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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность и степень разработанности темы 

Вирусы гриппа оказывают огромное влияние на общественное здравоохранение, и 

вакцинация считается наилучшей стратегией борьбы с этим заболеванием. В настоящее время 

лицензированные вакцины против сезонного гриппа являются штамм-специфичными. Из-за 

частого изменения антигенных характеристик вируса необходимы дополнительные усилия в 

области эпидемического надзора, чтобы определить подходящие штаммы для вакцин против 

сезонного гриппа. Как только появляется новый штамм, вакцина обеспечивает лишь частичную 

защиту или вообще ее не обеспечивает. Ограниченный диапазон защиты подразумевает, что 

существующие вакцины против гриппа не способны защитить от постоянно возникающих 

новых штаммов, а также от случаев инфицирования людей часто возникающими зоонозными 

вирусами гриппа. Разработать и оперативно наработать вакцину, специфичную для штамма, 

достаточно быстро, чтобы контролировать пандемию, является сложным процессом. Поэтому 

есть потребность в вакцине против гриппа с широким спектром действия, защищающей от 

различных штаммов. 

Вакцинная платформа должна содержать различные антигены, которые были бы 

способны индуцировать устойчивый клеточный и гуморальный иммунитет. Одной из наиболее 

перспективных стратегий в разработке таких вакцин является использование консервативных 

целевых антигенов для выработки широко кросс-реактивных антител, а также Т-клеточного 

ответа. Большинство универсальных вакцин-кандидатов против гриппа нацелены на 

консервативные антигены вируса гриппа, такие как внеклеточный домен мембранного белка 

М2 (М2е), последовательности второй субъединицы гемагглютинина (HA2), консервативные 

участки нуклеопротеина и нейраминидазы для обеспечения широкой защиты (Gerhard et al., 

2006). 

M2e является высококонсервативным пептидом, который может быть использован для 

разработки универсальной вакцины против гриппа A. Различные типы вакцин на основе M2e, 

такие как ДНК-вакцины, рекомбинантные вакцины, вакцины на основе вирусоподобных частиц 

способны обеспечивать определенный уровень защиты широкого спектра действия на 

животных моделях (Saelens 2019, Schotsaert et al., 2009). Гемагглютинин тоже имеет 

консервативные участки в области второй субъединицы (HA2). Такие фрагменты способны 

индуцировать образование антител против широкого спектра гемагглютининов разных 

подтипов (Corti et al., 2011). Известно, что вакцинные препараты на основе рекомбинантных 

белков, включающих М2е и эпитопы НА2, имеют высокую иммуногенность и обладают 

протективными свойствами (Цыбалова и др., 2017, Stepanova et al., 2018). Еще одним целевым 

антигеном для разработки универсальной вакцины могут быть консервативные 
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последовательности нуклеопротеина (NP).  Белок NP относительно консервативен в вирусах 

гриппа А, вариации в аминокислотных последовательностях у него составляют менее 11% (Shu 

et al., 1993). Благодаря консервативности и индукции широкого NP-специфического 

иммунитета, NP является привлекательным для разработки универсальной вакцины против 

гриппа.  

Однако задача создания высокоиммуногенных вакцинных препаратов на основе 

консервативных гриппозных антигенов далеко не решена, а по своей эффективности 

разрабатываемые кандидатные вакцины пока уступают традиционным штамм-специфическим 

вакцинам. Одним из активно развивающихся направлений в иммунологии является разработка 

вакцин на основе наноразмерных вирусоподобных частиц (VLP), которые значительно 

повышают иммуногенность пептидов, находящихся на их поверхности. Наночастицы являются 

эффективной платформой для представления целевых иммуногенов антиген-презентирующим 

клеткам и индуцирования иммунного ответа на основе В- и Т - клеток (Kuhn et al., 2014). Чаще 

всего для получения вирусоподобных частиц используются капсидные белки вирусов, которые 

могут самопроизвольно собираться в наноразмерные структуры. Введение чужеродных 

эпитопов в капсидные белки позволяет получать рекомбинантные белки, которые собираются в 

частицы, представляющие плотный массив эпитопов на поверхности. Хотя известны случаи, 

когда довольно крупные белки (например, GFP) могут быть представлены на поверхности 

вирусоподобных частиц, образованных вирусными капсидами, чаще такие вставки изменяют 

пространственную структуру белка капсида, нарушая сборку частиц. В качестве 

альтернативного «строительного блока» для создания VLP могут быть использованы 

искусственные пептиды, способные к самоагрегации с формированием наноразмерных частиц. 

