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(57) 1. Композиція, яка містить:  
a) поліпептид, який включає амінокислотну послі-
довність, по суті ідентичну послідовності SEQ ID 
NO: 22-24 або її фрагменту, або варіанту,  
b) молекулу нуклеїнової кислоти, яка кодує полі-
пептид, який включає амінокислотну послідов-
ність, по суті ідентичну послідовності SEQ ID NO: 
22-24 або її фрагменту, або варіанту,  
c) молекулу нуклеїнової кислоти, яка включає нук-
леотидну послідовність, по суті ідентичну послідо-
вності SEQ ID NO: 1-3 або її фрагменту, або варіа-
нту,  
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d) надосадову рідину клітинної культури, яка 
включає поліпептид, що містить амінокислотну 
послідовність, по суті ідентичну послідовності SEQ 
ID NO: 22-24 або її фрагменту, або варіанту, 
e) бактерію або її препарат, де бактерія включає в 
себе мутацію в бактерійному геномі в нуклеотидній 
послідовності, яка, по суті, ідентична SEQ ID NO: 
1-3, або  
f) бактерію або її препарат, де бактерія включає в 
себе мутацію в гені, по суті, ідентичному NleA або 
її гомологам, у сполученні з фізіологічно прийнят-
ним носієм, де NleA являє собою фактор вірулент-
ності або кодує фактор вірулентності.  
2. Композиція за п. 1, в якій поліпептид становить 
20 % клітинного білка, присутнього в композиції, 
що містить надосадову рідину клітинної культури.  
3. Композиція за п. 1, яка додатково містить EspA, 
EspB, EspD, EspP, Tir, шигатоксин 1, шигатоксин 2 
або поліпептид інтимін.  
4. Композиція за п. 1, в якій бактерія являє собою 
ентерогеморагічну Е. соlі (ЕНЕС), ентеропатогенну 
Е. соІі (ЕРЕС) або Citrobacter rodentium.  
5. Композиція за п. 4, де ЕНЕС являє собою ЕНЕС 
0157:Н7 або ЕНЕС 0157:NM; або де ЕРЕС являє 
собою ЕРЕС 0127:Н6.  
6. Композиція за п. 1, в якій бактерія є живою і 
призначена для перорального введення.  
7. Композиція за п. 1, в якій бактерія є убитою і 
призначена для парентерального введення.  
8. Композиція за п.1, яка додатково містить ад'ю-
вант.  
9. Композиція за п. 8, в якій ад'ювант являє собою 
емульсію "масло у воді" або емульсію, що не яв-
ляє собою "масло у воді".  
10. Композиція за п. 9, в якій емульсія "масло у 
воді" являє собою EMULSIGEN™ або 
EMULSIGENPLUS™.  
11. Композиція за п. 8, в якій ад'ювант являє со-
бою мінеральне масло або диметилдіоктадецила-
монію бромід або містить і мінеральне масло, і 
диметилдіоктадециламонію бромід.  
12. Композиція за п. 8, в якій ад'ювант включає 
один або декілька агентів, вибраних з групи, яка 
складається з емульгуючого засобу, мурамілдипе-
птиду, засобу на водній основі, засобу, основано-
му на хітозані, сапоніну, масла, ліпополісахариду, 
екстракту бактерійної клітинної стінки, бактерійної 
ДНК, бактерійного комплексу, синтетичного оліго-
нуклеотиду і аліфатичної азотистої основи.  

13. Композиція за п. 12, в якій масло являє собою 
Amphigen®.  
14. Композиція за п. 8, в якій ад'ювант включає 
екстракт клітинної стінки мікобактерії, ДНК мікоба-
ктерії або комплекс клітинної стінки мікобактерії.  
15. Композиція за п. 8, де ад'ювант присутній в 
композиції в концентрації від 20 % до 40 % 
(об./об.).  
16. Застосування композиції за будь-яким з пп. 1-
15 для отримання лікарського засобу для:  
(і) індукції імунної відповіді у тварини проти А/Е-
патогену або його компонента, 
(іі) зниження виділення або колонізації А/Е-
патогену у тварини, або 
(ііі) лікування або профілактики інфекції, що викли-
кається А/Е-патогеном, у тварини.  
17. Застосування за п. 16, в якому тварина є жуй-
ною або являє собою людину.  
18. Застосування за п. 17, в якому жуйна тварина 
являє собою особину великої рогатої худоби або 
особину вівці.  
19. Застосування за п. 16, в якому А/Е-патоген 
являє собою ентерогеморагічну Е. соІі (ЕНЕС), 
ентеропатогенну Е. соІі (ЕРЕС) або Citrobacter 
rodentium.  
20. Застосування за п. 19, в якому ЕНЕС являє 
собою ЕНЕС 0157:Н7 або ЕНЕС 0157: NM; або в 
якому ЕРЕС являє собою ЕРЕС 0127:Н6.  
21. Спосіб ослаблення вірулентності А/Е-патогену, 
що включає мутування одного або декількох генів, 
вибраних з групи, яка складається з nІеА або її 
гомологів в А/Е-патогені, або мутування однієї або 
декількох нуклеотидних послідовностей в геномі 
А/Е-патогену, в якому нуклеотидна послідовність 
вибрана з SEQ ID NO: 1-3.  
22. Рекомбінантний поліпептид, що включає амі-
нокислотну послідовність, по суті ідентичну послі-
довності SEQ ID NO: 22-24.  
23. Виділена молекула нуклеїнової кислоти, що 
включає нуклеотидну послідовність, по суті іден-
тичну послідовності SEQ ID NO: 1-3.  
24. Виділена молекула нуклеїнової кислоти за п. 
23, де вказана виділена молекула нуклеїнової кис-
лоти включена у вектор.  
25. Виділена молекула нуклеїнової кислоти за п. 
23, де вказаний вектор включений в клітину-
хазяїна. 

 
 

 
 

Винахід відноситься до бактеріальних патоге-
нів. Більш конкретно, винахід частково відноситься 
до білків, що секретуються, бактеріальних патоге-
нів і способів їх застосування. 

Escherichia coli являє собою виключно мінли-
вий організм. На додаток до того, що вона є пред-
ставником нормальної кишкової флори, штами Е. 
coli можуть також викликати інфекції сечового мі-
хура, менінгіт і діарею. Е. coli, що викликають діа-
рею, включають, щонайменше, п'ять типів Е. coli, 
які викликають різні симптоми, що варіюють від 

холероподібної діареї до гострого коліту. Кожний 
тип Е. coli, що викликають діарею, володіє конкре-
тним набором факторів вірулентності, включаючи 
адгезини, інвазини і/або токсини, які відповідають 
за індукцію конкретного типу діареї. 

Ентеропатогенна Е. coli (EPEC) являє собою 
переважну причину дитячої діареї у всьому світі. 
Захворювання ЕРЕС характеризується водянис-
тою діареєю різної тяжкості, з блювотою і пропас-
ницею, що часто супроводжуються втратою ріди-
ни. На додаток до окремих спалахів у денних 
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медичних і дитячих установах у країнах, що розви-
ваються, ЕРЕС представляє серйозну загрозу 
здоров'ю немовлят (<6 місяців). У всьому світі 
ЕРЕС являє собою основну причину опосередко-
ваної бактеріями діареї у немовлят, і, за оцінками, 
ЕРЕС є причиною загибелі декількох сотень тисяч 
дітей на рік. 

Ентерогеморагічна Е. coli, яка також назива-
ється продукуючою шигатоксин Е. coli (STEC) або 
продукуючою веротоксин Е. coli (VTEC), викликає 
більш тяжку діарею, ніж ЕРЕС (ентероколіт) і при-
близно у 10% випадків дане захворювання прогре-
сує у захворювання нирок - гемолітико-уремічний 
синдром (HUS), який часто є фатальним. ЕНЕС 
О157:Н7 являє собою найбільш поширений серо-
тип у Канаді і Сполучених Штатах, і асоційований 
із забрудненням їжі і води (3). Інші серотипи ЕНЕС 
також викликають значні проблеми в Азії, Європі і 
Південній Америці, і, у меншій мірі, у Північній 
Америці. ЕНЕС колонізує велика рогата худоба і 
викликає пошкодження А/Е, але не викликає за-
хворювання у дорослих тварин, і замість цього 
мікроорганізми викидаються у навколишнє сере-
довище. Однак, це викликає серйозні проблеми 
охорони здоров'я, оскільки для інфікування людей 
досить відносно невеликої кількості ЕНЕС. 

На відміну від діареї іншого походження, що 
викликається Есоіі, наприклад, що викликаються 
Е. соlі, які утворюють ентеротоксини, діарея, ви-
кликана ЕНЕС і ЕРЕС, не опосередкована токси-
ном. Замість цього, ЕРЕС і ЕНЕС зв'язуються з 
поверхнею кишечнику (ЕРЕС з тонким кишечни-
ком, ЕНЕС з товстим кишечником) і викликають 
характерний гістологічний осередок пошкодження, 
який називається осередком прикріплення і згла-
джування (А/Е) (8). 

Осередки А/Е відмічаються розчиненням по-
верхні війчастого епітелію кишечнику і втратою 
епітеліальних мікроворсинок (згладжування) у ді-
лянках прикріплення бактерій. Зв'язавшись, бакте-
рії залишаються на чашоподібних виступах або 
ложах. В основі даного ложа в епітеліальній клітині 
лежать деякі компоненти цитоскелету, включаючи 
актин і асоційовані з актином цитоскелетні білки. 
Утворення осередків А/Е і багатих актином лож під 
прикріпленими бактеріями є гістопатологічною 
ознакою А/Е патогенів (1,2). 

Дана патологія може імітуватися на клітинах, 
що культивуються, in vitro, і утворення лож може 
спостерігатися шляхом флуоресцентного забарв-
лювання актину (2, 11). Утворення А/Е-осередку 
може бути відповідальним за руйнування війчасто-
го шару і мікроворсинок, секрецію рідини і діарею. 

ЕРЕС і ЕНЕС належать до сімейства А/Е-
патогенів, включаючи декілька ЕРЕС-подібних 
тваринних патогенів, які викликають захворювання 
у кроликів (REPEC), свиней (РЕРЕС) і мишей 
(Citrobacter rodentium). Дані патогени містять ост-
рівці патогенності (РАІ), які кодують спеціалізовані 
системи секреції і фактори вірулентності, що сек-
ретуються, критичні у плані розвитку захворюван-
ня. Гени, необхідні для утворення А/Е-осередків, 
як вважають, кластеризовані разом в один хромо-
сомний острівець патогенності, відомий як локус 
згладжування ентероцитів (LEE), які включають 

регуляторні елементи, систему секреції III типу 
(TTSS), ефекторні білки, що секретуються, і зв'я-
зані з ними шаперони (4-8). 

LEE містить 41 ген, що робить його одним з 
найбільш складних РАІ. Основна функція LEE 
TTSS являє собою доставку ефекторів у клітину-
хазяїна, де вони порушують функції клітин-хазяїнів 
і опосередковують захворювання (9, 10, 34). Іден-
тифіковано п'ять ефекторів, що кодуються LEE 
(Tir, EspG, EspF, Map і EspH) (35-40). Tir (перемі-
щуваний рецептор інтиміну) переміщається у клі-
тину-хазяїна, де він зв'язується з цитоскелетними і 
сигнальними білками хазяїна та ініціює полімери-
зацію актину у ділянці прикріплення бактерії (31, 
44), що приводить до утворення ложеподібних 
актинових структур, що лежать під прикріпленими 
бактеріями, які безпосередньо взаємодіють з поза-
клітинною петлею Тіr за допомогою білка зовніш-
ньої мембрани бактерії інтиміну. CesT грає роль 
шаперону для стабільності і секреції Тіr (18, 19). 

В А/Е-патогенах охарактеризовано чотири ін-
ших TTSS-переміщуваних ефектори, що кодують-
ся в LEE: EspH посилює подовження актинових 
лож (40); EspF грає роль у роз'єднанні щільних 
контактів між кишковими епітеліальними клітинами 
(38); EspG споріднений зі зв'язаним з мікротрубоч-
ками Shigella ефектором VirA (36, 55); і Мар лока-
лізований у мітохондріях (37), але також відіграє 
роль у динаміці актину (48). Ler (регулятор, що 
кодується в LEE) є єдиним ідентифікованим регу-
лятором, що кодується в LEE. 

Винахід, зокрема, базується на ідентифікації 
декількох нових загальних білків, що секретують-
ся, А/Е-патогенів. 

В одному аспекті винахід відноситься до ком-
позицій, що включають поліпептид або його фраг-
мент, або його варіант, або надосадову рідину 
культури клітин, що включає такий поліпептид, де 
по суті чистий поліпептид включає амінокислотну 
послідовність по суті ідентичну послідовності будь-
якої однієї або декількох з SEQ ID NO: 22-43, 59, 
або 73-84, або їх фрагментам, або варіантам. Ви-
нахід також відноситься до композицій, що вклю-
чають молекулу нуклеїнової кислоти, де молекула 
нуклеїнової кислоти містить нуклеотидну послідо-
вність, по суті, ідентичну будь-якій одній або декі-
льком послідовностям з SEQ ID NO: 1-21 або 60-
72; і до композицій, що включають нуклеотидну 
послідовність, що кодує поліпептид, по суті іденти-
чний будь-якій одній або декільком послідовнос-
тям з SEQ ID NO: 22-43, або їх фрагментам. Ком-
позиції можуть додатково включати фізіологічно 
прийнятний носій, або додатково включати ад'ю-
вант. Композиції можуть також включати поліпеп-
тид або молекулу нуклеїнової кислоти, таку як 
EspA, EspB, EspD, EspP, Tir, шигатоксин 1, шига-
токсин 2, або інтимін. Поліпептиди або молекули 
нуклеїнової кислоти можуть бути по суті чистими. 

В альтернативних аспектах винахід також від-
носиться до бактерій або до їх препаратів, де бак-
терія включає мутацію у гені, такому як nleA, nleB, 
nleC, nleD, nleE, nleF, nleG, nleH, або в їх гомологу, 
або включає мутацію у бактеріальному геномі у 
нуклеотидній послідовності, яка є по суті ідентич-
ною у відношенні SEQ ID NO: 1-21 або 60-72. У 
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деяких варіантах здійснення бактерія може являти 
собою А/Е-патоген, наприклад, ентерогеморагічну 
Е. соlі (ЕНЕС; наприклад, ЕНЕС О157:Н7 або 
ЕНЕС O157:NM), ентеропатогенну Е. соlі (ЕРЕС; 
наприклад, ЕРЕС О127:Н6) або Citrobacter 
rodentium. У деяких варіантах здійснення мутація 
може ослаблювати вірулентність або може відбу-
ватися у нуклеотидній послідовності у геномі А/Е-
патогену, яка по суті ідентична послідовності, виб-
раній з групи, яка складається з SEQ ID NO: 1-21 
або 60-72. Бактерія може надаватися у вигляді 
композиції, у комбінації з ад'ювантом. У деяких 
варіантах здійснення бактерія може бути живою. У 
деяких варіантах здійснення бактерія може бути 
вбитою. Спосіб введення може бути пероральним 
або парентеральним. 

В альтернативних варіантах винахід також ві-
дноситься до способу виявлення А/Е-патогену у 
зразку шляхом надання зразка; і виявлення нукле-
отидної послідовності, по суті, ідентичної послідо-
вності, вибраній з SEQ ID NO: 1-21 або 60-72, або 
її фрагменту або варіанту; нуклеотидної послідов-
ності, що кодує поліпептидну послідовність, по 
суті, ідентичну послідовності, вибраній з SEQ ID 
NO: 22-43, 59, або 73-S4, або поліпептиду, що 
включає амінокислотну послідовність, по суті іден-
тичну послідовності, вибраній з SEQ ID NO: 22-43, 
59 або 73-84, або її фрагменту, або варіанту, де 
присутність нуклеотидної послідовності або аміно-
кислотної послідовності вказує на присутність А/Е-
патогену у зразку (наприклад, в яйці, фекаліях, 
крові або кишечнику). Виявлення може включати в 
себе контакт нуклеотидної послідовності із зондом 
або праймером, по суті ідентичним послідовності, 
вибраній з групи, яка складається з SEQ ID NO: 1-
21 або 60-72, або нуклеотидній послідовності, що 
кодує поліпептидну послідовність, по суті, ідентич-
ну послідовності, вибраній з групи, яка складаєть-
ся з SEQ ID NO: 22-43, 59, або 73-84, або їх части-
ни, або може включати в себе контакт 
амінокислотної послідовності з антитілом, яке спе-
цифічно зв'язується з послідовністю, вибраною з 
групи, яка складається з SEQ ID NO: 22-43, 59, або 
73-84, або його фрагментом або варіантом. 

В альтернативних варіантах винахід також ві-
дноситься до способів індукції імунної відповіді 
проти А/Е-патогену або його компонента, або для 
зниження колонізації А/Е-патогеном або виділення 
А/Е-патогену з тварини (наприклад, людини; жуй-
ної, такої як вівці, кози, велика рогата худоба, і 
т.д.; або будь-якої іншої тварини, наприклад, свині, 
кролики, домашня птиця (наприклад, качки, кури, 
індички) і т.д.), шляхом ідентифікації тварини, яка 
інфікована А/Е-патогеном або має ризик інфіку-
вання ним; і введення тварині ефективної кількості 
композиції, що включає поліпептид, який містить 
амінокислотну послідовність, по суті, ідентичну 
послідовності будь-якої однієї або декількох SEQ 
ID NO: 22-43, 59, або 73-84; нуклеотидну послідов-
ність, що кодує поліпептидну послідовність, по 
суті, ідентичну послідовності, вибраній з SEQ ID 
NO: 22-43, 59, або 73-84; молекулу нуклеїнової 
кислоти, яка включає нуклеотидну послідовність, 
по суті ідентичну послідовності будь-якої однієї 
або декількох з SEQ ID NO:1-21 або 60-72; або 

надосадову рідину клітинної культури, яка містить 
такі поліпептиди, що, таким чином, викликає імун-
ну відповідь або знижує колонізацію А/Е-патогеном 
або виділення А/Е-патогену з тварини. 

В альтернативних аспектах винахід також від-
носиться до способу ослаблення вірулентності 
А/Е-патогену, шляхом надання А/Е-патогену; і му-
тації гена, такого як nleS, nleB, nleC, nleD, nleE, 
nleF, nleG, або nleH, або їх гомолога в А/Е-
патогені, або мутації однієї або декількох нуклео-
тидних послідовностей у геномі А/Е-патогену, де 
нуклеотидна послідовність вибрана з SEQ IDNO: 
1-21 або 60-72, з ослабленням за рахунок цього 
вірулентності. 

В альтернативних аспектах винахід також від-
носиться до способу скринінгу сполуки, що ослаб-
лює вірулентність А/Е-патогену, шляхом надання 
системи (наприклад, клітини, наприклад, клітини 
ЕНЕС, ЕРЕС, або С rodentium, експериментальної 
тварини або системи in vitro), яка включає: поліпе-
птид, що містить амінокислотну послідовність, по 
суті ідентичну послідовності будь-якої однієї або 
декількох з SEQ ID NO: 22-43, 59, або 73-84 або їх 
фрагменту, або варіанту; нуклеотидну послідов-
ність, що кодує поліпептидну послідовність, по 
суті, ідентичну послідовності, вибраній з SEQ ID 
NO: 22-43, 59 або 73-84, або їх фрагменту, або 
варіанту; або молекулу нуклеїнової кислоти, що 
включає нуклеотидну послідовність, по суті іден-
тичну будь-якій одній або декільком послідовнос-
тям з SEQ ID NO: 1-21 або 60-72, або їх варіанту, 
або фрагменту; надання сполуки, що тестується; і 
визначення того, чи модулює сполука, що тесту-
ється, експресію, секрецію або біологічну актив-
ність поліпептиду або молекули нуклеїнової кисло-
ти, де зміна, наприклад, зниження експресії, 
секреції, або біологічної активності поліпептиду 
або молекули нуклеїнової кислоти, вказує на спо-
луку, яка ослаблює вірулентність А/Е-патогену. 

В альтернативних варіантах винахід також ві-
дноситься до способу продукції фактора вірулент-
ності А/Е-патогену шляхом надання рекомбінант-
ної клітини, що включає поліпептид, який містить 
амінокислотну послідовність, по суті ідентичну 
будь-якій з SEQ ID NO: 22-43, 59, або 73-84, або їх 
фрагменту або варіанту; нуклеотидну послідов-
ність, що кодує поліпептидну послідовність, по 
суті, ідентичну послідовності, вибраній з групи, яка 
складається з SEQ ID NO: 22-43, 59, або 73-84, 
або їх фрагменту або варіанту; або молекулу нук-
леїнової кислоти, що включає нуклеотидну послі-
довність, по суті, ідентичну будь-якій з послідовно-
стей SEQ ID NO: 1-21 або 60-72, або їх фрагменту 
або варіанту; вирощування рекомбінантної клітини 
в умовах, які забезпечують експресію і/або секре-
цію поліпептиду, і, необов'язково, виділення полі-
пептиду. У деяких варіантах здійснення поліпептид 
може секретуватися з клітини. 

В альтернативних варіантах винахід також ві-
дноситься до способу лікування або профілактики 
інфекції, що викликається А/Е-патогеном, шляхом 
ідентифікації ссавця, який має інфекцію, викликану 
А/Е-патогеном, або має ризик такої інфекції; і вве-
дення ссавцеві ефективної кількості сполуки, яка 
ослаблює вірулентність А/Е-патогену, де сполука 
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інгібує експресію або секрецію поліпептиду, що 
включає амінокислотну послідовність, по суті, іде-
нтичну будь-якій з послідовностей SEQ ID NO: 22-
43, 59, або 73-84, або їх фрагменту, або варіанту. 
У деяких варіантах здійснення сполука може явля-
ти собою антисмислову молекулу нуклеїнової кис-
лоти, комплементарну відносно нуклеотидної пос-
лідовності, по суті, ідентичної будь-якій з 
послідовностей SEQ ID NO: 1-21, або 60-72, або їх 
фрагменту, або варіанту, або може являти собою 
siPHK. 

В альтернативних варіантах винахід також ві-
дноситься до рекомбінантного поліпептиду, що 
включає амінокислотну послідовність, по суті, іде-
нтичну послідовності SEQ ID NO: 22-43, 59, або 
73-84, або до виділеної молекули нуклеїнової кис-
лоти, що включає нуклеотидну послідовність, по 
суті, ідентичну послідовності SEQ ID NO: 1-21 або 
60-72; і/або до вектора, що включає такі нуклеоти-
дні послідовності; і/або до клітини-хазяїна (напри-
клад, до А/Е-патогену, такого як ентерогеморагічна 
Е. соlі (ЕНЕС), ентеропатогенна Е. соlі (ЕРЕС), або 
Citrobacter rodentium), що включає такі вектори. 
Вектор може мати здатність інтегруватися у геном 
А/Е-патогену або може не володіти такою здатніс-
тю. 

В альтернативних аспектах винахід також від-
носиться до застосування композицій, бактерій, 
поліпептидів, або молекул нуклеїнової кислоти за 
винаходом, для одержання лікарського засобу для 
індукції імунної відповіді проти А/Е-патогену, або 
його компонента, або для зниження виділення або 
колонізації А/Е-патогену у тварини. 

В альтернативних аспектах винахід також від-
носиться до наборів, що включають реагент для 
виявлення у зразку А/Е-патогену і вкладиш в упа-
ковку з інструкціями для виявлення у зразку А/Е-
патогену. Реагент може включати в себе зонд, або 
праймер-зонд, або праймер, по суті ідентичний у 
відношенні: нуклеотидної послідовності, вибраної 
з групи, яка складається з однієї або декількох з 
послідовностей SEQ ID NO: 1-21 або 60-72 або їх 
фрагменту, або варіанту, або нуклеотидної послі-
довності, що кодує поліпептид, по суті ідентичний 
одній або декільком послідовностям SEQ ID NO: 
22-43, 59, 73-84, або їх фрагменту або варіанту, 
або антитіло, яке специфічно зв'язується з послі-
довністю, вибраною з групи, яка складається з 
однієї або декількох послідовностей з SEQ ID NO: 
22-43, 59, 73-84, або їх фрагменту або варіанту. 

«А/Е-патоген» являє собою патоген, напри-
клад, патогенну бактерію Е. соlі, який може зв'язу-
ватися з поверхнями кишечнику тварини, напри-
клад, ссавця, наприклад, великої рогатої худоби, 
овець, кіз, свиней, кроликів, собак, котів, і т.д., або 
видів птахів, наприклад, курей, качок, індичок, і 
т.д., і викликати появу характерного гістологічного 
осередку пошкодження, що називається осеред-
ком прикріплення і згладжування (А/Е) (8). Зага-
лом, інфекція, викликана А/Е-патогеном, може 
приводити до діареї, ентероколіту, захворювання 
нирок (наприклад, до гемолітико-уремічного синд-
рому). 

Однак інфекція, що викликається А/Е-
патогеном, не обов'язково виявляється у симпто-

мах захворювання; ссавець-хазяїн, інфікований 
А/Е-патогеном, може бути носієм патогену і зали-
шатися здоровим і не хворим. Таким чином, ссав-
ці, які інфіковані А/Е-патогеном або мають ризик 
такого інфікування, включають тварин, наприклад, 
сільськогосподарських тварин, таких як домашня 
птиця, наприклад, курей, індичок, качок, або жуй-
них, наприклад, велика рогата худоба, вівці, кози, і 
т.д., або інших сільськогосподарських тварин, на-
приклад, свиней, у яких не виявляються симптоми 
захворювання, а також включають людей, чутли-
вих до тяжкого кишкового захворювання внаслідок 
інфекції, що викликається А/Е-патогеном. 

Необмежувальні приклади А/Е-патогенів 
включають ентерогеморагічну Е. соlі (ЕНЕС) (та-
кож відому як продукуюча шигатоксин Е. coli 
(STEC) або продукуюча веротоксин Е. coli (VTEC)), 
наприклад, серотипи ЕНЕС 0157 (наприклад, 
ЕНЕС О157:Н7, геномна послідовність якої описа-
на в інвентарних номерах АЕ005594, АЕ005595, 
АР002566, АЕ005174, NC_002695, або 
NC_002655), або 0158, 05, 08, 018, 026, 045, 048, 
052, 055, 075, 076, 078, 084, 91, 0103, 0104, 0111, 
0113, 0114, 0116, 0118, 0119, 0121, 0125, 028, 
0145, 0146, 0163, 0165; ентеропатогенну Е. соlі 
(ЕРЕС); а також патогенну Е. соlі, що інфікує ми-
шей (наприклад, Citrobacter rodentium); свиней; 
овець; собак; та інших ссавців. 

