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Дифтерийный токсин (ДТ) является уникальным бактериальным протеином, cостоящим из 

трех доменов, которые обладают различными биологическими функциями. Создавая с 

помощью генной инженерии разные рекомбинантные конструкции ДТ с заданными 

свойствами, можно получать уникальные инструменты для клеточной биологии, а также 

токсины, эффективно и избирательно воздействующие на определенные популяции клеток. 

В обзоре освещены структурно-функциональные особенности молекулы ДТ, его фрагментов 

и доменов, а также основные области использования его рекомбинантных производных. В 

частности, обсуждаются перспективы практического применения рекомбинантных 

производных ДТ при создании иммунобиологических препаратов, цитотоксинов, блокаторов 

гепаринсвязывающего фактора роста, подобного эпидермальному фактору роста (HB-EGF), 

белковых конструкций для направленного транспорта веществ в клетку, а также 

возможности использования рекомбинантных производных ДТ для лечения и профилактики 

ряда заболеваний. 

 

Ключевые слова: дифтерийный токсин, фрагменты и домены дифтерийного токсина, 

рекомбинантные белки, гепаринсвязывающий фактор роста, подобный эпидермальному 

фактору роста (HB-EGF), вакцины, цитотоксины.  

                                                             
Сокращения: ДТ – дифтерийный токсин, CRM (от англ. “cross-reacting material”) – перекрестно-

реагирующий материал (мутантный дифтерийный токсоид, близкий по антигенным свойствам к дифтерийному 

токсину), HB-EGF (от англ. “heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor”) – гепаринсвязывающий 

фактор роста, подобный эпидермальному фактору роста, IL (от англ. “interleukin”) – интерлейкин, scFv (от англ. 

“single-chain fragment variable”) – одноцепочечные вариабельные фрагменты антител. 
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Дифтерийный токсин (ДТ) представляет собой глобулярный белок, принадлежащий к 

семейству бактериальных экзотоксинов АВ-типа [1]. Он является главным фактором 

патогенности возбудителя дифтерии Сorynebacterium diphtheriae [2], однако кодируется 

геномом коринефага, инфицирующего эту бактерию [3]. ДТ является наиболее токсичным 

среди белковых токсинов по отношению к чувствительным клеткам in vitro (для гибели 

клетки достаточно одной молекулы токсина [4]), хотя по влиянию на организм ДТ уступает 

ботулиническому и столбнячному нейротоксинам [5]. Высокая токсичность ДТ открыла 

перспективы применения его производных в медицинской практике и привлекла внимание 

исследователей к изучению структуры и механизма действия этого токсина. 

При изучении антигенных свойств ДТ были выделены не обладающие 

цитотоксичностью мутантные формы токсина, названные CRM (от англ. – cross-reacting 

material) из-за их способности перекрестно реагировать в реакции преципитации с 

иммунными сыворотками против ДТ [6]. Однако химически конъюгированные химерные 

белки на основе CRM не нашли широкого применения в медицине, поскольку они не 

отвечали требованиям стабильности и процесс их получения не мог быть полностью 

стандартизирован. 

Развитие методов генной инженерии сделало возможным получение рекомбинантных 

дифтерийных токсоидов с мутациями в разных фрагментах, которые в настоящее время все 

чаще используются как в фундаментальных научных исследованиях, так и в медицинской 

практике (рис. 1). Быстрые темпы развития этого направления и прогресс в области методов 

молекулярной биологии делают актуальной задачу оценки перспектив использования 

рекомбинантных производных ДТ в различных областях деятельности человека. 

1. Структура молекулы ДТ. Применение рекомбинантных производных токсина 

для изучения механизма его действия. 

ДТ кодируется нуклеотидной последовательностью гена tox (1683 п.о.), которая 

абсолютно идентична у коринефагов β [7], γ [8] и ω [9], что свидетельствует о высокой 

консервативности этого гена и важности всех элементов молекулы токсина для реализации 

цитотоксической функции.  

ДТ имеет молекулярную массу 58 358 Да и представляет собой полипептид, состоящий 

из 560 а.о., 25 из которых входят в состав лидерного пептида [10]. Между цистеинами в 

положениях 186-201 и 461-471 образованы две дисульфидные связи [11]. На рис. 2 

представлена схема структуры молекулы ДТ, состоящей из двух фрагментов: фрагмента А 
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(от англ. Active) (21 164 Да), представляющего собой каталитический С-домен, и фрагмента 

В (от англ. Binding) (37 194 Да), состоящего из транспортного Т-домена и 

рецепторсвязывающего R-домена [11]. Каждый из трех доменов ДТ выполняет 

определенную биологическую функцию при реализации цитотоксического действия. С-

Концевой R-домен (386-535) связывается с рецептором на поверхности клетки [12], T-домен 

(205-378) обеспечивает транслокацию C-домена в цитозоль [13], а N-концевой C-домен (1-

193) катализирует реакцию NAD+-зависимого ADP-рибозилирования фактора элонгации 

трансляции эукариот еEF2, что приводит к остановке синтеза белка в клетке [14] и ее гибели 

путем апоптоза [15].  

С помощью мутантных дифтерийных токсоидов было установлено, что за 

взаимодействие с рецептором клетки-мишени отвечает гидрофобный С-концевой участок 

(482-535) R-домена ДТ [12] (рис. 3). Пространственная структура R-домена представлена 

двумя слоями, прилегающими друг к другу: четырехскладчатый слой образован складками 

RB2, RB3, RB5 и RB8, а пятискладчатый – складками RB4, RB6, RB7, RB9 и RB10 [11]. 

