsp70 P. locustae èëè ê a/b-ãèäðîëàçå. Íà âåðõíåì ëåâîì èçîáðàæåíèè ïðåäñòàâëåíà âè-
çóàëèçàöèÿ ñòàäèé âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ ìèêðîñïîðèäèé (ìåðîíòîâ è ñïîðîíîòîâ) ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê øàïåðîíó ñåìåéñòâà Hsp70. Ñòàäèè
âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàçâèòèÿ ïàðàçèòà âûãëÿäÿò íà ñðåçå êàê ìíîãî÷èñëåííûå ñâåòëûå êëåòêè. Íàïðîòèâ, ïðè îêðàñêå ñðåçîâ îäíîöåïî÷å÷íûì àíòèòå-
ëîì (ÎÖ-ÀÒ, ñðåäíèå èçîáðàæåíèÿ) è ÏÊ-ÀÒ (íèæíåå ëåâîå èçîáðàæåíèå) ê a/b-ãèäðîëàçå P. locustae êëåòêè ïàðàçèòà âûãëÿäÿò êàê òåìíûå, íåîêðà-

øåííûå çîíû, îêðóæåííûå ñâåòÿùèìñÿ ãàëî ñåêðåòèðóåìîãî ôåðìåíòà. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè: 10 ìêì.

Ðèñ. 5. Àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü scFv-ôðàãìåíòà ê a/b-ãèäðîëàçå Paranosema locustae.

Âàðèàáåëüíûå ôðàãìåíòû òÿæåëîé (VH) è ëåãêîé (VL) öåïåé èììóíîãëîáóëèíîâ îòìå÷åíû ñåðûì öâåòîì, N-êîíöåâàÿ ñèãíàëüíàÿ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü PelB âûäåëåíà êóðñèâîì, ýïèòîï ñ-Myc è ïîëèãèñòèäèíîâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîä÷åðêíóòû.



Â û ä å ë å í è å a / b - ã è ä ð î ë à ç û P. l o c u s t a e ñ
è ñ ï î ë ü ç î â à í è å ì è ì ì î á è ë è ç î â à í í î ã î s c F v -
ô ð à ã ì å í ò à. Ïîñêîëüêó îòîáðàííîå ðåêîìáèíàíòíîå
àíòèòåëî óçíàâàëî ôåðìåíò ìèêðîñïîðèäèé êàê â äåíàòó-
ðèðîâàííîé ôîðìå (èììóíîáëîòèíã), òàê è â íàòèâíîé
êîíôîðìàöèè (ÈÔÀ), áûëà èçó÷åíà âîçìîæíîñòü åãî èñ-
ïîëüçîâàíèÿ äëÿ âûäåëåíèÿ ãèäðîëàçû èç çàðàæåííîãî
æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è. Íàëè÷èå ïîëèãèñòèäèíîâîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè â Ñ-êîíöåâîé îáëàñòè ðåêîìáèíàíòíîé
ìîëåêóëû ïîçâîëèëî óñïåøíî èììîáèëèçîâàòü íàðàáî-
òàííûé â E. coli scFv-ôðàãìåíò íà Ni-ñîäåðæàùåé àãàðîç-
íîé ñìîëå His-Select Nickel Affinity Gel. Èíêóáàöèÿ ÷àñòèö
àãàðîçû ñ ðàñòâîðèìîé ôðàêöèåé ãîìîãåíàòà çàðàæåííîãî
æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è, îòìûâêà ñìîëû è ýëþöèÿ êîìï-
ëåêñà àíòèãåí—àíòèòåëî â ïðèñóòñòâèè 0.3 Ì èìèäàçîëà
ïîêàçàëè, ÷òî ïðîñòðàíñòâåííàÿ îðèåíòàöèÿ èììîáèëèçî-
âàííîãî scFv-ôðàãìåíòà íå ïðåïÿòñòâóåò åãî ñâÿçûâàíèþ
ñ ôåðìåíòîì ìèêðîñïîðèäèé. Âî ôðàêöèÿõ ïîñëå ýëþöèè
ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà áûëè îáíàðóæåíû ðåêîìáè-
íàíòíîå àíòèòåëî ðàçìåðîì îêîëî 35 êÄà (ðèñ. 6, óêàçàíî
ñòðåëêîé) è îáå ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþùèå äâóì ôîðìàì
a/b-ãèäðîëàçû P. locustae. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî ñî-
äåðæàíèå scFv-ôðàãìåíòà è ñâÿçàâøåãîñÿ ñ íèì ôåðìåíòà
ìèêðîñïîðèäèé îêàçàëîñü ïðèáëèçèòåëüíî îäèíàêîâûì â
ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ïðîáàõ. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî
óòâåðæäàòü, ÷òî ïî÷òè êàæäàÿ èììîáèëèçîâàííàÿ íà
Ni-ñîäåðæàùåé ñìîëå ìîëåêóëà ìèíè-àíòèòåëà óñïåøíî
ñâÿçàëà ïî îäíîé ìîëåêóëå a/b-ãèäðîëàçû â õîäå èíêóáà-
öèè ñ ãîìîãåíàòîì çàðàæåííîãî æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è.
Óñïåøíîå âûäåëåíèå îáåèõ ôîðì ôåðìåíòà ïîçâîëèò
ïðèñòóïèòü ê èõ äàëüíåéøåìó èçó÷åíèþ.