Багато штамів А/Е-патогенів комерційно дос-
тупні, наприклад, за допомогою American Type 
Culture Collection (ATCC), Manassus, Віргинія, 
США. А/Е-патогени можуть також виділятися з 
інфікованих суб'єктів, наприклад, безпосереднім 
висіванням на сорбітний агар MacConkey, допов-
нений цефіксимом і телуритом, або шляхом іму-
номагнітного збагачення з подальшим висіванням 
на те ж середовище (72, 107, 108). 

«Білок», «пептид» або «поліпептид» являє со-
бою будь-який ланцюг з двох або декількох аміно-
кислот, що включають ті, що зустрічають у приро-
ді, або неприродні амінокислоти або аналоги 
амінокислот, незалежно від посттрансляційних 
модифікацій (наприклад, глікозилування або фос-
форилування). «Амінокислотна послідовність», 
«поліпептид», «пептид» або «білок» за винаходом 
можуть включати пептиди або білки, які мають 
аномальні зв'язки, перехресні зв'язки або кінцеве 
кепування, непептидні зв'язки або альтернативні 
модифікуючі групи. Такі модифіковані пептиди 
також входять в об'єм винаходу. Термін «модифі-
куючі агенти», як мається на увазі, включає струк-
тури, безпосередньо приєднані до пептидної стру-
ктури (наприклад, ковалентним приєднанням), а 
також ті, які опосередковано приєднані до пептид-
ної структури (наприклад, шляхом стабільної не-
ковалентної асоціації або шляхом ковалентного 
приєднання до додаткових амінокислотних залиш-
ків, або їх міметики, аналоги або похідні, які мо-
жуть фланкувати центральну пептидну структуру). 
Наприклад, модифікуюча група може приєднува-
тися до N-кінця або до С-кінця пептидної структу-
ри, або до області пептиду або пептидоміметику, 
що фланкує центральний домен. 

Альтернативно, модифікуюча група може при-
єднуватися до бічного ланцюга, щонайменше, од-
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ного амінокислотного залишку пептидної структу-
ри, або до області пептиду або пептидоміметику, 
що фланкує центральний домен (наприклад, через 
епсилон-аміногрупу залишку(-ів) лізину, через кар-
боксигрупу залишку(-ів) аспарагінової кислоти або 
залишку(-ів) глутамінової кислоти, через гідроксиг-
рупу залишку(-ів) тирозину, залишку(-ів) серину 
або залишку(-ів) треоніну або іншої відповідної 
реакційноздатної групи бічного ланцюга амінокис-
лоти). Модифікуючі групи, ковалентно зв'язані з 
пептидною структурою, можуть приєднуватися за 
допомогою і з використанням способів, добре ві-
домих у даній галузі, для зв'язування хімічних 
структур, що включають, наприклад, зв'язки аміду, 
алкіламіно, карбамату або сечовини. 

Терміни «нуклеїнова кислота» або «молекула 
нуклеїнової кислоти» охоплюють РНК (плюс- і мі-
нус-ланцюги) і ДНК, що включає кДНК, геномну 
ДНК, і синтетичну (наприклад, хімічно синтезова-
ну) ДНК. Нуклеїнова кислота може бути двохлан-
цюжковою або одноланцюжковою. Коли нуклеїно-
ва кислота одноланцюжкова, вона може бути 
смисловим ланцюгом або антисмисловим ланцю-
гом. Молекула нуклеїнової кислоти може являти 
собою будь-який ланцюг з двох або більшого чис-
ла ковалентно зв'язаних нуклеотидів, включаючи 
ті, що зустрічаються у природі, або неприродні 
нуклеотиди, або аналоги або похідні нуклеотидів. 
«РНК» означає послідовність двох або більшого 
числа ковалентно зв'язаних, таких, що зустріча-
ються у природі, або модифікованих рибонуклео-
тидів. Одним з прикладів модифікованої РНК, 
включеної у даний термін, є фосфотіоатна РНК. 
Під «ДНК» мається на увазі послідовність двох або 
більшого числа ковалентно зв'язаних, таких, що 
зустрічаються у природі, або модифікованих рибо-
нуклеотидів. Під «кДНК» мається на увазі компле-
ментарна або копійна ДНК, продукована з РНК-
матриці під дією РНК-залежної ДНК-полімерази 
(зворотної транскриптази). «Клон кДНК» означає 
дуплексну послідовність ДНК, комплементарну 
цікавлячій молекулі РНК, яка включена у клоную-
чий вектор. Під «комплементарністю» мається на 
увазі, що дві нуклеїнові кислоти, наприклад, ДНК 
або РНК, містять достатнє число нуклеотидів, які 
здатні утворювати пари основ Уотсона-Крика, 
утворюють область двохланцюжковості двох нук-
леїнових кислот. Таким чином, аденін в одному 
ланцюгу ДНК або РНК утворює пару з тиміном у 
протилежному комплементарному ланцюгу ДНК 
або з урацилом у протилежному комплементарно-
му ланцюгу РНК. Потрібно розуміти, що кожний 
нуклеотид у молекулі нуклеїнової кислоти не обо-
в'язково повинен утворювати точну пару основ 
Уотсона-Крика з нуклеотидом у протилежному 
комплементарному ланцюгу з утворенням дуплек-
са. Молекула нуклеїнової кислоти «комплементар-
на» відносно іншої молекули нуклеїнової кислоти, 
якщо вона гібридизується, в умовах високої жорст-
кості, з другою молекулою нуклеїнової кислоти. 

Використовуваний тут термін «надосадова рі-
дина клітинної культури» в основному відноситься 
до надосадової рідини, одержаної внаслідок куль-
тивування бактерії або іншого організму (напри-
клад, дріжджів) або клітини (наприклад, клітини 

комах), яка здатна секретувати один або декілька 
поліпептидів, що включають амінокислотну послі-
довність, по суті, ідентичну будь-якій з послідовно-
стей SEQ ID NO: 22-43, 59, 73-84, або їх фрагмен-
ту або варіанту, або їх імуногенній частині, у 
клітинне культуральне середовище. У деяких варі-
антах здійснення надосадова рідина культури клі-
тин є по суті чистою, тобто, по суті, позбавленою 
бактеріальних клітин або лізату таких клітин. 

У деяких варіантах здійснення надосадова рі-
дина клітинної культури також може містити один 
або декілька з поліпептидів EspA, EspB, EspD, Тіr, 
інтиміну, шигатоксину 1 або 2, або EspP, або їх 
фрагментів або агрегатів. 

Бактерія може являти собою А/Е-патоген, на-
приклад, ЕНЕС, ЕРЕС, або Citrobacter rodentium, 
що, у деяких варіантах здійснення може модифі-
куватися або мутуватися, або переважно експре-
сувати або секретувати описані тут білки, або мо-
же являти собою деяку іншу бактерію, наприклад, 
непатогенну бактерію, наприклад, непатогенну Е. 
соlі, таку як НВ101, або не-А/Е-патоген, який був 
модифікований або мутований, наприклад, реком-
бінантним або іншим способом, так що він став 
секретувати один або декілька описаних тут білків, 
наприклад, поліпептид, що включає амінокислотну 
послідовність, по суті, ідентичну будь-якій з послі-
довностей SEQ ID NO: 22-43, 59, 73-84, або їх 
фрагменту або варіанту, або його імуногенну час-
тину, у клітинне культуральне середовище. У де-
яких варіантах здійснення бактерія не є ЕНЕС або 
ЕРЕС. 

У деяких варіантах здійснення, в яких бактерія 
є А/Е-патогеном, вона також може нести подальшу 
модифікацію, яка ослаблює її здатність експресу-
вати або секретувати поліпептид (наприклад, 
EspA, EspB, EspD, Tir, інтимін, шигатоксин 1 або 2, 
або EspP), який у нормі буде секретувати його за 
відсутності модифікації. У деяких варіантах здійс-
нення інший організм (наприклад, дріжджі) або 
клітина (наприклад, клітина комахи) модифіковані 
або мутовані, наприклад, рекомбінантним або ін-
шим способом, так що вони секретують один або 
декілька описаних тут білків, наприклад, поліпеп-
тид, що включає амінокислотну послідовність, по 
суті, ідентичну будь-якій з послідовностей SEQ ID 
NO: 22-43, або її імуногенній частині, у клітинне 
культуральне середовище. 

Сполука є «по суті чистою» або «виділеною», 
коли вона відділена від компонентів, які супрово-
джують її у природі. Звичайно сполука є по суті 
чистою, коли вона становить, щонайменше, 10%, 
20%, 30%, 40%, 50%, або 60%, або, більш звичай-
но, щонайменше, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 
або 99% за масою від всього матеріалу зразка. 

Таким чином, поліпептид, який хімічно синте-
зований або продукований рекомбінантною техно-
логією, в основному, по суті, позбавлений асоційо-
ваних з ним у природі компонентів. Поліпептид 
також в основному є, по суті, чистим, якщо він від-
ділений від асоційованих з ним у природі компоне-
нтів фізичними методами, такими як центрифугу-
вання, преципітація, колонкова хроматографія, 
гель-електрофорез, ВЕРХ, і т.д. 



13 94206 14 
 

 

 

Молекула нуклеїнової кислоти, в основному, є 
по суті чистою або «виділеною», коли вона не є 
безпосередньо злитою (тобто ковалентно зв'яза-
ною) з кодуючою послідовністю, до якої вона зви-
чайно прилягає у наявному у природі геномі орга-
нізму, з яких походить ДНК за винаходом. Тому 
«виділений» ген або молекула нуклеїнової кисло-
ти, як мається на увазі, означає ген або молекулу 
нуклеїнової кислоти, що не фланкована молеку-
лами нуклеїнової кислоти, які звичайно (у природі) 
фланкують ген або молекулу нуклеїнової кислоти 
(як у геномних послідовностях), і/або повністю або 
частково очищена від інших послідовностей, що 
транскрибуються (наприклад, у бібліотеці кДНК 
або РНК). Наприклад, виділена нуклеїнова кислота 
за винаходом може бути по суті виділена з ком-
плексного клітинного середовища, в якому вона 
присутня у природі. У деяких випадках виділений 
матеріал утворює частину композиції (наприклад, 
неочищений екстракт містить інші речовини), бу-
ферної системи або суміші реагентів. 

В інших обставинах матеріал може очищатися 
до достатньої гомогенності, що, наприклад, визна-
чається шляхом електрофорезу у поліакриламід-
ному гелі (PAGE) або колонкової хроматографії, 
такої як ВЕРХ. Тому даний термін включає в себе, 
наприклад, рекомбінантну нуклеїнову кислоту, 
введену у вектор, такий як плазміда, що автоном-
но реплікується, або вірус; або у геномну ДНК про-
каріота або еукаріота, або ту, яка існує в окремій 
молекулі (наприклад, фрагменті кДНК або геном-
ної ДНК, продукованої шляхом ПЛР або обробки 
рестрикційною ендонуклеазою), незалежно від 
інших послідовностей. Вона також включає реком-
бінантну нуклеїнову кислоту, яка є частиною гібри-
дного гена, що кодує додаткові поліпептидні пос-
лідовності. Переважно, виділена нуклеїнова 
кислота включає в себе, щонайменше, приблизно 
50, 80 або 90 процентів (на основі молярного спів-
відношення) всіх присутніх видів макромолекул. 
Таким чином, виділений ген або молекула нуклеї-
нової кислоти може включати ген або молекулу 
нуклеїнової кислоти, яка синтезована хімічно або 
рекомбінантними способами. Рекомбінантні ДНК, 
що містяться у векторі, включені у використовува-
не тут визначення «виділений». Також виділені 
молекули нуклеїнової кислоти включають молеку-
ли рекомбінантної ДНК у гетерологічних клітинах-
хазяїнах, а також частково або по суті очищені 
молекули ДНК у розчині. Одержані in vivo та in vitro 
РНК-транскрипти молекул ДНК за даним винахо-
дом також відносяться до «виділених» молекул 
нуклеїнової кислоти. Такі виділені молекули нукле-
їнової кислоти можуть використовуватися у вироб-
ництві поліпептиду, що кодується, як зонд для ви-
ділення гомологічних послідовностей (наприклад, 
з інших видів ссавців), для картування гена (на-
приклад, шляхом гібридизації in situ з хромосома-
ми), або для виявлення експресії гена у тканині 
(наприклад, у людській тканині, такій як перифери-
чна кров), наприклад, шляхом аналізу нозерн-
блотингом. 

По суті чиста сполука може бути одержана, 
наприклад, екстракцією з природного джерела; 
експресією рекомбінантної молекули нуклеїнової 

кислоти, що кодує поліпептидну сполуку; або шля-
хом хімічного синтезу. Чистота може вимірюватися 
з використанням будь-якого придатного способу, 
такого як колонкова хроматографія, гель-
електрофорез, ВЕРХ, і т.д. 

По суті чистий препарат клітини, наприклад, 
бактеріальної клітини, являє собою препарат клі-
тини, в якій контамінуючі клітини, які не мають не-
обхідного мутантного генотипу, або не експресу-
ють або не секретують необхідний поліпептид у 
відповідних кількостях, складають менше 10%, 
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, або 90% 
загальної кількості клітин у препараті. 

Різні гени і послідовності нуклеїнової кислоти 
за винаходом можуть являти собою рекомбінантні 
послідовності. Термін «рекомбінантний» означає, 
що щось підлягало рекомбінації, так що при поси-
ланні на конструкцію нуклеїнової кислоти термін 
відноситься до молекули, яка складена послідов-
ностями нуклеїнової кислоти, які об'єднані разом 
або продуковані за допомогою способів молекуля-
рної біології. При посиланні терміну «рекомбінант-
ний» на білок або поліпептидну молекулу даний 
термін означає, що білкова або поліпептидна мо-
лекула експресована з використанням рекомбіна-
нтної конструкції нуклеїнової кислоти, створеної за 
допомогою способів молекулярної біології. При 
посиланні терміну «рекомбінантний» на генетичну 
композицію, даний термін відноситься до гамети 
або до потомства з новими комбінаціями алелей, 
які не були присутніми у вихідних геномах. Конс-
трукції рекомбінантної нуклеїнової кислоти можуть 
включати нуклеотидну послідовність, яка лігована 
з послідовністю нуклеїнової кислоти, з якою вона 
не лігована у природі або з якою вона лігована у 
природі в іншому положенні, або дана нуклеїнова 
кислота піддається маніпуляціям, що приводять до 
такого лігування. Тому посилання на конструкцію 
нуклеїнової кислоти як на «рекомбінантну» вказує 
на те, що молекула нуклеїнової кислоти піддава-
лася маніпуляціям з використанням генної інжене-
рії, тобто за рахунок людського втручання. 

Рекомбінантні конструкції нуклеїнової кислоти 
можуть, наприклад, вводитися у клітину-хазяїна 
шляхом трансформації. Такі рекомбінантні конс-
трукції нуклеїнової кислоти можуть включати пос-
лідовності, що походять з одного виду клітин-
хазяїнів або з різних видів клітин-хазяїнів, які мо-
жуть виділятися і повторно вводитися у клітини 
виду хазяїна. Послідовності рекомбінантних конс-
трукцій нуклеїнової кислоти можуть ставати інтег-
рованими у геном клітини-хазяїна, внаслідок поча-
ткової трансформації клітин-хазяїнів, або 
внаслідок подальших подій рекомбінації і/або ре-
парації. 

Використовуваний тут термін «гетерологічний» 
відносно нуклеїнової кислоти або білка являє со-
бою молекулу, з якою маніпулювали за рахунок 
людського втручання, так що вона локалізується у 
місці, відмінному від місця, в якому вона знахо-
диться у природі. Наприклад, послідовність нукле-
їнової кислоти з одного виду може вводитися у 
геном іншого виду, або послідовність нуклеїнової 
кислоти з одного геномного локусу може перемі-
щатися в інший геномний або позахромосомний 
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локус того ж виду. Гетерологічний білок включає, 
наприклад, білок, експресований з гетерологічної 
кодуючої послідовності, або білок, експресований 
з рекомбінантного гена у клітині, яка у природі не 
експресує даний білок. 

«По суті ідентична» послідовність являє собою 
амінокислотну або нуклеотидну послідовність, яка 
відрізняється від послідовності порівняння тільки 
однією або декількома консервативними замінами, 
описаними вище, або однією або декількома не-
консервативними замінами, делеціями, або встав-
ками, розташованими у тих положеннях послідов-
ності, які не відміняють біологічної функції 
амінокислотної молекули або молекули нуклеїно-
вої кислоти. Така послідовність може характеризу-
ватися ідентичністю, що складає будь-яке ціле 
число від 10% до 99%, або, більш конкретно, що-
найменше, від 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 55% або 
60%, або, щонайменше, 65%, 75%, 80%, 85%, 
90%, або 95%, або, як мінімум 96%, 97%, 98%, або 
99%, відносно амінокислотної послідовності або 
послідовності нуклеотидів, використаної для порі-
вняння, із застосуванням, наприклад, програми 
Align (96) або FASTA. Для поліпептидів довжина 
послідовностей порівняння може становити, що-
найменше 2, 5, 10, або 15 амінокислот, або, що-
найменше, 20, 25, або 30 амінокислот. В альтер-
нативних варіантах здійснення довжина 
послідовностей порівняння може становити, що-
найменше, 35, 40, або 50 амінокислот, або понад 
60, 80, або 100 амінокислот. Для молекул нуклеї-
нової кислоти довжина послідовностей порівняння 
може становити, щонайменше, 5, 10, 15, 20, або 
25 нуклеотидів, або, щонайменше, 30, 40, або 50 
нуклеотидів. В альтернативних варіантах здійс-
нення довжина послідовностей порівняння може 
становити, щонайменше, 60, 70, 80, або 90 нукле-
отидів, або понад 100, 200, або 500 нуклеотидів. 
Ідентичність по послідовності може легко вимірю-
ватися з використанням програмного забезпечен-
ня для аналізу послідовності (наприклад, пакету 
програмного забезпечення Sequence Analysis 
Software Package від Genetics Computer Group, 
University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710 
University Avenue, Madison, Wis. 53705, або про-
грамного забезпечення BLAST, доступного від 
National Library of Medicine, або як описано тут). 

Приклади придатного програмного забезпе-
чення включають в себе програми Pile-up і 
PrettyBox. Таке програмне забезпечення шукає 
подібні послідовності шляхом оцінки гомології різ-
них замін, делецій та інших модифікацій. 

Альтернативно або додатково, дві послідовно-
сті нуклеїнової кислоти можуть бути «по суті іден-
тичними», якщо вони гібридизуються в умовах 
високої жорсткості. У деяких варіантах здійснення 
умови високої жорсткості являють собою, напри-
клад, умови, які забезпечують гібридизацію, порів-
нянну з гібридизацією, яка відбувається з викорис-
танням ДНК-зонду, щонайменше, 500 нуклеотидів 
у довжину, у буфері, який містить 0,5Μ NaHPO4, 
pH7,2, 7% SDS, 1мМ EDTA, і 1% BSA (фракція V), 
при температурі 65°С, або у буфері, що містить 
48% формаміду, 4,8×SSC, 0,2Μ Tris-Cl, pH7,6, 
1×розчин Denhardt, 10% декстран-сульфат, і 0,1% 

SDS, при температурі 42°С. (Це звичайні жорсткі 
умови для нозерн- або саузерн-гібридизації.) Гіб-
ридизації можна проводити протягом періоду при-
близно від 20 до 30 хвилин, або приблизно від 2 
до 6 годин, або приблизно від 10 до 15 годин, або 
понад 24 години або більше. Умови гібридизації 
високої жорсткості забезпечують успіх багатьох 
способів, що рутинно виконуються молекулярними 
біологами, наприклад, ПЛР високої жорсткості, 
секвенування ДНК, аналізу одноланцюжкового 
конформаційного поліморфізму, і гібридизації in 
situ. На відміну від нозерн- і саузерн-гібридизації, 
дані способи рутинно виконуються з відносно ко-
роткими зондами (наприклад, звичайно 16 нуклео-
тидів або довше для ПЛР або секвенування і при-
близно 40 нуклеотидів або більше для гібридизації 
in situ). Умови високої жорсткості, що використо-
вуються у даних способах, добре відомі фахівцям 
у галузі молекулярної біології (61). 

По суті ідентична послідовність може, напри-
клад, являти собою амінокислотну послідовність, 
яка є по суті ідентичною будь-якій з послідовнос-
тей SEQ ID NO: 22-43, 59, або 73-84, або їх фраг-
менту або варіанту, або нуклеотидну послідов-
ність, по суті ідентичну будь-якій з послідовностей 
SEQ ID NO: 1-21 або 60-72, або їх фрагменту або 
варіанту. У деяких варіантах здійснення по суті 
ідентична послідовність може, наприклад, являти 
собою нуклеотидну послідовність, комплементар-
ну будь-якій з послідовностей SEQ ID NO: 1-21 або 
60-72, або їх фрагменту або варіанту, або послі-
довність, що гібридизується з ними. У деяких варі-
антах здійснення по суті ідентична послідовність 
може бути одержана з А/Е-патогену. 

«Зонд» або «праймер» являє собою однолан-
цюжкову молекулу ДНК або РНК з визначеною 
послідовністю, яка може утворювати пару з другою 
молекулою ДНК або РНК, яка містить комплемен-
тарну послідовність (мішень). Стабільність одер-
жаної у результаті гібридної молекули залежить 
від ступеня утворення пар основ, яке відбувається, 
і підлягає впливу параметрів, таких як ступінь ком-
плементарності між зондом і цільовою молекулою, 
і ступеня жорсткості умов гібридизації. Ступінь 
жорсткості гібридизації підлягає впливу парамет-
рів, таких як температура, концентрація солі і кон-
центрація органічних молекул, таких як формамід, 
і визначається способами, відомими фахівцям у 
даній галузі. Зонди або праймери, специфічні від-
носно описаних тут послідовностей нуклеїнової 
кислоти, або їх частин, можуть варіювати за дов-
жиною на число нуклеотидів, яке дорівнює будь-
якому цілому числу, щонайменше, від 8 нуклеоти-
дів до числа понад 500 нуклеотидів, включаючи 
будь-яке значення між ними, в залежності від мети 
і умов застосування зонда або праймера. Напри-
клад, зонд або праймер може становити, щонай-
менше, 8, 10, 15, 20, або 25 нуклеотидів у довжи-
ну, або може становити, щонайменше, 30, 40, 50, 
або 60 нуклеотидів у довжину, або може складати 
понад 100, 200, 500, або 1000 нуклеотидів у дов-
жину. Зонди або праймери, специфічні відносно 
описаних тут молекул нуклеїнової кислоти, можуть 
характеризуватися ідентичністю, що дорівнює 
будь-якому цілому числу приблизно від 10% до 
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99%, або, у більш загальному плані, щонайменше, 
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 55% або 60%, або, що-
найменше, 65%, 75%, 80%, 85%, 90%, або 95%, 
або як мінімум 96%, 97%, 98%, або 99% відносно 
описаних тут послідовностей нуклеїнової кислоти, 
яка визначена з використанням, наприклад, про-
грами Align (96). 

Зонди або праймери можуть бути радіоактив-
но або нерадіоактивно міченими, з можливістю 
детектування за допомогою способів, які відомі 
фахівцям у даній галузі. Зонди або праймери мо-
жуть використовуватися у способах, що задіюють 
гібридизацію нуклеїнової кислоти, наприклад, при 
секвенуванні нуклеїнової кислоти, ампліфікації 
нуклеїнової кислоти шляхом полімеразної ланцю-
гової реакції, аналізі одноланцюжкового конфор-
маційного поліморфізму (SSCP), аналізі поліфор-
мізму довжин рестрикційних фрагментів, саузерн-
гібридизації, нозерн-гібридизації, гібридизації in 
situ, аналізі зсуву електрофоретичної рухливості 
(EMSA), та інших способах, які відомі фахівцям у 
даній галузі. Зонди або праймери можуть походити 
з геномної ДНК або кДНК, наприклад, шляхом ам-
пліфікації, або з клонованих сегментів ДІЖ, або 
можуть бути хімічно синтезовані. 

«Мутація» включає яку-небудь зміну послідов-
ності ДНК, тобто генома організму, у порівнянні з 
батьківським штамом. Зміна може виникати спон-
танно або за рахунок впливу на організм мутаген-
ного стимулу, наприклад, мутагенного хімікату, 
енергії, випромінювання, рекомбінантних способів, 
кон'югації або будь-яких інших способів, що засто-
совуються для зміни ДНК. Мутація може включати 
зміну у будь-якій з описаних тут нуклеотидних пос-
лідовностей або може включати зміну у нуклеоти-
дній послідовності, що кодує будь-який з описаних 
тут поліпептидів. 

Мутація може «ослаблювати вірулентність», 
якщо внаслідок мутації рівень вірулентності мута-
нтної клітини знижується, щонайменше, на 10%, 
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, або 
100%, при порівнянні з батьківськими штамами. 
Зниження вірулентності також може вимірюватися 
зниженням, щонайменше, на 10%, 20%, 30%, 40%, 
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, або 100%, експресії 
поліпептиду, наприклад, поліпептиду, що включає 
амінокислотну послідовність, по суті, ідентичну 
будь-якій з послідовностей SEQ ID NO: 22-43, 59, 
або 73-84, або їх фрагменту або варіанту, у мутан-
тному штамі у порівнянні з батьківським штамом. 
Вірулентність А/Е-патогену може вимірюватися, як 
описано тут, або, як відомо у даній галузі. Знижен-
ня вірулентності може також вимірюватися зміною, 
щонайменше, на 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 
70%, 80%, 90%, або 100%, біологічної активності 
поліпептиду, наприклад, поліпептиду, що включає 
амінокислотну послідовність, по суті, ідентичну 
будь-якій з послідовностей SEQ ID NO: 22-43, 59, 
або 73-84, або їх фрагменту або варіанту. 

«Модулювання» або «модулює» означає змі-
ну, за рахунок підвищення або зниження. Підви-
щення або зниження може бути зміною на будь-
яке ціле число від 10% до 90%, або на будь-яке 
ціле число від 30% до 60%, або може являти со-

бою понад 100%, у порівнянні з контролем або 
зразками, або сполукою порівняння. 

«Сполука, що тестується» являє собою будь-
яку хімічну сполуку, що зустрічається у природі, 
або сполуку штучного походження. Необмежува-
льні приклади сполук, що тестуються, можуть 
включати пептиди, поліпептиди, синтетичні органі-
чні молекули, органічні молекули, що зустрічають-
ся у природі, і молекули нуклеїнової кислоти. Спо-
лука, що тестується, може «конкурувати» з 
відомою сполукою, такою як будь-який з поліпеп-
тидів або молекул нуклеїнової кислоти, описаних 
тут, наприклад, перешкоджаючи вірулентності або 
перешкоджаючи будь-якій біологічній реакції, що 
індукується відомою сполукою. 