Установление водородных связей между складкой RB6 и обоими слоями приводит к 

образованию -цилиндрической структуры “рулета с джемом”, которая встречается у многих 

белков, взаимодействующих с углеводными остатками. Дисульфидная связь 461-471 

удерживает петлю из 9 а.о., возле которой расположен фосфатсвязывающий "Р-сайт" (456-

458-460-472-474) с неизвестной функцией [11]. Важную роль в распознавании рецептора 

играют остатки Lys516 и Phe530, а также, возможно, Tyr514, Val523, Asn524 и Lys526, 

которые находятся в пределах экспонируемого участка R-домена [16].  

Активация ДТ происходит при расщеплении пептидной связи между фрагментами А и 

В на участке 186-201 под действием протеиназ (например, фурина [17]) в присутствии 

восстановителей дисульфидных связей. Проникновение комплекса активированного токсина 

с клеточным рецептором в эндосому, для которой характерны более низкие значения рН 

(4.5-5.5), обеспечивает конформационные перестройки в Т-домене [18], который является 

специализированным рН-зависимым шапероном, обеспечивающим транслокацию С-домена 

через мембрану эндосомы в цитозоль [19]. 

Т-домен состоит из девяти спиралей, собранных в 3 слоя. Первый слой образуют 2 

длинные гидрофобные С-концевые спирали TH8 и TH9, второй слой – 3 гидрофобные 

спирали ТН5-ТН7, третий – 4 спирали ТН1-ТН4, имеющие гидрофильные свойства [11]. 

Получение дифтерийных токсоидов, способных связываться с рецептором и проявлять 

каталитическую активность, но неспособных к транслокации, например CRM503 [20], 
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позволило выявить важные для транслокации участки молекулы токсина. Протонирование 

при низких рН остатков Glu349 и Asp352 (рис. 3) приводит к погружению “шпильки” TH8/9 

в мембрану [21]. При глубоком погружении спирали ТН5-ТН7 также входят в мембрану, 

причем спираль ТН5 наряду со спиралями ТН8 и ТН9 принимает участие в образовании 

поры. Спирали ТН6 и ТН7 могут формировать “пробку”, частично блокирующую 

трансмембранную пору [22]. Вероятно, важную роль в процессе транслокации играет также 

протонирование остатка His257, поскольку замена His257Arg приводит к нарушению 

упорядоченной структуры Т-домена и его погружению в мембрану даже при нейтральных 

рН [23]. Свойство Т-домена погружаться в мембрану напрямую связано с его способностью 

стимулировать слияние ранних эндосом [24] и, возможно, вызывать задержку их созревания, 

что может быть важно для прохождения процесса транслокации. 

В последние годы получены данные об участии в транслокации С-домена некоторых 

цитозольных белков, например, белков везикулярного транспорта СОРІ, 

взаимодействующих с остатками Lys спирали ТН1 [25], актина [26], шаперона Hsp 90 и 

тиоредоксинредуктазы [27]. Однако однозначная концепция механизма транслокации пока 

не сформулирована, что обусловливает необходимость и перспективность дальнейшего 

изучения этого процесса, в том числе и с применением рекомбинантных производных ДТ. 

С-домен, осуществляющий NAD+-зависимое ADP-рибозилирование фактора элонгации 

еEF2, состоит из двух β-складчатых субдоменов, складки которых ориентированы почти 

перпендикулярно и образуют ядро домена. Первый субдомен состоит из складок СВ2, СВ4, 

СВ8, которые окружены спиралями СН2, СН3, СН6 и СН7. Второй субдомен состоит из 

складок СВ1, СВ3, СВ5, СВ6 и СВ7, которые окружены спиралями СН1, СН4, СН5. Четыре 

петли CL1-CL4 соединяют два субдомена, обеспечивая гибкость С-домена, что важно для 

трансмембранного переноса. Активный центр С-домена представляет собой щель, 

образованную складками СВ2, СВ3, СВ7 и спиралью СН3, вход в которую экранирован 

петлей СL2 и складкой RB6 R-домена [11], что объясняет необходимость отщепления 

фрагмента В для активации токсина (рис. 3). Аминокислотные остатки, входящие в состав 

активного центра, были выявлены с помощью токсоидов с мутациями в С-домене, например, 

CRM228 [28] и CRM197 [29].  

За счет взаимодействия с аминокислотными остатками His21, Thr23, Tyr54, Tyr65 и 

Glu148 [30] (рис. 3) активный центр С-домена связывает NAD+ в уникальной конформации, 

при которой карбоксиамидная группа NAD+ находится в транс-положении, хотя более 

стабильным для нее является цис-положение [31]. Важными для связывания NAD+ являются 
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также аминокислотные остатки Tyr27 и Trp50 [32]. При взаимодействии NAD+ с Pro38, а 

также, возможно, с Tyr54 и Trp153 нарушаются водородные связи, которые стабилизируют 

петлю 39-47 в активном центре ДТ. Нарушение упорядоченности этой петли и 

взаимодействие с 2’-гидроксильными группами рибозы и отрицательно заряженными 

фосфатными группами NAD+ является важным условием для распознавания eЕF2 [30]. 

ADP-рибозильный остаток присоединяется к молекуле eEF2 через -гликозидную 

связь с первым атомом азота имидазольного кольца уникального аминокислотного остатка – 

дифтамида (2-[3-карбоксиамидо-3-(триметиламмонио)-пропил]гистидина) [33], который 

образуется в результате многоступенчатой сайт-специфичной посттрансляционной 

модификации His715 [34]. Реакция ADP-рибозилирования протекает по механизму 

мономолекулярного нуклеофильного замещения SN1: отщепление никотинамидной группы 

приводит к формированию интермедиата – карбокатиона, который в дальнейшем 

подвергается атаке со стороны нуклеофильного дифтамида [35]. Полагают, что ДТ во время 

реакции копирует естественную конформацию 80S рибосомы эукариот для взаимодействия с 

eEF2 [36]. Присоединение ADP-рибозила к дифтамиду eEF-2 приводит к остановке синтеза 

белка за счет нарушения транслокации пептидил-тРНК из А-сайта в Р-сайт [37], а также 

ослабляет взаимодействие eEF-2 с сарцин/рициновым доменом 28S РНК рибосомы [38]. 

