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Использование белков-носителей, индуцирующих эффективный и долгосрочный иммунный ответ 
на слабые антигены, стало настоящим прорывом в вакцинопрофилактике, сделавшим её доступ-
ной для более широкого круга пациентов и позволившим получить надёжные препараты про-
тив множества возбудителей. В настоящее время продолжаются исследования как по выявлению 
новых пептидов, белков и их комплексов, потенциально пригодных для использования в качестве 
носителей, так и по разработке новых методов выделения, очистки и конъюгации уже известных 
и хорошо себя зарекомендовавших белков. Использование рекомбинантных белков имеет ряд пре-
имуществ перед выделением из природных источников: более простое культивирование организ-
ма-хозяина, возможность модификации генетической конструкции, использование многочислен-
ных вариантов промоторов, сигнальных последовательностей и прочих регуляторных элементов. 
Данный обзор посвящён способам получения как «традиционных», так и новых рекомбинант-
ных белков и их производных, используемых или потенциально пригодных для использования 
в качестве белков-носителей конъюгированных вакцин.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гетерологичная экспрессия рекомбинантных белков, конъюгированные вакцины, 
белки-носители.

DOI: 10.31857/S0320972523090051, EDN: WTMAUF

Принятые сокращения: DT  – дифтерийный токсин; CRM197  – нетоксичный мутант дифтерийного токсина; 
GMMA  – модули мембранных антигенов; Hib  – Haemophilus influenza типа  b; OMPC  – комплекс белков внешней 
мембраны; OMV  – везикулы внешней мембраны; PD  – белок  D Haemophilus influenza; TT  – столбнячный токсин; 
VLP – вирусоподобные частицы.
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ВВЕДЕНИЕ

При разработке современных вакцин для 
обеспечения сильного и длительного иммун-
ного ответа при минимальном количестве 
побочных эффектов из массы отдельных анти-
генов инфекционных микроорганизмов от-
бирают те, которые обладают наибольшим 
протективным действием. Однако подобная 
процедура может привести к значительному 
снижению иммуногенности, поскольку наи-
более доступные для взаимодействия с клет-
ками иммунной системы молекулы зачастую 
сами по себе являются слабыми иммуно-
генами. Использование белков-носителей и 

их производных в составе конъюгированных 
вакцин позволяет, с одной стороны, сохра-
нить узкую, наиболее характерную антиген-
ную специфичность патогена, а с другой сто-
роны – обеспечивает достаточную иммуноген-
ность для выработки сильного протективного 
иммунитета.

При производстве конъюгированных вак-
цин важным фактором является возможность 
широкомасштабного производства как анти-
генов, так и носителей. Следует отметить, что 
большинство используемых или потенциаль-
ных носителей удобнее получать с помощью 
генноинженерных технологий в виде реком-
бинантных белков и производных, поскольку 
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системы гетерологичной экспрессии позво-
ляют получать большие или сопоставимые с 
природными продуцентами количества целе-
вого продукта в нетоксичной форме из мало-
патогенных организмов, культивирование ко-
торых обходится дешевле. Так, в состав многих 
существующих вакцин входят химически ин-
активированные природные токсины (анаток-
сины). Их использование сопряжено с рядом 
неудобств, таких как необходимость культиви-
рования опасных микроорганизмов, очистка 
и обработка полученных токсичных белков 
формальдегидом, опасность их недостаточной 
инактивации и денатурации, а также потен-
циальная гетерогенность партий и возмож-
ность нежелательных побочных модификаций. 
Получение мутантных нетоксичных произ-
водных, сохранивших антигенные эпитопы, 
но лишённых ферментативной активности, 
позволяет как избежать вышеперечисленных 
затруднений, так и организовать производство 
белков в менее опасных и более простых для 
культивирования микроорганизмах, что зна-
чительно снижает стоимость конечной про-
дукции. Изменение белкового и липидного 
составов мембранных везикул для уменьшения 
их токсичности и повышения иммуногенности 
требует вмешательства в геном клеток-про-
дуцентов, что также позволяет отнести такие 
носители к рекомбинантным. Не меньшего 
количества манипуляций требует и создание 
продуцентов биоконъюгатных вакцин, когда 
конъюгация носителя с антигеном осущест-
вляется с помощью ферментативных реакций 
внутри клетки-хозяина, что также позволяет 
снизить стоимость производства конечного 
продукта. Таким образом, гетерологичная экс-
прессия является мощным инструментом, ис-
пользование которого даёт возможность нара-
батывать большие объёмы продукта быстрее, 
безопаснее и дешевле. Несмотря на значи-
тельное количество обзоров, посвящённых 
свойствам и многообразию существующих и 
разрабатываемых носителей, в них редко за-
трагиваются вопросы экспрессии рассматри-
ваемых белков, в том числе в гетерологичных 
системах. При этом многие рассматриваемые 
белки являются довольно сложными объек-
тами для гетерологичной экспрессии из-за 
сложностей с фолдингом, необходимости пост -
трансляционного процессинга, токсичности 
и цитотоксичности. Настоящий обзор при-
зван дать представление о разнообразии при-
ёмов, используемых при гетерологичной экс-
прессии белков и их производных, исполь-
зуемых в качестве носителей конъюгирован-
ных вакцин.

ПРИНЦИП ДЕЙСТВИЯ 
КОНЪЮГИРОВАННЫХ ВАКЦИН

Внешняя оболочка многих инфекцион-
ных агентов, таких как Haemophilus influenzae, 
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis 
и другие, покрыта полисахаридной капсу-
лой, которая способствует их выживанию в 
кровотоке, придавая устойчивость к опосре-
дованному комплементом уничтожению и 
фагоцитозу  [1, 2]. Зачастую составляющие её 
полисахариды являются единственными по-
верхностными антигенами, непосредственно 
доступными для взаимодействия рецепторам 
клеток адаптивного иммунитета [3], что делает 
привлекательным их использование в каче-
стве вакцин  [4–6]. Однако полисахариды, за 
исключением цвиттер-ионных, обладают сла-
быми антигенными свойствами [6, 7].

Повторяющиеся звенья полисахаридных 
молекул напрямую взаимодействуют с рецеп-
торами В-лимфоцитов, запуская процесс их 
дифференцировки в плазматические клетки. 
Активированные В-клетки синтезируют IgM – 
пентамерные антитела, обладающие большой 
авидностью, но низкой аффинностью. Таким 
образом, иммунный ответ на полисахариды 
идёт по Т-независимому пути, который не по-
зволяет запускать механизм созревания В-кле-
ток, сопровождающийся увеличением аффин-
ности вырабатываемых антител. Кроме того, 
у детей первого года жизни данный механизм 
не сформирован, что делает невозможной вак-
цинопрофилактику полисахаридными вакци-
нами. Описанные ограничения можно пре-
одолеть путём ковалентного присоединения 
полисахаридных антигенов к белкам, которые 
способны привлекать Т-лимфоциты и активи-
ровать Т-зависимый путь. В гликоконъюгиро-
ванных вакцинах полисахаридная часть отве-
чает за привлечение специфических В-клеток, 
а белок-носитель предоставляет эпитопы для 
CD4+ Т-хелперов, способных запускать меха-
низм созревания В-клеток, а также способ-
ствует переключению изотипов синтезируе-
мых антител с IgM на IgG [6, 8].

Полисахаридная часть гликопротеина свя-
зывается с рецепторами В-клеток, а после ин-
тернализации антигена антиген-презентирую-
щими клетками белковая часть подвергается 
процессингу, в результате которого пептиды 
презентируются в составе главного комплек-
са гистосовместимости (МНС  II) хелперным 
Т-лимфоцитам. С помощью Т-лимфоцитов за-
пускается процесс пролиферации и диффе-
ренциации В-клеток в плазматические клетки, 
синтезирующие большое количество высоко-
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аффинных  IgG, а также в клетки иммуноло-
гической памяти. Последние при повторном 
появлении антигена способны быстро проли-
ферировать и дифференцироваться в плазма-
тические клетки, обеспечивающие высокий 
титр специфических антител. Кроме того, опи-
сан и второй механизм иммунного ответа на 
гликоконъюгаты  – процессированный глико-
пептид удерживается на MHC  II за пептид-
ную часть, а его углеводная составляющая 
экспонируется и узнаётся рецепторами угле-
водоспецифических клонов Т-лимфоцитов, 
также способных к стимуляции В-клеток. Оба 
этих механизма запускают функционирующий 
с рождения Т-зависимый иммунный ответ, что 
позволяет осуществлять вакцинацию детей 
с самого раннего возраста  [6, 8]. Таким обра-
зом, использование конъюгированных вакцин 
может значительно повысить эффективность 
и безопасность вакцинопрофилактики.