Загалом, сполука, що тестується, може харак-
теризуватися будь-яким значенням ступеня моду-
лювання від 10% до 200%, або понад 500%, у по-
рівнянні з контрольною сполукою. Наприклад, 
сполука, що тестується, може характеризуватися, 
щонайменше, будь-яким додатним або від'ємним 
цілим числом від 10% до 200% модулювання, або, 
щонайменше, будь-яким додатним або від'ємним 
цілим числом від 30% до 150% модулювання, або, 
щонайменше, будь-яким додатним або від'ємним 
цілим числом від 60% до 100% модулювання, або 
щонайменше, будь-яким додатним або від'ємним 
цілим числом понад 100% модулювання. Сполука, 
яка являє собою негативний модулятор загалом 
знижує модулювання відносно відомої сполуки, у 
той час як сполука, яка являє собою позитивний 
модулятор, загалом, підвищує модулювання від-
носно відомої сполуки. 

«Вектор» являє собою молекулу ДНК, що по-
ходить, наприклад, з плазміди, бактеріофагу, або 
вірусу ссавця або комахи, або штучної хромосоми, 
в яку може вбудовуватися молекула нуклеїнової 
кислоти, наприклад, нуклеотидна послідовність, по 
суті ідентична будь-якій з послідовностей SEQ ID 
NO: 1-21 або 60-72 або їх фрагменту або варіанту. 
Вектор може містити один або декілька унікальних 
сайтів рестрикції і може бути здатний до автоном-
ної реплікації у визначеному хазяїні, таким чином, 
що клонована послідовність відтворюється. Вектор 
може являти собою експресуючий ДНК-вектор, 
тобто, будь-який автономний елемент, здатний 
направляти синтез рекомбінантного поліпептиду, і 
таким чином може використовуватися для експре-
сії поліпептиду, наприклад, поліпептиду, що вклю-
чає амінокислотну послідовність, по суті, ідентичну 
будь-якій з послідовностей SEQ ID NO: 22-43, 59, 
або 73-84, або їх фрагменту або варіанту, у кліти-
ні-хазяїні. Експресуючі ДНК-вектори включають 
бактеріальні плазміди і фаги, і плазміди і віруси 
ссавців та комах. Вектор може бути здатним інтег-
руватися у геном клітини-хазяїна, так що будь-яка 
модифікація, яка вводиться у геном клітини-
хазяїна за допомогою вектора стає частиною ге-
нома клітини-хазяїна. Вектор може бути нездатним 
інтегруватися у геном клітини-хазяїна, і тому за-
лишатися у вигляді одиниці, що автономно реплі-
кується, такої як плазміда. 

Антитіло «специфічно зв'язується» з антиге-
ном, коли воно розпізнає і зв'язує антиген, напри-
клад, поліпептид, що включає амінокислотну пос-
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лідовність, по суті, ідентичну будь-якій з послідов-
ностей SEQ ID NO: 22-43, 59, або 73-84, або їх 
фрагменту або варіанту, але, по суті, не розпізнає 
і не зв'язує інші молекули у зразку. Таке антитіло 
характеризується, наприклад, спорідненістю у від-
ношенні антигену, яка, щонайменше, у 10, 100, 
1000 або 10000 разів вища за спорідненість анти-
тіла відносно іншої молекули порівняння у зразку. 

«Зразок» може являти собою будь-який орган, 
тканину, клітину, або клітинний екстракт, виділе-
ний з суб'єкта, наприклад, зразок, виділений з тва-
рини, інфікованої А/Е-патогеном, або з тварини, 
якій ввели один або декілька поліпептидів або ну-
клеїнових кислот за винаходом, або їх імуногенних 
фрагментів. Наприклад, необмежувальні приклади 
зразка можуть включати тканину (наприклад, з 
біопсії або аутопсії), клітини, кров, сироватку, мо-
локо, сечу, кал, слину, екскременти, яйця, культу-
ру клітин ссавців або культуральне середовище, 
або будь-який інший зразок, або будь-який екст-
ракт даних матеріалів, одержаний від пацієнта 
(людини або тварини), суб'єкта, що тестується, 
або експериментальної тварини. Необмежувальні 
приклади зразка можуть також включати продукти, 
які продукуються у клітинній культурі нормальними 
або трансформованими клітинами (наприклад, 
шляхом технології рекомбінантної ДНК або монок-
лональних антитіл). «Зразок» може також являти 
собою клітину або клітинну лінію, створену в екс-
периментальних умовах, які не виділені безпосе-
редньо з суб'єкта. Зразок також може бути позба-
вленим клітин, штучно одержаним або 
синтезованим. 

Зразок може аналізуватися для виявлення ге-
на, генома, поліпептиду, молекули нуклеїнової 
кислоти, що походить з А/Е-патогену, або для ви-
явлення мутації у гені, що походить з А/Е-
патогену, або для виявлення рівнів експресії гена 
або поліпептиду, що походить з А/Е-патогену, або 
для визначення біологічної функції гена або полі-
пептиду, що походить з А/Е-патогену, з викорис-
танням способів, відомих у даній галузі і/або опи-
саних тут. Наприклад, такі способи, як 
секвенування, аналіз одноланцюжкового конфор-
маційного поліморфізму (SSCP) або аналіз довжин 
рестрикційних фрагментів (RPLP) продуктів ПЛР, 
що походять зі зразка, може використовуватися 
для виявлення мутації у гені; ELISA або вестерн-
блотинг може використовуватися для вимірювання 
рівнів поліпептиду або спорідненості антитіл; но-
зерн-блотинг може використовуватися для вимі-
рювання рівнів мРНК, або ПЛР може використову-
ватися для вимірювання рівня молекули 
нуклеїнової кислоти. 

«Імунна відповідь» включає як необмежуваль-
ні приклади одну або декілька наступних реакцій 
ссавця: індукцію антитіл, В-клітин, Т-клітин (вклю-
чаючи хелперні Т-клітини, супресорні Т-клітини, 
цитотоксичні Т-клітини, γδ-Τ-клітини), специфічно 
направлених на антиген(и) у композиції або вакци-
ні, після введення композиції або вакцини. Таким 
чином, імунна відповідь на композицію або вакци-
ну включає розвиток у ссавці-хазяїні клітинної або 
опосередкованої антитілами відповіді на цікавлячу 
композицію або вакцину. Загалом, дана імунна 

відповідь буде приводити до запобігання або зни-
ження інфекції, що викликається А/Е-патогеном; 
до стійкості кишечнику до колонізації А/Е-
патогеном; або до зниження виділення А/Е-
патогену. 

«Імуногенний фрагмент» поліпептиду або нук-
леїнової кислоти відноситься до амінокислотної 
послідовності або до послідовності нуклеїнової 
кислоти, яка викликає імунну відповідь. Таким чи-
ном, імуногенний фрагмент може включати в себе 
без обмежень, будь-яку частину будь-якої з описа-
них тут послідовностей, або послідовність, по суті, 
ідентичну їй, яка включає один або декілька епіто-
пів (ділянка, розпізнавана специфічною клітиною 
імунної системи, такою як Т-клітина або В-клітина). 
Наприклад, імуногенний фрагмент може включати 
в себе без обмежень пептиди будь-якої довжини 
від 6 до 60, або понад 60 амінокислот, наприклад, 
пептиди будь-якої довжини від 10 до 20 амінокис-
лот, або від 20 до 40 амінокислот, що походять з 
будь-якої з описаних тут послідовностей. Такі фра-
гменти можуть ідентифікуватися з використанням 
стандартних способів, відомих фахівцям у даній 
галузі, наприклад, способів картування епітопів, 
або графіків антигенності або гідрофобності, з ви-
користанням, наприклад, програми Omiga version 
1.0 від Oxford Molecular Group (див., наприклад, 
патент США №4708871) (76, 77, 81,92,73). 

На Фіг.1A-F показані нуклеотидні і амінокисло-
тні послідовності NleA з С. rodentium, ЕРЕС і ЕНЕС 
(SEQ ID NO: 1-3 і 22-24). 

На Фіг.2A-J показані нуклеотидні і амінокисло-
тні послідовності NleB і NleB2 з С rodentium, ЕРЕС 
і ЕНЕС (SEQ ID NO: 4-7 і 25-29 & 60). 

На Фіг.3A-F показані нуклеотидні і амінокисло-
тні послідовності NleC з С. rodentium, ЕРЕС і 
ЕНЕС (SEQ ID NO: 8-10 і 30-32). 

На Фіг.4A-F показані нуклеотидні і амінокисло-
тні послідовності NleD з С rodentium, ЕРЕС і ЕНЕС 
(SEQ ID NO: 11-13 і 33-35). 

На Фіг.5А-Н показані нуклеотидні і амінокисло-
тні послідовності NleE з С rodentium, ЕРЕС і ЕНЕС 
(SEQ ID NO: 14-17 і 36-39). 

На Фіг.6А-Н показані нуклеотидні і амінокисло-
тні послідовності NleF з С. rodentium, ЕРЕС і ЕНЕС 
(SEQ ID NO: 18-21 і 40-43). 

На Фіг.7 показано вирівнювання амінокислот-
ної послідовності 7 С. rodentium Orfll/GrlA (SEQ ID 
NO: 56) з позитивним регулятором трансляції CaiF 
(SEQ ID NO: 57) і з передбаченою амінокислотною 
послідовністю неохарактеризованого білка 
Salmonella (SEQ ID NO: 58). Підкреслений перед-
бачений мотив спіраль-поворот-спіраль, характер-
ний для ДНК-зв'язувальних білків. Ідентичні аміно-
кислотні послідовності показані *, у той час як 
консервативні зміни показані +. 

На Фіг.8 показана комплементація С rodentium 
Aorf11 за допомогою orf11 з С. rodentium 
(pCRorf11), ЕНЕС (pEHorf11), або ЕРЕС 
(pEPorf11), і комплементація подвійного мутанта 
С. rodentium Γler-Γorf11 за допомогою С rodentium 
ler або orf11. 

Фіг.9 являє собою схематичну діаграму, на 
якій показане відносне розташування О-острівців, 
що містять 6 вперше ідентифікованих ефекторних 
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генів генома ЕНЕС О157:Н7. Також показане роз-
ташування генів шигатоксину (stx), LEE, і inv-spa 
TTSS. Відмічається асоціація багатьох з даних 
генів з профагами (СР-933 і ВР-933). 

На Фіг.10А-В показаний протеомний аналіз бі-
лків ЕНЕС, що секретуються. А. Одновимірний 
гель SDS-PAGE загальних білків, що секретують-
ся, з ЕНЕС дикого типу (wt) і мутанта секреції III 
типу (escN-). Міграція маркерів молекулярної маси 
(в кДа) показана зліва від гелю. В. Двовимірний 
гель загальних білків, що секретуються, з ЕНЕС 
дикого типу. Міграція маркерів молекулярної маси 
(в кДа) показана зліва, і зразкові значення рі пока-
зані вгорі гелю. Білкові плями, аналізовані шляхом 
мас-спектроскопії (див. таблицю І), обведені круж-
ком і пронумеровані. 

На Фіг.11А-С показана геномна організація, 
розподіл і консервативність NleA. А. Графічне 
представлення області, що оточує nleA у геномі 
ЕНЕС. Напрям транскрипції кожної ORF відміче-
ний стрілкою. Анотація ORP модифікована з (3). 
NleA виділений жирним шрифтом. В. Аналіз шля-
хом саузерн-блоту геномної ДНК з ЕРЕС, ЕНЕС, 
REPEC, Citrobacter rodentium (Citro.), і непатоген-
ного штаму Δ. coli HB101. Кожний зразок геномної 
ДНК розщеплювали BamHI (доріжки 1, 4, 7, 10, 13), 
EcoRI (доріжки 2, 5, 8, 11, 14), і PstI (доріжки 3, 6, 
9, 12, 15). С. Множинне вирівнювання білкової по-
слідовності NleA з ЕНЕС, профагу інтимін-
позитивного, що не відноситься до 0157 штаму 
ЕНЕС (О84:Н4), ЕРЕС, і Citrobacter rodentium. Іде-
нтичні залишки представлені точками (.), аміноки-
слоти, відсутні у конкретній послідовності, пред-
ставлені тире (-). Дві гідрофобних ділянки, які 
можуть являти собою передбачувані трансмемб-
ранні домени, виділені жирним шрифтом у послі-
довності ЕНЕС. 

На Фіг.12 показаний вестерн-блот-аналіз біл-
ків, що секретуються, (ліві доріжки) і бактеріальних 
згустків (праві доріжки) дикого типу (wt) ЕНЕС і 
мутанта секреції III типу (escN-), що експресує 
pNleA-ΗΑ і нетрансформованих контролів. Блоти 
зондували за допомогою НА(А.), анти-DnaK (В.), 
анти-Тir (С). 

На Фіг.13А-В показана секреція III типу і тран-
слокація в ΓnleA ЕНЕС. А. Гель SDS-PAGE зага-
льних білків, що секретуються, з ЕНЕС дикого типу 
(wt) і мутанта ΓnleA. Міграція маркерів молекуляр-
ної маси (в кДа) показана зліва від гелю. В. Вес-
терн-блот-аналіз білків, що секретуються, з ЕНЕС 
дикого типу (wt) і мутанта ΓnleA з антисироваткою 
ΓnleA. Міграція маркерів молекулярної маси (в 
кДа) показана зліва від гелю. 

На Фіг.14А-В показаний вестерн-блот-аналіз 
фракцій інфікованих клітин-хазяїнів. А. Клітини 
HeLa інфікували ЕНЕС дикого типу (wt) або escN-
EHEC, що експресує мічену НА NleA і піддавали 
субклітинному фракціонуванню шляхом диферен-
ціального центрифугування. Аналізовані фракції 
являли собою: бактерії, незруйновані клітини і ци-
тоскелет (осад, одержаний з низькою швидкістю), 
цитозоль клітини-хазяїна (цитозоль хазяїна), і 
мембрани клітин-хазяїнів (мембрани хазяїна). 
Фракції аналізували шляхом вестерн-блоту з вико-
ристанням анти-НА, анти-DnaK, антитіл проти ка-

льнексину, і антитіл проти тубуліну. В. Виділяли 
фракції мембран з клітин, інфікованих ЕНЕС дико-
го типу, що експресує мічений НА NleA. Потім 
мембранні фракції екстрагували на льоді при ви-
сокій концентрації солі (1М NaCl), високому рН 
(рН11,4), нейтральному рН та ізотонічній солі (кон-
троль) або нейтральному рН та ізотонічній солі, 
що містить 1% triton×100 (Triton X 100), і повторно 
центрифугували з одержанням розчинних (S) і 
нерозчинних фракцій мембран (Р). Дані фракції 
піддавали вестерн-блот-аналізу за допомогою 
антитіл проти НА (верхня панель), антитіл проти 
кальнексину (середня панель), і антитіл проти ка-
льретикуліну (нижня панель). 

На Фіг.15A-D показані дослідження вірулент-
ності Citrobacter rodentium на мишах. А. Вестерн-
блот загальних бактеріальних екстрактів з С 
rodentium дикого типу (wt) і мутанта ΓnleA, що тес-
туються антисироваткою проти NleA. Міграція мар-
керів молекулярної маси (в кДа) показана зліва від 
гелю. В. Графіки виживання для мишей С3Н/HeJ, 
інфікованих С rodentium дикого типу (чорні квадра-
ти), ΓnleA C. rodentium (незафарбовані кружки), і 
мишей, раніше інфікованих мутантом ΓnleA і зго-
дом стимульованих С rodentium дикого типу (вер-
тикальні смуги). Мишей піддавали моніторингу 
щодобово протягом курсу інфекції, і коли миша 
починала гинути, її негайно фіксували. Показана 
процентна частка мишей від початкового числа 
мишей у кожній групі, які були життєздатні на кож-
ну добу. С Титри С rodentium з кишечнику інфіко-
ваних швейцарських мишей NIH. Мишей інфікува-
ли С rodentium дикого типу (чорні кружки) або 
штамом ΓnleA (незафарбовані кружки) і фіксували 
на 10 добу після інфікування. Тканину кишечнику і 
згустки фекалій гомогенізували і висівали на агар 
МасСопкеу для визначення загального наванта-
ження С. rodentium у кишечнику миші на час фік-
сації. Кожна миша в експерименті представляє 
одиничну точку. Середнє у кожній групі вказане на 
графіку горизонтальними смужками. D. Маса ки-
шечнику і селезінки інфікованих швейцарських 
мишей NIH. Мишей інфікували С rodentium дикого 
типу (чорні кружки і трикутники) або штамом ΓnleA 
(незафарбовані квадрати і трикутники) і фіксували 
на 10 добу після інфікування. Кишки (квадрати) і 
селезінки (трикутники) розтинали і зважували. Ко-
жна миша в експерименті була представлена одні-
єю точкою. Середнє у кожній групі вказано на гра-
фіку горизонтальними смугами. 

На Фіг.16А-В показані нуклеотидні і амінокис-
лотні послідовності гомолога NleG з ЕНЕС (SEQ ID 
NO: 61 і 73). 

На Фіг.17А-В показані нуклеотидні і амінокис-
лотні послідовності NleH1 з ЕНЕС (SEQ ID NO: 62 і 
74). 

На Фіг.18А-В показані нуклеотидні і амінокис-
лотні послідовності NleH2 з ЕНЕС (SEQ ID NO: 63 і 
75). 

На Фіг.19А-В показані нуклеотидні і амінокис-
лотні послідовності Z2076 з ЕНЕС (SEQ ID NO: 64 і 
76). 

На Фіг.20А-В показані нуклеотидні і амінокис-
лотні послідовності Z2149 з ЕНЕС (SEQ ID NO: 65 і 
77). 
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На Фіг.21А-В показані нуклеотидні і амінокис-
лотні послідовності Z2150 з ЕНЕС (SEQ ID NO: 66 і 
78). 

На Фіг.22А-В показані нуклеотидні і амінокис-
лотні послідовності Z2151 з ЕНЕС (SEQ ID NO: 67 і 
79). 

На Фіг.23А-В показані нуклеотидні і амінокис-
лотні послідовності Z2337 з ЕНЕС (SEQ ID NO: 68 і 
80). 

На Фіг.24А-В показані нуклеотидні і амінокис-
лотні послідовності Z2338 з ЕНЕС (SEQ ID NO: 69 і 
81). 

На Фіг.25А-В показані нуклеотидні і амінокис-
лотні послідовності Z2339 з ЕНЕС (SEQ ID NO: 70 і 
82). 

На Фіг.26А-В показані нуклеотидні і амінокис-
лотні послідовності Z2560 з ЕНЕС (SEQ ID NO: 71 і 
83). 

На Фіг.27А-В показані нуклеотидні і амінокис-
лотні послідовності Z2976 з EHEC (SEQ ID NO: 72 і 
84). 

Автори винаходу ідентифікували декілька но-
вих білків, що секретуються, А/Е патогенів (табли-
ця 2) з використанням позитивного регулятора 
LEE (глобальний регулятор активатора LEE, або 
GrlA), який може застосовуватися для значного 
підвищення секреції, і дозволив авторам провести 
функціональний скринінг на предмет білків, які 
секретуються за допомогою LEE TTSS, що коду-
ється з використанням підходу, який базується на 
протеоміці. Дані нові білки, названі Nle (LEE ефек-
тор, що не кодується) від А до Н, присутні у пато-
генах, що містять LEE, і відсутні у непатогенних 
штамах Е. соlі, і у патогенах, що не мають LEE, 
кодуються зовні від LEE за допомогою 3 РАІ, які 
присутні в А/Е-патогенах, і еволюціонують спільно 
з LEE (3,8). Ідентифікація даних білків у деяких 
випадках забезпечувала додання функції ORF з 
раніше невідомою функцією. Типовий білок NleA 
(p54) являє собою ефектор III типу в А/Е-
патогенах, включаючи С rodentium, ЕРЕС, і ЕНЕС, 
і грає критичну роль у вірулентності. NleA кодуєть-
ся в асоційованому з фагом острівці патогенності у 
геномі ЕНЕС, окремому від LEE. Кодований в LEE- 
TTSS направляє транслокацію NleA у клітину-
хазяїна, де він локалізується в апараті Гольджі. 
nleA присутній у патогенах, що містять LEE, і від-
сутній у непатогенних штамах Е. соlі та у патоге-
нах, які не містять LEE. 

У деяких варіантах здійснення винаходу дані 
поліпептиди і нуклеїнові кислоти, що кодують дані 
поліпептиди або їх частини, можуть використову-
ватися як вакцини, терапевтичні засоби, діагнос-
тичні засоби, або інструменти для скринінгу лікар-
ських засобів проти інфекцій, що викликаються 
А/Е-патогенами, або як реагенти. 

Поліпептиди і сполуки, що тестуються 
Сполуки за винаходом включають, без обме-

жень, поліпептиди і молекули нуклеїнової кислоти, 
описані, наприклад, в SEQ ID NO: 1-56, 59-84, і їх 
фрагменти, аналоги і варіанти. Сполуки за вина-
ходом також включають продукти генів orfl 1/grlA, 
nleA, nleB, nleB2, nleC, nleD, nleE, nleF, nleG, nleH 
(nle H1 і/або nle H2), або їх гомологи. 

Сполуки за винаходом також включають полі-
пептиди і молекули нуклеїнової кислоти, описані, 
наприклад, у геномній послідовності ЕНЕС (напри-
клад, АЕ005174) під номерами Z0985 (NleB2), 
Z0986 (NleC), Z0990 (NleD), Z6020 (NleF), Z6024 
(NleA), Z4328 (NleB), Z4329 (NleE), Z6025 (гомолог 
NleG), Z6021(NleH1), Z0989 (NleH2), Z2076, Z2149, 
Z2150, Z2151, Z2337, Z2338, Z2339, Z2560, Z2976, 
або L0043 (Orfll/GrlA) (інвентарний №AF071034), і 
їх фрагменти, аналоги і варіанти. 

Сполуки можуть бути одержані, наприклад, 
заміною, делецією або вставкою амінокислотного 
залишку у будь-яке положення описаного тут полі-
пептиду, іншими консервативними амінокислотни-
ми залишками, тобто, залишками, що мають поді-
бні фізичні, біологічні або хімічні властивості, і 
шляхом скринінгу, наприклад, на здатність сполуки 
посилювати вірулентність. У деяких варіантах 
здійснення винаходу сполуки за винаходом вклю-
чають антитіла, які специфічно зв'язуються з опи-
саними тут поліпептидами, наприклад, з SEQ ID 
NO: 22-43, 59 або 73-84. 

У даній галузі добре відомо, що деякі модифі-
кації і зміни можуть бути зроблені у структурі полі-
пептиду без істотної зміни біологічної функції тако-
го пептиду з одержанням біологічно 
еквівалентного поліпептиду. В одному з аспектів 
винаходу поліпептиди за даним винаходом також 
розширені до біологічно еквівалентних пептидів 
або «варіантів», які відрізняються від частини пос-
лідовності поліпептидів за даним винаходом кон-
сервативними амінокислотними замінами, або 
відрізняються неконсервативними замінами, які не 
змінюють біологічної функції, наприклад, вірулент-
ності. Застосовуваний тут термін «консервативна 
амінокислотна заміна» відноситься до заміни одні-
єї амінокислоти на іншу у даному положенні пеп-
тиду, причому заміна може бути проведена без 
істотної втрати відповідної функції. При проведен-
ні таких замін подібні амінокислоти можуть замі-
нюватися на основі відносної подібності замісників 
бічних ланцюгів, наприклад, їх розміру, заряду, 
гідрофобності, гідрофільності, і тому подібного, і 
такі заміни можуть аналізуватися на предмет їх 
впливу на функцію пептиду шляхом рутинного 
тестування. 

Застосовуваний тут термін «амінокислоти» 
означає ті L-амінокислоти, які звичайно знаходять-
ся у білках, що зустрічаються у природі, D-
амінокислоти і такі амінокислоти при їх модифіка-
ції. Відповідно до цього, амінокислоти за винахо-
дом можуть включати, наприклад: 2-
аміноадипінову кислоту; 3-аміноадипінову кислоту; 
бета-аланін; бета-амінопропіонову кислоту; 2-
аміномасляну кислоту; 4-аміномасляну кислоту; 
піперидинову кислоту; 6-амінокапронову кислоту; 
2-аміногептанову кислоту; 2-аміноізомасляну кис-
лоту; 3-аміноізомасляну кислоту; 2-
амінопімелінову кислоту; 2,4-діаміномасляну кис-
лоту; десмозин; 2,2'-діамінопімелінову кислоту; 
2,3-ДІамінопропіонову кислоту; N-етилгліцин; N-
етиласпарагін; гідроксилізин; ало-гідроксилізин; 3-
гідроксипролін; 4-гідроксипролін; ізодесмозин; ало-
ізолейцин; N-метилгліцин; саркозин; N-
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метилізолейцин; 6-N-метиллізин; N-метилвалін; 
норвалін; норлейцин; і орнітин. 

У деяких варіантах здійснення можуть прово-
дитися консервативні амінокислотні заміни, в яких 
амінокислотний залишок заміщений на інший, який 
має подібний рівень гідрофобності (наприклад, у 
межах значення плюс або мінус 2,0, або плюс або 
мінус 1,5, або плюс або мінус 1,0, або плюс або 
мінус 0,5), де наступною може бути амінокислота, 
що має індекс гідропатичності приблизно -1,6, на-
приклад, Туr (-1,3) або Pro (-1,6), а амінокислотним 
залишкам призначені наступні індекси (як деталь-
но описано у патенті США №4554101, включеному 
у даний опис як посилання): Arg (+3,0); Lys (+3,0); 
Asp (+3,0); Glu (+3,0); Ser (+0,3); Asn (+0,2); Gln 
(+0,2); Gly (0); Pro (-0,5); Thr (-0,4); Ala (-0,5); His (-
0,5); Cys (-1,0); Met (-1,3); Val (-1,5); Leu (-1,8); lle (-
1,8); Tyr (-2,3); Phe (-2,5); і Trp (-3,4). 