Различные виды самособирающихся пептидов (SAP) были успешно использованы для 

презентации коротких антигенов (Kaba et al., 2009, Babapoor et al., 2011, Wahome et al., 2012). 

Таким образом, наночастицы на основе самособирающихся пептидов являются 

многообещающими платформами для презентации антигенов. 

 

Цель и задачи исследования 

Целью работы является конструирование рекомбинантных наночастиц на основе 

самособирающегося пептида, несущих консервативные антигены вируса гриппа А, разработка 

методов их получения в бактериальной и растительной системах экспрессии, изучение 

иммуногенности и протективного действия на животных.  

Были поставлены следующие задачи: 

1. Дизайн и создание генетических конструкций для получения рекомбинантных белков 

на основе самособирающегося пептида SAP, включающих антигены вируса гриппа А: 
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консенсусную последовательность внеклеточного домена М2 белка, фрагмент второй 

субъединицы гемагглютинина, эпитопы нуклеопротеина, а также универсальный Т-хелперный 

эпитоп PADRE. 

2. Продукция рекомбинантных белков в бактериях Escherichia coli и их выделение и 

очистка. 

3. Продукция рекомбинантных белков в растениях Nicotiana benthamiana и их выделение 

и очистка.  

4. Получение наночастиц в результате рефолдинга рекомбинантных белков in vitro. 

5. Характеристика структуры наночастиц методами динамического светорассеяния, 

атомно-силовой и электронной микроскопии. 

6. Определение иммуногенности и протективного действия рекомбинантных белков на 

лабораторных животных. 

 

Объект и предмет исследования  

Объектами исследования являлись рекомбинантные наночастицы на основе 

самособирающегося пептида SAP, несущие антигены вируса гриппа. Предметом исследования 

является получение в бактериальной и растительной системе экспрессии этих рекомбинантных 

наночастиц, характеристика их структуры, оценка иммуногенности и протективного действия 

на животных. 

 

Научная новизна, теоретическая и практическая значимость работы. 

Сконструированы химерные гены и получены в клетках E. coli рекомбинантные белки 

на основе самособирающегося пептида SAP, содержащие консервативные антигены вируса 

гриппа А: М2е пептид, фрагмент второй субъединицы гемагглютинина (НА2) и эпитопы 

нуклеопротеина. Полученные в клетках E. coli рекомбинантные белки на основе 

самособирающегося пептида SAP после рефолдинга белка in vitro образуют наноразмерные 

частицы. Наночастицы на основе самособирающегося пептида SAP, несущие антигены вируса 

гриппа, обладают высокой иммуногенностью и обеспечивают защиту иммунизированных 

мышей от летальной гриппозной инфекции. Иммунизация мышей наночастицами, несущими 

одновременно М2е и НА2, индуцировала сильный гуморальный иммунный ответ против М2е и 

целого вируса гриппа, а также образование антиген-специфичных многофункциональных CD4+ 

эффекторных Т-клеток памяти, секретирующих цитокины. Иммунизация наночастицами, 

несущими М2е, НА2, эпитопы нуклеопротеина, а также универсальный Т-хелперный эпитоп 

PADRE, индуцирует гуморальный иммунный ответ против М2е и целого вируса, а также 
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образование антиген-специфичных многофункциональных CD4+ и CD8+ эффекторных Т-

клеток памяти, секретирующих цитокины. 

С помощью растительной системы экспрессии был получен рекомбинантный белок на 

основе самособирающегося пептида SAP, несущий М2е пептид вируса гриппа, который после 

рефолдинга in vitro образует наноразмерные частицы. Иммунизация мышей этими 

наночастицами индуцирует высокие уровни M2e-специфических антител и обеспечивает 

защиту от летальной гриппозной инфекции. 