НОСИТЕЛИ 
«ТРАДИЦИОННЫЕ» И НОВЫЕ

Белки-носители должны соответствовать 
ряду требований, таких как безопасность для 
пациента, стабильность при хранении, способ-
ность вступать в реакции конъюгации, высо-
кая иммуногенность конъюгата и возможность 
широкомасштабного производства. Токсичность 
белков-носителей устраняют химическим или 
генноинженерным способами. Кандидатный 
белок должен обладать достаточным количе-
ством аминокислотных остатков с экспони-
рованными боковыми цепями, способными 
вступать в реакции конъюгации с полисахари-
дом, обладать хорошей растворимостью в ис-
пользуемых буферах и быть стабильным в 
растворах с высокой концентрацией белка и 
полисахарида. Также немаловажными факто-
рами являются стоимость культивирования и 
очистки. Данные процессы должны обладать 
высоким выходом и хорошей воспроизводи-
мостью, соответствовать стандартам GMP, а 
конечный продукт – обладать высокой чисто-
той и быть стабильным при хранении [8].

Наиболее распространённые белки, на ос-
нове которых созданы используемые в настоя-
щее время лицензированные вакцины, полу-
чили условное название «традиционные носи-
тели». Это пять препаратов: химически инак-
тивированные столбнячный и дифтерийный 
токсины (TT и  DT соответственно)  [9, 10], не-
токсичный мутант дифтерийного токсина 
CRM197  [11, 12], D-белок Haemophilus influen-
zae (PD или HiD) [13], а также комплексы бел-

ков внешней мембраны Neisseria meningitidis 
серогруппы B (outer membrane protein complex, 
OMPC) [14, 15]. Известные специфические анти-
гены для данных носителей – преимуществен-
но капсульные полисахариды пневмококков, 
менингококков и H. influenzae типа b (Hib) [16]. 
Для создания конъюгатов с новыми антиге-
нами производители вакцин в подавляющем 
большинстве случаев используют эти «тради-
ционные» носители. Такой подход ограничен 
непредсказуемым изменением иммуногенно-
сти прототипов вакцин с одинаковым белком 
и полисахаридами разных типов [17, 18]. Были 
описаны случаи как усиления иммунного от-
вета при введении различных полисахарид-
ных антигенов с одинаковым белком-носите-
лем, так и его снижения по причине иммунной 
интерференции. Исследования новых белков 
и их производных на предмет возможности их 
использования в качестве носителей, а также 
разработка способов их очистки и конъюгации 
активно продолжаются.

Разработку новых носителей можно раз-
делить на три направления. Первое  – новые 
белки, чаще всего белки внешней поверхности 
бактерий или секретируемые токсины, которые 
соответствуют требованиям к белкам-носите-
лям. Второе  – мультимерные трансмембран-
ные белковые комплексы на основе как вези-
кул внешней мембраны (OMV, outer membrane 
vesicles) и модулей мембранных антигенов 
(GMMA, generalized modules for membrane anti-
gens), так и вирусоподобных частиц (VLP, virus-
like particles) и нанокапсул (nanocages) – виру-
соподобных структур из невирусных белков. 
Третье  – пептиды и слитные белки, представ-
ляющие собой отдельные эпитопы и их комби-
нации соответственно  [6, 8, 16, 19]. Отдельно 
стоит отметить направление получения био-
конъюгатов, синтезируемых внутри генетиче-
ски модифицированных бактериальных кле-
ток: внутриклеточные ферменты осуществляют 
перенос широкого спектра полисахаридных 
субстратов на белки-носители, обладающие 
коротким специфическим аминокислотным 
мотивом [20].

Далее будут более подробно рассмотрены 
способы получения как «традиционных», так 
и новых носителей.

ДИФТЕРИЙНЫЙ ТОКСИН И CRM197

Дифтерийный токсин  – это секрети-
руемый белок, синтезируемый микроорга-
низмом Corynebacterium diphtheriae, который 
можно условно разделить на два фрагмента. 



ХОДАК1516

БИОХИМИЯ том 88 вып. 9 2023

N-Концевой фрагмент А отвечает за каталити-
ческую активность. Фрагмент  В содержит два 
домена, отвечающих за связывание с рецеп-
тором и рН-зависимое встраивание белка в 
мембрану и транслокацию внутри клетки-ми-
шени. Токсин интернализуется в эндосомах и 
покидает их при закислении среды путём 
конформационной перестройки. В  цитозоле 
DT  блокирует синтез белка, воздействуя на 
эукариотический фактор элонгации EF-2 и 
таким образом убивает клетку. В  молекуле  DT 
две дисульфидные связи: Cys186–Cys201 со-
единяет фрагменты А и  В, а Cys461–Cys471 
расположена внутри фрагмента  В  [11, 21, 22]. 
Инактивированный обработкой формальдеги-
дом анатоксин DT входит в состав вакцин с по-
лисахаридами H. influenzae типа b (ProHIBIT), 
N. meningitidis  (Menactra) и Str. pneumoniae 
(Synf lorix). Также описана попытка получения 
фрагмента дифтерийного токсина в составе 
комплексного препарата против дифтерии, 
столбняка и коклюша из трансгенных расте-
ний табака с пониженным содержанием алка-
лоидов [23].

CRM197  – это нетоксичный мутант  DT, 
полученный одной аминокислотной заме-
ной G52E в активном центре фермента  [11, 
24–27]. Способность к химической конъюга-
ции  CRM197 несколько выше, чем у интакт-
ного  DT, что может быть вызвано открытой 
конформацией белка и облегчением доступа к 
большему количеству остатков лизина  [11, 18, 
28]. В  настоящее время CRM197  используется 
во многих широко применяющихся вакцинах, 
таких как Meningitec («Nuron Biotech», США), 
Menjugate («GSK Vaccines», Великобритания), 
Menveo («GSK Vaccines»), Prevnar 13 и Prevnar 20 
(«Pfizer», США), Vaxneuvance («Merck», Герма-
ния), а также и для разработки новых вакцин 
против различных патогенов [29].

Значительная часть производимого в мире 
CRM197 представляет собой продукт культи-
вирования нетоксичного штамма C. diphtheriae 
C7(β197) [11]. Этим способом получает CRM197 
компания «List Biological Labs» (США). Пре-
имуществами данного способа являются пра-
вильная укладка целевого белка и его секреция 
в среду для культивирования, что облегчает 
дальнейшую очистку продукта. В  настоящее 
время продолжаются исследования по повы-
шению продуктивности C. diphtheriae C7(β197) 
с помощью подбора состава сред и режимов 
культивирования  [30–32]. Гомологичная экс-
прессия обладает рядом недостатков, таких как 
сравнительно невысокая продуктивность кори-
небактерий (в среднем 175–250 мг/литр  [33]), 
низкая скорость роста C. diphtheriae, риск об-

ратной мутации в токсичный вариант и необ-
ходимость соблюдать повышенные требования 
безопасности при культивации патогенных 
микроорганизмов. Поэтому предпринимались 
многочисленные попытки экспрессии CRM197 
в иных организмах (табл. 1).