В альтернативних варіантах здійснення мо-
жуть проводитися консервативні амінокислотні 
заміни, в яких амінокислотний залишок заміщений 
на іншій, що має подібний гідропатичний індекс 
(наприклад, у межах значення плюс або мінус 2,0, 
або плюс або мінус 1,5, або плюс або мінус 1,0, 
або плюс або мінус 0,5). У таких варіантах здійс-
нення кожному амінокислотному залишку може 
призначатися гідропатичний індекс на основі хара-
ктеристик гідрофобності і заряду, таким чином: llе 
(+4,5); Val (+4,2); Leu (+3,8); Phe (+2,8); Cys (+2,5); 
Met (+1,9); Ala (+1,8); Gly (-0,4); Thr (-0,7); Ser (-
0,8); Trp (-0,9); Tyr (-1,3); Pro (-1,6); His (-3,2); Glu (-
3,5); Gln (-3,5); Asp (-3,5); Asn (-3,5); Lys (-3,9); і Arg 
(-4,5). 

В альтернативних варіантах можуть проводи-
тися консервативні амінокислотні заміни з викори-
станням загальнодоступних сімейств матриць по-
дібності (60, 70, 102, 103, 94, 104, 86). Матриця 
РАМ базується на коефіцієнтах, одержаних з ево-
люційної моделі, у той час як матриця Blosum ви-
користовує коефіцієнти, що походять з висококон-
сервативних блоків при вирівнюванні. Коефіцієнт 
подібності вищий нуля у матрицях РАМ або 
Blosum може використовуватися для одержання 
консервативних амінокислотних замін. 

В альтернативних варіантах здійснення мо-
жуть бути зроблені консервативні амінокислотні 
заміни, в яких амінокислотний залишок замінюєть-
ся іншим того ж класу, де амінокислоти поділяють-
ся на класи неполярних, кислих, основних і нейт-
ральних, таким чином: неполярні Ala, Val, Leu, lle, 
Phe, Tip, Pro, Met; кислі Asp, Glu; основні Lys, Arg, 
His; нейтральні Gly, Ser, Thr, Cys, Asn, Gln, Туr. 

Консервативні амінокислотні заміни можуть 
включати в себе заміну L-амінокислоти відповід-
ною D-амінокислотою, консервативною D-
амінокислотою, або такою, що зустрічається у 
природі формою амінокислоти, яка не кодується 
генетично, а також консервативною заміною L-
амінокислоти. Такі, що зустрічаються у природі 
амінокислоти, які не кодуються у геномі, включа-
ють бета-аланін, 3-амінопропіонову кислоту, 2,3-
діамінопропіонову кислоту, альфа-
аміноізомасляну кислоту, 4-аміномасляну кислоту, 
N-метилгліцин (саркозин), гідроксипролін, орнітин, 
цитрулін, трет-бутилаланін, трет-бутилгліцин, N-

метилізолейцин, фенілгліцин, циклогексилаланін, 
норлейцин, норвалін, 2-нафтилаланін, піридила-
ланін, 3-бензотієнілаланін, 4-хлорфенілаланін, 2-
фторфенілаланін, 3-фторфенілаланін, 4-
фторфенілаланін, пеніциламін, 1,2,3,4-
тетрагідроізохінолін-3-карбонову кислоту, бета-2-
тієнілаланін, метіонінсульфоксид, гомоаргінін, N-
ацетиллізин, 2-аміномасляну кислоту, 2-
аміномасляну кислоту, 2,4-діаміномасляну кисло-
ту, п-амінофенілаланін, N-метилвалін, гомоцисте-
їн, гомосерин, цистеїнову кислоту, епсилон-
аміногексанову кислоту, дельта-аміновалеріанову 
кислоту, або 2,3-діаміномасляну кислоту. 

В альтернативних варіантах здійснення консе-
рвативні амінокислотні заміни включають заміни, 
що базуються на міркуваннях гідрофільності або 
гідрофобності, розміру або об'єму, або заряду. 
Амінокислоти можуть загалом характеризуватися 
гідрофобністю або гідрофільністю, насамперед, в 
залежності від бічного ланцюга амінокислоти. Гід-
рофобна амінокислота характеризується гідрофо-
бністю вище нуля, а гідрофільна амінокислота 
характеризується гідрофільністю нижче нуля, ба-
зуючись на нормалізованій консенсусній шкалі 
гідрофобності Eisenberg et al. (71). Гідрофобні амі-
нокислоти, що кодуються генами, включають в 
себе Gly, Ala, Phe, Val, Leu, lie, Pro, Met і Тrр, і гід-
рофільні амінокислоти, що кодуються генами, 
включають в себе Thr, His, Glu, Gln, Asp, Arg, Ser і 
Lys. Гідрофобні амінокислоти, що не кодуються 
генами, включають трет-бутилаланін, тоді як, гід-
рофільні амінокислоти, що не кодуються генами, 
включають цитрулін і гомоцистеїн. 

Гідрофобні і гідрофільні амінокислоти можуть 
далі поділятися на основі характеристик їх бічних 
ланцюгів. Наприклад, ароматична амінокислота 
являє собою гідрофобну амінокислоту з бічним 
ланцюгом, що містить, щонайменше, одне арома-
тичне або гетероароматичне кільце, яке може міс-
тити один або декілька замісників, таких як -ОН, -
SH, -CN, -F, -СІ, -Br, -I, -NO2, -NO, -NH2, -NHR, -
NRR, -C(O)R, -C(O)OH, -C(O)OR, -C(O)NH2, -
C(O)NHR, -C(O)NRR, і т.д., де R незалежно являє 
собою (С1-C6)-алкіл, заміщений (С1-C6)-алкіл, (С1-
C6)-алкеніл, заміщений (С1-С6)-алкеніл, (С1-C6)-
алкініл, заміщений (С1-C6)-алкініл, (С5-С20)-арил, 
заміщений (С5-С20)-арил, (С6-С26)-алкіларил, замі-
щений (С6-С26)-алкіларил, 5-20-членний гетероа-
рил, заміщений 5-20-членний гетероарил, 6-26-
членний алкілгетероарил, або заміщений 6-26-
членний алкіл гетероарил. Ароматичні амінокис-
лоти, що кодуються генами, включають Phe, Туr, і 
Тrр, у той час як амінокислоти, що не кодуються 
генами включають фенілгліцин, 2-нафтилаланін, 
бета-2-тієнілаланін, 1,2,3,4-тетрагідроізохінолін-З-
карбонову кислоту, 4-хлорфенілаланін, 2-
фторфенілаланін, 3-фторфенілаланін, і 4-
фторфенілаланін. 

Неполярна амінокислота являє собою гідро-
фобну амінокислоту з бічним ланцюгом, який не 
змінений при фізіологічному рН і який має зв'язки, 
в яких пари електронів, спільні для двох атомів, у 
рівній мірі утримуються кожним з двох атомів (тоб-
то, бічні ланцюги неполярні). Неполярні амінокис-
лоти, що кодуються генами, включають Gly, Leu, 
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Val, Ile, Ala і Met, у той час як неполярні амінокис-
лоти, що не кодуються генами, включають цикло-
гексилаланін. Неполярні амінокислоти можуть далі 
поділятися таким чином, що будуть включати алі-
фатичні амінокислоти, які являють собою гідрофо-
бні амінокислоти, що мають аліфатичний вуглево-
дневий бічний ланцюг. Аліфатичні амінокислоти, 
що кодуються генами, включають в себе Ala, Leu, 
Val, і Ilе, тоді як аліфатичні амінокислоти, що не 
кодуються генами, включають норлейцин. 

Полярна амінокислота являє собою гідрофіль-
ну амінокислоту з бічним ланцюгом, який не заря-
джений при фізіологічному рН, але який має один 
зв'язок, в якому пара електронів, спільна для двох 
атомів, утримується ближче до одного з атомів. 
Полярні амінокислоти, що кодуються генами, 
включають Ser, Thr, Asn, і Gln, тоді як полярні амі-
нокислоти, що не кодуються генами, включають 
цитрулін, N-ацетиллізин і метіонінсульфоксид. 

Кисла амінокислота являє собою гідрофільну 
амінокислоту зі значенням рKа бічного ланцюга 
менше 7. Кислі амінокислоти звичайно мають не-
гативно заряджені бічні ланцюги при фізіологічно-
му рН внаслідок втрати іона водню. Кислі аміноки-
слоти, що кодуються генами, включають Asp і Glu. 
Основна амінокислота являє собою гідрофільну 
амінокислоту зі значенням рKа бічного ланцюга 
вище 7. Основні амінокислоти звичайно мають 
позитивно заряджені бічні ланцюги при фізіологіч-
ному рН внаслідок асоціації з іоном гідронію. Ос-
новні амінокислоти, що кодуються генами, вклю-
чають Arg, Lys, і His, тоді як основні амінокислоти, 
що не кодуються генами, включають нециклічну 
амінокислоту орнітин, 2,3-діамінопропіонову кис-
лоту, 2,4-діаміномасляну кислоту, і гомоаргінін. 

Фахівцеві у даній галузі зрозуміло, що вказані 
вище класифікації не абсолютні і що амінокислота 
може класифікуватися більш ніж в одну категорію. 
Крім того, амінокислоти можуть класифікуватися 
на основі їх відомої поведінки і/або характерних 
хімічних, фізичних або біологічних властивостей, 
на основі конкретних тестів або у порівнянні з ра-
ніше ідентифікованими амінокислотами. Амінокис-
лоти можуть включати біфункціональні радикали, 
що мають подібні до амінокислот бічні ланцюги. 

Консервативні заміни також можуть включати 
заміну хімічно дериватизованого радикала на не-
дериватизований залишок, наприклад, шляхом 
реакції функціональної бічної групи амінокислоти. 
Таким чином, дані заміни можуть включати сполу-
ки, вільні аміногрупи яких дериватизовані з утво-
ренням гідрохлоридів аміну, п-
толуолсульфонільних груп, карбобензоксигруп, 
трет-бутилоксикарбонільних груп, хлорацєтильних 
груп або формільних груп. Подібним чином, вільні 
карбоксильні групи можуть дериватизуватися з 
утворенням солей, складних ефірів метилу і етилу 
або інших типів складних ефірів або гідразидів, і 
бічні ланцюги можуть дериватизуватися з утво-
ренням О-ацил- або О-алкілпохідних вільних гідро-
ксильних груп або N-im-бензилгістидину для азоту 
імідазолу гістидину. Пептидні аналоги також вклю-
чають амінокислоти, які були хімічно змінені, на-
приклад, шляхом метилування, амідування С-
кінцевої амінокислоти алкіламіном, таким як ета-

ноламін або етилендіамін, або ацилювання або 
метилування бічного ланцюга амінокислоти (на-
приклад, ацилювання епсилон-аміногрупи лізину). 
Пептидні аналоги також можуть включати заміну 
амідного зв'язку пептиду заміщеним амідом (на-
приклад, групами формули -C(O)-NR, де R являє 
собою (С1-С6)-алкіл, (С1-С6)-алкеніл, (С1-С6)-
алкініл, заміщений (С1-С6)-алкіл, заміщений (С1-
С6)-алкеніл, або заміщений (С1-С6)-алкініл) або 
ізостер амідного зв'язку (наприклад, -CH2NH-, -
CH2S, -СН2СН2-, -СН=СН- (цис і транс), -С(О)СН2-, 
-СН(ОН)СН2-, або -CH2SO-). 

Сполуки можуть бути ковалентно зв'язані, на-
приклад, полімеризацією або кон'югацією, з утво-
ренням гомополімерів або гетерополімерів. Мо-
жуть використовуватися спейсери і лінкери, що 
звичайно складаються з малих нейтральних моле-
кул, таких як амінокислоти, які незаряджені у фізі-
ологічних умовах. Зв'язки можуть досягатися декі-
лькома шляхами. Наприклад, залишки цистеїну 
можуть додаватися до кінців пептидів, і множинні 
пептиди можуть ковалентно зв'язуватися шляхом 
контрольованого окиснення. Альтернативно, мо-
жуть використовуватися гетеробіфункціональні 
засоби, такі як агенти, що утворюють дисуль-
фід/амід, або тіоефір/амід агенти. Сполука також 
може зв'язуватися з іншою сполукою, яка, напри-
клад, може модулювати імунну відповідь. Сполука 
також може бути напруженою, наприклад, за раху-
нок наявності циклічних частин. 

Пептиди або пептидні аналоги можуть синте-
зуватися стандартними хімічними способами, на-
приклад, шляхом автоматичного синтезу з викори-
станням розчину або методології твердофазового 
синтезу. Автоматичні пептидні синтезатори є ко-
мерційно доступними, і в них використовуються 
способи, добре відомі у даній галузі. Пептиди або 
пептидні аналоги можуть також бути одержані з 
використанням рекомбінантної ДНК-технології з 
використанням стандартних способів, таких як 
описані, наприклад, в Sambrook, et al. (110) або 
Ausubel et al. (111). Загалом, сполуки-кандидати 
ідентифіковані у великих бібліотеках природних 
продуктів або синтетичних (або напівсинтетичних) 
екстрактах або хімічних бібліотеках способами, 
відомими у даній галузі. Фахівці у галузі виявлення 
і розробки лікарських засобів розуміють, що конк-
ретне джерело таких, що тестуються, екстрактів 
або сполуки не є критичним відносно способу(ів) 
за винаходом. Відповідно до цього, по суті, будь-
яка кількість хімічних екстрактів або сполук можуть 
піддаватися скринінгу з використанням описаних 
тут типових способів. Приклади таких екстрактів 
або сполук включають в себе, як необмежувальні 
приклади, такі, які базуються на рослинах, грибах, 
прокаріотах або тваринах екстракти, бульйони 
ферментації і синтетичні сполуки, а також модифі-
кацію існуючих сполук. Багато способів також дос-
тупні для випадкового або направленого синтезу 
(наприклад, напівсинтезу або повного синтезу) 
будь-якого числа хімічних сполук, включаючи як 
необмежувальні приклади сполуки на основі цук-
рів, ліпідів, пептидів і нуклеїнових кислот. Комер-
ційно доступні синтетичні бібліотеки сполук. Аль-
тернативно, комерційно доступні бібліотеки 
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природних сполук у вигляді бактеріальних, гриб-
них, рослинних або тваринних екстрактів з ряду 
джерел, включаючи Biotics (Sussex, Великобрита-
нія), Xenova (Slough, Великобританія), Harbor 
Branch Oceanographic Institute (Ft. Pierce, Флорида, 
США), і PharmaMar, Масачусетс, США. Крім того, 
натуральні і синтетично продуковані бібліотеки, 
наприклад, поліпептиди патогену А/Е продукують-
ся, якщо потрібно, способом, відомим у даній галу-
зі, наприклад, стандартними способами екстракції 
і фракціонування. Більш того, якщо потрібно, будь-
яка бібліотека або сполука легко модифікується з 
використанням стандартних хімічних, фізичних або 
біохімічних способів. 

Коли виявляють, що грубий екстракт модулює 
вірулентність, необхідне подальше фракціонуван-
ня позитивного екстракту-кандидата для виділення 
хімічних складових, відповідальних за ефект, що 
спостерігається. Так, метою процесу екстракції, 
фракціонування і очищення є ретельна характери-
стика і ідентифікація хімічної суті у неочищеному 
екстракті, що володіє властивостями з модулю-
вання вірулентності. Ті ж аналізи, що описані тут 
для детектування видів активності у сумішах спо-
лук, можуть використовуватися для очищення ак-
тивного компонента і для тестування його похід-
них. Способи фракціонування і очищення таких 
гетерогенних екстрактів відомі у даній галузі. Якщо 
потрібно, сполуки, які, як показано, можуть вико-
ристовуватися як лікарські засоби, хімічно модифі-
кують способами, відомими у даній галузі. Сполу-
ки, ідентифіковані як такі, що володіють 
терапевтичною, профілактичною, діагностичною 
або іншою цінністю, можуть згодом аналізуватися 
з використанням Citrobacter або моделі інфекції, 
що викликається А/Е-патогеном на великій рогатій 
худобі, або будь-якій іншій моделі інфекції, що 
викликається А/Е-патогеном на тваринах. 

Вакцини 
«Вакцини» є сполуками, що включають в себе 

матеріали, які викликають необхідну імунну відпо-
відь. Вакцина може виділяти, активувати або ви-
користовувати пам'ять В- і Т-клітин імунної систе-
ми для, наприклад, включення механізмів 
видалення з організму інфекційних агентів, таких 
як А/Е патогени або їх компоненти. У деяких варі-
антах здійснення вакцина включає відповідний 
носій, такий як ад'ювант, який є агентом, що діє 
неспецифічним способом для підвищення імунної 
відповіді на специфічний антиген або на групу ан-
тигенів, викликаючи зменшення кількості антигену 
при призначенні будь-якої дози вакцини або зме-
ншення частоти введення вакцини, потрібної для 
одержання необхідної імунної відповіді. Необхідна 
імунна відповідь може включати повний або част-
ковий захист від зараження (присутня в екскреме-
нтах інфікованої тварини, наприклад, ссавця) або 
утворення колоній (присутня у кишечнику інфіко-
ваної тварини, наприклад, ссавця) А/Е патогеном. 
Наприклад, необхідна імунна відповідь може 
включати будь-який ступінь, від 10% до 100%, на-
приклад, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 
80%, 90%, 100% захисту від зараження або утво-
рення колоній А/Е патогеном вакцинованої твари-
ни у порівнянні з невакцинованою твариною. 

Вакцини, що відносяться до винаходу, можуть 
включати в себе поліпептиди і нуклеїнові кислоти, 
описані тут, або їх імуногенні фрагменти, і можуть 
призначатися з використанням будь-якої відомої 
або описаної тут форми введення. У деяких варіа-
нтах здійснення винаходу вакцина може включати 
в себе живий А/Е патоген, мертвий А/Е патоген 
або їх компоненти. Живий А/Е патоген, який може 
бути призначений у формі пероральної вакцини, 
може містити невідновне генетичне пошкодження, 
що знижує вірулентність А/Е патогену, але не його 
здатність викликати імунну відповідь. Жива вакци-
на може бути здатна заселяти кишечник вакцино-
ваної тварини, наприклад, ссавця. 

У деяких варіантах здійснення, поліпептиди і 
молекули нуклеїнових кислот, описані тут, або їх 
імуногенні фрагменти, або бактерії, що мутували 
(наприклад, ослаблені бактерії), описані тут, мо-
жуть вводитися птахам, наприклад, курчатам, кач-
кам, індичкам та ін., щоб викликати імунну відпо-
відь, наприклад, підвищення рівня антитіл, у 
птахів. Яйця або їх продукти, одержані від таких 
птахів, що виявляють імунну відповідь проти полі-
пептидів і молекул нуклеїнових кислот, описаних 
тут, або проти їх імуногенних фрагментів, можуть 
бути призначені тваринам, наприклад, людині, 
великій і дрібній рогатій худобі, вівцям та ін., щоб 
викликати імунну відповідь на поліпептиди і моле-
кули нуклеїнових кислот, описані тут, або їх імуно-
генні фрагменти, у тварин. Способи підвищення 
рівня антитіл у птахів і застосування таких антитіл 
описані, наприклад, у патенті США 5750113, вида-
ному Cook 12 травня 1998 року; у патенті США 
6730822, виданому Ivarie, et al. 4 травня 2004 року; 
і публікаціях 113-117, що наводяться тут. 

Вакцини, що відносяться до винаходу, можуть 
бути надалі доповнені доданням рекомбінантних 
або очищених антигенів, таких як EspA, EspB, 
EspD, EspP, Tir, шигатоксин 1 або 2 і/або інтимін, з 
використанням відомих стандартних способів. На-
приклад, одержання і використання рекомбінант-
них білків ЕНЕС О157:Н7, таких як EspA, Tir, EspB 
та інтимін, було описане (публікація РСТ №WO 
99/24576; 51). 

Клітинна культура 
А/Е патогени можуть вирощуватися відповідно 

до будь-яких відомих або описаних тут способів. 
Наприклад, А/Е патогени можуть спочатку виро-
щуватися на середовищі Luria-Bertani (LB) протя-
гом приблизно від 8 до 48 годин, або приблизно 
від 12 до 24 годин, і потім розводитися приблизно 
від 1:5 до 1:100, наприклад, 1:67, або приблизно 
від 1:5 до 1:25, або приблизно 1:10, у мінімально-
му середовищі М-9, доповненому 20-100мМ 
NaHCO2 або NaHCO3, або приблизно 30-50мМ, 
або приблизно 44мМ NaHCO2 або NaHCO3; 4-
20мМ MgSO4, або приблизно 5-10мМ; або прибли-
зно від 0,8мМ до 8мМ MgSO4, від 0,1 до 1,5% глю-
кози, або приблизно від 0,2% до 1%, або приблиз-
но 0,4% глюкози і від 0,05 до 0,5% казамінових 
кислот, або приблизно від 0,07 до 0,2%, або приб-
лизно 0,1% казамінових кислот. Культури в основ-
ному підтримуються при приблизно 37°С, можливо 
в 2-10% СО2 або приблизно в 5% СО2, і вирощу-
ються до оптичної щільності приблизно 600нм від 
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0,7 до 0,8. Цілі клітини потім видаляються будь-
яким придатним способом, наприклад, мікрофіль-
трацією або центрифугуванням, і супернатант мо-
же бути концентрований, наприклад, в 10-1000 
разів або більше, наприклад, у 100 разів, з викори-
станням діалізу, ультрафільтрації або подібних 
способів. Спільний білок легко визначається з ви-
користанням добре відомих у науці способів. 

Супернатанти клітинних культур можуть бути 
одержані з використанням культур будь-яких А/Е 
патогенів, включаючи дикий тип або мутантні А/Е 
патогени, наприклад, ЕНЕС, як описано тут або 
відомо науковим фахівцям. Загалом, А/Е патоген 
культивується у придатному середовищі, в умовах, 
що сприяють секреції антигену типу III (патенти 
США №№6136554 і 6165743) (51, 74). 

Ізолювання та ідентифікація додаткових генів 
На основі нуклеотидних або амінокислотних 

послідовностей, описаних тут, наприклад, в SEQ 
ID NO:l-56 або 59-84, ізолювання та ідентифікація 
додаткових генів стають можливими, з викорис-
танням стандартних способів. Будь-який А/Е пато-
ген може служити джерелом таких генів. 

У деяких варіантах здійснення, послідовності 
нуклеїнових кислот, описані тут, можуть бути ви-
користані для створення проб і праймерів, вклю-
чаючи вироджені олігонуклеотидні проби або 
праймери, на основі послідовності будь-якого лан-
цюга ДНК. Проби і праймери можуть бути викорис-
тані надалі для пошуку у геномних або кДНК біблі-
отеках генів інших А/Е патогенів, із застосуванням 
стандартних способів ампліфікації і гібридизації. 

У деяких варіантах здійснення, амінокислотні 
послідовності, описані тут, можуть бути викорис-
тані для одержання антитіл або інших реагентів, 
які застосовуються для пошуку поліпептидів А/Е 
патогенів, які зв'язуються з цими антитілами. 

У деяких варіантах здійснення, партнери, що 
зв'язуються можуть бути ідентифіковані шляхом 
мічення поліпептидів за винаходом (наприклад, 
таких значною мірою подібних до SEQ ID NO: 22-
43, 59 або 73-84) епітопною послідовністю (напри-
клад, FLAG або 2НА), і введення їх у клітину-
хазяїна, як шляхом трансфекції з відповідним век-
тором, що містить послідовність нуклеїнових кис-
лот, що кодує поліпептид за винаходом, так і шля-
хом ендогенного введення бактерій типу III з 
подальшою імунопреципітацією та ідентифікацією 
партнерів, що зв'язуються. 

Клітини HeLa можуть бути інфіковані штамами, 
які експресують білки злиття FLAG або 2НА, з по-
дальшим лізисом та імунопреципітацією з анти-
FLAG або анти-2НА антитілами. Партнери, що 
зв'язуються, можуть бути ідентифіковані за допо-
могою мас-спектрометрії. Якщо поліпептид за ви-
находом не утворюється у достатніх кількостях, 
такий спосіб може не виробити потрібного об'єму 
міченого білка для ідентифікації його партнера. Як 
частина додаткового способу, кожний поліпептид 
за винаходом може бути клонований у вектор тра-
нсфікування ссавців, злитий, наприклад, з 2НА, 
GFP і/або з FLAG. Після трансфікування клітини 
HeLa можуть бути лізовані і мічений поліпептид 
імунопреципітований. Партнер, що зв'язується, 

може бути ідентифікований за допомогою SDS 
PAGE і подальшої мас-спектрометрії. 

У деяких варіантах здійснення, поліпептид за 
винаходом може бути помічений, одержаний у 
великих кількостях і використаний в афінних коло-
нках і в імунопреципітації для ідентифікації і/або 
підтвердження ідентифікованих сполук-мішеней. 
Білки, мічені FLAG, НА і/або His, можуть бути ви-
користані на таких афінних колонках для діставан-
ня з клітинних екстрактів факторів клітини-хазяїна, 
і переважний фактор може бути підтверджений 
стандартними аналізами зв'язування, кривими 
насичення та іншими методами, описаними тут 
або відомими фахівцям у даній галузі. 

У деяких варіантах здійснення бактеріальна 
двохгібридна система може бути використана для 
вивчення білок-білкових взаємодій. Послідовності 
нуклеїнових кислот, описані тут, або послідовності, 
значною мірою подібні до них, можуть бути клоно-
вані у плазміду приманки рВТ двохгібридної сис-
теми, і комерційно доступна бібліотека з 5×10

6
 

незалежних клонів селезінки миші може бути ви-
користана як бібліотека-мішень для приманок. 
Потенційні переважні фактори можуть бути надалі 
характеризовані шляхом відновлення плазмід і їх 
повернення до вихідного стану для зменшення 
псевдопозитивних результатів від варіантів при-
манки клону і клонів-приманок бібліотеки, які акти-
вують репортерні гени незалежно від клонованої 
приманки. Відтворювані переважні фактори мо-
жуть бути вивчені, надалі, як тут описано. 

У деяких варіантах здійснення, А/Е патогенний 
штам, що експресує GrlA, наприклад, штам ЕНЕС 
0157, що експресує клонований GrlA, може бути 
використаний для протеомного аналізу таких, що 
секретуються, А/Е протеомів типу III, із застосу-
ванням, наприклад, 2D гелевого аналізу суперна-
тантів. Крім того, повний А/Е патоген (наприклад, 
біочіпи, що базуються на ЕНЕС) може застосову-
ватися для визначення того, які гени регулюються 
GrlA. Вірулентність визначають способами, описа-
ними тут, або відомими фахівцям у даній галузі. 