Практическая значимость работы обусловлена возможностью использования 

разработанных рекомбинантных наночастиц для создания противогриппозных кандидатных 

вакцин. Полученные наночастицы в ходе испытаний на лабораторных животных показали 

высокую иммуногенность и протективное действие. 

 

Методология исследования 

В работе проведен дизайн, получение и функциональная характеристика 

рекомбинантных наночастиц – носителей консервативных антигенов вируса гриппа А для 

разработки вакцины широкого спектра действия. Проведен анализ отечественной и зарубежной 

литературы по теме исследования. Для создания химерных генов, кодирующих 

рекомбинантные белки, были использованы методы генетической инженерии. Для получения 

рекомбинантных белков использовали методы экспрессии белков в бактериях Escherichia coli и 

растениях Nicotiana benthamiana, выделение белков проводили с использованием метал-

аффинной хроматографии, структуру вирусоподобных частиц характеризовали методами 

электронной и атомно-силовой микроскопии, для функциональной характеристики 

кандидатных вакцин использовали иммунологические методы, протективное действие изучали 

в экспериментах на лабораторных животных.  

 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Полученные в бактериальной и растительной системе экспрессии рекомбинантные 

самособирающиеся наночастицы на основе самособирающегося пептида SAP могут быть 

использованы в качестве носителей эпитопов вируса гриппа.  

2. Самособирающийся пептид SAP, к С-концу которого присоединен М2е пептид вируса 

гриппа А, образует наночастицы сферической формы, которые при иммунизации мышей 

индуцируют гуморальный иммунный ответ против М2е и обеспечивают защиту от летальной 

гриппозной инфекции. 

3. Самособирающийся пептид SAP, к С-концу которого присоединены консервативный 

фрагмент гемагглютинина НА2 и М2е пептид вируса гриппа А, образует наночастицы 
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сферической формы. При иммунизации мышей препарат индуцирует гуморальный иммунный 

ответ против М2е и вируса гриппа А, образование М2е-специфичных многофункциональных 

CD4+ эффекторных Т-клеток памяти, и обеспечивает защиту от летальной гриппозной 

инфекции. 

4. Самособирающийся пептид SAP, к N-концу которого присоединены эпитопы 

нуклеопротеина и универсальный Т-хелперный эпитоп PADRE, а к С-концу - консервативный 

фрагмент гемагглютинина НА2 и М2е пептид вируса гриппа А, образует наночастицы 

сферической формы. При иммунизации мышей препарат индуцирует гуморальный и Т-

клеточный иммунный ответ против М2е и вируса гриппа А, и обеспечивает защиту от 

летальной гриппозной инфекции. 

 

Степень достоверности и апробация результатов 

В ходе работы применялись современные методы исследования. Эксперименты 

проводились на современном оборудовании с использованием реактивов от ведущих 

российских и международных компаний. Обработка полученных результатов осуществлялась с 

помощью соответствующих методов анализа. Все результаты, представленные в работе, 

являются статистически достоверными и воспроизводимыми.  

Результаты работы были представлены автором на научных конференциях: 20-я 

Международная Пущинская школа-конференция молодых ученых «Биология - наука XXI века» 

2016 (Пущино), XXIII Международная научная конференция студентов, аспирантов и молодых 

ученых «Ломоносов-2016» 2016 (Москва), XXIX Международная конференция студентов, 

аспирантов и молодых учёных «Ломоносов-2022» 2022 (Москва), IX Всероссийская научная 

молодежная школа-конференция «Химия, физика, биология: пути интеграции» 2022 (Москва), 

IV Международный форум «Дни Вирусологии 2023» 2023 (Санкт–Петербург), 77-я 

Всероссийская школа-конференция молодых ученых «Биосистемы: организация, поведение, 

управление» 2024 (Нижний Новгород). 