Наличие внутри CRM197 двух дисульфид-
ных связей является основной проблемой, за-
трудняющей его гетерологичную экспрессию. 
Не все организмы способны осуществлять 
правильную укладку таких белков, из-за чего 
некорректно свёрнутый продукт становится 
нерастворимым и формирует тельца включе-
ния. В этом случае для получения растворимо-
го препарата требуется процедура рефолдинга. 
Кроме того, в исходной последовательности 
белка присутствует лидерный пептид, позво-
ляющий C. diphtheriae осуществлять секрецию 
синтезированного токсина во внешнюю среду. 
В зависимости от продуцента данную последо-
вательность либо заменяют на более эффек-
тивную, либо удаляют.

Было разработано несколько бактериаль-
ных систем для гетерологичной экспрессии
CRM197. Грамположительные бактерии Bacil-
lus subtilis  [34], несущие плазмиду, кодирую-
щую ген  crm197, слитый с сигнальной после-
довательностью субтилизина, давали макси-
мальное содержание растворимого секрети-
руемого CRM197 в среде ~7,1  мг/литр. Также 
в качестве организма-хозяина использовали 
штамм грамотрицательной бактерии Pseudo-
monas fluorescens (WO  2011123139  A1  [46]), де-
фектный по генам протеаз (hslU, hslV, prcl, 
degPl, degP2, dprA) и серрализина, и сверх-
экспрессирующий дисульфидизомеразы DsbA, 
DsbB, DsbC и DsbD. Последовательность гена 
оптимизировали под экспрессию в Pseudo-
monas и сливали с сигнальными последова-
тельностями, направляющими синтезируемый 
белок в периплазму, где происходила правиль-
ная укладка продукта. Для по крайней мере 
трёх вариантов сигнального пептида выход 
правильно сложенного CRM197 составил бо-
лее 1 г/литр. Менее удачный опыт был опи-
сан при попытке получения назальной формы 
вакцины против дифтерии с использованием 
ослабленного штамма S. enterica серовар Typhi 
CVD 908-htrA, поскольку большая часть целе-
вого продукта синтезировалась в нераствори-
мой форме и находилась в тельцах включения. 
Также неудачей окончилась попытка полу-
чения в данном продуценте секретируемого 
CRM197 путём экспрессии белка, слитого с 
укороченной версией гемолизина A Escherichia 
coli  [35]. Обычно гетерологичную экспрессию 
рекомбинантного CRM197 проводят в раз-
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личных штаммах E.  coli, и основной пробле-
мой получения растворимого CRM197 оста-
ётся правильная укладка полипептидной цепи, 
поскольку окислительно-восстановительный по-
тенциал цитоплазмы E. coli не позволяет фор-
мировать дисульфидные связи. Корректно 
свёрнутый рекомбинантный CRM197 мо-
жет быть получен путём ренатурации телец 
включения. Варианты рефолдинга описаны 
в многочисленных публикациях [36, 38, 41, 
42, 47, 48] и патентах WO 2010150230 A1 [49], 
WO 2019151601 A1 [50], WO  2016079755 A1 [51], 
CN 100999548 A [52], CN 101265288 B [53], 
CN 103266125 A [54], CN 104140972 B [55]; 
однако в большинстве случаев данный процесс 
требует существенного разбавления целевого 
белка и занимает несколько суток. Вариант ре-
фолдинга с щелочной денатурацией CRM197 и 
последующей нейтрализацией путём быстрого 
смешивания полученного раствора с кисло-
той также даёт низкий (не  более 20%) выход 
(WO 2017081700 A1 [56]). По-видимому, процесс 
рефолдинга позволяет получать CRM197 c пра-
вильно свёрнутым гидрофобным ядром  [41], 
но не обеспечивает корректную простран-
ственную структуру всей белковой глобулы 
CRM197, что подтверждается нестабильностью 
рефолдированного продукта при хранении [42].

В литературе описаны две основные группы 
методов получения правильно свёрнутого рас-
творимого CRM197. Первая из них – экспрес-
сия целевого белка, сопряжённая с его секре-
цией в периплазматическое пространство. Она 
имеет ряд преимуществ, таких как корректное 
отщепление лидерного пептида, а также мень-
шее содержание в периплазматической фрак-
ции примесных белков и протеаз, что облегчает 
дальнейшую очистку  ([39], а также патенты 
WO 2015134402 A1 [57], WO 2011042516 A2 [58], 
WO 2014102265 A1 [59], US 20150184215 A1 [60], 
WO 2019035058 A1 [61]). Основными преиму-
ществами данного способа являются окисли-
тельный потенциал периплазмы, благоприят-
ный для правильного сворачивания CRM197, 
и наличие там дисульфидизомераз DsbA и 
DsbC [62]. Однако ряд недостатков снижает 
привлекательность данного способа. Малый 
объём периплазмы (не  более  15% относитель-
но объёма клетки [63]) снижает конечный вы-
ход белка в расчёте на полученную биомассу. 
Но основной сложностью при использова-
нии периплазматической экспрессии явля-
ется обеспечение её согласованности с про-
цессом секреции во избежание накопле-
ния в цитоплазме избытка непроцессиро-
ванного нерастворимого продукта  ([39], 
WO 2019035058 A1  [61]), а также сложности 

в отделении примеси непроцессированного 
(несущего лидерный пептид) белка, неиз-
бежно появляющейся при механическом пов-
реждении клеток в процессе обработки боль-
шой биомассы методом осмотического шока. 
Невозможность заморозки и необходимость 
неотложной обработки биомассы также зна-
чительно усложняют масштабирование произ-
водства.

Таким образом, цитоплазматическая экс-
прессия CRM197 представляется более много-
обещающим методом. Однако, как упомянуто 
выше, восстановительный потенциал цито-
плазмы существенно затрудняет формирова-
ние правильно свёрнутых молекул CRM197. 
Данные сложности можно преодолеть путём 
совместной экспрессии целевого белка с ша-
перонами или дисульфидизомеразами и экс-
прессией в коммерчески доступных штаммах 
E.  coli с изменённым окислительно-восстано-
вительным потенциалом цитоплазмы  – на-
пример, Origami™ («EMD Millipore», США) 
или SHuff le™ («New England Biolabs», США), 
а также комбинации этих методов. Штамм 
SHuff le™ конститутивно экспрессирует в ци-
топлазме дисульфидизомеразу DsbС, выпол-
няющую также функции шаперона, и дефек-
тен по генам тиоредоксинредуктазы  (trxB) 
и глутатионредуктазы  (gor), благодаря чему 
окислительно-восстановительный потенциал 
цитоплазмы изменяется, что позволяет обеспе-
чить суперэкспрессию растворимого CRM197 
([45], WO 2015117093 A1  [64]). Следует отметить, 
что индукция при пониженной температу-
ре увеличивает выход корректно свёрнутого 
CRM197, тормозя скорость синтеза белка и 
обеспечивая дополнительное время для пра-
вильного сворачивания. Совместная экспрес-
сия шаперонов с целевым белком в штамме 
Origami B(DE3), результатом которой является 
синтез растворимого CRM197, описана в рабо-
те Mahamad et al. [37]. Использование штамма 
Rosetta-gami 2(DE3) с изменённым окислитель-
но-восстановительным потенциалом цитоплаз-
мы не помогло получить растворимый CRM197. 
Однако в клетках E. coli BL21(DE3) удалось до-
биться приемлемого (110,5 ± 7,5 мг/литр) уров-
ня синтеза растворимого целевого белка за 
счёт экспрессии с отдельной плазмиды до-
полнительных шаперонов в виде сульфгид-
рилоксидазы из дрожжей Saccharomyces cere-
visiae  (Erv1p) и дисульфидизомеразы  (PDI) из 
клеток человека [40].