Після ідентифікації кодуючих послідовностей, 
вони можуть бути ізольовані з використанням ста-
ндартних способів клонування і введені у будь-
який відповідний вектор або реплікон для, напри-
клад, одержання поліпептидів. Такі вектори і реп-
лікони включають, без обмеження, бактеріофаг X 
(Е. coli), pBR322 (Δ. coli), pACYC177 (Δ. coli), 
pKT230 (грам-негативна бактерія), pGVl 106 (грам-
негативна бактерія), pLAFRl (грам-негативна бак-
терія), рМЕ290 (не-Е. coli грам-негативна бакте-
рія), pΗν14 (Δ. coli і Bacillus subtilis), pBD9 
(Bacillus), pIJ61 (Стрептоміцети), pUC6 (Стрепто-
міцети), YIp5 (Сахароміцети), YCp19 (Сахароміце-
ти) або вірус коров'ячої папіломи (клітини ссавця). 

Загалом, поліпептиди за винаходом можуть 
бути одержані у будь-якій прийнятній клітині-
хазяїні, зміненій або трансфікованій відповідним 
вектором (69). Спосіб зміни або трансфікування і 
вибір експресуючого носія будуть залежати від 
вибраної системи хазяїна. Можуть застосовувати-
ся різноманітні експресуючі системи, і вибір строго 
визначеної клітини-хазяїна некритичний для вина-
ходу. Наприклад, поліпептид, відповідно до вина-
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ходу, може бути одержаний у прокаріотичній клі-
тині-хазяїні (наприклад, Е. соlі) або в еукаріотичній 
клітині-хазяїні (наприклад, Saccharomyces 
cerevisiae, клітинах комах, наприклад, клітинах 
Sf21, або у клітинах ссавців, наприклад, клітинах 
NIH 3Т3, HeLa або COS). Ці клітини доступні з різ-
них джерел (наприклад, the American Type Culture 
Collection, Manassus, VA). Бактеріальні експресую-
чі системи для одержання поліпептидів включають 
Е. соlі рЕТ експресуючу систему (Novagen, Inc., 
Madison, Wis.), i pGEX експресуючу систему 
(Pharmacia). 

Аналізи 
Сполуки-кандидати, включаючи поліпептиди, 

молекули нуклеїнових кислот і малі молекули, мо-
жуть бути виявлені та оцінені з використанням 
різних способів, описаних тут або відомих науко-
вим фахівцям. Сполуки, що зменшують рівень 
експресії будь-яких поліпептидів або молекул нук-
леїнових кислот за винаходом можуть бути вико-
ристані, наприклад, як ліки проти А/Е патогенної 
інфекції. 

Скринінгові аналізи можуть супроводжуватися, 
наприклад, вимірюванням експресії гена стандар-
тним нозерн-блот аналізом, з використанням будь-
якого придатного фрагмента нуклеїнової кислоти, 
відповідно до винаходу, як гібридизаційної проби, 
де рівень експресії гена у присутності сполуки-
кандидата порівнюють з рівнем експресії гена за 
відсутності сполуки-кандидата. З іншого боку, або 
додатково, ефект сполуки-кандидата може бути 
визначений за рівнем експресії або секреції полі-
пептиду, з використанням, наприклад, імунопре-
ципітації або прийомів вестерн-блоту. 

Інші аналізи можуть бути проведені наступним 
чином: 

Підтвердження секреції і транслокації типу III у 
клітинах-хазяїнах 

Для визначення, яка зі сполук-кандидатів має 
потребу у TTSS для секреції, кожний ген або пор-
ція генів можуть бути приєднані до С-кінця FLAG, і 
супернатанти збирають з WT і TTSS мутантів, на-
приклад, WT ННЕС та ізогенного мутанта escN 
типу III, як описано тут або відомо науці. Інший 
спосіб визначення секреції включає дослідження 
супернатантів на зниження продуктів секреції у 
мутантних штамах, або підвищення антитіл до 
білка, з використанням вестерн-аналізу суперна-
тантів WT і типу III. Для підтвердження того, що 
жодний з цікавлячих білків не є компонентом 
TTSS, супернатанти від кожної зі сполук-
кандидатів, які росли в умовах, що індукують тип 
III, можуть бути досліджені на секрецію типу III. 
LEE TTSS секретує два класи білків: транслокони 
(EspA, В і D), які зв'язані з поверхнею бактеріаль-
ної клітини, і ефектори, які переміщаються безпо-
середньо у клітину-хазяїна. Сполуки-кандидати 
вивчають для визначення, є вони ефекторами або 
транслокаторами. Наприклад, FLAG-мічені перед-
бачувані ефектори в ЕНЕС або інших А/Е патоге-
нах можуть бути використані для інфікування епі-
теліальних HeLa клітин, що культивуються, і 
досліджені за допомогою імунофлуоресцентної 
мікроскопії після забарвлювання з анти-FLAG ан-
титілами. Така візуалізація звичайно показує про-

никнення бактерій у клітину-хазяїна і часто вияв-
ляє, яка органела є мішенню ефектора (напри-
клад, мембрана - для Тіr, комплекс Гольджі для 
NleA). Антитіла до різних клітинних структур мо-
жуть бути використані таким чином для підтвер-
дження локалізації. На додаток до візуалізації, 
інфіковані HeLa клітини можуть бути фракціонова-
ні на цитозоль, нерозчинний, і мембранні фракції, 
з використанням відомих способів фракціонування 
(30), і за допомогою вестерн-аналізу, що прово-
диться із застосуванням анти-FLAG антитіл, ви-
значають, яка клітинна фракція є мішенню ефек-
тора. Як контроль клітини інфікують міченим 
ефектором, що експресується в TTSS-дефектному 
штамі. Якщо мішенню є мембранна фракція, обро-
бка вищою сіллю або лужною рН може бути вико-
ристана для визначення, чи є це інтегральним 
білком мембрани. Якщо сполука-кандидат експре-
сується на низькому рівні і визначення переміщен-
ня способом імунофлуоресценції ускладнене, мо-
же бути застосоване генетичне злиття з 
аденілатциклазою, ферментом, для активності 
якого необхідний цитоплазматичний кофактор 
ссавців (кальмодулін) (87). 

Ефекти на формування ложа і засвоєння 
Враховуючи, що накопичення актину і утво-

рення ложа є відмітними ознаками А/Е патогенів, 
сполуки-кандидати виявляють за накопиченням 
актину і утворенням ложа, наприклад, в епітеліа-
льних HeLa клітинах, що культивуються. 

Інвазія ЕРЕС і ЕНЕС є іншим фенотипом клі-
тинної культури, який легко визначається і свід-
чить про взаємодію з епітеліальними клітинами, 
що культивуються, і здатність змінювати цитоске-
лет клітини-хазяїна (крім мутантів типу III і штамів, 
дефіцитних за Тіr та інтиміном). Рівні інвазії різних 
сполук-кандидатів можуть порівнюватися у мутан-
тних А/Е патогенах WT і типу III, наприклад, WT і 
TTSS мутантних ЕНЕС у клітинах HeLa, з викорис-
танням гентаміцинового захисного аналізу. 

Крім того, визначають здатність сполук-
кандидатів блокувати фагоцитоз макрофагів, що 
культивуються, оскільки ЕРЕС і ЕНЕС придушують 
фагоцитоз макрофагів, що культивуються, через 
інгібування активності РІ 3-кінази клітини-хазяїна 
тип ПІ-залежним чином (Celli, J., М. Oliver, and В.В. 
Finlay. 2001. Enteropathogenic Escherichia coli 
mediates antiphagocytosis through the inhibition of PI 
3-kinase-dependent pathways. Embo J 20: 1245-58). 
Якщо які-небудь сполуки-кандидати не здатні при-
душувати фагоцитоз, може бути проведений дода-
тковий аналіз інгібування РІ 3-кінази. 

Ефекти на поляризовані епітеліальні моноша-
ри 

Стан міжклітинних взаємодій грає ключову 
роль у розвитку діареї. Крім утворення ложа, А/Е 
патогени викликають й інші LEE типу lll-ефекти на 
поляризовані епітеліальні клітини, включаючи 
втрату мікроворсинок (згладжування мікроворси-
нок) і зниження трансмоношарового електричного 
опору, критерію щільності взаємодії. Використову-
ючи поляризовані кишкові моношари клітин Сасо-2 
людини, може бути застосована скануюча елект-
ронна мікроскопія високого розрізнення моноша-
рів, інфікованих А/Е патогеном WT (наприклад, WT 
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ЕНЕС), TTSS мутантний А/Е патоген, наприклад, 
ЕНЕС escN і будь-яка зі сполук-кандидатів. Моно-
шари інфікують різне число разів, відмивають і 
вивчають на SEM, використовуючи стандартні 
способи (66), і виявляють зниження електричного 
опору після інфікування поляризованих клітин Са-
со-2. 

Ефекти на природжений імунітет і запалення 
Рисою патогенів, що легко виявляється, є зда-

тність придушувати природжені імунні та запальні 
відповіді. Подібні ефекти описані для А/Е патоге-
нів, таких як ЕНЕС і ЕРЕС, і дане дослідження 
може бути використане для вивчення сполук-
кандидатів у штамах WT і TTSS мутантних А/Е 
патогенів. Наприклад, ЕНЕС викликає придушення 
NF-Ιφ, що приводить до пригнічення деяких цито-
кінів, таких як 11-8, 11-6 і II-Ια у клітинах HeLa (80), 
і цей процес вимагає LEE TTSS. Сполуки-
кандидати досліджують на придушення цих фак-
торів услід за, наприклад, інфікуванням клітин 
HeLa, використовуючи стандартні способи, такі як 
RT-IUIP (ПЛР у реальному часі) і комерційно дос-
тупні аналізи ELISA. 

Функціональні дослідження на основі інфор-
мації про локалізацію 

На додаток до вивчення фенотипу, сполуки-
кандидати досліджують в залежності від їх локалі-
зації у клітині-хазяїні. Наприклад, якщо сполука-
кандидат локалізується у комплексі Гольджі, вона 
може бути вивчена для визначення наявності не-
гативного впливу на функціонування комплексу 
Гольджі, включаючи біохімічні дослідження гліко-
зилування і функціональні дослідження комплексу 
Гольджі на дріжджових грибах, що експресують 
сполуку-кандидат. Якщо сполука-кандидат локалі-
зується у мітохондріях, застосовують дослідження 
апоптозу та інших мітохондріальних функцій. Якщо 
мішенню сполуки-кандидату є ендоплазматичний 
ретикулум, вивчають синтез і секрецію білків. Як-
що мішенню є ядро, проводять транскрипційні до-
слідження. 

Роль вірулентності 
Конкурентні індекси (СІ) широко використову-

ються для визначення ролі мінорних вірулентних 
факторів, а також приналежності двох вірулентних 
факторів до одного вірулентного «шляху» (63). 
Коротко, два штами з різною стійкістю до антибіо-
тиків спільно вводять тварині і, після достатнього 
часу інкубації, бактерії виділяють і визначають 
співвідношення двох штамів. Індекс 1 означає рів-
ну вірулентність. Якщо ідентифіковані сполуки 
впливають на вірулентність, їх СІ, у порівнянні з 
WT, можуть бути визначені. Також СІ використо-
вують для визначення, до якого вірулентного шля-
ху належать сполуки-кандидати. Наприклад, СІ 
можуть бути одержані при порівнянні мутантів 
двох вірулентних факторів, на додаток до порів-
няння кожного з них з WT. При порівнянні одиноч-
них мутантів з подвійним мутантом, співвідношен-
ня СІ, яке дорівнює 1, означає, що вони належать 
до одного спільного вірулентного шляху, тоді як 
співвідношення, відмінне від 1, означає, що вони 
належать до різних вірулентних «шляхів». 

 
 

Мікроскопічні дослідження 
Мікроскопічні способи використовують для ха-

рактеристики захворювання, викликаного А/Е па-
тогеном, включаючи трансмісійну електронну мік-
роскопію (ТЕМ) і скануючу електронну мікроскопію 
(SEM) для вивчення лімфоїдних фолікулів у бляш-
ках Пейєра дистальної частини клубової кишки 
кроликів, інфікованих REPEC, для підтвердження 
формування А/Е пошкоджень (63), конфокальну 
мікроскопію для спостерігання надходження у ми-
шачі ворсинки, і гістологічний аналіз хворобливого 
процесу в інфікованих мишах. 

Ці способи використовують для вивчення спо-
лук-кандидатів на прийнятних тваринних моделях, 
наприклад, мишах, інфікованих різними штамами 
цитробактеру, що несуть мутації у послідовностях 
кандидата. Для кожної сполуки-кандидату може 
бути зроблене комплексне дослідження для відс-
теження прогресування (або його відсутності) за-
хворювання у цій системі. Крім того, визначають 
рівень колонізації цими мутантами поверхні кише-
чнику. Застосовують інфікування тварин штамами, 
міченими антибіотиками, після чого вилучають 
тканину кишечнику. Тканину гомогенізують і підра-
ховують кількість бактерій на селективних лічиль-
них пластинках. 

Основною особливістю А/Е патогену, напри-
клад, цитробактерної інфекції, є виражене запа-
лення. Клітинні ознаки запалення досліджують за 
допомогою конфокальної мікроскопії у різних му-
тантів сполук-кандидатів. Шляхом мічення тканин 
антитілами або лектинами, з подальшою конфока-
льною мікроскопією, виявляють клітини запалення, 
мобілізовані до місця інфікування мутантами, у 
порівнянні з батьківським штамом. Антитіла до 
деяких факторів природженої відповіді доступні і 
можуть також бути використані для аналізу мутан-
тних фенотипів у ході інфекції шляхом вивчення 
факторів природженої відповіді і клітин, таких як 
макрофаги, нейтрофіли, продукції iNOS, дендритні 
клітини та ін. 

Гістологічні дослідження 
Можуть проводитися гістологічні дослідження 

забарвлених тканин. Наприклад, забарвлені гема-
токсиліном або еозином зрізи клубової кишки кро-
ликів, інфікованих REPEC, і штами з делеціями 
сполук-кандидатів вивчають для порівняння запа-
лення і пошкодження тканин і характеристики А/Е 
патогенних інфекцій (58). Подібне ж забарвлюван-
ня проводять на мишах з штамами цитробактеру, 
дефіцитними за сполуками-кандидатами. Доступні 
деякі інші гістологічні барвники, за допомогою яких 
можна визначити запалення, пов'язане з цитроба-
ктером та ізогенними мутантами, включаючи Гімза 
і Толуїдин синій О (для загальної морфології), 
Шифф-йодну кислоту (забарвлює карбогідрати, 
дозволяючи виявити кишковий слизовий шар і ке-
лихоподібні клітини), Грам, хлорацетатестеразу 
(забарвлює клітини запалення) і Реакцію каспаз 
(для апоптозу). Імуногістохімія дозволяє викорис-
товувати антитіла, направлені проти антигенів 
бактеріальних клітин і клітин ссавців. 

Антитіла 
Сполуки за винаходом можуть бути викорис-

тані для одержання антитіл до поліпептидів за 
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винаходом, із застосуванням стандартних способів 
одержання (45) або способів, відомих фахівцям у 
даній галузі. 

Наприклад, кодуючу послідовність для поліпе-
птиду за винаходом очищають до ступеня, необ-
хідного для імунізації кролика. З метою мінімізува-
ти можливі проблеми, пов'язані з низької 
афінністю або специфічністю антисироватки, ство-
рюють дві або три поліпептидні конструкції для 
кожного протеїну, і кожна конструкція вводиться, 
щонайменше, двом кроликам. Кількість антисиро-
ватки може наростати у серії ін'єкцій, яка переваж-
но включає, щонайменше, три ревакцинуючих ін'є-
кції. Первинну імунізацію проводять з повним 
ад'ювантом Фрейнда, а наступні імунізації - з не-
повним ад'ювантом Фрейнда. Титри антитіл відс-
тежують за допомогою вестерн-блоту і імунопре-
ципітаційних аналізів, використовуючи очищений 
білок. Специфічність антисироватки визначають з 
використанням панелі неспоріднених білків. Аль-
тернативно або додатково, пептиди, зв'язані з від-
носно унікальними імуногенними ділянками полі-
пептиду за винаходом, можуть бути одержані і 
зчеплені з гемоціаніном лімфи равлика (KLH) че-
рез включений С-термінальний лізин. Антисирова-
тку до кожного з цих пептидів афінно очищають на 
пептидах, кон'югованих з BSA, і перевіряють спе-
цифічність за допомогою ELISA і вестерн-блоту, з 
використанням пептидних кон'югатів, і за допомо-
гою вестерн-блоту та імунопреципітації. 

Альтернативно, моноклональні антитіла, які 
специфічно зв'язують будь-який з поліпептидів за 
винаходом, одержують відповідно до стандартного 
гібридомного способу (91, 90, 89, 78). Одержані 
моноклональні антитіла також перевіряють на 
специфічність розпізнавання за допомогою вес-
терн-блоту або імунопреципітації. Антитіла, які 
специфічно зв'язують поліпептид за винаходом, 
визнаються застосовними; такі антитіла можуть 
бути використані, наприклад, в імунологічному 
аналізі. Альтернативно, моноклональні антитіла 
одержують з використанням поліпептиду за вина-
ходом, що описаний вище, і бібліотеки фагового 
дисплею (112). 

У деяких варіантах здійснення, антитіла одер-
жують з використанням фрагментів поліпептидів, 
що приблизно володіють імуногенними властивос-
тями, виходячи з таких критеріїв, як висока часто-
та заряджених залишків. Антитіла спеціально роз-
робляють з розрахунком на мінімізацію побічної 
імунної відповіді реципієнта з використанням, на-
приклад, химерних антитіл, що містять антиген-
зв'язувальний домен від одного виду і Fc-
фрагмент від іншого виду, або з використанням 
антитіл, одержаних від гібридоми відповідного 
виду. 

У деяких варіантах здійснення, антитіла проти 
будь-якого з поліпептидів, описаних тут, викорис-
товують для лікування або профілактики А/Е пато-
генної інфекції. 

Тваринні моделі 
Сполуки можуть бути швидко вивчені на різних 

тваринних моделях А/Е патогенної інфекції. 
Цитробактерна мишача інфекційна модель є 

моделлю захворювання, що зустрічається у при-

родних умовах, а модель ЕНЕС-виділяючої інфек-
ції дорослих корів - моделлю природного носійст-
ва, що не виявляється хворобою (худоба не за-
хворює, хоча ЕНЕС не є частиною нормальної 
флори). Для цитробактерної моделі, вірулентність 
мутантів вивчають на мишах, як описано тут. Но-
каут(КО)/мутантних мишей використовують для 
вивчення ролі кандидатних послідовностей в інфе-
кції. Одержано декілька ліній КО мишей, включаю-
чи визначення ролі iNOS (20), Τ- і В-клітин (106), 
Тlr-4 і встановлення ступеню сприйнятливості ре-
ципієнта (54), так само, як Nek. 

Для коров'ячої моделі, ЕНЕС мутанти вивча-
ють на однорічних тваринах (див., наприклад, пуб-
лікацію РСТ №WO 02/053181). Коротко, 10

8
 CFU 

мутанта або WT 0157 вводять тварині через рото-
во-шлункову інтубацію. Протягом 14 днів після 
введення фекальні виділення відстежують на се-
лективних лічильних пластинках, і колонії дослі-
джуються за допомогою багатоканальної ПЛР, 
рівня виділень, гістологічного і мікроскопічного 
аналізів періанальної області, де концентрується 
ЕНЕС (97). Інша модель являє собою петлі кишеч-
нику корови, в які вводять ЕНЕС і декілька разів 
вивчають гістологічно і морфологічно, а також під-
раховують кількість адгезованих бактерій за допо-
могою лічильної пластинки. Природну кролячу 
інфекційну модель інфекції RDEC-1 проводять 
наступним чином: після культивування протягом 
ночі, бактеріальну культуру збирають центрифугу-
ванням і розчиняють в одномумл фосфатного бу-
фера. Новозеландським білим кроликам (вагою 
від 1,0 до 1,6кг), після голодування протягом ночі, 
вводять у шлунок через орально-гастральний зонд 
5мл 2,5% стерильного натрію бікарбонату і 1мл 
RDEC-1 або кандидатної послідовності мутантних 
штамів (2:-5×1010). Таку ж дозу бактерій вводять 
кожному кролику на наступний день. Кожного кро-
лика щодня зважують і збирають бактерії, що ви-
діляються з фекаліями за допомогою ректальних 
тампонів і з калових шматків. Ректальні тампони 
розкатують по половині поверхні чашок 
MacConkey, що містять налідиксову кислоту. П'ять 
калових шматків або таку ж кількість рідкої калової 
маси збирають від кожного кролика і розчиняють в 
3мл фосфатного буфера і 0,1мл кожної калової 
суспензії наносять на чашки MacConkey, що міс-
тять налідиксову кислоту. Ріст колоній, стійких до 
налідиксової кислоти, підраховують наступним 
чином: 0, немає росту; 1, рідко розташовані коло-
нії; 2, щільно розташовані колонії; 3, суцільний ріст 
колоній. Тканини виділяють зразу ж після усиплян-
ня внутрішньовенною ін'єкцією кетаміну і передо-
зування фенобарбіталу натрію. Ступінь бактеріа-
льної колонізації тканин кишечнику вимірювали 
наступним чином: на сегмент кишечнику (10см), 
крім сліпої кишки, накладають подвійні лігатури на 
проксимальному і дистальному кінцях, переріза-
ють між подвійними лігатурами, потім промивають 
10мл льодяного фосфатного буфера. Один грам 
в'язкого вмісту сліпої кишки додають до 9мл фос-
фатного буфера. Одержану суспензію розводять і 
наносять на чашки MacConkey, що містять наліди-
ксову кислоту. Зразки тканини виділяють за допо-
могою 9мм затискача, тричі промивають фосфат-
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ним буфером, додають до 2мл льодяного фосфа-
тного буфера і гомогенізують у гомогенізаторі, по-
тім послідовно розведені зразки наносять на чаш-
ки MacConkey. Число бактерій, адгезованих на 
квадратному сантиметрі кожної тканини підрахо-
вують наступним чином: 
CFU/см

2
= число бактерій/чашка× 

фактор розведення×2мл/-0,452 
Лікування і діагностика 
Поліпептиди і молекули нуклеїнових кислот, 

описані тут, можуть бути використані як ліки, на-
приклад, для одержання вакцин або лікарських 
сполук, або створення А/Е патогенів з ослабленою 
вірулентністю. Такі А/Е патогени можуть бути оде-
ржані, як описано тут, наприклад, шляхом ство-
рення праймерів на основі послідовностей нуклеї-
нових кислот, описаних тут, і з використанням 
способу алельного обміну на основі sacB (29). По-
ліпептиди і молекули нуклеїнових кислот можуть 
бути використані окремо або у комбінації один з 
одним або з іншими придатними молекулами, та-
кими як EspA, EspB, EspC, EspD, EspP, Tir, шига-
токсин І, шигатоксин 2 або молекули інтиміну. 

У деяких варіантах здійснення, молекули нук-
леїнових кислот, описані тут, можуть бути викори-
стані в антисмислових способах. Під «антисмис-
ловою», як згадується тут відносно нуклеїнових 
кислот, мається на увазі послідовність нуклеїнових 
кислот, комплементарна до кодуючого ланцюга 
молекул нуклеїнових кислот, наприклад, гена, та-
кого як nleA, nleB, nleC, nleD, nleE або nleF, або 
комплементарна до нуклеотидної послідовності, 
значно подібної до послідовності будь-якої з SEQ 
ID NO: 1-21 або 60-72, або її фрагменту, або варі-
анту. У деяких варіантах здійснення, антисмисло-
ва молекула нуклеїнової кислоти здатна знизити 
рівень поліпептиду, що кодується комплементар-
ним геном, коли вони обидва експресуються у клі-
тині. У деяких варіантах здійснення, рівень поліпе-
птиду знижується у мірі, що дорівнює будь-якому 
цілому числу від, щонайменше, 10% до, щонайме-
нше, 25%, або у мірі, що дорівнює будь-якому ці-
лому числу від, щонайменше, 25% до, щонаймен-
ше, 50%, або у мірі, що дорівнює будь-якому 
цілому числу від, щонайменше, 50% до, щонайме-
нше, 75%, або у мірі, що дорівнює будь-якому ці-
лому числу від, щонайменше, 75% до 100%, у по-
рівнянні з рівнем поліпептиду у клітині, яка 
експресує тільки ген, а не комплементарну антис-
мислову молекулу нуклеїнової кислоти. 

У деяких варіантах здійснення, експресію гена 
або цікавлячої кодуючої або некодуючої ділянки 
можна придушити або запобігти їй з використан-
ням способу інтерференції РНК (РНКі), різновиду 
пост-транскрипційного генного сайленсингу. РНКі 
використовують для створення функціонального 
«нокауту», тобто системи, в якій експресія гена 
або цікавлячої кодуючої або некодуючої ділянки 
знижена, виявляючись у загальному зниженні кіль-
кості продукту, що кодується. Таким чином, РНКі 
застосовують для мічення такої, що представляє 
інтерес, нуклеїнової кислоти або її фрагмента або 
варіанту, щоб, у свою чергу, знизити її експресію і 
рівень активності продукту, який нею кодується. 
Така система застосовується для функціональних 

досліджень продукту, а також для лікування А/Е 
патогенних інфекцій. РНКі описана, наприклад, в 
опублікованому патенті США 20020173478 
(Gewirtz; опублікований 21 листопада 2002 року) і 
20020132788 (Lewis et al., опублікований 7 листо-
пада 2002 року) (79, 67). Реагенти і набори для 
роботи з РНКі комерційно доступні, наприклад, в 
Ambion Inc. (Austin, Техас, США) і New England 
Biolabs Inc. (Beverly, Масачусетс, США). 

Припускається, що у деяких системах вихід-
ним агентом для РНКі є молекула dsPHK, зв'язана 
з нуклеїновою кислотою-мішенню. Потім, припус-
кається, що dsPHK розщеплюється на короткі ін-
терферуючі молекули РНК (siPHK) довжиною 21-
23 нуклеотиди (дуплекси 19-21н.п., кожний з двома 
«липкими» нуклеотидами на 3'-кінці). Фермент, що 
приблизно здійснює цю першу стадію розщеплен-
ня, був названий «Dicer» і класифікований як член 
РНКаз III сімейства dsPHK-специфічних рибонук-
леаз. З іншого боку, на РНКі можливо впливати 
через введення безпосередньо у клітину, або 
утворення у клітині, при введенні у клітину відпові-
дного попередника (наприклад, вектора і т.д.), та-
ких siPHK або siPHK-подібних молекул. siPHK мо-
же потім зв'язуватися з іншими 
внутрішньоклітинними компонентами для форму-
вання РНК-індукованого комплексу сайленсингу 
(RISC). Утворений RISC потім зв'язується з транс-
криптом, що представляє інтерес, через спарю-
вання основ між компонентом своєї siPHK і транс-
криптом-мішенню, за принципом гомологічності, 
приводячи до розщеплення транскрипту-мішені на 
відстані приблизно 12 нуклеотидів від 3'-кінця 
siPHK. Таким чином, мРНК-мішень розщеплюєть-
ся, і рівень білкового продукту, що кодується нею, 
знижується. 