 

Личный вклад соискателя 

Большая часть исследований, вошедших в диссертацию, была выполнена самим 

соискателем. Автор принимал непосредственное участие в планировании и проведении 

экспериментов, в обработке полученных данных, а также в написании публикаций и текста 

самой диссертации. Эксперименты на лабораторных животных осуществлялись в 

сотрудничестве с ФГБУ НИИ гриппа имени А.А. Смородинцева Минздрава России. 
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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1. Общее представление о вирусе гриппа 

Вирусы гриппа представляют собой оболочечные РНК-содержащие вирусы, 

принадлежащие к семейству Orthomyxoviridae. Общим признаком для этого семейства является 

наличие сегментированной одноцепочечной минус-цепи РНК в геноме. Существует четыре 

рода вирусов гриппа Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus, 

Deltainfluenzavirus, разделенных на основе антигенного различия внутренних белков вириона 

(М1 и NP). Вирусы человеческого гриппа А и В вызывают сезонный грипп, при этом вирусы 

гриппа А могут вызывать пандемии. Вирусы гриппа А делятся на две филогенетические группы 

по подтипам гемагглютинина (HA). Вирусы группы 1 включают HА1, HА2, HА5, HА6, HА8, 

HА9, HА11, HА12, HА13, HА16, HА17 и HА18, а вирусы группы 2 содержат подтипы HА3, 

HА4, HА7, HА10, HА14 и HА15. Помимо 18 подтипов гемагглютининов известно 11 подтипов 

нейраминидазы (NA). Вирусы гриппа В представлены двумя линиями: B/Yamagata и B/Victoria 

(Rota et al., 1990). Вирусы гриппа С менее распространены и, как известно на данный момент, 

вызывают только легкие заболевания у людей. Вирусы гриппа D не заражают человека (Smith et 

al., 2016), но заражают крупный рогатый скот, свиней, жвачных животных, лошадей и 

верблюдов (Asha and Kumar, 2019). 

Для номенклатуры вирусов гриппа по рекомендации ВОЗ используются определенные 

параметры в следующей последовательности: тип, географическая локализация, номер штамма, 

год выделения, название животного, от которого был выделен вирус (для человека не 

указывается), номера подтипов поверхностных белков гемагглютинина и нейраминидазы (для 

вирусов гриппа А). Например, вирус гриппа А, изолированный в Москве в 1999 под 

порядковым номером 10 с антигенным подтипом H3N2, называется «A/Moscow/10/99 (H3N2)».  

Грипп может проявляться как в виде пандемий, эпидемий, вспышек, так и в виде 

отдельных спорадических случаев. По оценкам Всемирной организации здравоохранения, 

ежегодные эпидемии гриппа приводят примерно к 3-5 миллионам случаев тяжелой инфекции и 

к 290 000 до 650 000 смертей каждый год (https://www.who.int/ru). Эпидемии приводят к 

увеличению госпитализаций и нагрузке медицинской системы, что влечет за собой кризис в 

здравоохранении и экономические убытки.  

1.1. Антигенная изменчивость вирусов гриппа 

Пандемии гриппа происходят глобально. Они возникают внезапно, распространяются по 

всему миру и приводят к большому количеству смертей. Сейчас считается, что всего было 

десять пандемий, а также три возможных, если отсчет брать с 1590 года (Potter, 2001).  

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%92%D0%B8%D1%80%D1%83%D1%81_%D0%B3%D1%80%D0%B8%D0%BF%D0%BF%D0%B0_D
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За двадцатый век у людей произошли четыре пандемии гриппа. Самая известная из них – 

«Испанка» (H1N1), случившаяся в 1918-1920 годах и унесшая, по оценкам, не менее 21 

миллиона жизней. Следующей была пандемия «Азиатского гриппа» H2N2  в 1957-1958 годах. В 

1968 году возник новый штамм вируса H3N2 («Гонконгский грипп»), полностью заменивший 

H2N2 и вызвавший новую глобальную пандемию с высокой смертностью. В 1977-1978 гг. была 

новая пандемия – «Русский грипп», вызванная штаммом Н1N1, который возник в России в 

результате мутации и распространился по миру. В 21 веке, в 2009 году, была пандемия 

«свиного» гриппа H1N1.  

Генетическая изменчивость, сегментированный геном вируса, наличие большого числа 

переносчиков и давление иммунного фона популяций, восприимчивых к вирусу гриппа, 

способствуют появлению новых штаммов вируса, которые могут вызвать пандемию. 

Антигенные изменения происходят двумя способами: медленно, но непрерывно (“антигенный 

дрейф”), и неожиданно, но эпизодически (“антигенный шифт”).  