Из рассмотренного разнообразия методов 
можно сделать вывод, что поскольку рефол-
динг нерастворимого  CRM197 идёт неэф-
фективно, основной задачей при разработке 
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систем гетерологичной экспрессии является 
обеспечение его правильной укладки. Наибо-
лее привлекательным с точки зрения очистки 
способом получения белков является выде-
ление из культуральной жидкости. Однако 
создать гетерологичную систему, уровень экс-
прессии секретируемого белка в которой со-
поставим или превышает таковой в организ-
ме-хозяине, не удалось. Периплазматическая 
экспрессия позволяет получать растворимый 
CRM197, однако малый объём периплазмы, 
а вследствие этого невысокий выход, необ-
ходимость немедленной переработки клеточ-
ной массы и дополнительная задача отделе-
ния примеси белков с неудалённым лидерным 
пептидом делают данный способ малопривле-
кательным. К преимуществам цитоплазмати-
ческой экспрессии можно отнести возмож-
ность накопления большого количества белка 
и отсутствие дополнительных последователь-
ностей (лидерного пептида), неэффективный 
процессинг которых может усложнить очистку. 
Дополнительным аргументом в пользу цито-
плазматической экспрессии CRM197 является 
возможность получения растворимого целе-
вого белка в коммерчески доступных штаммах 
одного из самых распространённых организ-
мов-продуцентов, E. coli, без необходимости 
серьёзного вмешательства в его геном, что 
ускоряет и удешевляет получение новых штам-
мов-продуцентов. Однако значительное повы-
шение уровня синтеза цитоплазматического 
белка может привести к его накоплению в 
нерастворимой форме в тельцах включения. 
Таким образом, разработка новых и оптимиза-
ция уже существующих систем цитоплазмати-
ческой экспрессии CRM197 остаётся актуаль-
ной задачей.

СТОЛБНЯЧНЫЙ ТОКСИН (TT)

Столбнячный токсин (tetanus toxin) синте-
зируют анаэробные бактерии Clostridium tetani 
в виде белка-предшественника, который затем 
превращается в активный токсин путём про-
теолиза: N-концевая часть становится катали-
тически активной лёгкой цепью (LC или фраг-
мент А), а соединённая с нею дисульфидной 
связью С-концевая часть становится тяжёлой 
цепью  (НС) токсина. Тяжёлая цепь, в свою 
очередь, состоит из транслокационного (HCN 
или  фрагмент В) и рецептор-связывающего 
(НСС или  фрагмент С) доменов  [65]. Прони-
кая в нейроны, TT  блокирует экзоцитоз ней-
ромедиаторов, предотвращая высвобождение 
ингибиторов нервно-мышечных синапсов, что 

приводит к продолжительной нервно-мышеч-
ной активации и спастическому параличу [66].

В настоящее время наиболее распростра-
нённым способом получения  TT является его 
выделение из среды для культивирования Гар-
вардского штамма («Harvard strain») C. tetani, 
полученного в США в 1920-х гг. и постепенно 
распространившегося в качестве основного 
продуцента в научных лабораториях и на про-
изводстве вакцин  [67]. Бактериальный токсин 
очищают от клеток и компонентов среды методом 
фильтрации и далее инактивируют формаль-
дегидом, получая каталитически неактивный 
столбнячный анатоксин (catalytically inactive 
tetanus toxoid, CITT) [68, 69]. Полученные пре-
параты иммунологически эффективны, но со-
держат значительные примеси белков штамма- 
продуцента. Кроме того, содержание TT колеб-
лется от партии к партии. Данные обстоятель-
ства приводят к довольно частым побочным 
эффектам после введения вакцины [9].

Получение рекомбинантного столбнячно-
го анатоксина сопряжено с рядом трудностей. 
Поскольку для поддержания структуры  TT не-
обходимы две правильно сформированные ди-
сульфидные связи, проблемы гетерологичной 
экспрессии данного белка весьма сходны с опи-
санными выше для  CRM197. Дополнительным 
фактором, усложняющим получение продукта, 
является протеолиз, необходимый для пере-
вода синтезированного полипептида в зрелую 
форму. Кроме того, в последовательность  TT 
необходимо внести изменения, блокирующие 
токсическую активность, но не влияющие на 
его иммунные свойства.

Одним из способов обойти указанные 
препятствия является использование отдель-
ных функциональных фрагментов столбняч-
ного токсина, несущих сохранные эпитопы, 
но не обладающих токсической активностью 
и не требующих для своего функционирова-
ния формирования дисульфидных связей и 
расщепления протеазой. С  иммунологической 
точки зрения, столбнячный токсин интере-
сен своими многочисленными эпитопами для 
взаимодействия с Т-клетками [70]. Например, 
последовательность P2 (a.о. 830–844) являет ся 
универсальным CD4+ T-клеточным эпито пом. 
Его последовательность в составе слитных бел-
ков и пептидов значительно повышает эффек-
тивность вакцинных препаратов против маля-
рии  [71], ротавируса  [72] и коронавируса [73]. 
Рецептор-связывающий С-фрагмент тяжёлой 
цепи столбнячного токсина востребован не 
только в качестве антигена противостолбняч-
ных вакцин, но и в фундаментальных исследова-
ниях физиологии нейронов и  нервной системы. 
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Также С-фрагмент используют в качестве носи-
теля для создания широкого спектра противо-
опухолевых препаратов и гликоконъюгатов, 
поэтому разработано и запатентовано огром-
ное количество систем для его гетерологичной 
экспрессии, включая экспрессию в E. coli и 
других бактериях, а также в дрожжах и клетках 
насекомых [10].

Полноразмерный токсин получали рекон-
струкцией отдельно экспрессированных цепей 
в 2 М  мочевине в присутствии дитиотреито-
ла [74, 75]. Было отмечено, что полученный бе-
лок примерно в 40 раз менее токсичен, чем его 
природный аналог. В  то же время инъекции 
смеси не подвергнутых реконструкции цепей 
показали отсутствие токсичности даже в боль-
ших дозах. Однако больший практический 
интерес представляет получение генетически 
инактивированного анатоксина, что, учиты-
вая крайне высокую степень токсичности  TT, 
является нетривиальной задачей. В  отличие 
от  CRM197, исследователям не удалось найти 
единственную аминокислотную замену, кар-
динально снижающую токсичность до прием-
лемого уровня.

Протеазную активность  TT пытались по-
давить путём ввода в каталитический домен 
замены  E234A. Поскольку E. coli, в которой 
осуществляли гетерологичную экспрессию му-
тантного токсина, неспособна к правильному 
процессингу синтезируемого полипептида, 
его расщепление осуществляли с помощью 
энтерокиназы, сайт узнавания которой вво-
дили в дополнительную линкерную последо-
вательность между лёгкой и тяжёлой цепями. 
Полученный мутантный белок блокировал 
нейропаралитическое действие столбнячно-
го токсина in  vitro с той же эффективностью, 
как тяжёлая цепь токсина, однако оказал-
ся более чем в  30  раз эффективнее в опытах 
in  vivo, предотвращая развитие столбняка у 
мышей, а его токсичность была значительно 
снижена [76]. Замены R372A и Y375F в том же 
каталитическом домене позволили получить 
мутантный вариант TeNT(RY), который сохра-
нил способность связываться с ганглиозидами с 
той же аффинностью и специфичностью, что и 
исходный белок, однако его токсичность ока-
залась в 125 000 раз ниже. Данный белок, сли-
тый с модулями, позволяющими осуществлять 
его аффинное выделение и мечение, использо-
вали для исследований взаимодействия токси-
на с культурами клеток, поскольку остаточная 
токсичность его была всё ещё неприемлема 
для использования в составе вакцинных пре-
паратов  [77]. Приемлемый уровень токсич-
ности производного  TT был достигнут при 

внесении изменений во все три домена ток-
сина. Полученный белок, названный  8МTT, 
содержит пять замен в лёгкой цепи (Y26A, 
L230K, E234Q, R372A, Y375F), которые нару-
шают каталитическую функцию и взаимо-
действие с белками-мишенями. Кроме того, 
были внесены мутации, нарушающие функ-
ционирование транслокационного (K768A) и 
рецептор-связывающего (R1226L и W1289A) 
доменов. Токсичность  8МTT снижена более 
чем в  50 млн  раз относительно исходного 
столбнячного токсина, что делает его хоро-
шим кандидатом для использования в качестве 
компонента вакцинных препаратов  [78]. По-
высить эффективность гетерологичной экс-
прессии 8МTT удалось благодаря использова-
нию в качестве продуцента штамма Gor/MetTM 
E. coli  [79] с удалённым геном глутатионре-
дуктазы  (gor), благодаря чему его цитоплазма 
имеет окислительный потенциал, позволяю-
щий получить растворимые белки с правильно 
сформированными дисульфидными связями. 
Кроме того, в данном штамме gor-локус заме-
нён на ген метионинаминопептидазы под кон-
тролем tac-промотора. Таким образом, при 
добавлении индуктора целевой ген, находя-
щийся в плазмиде под контролем того же про-
мотора, начинает экспрессировать продукт 
одновременно с экспрессией аминопептидазы, 
отщепляющей с N-конца синтезируемого бел-
ка стартовый остаток метионина. Поскольку 
во всех вышеперечисленных случаях мутант-
ные формы TT нарабатывали в E. coli, не спо-
собной осуществлять процессинг синтези-
руемого полипептида, для получения зрелого 
анатоксина очищенный продукт расщепляли 
трипсином (табл. 2).