Вплив на РНКі можливий через введення у 
клітину відповідних siPHK або siPHK-подібних мо-
лекул, синтезованих in vitro. Впливати на РНКі мо-
жна, наприклад, з використанням хімічно синтезо-
ваної РЕК (64), для чого відповідні молекули РНК 
хімічно синтезують, застосовуючи відомі способи. 
З іншого боку, використовують відповідні вектори 
експресії для транскрибування такої РНК як in 
vitro, так і in vivo. Транскрипцію in vitro смислових і 
антисмислових ланцюгів (кодованих послідовнос-
тями, представленими на тому ж векторі або на 
окремих векторах) проводять з використанням, 
наприклад, Т7 РНК полімерази, у такому випадку 
вектор включає відповідну кодуючу послідовність, 
функціонально зв'язану з Т7 промотором. Транск-
рибована in vitro РНК може, у деяких варіантах 
здійснення, бути оброблена (наприклад, з викори-
станням РНКази III Е. соlі) in vitro до розмірів, при-
йнятних для РНКі. Смислові і антисмислові транс-
крипти об'єднують для утворення РНК дуплекса, 
який вводять у клітину-мішень, що представляє 
інтерес. Використовують й інші вектори, які екс-
пресують РНК малої шпильки (shPHK), які вводять 
в siPHK-подібні молекули. У науці відомі різні спо-
соби, що базуються на застосуванні векторів (65, 
93, 95, 98, 99, 105, 109). Також відомі різні способи 
введення таких векторів у клітини, як in vitro, так і 
in vivo (наприклад, генна терапія). 



41 94206 42 
 

 

 

Загалом, у здійсненні, експресія поліпептиду, 
що включає послідовність амінокислот, істотно 
подібну до послідовності будь-якої з SEQ ID NO: 
22-43, може бути придушена шляхом введення у 
клітину або утворення у клітині siPHK або siPHK-
подібної молекули, що відповідає молекулі нуклеї-
нової кислоти, яка кодує поліпептид або її фраг-
менту, або гомологічній нуклеїновій кислоті. У різ-
них варіантах здійснення, такий спосіб передбачає 
пряме введення siPHK або siPHK-подібної моле-
кули у клітину або використання векторних спосо-
бів, описаних вище. У здійсненні, siPHK або siPHK-
подібна молекула мають довжину менше 30 нук-
леотидів. У наступних варіантах здійснення, siPHK 
або siPHK-подібна молекула мають довжину бли-
зько 21-23 нуклеотидів. У здійсненні, siPHK або 
siPHK-подібна молекула включають в себе дупле-
кси 19-21 н.п., кожний з двома «липкими» нуклео-
тидами на 3'-кінці. У здійсненні, siPHK або siPHK-
подібна молекула істотно подібні до нуклеїнової 
кислоти, що кодує поліпептид або його фрагмент, 
або варіант (або фрагмент варіанту). Такий варі-
ант здатний кодувати білок, що має активність 
поліпептиду, кодованого SEQ ID NO: 22-43. У здій-
сненні, смисловий ланцюг siPHK або siPHK-
подібної молекули істотно подібні до SEQ ID NO: 
1-21 або її фрагменту (РНК, що мають U замість Τ 
залишку послідовності ДНК). 

У деяких варіантах здійснення, підвищений рі-
вень антитіл проти поліпептидів за винаходом ви-
користовують як лікування А/Е патогенної інфекції. 

У деяких варіантах здійснення, поліпептид або 
молекули нуклеїнової кислоти використовують для 
визначення присутності у зразку А/Е патогену. Мо-
лекули нуклеїнової кислоти використовують для 
створення проб або праймерів, здатних, напри-
клад, гібридизуватися з ДНК А/Е патогену у зразку, 
або використовують для ампліфікації ДНК А/Е па-
тогену у зразку, застосовуючи, наприклад, спосіб 
полімеразної ланцюгової реакції. Поліпептиди ви-
користовують, наприклад, для одержання антитіл, 
що специфічно зв'язуються з поліпептидом, який 
експресується А/Е патогеном. Такі проби або 
праймери можуть бути визначально помічені. Під 
«визначно помічені» маються на увазі будь-які 
способи мічення та ідентифікації присутності мо-
лекули, наприклад, олігонуклеотидної проби або 
праймера, гена або його фрагмента, або молекули 
сДНК. Способи визначного мічення молекул добре 
відомі у науці і включають, без обмежень, радіоак-
тивне мічення (наприклад, ізотопом, таким як 

32
Ρ 

або 
35

S) і нерадіоактивне мічення, таке як фермен-
тативне мічення (наприклад, з використанням пе-
роксидази хрону або алкалінфосфатази), хемілю-
мінесцентне мічення, флуоресцентне мічення 
(наприклад, з використанням, флуоресцеїну), біо-
люмінесцентне мічення або визначення ліганду, 
зв'язаного з пробою, за допомогою антитіл. Також 
цей термін включає молекули, визначно помічені 
опосередкованим способом, наприклад, молекули, 
зв'язані з першим агентом (таким, як біотин), який, 
у свою чергу, зв'язаний з другим агентом, який 
може бути виявлений або проаналізований (таким, 
як стрептавідин, мічений флуоресцеїном). Мітки 

також включають дигоксигенін, люциферази і ек-
ворин. 

Фармацевтичні і ветеринарні сполуки, дозу-
вання і призначення Тут описані сполуки, що 
включають поліпептид і молекули нуклеїнової кис-
лоти, а також сполуки, що ідентифікуються з вико-
ристанням способів за винаходом. Відповідно до 
винаходу, сполуки можуть застосовуватися окремо 
або у комбінації з іншими сполуками (наприклад, 
молекулами нуклеїнової кислоти, малими молеку-
лами, поліпептидами, пептидами або аналогами 
пептидів), у присутності ліпосом, ад'юванту або 
будь-якого фармацевтично прийнятного носія, у 
формі, придатній для призначення ссавцям, на-
приклад, людині, великій рогатій худобі, вівцям і 
т.д. За необхідності, лікування сполукою відповід-
но до винаходу можна комбінувати з більш тради-
ційними і звичними способами лікування А/Е пато-
генної інфекції. 

Загальноприйнята фармацевтична практика 
може бути застосована для розробки прийнятних 
приписів і складів для призначення сполук хворим, 
інфікованим А/Е патогеном. Будь-який прийнятий 
шлях введення може бути використаний, напри-
клад, парентеральний, внутрішньовенний, підшкі-
рний, внутрішньом'язовий, інтракраніальний, внут-
рішньоочний, офтальмічний, 
внутрішньошлунковий, внутрішньокапсулярний, 
інтраспінальний, інтрацистернальний, інтрапери-
тонеальний, інтраназальний, аерозольний або 
оральне введення. Приписи можуть бути у формі 
рідких розчинів або суспензій; таблеток або кап-
сул; порошків, носових крапель або аерозолів. 

Способи приготування приписів добре відомі у 
науці (57). Приписи для парентерального введен-
ня можуть містити, наприклад, інертний наповню-
вач, стерильну воду або сіль, поліалкіленгліколи, 
такі як поліетиленгліколь, олії рослинного похо-
дження або гідрогенізовані нафталіни. Біосуміс-
ний, біорозкладаний лактидний полімер, лак-
тид/гліколідний співполімер або поліоксіетилен-
поліоксипропіленові співполімери використовують 
для контролю вивільнення сполуки. Інші потенцій-
но застосовні первинні системи доставки модулю-
ючих сполук включають етилен-вінілацетатні спів-
полімерні частинки, осмотичні помпи, імплантовані 
інфузійні системи і ліпосоми. Приписи для інгаляції 
можуть містити інертний наповнювач, наприклад, 
лактозу, або можуть бути з вмістом водних розчи-
нів, наприклад, поліоксіетилен-9-лаурилу ефіру, 
глікохолату і дезоксихолату, або можуть бути мас-
ляними розчинами для призначення у формі носо-
вих крапель або гелю. Для лікувальних або профі-
лактичних цілей сполуки призначаються 
індивідууму у кількостях, достатніх для припинен-
ня або уповільнення А/Е патогенної інфекції. 

«Ефективна кількість» сполуки, відповідно до 
винаходу, включає терапевтично ефективну кіль-
кість або профілактично ефективну кількість. «Те-
рапевтично ефективною кількістю» є кількість, 
ефективна, у дозах і необхідному періоді часу, для 
досягнення необхідного терапевтичного результа-
ту, такого як зменшення колонізації А/Е патогеном 
або виділення А/Е патогену. Терапевтично ефек-
тивна кількість сполуки може відрізнятися в зале-
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жності від ряду факторів, таких як стадія захворю-
вання, вік, стать, вага суб'єкта і здатності сполуки 
викликати необхідну відповідь у суб'єкта. Режими 
дозування встановлюють так, щоб викликати оп-
тимальну лікувальну відповідь. Терапевтично 
ефективна кількість також така, що будь-який ток-
сичний або побічний ефект сполуки перевищуєть-
ся позитивними терапевтичними ефектами. 
«Профілактично ефективною кількістю» є кількість, 
ефективна, у дозах і необхідному періоді часу, для 
досягнення необхідного профілактичного резуль-
тату, такого як запобігання колонізації А/Е патоге-
ном. Як правило, профілактична доза застосову-
ється у суб'єктів перед початком або на ранніх 
стадіях захворювання, так що профілактично ефе-
ктивна кількість може бути меншою, ніж терапев-
тично ефективна кількість. Переважний рівень для 
терапевтично і профілактично ефективної кількості 
сполуки може дорівнювати будь-якому цілому чис-
лу від 0,1нМ до 0,1М, від 0,1нМ до 0,05М, від 
0,05нМ до 15мкМ або від 0,01нМ до 10мкМ. 

Потрібно зазначити, що величина дозування 
може змінюватися при поліпшенні стану хворого. 
Для кожного конкретного суб'єкта встановлюють 
спеціальні режими дозування на час, відповідно до 
його індивідуальної потреби і професійного досві-
ду фахівця, який призначає сполуку або контро-
лює призначення сполуки. Величини дозування, 
наведені тут, є зразковими і не обмежують дозу-
вання, які можуть бути вибрані практикуючими 
лікарями. Кількість активної сполуки у препараті 
може відрізнятися відповідно до ряду факторів, 
таких як стадія захворювання, вік, стать, вага інди-
відуума. Режими дозування встановлюють так, 
щоб викликати оптимальну лікувальну відповідь. 
Наприклад, може бути призначене єдине введен-
ня, може бути призначено декілька доз, що вво-
дяться окремо протягом визначеного проміжку 
часу або доза може бути пропорційно зменшена 
або збільшена, виходячи з особливостей терапев-
тичної ситуації. Бажаним є таке складання одиниці 
дозування вихідного препарату, яке полегшило б 
його призначення та уніфікувало прийом. 

У випадку припису вакцини, може бути розро-
блена ефективна кількість сполуки за винаходом, 
окремо або у комбінації з іншими сполуками, і з 
одним або більше імунологічним ад'ювантом, для 
виклику імунної відповіді. Ад'юванти, відповідно до 
винаходу, можуть включати в себе емульгатори, 
мураміл дипептиди, авридин, водні ад'юванти, такі 
як гідроксид алюмінію, ад'юванти, що базуються 
на хітозані, сапоніни, масла, Амфіген®, LPS, екст-
ракти клітинної стінки бактерій, бактеріальну ДНК, 
бактеріальні комплекси, синтетичні олігонуклеоти-
ди і комбінації цього (100). Ад'ювант може включа-
ти екстракт клітинної стінки Mycobacterium phlei (M. 
phlei) (MCWE) (патент США №4744984), ДНК М. 
Phlei (M-DNA), або комплекс мікобактеріальної 
клітинної стінки (МСС). Емульгатори включають в 
себе натуральні або синтетичні емульгуючі агенти. 
Синтетичні емульгуючі агенти включають в себе 
аніонні агенти (наприклад, калій, натрій і амонійні 
солі лауринової і олеїнової кислот, кальцієві, маг-
нієві і алюмінієві солі жирних кислот, наприклад, 
металовмісні мила, і органічних сульфонати, такі 

як натрію лаурил сульфат), катіонні агенти (напри-
клад, цетилтриметиламонію бромід), неіонні аген-
ти (наприклад, гліцеринові складні ефіри, такі як 
гліцерину моностеарат, поліоксіетиленгліколю 
складні ефіри і прості ефіри, і ефіри сорбітанових 
жирних кислот, такі як сорбітанмонопальмітат і 
його поліоксіетиленові похідні, наприклад, поліок-
сіетилену сорбітанмонопальмітат). Натуральні 
емульгуючі агенти включають в себе акацію, же-
латин, лецитин і холестерин. Інші прийнятні ад'ю-
ванти включають в себе масло, таке як окремо 
взяте масло, суміш масел, емульсію масло-у-воді 
(наприклад, EMULSIGEN™, EMULSIGEN PLUS™, 
або VSA3), або емульсію не-масло-у-воді (напри-
клад, масляну емульсію, емульсію вода-у-маслі 
або емульсію вода-у-маслі-у-воді). Масло може 
бути мінеральним маслом, рослинною олією або 
тваринним маслом. Прийнятні тваринні масла 
включають в себе, наприклад, масло печінки тріс-
ки, масло палтуса, масло американського оселед-
ця, масло великоголова або масло печінки акули, 
всі вони комерційно доступні. Прийнятні рослинні 
олії включають в себе, без обмежень, олію каноли, 
мигдальну олію, бавовняну олію, кукурудзяну олію, 
оливкову олію, арахісову олію, сафлорову олію, 
олію кунжуту або соєву олію. З іншого боку, різні 
аліфатичні азотисті основи можуть бути викорис-
тані як ад'юванти у приписі вакцини. Наприклад, 
відомі імунологічні ад'юванти включають в себе 
аміни, четвертинні сполуки амонію, гуанідини, бен-
замідини і сполуки тіоуронію (75). Специфічні 
ад'ювантні сполуки включають в себе диметилдіо-
ктадециламонію бромід (DDA) (патент США 
№5951988) (88, 59, 85, 68, 84, 82, 83) і N,N-
діоктадецил-N,N-біс(2-гідроксіетил)пропандіамін 
(«авридин») (патент США №4310550, патент США 
№5151267) (62). Ад'ювант, відповідно до винахо-
ду, може, наприклад, включати в себе мінеральне 
масло і диметилдіоктадециламонію бромід. 

Вакцинні препарати можуть бути одержані з 
використанням стандартних способів, що включа-
ють в себе, але не обмежуються цим, змішування, 
обробку ультразвуком і мікрофлюїдизацію. Ад'ю-
вант може складати приблизно від 10 до 50% 
(об./об.) від вакцини, або приблизно від 20 до 40% 
(об./об.), або приблизно від 20 до 30% або 35% 
(об./об.), або будь-яке значення у цих межах. Спо-
лука також може бути зв'язана з несучою молеку-
лою, такою як бичачий сироватковий альбумін або 
гемоціанін лімфи равлика, для підвищення імуно-
генності. 

Загалом, сполуки за винаходом повинні засто-
совуватися, не викликаючи істотного токсичного 
ефекту. Токсичність сполуки за винаходом визна-
чають з використанням стандартних способів, на-
приклад, шляхом тестування на клітинних культу-
рах або експериментальних тваринах і визначення 
терапевтичного індексу, тобто співвідношення між 
LD50 (летальна доза для 50% популяції) і LD100 
(летальна доза для 100% популяції). У деяких об-
ставинах, однак, таких як деякі умови захворюван-
ня, може бути необхідне призначення істотно 
більш високих доз сполук. 
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Наступні приклади призначені для ілюстрації 
здійснень за винаходом і не повинні тлумачитися 
як обмеження сфери застосування за винаходом. 

Приклад 1 
Створення мутантів 
Використовують наступні бактеріальні штами: 

ЕНЕС О157:Н7 штам 86//24 (32), ЕНЕС EDL933 

(ізолят дикого типу Е. соlі О127:Н7; 3); ЕНЕС escN-
(47), дикий тип ЕРЕС Е2348/69 (ізолят дикого типу 
Е. соlі О127:Н6; 50), С rodentium DBS100 (АТСС 
51459; 53), REPEC 0103:K-:H2 85/150 (52), Δ. coli 
HB101. Використовують наступні плазміди: 

 

Плазміда Опис і відповідний фенотип Посилання 

pRE118 Вектор-«самогубець», що базується на sacB, для алельного обміну, 
Kаn

r
 

4 

pKD46 Плазмідна експресія  red рекомбінази, АМР
r
 5 

PACYC184 Вектор клонування, CM
r
 Tet

r
 NEB 

pCR2.1-TOPO Вектор ПЛР-клонування, Аmр
r
 Kаn

r
 Invitrogen 

PTOPO-2HA такий, що базується на pCR2.1-ТОРО, Рlас-стимульований поліген-
ний експресуючий кластер для С-термінального 2НА мічення, Amp

r
 

Kan
r
 

 

pCRespG-2HA/BglII такий, що базується на pACYC184, Citrobacter espG промотер-
стимульований полігенний експресуючий кластер для С-
термінального 2НА мічення, Сm

r
 

 

pCRler С rodentium ler в pCR2.1-ТОРО  

pCRorf11 С. rodentium orf11/grla в pCR2.1-TOPO  

pEHorf11 EHEC orf11/grlA вpCR2.1-TOPO  

pEPorf11 EPEC orf11/grlA в pCR2.1-TOPO  

pKK232-8 рВR322-похідне, що містить позбавлений промотору ген cat Pharmacia 

pLEEl-CAT рKK232-8-похідне, що несе С rodentium LEE1 (Ler)-cat транскрипцій-
не злиття від нуклеотидів -162 до +216 

 

pLEE5-CAT рKK232-8-похідне, що несе С. rodentium LEE5 (Tir)-cat транскрипцій-
не злиття від нуклеотидів -262 до +201. 

 

 
Для ПЛР і зворотної ПЛР звичайно використо-

вували ампліфікаційну систему перевірочного зчи-
тування ELONGASE (GIBCO BRL/Life 
Technologies) для зниження рівня помилок ПЛР. 
Продукти ПЛР клонували з використанням ТОРО 
ТА Cloning Kit від Invitrogen, або з pCR2.1-ТОРО, 
або з pCRII-TOPO. Послідовність ДНК визначали з 
використанням Taq Dye-термінаторного способу і 
автоматичного 373А ДНК секвенатора (Applied 
Biosystems). Для рутинного клонування, трансфо-
рмації та інфекції бактерії вирощували в агарі 
Luria-Bertani (LB) або у бульйоні LB з доданням 
відповідних антибіотиків, при 37°С. Застосовували 
різні антибіотики у наступних концентраціях: ампі-
цилін 100мкг/мл, карбеніцилін 100мкг/мл, канамі-
цин 50мкг/мл і хлорамфенікол 30мкг/мл. Ріст на 
середовищі Eagle у модифікації Dullbecco (DMEM) 

використовували для викликання експресії гена 
LEE і секреції білка типу III. 

Алельний обмін, що базується на sacB, (14) і 
систему лямбда Red рекомбінази (17) використо-
вували для створення мутантів. Загалом, 75% або 
більше внутрішнього вмісту кожного гена видаля-
ли для впевненості у тому, що функція гена пору-
шена. Ген Іеr був мутований за допомогою лямбда 
red рекомбіназного способу, гени ler, orf11/grlA і 
cesT були мутовані способом алельного обміну, 
що базується на sacB. Подвійний мутант ler/orf11 
також був створений з використанням способу, що 
базується на sacB. Створення мутантів tir і escD 
було описане раніше (20, 56). Мутанти були мута-
нтами з делецією всередині рамки зчитування, з 
введенням ферментного сайту рестрикції (або Nhe 
І, або Ваm НІ, або Sal І) у місце делеції, як описано 
нижче: 

 

Ім'я LEE мутанта 
Довжина білка 

(аа) 
Видалені кодони 

(від # до #) 
Елементи, введені у місце 

делеції 
Застосовані способи деле-

ції 

Γler 129 23-97 або 9-122 Nhe І або aphT кластер SacB або лямбда Red 

Γorf11/grlA 135 23-115 Nhe I SacB 

ΓcesT 156 25-147 Nhe I SacB 

 
Ці мутанти були верифіковані за допомогою 

реакцій ПЛР. Комплементарність тестували для 
Γtir, Γler, і Γorf11 мутантів шляхом введення від-
повідного гена у плазміду. Всі ці гени можуть бути 
комплементарні, підтверджуючи, що мутації, ство-
рені обома способами алельного обміну не здійс-
нюють негативного впливу на функцію розташова-
них нижче генів і є, таким чином, неполярними. 

Для створення EHEC-pNleA-HA, кодуючу діля-
нку nlеА ампліфікували з використанням ампліфі-
каційної системи перевірочного зчитування 
ELONGASE (Invitrogen) і наступних праймерів: 
Z6024F: 
5'AGATCTGAAGGAGATATTATGAACATTCAACCG
ACCATAC (SEQ ID NO: 44); Z6024R: 
5'CTCGAGGACTCTTGTTTCTTCGATTATATCAAAG 
(SEQ ID NO: 45). Продукти ПЛР клонували з вико-
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ристанням ТОРО ТА Cloning Kit (Invitrogen) і послі-
довність ДНК верифікували з використанням Taq 
Dye-термінаторного способу і автоматичного 373А 
ДНК секвенатора (Applied Biosystems). Потім про-
дукт субклонували в pCRespG-2HA/BglII, pACYC-
похідну плазміду, сконструйовану для керування 
експресією білка від С rodentium EspG промотору і 
для додання двох молекул гемаглютиніну (НА) до 
С-кінця білка, що експресується. Конструкції плаз-
міди були потім введені у дикий тип ЕНЕС і ЕНЕС 
escN- за допомогою електропорації. 

Мутант з делецією в nleA штаму ЕНЕС, стійко-
го до налідиксової кислоти, створили алельним 
обміном, що базується на sacB (29). Два фрагмен-
ти ДНК, які фланкують nleA, ампліфікували спосо-
бом ПЛР з використанням хромосомної ДНК ЕНЕС 
як матриці. 

Фрагмент А ампліфікували способом ПЛР з 
використанням праймера NT10 
5'CCGGTACCTCTAACCATTGACGCACTCG (SEQ 
ID NO:46) і праймера NT11 
5'AACCTGCAGAACTAGGTATCTCTAATGCC (SEQ 
ID NO: 47) для створення продукту з 1,3т.н.п. 

Фрагмент В ампліфікували з використанням 
праймера NT12 
5'AACCTGCAGCTGACTATCCTCGTATATGG (SEQ 
ID NO: 48) і праймера NT13 
5'CCGAGCTCAGGTAATGAGACTGTCAGC (SEQ ID 
NO: 49) для створення продукту з 1,3т.н.п. 

Фрагменти А і В потім інкубували протягом 1 
години з PstI і потім фермент інактивували нагрі-
ванням до 65°С протягом 20 хвилин. Приблизно 
50нг кожного обробленого фрагменту зв'язували 
Т4 ДНК лігазою протягом 1 години при кімнатній 
температурі. Реакцію зв'язування розводили 1/10 і 
1мкл додавали у ПЛР з використанням праймерів 
NT10 і NT13. Одержаний у результаті ПЛР продукт 
з 2,3т.н.п., потім інкубували з Sad і KрnІ, зв'язували 
з відповідними ділянками pRE112 (14) і трансфор-

мували в DH5αpir для створення pΝΤ225. pΝΤ225 

трансформували у кон'югативний штам SM10pir, 
який служив як донорський штам у кон'югації з 
диким типом ЕНЕС. Стійкі до налідиксової кислоти 
і хлорамфеніколу екзокон'югати відбирали на LB 
агарі. Потім екзокон'югати вміщували на LB агар, 
що містить 5% (об./об.) сахарози, без NaCl. Одер-
жані у результаті колонії потім досліджували на 
чутливість до хлорамфеніколу, після чого іденти-
фікували за допомогою ПЛР ізоляти з делецією 
nleA і втраченими послідовностями плазміди. Му-
тантів з делецією nleA потім ізолювали і викорис-
товували у подальшій роботі. Мутант С rodentium 
створили з використанням ПЛР і застосовували 
для створення, в pRE118 (14), вектора-
«самогубця», що несе внутрішню делецію nleA. 

Використовували наступні праймери: de11F: 
5'GGTACCACCACACAGAATAATC (SEQ ID NO: 
50); de11R: 
5'CGCTAGCCTATATACTGCTGTTGGTT (SEQ ID 
NO: 51); de12F: 
5'GCTAGCTGACAGGCAACTCTTGGACTGG (SEQ 
ID NO: 52); de12R: 
5'GAGCTCAACATAATTTGATGGATTATGAT (SEQ 
ID NO: 53). Одержану у результаті плазміду вво-
дили в С rodentium за допомогою електропорації 

для створення антибіотикостійкого міродиплоїдно-
го штаму. Відсутність плазмідних послідовностей 
після другого епізоду рекомбінації відбирали, як 
описано вище. Антибіотикочутливі, сахарозостійкі 
колонії верифікували на наявність відповідної ре-
комбінації за допомогою ПЛР, застосовуючи прай-
мери, що фланкують ділянки делеції. Відсутність 
NlеА підтверджували за допомогою вестерн-блоту 
повних клітинних лізатів з поліклональною анти-
NleA-антисироваткою. 

Вивчення загальних і секретованих біл-
ків/протеоміку 

Секретовані білки одержували, як описано ра-
ніше (51). 