Антигенный дрейф возникает из-за накопления точечных мутаций, т.к. РНК-полимеразы 

могут делать ошибки в процессе репликации. Это приводит к появлению множества субтипов 

гриппа А с различными типами гемагглютининов и нейраминидаз. Так, например, HA белок 

эволюционирует быстрее чем РB2, NP и М1 белки, потому что он в большей степени 

подвержен давлению селективного отбора под влиянием иммунного фона инфицируемой 

популяции. 

Антигенный шифт - результат рекомбинации генов вируса гриппа при смешанной 

инфекции несколькими подтипами вирусов (реассортации). Это создает множество комбинаций 

различных HA и NA подтипов, а также других вирусных генов, которые могут 

распространяться среди инфицированных животных. Антигенный шифт встречается очень 

редко, но он является потенциальной причиной пандемий и эпидемий. Примеры межвидового 

переноса включают инфицирования людей птичьими и свиными вирусами гриппа H5N1, H9N2, 

H7N3, H7N2 в Юго-Восточной Азии, Европе и США (Peiris et al., 1999). Среди этих штаммов 

H5N1 вызывает высокий уровень смертности - около 50%, что приводит ко многим 

госпитализациям и смертельным исходам (Neumann, 2015). Птичий вирус H1N1 адаптировался 

к человеку и вызвал пандемию  «Испанки» в 1918 году. В 1957 году «Азиатский грипп» Н2N2 

возник путем реассортации c птичьим вирусом H2N2, и приобрел его H2 (HA), N2 (NA), PB1 

гены. Аналогичная реассортация c птичьим вирусом гриппа (H3 (HA) и PB1 генов) произошла в 

1968 году, что привело к появлению Гонконгского гриппа (H3N2). В 2009 году, реассортация 

между человеческим H3N2, свиным H1N1 и североамериканским птичьим вирусами привела к 

появлению свиных вирусов H3N2 и H1N2, которые рекомбинировали со свиным 
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«птицеподобным» вирусом, и в результате возник свиной вирус H1N1, который очень похож на 

штамм, циркулировавший в середине 1950х годов (Neumann et al., 2009). 

1.2. Строение вирусов гриппа А 

Вирионы вируса гриппа А имеют плеоморфную форму, приближающуюся к 

сферической, размером 80-300 нм. Вирусные частицы состоят из нуклеопротеидного 

комплекса, заключенного в липопротеиновую оболочку. Нуклеопротеидный комплекс состоит 

из восьми одноцепочечных (-) РНК фрагментов, связанных с нуклеопротеиновым белком (NP). 

В вирусную оболочку встроены гликопротеины гемагглютинин (HA) и нейраминидаза (NA), а 

также расположены ионные каналы, сформированные матриксным белком М2. Матриксный 

белок М1, выстилает изнутри мембранную оболочку вируса и связывает ее с нуклеопротеидом 

(Рис. 1). 

 

 

Рисунок 1. Структурная организация вируса гриппа А (Chauhan and Gordon, 2022). 

 

Геном вируса гриппа А представляет собой восемь раздельных одноцепочечных 

отрицательных РНК фрагментов, которые кодируют в общей сложности 17 белков (Таблица 1). 

Белки гемагглютинин (НА), нейраминидаза (NA), нуклеопротеин (NP), и компоненты РНК-

зависимого РНК-полимеразного комплекса (PB1, PB2, PA) кодируются соответствующими 

сегментами генома. Кроме того, с сегмента PB1 экспрессируется про-апоптический фактор 

вирулентности PB1-F2, а также белок N40. Сегмент М кодирует матриксные белки М1 и М2, 

включая сплайсированный вариант М2, обозначаемый М42, с антигенно-отличным 

эктодоменом (Wise et al., 2012). Ядерный экспортный белок NS2/NEP (nuclear export protein), 

неструктурный белок NS1 (non structural protein 1) кодируются сегментом NS. Также был 
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идентифицирован новый белок вируса гриппа А, обозначенный как NS3, возникший в 

результате мутации и альтернативного сплайсинга мРНК NS1, что связано с переходом от птиц 

к новым хозяевам-свиньям, людям (Selman et al., 2012). Каждый из восьми сегментов генома 

формирует рибонуклеопротеиновый комплекс (RNP), связанный с РНК-полимеразным 

комплексом вируса. 