Таким образом, в молекуле ДТ прослеживаются четкие взаимосвязи между отдельными 

структурными элементами и выполнением ими определенных функций, необходимых для 

реализации механизма действия токсина. Развитие методов молекулярной и клеточной 

биологии дает практически неограниченные возможности для использования структурных 

компонентов молекулы ДТ с целью конструирования его производных с заданными 

свойствами.  

2. Использование рекомбинантных производных ДТ при создании систем 

направленного транспорта белков и пептидов в клетку. 

Несмотря на недостаточно ясное представление о механизме транслокации ДТ, его Т-

домен все больше привлекает внимание исследователей как перспективный транспортер 

терапевтических препаратов и вакцин в клетки. Для направленного транспорта могут 

использоваться дифтерийные токсоиды, лишенные каталитической активности, в которых R-

домен заменен на лиганд, обеспечивающий связывание с рецепторами определенного типа 

клеток. Белки-“пассажиры”, как правило, присоединяются к N-концу фрагмента А токсоида 

и при переносе следуют за фрагментом А [39]. Показано, что с помощью таких конструкций 

через цитоплазматическую мембрану могут переноситься полипептиды с молекулярной 
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массой до 20 кДа; более того, двойной фрагмент А с молекулярной массой 42 кДа также 

может переноситься через мембрану [40].  

Посредством транспортных конструкций на основе ДТ можно доставлять в цитоплазму 

клеток белки, влияющие на внутриклеточные процессы. Например, с помощью 

рекомбинантного белка, полученного присоединением ингибитора апоптоза Bcl-xL к N-

концу R-домена ДТ, можно ингибировать апоптоз клеток [41]. Подобные слитые белки могут 

найти применение при лечении заболеваний, связанных с нарушениями экспрессии 

ингибиторов и активаторов апоптоза. Теоретически возможно, что такой подход удастся 

использовать для изучения действия других внутриклеточных белков-регуляторов, в том 

числе и транскрипционных факторов.  

Интересным направлением использования рекомбинантных транспортных конструкций 

на основе дифтерийных токсоидов является введение пептидов в цитозоль клеток с целью 

индукции иммунного ответа, рестриктированного по антигенам МНС I класса, и активации 

цитотоксических CD8+ Т-лимфоцитов, способных распознавать эти пептиды [39]. Так, в 

экспериментах на трансгенных мышах CD11c-DTR, дендритные клетки которых имели 

рецепторы НB-EGF человеческого типа, после введения дифтерийного токсоида, слитого с 

овальбумином, наблюдалась значительная стимуляция пролиферации CD8+ T-клеток, 

специфичных к овальбумину [42]. 

Подобные рекомбинантные транспортеры могут быть созданы не только на основе 

дифтерийных токсоидов, но и на основе некоторых других бактериальных токсинов, 

например, токсина возбудителя сибирской язвы [43]. 

3. Использование рекомбинантных производных ДТ для изучения экспрессии 

клеточных рецепторов. 

Для изучения экспрессии клеточных рецепторов можно использовать слитые белки, 

состоящие из фрагмента А ДТ и специфичного лиганда. Клетки, несущие рецепторы к 

данному лиганду, оказываются чувствительными к токсическому воздействию такого 

слитого белка. Это дает возможность использовать подобные рекомбинантные конструкции, 

например, для подтверждения успешной экспрессии рецепторов трансгенными клетками 

[44].  

R-домен ДТ сам по себе является селективным лигандом для трансмембранной формы 

HB-EGF (гепаринсвязывающего фактора роста, подобного эпидермальному фактору роста) 

[45]. Мы предложили использовать рекомбинантный слитый белок, состоящий из зеленого 

флуоресцентного белка (EGFP) и фрагмента В ДТ, как флуоресцентный зонд для изучения 
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экспрессии HB-EGF на клетках [46]. Такие зонды могут найти применение в медицинской 

практике, поскольку изменение уровня экспрессии рецептора HB-EGF на клетках является 

важным диагностическим признаком развития некоторых патологических процессов, в 

частности, опухолевой трансформации клеток. 

4. Рекомбинантные производные ДТ как блокаторы HB-EGF и антидоты. 

HB-EGF, трансмембранная форма которого является рецептором для ДТ, выполняет 

ряд важных функций в организме: стимулирует пролиферацию и миграцию клеток, 

принимает участие во многих нормальных физиологических процессах, таких как 

имплантация бластоцисты во время беременности [47], заживление ран [48], восстановление 

нейронов после гипоксии и ишемии [49]. Кроме того, HB-EGF, вероятно, участвует в таких 

патологических процессах, как рост опухолей [50], гиперплазия клеток гладких мышц и 

атеросклероз [51]. Поэтому существует вероятность, что антагонисты HB-EGF, в том числе и 

мутантные формы ДТ, могут применяться в терапевтических целях.  