Штами С rodentium вирощували протягом ночі 
при постійному струшуванні в 4мл бульйону Luria 
(LB) при 37°С. Культури пересівали 1 до 50 в 4мл 
середовища Ігла у модифікації Дульбеко (DMEM), 
яку заздалегідь інкубували протягом ночі в інкуба-
торі культури тканини (при 5% СО2), і вирощували 
без струшування протягом 6 годин у тому ж інку-
баторі для викликання експресії гена LEE. Культу-
ри центрифугували двічі при 13000об./хв. протя-
гом 10хв. для видалення бактерій і супернатант 
преципітували 10% трихлороцтовою кислотою 
(ТСА) для концентрування білків, секретованих у 
культуральне середовище. Бактеріальний осад 
розчиняли в 2Х SDS-PAGE буфері і приймали за 
загальний бактеріальний білок. Секретовані білки, 
преципітовані з супернатанту, також розчиняли в 
2Х SDS-PAGE буфері, а ТСА, що залишилася, 
нейтралізували І мкл насиченого Tris. Об'єми бу-
фера, використані для ресуспендування бактеріа-
льного осаду і секретованих білків, нормалізували 
до OD600 культур для забезпечення рівного вмісту 
у зразках. Секретовані білки аналізували в 12% 
або 17% SDS-PAGE і забарвлювали 0,1% 
Coomassi Blue G250. Для вестерн-блот аналізу 
загальні і секретовані білки розділяли в SDS-PAGE 
і переносили на нітроцелюлозну мембрану (Bio-
Rad). Використовували щурячі поліклональні анти-
тіла проти His-міченого Тіr цитробактеру і мишачі 
моноклональні антитіла проти ЕРЕС EspB. Потім 
застосовували стандартні протоколи вестерн-
блоту ECL (Amersham Life Science). 

Дикі типи ЕНЕС і ЕНЕС CVD451 вирощували 
протягом ночі на середовищі LB. Потім культури 
розбавляли 1:100 у мінімальному середовищі М-9 
з доданням 44мМ NaHCO3, 8мМ MgSO4, 0,4% глю-
кози і 0,1% казамінових кислот і вирощували без 
струшування при 37°С в 5% СО2 до OD600 від 0,6 
до 0,8. 

Секретовані білки збирали центрифугуванням 
культур при 8000g протягом 30 хвилин, відділяючи 
супернатанти від осадів. Супернатанти фільтрува-
ли через фільтри з розміром пор 0,45 мікрон і ви-
значали концентрацію білка за допомогою аналізу 
ВСА (Sigma). Білки готували для електрофорезу 
шляхом преципітації з 1/9 об'ємом 100% льодяної 
ТСА, на льоді, протягом від 45 до 120хв., після 
чого центрифугували при 17600g, протягом 30хв. 
Осади промивали у холодному 100% ацетоні і ро-
зчиняли в 1Х laemmli буфері (для 1-вимірних SDS-
PAGE гелів) або у буфері для приготування зразка 
для 2D гелів (8Μ сечовини, 2Μ тіосечовини, 4% 
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CEAPS, 20мМ Tris, 0,002% бромофенолу синього). 
Для 2D гелів заздалегідь додавали DDT до 6мг/мл 
і IPG буфер (рН3-10: Amersham Biosciences) до 
0,5%. 18см Immobiline Dry Strips (pH3-10: 
Amersham) регідратували у зразку протягом ночі 
при 20°С. Потім зразки концентрували при 15°С до 
65000 Vh. Після концентрування стрипи зрівнова-
жували в ЕВ+10мг/мл DTT протягом 15 хвилин і 
потім в ЕВ+25мг/мл йодоацетаміду протягом 15 
хвилин (ЕВ - це 50мМ Tris, 6Μ сечовини, 30% глі-
церину, 2% SDS, рН8,8). Зрівноважені стрипи на-
носили на верхню частину SDS-PAGE гелів вели-
кого формату (12% або 14% акриламіду) з 
використанням 0,5% розчину агарози в SDS-PAGE 
буфері+0,002% бромофенолу синього, і гелі під-
давали електрофорезу, доки барвник не вийде за 
межі гелю. 

Гелі забарвлювали Sypro Ruby, згідно з інстру-
кціями виробників (BioRad), і візуалізували на світ-
лостолі UV або за допомогою MS/MS на мас-
спектрометрі LCQ Deca з іонною пасткою (Thermo 
Finnigan), оснащеному системою рідинної хрома-
тографії з нанопотоком (LC Packings-Dionex). З 
гелів, візуалізованих на світлостолі UV, цікавлячі 
плями виділяли вручну. Внутрішньогелеве розще-
плення білків проводили на Investigator ProGest 
Robot (Genomic Solutions, Ann Arbor, MI), як описа-
но (23). Зразки з високим вмістом білка аналізува-
ли за допомогою LC-MS системи, що складається 
з системи рідинної хроматографії з нанопотоком, 
оснащеної FAMOS Autosampler (LC Packings-
Dionex, San Francisco, CA), і мас-спектрометра 
LCQ Deca з іонною пасткою (Thermo Finnigan, San 
Jose, CA) (24). 

Колонки зі зворотною фазою PicoFrit Columns 
PFC7515-PP18-5 (New Objective, Woburn, MA, 
USA) використовували для розділення пептидів і 
ефлюент з колонки розпилювали безпосередньо в 
мас-спектрометрі. Використовували швидкість 
потоку 200нл/хв., і загальний час детекції одного 
зразка дорівнював 45хв. 

Зразки з низьким вмістом білка аналізували на 
мас-спектрометрі АРІ QSTAR Pulsar Hybryd MS/MS 
(Applied Biosystems/MDS SCIEX, Concord, Canada) 
(12), оснащеному Nanospray Ion Source (Proxeon, 
Odense, Denmark). Перед аналізом зразки очища-
ли і концентрували на ZipTips (Millipore, Billerica, 
MA). API QSTAR Pulsar також використовували 
для сиквенсу пептидів de novo. 

Спектри досліджували за базою даних NCBI 
(Bethesda, MD) за допомогою пошукових систем 
Mascot (Matrixscience) або Sonar (Proteometrics 
Canada Ltd.). 

Конструкція транскрипційних злиттів cat і ана-
ліз CAT 

ПЛР фрагменти, що несуть промотори і всі ро-
зташовані вище регуляторні елементи ler (LEE1) і 
tir (LEE5) цитробактеру розщеплювали за допомо-
гою Ват НІ Hind III і клонували у плазміду рKK232-
8, що містить позбавлений промоторів ген cat. Тут 
показані позиції, що займаються клонованими 
фрагментами. Активність CAT, що визначається 
цим злиттям у різних штамах цитробактеру, визна-
чали, як описано вище (21, 22). Зразки відбирали у 

різні проміжки часу з бактеріальних культур, що 
росли на DMEM, як описано вище. 

Аналіз послідовностей і способи біоінформа-
тики 

Аналіз послідовностей ДНК і білків і пошук го-
мології за допомогою BLASTN, TBLASTN і BLASTP 
проводили з використанням програм, доступних на 
вебсайті NCBI (bttp://www.ncbi.nih.org/). Використо-
вували бази даних з сайтів NCBI, Sanger Genome 
Centre fattp://www.sanger.ac.uk/Proiects/Microbes) і 
SwissProt (http://www.expasy.org/sprot/). Позиції 
LEE PAI, так само як і профагів, у геномі ЕНЕС 
були одержані з даних, створених програмою 
IslandPath 
fhttp://www.pathogenomics.sfu.ca/islandpath/) (13). 

Саузерн-блот аналіз 
Зразки геномної ДНК для саузерн-блот аналізу 

готували з використанням набору DNeasy Tissue 
(Qiagen). Проби готували шляхом розщеплення 
pNleA-HA ферментами Sall і Bglll для одержання 
фрагментів з 500н.п., які мітили з використанням 
набору BrightStar Psoralen-Biotin Nonisotopic 
Labeling (Ambion). 

П'ять мікрограмів кожного зразка геномної ДНК 
повністю розщеплювали в 25 одиницях BamHI, 
EcoRI і PstI протягом ночі. Зразки розводили в 1% 
агарозному гелі за допомогою електрофорезу і 
переміщували на найлонову мембрану BrightStar-
Plus (Ambion) шляхом пасивної, слабколужної низ-
хідної елюції. ДНК перехресно зв'язували з мем-
браною опроміненням мембрани УФ світлом про-
тягом 2хв., після чого висушували 30хв. при 80°С. 

Мембрану передгібридизували промиванням в 
10мл ультрачутливого гібридизаційного буфера 
ULTRAhyb (Ambion) при 42°С протягом 30хв. Де-
сять мікролітрів одержаної проби потім додавали 
до передгібридизованої мембрани у буфері і пробу 
гібридизували до мембрани при 42°С протягом 
ночі. Мембрану промивали 2 рази по 5хв. у мию-
чому буфері зниженої жорсткості (Ambion) і 2 рази 
по 15хв. у миючому буфері підвищеної жорсткості 
(Ambion) при кімнатній температурі. Гібридизовану 
пробу вивчали за допомогою набору BrightStar 
BioDetect Nonisotopic Detection (Ambion), після чого 
фотографували на плівку Kodak. 

Створення анти-NleA антисироватки 
Кодуючу ділянку nleA ампліфікували з геном-

ної ДНК ЕНЕС і клонували в his-мічений вектор 
експресії (рЕТ28а, Novagen), використовуючи на-
ступні праймери: 
5TTCCATATGAACATTCAACCGACC (SEQ ID NO: 
54) і 5'GGAATTCAATAATAGCTGCCATCC (SEQ ID 

NO: 55). Цю плазміду вводили в BL21 (DE3), ви-
рощували до оптичної щільності 600 (А600) від 0,8 
та індукували за допомогою 0,5мМ IPTG при 20°С 
протягом 16 годин. Білок, мічений His, очищали на 
колонці Ni-NTA, згідно з інструкціями виробника 
(Qiagen). Фракції, що містять NleA, об'єднували і 
додавали тромбін (500:1), білок діалізували протя-
гом ночі проти 20мМ tris pH8,2, 50мМ NaCl. На 
наступний день білок вміщували на колонку 
monoQ FPLC з використанням лінійного градієнта 
від 50 до 500мМ NaCl. Фракції, що містять NleA, 
об'єднували. Після цієї стадії чистота білка була 
>90%. Очищений білок використовували для імуні-
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зації двох щурів Sprague Dawley чоловічої статі, 
300мкг/щур, із застосуванням повного ад'юванту 
Фрейнда (Sigma), і одержану антисироватку афін-
но очищали з використанням активованого гелю з 
імуноафінною підтримкою Affi-Gel 15, згідно з ін-
струкціями виробника (BioRad). Для імунофлуоре-
сцентних експериментів антисироватку потім очи-
щали абсорбцією проти ацетонвмісних порошків, 
одержаних з клітин HeLa і з ЕНЕС NleA, як описа-
но в (45). Специфічність антисироватки підтвер-
джували аналізом вестерн-блоту клітинних екстра-
ктів з дикого типу ЕНЕС і ЕНЕС NleA. 

Імуноблот-аналіз 
Зразки для аналізу шляхом вестерн-блоту ро-

зділяли шляхом SDS-PAGE (від 9% до 12% поліа-
криламід). Білки переносили на нітроцелюлозу і 
блокували імуноблот в 5% розчині знежиреного 
сухого молока (NFDM) у TBS, рН7,2, що містить 
0,1% Tween 20 (TBST), протягом ночі при 4°С, і 
потім інкубували з первинними антитілами в 1% 
NFDM TBST протягом 1 год. при кімнатній темпе-
ратурі (RT). Мембрани промивали 6 разів в TBST і 
потім інкубували з 1:5000 розчином кон'югованих з 
пероксидазою хрону козячих анти-мишачих (H+L) 
антитіл (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) 
протягом 1год. при RT. Потім мембрани промива-
ли, як описано вище. Комплекси антиген-антитіло 
візуалізували поліпшеним набором хемілюмінес-
центного визначення (Amersham), після чого фото-
графували на плівку Kodak (Perkin Elmer). Викори-
стовували наступні первинні антитіла: анти-НА.11 
(Covance), DnaK (Stressgen), анти-ЕНЕС Tir, анти-
NleA (дане дослідження), анти-кальнексин 
(Stressgen), анти-кальретикулін (Affinity 
Bioreagents), анти-тубулін (Sigma). 

Імунофлуоресценція 
Клітини HeLa вирощували на скляному пок-

ритті у 24-ямкових плашках для клітинних культур 
та інфікували протягом 6 годин 1 мкл (ЕНЕС) ви-
триманої протягом ночі культури з OD ~0,4. Через 
6 годин після інфікування клітини промивали 3 
рази у PBS, що містить Са2

+
 і Mg2

+
, і фіксували в 

2,5% параформальдегіді у PBS протягом 15хв. при 
кімнатній температурі. Клітини робили проникними 
в 0,1% сапоніні у PBS, блокували в 5% козячій 
сироватці або 5% BSA у PBS+0,1% сапоніну та 
інкубували з наступними первинними антитілами, 
розведеними у блокуючому розчині протягом 1 
години при кімнатній температурі: анти-ЕНЕС Тіr, 
1:1000; анти-Е.соіі 0157 (Difco), 1:200; афінно-
очищені щурячі поліклональні анти-NleA (дане 
дослідження), 1:100; анти-манозидаза II (люб'язно 
надана Dr. Marilyn Farquhar, UCSD), 1:1000. Після 
3 промивань у PBS/сапоніні, клітини інкубували у 
вторинних антитілах (Аlеха-488 або -568-
кон'юговані анти-мишачі, кролика, щура (Molecular 
Probes) 1:400), протягом 30хв. при кімнатній тем-
пературі, промивали 3 рази у PBS/сапоніні і один 
раз у PBS, і вміщували на скляні пластинки з вико-
ристанням mowiol+DABCO. Для візуалізації полі-
меризованого актину, до вторинних антитіл дода-
вали Alexa-488-кон'югований фалоїдин (Molecular 
Probes) у співвідношенні 1:100. При виявленні клі-
тини інкубували з 5мкг/мл брефелдином A 
(Boehringer Mannheim) протягом 30 хвилин перед 

фіксацією. Зображення одержували з використан-
ням мікроскопа Zeiss Axioskop, оснащеного циф-
ровою камерою Empix DVC1300, і аналізували з 
використанням програмного забезпечення візуалі-
зації Northern Eclipse, або мікроскопа BioRad 
Radiance Plus confocal, з використанням програм-
ного забезпечення Lasersharp. 

Фракціонування інфікованих реципієнтних клі-
тин 

Для кожного зразка дві однакові 100мм чашки 
з культурою клітин HeLa інфікували диким типом 
ЕНЕС-рNlеА-НА або EHECescN-pNleA-HA, з вико-
ристанням вихідної МОl 1:10. Через 6 годин після 
інфікування клітини відмивали три рази льодяним 
PBS і піддавали біохімічному фракціонуванню, як 
описано раніше (30, 49). Коротко, клітини ресуспе-
ндували в 300мкл гомогенізаційного буфера (3мМ 
імідазолу, 250мМ сахарози, 0,5мМ EDTA, рН7,4) з 
доданням коктейлю інгібіторів протеаз COMPLETE 
(Roche), і механічно руйнували пропусканням че-
рез голку 22 розміру. Гомогенат центрифугували 
на низькій швидкості (3000g) протягом 15 хвилин 
при 4°С для осадження нерозрізнених клітин, бак-
терій, ядер і компонентів клітинного скелета (низь-
кошвидкісний осад). Супернатант піддавали висо-
кошвидкісному ультрацентрифугуванню (41000g) 
протягом 20 хвилин при 4°С у роторі TLS55 
центрифуги TL100 (Beckman) для відділення мем-
бран реципієнтних клітин (осад) від цитоплазми 
(супернатант). Осади ресуспендували в 300мкл 1Х 
Laemmli буфері, а супернатант додавали до 1Х 
Laemmli буфера з використанням 5Х маточного 
розчину. Рівні об'єми всіх фракцій розділяли шля-
хом SDS-PAGE (9% поліакриламід), переносили 
на нітроцелюлозу і аналізували способом вестерн-
блоту. 

Для екстракційних досліджень мембран, зв'я-
заних з NleA, дві 100мм чашки з культурою інфіко-
ваних клітин HeLa фракціонували, як описано ви-
ще для кожної умови екстракції. Високошвидкісні 
осади (фракція мембран реципієнта) ресуспенду-
вали в 300мкл одного з наступних екстракційних 
буферів: (і) 10мМ Tris, 5мМ MgCl2, рН7 Μ NaHCO3, 
5мМ MgCl2, pH11,4; (iv) 10мМ Tris, 5мМ MgCl2, 1% 
Triton X-100, pΗ7,4. Екстракцію проводили на льо-
ду шляхом піпетування зразків вгору і вниз кожні 5 
хвилин протягом 30 хвилин, і зразки рецентрифу-
гували при 100000g протягом 30 хвилин. Осад 
(нерозчинна фракція) ресуспендували в 300мкл 
Laemmli буферу, а супенатант (розчинна фракція) 
преципітували в 10% трихлороцтовій кислоті на 
льоді протягом 30 хвилин, відмивали в 100% аце-
тоні і ресуспендували в 300 мкл Laemmli буферу. 
Рівні об'єми розділяли шляхом SDS-PAGE (9% 
поліакриламід), переносили на нітроцелюлозу і 
аналізували способом вестерн-блоту. 

Аналіз інфікування мишей С rodentium 
П'ятитижневих мишей С3Н/HeJ (Jackson 

Laboratory) і аутбредних швейцарських мишей NIH 
(Harlan Sprague-Dawley) вирощували у віварії Уні-
верситету Британської Колумбії строго дотримую-
чись правил, встановлених Комітетом захисту тва-
рин Університету Британської Колумбії і 
Канадською радою з використання лабораторних 
тварин. Дикий тип С rodentium і мутанти з делеці-
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єю nleA вирощували на LB бульйоні протягом ночі 
при постійному струшуванні при 200об./хв., і 
100мкл культур використовували для інфікування 
мишей через травний тракт. Інфекційний агент 
титрували послідовними розведеннями і посівами і 
розраховували до кількості 4×10

8
КОЕ/миша для 

обох груп. Для інфікування високочутливих 
С3Н/HeJ мишей С rodentium, виживання інфікова-
них мишей визначали щодня протягом курсу інфі-
кування. Для оцінки гіперплазії товстого кишечни-
ку, перші 4см дистальної товстої кишки, 
починаючи з анального отвору, відбирали і зважу-
вали після видалення всієї фекальної маси. Для 
оцінки бактеріальної колонізації, тканини товстої 
кишки і фекальні маси гомогенізували у PBS, з 
використанням Polytron Tissue Homogenizer, і пос-
лідовно розводили перед посадкою на агар 
MacConkey (Difco Laboratories). Тканину товстої 
кишки і фекальні маси об'єднували для визначен-
ня загального бактеріального обсіменіння товстої 
кишки миші до моменту усипляння. Агар 
MacConkey є селективним для грамнегативних 
бактерій, на якому С. rodentium утворює колонії з 
високим ступенем відмінності і характерними ри-
сами морфології, не типовими для Е. соlі (26). Для 
гістологічного аналізу останні 0,5см товстої кишки 
інфікованої миші фіксували в 10% нейтральному 
буферному формаліні, витримували, розрізали на 
фрагменти по 3мкм і забарвлювали гематоксилі-
ном і еозином. Гістологічний аналіз проводили у 
Лабораторії морфологічних робіт відділення пато-
логії і медичної лабораторії університету Британ-
ської Колумбії. 

Приклад 2 
Аналіз регуляції експресії гена LEE 
Щоб з'ясувати, які гени в LEE регулюють екс-

пресію гена LEE у С. rodentium, аналізували LEE 
мутантів на експресію EspB і Тіr, які кодуються 
оперонами LEE4 і LEE5 (Тir), відповідно. Загальні 
клітинні лізати бактерій, вирощених на DMEM, 
аналізували способом вестерн-блоту з анти-Тir і 
анти-EspB сироватками. Ці результати підтверди-
ли важливу роль Ler в експресії LEE, оскільки Тіr і 
EspB не вироблялися в Γler. Як і очікувалося, Γtir і 
ΓespB не виробляли Тіr і EspB, відповідно. Тіr не 
візуалізували в ΓcesT, відповідно до ролі CesT, як 
шаперону для стабільності і секреції Тіr (18, 19). 
На здивування, інший білок, що кодується LEE, 
orf11, також був необхідний для експресії Тіr і 
EspB. Експресія Тіr і EspB в Γorf11 відповідала 
плазміді, що несе тільки Citrobacter orf11 (Фіг.8). 
Ген orf11 широко представлений в А/Е патогенах, і 
як ЕНЕС, так і ЕРЕС orf11 комплементарні 
Citrobacter Γorf11 (Фіг.8), показуючи, що Orf11 фу-
нкціонально еквівалентний у позитивній регуляції 
експресії гена LEE в А/Е патогенах. 

Аналіз послідовностей показує, що Orf11/GrlA 
демонструє 23% ідентичності CaiF, транскрипцій-
ному активатору оперонів саі і fix 
Enterobacteriaceae (15) і 37% ідентичності одержа-
ній амінокислотній послідовності неохарактеризо-
ваного продукту Salmonella, що кодується геном, 
який знаходиться нижче краю оперону std (16) 
(Фіг.7). На фігурі цей гомолог Salmonella показаний 
як SGH (Salmonella GrlA гомолог). Всі три білки 

містять передбачену helix-turn-helix мотивну хара-
ктеристику ДНК зв'язувальних білків. 

Для визначення ієрархії Orf11 і Ler у регуляції 
експресії гена LEE, створили подвійний мутант ler і 
orf11 в С rodentium. Тоді як експресія Тіr і EspB в 
Γler Γorf11 може бути частково відновлена екс-
пресією Ler у транс-положенні, подібна експресія 
Orf11 не має такого ефекту (Фіг.8), дозволяючи 
припустити, що Orf11 діє вище Ler у каскаді регу-
ляції. Розширений аналіз праймерів підтверджує 
цю регуляторну ієрархію, показуючи, що промотор 
Citobacter ler подібний до ЕРЕС ler і його експресія 
знижена в Γorf11. 

Роль Orf11 у регуляції експресії ler була надалі 
продемонстрована при спостеріганні активності 
транскрипційних злиттів між регуляторними ділян-
ками оперонів LEE1 (Ler) (pLEEl-CAT) або LEE5 
(Tir)(pLEE5-CAT) і репортерним геном cat у шта-
мах Citrobacter WT, Γler і Γorf11, вирощених на 
модифікованому середовищі Дульбеко (DMEM) 
протягом 6 годин. Активність злиття LEEl-cat зме-
ншувалася в Γorf11, а активність злиття LEE5-cat 
виражено знижувалася як в Γler, так і в Γorf11. Ці 
результати показують, що Orf11 є новим позитив-
ним регулятором експресії Ler, який істотно сприяє 
експресії інших оперонів LEE. Оскільки Orf11 діє 
вище, ніж Ler, у каскаді регуляції, він був названий 
GrlA (для загального регулятора LEE-активатора). 

Приклад 3 
Ідентифікація ефекторів, які секретуються 

TTSS, що кодується LEE 
А/Е патогени секретують деякі білки у тканин-

ну культуру або мінімальне середовище, але сек-
ретовані білки є в основному транслокаторами 
EspA, EspB і EspD. Секретовані білки концентру-
вали преципітацією з ТСА з супернатанту бактері-
альних культур, вирощених на DMEM, і аналізува-
ли з використанням 12% SDS-PAGE, після чого 
забарвлювали Кумасі Синім. С rodentium, що несе 
плазміду, яка містить orf11/grlA, секретував, що-
найменше, на 300% більше EspA, EspB і EspD, ніж 
штам WT. 

Для виявлення ефекторів, кодованих LEE цит-
робактеру, мітили різні білки, що кодуються LEE, 
не залучені до TTS і адгезії клітин-реципієнтів, 
подвійним гемаглютиніновим (2Н) епітопом на вуг-
лецевому кінці і аналізували їх секрецію у WT і 
мутантних С rodentium. Тільки Тіr, EspG, EspF, 
EspH і Map секретувалися TTSS, що кодується 
LEE в С. rodentium, дозволяючи припустити, що 
LEE кодує тільки 5 ефекторів. Раніше невиявлений 
білок з молекулярною масою 54кДа (р54) був легко 
визначений забарвлюванням Кумасі у мутанті, 
який також мав високий рівень секреції Тіr, дозво-
ляючи припустити, що він являє собою новий уяв-
ний ефектор, який кодується поза LEE. 

Для ідентифікації р54 і визначення, чи дійсно 
додаткові ефектори кодуються поза LEE в С. 
rodentium, скористалися здатністю GrlA збільшува-
ти експресію гена LEE і/або секрецію типу III, і 
ввели плазміду grlA у мутанти, які секретують 
ефектори, але не транслокатори. Над-експресія 
GrlA значно збільшує (більш ніж на 400%) секре-
цію Тіr у цих мутантах, за відсутності секреції тра-
нслокаторів. Спостерігали, щонайменше, 6 додат-
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кових секретованих білків, що означає, що TTSS, 
який кодується LEE, секретує декілька додаткових 
білків, що не кодуються LEE. 

Для ідентифікації цих білків секретовані білки 
аналізували з використанням 2-D гелів. Оскільки 
для деяких з ефекторів, що кодуються LEE (EspF, 
EspH і Мар) були передбачені лужні значення рl, з 
EspF, що має максимальний рl 11,00, секретовані 
білки були спочатку сфокусовані на Immobiline Dry 

Strips з кислотним (рН3-10) і лужним (рН6-11) гра-
дієнтами, а потім розділені в 12% і 14% SDS-
PAGE, відповідно. Гелі забарвлювали Sypro Ruby, 
вибрані білкові плями діставали вручну і аналізу-
вали з використанням мас-спектрометрії і побудо-
ви білків de novo. 

Цей аналіз підтвердив, що Тіr, EspF, EspG, 
EspH і Мар, кодовані LEE, були секретовані типом 
III (Таблиця 2). 
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На додаток до п'яти ефекторів, що кодуються 

LEE, ідентифікували сім секретованих білків, що 
не кодуються LEE, які, можливо, є ефекторами. Ці 
секретовані білки, що кодуються поза LEE, були 
відповідно позначені як NleA (р54), NleB, NleC, 
NleD, NleE, NleF і NleG (QQENAPSS(I/L)QTR; SEQ 
ID NO: 59) (для ефекторів, що не кодуються LEE), 
щоб відрізнити їх від секретованих біл-
ків/ефекторів, що кодуються LEE (Esp) (таблиця 
2). Серед семи ідентифікованих білків тільки NleG 
був унікальний для С rodentium, а інші 6 білків ма-
ли постійно присутні гомологи в ЕНЕС 0157 (таб-
лиця 2). ЕНЕС гомологи кодуються генами, об'єд-
наними у трьох окремих районах генома, при 
цьому кожний район кодує, щонайменше, два біл-
ки, які демонструють гомологію до секретованих 
білків С. rodentium (таблиця 2). Гени Z6024 і 
Z6020, що кодують гомологи NleA і NleF, розташо-
вані в ЕНЕС О-районі 71, зв'язаному з профагом 
СР-933Р. Подібним чином, гени Z4328 і Z4329, що 
кодують гомологи NleB і NleE, розташовані в ЕНЕС 
О-районі 122, а гени, що кодують гомологи NleC і 
NleD (Z0986 і Z0990), розташовані в О-районі 36 
(таблиця 2, Фіг.9). Крім того, Z4328 (О-район 122) 
має сильну гомологію з Z0985, геном, розташова-
ним після Z0986 в О-районі 36. 