Гетерологичная экспрессия полноразмер-
ного столбнячного анатоксина представляет 
собой довольно сложную задачу. Помимо не-
обходимости обеспечить правильный фолдинг 
и процессинг белка, множество усилий было 
направлено на получение генетически инак-
тивированного  TT. В  2021 г. компанией «Fina 
Biosolutions» (США) была подана патентная 
заявка WO 2021188379 A2 [80] на получение 
нетоксичного варианта столбнячного ток-
сина  8MTT, который до этого был протести-
рован в качестве носителя в гликоконъюгате 
с капсульными полисахаридами H. influenzae 
типа b и показал сходную со столбнячным ана-
токсином эффективность [79]. Таким образом, 
можно надеяться, что после прохождения всех 
необходимых клинических испытаний на рын-
ке появятся вакцины с использованием в каче-
стве носителя генетически инактивированного 
столбнячного токсина.
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Таблица 2. Получение рекомбинантного столбнячного токсина

Рекомбинантный 
белок

Продуцент
Плазмида/
промотор

Способ получения 
двухсубъединичной 

формы

Растворимость/
продуктивность

Модули для 
аффинной 

очистки
Ссылка

Природная 
и мутантная 
(H233A, E234A, 
H237A) формы LC

Escherichia 
coli JM109

производная 
pMAL-c2/Tac

реконструкция 
из отдельно экспрес-

сированных 
LC фрагментов и НС, 

полученной 
расщеплением 

природного токсина

растворимые
мальтоза-

связывающий 
белок MBP

[74]

LC и HC
E. coli 
JM109

производная 
pMAL-c2/Tac

реконструкция 
из отдельно экспрес-

сированных 
фрагментов LC и НС

растворимые
мальтоза-

связывающий 
белок MBP

[75]

Слитный белок 
из фрагментов LC 
и HC, разделённых 
линкером с сайтом 
энтерокиназы, 
природная 
и мутантная 
(E234A) формы

E. coli 
JM109

производная 
pTrcHisA/Lac

расщепление 
слитного белка 
энтерокиназой

растворимый/
9 мг/литр

His6 [76]

Полноразмерный 
мутантный (R372A 
и Y375F) белок

E. coli 
BL21(DE3)

pET28a/Т7
расщепление 

очищенного продукта 
трипсином

растворимый/
2–8 мг/литр

His6 
и три FLAG 
эпитопа – 

на N-конце, 
эпитопы HA 

и Strep – 
на С-конце

[77]

Полноразмерный 
мутантный (Y26A, 
L230K, E234Q, 
R372A, Y375F, 
K768A, R1226L, 
W1289A) белок 
(8МTT)

E. coli 
BL21(DE3)

pET28a/Т7
расщепление 

очищенного продукта 
трипсином

растворимый/
5 мг очищенного 
белка на 1 литр 

культуры

His6 [78]

Полноразмерный 
мутантный (Y26A, 
L230K, E234Q, 
R372A, Y375F, 
K768A, R1226L, 
W1289A) белок 
(8МTT)

E. coli 
Gor/MetTM

производная 
pET24/Tac

расщепление 
очищенного продукта 

трипсином

растворимый/
1 г/литр культуры 

(ферментёр)
нет [79]

Примечание. LC  – каталитически активная лёгкая цепь столбнячного токсина из анаэробных бактерий Clostridium 
tetani; НС – тяжёлая цепь столбнячного токсина из анаэробных бактерий Clostridium tetani.

БЕЛОК D БАКТЕРИИ Haemophilus inf luenzae

Белок D – высококонсервативный поверх-
ностный липопротеин бактерии H. influenzae, 
расположенный на внешней мембране как 
инкапсулированных, так и лишённых капсулы 
(а значит, нетипируемых) штаммов. Природ-
ный белок несёт на N-конце консенсусную 
последовательность, узнаваемую сигнальной 
пептидазой  II, которая отщепляет указанный 
пептид с образованием процессированного 

продукта размером 42 кДа [81]. Последователь-
ность гена и ферментативная активность белка 
имеют значительное сходство с таковыми у 
гликофосфодиэстеразы  GlpQ из E.  coli  [82]. 
Несмотря на общую гидрофильность моле-
кулы и отсутствие выраженных гидрофоб-
ных мотивов, белок  D является мембранным. 
Заякоривание в мембране происходит путём 
присоединения жирных кислот к остатку 
цистеина-19. При удалении данного амино-
кислотного остатка молекула становится 

6
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Таблица 3. Получение рекомбинантного белка D

Рекомбинантный белок Продуцент Плазмида/промотор Локализация Ссылка

Природный PD Escherichia coli JM83 pUC18/эндогенный промотор внешняя мембрана [81]

PD (C19G) E. coli JM83 pUC18/эндогенный промотор периплазма [83]

PD (C19G) E. coli JM83 pUC19 периплазма [84]

усечённый PD (a.о. 192–299) E. coli TOP10 pBAD/araBAD периплазма [85]

полностью гидрофильной и секретируется в 
периплазматическое пространство [83]. Свой-
ства  PD, такие как поверхностная локализа-
ция, высокая степень консервативности и ши-
рокая распространённость у разных штаммов, 
делают его хорошим кандидатом на роль носи-
теля для конъюгированных вакцин.

В геноме H. influenzae ген белка D  (hpd) 
находится под контролем слабого промото-
ра. При гетерологичной экспрессии природ-
ного PD в E. coli было отмечено, что усиление 
экспрессии, вызванное тандемным располо-
жением эндогенного промотора и lac-промо-
тора плазмиды  pUC18, приводит к угнетению 
роста и автолизу клеток, что свидетельствует о 
токсическом эффекте высокой концентрации 
белка D [81]. Рекомбинантный природный PD 
локализован на поверхности клеток E. coli, 
в то время как мутантная неацилированная 
форма PD, получаемая при замене  С19G, при-
сутствует преимущественно в периплазмати-
ческой фракции  [83]. Перенос экспрессион-
ной кассеты в плазмиду  pUC19 позволил на 
порядок повысить уровень синтеза неацилиро-
ванного  PD, при этом эффектов его токсиче-
ского воздействия на клетки не было обнаруже-
но, а периплазма содержала преимущественно 
рекомбинантный белок  [84]. Анализ иммуно-
генных эпитопов PD из различных штаммов 
H. influenzae позволил выбрать высококонсер-
вативный участок  PD (а.о. 192–299) в каче-
стве кандидатного антигена для производ-
ства вакцин. Усечённый ген клонировали 
в плазмиду  pBAD под контролем сильного 
промотора  araBAD, что позволило повысить 
выход целевого белка до  4 мг/литр культу-
ры [85] (табл. 3).

Исследования показали, что несмотря на 
некоторое снижение иммунного ответа на рас-
творимую форму PD по сравнению с ацилиро-
ванной, его достаточно для достижения про-
тективного эффекта  [84, 86], поэтому именно 
неацилированная форма используется при 
производстве конъюгированных вакцин, на-
пример Synflorix от «GlaxoSmithKline» (Велико-

британия) [87]. Вакцина, в состав которой вхо-
дят капсульные полисахариды стрептококка 
и белок D, показала высокую эффективность 
против обоих возбудителей, значительно сни-
жая количество острых отитов, вызванных не-
типируемыми штаммами H. influenzae [88–90].