Îáñóæäåíèå

Paranosema (Antonospora) locustae ÿâëÿåòñÿ ê íàñòîÿ-
ùåìó âðåìåíè åäèíñòâåííûì âèäîì ìèêðîñïîðèäèé, ñïî-
ðû êîòîðûõ ïîñëóæèëè îñíîâîé äëÿ ñîçäàíèÿ óñïåøíî
ïðèìåíÿåìîãî áèîèíñåêòèöèäíîãî ïðåïàðàòà ïðîòèâ ïðÿ-
ìîêðûëûõ (Bjornson, Oi, 2014). Ýòî îáóñëîâëèâàåò èíòå-
ðåñ ê ïîèñêó óíèêàëüíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé

èçó÷àåìîãî ïàðàçèòà, ïîòåíöèàëüíî ñïîñîáíûõ îáåñïå-
÷èòü åãî âûñîêóþ ïàòîãåííîñòü â îòíîøåíèè íàñåêî-
ìûõ-õîçÿåâ. Îäíîé èç òàêèõ îñîáåííîñòåé âïîëíå ìîæåò
îêàçàòüñÿ íàëè÷èå ó ïàðàçèòîâ a/b-ãèäðîëàçû, ñîäåðæà-
ùåé â Ñ-êîíöåâîì ðåãèîíå îò òðåõ äî âîñüìè ïðîëèí-áî-
ãàòûõ ïîâòîðîâ. Ó ãîìîëîãè÷íûõ ãèäðîëàç âñåõ äðóãèõ
èçó÷åííûõ ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè âèäîâ ìèêðîñïîðèäèé,
âêëþ÷àÿ ýíòîìîïàòîãåííûå âèäû, òàêèå ïîâòîðû îòñóòñò-
âóþò. Êàê óæå îòìå÷àëîñü, ïî àíàëîãèè ñ ëèïàçàìè ìëå-
êîïèòàþùèõ, àêòèâèðóåìûõ ñîëÿìè æåë÷íûõ êèñëîò
(Wang, Hartsuck, 1993), íàëè÷èå òàêèõ ïîâòîðîâ ïîçâîëÿ-
åò ïðåäïîëîæèòü âàæíóþ ðîëü ôåðìåíòà â ìîáèëèçàöèè
ëèïèäîâ æèðîâîãî òåëà íàñåêîìûõ.