 

Таблица 1. РНК сегменты вируса гриппа А и функции кодируемых ими белков. 

 

РНК 

сегмент
 

Кодируемые 

белки 

 

Главные функции 

PB2 РВ2 Субъединица полимеразы, распознает 5’-концевой кэп мРНК 

PB1 РВ1 Каталитическая субъединица полимеразы с эндонуклеазной 

активностью, служащая для элонгации РНК 

РВ1-F2
 

Про-апоптотическая активность 

PB1-N40 Полимеразная активность 

PA РА Субъединица полимеразы с протеазной активностью 

PA-X Экспрессия провоспалительных цитокинов, поддержание 

репликации вируса 

PA-N155 Поддержание репликации вируса 

PA-N182 Поддержание репликации вируса 

HA НА1 Связывание с рецептором, антигенный детерминант 

HA2 Слияние мембран 

NP NP Регулирует ядерный импорт, инкапсуляция вирусного 

генома 

NA NA Поверхностный гликопротеин, обеспечивает освобождение 

от рецепторов и выход вирусов из клетки, предотвращает 

агрегацию вируса 

M М1 Взаимодействует с рибонуклеопротеиновыми комплексами, 

ядерный экспорт РНК, сборка вирионов 

М2
 

Формирует ионный канал, регулирование внутреннего рН 

вирионов, раздевание вируса, сборка вирионов и почкование 

M42  Поддержание репликации вируса 

NS NS1 Ядерный экспорт вирусных мРНК, супрессор антивирусного 

ответа хозяина 

NS2/NEP
 

Ядерный экспортный белок, контроль ядерно-

цитоплазматического транспорта мРНК 

NS3 Специфичность хозяина 

 

Гемагглютинин 

Гемагглютинин (HA) – один из главных трансмембранных гликопротеинов. Он занимает 

около 80% поверхности вируса. HA играет ключевую роль при прикреплении вируса к клетки 

хозяина и дальнейшем проникновении в клетку посредством слияния вирусной и клеточной 

мембраной. Вторая его роль – слияние вирусной мембраны с эндосомальной и дальнейший 

выход генетического материала в цитоплазму. Против HA направлен основной антивирусный 
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иммунитет. HA является основным антигеном вируса гриппа и мишенью для 

вируснейтрализующих антител.   

Гемагглютинин представляет собой гомотример, прикрепленный к липидной мембране 

вируса. Каждый мономер имеет глобулярную головку, содержащую рецептор-связывающий 

домен, и стеблевой участок. Мономер представляет собой полипептидную цепь, состоящую из 

двух субъединиц – НА1 и НА2, которые связаны дисульфидными мостиками. Субъединица 

НА1 связывается с молекулой сиаловой кислоты на поверхности клетки-хозяина и с помощью 

эндоцитоза вирус приникает внутрь. НА2 содержит гидрофобный фьюжн-пептид на N-конце. В 

эндосоме происходит закисление среды и гемагглютинин претерпевает изменения, а именно 

гидрофобный фьюжн-пептид на N-конце HA2 (пептид слияния) высвобождается из 

гидрофобного кармана и HA1 отделяется от НА2. Происходит слияние вирусной и 

эндосомальной мембран и выход вирусного генома в цитоплазму. Пептид слияния имеет 

вторичную спиральную структуру, которая важна для взаимодействия НА с эндосомальной 

мембраной (Cross et al., 2009).   

Нейраминидаза 

Нейраминидаза (NA) - поверхностный гликопротеин, представляющий собой тетрамер. 

N-конец нейраминидазы содержит цитоплазматический «хвост», состоящий из 6 аминокислот. 

Эта последовательность высококонсервативна, однако, ее функции до конца неясны. Мутация в 

этой области снижает продукцию частиц и влияет на их морфологию (Jin et al., 1997). Далее 

располагается трансмембранный домен или «стебель», который заякоривает молекулу на 

вирусной мембране. Этот домен выполняет функцию сигнального пептида‐якоря, направляя 

NA в эндоплазматический ретикулум и удерживая NA в мембране. Далее располагается 

активный центр нейраминидазы - шип, который отвечает за взаимодействие с сиаловыми 

кислотами клетки при выходе вируса. В головке расположены также все сайты 

гликозилирования нейраминидазы. 