Известно, что нетоксичный аналог ДТ с точечной мутацией Gly52Glu в каталитическом 

домене – CRM197 ингибирует митогенную активность зрелого и трансмембранного HB-EGF 

[52], вероятно, блокируя его взаимодействие с рецепторами HER2 и HER4. Недавно было 

показано, что CRM197 либо малые интерферирующие РНК к гену HB-EGF могут 

блокировать на разных этапах перитонеальную диссеминацию некоторых типов опухолей, 

что открывает перспективы создания нового класса лекарственных средств для борьбы с HB-

EGF-зависимыми опухолями [53]. Цитотоксическими свойствами по отношению к 

опухолевым клеткам обладает также фрагмент В ДТ [54] и, вероятно, подобные свойства 

могут быть выявлены у его R-домена. Кроме того, существует потенциальная возможность 

использования рекомбинантных блокаторов HB-EGF на основе ДТ в качестве антидотов при 

лечении дифтерии. Например, рекомбинантный R-домен токсина (378-535) может 

использоваться для блокирования связывания ДТ с рецептором HB-EGF на клетках-мишенях 

[55]. Также были предприняты попытки использования в качестве антидота против дифтерии 

EGF-подобного (106-149)-домена HB-EGF, который по сравнению с полноразмерным 

рецептором характеризуется большим сродством к ДТ и не способен к неспецифическому 

связыванию с гепарансульфатными протеогликанами, представленными в большом 

количестве на поверхности клеток. Для исключения собственной биологической активности 

рекомбинантного продукта использовали EGF-подобный домен мутантного HB-EGF, 

утратившего митогенную активность благодаря аминокислотным заменам Ile117Ala и 

Leu148Ala [56]. 
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Недостатком вышеупомянутых рекомбинантных белков, препятствующим их 

широкому практическому применению, является возможность появления побочных 

эффектов, вызванных непредвиденным взаимодействием данных конструкций с другими 

белками на поверхности и внутри клеток.  

5. Использование рекомбинантных производных ДТ для изучения роли различных 

популяций клеток в биологических процессах. 

С развитием методов генной инженерии появилась возможность создания 

рекомбинантных производных ДТ для избирательного уничтожения в организме клеток 

определенного типа с целью изучения их функций и роли в тех или иных биологических 

процессах. Чаще всего с такой целью рекомбинантные производные ДТ используются в двух 

рассмотренных ниже экспериментальных моделях. 

Первая экспериментальная модель основывалась на использовании трансгенных 

мышей, имевших на клетках определенного типа трансмембранную форму HB-EGF 

человека, которая является рецептором к ДТ, что позволяло избирательно уничтожать эти 

клетки введением природного ДТ или дифтерийных токсоидов с ослабленными 

токсическими свойствами. Применение трансгенных мышей с рецептором для ДТ под 

промотором гена CD11b позволило избирательно уничтожить клетки моноцитарно-

макрофагального ряда и изучить их роль в патогенезе атеросклероза и в формировании 

атеросклеротических бляшек [57].  

Вторая экспериментальная модель основывалась на использовании трансгенных 

мышей, у которых под специфический промотор уникального гена, экспрессирующегося в 

этих клетках, встроен непосредственно ген, кодирующий А-фрагмент ДТ. Например, 

встраивание этого гена под промотор гена гранзима А, позволяет уничтожать 

цитотоксические Т-клетки [58]. Такой подход был применен для изучения роли клеток 

Лангерганса в развитии контактной гиперчувствительности [59]. Следует, однако, отметить, 

что создание трансгенных мышей является довольно трудоемким процессом, а ген 

фрагмента А токсина из-за случайной интеграции может неспецифично экспрессироваться в 

клетках и других типов, что приводит к их непредвиденному уничтожению. Поэтому в 

настоящее время ведутся исследования, направленные на совершенствование данного 

подхода [60].  

6. Цитотоксины на основе ДТ для лечения онкологических, аутоиммунных, 

вирусных и других заболеваний.  
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Важной областью применения фрагментов и рекомбинантных производных ДТ 

является создание цитотоксинов, которые состоят из двух компонентов: мутантного 

дифтерийного токсоида, обладающего токсичностью, но не способного взаимодействовать с 

рецептором нативного ДТ, и компонента, обеспечивающего специфическое связывание с 

определенным типом клеток. В качестве такого компонента могут выступать антитела к 

поверхностным антигенам клеток или лиганды, которые специфично связываются с 

клеточными рецепторами. Для создания цитотоксинов используют различные дифтерийные 

токсоиды, чаще всего – DAB388, DAB389 (DAB – от англ. “Diphtheria toxin A and B 

fragments”) и CRM107. Все эти токсоиды лишены способности взаимодействовать с 

рецептором ДТ: DAB388 не имеет R-домена [61], DAB389 имеет только 50 С-концевых 

аминокислотных остатков этого домена и характеризуется повышенной стойкостью к 

протеиназам [62], а CRM107 имеет 2 точечные мутации R-домена - Leu390Phe и Ser525Phe 

[63]. Иногда применение природного ДТ, который обладает высокой токсичностью, не 

позволяет добиться достаточной избирательности при уничтожении некоторых, особенно 

небольших, популяций клеток. В таких случаях могут применяться ослабленные (в 15-30 раз 

менее токсичные) токсоиды, например CRM176, который менее токсичен благодаря 

аминокислотной замене Gly128Asp вблизи активного центра С-домена [64]. 