Ñîçäàíèå áèáëèîòåêè ðåêîìáèíàíòíûõ îäíîöåïî÷å÷-
íûõ àíòèòåë ê áåëêàì æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è, çàðàæåííî-
ãî ìèêðîñïîðèäèåé P. locustae, ïîçâîëèëî îòîáðàòü
scFv-ôðàãìåíò, íå èìåþùèé ñõîäñòâà ñ äðóãèìè ìè-
íè-àíòèòåëàìè è ñïåöèôè÷íî ðàñïîçíàþùèé äàííûé
ôåðìåíò, ïðèñòóïèòü ê åãî äàëüíåéøåìó èçó÷åíèþ è ïî-
ëó÷èòü ïåðâûå èíòåðåñíûå ðåçóëüòàòû. Íåñìîòðÿ íà òî
÷òî a/b-ãèäðîëàçà P. locustae íå ðàñïîçíàåòñÿ êëåòêàìè
äðîææåé P. pastoris êàê ñåêðåòîðíûé áåëîê (Senderskiy
et al., 2014), èñïîëüçîâàíèå îòîáðàííîãî scFv-ôðàãìåíòà
ïîçâîëèëî ïîäòâåðäèòü ôàêò ñåêðåöèè çíà÷èòåëüíûõ êî-
ëè÷åñòâ ïàðàçèòè÷åñêîãî ôåðìåíòà â öèòîïëàçìó çàðà-
æåííîé êëåòêè. Ýòîò ðåçóëüòàò íå òîëüêî ïîäòâåðæäàåò
âàæíóþ ðîëü ãèäðîëàçû ìèêðîñïîðèäèé â ïàðàçèòî-õîçÿ-
èííûõ îòíîøåíèÿõ, íî è ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî
ôåðìåíò ìîæåò ñåêðåòèðîâàòüñÿ ìèêðîñïîðèäèÿìè ñ ïî-
ìîùüþ îäíîãî èç íåòðàäèöèîííûõ ìåõàíèçìîâ, íåçàâè-
ñèìîãî îò òðàíñëîêàöèè áåëêà â ïðîñâåò ýíäîïëàçìàòè÷å-
ñêîãî ðåòèêóëóìà (ÝÐ). ÝÐ-íåçàâèñèìûé âíóòðèêëåòî÷-
íûé òðàíñïîðò îáíàðóæåí äëÿ ðÿäà ìåìáðàííûõ è
ñåêðåòèðóåìûõ áåëêîâ ìëåêîïèòàþùèõ (Rubartelli, 1990;
Mignatti et al., 1992; Lindstedt et al., 1993), âèðóñîâ (Chang
et al., 1997; Lecellier et al., 2002) è ýíäîïàðàçèòè÷åñêèõ
ïðîñòåéøèõ (Denny et al., 2000). Îäíèì èç ñâîéñòâ òàêèõ
áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ îòñóòñòâèå ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà (ÑÏ),
îòâåòñòâåííîãî çà èõ ïîñòóïëåíèå â ÝÐ (Nickel, 2003).
Ïîñêîëüêó èç ïÿòè èñïîëüçîâàííûõ íàìè ïðîãðàìì äëÿ
ïîèñêà N-êîíöåâîãî ÑÏ â ñîñòàâå ãèäðîëàçû P. locustae
(SignalP, TargetP, SIG-Pred, PrediSi è Signal-3D) ëèøü Tar-
getP ïðåäñêàçàëà åãî íàëè÷èå (Senderskiy et al., 2014), åñòü
âñå îñíîâàíèÿ ïîëàãàòü, ÷òî è èçó÷àåìûé ôåðìåíò ìèêðî-
ñïîðèäèé ñåêðåòèðóåòñÿ ïî ÝÐ-íåçàâèñèìîìó, åùå íåèçó-
÷åííîìó ìåõàíèçìó.