NA играет важную роль при выходе вируса из клетки. Нейраминидаза катализирует 

расщепление терминальных α-(2,3 или 2,6)-кетозидных связей остатков сиаловой кислоты при 

отпочковывании вирусных частиц, выходящих из клетки, с которой связан НА. Это имеет 

критическое значение, поскольку без этого дочерние вирусные частицы, связанные с HA на 

клеточной поверхности, не могут освободиться и участвовать в следующем цикле заражения. 

Таким образом, нейраминидаза обеспечивает высвобождение вирусных частиц, что является 

необходимым условием для дальнейшего распространения инфекции.   

Матриксный белок М2 

Матриксный белок М2 тоже является поверхностным белком вируса гриппа. На 

поверхности вирусных частиц он представлен в намного меньшем количестве (16-20 молекул 
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на вирион), чем другие поверхностные гликопротеины – HA, NA. Однако на поверхности 

инфицированных эпителиальных клеток он представлен с высокой плотностью (Sui et al., 2009).  

М2 представляет собой гомотетрамер, мономер которого состоит из 97 а.о. N-концевой 

домен (24 а.о.) или по-другому эктодомен располагается снаружи вириона, далее идет 

трансмембранный домен (19 а.о.), расположенный в липидном бислое, затем С-концевой 

цитоплазматический хвост (54 а.о.). Эктодомен вместе с трансмембранным доменом 

формируют ионный канал. Ионный канал сформирован четырьмя мономерами, которые 

связаны дисульфидными связями. Поток протонов через мембрану проходит через пору, 

образованную четырьмя одинаковыми субъединицами трансмембранного белка М2, и протоны 

взаимодействуют с аминокислотами, которые формируют внутреннюю поверхность канала. 

Канал является селективным и однонаправленным  (Pinto and Lamb, 2006). 

Функцией такого ионного канала является регуляция pH среды в процессе раздевания 

вируса в эндосоме. Транспорт протонов внутрь вирусной частицы приводит к закислению, в 

результате происходит диссоциация матриксного белка 1 с рибонуклеопротеинами, изменение 

конформации НА, и последующее слияние вирусной и эндосомальной мембран. Важным 

условием для работы канала является pH внутри эндосомы. Канал закрыт, когда pH превышает 

7,5 и открыт, когда pH ниже, чем 6,5. Таким образом, высокий pH закрывает канал, а низкий pH 

открывает канал.  

 Трансмембранный домен представлен спиральной структурой, расположенной под 

углом 25 градусов в липидном бислое. Четыре таких спирали формируют пору, на внутренней 

поверхности которой находятся аминокислотные остатки Ala30, Gly34, His37, и Trp41, 

обеспечивающие транспорт протонов сквозь мембрану (Pinto and Lamb, 2006). Еще одной 

структурной частью белка М2 является цитоплазматический хвост. Это самый длинный домен, 

и он играет важную роль во взаимодействии между М1 и М2 белками, в упаковке вирусной 

РНК и отпочковывании вириона (McCown and Pekosz, 2006). 

Противовирусные препараты, которые подавляют работу M2 ионного канала, 

эффективно ингибируют репликацию вируса гриппа. Такие ингибиторы, как амантадин и 

римантадин, связываются с М2 белком и угнетают работу ионного канала. Эти препараты 

использовались в клинической практике в течение многих лет. Например, римантадин 

связывается в четырех местах внутри М2 ионного канала, располагаясь рядом с триптофановым 

«входом» на липидной стороне и стабилизирует закрытую конформацию поры. Однако, 

несмотря на свою эффективность, данные противовирусные препараты, нацеленные на М2 

белок, со временем утратили свою действенность. Это произошло вследствие быстрой 

эволюции вирусов гриппа (Du et al., 2010).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCown%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16873274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pekosz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16873274
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Помимо роли ионного канала, М2 белок участвует в процессе регуляции апоптоза 

клетки. Комплекс M2-Hsp40-p58, где М2 взаимодействует с белком теплового шока Hsp40, а 

тот с ингибитором протеинкиназы R – белком p58, приводит к фосфорилированию 

протеинкиназы R и к клеточной гибели (Guan et al., 2010).  