На сегодняшний день все шире применяются цитотоксины, полученные заменой R-

домена ДТ на последовательность определенного интерлейкина (IL). Наиболее эффективным 

является цитотоксин, содержащий последовательность IL-2 (DAB389IL-2, Denileukin 

Diftitox, ONTAK), способный уничтожать активированные Т-лимфоциты и моноциты, 

экспрессирующие рецепторы к IL-2 [65], и дающий позитивные результаты в приживлении 

трансплантатов, а также при лечении Т-лимфом [66], атеросклероза [67], шистозоматоза [68], 

синдрома приобретенного иммунодефицита (СПИД) и некоторых аутоиммунных 

заболеваний [69]. Интересно, что применение DAB389IL-2 может усиливать эффект 

противоопухолевых вакцин на основе дендритных клеток, трансфицированных РНК 

опухолевых клеток [70]. Цитотоксины с последовательностями IL-3 и IL-7 эффективны при 

лечении лейкемий [71, 72]. Цитотоксины с последовательностью IL-4 используют для 

уничтожения В-клеток, продуцирующих иммуноглобулины класса E, играющие ключевую 

роль в развитии аллергических реакций [73], а также при лечении саркомы Капоши, часто 

возникающей у больных СПИД [74]. Цитотоксины с последовательностью IL-13 используют 

при лечении опухолей мозга [75].  
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Зачастую для создания цитотоксинов подбирают мутантные варианты интерлейкинов с 

повышенной аффинностью к рецептору, например DT388IL-3[Lys116Trp] [61]. Помимо 

интерлейкинов, перспективными компонентами противоопухолевых цитотоксинов 

считаются колониестимулирующий фактор гранулоцитов и макрофагов GM-CSF [76], 

фактор роста эндотелия сосудов [77], трансферин [78] и α-меланоцитстимулирующий гормон 

[79]. Цитотоксины, полученные путем замены R-домена дифтерийного токсоида на 

эпидермальный фактор роста (EGF), могут применяться для предотвращения чрезмерного 

роста клеток гладких мышц и образования атеросклеротических бляшек [80], а также для 

избирательного поражения опухолей, экспрессирующих повышенное количество рецепторов 

к этому фактору роста. 

Выделяют отдельный класс цитотоксинов – иммуноцитотоксины, в состав которых 

входят иммунные компоненты – антитела или их рекомбинантные аналоги, способные к 

высокоспецифичному связыванию с антигеном на поверхности определенного типа клеток и 

к доставке токсоида в клетку путем рецепторзависимого эндоцитоза. Среди антител 

эффективными компонентами иммунотоксинов оказались, например, моноклональные 

антитела к антигену Т-лимфоцитов – комплексу CD3 [81] и к цепям Т-клеточного рецептора 

[82]. Такие цитотоксины применяют для уничтожения Т-клеток при пересадках органов в 

сочетании с введением донорского костного мозга. Кроме того, перспективными 

компонентами иммуноцитотоксинов являются антитела к маркеру В-клеток – CD20 [83] и к 

специфическим опухолевым антигенам [84], антитела против α-цепи рецептора IL-2 (CD25), 

который экспрессируется на пролиферирующих Т-лимфоцитах человека [85], а также 

антитела против гликопротеинов gp120 и gp41 вируса иммунодефицита человека (ВИЧ) и 

против поверхностных антигенов инфицированных ВИЧ-клеток [86]. Для борьбы с ВИЧ 

созданы также цитотоксины, состоящие из дифтерийного токсоида и двух доменов 

рецептора CD4 человека, которые взаимодействуют с вирусным антигеном gp120, 

экспрессированным на поверхности инфицированных клеток [87]. 

Одним из способов защиты цитотоксинов от антител, которые синтезируются в 

организме в ответ на их введение, является включение цитотоксинов в состав фузогенных 

липосом [88]. Однако такие липосомы способны сливаться с любыми клетками и могут 

использоваться только локально, например, для лечения солидных опухолей. Другим 

способом решения данной проблемы является максимальное снижение иммуногенности 

цитотоксинов. С этой целью вместо целых молекул антител часто используют 

рекомбинантные scFv-антитела (от англ. “single chain fragment variable”) – одноцепочечные 
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вариабельные фрагменты антител, способные связываться с поверхностными антигенами 

клетки [85]. Кроме того, одним из перспективных способов уменьшения иммуногенности 

цитотоксинов на основе ДТ является создание мутантных токсоидов, у которых отсутствуют 

наиболее иммуногенные эпитопы.  

Для уничтожения определенных типов клеток применяют не только белковые 

конструкции, но и ДНК-последовательности, кодирующие токсичные фрагменты ДТ, (ДНК-

цитотоксины), которые транспортируются в клетки в составе липосом, наночастиц, капсидов 

различных вирусов или с помощью специальных полимеров [89]. Наиболее простым 

вариантом ДНК-цитотоксина является ДНК-последовательность А-фрагмента ДТ, которая 

встраивается под промотор гена, уникального для данного типа клеток, либо под промотор 

гена протеина теплового шока, что позволяет регулировать экспрессию цитотоксина с 

помощью температуры [90]. Такие ДНК-цитотоксины разрабатываются для уничтожения 

определенных популяций клеток (например, зрелых CD8+ Т-клеток [58] или В-клеток [91]) 

перед трансплантацией органов и тканей, а также при лечении онкологических заболеваний. 

Другой разновидностью ДНК-цитотоксинов являются ДНК-конструкции, которые 

после трансформации вызывают не гибель клеток, а стабильную экспрессию в них 

цитотоксина, специфично уничтожающего клетки другого типа. Например, для лечения 

острой миелоидной лейкемии создан ДНК-цитотоксин, вызывающий в Т-лимфоцитах синтез 

цитотоксина DAB389-IL4, токсичного по отношению к трансформированным В-клеткам 

[92].  

Третьей разновидностью ДНК-цитотоксинов являются ДНК-протекторы – плазмиды, 

содержащие нуклеотидную последовательность А-фрагмента ДТ под промотором гена 

определенного вируса, например ВИЧ [93]. Трансформированная такой плазмидой клетка 

быстро гибнет в случае проникновения в неё вируса. Поскольку ДТ токсичен не только для 

клеток человека и животных, но и для клеток растений, получены ДНК-протекторы против 

вирусов растений. Например, ген А-фрагмента ДТ был встроен с помощью агробактерий в 

клетки табака [94]. 