Гомологи всіх шести нових ЕНЕС ефекторних 
генів також представлені і подібно організовані в 
ЕНЕС, послідовність генома якого визначена 
ίhttp://www.sanger.ac.uk/Projects/Microbes/). Крім 
Z6024, що демонструє 89% нуклеотидної ідентич-
ності гену ЕНЕС, інші 5 генів ЕНЕС показують 
більш ніж 95% ідентичність їх гомологам в ЕНЕС. 
Більш того, деякі з цих ефекторів також постійно 
присутні в інших патогенних бактеріях. NleD/Z0990 
має подібність до ефектору типу III HopPtoH тома-
та P.syringae pv. (41, 42). NleE/Z4329 має значну 
гомологію з RorfD ЕРЕС кролика (REPEC) і Orf212 
S. flexneri (8, 33), тоді як NleB/Z4328 має значну 
гомологію з RorfE REPEC і двома гіпотетичними 
білками S.typhimurium. Гени для Z4328 і Z4329 
суміжно розташовані в ЕНЕС, подібно до розташу-

вання генів rorfD і rorfE в REPEC (8). Однак rorfD і 
rorfE розташовані після LEE в REPEC, тоді як їх 
аналоги в ЕНЕС знаходяться у районі (О-район 
122), віддаленому від LEE. О-район 122 ЕНЕС, що 
несе Z4328 і Z4329, також містить гени, що коду-
ють два цитотоксини, так само, як і гомолог PagC, 
важливий Pho/PhoQ-регульований вірулентний 
фактор S. enterica (3, 43). Три О-райони в ЕНЕС, 
які кодують нові ефектори, мають динуклеотидне 
зміщення і низький GC% вміст, відмітні особливос-
ті РАІ (9). Крім того, вони або асоційовані з профа-
гом, або фланковані мобільними інсерційними по-
слідовностями, і не представлені у геномі 
непатогенної Е. соlі (3), дозволяючи припустити 
горизонтальне перенесення цих генів. Загалом, це 
дозволяє припустити важливе значення цих райо-
нів і знову ідентифікованих ефекторів Citrobacter і 
ЕНЕС у вірулентності. Це також показує, що, хоча 
вони відрізняються один від одного, відповідні па-
тогени підтримують дивно постійний набір РАІ, 
незважаючи на відмінні локалізації РАІ у бактеріа-
льних хромосомах. 

Приклад 4 
Ідентифікація NleA 
Хоча тип Ш-секреція вважається, як правило, 

контакт-залежною (46), визначені умови культури 
in vitro можуть спонукати ЕНЕС секретувати ефек-
тори типу III в екстрацелюлярне середовище у 
процесі росту у рідкій культурі (28, 51). Суперната-
нти культури готували з дикого типу ЕНЕС (wt) і 
тип ПІ-секретуючого мутанта (escN-), вирощеного 
в умовах, що індукують тип Ш-секрецію. Аналіз 
секретованих білків з використанням SDS-PAGE 
виявив один надмірний білок з великою молекуля-
рною масою, спільний для секретованих білків як 
зразків дикого типу, так і escN-, і декілька інших 
надмірних білків, унікальних для зразка дикого 
типу (Фіг.ЮА). Секретовані білки розділяли 2-
вимірним електрофорезом і надмірні виділені біл-
кові плями діставали з гелю і аналізували мас-
спектрометрично (Фіг.10В, Таблиця 1). 
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Таблиця 1 
 

Номер 
плями 

ID Значення e # пептидів 
Передбачена 

мол. маса (кДа) 

Експери-
ментальна мол. 

маса (кДа) 

Передбачений 
рl 

Експери-
ментальний pІ 

1 EspP 5,60E-4 4 105 95 5,9 6,5 

2а Tir 2,50E-39 14 58 68 5 5 

2b Tir 2,10Е-29 10 58 65 5 4,8 

3 NleA 7,70E-11 6 48 50 5 5 

4а EspB 8,60E-53 19 33 38 5,1 5,2 

4b EspB 2,00E-06 2 33 38 5,1 5,1 

5 EspA 1,30E-37 16 21 18 4,8 5 

 
Пляму №1, яка була присутньою у суперната-

нтах культур як дикого типу, так і escN-, ідентифі-
кували як EspP, плазмід-кодований білок ЕНЕС, 
який секретується по аутотранспортному механіз-
му, незалежному від секреції типу III (25). Чотири 
основних плями (№2, 3, 4, 5) були унікальні для 
супернатантів дикого типу. Три з цих плям іденти-
фікували як відомі секретовані білки типу III, що 
кодуються LEE: Tir (пляма №2), EspB (пляма №4) і 
EspA (пляма №5) (Фіг.10В, таблиця 1). Пляму №3 
ідентифікували як білок з передбаченою молеку-
лярною масою 48кДа, що кодується відкритою 
рамкою зчитування генома ЕНЕС, але поза LEE 
(Фіг.10С). Цей білок назвали NleA, для ефектора 
А, що не кодується LEE. 

Приклад 5 
Характеристика локусу, що містить nlеА 
Ген nlеА розташований в О-районі: районі ге-

нома ЕНЕС, відсутнього у геномі непатогенного 
штаму К-12 Е. соlі (3). Район між останнім геном, 
постійно присутнім у кістяку К12 Е. coli (YciE), і 
генами, що кодують структурні білки фагу, містить 
декілька фрагментів уявної транспосази і один 
фрагмент уявної рекомбінази (Фіг.11А). Аналіз 
цього району за допомогою Islandpath, програми, 
створеної для ідентифікації РАІ (13), показує, що 
всі ORF цього району мають динуклеотидні змі-
щення і вміст GC, відмінні від показників генома 
ЕНЕС. 10 ORF цього району мають вміст GC, що-
найменше, на 1 стандартне відхилення нижчий 
показників генома ЕНЕС, тоді як 2 з 6 ORF мають 
вміст GC, щонайменше, на 1 стандартне відхи-
лення вищий показників генома ЕНЕС. Взяті ра-
зом, ці результати дозволяють припустити, що 
nlеА розташований в РАІ, що містить горизонталь-
но-переміщені гени. Декілька інших ORF цього 
району мають властивості, що дозволяють припу-
стити їх роль у вірулентності, включаючи уявний 
шаперон (Z2565) і два білки, подібних до тип III-
секретованих білків інших патогенів (Z6021, 
Z6020). 

Для подальшого дослідження природи і поши-
реності гена nlеА одержували проби nlеА і викори-
стовували саузерн-блот на панелі геномної ДНК 
інших А/Е патогенів і непатогенного штаму Е. соlі. 
Як показано на Фіг.11В, ген nlеА був представле-
ний у всіх досліджених А/Е патогенах, але був від-
сутній у непатогенній Е. соlі. Аналіз у процесі ге-
номної послідовності ЕРЕС виявив, що nlеА 
знаходиться безпосередньо близько від місця ін-
серції фагу у геномі ЕРЕС. nlеА також присутній у 

профагу інтимін-позитивного, не-0157 ЕНЕС шта-
му, О84:Н4, але відсутній у непатогенних штамах 
Е. соlі, уропатогенній Е. соlі, які не містять LEE. 
nlеА також відсутній в інших патогенах, що містять 
TTSS, таких як Salmonella і Shigella. Таким чином, 
nlеА представляється специфічним компонентом 
А/Е патогенів. Численні дослідження послідовнос-
тей гена nlеА з С. rodentium, ЕРЕС, ЕНЕС і О84:Н4 
виявили високий ступінь стійкості даної послідов-
ності у цих чотирьох А/Е патогенах (Фіг.11С). 

Приклад 6 
NleA секретується системою секреції типу III, 

що кодується LEE 
ЕНЕС і ЕРЕС ефектори TTSS, що кодується 

LEE, описані у наш час, кодуються у LEE, безпо-
середньо близько до генів, що кодують секрецію 
самого апарату. Для визначення, чи залежна сек-
реція NleA від TTSS, що кодується LEE, епітоп-
мічену версію NleA експресували з плазміди у ди-
кий тип ЕНЕС і escN-штам, які є дефіцитними за 
секрецією типу III (47). Як показано на Фіг.12А, 
хоча НА-мічений NleA експресували до однакового 
рівня у дикому типі ЕНЕС і escN-ЕНЕС, білок сек-
ретувався в екстрацелюлярне середовище тільки 
бактеріями NleA-HA-трансформованого дикого 
типу. DnaK, несекретований бактеріальний білок, 
використовували як контроль відсутності несекре-
тованих білків у зразках, що секретують білок 
(Фіг.12В). Тіr секретувався незміненим і NleA-HA-
трансформованим штамами дикого типу, але не 
секретувався escN-штамом (Фіг.12С), підтверджу-
ючи очікувані TTSS фенотипи. Подібні результати 
були одержані для експресії епітоп-міченого NleA у 
дикому типі ЕРЕС і декількох тип lll-секретуючих 
мутантах ЕРЕС, що показує, що NleA також може 
секретуватися ЕРЕС TTSS. 

Приклад 7 
NleA транслокується у реципієнтні клітини 
При вирощуванні ЕНЕС в умовах, що індуку-

ють секрецію типу III, два типи білків секретуються 
в екстрацелюлярне середовище. Для визначення, 
чи є NleA транслокатором або транслокованим 
ефектором, досліджувалася секреція і транслока-
ція типу III за відсутності NleA шляхом створення 
мутантного штаму з делецією. Аналізували профі-
лі секретованих білків штаму дикого типу і ΓnleA 
мутантного ЕНЕС штаму. Зразок дикого типу міс-
тив надмірний білок з молекулярною масою приб-
лизно 50кДа, який був відсутній серед білків, сек-
ретованих ΓnleA (Фіг.13А). Аналіз вестерн-блоту з 
антисироваткою проти NleA продемонстрував, що 



61 94206 62 
 

 

 

50кДа NleA був представлений серед білків, сек-
ретованих диким типом і був відсутній у зразку 
ΓnleA (Фіг.13В). Однак, за винятком присутності 
або відсутності NleA, профілі секретованих білків 
штамів дикого типу і ΓnleA були ідентичними 
(Фіг.13А). Таким чином, NleA не потрібний для сек-
реції інших тип lll-секретованих ефекторів. Для 
визначення, чи є NleA необхідним для транслока-
ції інших тип III ефекторів у клітини реципієнта, 
клітини HeLa інфікували диким типом ЕНЕС і 
ЕНЕС ΓnleA і спостерігали транслокацію і функці-
онування Тіr з використанням імунофлуоресцент-
ного забарвлювання інфікованих клітин. Форму-
вання ложа диким типом ЕНЕС і мутантом ΓnleA 
вивчали, піддаючи інфіковані клітини імунофлуо-
ресценції з анти-ЕНЕС і анти-Tir антитілами і спо-
стерігаючи філаменти актину з використанням 
фалоїдину. Результати показали, що ЕНЕС ΓnleA 
адгезувалися до клітин HeLa на однаковому рівні з 
диким типом ЕНЕС. Імунофлуоресцентне забарв-
лювання показало, що Тіr був транслокований у 
реципієнтні клітини і зосереджений під інфекцій-
ними бактеріями, як у штамі дикого типу, так і у 
штамі ΓnleA ЕНЕС. Для підтвердження функціона-
льної транслокації Тіr інфіковані клітини забарв-
лювали флуоресцентним фалоїдином для візуалі-
зації полімеризованого актину, залученого до 
формування ложа під адгезованими бактеріями. У 
клітинах, інфікованих як диким типом, так і ΓnleA 
ЕНЕС, актинові ложа були доказом того, що тран-
слокація і функціонування інших ефекторів типу III 
можуть відбуватися за відсутності NleA. Ці резуль-
тати також показують, що NlеА не потрібний для 
формування ложа. 

Оскільки NlеА не грає ролі у секреції або тран-
слокації інших ефекторів, досліджували, чи транс-
локується сам NleA. Клітини HeLa інфікували про-
тягом 6 годин диким типом або escN-EHEC, що 
експресують НА-мічений NleA і піддавали субклі-
тинному фракціонуванню і аналізу вестерн-блоту з 
анти-НА антитілами. Як показано на Фіг.14A, NleA 
транслокується у реципієнтні клітини, де зв'язуєть-
ся з мембранною фракцією реципієнтних клітин. 
Транслокація NleA не спостерігалася у процесі 
інфікування клітин тип III секретуючим мутантом, 
що експресує НА-мічений NleA, що означає, що 
транслокація NlеА і зв'язування з мембраною ре-
ципієнта є TTSS-залежними. Аналіз вестерн-блоту 
фракцій з антитілами до білків, специфічних для 
кожної фракції, підтвердив відсутність перехресної 
контамінації фракцій. Кальнексин, інтегральний 
мембранний білок реципієнтних клітин, був відсут-
ній у цитоплазматичній фракції, а тубулін, цито-
плазматичний білок реципієнтних клітин, був від-
сутній у мембранній фракції реципієнтних клітин. 
DnaK, несекретований бактеріальний білок, був 
присутнім тільки у низькошвидкісному осаді, де-
монструючи відсутність бактеріальної контамінації 
мембран реципієнта і цитозольних фракцій. NleA і 
DnaK був відсутній у низькошвидкісному осаді у 
тип III мутант-інфікованих клітинах, у зв'язку з за-
лежністю типу III від адгезії ЕНЕС. Для підтвер-
дження несподіваної відсутності NlеА у тип III му-
тант-інфікованих зразках, у зв'язку з залежністю 
типу III від адгезії ЕНЕС, проводили подібні експе-

рименти, експресуючи і вводячи NlеА-НА за допо-
могою дикого типу і тип III мутанту ЕРЕС, оскільки 
адгезія ЕРЕС до клітин HeLa не залежить від тип 
III секреції. NlеА був присутнім у мембранній фра-
кції клітин, інфікованих диким типом, але не шта-
мом тип III мутанту ЕРЕС. І NlеА, і DnaK були при-
сутніми у низькошвидкісних осадових фракціях 
клітин, інфікованих диким типом і тип III мутантом 
ЕРЕС. 

Для вивчення природи зв'язування NlеА з 
мембранами реципієнтних клітин мембранні фрак-
ції інфікованих реципієнтних клітин, що містять 
НА-мічений NlеА, екстрагували на льоді, при ви-
значених умовах, і рецентрифугували для одер-
жання розчинних і нерозчинних мембранних фра-
кцій (Фіг.14В). Ці фракції були піддані аналізу 
вестерн-блоту з анти-НА антитілами для визна-
чення НА-міченого NleA. Обробкою вищою сіллю 
(1М NaCl) або лужним рН (0,2мМ Na2CO3, рН11,4) 
видаляли білки, які периферійно зв'язані з мем-
бранами електростатичними або гідрофільними 
взаємодіями, відповідно. Зв'язок NleA з мембра-
нами реципієнтних клітин витримував руйнування 
такою обробкою (Фіг.14В, верхня панель), так са-
мо, як і кальнексин, інтегральний мембранний бі-
лок (Фіг.14В, середня панель). Навпаки, значна 
кількість кальретикуліну, периферійного мембран-
ного білка, була видалена з мембранної фракції у 
процесі обробки, як вищою сіллю, так і лужним рН 
(Фіг.14В, нижня панель). Обробка мембранних 
фракцій неіонним детергентом Triton X-100, який 
розчиняє інтегральні мембранні білки, такі як ка-
льнексин (Фіг.14В, середня панель), майже повніс-
тю розчинила NleA, внаслідок чого НА-мічений 
NleA білок перейшов з нерозчинної фракції у роз-
чинну (Фіг.14В, верхня панель). Ці результати по-
казують, що NleA транслокується у реципієнтні 
клітини, де поводиться як інтегральний мембран-
ний білок. Дійсно, аналіз послідовності білка NleA 
декількома програмами прогнозування трансмем-
бранних доменів передбачив один або два уявних 
трансмембранних домени у цій послідовності 
(Фіг.11С). 

Приклад 8 
NleA локалізується у комплексі Гольджі реци-

пієнта 
Потім визначали субклітинну локалізацію NleA 

у реципієнтних клітинах. Клітини HeLa інфікували 
диким типом ЕНЕС або ЕНЕС ΓnleA і піддавали 
імунофлуоресценції з антитілами проти NleA і ма-
нозидази II. Деякі зразки обробляли брефелдином 
А протягом 30 хвилин перед фіксацією. Проводили 
двохкольорове шарувате забарвлювання NleA і 
манозидази II. Клітини HeLa трансфікували екс-
пресуючою конструкцією, що кодує білок злиття 
GFP-NleA, і піддавали імунофлуоресценції з анти-
тілами проти манозидази II. 

Імунофлуоресцентне забарвлення клітин 
HeLa, інфікованих диким типом ЕНЕС, з викорис-
танням анти-NleA антитіл, приводило до утворен-
ня перинуклеарних частинок барвника, які були 
відсутніми у клітинах, інфікованих ЕНЕС ΓnleA або 
у не інфікованих клітинах. Ці частинки не були 
схожі на забарвлювання, що одержують з марке-
рами для пізніх ендосом, лізосом, ER, мітохондрій 
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або ядер. Однак, дуже подібні частинки барвника 
спостерігалися, коли клітини дозабарвлювали з 
анти-NleA і антитілами до маркерів комплексу Го-
льджі, включаючи манозидазу II, де два білки були 
локалізовані поряд. Для підтвердження локалізації 
NleA у комплексі Гольджі інфіковані клітини інкубу-
вали з брефелдином А, грибковим метаболітом, 
що руйнує структуру комплексу Гольджі (27), пе-
ред фіксацією та імунофлуоресценцією. Обробка 
брефелдином А викликала дифузію забарвлюван-
ня манозидази II і NleA, як і очікувалося для білків, 
локалізованих у комплексі Гольджі. Співлокаліза-
цію NleA спостерігали з декількома іншими марке-
рами для комплексу Гольджі, а також спостерігали 
локалізацію у комплексі Гольджі в експериментах, 
що досліджували епітоп-мічений NleA, забарвле-
ний антитілами до мітки, що зв'язували як НА, так і 
FLAG епітопні мітки. Для визначення, чи потребує 
локалізація NleA у комплексі Гольджі інших бакте-
ріальних факторів або є власною властивістю 
NleA, клітини трансфікували експресуючою конс-
трукцією, що кодує білок злиття GFP-NleA. Транс-
фікований NleA GFP також розміщується у ком-
плексі Гольджі, де перекривається з 
забарвлюванням манозидази II. 

Таким чином, одержані результати показують, 
що NleA локалізується у комплексі Гольджі. Спо-
стереження, що трансфікований білок злиття GFP-
NleA локалізується у комплексі Гольджі, дозволяє 
припустити, що білок NleA містить інформацію, 
націлену на комплекс Гольджі, і не потребує інших 
бактеріальних факторів для його досягнення. NleA, 
введений у бактерії, також локалізується у компле-
ксі Гольджі. 

Приклад 9 
NleA необхідний для вірулентності 
Високий ступінь стійкості послідовності NleA в 

А/Е патогенах (Фіг.11 С) дозволяє припустити, що 
NleA грає подібну роль в інфекції. С. rodentium є 
природним патогеном у мишей (53) і використову-
ється як модельна система для вивчення А/Е па-
тогенезу. Для чутливих ліній інфекція С rodentium 
є фатальною і, як правило, викликає смерть інфі-
кованих мишей між 6 і 10 днем зараження (54). 
Більш стійкі лінії мишей не вмирають від інфекції 
С. rodentium, але піддаються колонізації з розвит-
ком кишкового запалення і гіперплазії товстого 
кишечнику (54). 

Для визначення ролі NleA у вірулентності 
створили штам С rodentium з делецією nlеА і підт-
вердили відсутність NleA за допомогою вестерн-
блоту спільних бактеріальних екстрактів з NleA 
антисироваткою (Фіг.16А). Мишей інфікували рів-
ними кількостями бактерій дикого типу або ΓnleA 
через шлунковий зонд. У мишей С3Н-HeJ, чутли-
вих до С rodentium, NleA був абсолютно необхід-
ний для вірулентності. Всі миші С3Н-HeJ, інфіко-
вані диким типом С rodentium, померли між 6 і 10 
днем зараження (n=9), тоді як всі ΓnleA-інфіковані 
миші (n=13) показали деякі легкі симптоми захво-
рювання, такі як рідкі випорожнення, але як і рані-
ше додавали у вазі, були активні протягом інфекції 
і всі вижили (Фіг.16В). Більш того ΓnleA-інфіковані 
миші були стійкі до подальшого зараження диким 
типом С. rodentium (n=5, Фіг.16В). Таким чином, 

хоча штам ΓnleA не є патогенним для чутливих 
мишей, він взаємодіє з реципієнтом у достатній 
мірі для стимуляції захисного імунітету. 

На відміну від мишей С3Н-HeJ, інфекція С. 
rodentium не є летальною для аутбредних швей-
царських мишей NIH. У цих мишей колонізація С 
rodentium товстої кишки веде до запалення кише-
чнику, гіперплазії товстого кишечнику і слабких 
симптомів діареї. Швейцарських мишей NIH інфі-
кували диким типом С rodentium або штамом 
ΓnleA і усипляли на 10 день зараження. Миші, ін-
фіковані штамом ΓnleA, мали у товстому кишечни-
ку на 10 день, в середньому, титр С. rodentium у 20 
разів нижчий (за Фіг.16С). 

Гістологічний аналіз товстого кишечнику інфі-
кованих швейцарських мишей NIH проводили 
шляхом інфікування мишей диким типом С. 
rodentium або штамом ΓnleA і усипляння на 10 
день зараження. Останні 0,5см товстої кишки інфі-
кованих мишей фіксували у 10% нейтральному 
буферному формаліні, обробляли, робили зрізи по 
3 мкм і забарвлювали гематоксиліном і еозином. 
Тканинні зрізи всіх мишей вивчали і фотографува-
ли з використанням об'єктивів 5Х і 63Х. Результа-
ти показують, що у гістологічних аналізах біопсій, 
взятих з анального краю інфікованих мишей, ви-
явлена велика кількість бактерій у тканинах, інфі-
кованих диким типом, і незначне число бактерій у 
зразках, інфікованих ΓnleA. Всі тварини, інфіковані 
диким типом С rodentium, демонстрували патоло-
гічні ознаки гіперплазії товстого кишечнику, тоді як 
миші, інфіковані ΓnleA, не мали ознак гіперплазії. 
Зразки, інфіковані диким типом, демонстрували 
виражене запалення і гіперплазію, до ступеня, 
коли зникав просвіт кишечнику і зовнішній м'язо-
вий шар був візуально розтягнутий для вміщення 
збільшеного об'єму епітелію. Навпаки, АnlеА-
інфіковані зразки демонстрували відносно норма-
льну гістологію. Відносна вираженість кишкового 
запалення і гіперплазії також виявлялася у відмін-
ності ваги товстого кишечнику, до часу усипляння, 
у двох групах мишей (Фіг.16Б). Миші, інфіковані 
диким типом, мали також збільшену селезінку, у 
порівнянні з АnlеА-інфікованими мишами, що ви-
являлося у збільшенні ваги селезінки. 

Таким чином, продемонстрували виражений 
вплив NleA на вірулентність на мишачій моделі 
захворювання. У чутливих мишей присутність фу-
нкціонуючого NleA в С rodentium веде до леталь-
ної інфекції протягом 10 днів. Миші, інфіковані 
штамом, дефіцитним за NleA, показують незначні 
симптоми і обов'язково виживають після інфекції. 
У більш стійких мишачих ліній, де інфекція С. 
rodentium не є летальною, NleA необхідний для 
розвитку гіперплазії товстого кишечнику, і на 10 
день інфекції менша кількість бактерій з ΓnleA му-
тантом присутня у кишечнику реципієнта. Ці дослі-
дження показують явну участь NleA у вірулентнос-
ті С rodentium. Ці результати ЕНЕС інфікування 
клітин HeLa продемонстрували, що in vitro NleA не 
знижує адгезію бактерій на реципієнтних клітинах 
або транслокацію інших ефекторів, дозволяючи 
припустити, що NleA може діяти на рівні усклад-
нення процесу виведення у клітини-реципієнта, а 
не збільшення бактеріальної адгезії. Більш того, 
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стійкість АnlеА-інфікованих мишей до подальшого 
зараження диким типом С rodentium доводить, що 
колонізації штамом піе мутанта і його взаємодії з 
реципієнтом досить для стимуляції імунітету реци-
пієнта. Це відрізняє його від тип III-мутантів С 
rodentium, які не колонізують реципієнта і не ство-
рюють захисту від подальшого зараження. Таким 
чином, nieA мутантні штами можуть використову-
ватися як ослаблені штами вакцини. 
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Інші варіанти здійснення 
Хоча тут описані різні варіанти здійснення, ба-

гато адаптацій і модифікацій може бути зроблено 
у межах об'єму винаходу відповідно до загальних 
знань фахівців у даній галузі. Такі модифікації 
включають в себе заміни відомих еквівалентів 
будь-якого аспекту винаходу для досягнення того 
ж результату, по суті, тим же шляхом. 

Застосовувані тут інвентарні номери відно-
сяться до інвентарних номерів багатьох баз даних, 
включаючи GenBank, European Molecular Biology 
Laboratory (EMBL), DNA Database of Japan (DDBJ), 
або Genome Sequence Data Base (GSDB), для нук-
леотидних послідовностей, і включаючи Protein 
Information Resource (PIR), SWISSPROT, Protein 
Research Foundation (PRF), і Protein Data Bank 
(PDB) (послідовності для дозволених структур), а 

також до результатів трансляції з анотованих ко-
дуючих областей в GenBank, EMBL, DDBJ, або 
RefSeq, для поліпептидних послідовностей. Чисе-
льні інтервали включають числа, що визначають 
інтервал. У специфікації слово «що включає» за-
стосовується як необмежений термін, по суті екві-
валентний виразу «що включає як необмежувальні 
приклади», і вираз «включає» має відповідне зна-
чення. Цитування наведених тут посилань не має 
на увазі припущення, що такі посилання являють 
собою попередній по відношенню до даного вина-
ходу рівень техніки. 

Всі публікації включені у даний опис як поси-
лання так, як якби кожна окрема публікація була 
конкретно і окремо вказана як включена у даний 
опис як посилання, і була б повністю наведена у 
даному описі. Винахід відноситься до всіх варіан-
тів здійснення і варіацій, по суті, описаних тут і 
вище, з посиланням на приклади і креслення. 
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