КОМПЛЕКСЫ БЕЛКОВ ВНЕШНЕЙ 
МЕМБРАНЫ (OMPC), ВЕЗИКУЛЫ 

ВНЕШНЕЙ МЕМБРАНЫ (OMV) 
И МОДУЛИ МЕМБРАННЫХ 

АНТИГЕНОВ (GMMA)

Процесс роста грамотрицательных бакте-
рий часто сопровождается высвобождением 
небольших (25–200 нм) везикул, получивших 
общее название OMV. Присутствие в их соста-
ве множества бактериальных антигенов, таких 
как липополисахариды и мембранные белки, 
а также размер и гидрофобность делают их 
сильными иммуногенами и привлекательным 
объектом для использования в производстве 
вакцинных препаратов [15].

Везикулы, содержащие комплексы бел-
ков внешней мембраны N. meningitidis серо-
группы В, используют как в качестве сырья для 
производства противоменингококковых вак-
цин, так и в качестве носителей в составе Hib-
конъюгатов. Данные препараты демонстри-
руют большую иммуногенность по сравнению 
с Hib-конъюгатами на основе дифтерийного 
и столбнячного анатоксинов и CRM197, при-
чём разница особенно заметна при первичной 
иммунизации  [91, 92]. Стимулирующий эф-
фект предположительно достигается не столь-
ко активацией В-клеток входящими в состав 
везикул липополисахаридами, сколько мито-
генным воздействием на лимфоциты поринов 
PorA2 и других мембранных белков [93, 94].

Большинство природных штаммов высво-
бождает небольшое количество везикул, поэто-
му для производства OMPC используют метод 
экстракции мембранных комплексов из био-
массы с помощью детергентов. Эти везикулы, 
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Таблица 4. Получение рекомбинантных OMV

Организм/Штамм Внесённые изменения Эффект Ссылка

Escherichia coli IHE3034 делеция tolR сверхпродукция везикул [101]

Neisseria meningitidis H44/76
делеции rmpM, lpxL1, porB; 

усечённый galE; 
три варианта гена белка PorA

сверхпродукция везикул, 
снижение токсичности, 

расширение спектра антигенов
[102]

N. meningitidis 8570

делеции lpxL1, synX; 
усиление экспрессии 
белков fHbp и OpcA; 

дополнительный вариант PorA

снижение токсичности, 
нарушение формирования 

капсулы, расширение спектра 
антигенов, усиление 

иммуногенности

[103]

Shigella sonnei 53G делеции tolR, galU, msbB1 сверхпродукция везикул, 
снижение токсичности

[104]

Sh. sonnei 53G, 
Shigella flexneri 2a 2457T

делеции msbB1, htrB, rfbG снижение токсичности [100]

N. meningitidis 1630
делеции synX, ctrA, pxL1, gna33

оверэкспрессия белка fHbp

сверхпродукция везикул, 
нарушение формирования 

капсулы, снижение токсичности, 
усиление иммуногенности

[105]

Sh. sonnei 53G

хромосомные делеции 
tolR, htrB, замена 

в вирулентной плазмиде pSS 
гена virG на nadAB

сверхпродукция везикул, 
снижение токсичности, 

усиление иммуногенности
[99]

Salmonella enterica 
серовар Typhimurium изолят 1418

делеции tolR, msbB, pagP сверхпродукция везикул, 
снижение токсичности

[106]

наряду с хорошо известными мембранными 
белками, такими как порины PorA и  PorB, 
RmpM (reduction modifiable protein) и инва-
зин OpcA  [95, 96], содержат различные пери-
плазматические и цитоплазматические белки, 
а также белки внутренней мембраны, которые 
могут составлять до 60% от общего содержания 
белков  [17, 95, 97]. В  то же время OMV, полу-
ченные из штаммов, склонных к спонтанному 
высвобождению везикул, содержат преимуще-
ственно белки внешней мембраны, и присут-
ствие «мусорных» белков в них незначительно. 
Было продемонстрировано, что введение мы-
шам препарата на основе везикул, получен-
ных из штамма N. meningitidis серогруппы В с 
мутацией  Δgna33, провоцирующей усиленное 
везикулообразование, вызывало образование 
антител с бактерицидной активностью и обес-
печивало больший протективный эффект про-
тив более широкой панели штаммов, чем вези-
кулы из клеток дикого типа  [98]. Также было 
отмечено, что использование дезоксихолата на-
трия или других детергентов приводит к потере 
слабоассоциированных мембранных липопро-
теинов, которые важны для образования ней-
трализующих антител [14].

Данные наблюдения положили начало раз-
работке генноинженерных штаммов, отличаю-
щихся высокой частотой формирования вези-
кул. Дальнейшие усилия были сосредоточены 
в двух направлениях: уменьшение токсич-
ности везикул и повышение их иммуноген-
ности за счёт увеличения количества и раз-
нообразия экспонированных мембранных 
белков  (табл. 4). Уменьшение токсичности 
спонтанно высвобождаемых везикул крайне 
важно для начала клинических исследований 
на людях, поскольку при производстве OMPC 
большая часть эндотоксинов инактивирова-
лась используемыми при экстракции детер-
гентами. Делеции генов, вовлечённых в аци-
лирование мембранного липида А, позволяют 
получать везикулы с пентаацилированными 
производными, которые, в отличие от гекса-
ацилированных форм, обладают меньшей ток-
сичностью и позволяют снизить выраженность 
и число побочных эффектов в сотни и даже 
десятки тысяч раз в зависимости от метода 
оценки  [15, 99, 100]. Повышение иммуноген-
ности достигается как за счёт суперэкспрес-
сии отдельных поверхностных белков, так и за 
счёт помещения в геном различных вариантов 

6*
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их генов, что позволяет обеспечить иммунный 
ответ против большего спектра штаммов воз-
будителя. Такие везикулы получили название 
GMMA.

Антигенный спектр на поверхности вези-
кул можно дополнительно расширить путём 
трансформации штаммов-продуцентов плаз-
мидами, несущими слитные гены белков, со-
держащих целевые эпитопы. Для этих целей 
часто используют систему на основе трансмем-
бранного белка цитолизина А (ClyA), слитые с 
С-концом которого эпитопы экспонируются на 
поверхности везикулы. Таким образом, были 
получены OMV модифицированного штамма 
E.  coli с экспонированным GFP  [107], эпито-
пом белка М2 вируса гриппа [108] и последова-
тельностью узнавания рецептора HER2 для со-
здания противоопухолевых вакцин [109]. С той 
же целью разработаны системы на основе 
модифицированной протеазы  (Hbp), с помо-
щью которых удалось получить OMV, несущие 
антигены Mycobacterium tuberculosis и Chlamydia 
trachomatis  [110], а также других возбудителей 
инфекционных заболеваний [111].

Полученные рекомбинантные везикулы ис-
пользуют для создания конъюгированных вак-
цин как с белковыми  [112–114], так и с поли-
сахаридными  [112, 115] антигенами. Так, в 
работе Micoli  et  al.  [112] GMMA, полученные 
из  ΔtolR мутантного штамма S. enterica серо-
вар Typhimurium, использовали для получения 
Hib-конъюгатов и конъюгатов с олигосаха-
ридами N. meningitidis серогрупп A и C (MenA 
и  MenC). Иммунизация животных получен-
ными препаратами привела к более высокому 
титру антител по сравнению с аналогичными 
конъюгатами на основе  CRM197. Подобные 
GMMA, дополнительно дефектные по О-анти-
генам, использовали для получения конъюга-
тов с углеводами группы  А клеточной стенки 
стрептококков  (GAC)  [115]. Полученный пре-
парат обладает сходной иммуногенностью по 
отношению к конъюгату на основе  CRM197, 
однако экономически более выгоден благодаря 
повышенной продуктивности. Исследование 
конъюгатов  GMMA, полученных из модифи-
цированных штаммов S. enterica серовар Ty-
phimurium и  N. menin gitidis, с полноразмерны-
ми и расщеплёнными углеводами Hib, MenA, 
MenC, Vi и GAC показало, что иммунный от-
вет на полисахариды не зависит от их моляр-
ного соотношения с  GMMA, однако избыток 
полисахаридных цепей ухудшает антигенные 
свойства носителя. В то же время оптимальная 
длина конъюгируемых антигенов и сила Т-опо-
средованного гуморального иммунного ответа 
строго зависят от природы полисахаридов [116].