Следует отметить, что ДНК-конструкции, которые создаются для генной терапии, 

должны с высокой эффективностью проникать в клетки, обладать минимальной 

неспецифической токсичностью и не экспрессироваться в здоровых клетках. 

7. Использование рекомбинантных производных ДТ при создании диагностических 

тест-систем и противодифтерийных иммунотерапевтических препаратов. 
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Обычно в иммунодиагностикумах (как и в противодифтерийных вакцинах) в качестве 

антигена используется нетоксичный дифтерийный анатоксин, полученный путем обработки 

токсина формальдегидом [95]. Дифтерийный анатоксин по своей антигенной структуре 

подобен ДТ. Однако из-за частичной модификации его поверхностных групп 

формальдегидом анатоксин утрачивает некоторые эпитопы нативного ДТ [96].  

Рекомбинантные аналоги ДТ хотя и несколько отличаются от нативного ДТ в 

антигенном отношении, но весьма незначительно по сравнению с дифтерийным 

анатоксином. Кроме того, методами генной инженерии легко могут быть получены любые 

диагностически важные рекомбинантные фрагменты ДТ и генетически слитые белки на их 

основе. Так, нами были получены рекомбинантные А- и В-фрагменты ДТ [97], а также 

слитый белок, состоящий из В-фрагмента ДТ и зеленого флуоресцентного белка EGFP [46]. 

Проведенные нами исследования показали, что у больных дифтерией, в отличие от 

носителей инфекции и здоровых вакцинированных людей, антитела против фрагмента А 

часто преобладают над антителами против фрагмента В [98], и рекомбинантные А- и В-

фрагменты ДТ могут быть использованы в дифференциальной диагностике дифтерии [99]. 

Другой областью применения рекомбинантных фрагментов ДТ является получение 

антител, специфичных к определенным участкам молекулы ДТ, которые могут 

использоваться в тест-системах для выявления ДТ на основе “сэндвич”-ИФА 

(иммуноферментного анализа), а также входить в состав иммунотерапевтических препаратов 

для лечения больных дифтерией. Известно, что наиболее сильными протективными 

свойствами обладают антитела к С-концевому участку R-домена фрагмента В, 

препятствующие связыванию ДТ с рецепторами клеток-мишеней [100]. Кроме того, антитела 

к петле 188-201, соединяющей фрагменты А и В между собой, также способны 

нейтрализовать цитотоксичность ДТ, очевидно, предотвращая протеолитическую активацию 

токсина [101]. Антитела к активному центру фрагмента А блокируют действие токсина 

внутри клетки, но не способны предотвратить связывание ДТ со специфичными рецепторами 

[100].  

Противодифтерийная антитоксическая сыворотка лошадей, которая применяется при 

лечении дифтерии, содержит высокоаффинные F(ab´)2-фрагменты антител лошади против 

ДТ и обладает достаточной протективностью, но зачастую вызывает аллергические реакции, 

особенно при повторных введениях. Одним из способов снижения аллергенности и 

иммуногенности терапевтических антител является уменьшение их молекулярной массы или 

их гуманизация – перенос с помощью методов генной инженерии регионов антител 
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животных, определяющих их комплементарность к антигенам, в структуру антител человека. 

Сейчас активно изучаются возможности использования в качестве токсиннейтрализующих 

агентов моноклональных человеческих антител, гуманизированных антител животных, 

рекомбинантных scFv-антител, имеющих массу 25-35 кДа [102], а также наноантител 

верблюда, состоящих из одного вариабельного домена тяжелой цепи иммуноглобулина с 

молекулярной массой около 15 кДа [103]. Низкомолекулярные scFv-антитела – как моно-, 

так и мультивалентные, все шире используются в экспериментальной и клинической 

медицине при болезни Паркинсона [104], при болезни Альцгеймера [105], при СПИД [106],  

для выявления антигенов вируса энцефалита [107], токсина В Clostridium difficile [108], 

токсина скорпиона Androctonus australis [109] и других антигенов. Мы использовали 

нетоксичные рекомбинантные фрагменты ДТ для иммунизации животных с целью создания 

библиотеки иммуноглобулиновых генов, а также для селекции из этой библиотеки 

специфических фагов и получения антитоксических scFv-антител [110] Такие 

рекомбинантные антитела могут использоваться в тест-системах для выявления ДТ и, 

возможно, в качестве токсиннейтрализующих агентов. 

8. Вакцины против дифтерии и других инфекционных заболеваний на основе 

рекомбинантных производных ДТ. 

Рекомбинантные производные ДТ, лишенные токсических свойств либо способности к 

проникновению в клетку, могут использоваться в составе противодифтерийных вакцин 

нового поколения, а также в качестве носителей в составе вакцин против других 

инфекционных заболеваний. Одним из самых распространенных токсоидов в составе 

противодифтерийных вакцин является CRM197, который отличается от ДТ всего одной 

аминокислотной заменой (Gly52Glu) в каталитическом домене [29]. Несмотря на то, что 

CRM197 немного уступает анатоксину по иммуногенности вследствие влияния 

аминокислотной замены на конформацию фрагмента В [111, 112], он широко используется в 

вакцинах и предлагается для интраназальной противодифтерийной ревакцинации взрослого 

населения [113]. В составе вакцин также применяется нетоксичный дифтерийный токсоид 

CRM228 [28] и не способные связываться с рецептором токсоиды CRM9 [114] и CRM45 [29].  