Èíòåðåñíîé îñîáåííîñòüþ ãèäðîëàçû ìèêðîñïîðè-
äèé ÿâëÿåòñÿ è ïðèñóòñòâèå â ïðîáàõ çàðàæåííîãî æèðî-
âîãî òåëà ñàðàí÷è äâóõ ôîðì ôåðìåíòà, ðàçëè÷àþùèõñÿ
ïî ðàçìåðó ïðèáëèçèòåëüíî â 1.5 ðàçà. Ñõîäíàÿ âàðèà-
áåëüíîñòü ðàçìåðà îò 100 äî 160 êÄà íàáëþäàëàñü è â
ñëó÷àå ëèïàçû ÷åëîâåêà, àêòèâèðóåìîé ñîëÿìè æåë÷íûõ
êèñëîò. Íàáëþäàåìûå ðàçëè÷èÿ áûëè âûçâàíû ïðèñóòñò-
âèåì äåëåöèé è âñòàâîê â ãèïåðâàðèàáåëüíîì ó÷àñòêå
ãåíà, êîäèðóþùåì Ñ-êîíöåâûå ïðîëèí-áîãàòûå ïîâòîðû
(Lindquist et al., 2002). Óñïåøíîå âûäåëåíèå îáåèõ
ôîðì ãèäðîëàçû èç çàðàæåííîãî æèðîâîãî òåëà ñàðàí÷è ñ
ïîìîùüþ èììîáèëèçîâàííîãî íà Ni-cîäåðæàùåé ñìîëå
scFv-ôðàãìåíòà ïîçâîëÿåò ïëàíèðîâàòü íîâûå ýêñïåðè-
ìåíòû ïî èõ ñðàâíèòåëüíîìó àíàëèçó ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðîòåîìíûõ ïîäõîäîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-04-04968).
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Ðèñ. 6. Èììóíîáëîòèíã áåëêîâ æèðîâîãî òåëà çàðàæåííîé ñà-
ðàí÷è, ñïåöèôè÷íî ñâÿçàâøèõñÿ ñ scFv-ôðàãìåíòîì, èììîáè-

ëèçîâàííûì íà Ni-ñîäåðæàùåé ñìîëå.

Ýëþèðîâàííûå â ïðèñóòñòâèè 0.3 Ì èìèäàçîëà áåëêè ðàçäåëÿëè ñ ïîìî-
ùüþ ÄÑÍ-ÏÀÀÃÝ, ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó è èíêó-
áèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè îäíîöåïî÷å÷íîãî (äîðîæêà 1) èëè ïîëèêëî-
íàëüíûõ (äîðîæêà 2) àíòèòåë ê a/b-ãèäðîëàçå Paranosema locustae.
Ñòðåëêîé óêàçàí scFv-ôðàãìåíò, ðàñïîçíàâàåìûé àíòèòåëàìè ê ïîëèãè-

ñòèäèíîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.
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PRODUCTION OF SINGLE CHAIN FRAGMENT VARIABLE (scFv) ANTIBODY

AGAINST PARANOSEMA LOCUSTAE ALPHA/BETA-HYDROLASE AND IMMUNOLOCALIZATION

OF MICROSPORIDIAN ENZYME IN THE INFECTED HOST CELL
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Microsporidia is a widespread group of fungi-related intracellular parasites. Direct contact of the most mic-
rosporidia species with host cytoplasm suggests that these parasites may control physiological processes of in-
fected cells by secretion of various proteins. In previous experiments, secretion of significant amounts of mic-
rosporidia Paranosema locustae alpha/beta-hydrolase into infected cells of Locusta migratoria fat bodies was
demonstrated using polyclonal antibodies against the enzyme. However, heterologous expression of microspo-
ridian hydrolase in yeast Pichia pastoris cells was not accompanied by its secretion. In this study, we have con-
structed library of recombinant single chain antibodies (scFv-fragments) against proteins of fat bodies of infec-
ted locusts and isolated mini-antibody specifically recognizing the studied enzyme using phage display techno-
logy. Immunoblotting and immunofluorescent microscopy with selected scFv-fragment confirmed secretion of
two different in size forms of P. locustae alpha/beta-hydrolase into infected host cell. Prospects of scFv-frag-
ment use to explore the role of microsporidian hydrolase in host-parasite relations and mechanism of its secreti-
on are discussed in the paper.

K e y w o r d s: microsporidia, host-parasite relationships, secreted proteins, alpha/beta-hydrolase, recombi-
nant single chain antibody, immunolocalization.
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