ДРУГИЕ НОСИТЕЛИ 
ДЛЯ КОНЪЮГИРОВАННЫХ ВАКЦИН

Как уже было упомянуто выше, эффектив-
ность конъюгированных вакцин при иммуни-
зации препаратами, содержащими одинаковые 
белки-носители и разные полисахариды, ме-
няется непредсказуемым образом. Кроме того, 
расширение спектра белков-носителей позво-
ляет получать большее разнообразие защит-
ных антител, в том числе против новых пато-
генов. Поэтому исследования новых белков, 
отвечающих требованиям к белкам-носите-
лям, и разработка систем их экспрессии ведут-
ся крайне активно. И хотя клинические испы-
тания большинства прототипов новых вакцин 
ещё не проводились либо находятся на ранних 
стадиях, полученные на животных моделях 
данные позволяют надеяться, что появление 
новых препаратов на рынке – дело времени.

«Нетрадиционные» носители используют 
как для создания моновалентных вакцин, ко-
гда антигены и носитель принадлежат одному 
организму (например, конъюгаты мутантного 
варианта экзотоксина А Pseudomonas aerugi nosa 
(EPA) с полисахаридами того же организма), 
или гетеровалентных, когда носитель конъю-
гируют с антигенами других патогенов (напри-
мер, конъюгаты ЕРА с О-антигенами Shigella, 
капсулярными полисахаридами Staphylococcus 
aureus, Vi-антигеном S.  enterica серовар Typhi) 
[8, 16, 19].

Получение новых рекомбинантных бел-
ков для использования в конъюгированных 
вакцинах можно свести к закономерностям, 
подробно описанным выше для CRM197, 
TT  и  белка D. Для снижения стоимости куль-
тивирования и требований к биологической 
безопасности гетерологичную экспрессию ста-
раются осуществлять в широко распростра-
нённых продуцентах, таких как штаммы E. coli 
либо дрожжи.

Токсичные белки часто рассматривают в 
качестве носителей благодаря их высокой им-
муногенности. Чтобы избежать процедуры хи-
мической инактивации, их токсичность сни-
жают с помощью получения мутантных неток-
сичных форм  (табл. 5). Так, из экзотоксина А 
P. aeruginosa путём одной замены  (E553C) или 
делеции (ΔE553) в каталитическом домене по-
лучали нетоксичный мутантный вариант, на-
званный ExoProtein A (EPA), получивший осо-
бенно широкое распространение при создании 
биоконъюгированных вакцин. Второй вари-
ант снижения токсичности  – использование 
фрагментов белков, сохранивших часть анти-
генных эпитопов, но лишённых отвечающего 
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Таблица 5. Получение рекомбинантных белков-носителей

Белок/организм Продуцент Плазмида Ссылка

EPA (ΔE553) – нетоксичный мутант 
экзотоксина А Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli JM103 pCDptac2 [118]

EPA (E553C) E. coli JM103 pBR322 [119]

EPA (ΔE553) E. coli BL21(DE3) pET-24a [120]

rARU – усечённый вариант токсина А 
Clostridium difficile E. coli BL21(DE3) pRSET [117]

Белки пилей Streptococcus agalactiae E. coli BL21(DE3) pET24b [121]

Усечённый шиповидный белок 
ротавируса ΔVP8*

E. coli BL21(DE3) pET28a [122]

PspA – фрагмент поверхностного 
белка A Streptococcus pneumoniae E. coli BL21(DE3) pET37b+ [123]

PhtD и PhtE – адгезины Str. pneumoniae E. coli BL21(DE3) pDUMP [124]

Слитные белки, несущие эпитопы Ply, PspA 
и PsaA Str. pneumoniae E. coli BL21(DE3) pGEX-6p-3 [125]

SLO(ΔC101) (79–470) – фрагмент 
стрептолизина O стрептококков группы А

бесклеточная система синтеза Xpress 
cell-free protein synthesis (CFPS)

проприетарный [126]

HBsAg – поверхностный антиген гепатита В
Saccharomyces cerevisiae 
Meyen ex E.C. Hansen

pRMHP1.0 [127]

Pfs25 из Plasmodium falciparum Pichia pastoris pPICZA [128]

за токсичность каталитического домена, что 
аналогично использованию С-фрагмента стол б-
нячного токсина. В  качестве примера можно 
привести усечённую форму токсина А Clostridi-
um difficile  (rARU)  [117]. Другими сильными 
иммуногенами являются поверхностные белки 
бактерий, в том числе белки пилей и порины.

Использование новых носителей позво-
ляет не только снизить вероятность иммунной 
интерференции и усилить иммунный ответ 
на слабый антиген по сравнению с конъюга-
тами на основе «традиционных» носителей, 
но и получить антитела, обладающие новыми 
свойствами. Например, использование гете-
рологично экспрессированного в E. coli ме-
нингококкового порина rPorB [94] в составе 
Hib-конъюгата приводило к индукции у крыс 
на два порядка более высокого титра анти-
тел после второго введения вакцины по срав-
нению с конъюгатом на основе столбняч-
ного анатоксина [95]. Моновалентная вакци-
на конъюгата rPorB с полисиаловой кислотой 
капсулы менингококков группы  В в экспери-
ментах на животных вызывала образование 
высокого титра антител, обладающих прямой 

бактерицидной активностью, а контрольный 
конъюгат на основе столбнячного анатоксина 
давал меньший титр антител к полисахариду и 
не давал антител с антибактериальной актив-
ностью [96].

В последнее время большое внимание уде-
ляется использованию в качестве носителей 
вирусоподобных частиц  (VLP) и нанокапсул 
из невирусных белков, иммунные свойства 
которых во многом аналогичны  OMV. Эти 
носители в большей мере используются для 
конъюгации с белками и пептидами. Однако 
можно привести примеры конъюгации VLP 
с полисахаридами и олигосахаридами, кото-
рые являются антигенами как возбудителей 
заболеваний  [129, 130], так и опухолевых кле-
ток, поскольку для поверхности клеток, под-
вергшихся злокачественному перерождению, 
характерно присутствие данных антигенов 
в количествах, значительно превышающих 
таковые у здоровых клеток  [131, 132]. Гетеро-
логичную экспрессию  VLP в основном осу-
ществляют в E. coli  [131, 133–135] и бакулови-
русных системах [129, 136], аналогично другим 
рекомбинантным белкам.
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БИОКОНЪЮГИРОВАННЫЕ ВАКЦИНЫ

Главной целью создания метода био-
конъюгации PGCT (Protein Glycan Coupling 
Technology) было получение продуцентов, в 
которых оба компонента гликоконъюгата син-
тезируются внутри одной клетки-хозяина, а 
присоединение углеводной составляющей к 
белку-носителю осуществляется с помощью 
клеточной машинерии, что должно значитель-
но облегчить и удешевить процесс получения 
вакцин.

В процессе получения биоконъюгатов 
можно выделить три этапа. На  первом этапе 
клетки продуцента, в качестве которого чаще 
всего выступает E. coli, трансфицируют плаз-
мидой, несущей локус, гены которого обес-
печивают синтез целевого гликана, закреп-
ляемого на мембране с помощью липидного 
якоря. На втором этапе клетки, экспрессирую-
щие эпитопы, узнаваемые антителами против 
целевого гликана, трансфицируют плазмидой, 
экспрессирующей белок-носитель, в последо-
вательность которого добавлен участок узна-
вания олигосахарилтрансферазы. Наконец, 
клетки-продуценты трансфицируют плазми-
дой, экспрессирующей ген олигосахарилтранс-
феразы, узнающей заякоренный на мембране 
гликан и переносящей углеводную цепь на 
специфическую последовательность белка-но-
сителя. В  качестве олигосахарилтрансферазы 
чаще всего используют белок PglB из бактерии 
Campylobacter jejuni, а в качестве белка-носи-
теля в подавляющем большинстве случаев 
выступает экзопротеин А P. aeruginosa  – EPA. 
Углеводная часть может быть представлена как 
О-антигенами, так и компонентами клеточной 
стенки болезнетворных микроорганизмов  [19, 
20, 137]. Модификация данного метода позво-
ляет получать биоконъюгаты на основе OMV, 
для чего достаточно поместить в продуцирую-
щий везикулы штамм E. coli локус биосинтеза 
целевого гликана.