Для повышения иммуногенности мутантных форм ДТ используют различные подходы: 

увеличение положительного заряда с помощью модификации этилендиамином [115], 

перекрестное сшивание молекул токсоида или генно-инженерное слияние нескольких копий 

его фрагмента [116], а также экспрессию дифтерийных токсоидов или их фрагментов в 

клетках ослабленных стафилококков [117], стрептококков [118], сальмонелл [119], 
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микобактерий [120] или на капсидах вируса гриппа [121], что не только усиливает 

иммуногенность дифтерийных токсоидов, но и вызывает иммунный ответ против других 

инфекционных агентов. Для экспонирования на поверхности бактериальных клеток или 

вирусных капсидов фрагмент мутантного дифтерийного токсоида генетически сливают с 

поверхностным белковым антигеном ослабленного штамма возбудителя. Введение такой 

живой вакцины вызывает иммунный ответ, который усиливается со временем за счет 

длительной персистенции бактерий или вирусов в организме [118]. Для экспонирования на 

клетках бактерий или капсидах вирусов выбирают как полноразмерные токсоиды [121], так и 

их различные фрагменты (фрагмент А [116], фрагмент В [121], R-домен фрагмента В [117]).  

Наиболее иммуногенные участки полипептидной цепи ДТ, которые могут быть 

использованы при создании вакцин, представлены на рис. 4 [122-127]. Большинство В- и Т-

эпитопов ДТ входят в структуру В-фрагмента ДТ, что объясняет его сильные иммуногенные 

свойства по сравнению с А-фрагментом ДТ [128]. В-эпитопы ДТ, как правило, входят в 

состав участков, экспонированных на поверхности молекулы токсина. Основными Т-

эпитопами ДТ являются участки фрагмента В, которые также принимают непосредственное 

участие в транслокации фрагмента А через мембрану эндосомы в цитозоль. 

В качестве адъювантов для вакцин нового поколения часто используют ADP-

рибозилирующие белковые бактериальные токсины и их фрагменты [129], например 

холерный токсин [130] или его фрагмент В [131], фрагмент С столбнячного токсина [116], 

частично нетоксичные мутанты LTR72, LTK63 и LTR192G термолабильного энтеротоксина 

Escherichia coli [132]. Механизм адъювантного действия бактериальных токсинов до конца 

неясен, однако известно, что стимулирование холерным токсином и термолабильным 

энтеротоксином E. coli созревания дендритных клеток опосредуется системой cAMP и 

зависит от наличия каталитической активности у этих токсинов [133].  

Большинство современных исследований в области разработки вакцин направлены на 

создание сложных схем иммунизации комбинированными (мультивалентными) вакцинами, 

которые давали бы защиту от многих инфекций [134]. В комбинированных вакцинах 

дифтерийные токсоиды (CRM197, CRM9, CRM228, CRMHis21Gly и др.) и их фрагменты, 

благодаря выраженным иммуногенным свойствам [135], используются, как правило, в 

качестве носителей для слабоиммуногенных антигенов (олигосахаридов, пептидов и т.д.) 

различных возбудителей. Их применяют, например, для усиления иммунитета против 

возбудителей малярии [136], коклюша [137], полиомиелита [138], менингококков [139], 

пневмококков [140], стрептококков [141], шигелл [142], бактерий Haemophilus influenzae 



 

15 

 

типа B [143], бактерий Moraxella catarrhalis [144], холерных вибрионов [145], патогенных 

грибков [146]. Некоторые мультивалентные конъюгированные вакцины на основе 

дифтерийного токсоида CRM197 уже используются в развитых странах для массовой 

иммунизации населения, например, вакцина Quattvaxem (Novartis Pharma, Швейцария) 

против дифтерии, коклюша, столбняка и H. influenzae типа В [147], а также вакцины против 

менингококков [148] и пневмококков [149].  

Другим подходом в разработке вакцин является генно-инженерная замена одного из 

поверхностных эпитопов В-фрагмента ДТ на эпитоп другого белка, например антигена 

вируса полиомиелита [138] или главного внешнемембранного белка возбудителя менингита 

[150]. Некоторые синтетические вакцины вообще не имеют в своем составе носителя и 

состоят из конъюгированных между собой пептидных эпитопов белков различных 

возбудителей: ДТ, белка М стрептококка, поверхностного антигена гепатита В, белков 

паразитических плазмодиев [151]. Такие вакцины могут быть достаточно иммуногенны, и 

они часто не уступают по своей эффективности вакцинам с носителями [152]. 

Одним из важных направлений современной вакцинологии и биотехнологии является 

разработка методов получения дешевых рекомбинантных вакцин в бактериях и растениях. В 

2007 г. получены рекомбинантные аналоги вакцины АКДС в Escherichia coli и томатах. 

Первый экспериментальный аналог вакцины АКДС представлял собой генетически слитый 

белок, содержавший иммунопротективную субъединицу S1 коклюшного токсина, 

полноразмерный нетоксичный дифтерийный токсоид и фрагмент С столбнячного токсина 

[153]. Другой аналог АКДС был получен путем трансформации томатов с помощью 

агробактерий синтетическим геном, кодирующим 6 наиболее иммуногенных эпитопов 

коклюшного, дифтерийного и столбнячного токсинов, а также 2 адъювантных полипептида 

[154]. Альтернативным вариантом противодифтерийных вакцин могут быть ДНК-вакцины, 

которые способны вызывать синтез дифтерийного токсоида или белковых конструкций на 

его основе в трансфицированных клетках организма и стимулировать как гуморальный, так и 

клеточный иммунный ответ [155].  

Необходимость создания новых вакцин обусловлена не только недостаточной 

эффективностью уже существующих, но и тем, что вакцины могут быть фактором 

эволюционного отбора патогенных микроорганизмов, который способен привести к 

повышению их вирулентности [156]. Современные рекомбинантные вакцины должны быть 

нетоксичными, высокоэффективными, не вызывать побочных эффектов, характерных для 
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традиционных вакцин, и не угнетать иммунный ответ на вакцины против других 

заболеваний.  

Заключение 

ДТ известен человечеству свыше ста лет и является одним из наиболее изученных 

белковых бактериальных токсинов. Поскольку фрагменты и отдельные домены его 

молекулы характеризуются узкой функциональной специализацией, ДТ оказался удобным 

объектом для создания на его основе с помощью методов белковой инженерии 

разнообразных конструкций с заданными свойствами. 

На сегодняшний день генетически модифицированные токсоиды и их фрагменты 

считаются более перспективными компонентами вакцин, чем химически модифицированные 

аналоги природных токсинов, поскольку они являются более дешевыми, достаточно 

иммуногенными и вызывают меньше осложнений при многократной вакцинации [157]. 

Несмотря на широкие перспективы практического применения рекомбинантных 

производных ДТ и его фрагментов, а также соответствующих им нуклеотидных 

последовательностей, существует ряд серьезных проблем, тормозящих развитие этого 

направления. Во-первых, в некоторых случаях промышленное получение рекомбинантных 

белков оказывается затрудненным из-за низкого уровня их экспрессии и неправильного 

фолдинга. Во-вторых, методы введения генно-инженерных конструкций в организм и их 

адресной доставки в клетки-мишени остаются недостаточно совершенными. В-третьих, 

введенные в организм белковые конструкты подвержены действию протеолитических 

ферментов и вызывают синтез нейтрализующих антител, а ДНК-последовательности могут 

абортироваться клетками и выводиться из организма. В-четвертых, мало изучены 

возможности возникновения побочных эффектов, обусловленных непредусмотренным 

взаимодействием с другими функционально-активными молекулами на поверхности и 

внутри клеток и случайным проникновением в здоровые клетки. Кроме того, использование 

цитотоксических конструкций на основе ДТ для лечения вирусных инфекций зачастую 

оказывается неэффективным из-за селекции инфицированных клеток, не экспрессирующих 

вирусные антигены на своей поверхности. В-пятых, регулирование уровня и длительности 

экспрессии ДНК-конструкций в клетках, как правило, невозможно, а последствия 

взаимодействия этих конструкций с геномом человека или других организмов при 

проникновении в окружающую экосистему непредсказуемы.  

Тем не менее, рекомбинантные белки на основе ДТ легко модифицируются, что 

позволяет менять степень их токсичности, убирать последовательности, имеющие 
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перекрестную реактивность с неспецифичными рецепторами, устранять побочные эффекты, 

уменьшать иммуногенность и аллергенность, увеличивать резистентность к протеиназам и 

длительность циркуляции в организме, а также улучшать их способность проникать в ткани. 

Вышеперечисленные возможности совершенствования рекомбинантных конструкций и 

активное проведение исследований, направленных на решение существующих проблем, 

позволяют надеяться, что область применения рекомбинантных производных ДТ и их 

нуклеотидных последовательностей будет расширяться. 
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Подписи к рисункам: 

 

Рис. 1. Области применения рекомбинантных производных ДТ. 

 

Рис. 2. Схема доменной структуры ДТ. C – каталитический домен, T – трансмембранный 

домен, R – рецепторсвязывающий домен, А – фрагмент А, В – фрагмент B, -S-S- – 

дисульфидные связи. 

 

Рис. 3. Структурные элементы молекулы ДТ, особенно важные для реализации 

каталитической, транспортной и рецепторсвязывающей функций токсина. 

 

Рис. 4. Антигенная структура дифтерийного токсина (ДТ) (по данным [122-127]). 

Пространственное расположение Т-эпитопов (а) и В-эпитопов (б) в молекуле ДТ (Т-эпитопы 

выделены темно-серым цветом, В-эпитопы – черным цветом); (в) – линейное расположение 

Т-эпитопов (вверху) и В-эпитопов (внизу) в аминокислотной последовательности ДТ. С – 

каталитический домен, Т – трансмембранный домен, R – рецепторсвязывающий домен ДТ. 
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«Биоорганическая химия», Романюк С.И., рис. 1. 
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«Биоорганическая химия», Романюк С.И., рис. 3. 



 

31 

 

 

 

 «Биоорганическая химия», Романюк С.И., рис. 4. 



 

32 

 

Perspectives of Application of Recombinant Diphtheria Toxin Derivatives 

S. I. Romaniuk, D. V. Kolybo, S. V. Komisarenko 

Palladin Institute of Biochemistry of NAS of Ukraine, Kiev 

e-mail: sirparnas@gmail.com 

Diphtheria toxin (DT) is a unique bacterial protein, which selectively kills certain cell 

populations due to strict functional specialization of domains that allows using this toxin in protein 

engineering for constructing recombinant derivatives with defined properties. The article covers 

structural and functional features of DT molecule, both fundamental and practical aspects of 

recombinant DT derivatives’ applications in different fields. In particular, applications of 

recombinant DT derivatives as unique instruments for fundamental research of cell receptors’ 

functions, mechanism of DT action and participation of different cell populations in biological 

processes are presented. Perspectives of recombinant DT derivatives practical applications for the 

development of vaccines, cytotoxins, HB-EGF blockers, diagnostic test-systems, serotherapeutic 

medications and constructions for drug delivery have been discussed. This review reflects recent 

advances and current problems in using recombinant DT derivatives for treatment and prophylaxis 

of oncologic, autoimmune, infectious and others diseases. 

Key words: diphtheria toxin, diphtheria toxin fragments and domains, recombinant proteins, 

HB-EGF, vaccines, cytotoxins 