В настоящее время известно как минимум 
о двух биоконъюгатных вакцинах, находящих-
ся на второй стадии клинических испытаний: 
Flexyn2a против Shigella flexneri [138] и ExPEc4V 
против патогенной внекишечной E. coli  [139]. 
Ещё большее количество биоконъюгатов нахо-
дятся на более ранних этапах испытаний или 
в стадии разработки [19, 20, 137].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Одним из важных требований к белкам 
и их производным, которые предполагается 

использовать в качестве носителей в составе 
конъюгированных вакцин, является возмож-
ность нарабатывать целевые белки в больших 
количествах, причём процесс производства 
должен быть максимально воспроизводим и 
экономически обоснован. Гетерологичная экс-
прессия позволяет снизить издержки произ-
водства белков несколькими путями. Во-пер-
вых, выход продукта можно повысить путём 
оптимизации последовательности гена целе-
вого белка, использования сильных промо-
торов, более эффективных лидерных после-
довательностей и других вспомогательных 
генетических элементов. Снижение стоимости 
производства также возможно за счёт большей 
унификации при использовании в качестве 
продуцентов распространённых малопатоген-
ных организмов, культивирование которых не 
представляет сложностей с точки зрения тре-
бований к безопасности, доступности сред 
и наличия большого опыта по оптимизации 
протоколов выращивания. Поскольку в подав-
ляющем большинстве случаев в качестве носи-
телей в конъюгированных вакцинах исполь-
зуют бактериальные (реже вирусные) белки, 
не требующие сложных посттрансляционных 
модификаций в виде определённого паттерна 
гликозилирования, гетерологичную экспрес-
сию этих белков чаще всего осуществляют в 
самом распространённом лабораторном про-
дуценте бактериальных белков  – E. coli. К  его 
достоинствам, помимо упомянутых выше, 
также относится наличие широкого спектра 
коммерчески доступных штаммов, свойства 
которых позволяют осуществлять суперэкс-
прессию с сильных гетерологичных промото-
ров, а также получать белки, фолдинг которых 
требует специальных условий. Кроме того, 
среди имеющихся штаммов E. coli есть про-
дуценты с пониженным содержанием эндо-
токсинов (ClearColi), что также существенно 
облегчает процедуру очистки целевого белка. 
Коэкспрессия нескольких гетерологичных ге-
нов также позволяет удешевить производство, 
как например, в случае биоконъюгированных 
вакцин или GMMA, одновременно несущих 
белки нескольких патогенных организмов или 
их штаммов.

На примере «традиционных» носителей 
можно ознакомиться со способами преодо-
ления широкого спектра проблем, возникаю-
щих в процессе гетерологичной экспрессии. 
Например, в случае изначально секретируе-
мого белка CRM197 не удалось разработать 
гетерологичную систему, осуществляющую се-
крецию целевого продукта в культивационную 
среду, однако наработка CRM197 в периплазме 
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и цитоплазме также может оказаться оправ-
данной с точки зрения производства. В  слу-
чае цитоплазматической экспрессии проблему 
правильного формирования дисульфидных 
связей удалось преодолеть с помощью исполь-
зования продуцентов с изменённым окисли-
тельно-восстановительным потенциалом ци-
топлазмы и/или дополнительной экспрессией 
шаперонов. В  случае  TT, помимо проблемы 
получения нетоксичной формы, дополнитель-
ной трудностью являлась необходимость пост-
трансляционного расщепления белка-пред-
шественника. В  настоящее время данную опе-
рацию осуществляют с помощью обработки 
очищенного белка трипсином, но можно пред-
положить, что дальнейшим направлением ра-
боты может быть создание штамма E. coli, спо-
собного осуществлять требуемый тип пост-
трансляционной модификации. В  случае бел-
ка D удобство производства его неацилиро-
ванной формы перевесило минусы в виде 
некоторого снижения его иммунных свойств, 
поскольку было показано, что использова-
ние модифицированного белка также обеспе-
чивает необходимый протективный эффект. 
Для получения модифицированных OMV чаще 
всего недостаточно ограничиться экспрессией 
с плазмид дополнительных белков, расширяю-
щих антигенное разнообразие на поверхности 
везикул. Для получения эффективного про-
дуцента необходимо вмешательство в геном, 
позволяющее снизить токсичность входящих 
в состав везикул липополисахаридов, а также 
повысить частоту спонтанного образования 
везикул. Специально разработанные штаммы 
E. coli, способные к сверхпродукции везикул, 
потенциально могут прийти на смену модифи-
цированным штаммам патогенов, что позво-
лит снизить класс биологической опасности 
при производстве OMV.

Использование новых белков-носителей 
призвано как повысить эффективность уже 
имеющихся вакцин, так и расширить спектр 
поддающихся вакцинопрофилактике заболе-
ваний. Тем не менее вывод на рынок новых 

вакцин – крайне длительный процесс. В дан-
ный момент входящие в состав вакцинных 
препаратов рекомбинантные белки представ-
лены только CRM197 и неацилированным 
белком D. В  качестве примера длинного пути 
от разработки к производству можно приве-
сти историю появления на рынке препаратов 
на основе везикул грамотрицательных бакте-
рий. Первые неконъюгированные вакцины с 
использованием  OMV были одобрены к при-
менению в конце 1980-х  гг. Однако вакцины 
на основе модифицированных штаммов, со-
держащих OMV с несколькими видами пори-
нов (MonoMen®, HexaMen®, NonaMen®; 
Netherlands Vaccine Institute) не одобрены до 
сих пор, хотя и показали свою эффективность 
в исследованиях на животных  [140]. Вакцина 
Bexsero («GlaxoSmithKline»), содержащая OMV 
с несколькими рекомбинантными белками, 
была одобрена в  2013 г. после двадцатилетней 
разработки  [141]. Вакцины на основе GMMA 
пока ещё находятся на стадии разработки [142] 
и, скорее всего, ожидать их появления на рын-
ке можно в течение двух ближайших десяти-
летий. Возможно, что сокращению сроков 
лицензирования вакцин будет способствовать 
опыт ускоренного проведения клинических 
исследований и вывода на рынок противо-
коронавирусных вакцин во время пандемии 
COVID-19. Можно предположить, что со вре-
менем разнообразие рекомбинантных белков 
в составе вакцин будет увеличиваться, что, в 
свою очередь, приведёт к разработке новых 
систем их гетерологичной экспрессии и новым 
оригинальным решениям в преодолении слож-
ностей, возникающих в этом процессе.
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The carrier proteins that provide an effective and long-term immune response to weak antigens has become 
a real breakthrough in disease prevention, making it available to a wider range of patients and making it 
possible to obtain reliable vaccines against a variety of pathogens. Currently, research is continuing both 
to identify new peptides, proteins, and their complexes potentially suitable for use as carriers, and to de-
velop new methods for isolation, purification and conjugation of already known and well-proven proteins. 
The use of recombinant proteins has a number of advantages over isolation from natural sources, such as 
simpler cultivation of the host organism, the possibility of modifying the genetic construction, the use of 
numerous promoter variants, signal sequences, and other regulatory elements. This review is devoted to 
the methods of obtaining both traditional and new recombinant proteins and their derivatives being used 
or potentially suitable for use as carrier proteins for conjugate vaccines.

Keywords: heterologous expression of recombinant proteins, conjugate vaccines, carrier proteins