Матриксный белок М1 

Матриксный белок М1 выстилает внутреннюю поверхность липидного слоя вириона и 

определяет морфологию вирионов. М1 включает три домена: N-концевой домен (1-87 а.о.), 

средний домен (87-165 а.о.) и С-концевой домен (165-252 а.о.). Между средним и С-концевым 

доменом находится домен цинковых пальцев - последовательность аминокислот, содержащая 

цистеин и гистидин. Он отвечает за связь с одноцепочечной вирусной РНК (Golebiewski et al., 

2011). М1 взаимодействует с RNP комплексами и контролирует экспорт РНК из ядра, далее 

участвует при сборке вирионов.  

Нуклеопротеин 

Нуклеопротеин (NP) –внутренний белок вириона, взаимодействующий с белком М1, 

РНК и белками-полимеразами. Одной из основных функций NP является его опосредованное 

вирусной РНК взаимодействие с кэп-связывающим доменом PB2, которое облегчает 

инициацию транскрипции и репликацию в ядре клетки-хозяина (Szeto et al., 2020, Newcomb et 

al., 2009). Ассоциация NP с вирусной РНК (вРНК) происходит неоднородным образом и 

необходима для упаковки и поддержания стабильности вРНК (Bolte et al., 2019). Кроме того, 

NP участвует в транспорте вРНК как в ядро клетки, так и из ядра посредством сигналов 

ядерного экспорта (NES) и передачи сигналов ядерной локализации (NLS) (Ozawa et al., 2007).  

РНК-зависимая-РНК-полимераза  

РНК-зависимая РНК-полимераза взаимодействует с NP и РНК и состоит из 5 белков: 

РВ1, РВ1-F2, N40, РВ2 и РА. Три из них - PA, PB2 и PB1 - образуют гетеротример, который 

связывается с вирусной РНК и с NP с образованием вирусного комплекса RNP, необходимого 

для транскрипции и репликации в ядре клетки-хозяина (Obayashi et al., 2008). Белок N40 

является N-концевой усеченной формой белка PB1. В результате PB1-N40 не взаимодействует с 

PA, однако он все еще может взаимодействовать с PB1, PB2, PB1-F2 и NP. Было отмечено, что, 

хотя PB1-N40 не влиял на вирусную жизнеспособность, потеря экспрессии PB1-N40 была 

негативной для его репликации, снижая активность полимеразы и замедляя кинетику 

репликации (Wise et al., 2009). Это позволило предположить, что PB1-N40 поддерживает 

репликацию вируса. Белок PB1-F2 проявляет про-апоптотическую активность.  

1.3. Жизненный цикл вируса гриппа 

Вирус гриппа А прикрепляется к рецепторам с α-2,6- сиаловыми кислотами, которые 

представлены на эпителиальных клетках респираторной системы.   
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Проникновение в клетку осуществляется с помощью рецептор-опосредованного 

эндоцитоза (Рис. 2). Субъединица НА1 гемагглютинина связывается с клеточными 

рецепторами, что приводит к проникновению вируса в клетку-хозяина посредством эндоцитоза. 

Вирусная частица попадает в состав эндосомы. Дальнейший путь зависит от понижения pH и 

требует работы киназ С, Rab5, Rab7. Низкий эндосомальный pH запускает открытие ионных 

каналов М2, вызывая конформационное изменение белка НА. Происходит слияние 

эндосомальной и вирусной мембран и освобождению вирусных RNP в цитоплазму клетки-

хозяина. Затем RNP транспортируются в ядро через ядерные поры посредством использования 

сигналов ядерной локализации NLS, расположенных в белке NP (Cros et al., 2005).  

В ядре происходит процесс транскрипции и репликации отрицательной вирусной РНК 

((-)РНК) с помощью РНК-зависимой РНК полимеразы. После транскрипции матричная (+)РНК 

перемещается в цитоплазму, где на рибосомах происходят процессы трансляции. После 

репликации РНК из ядра перемещается в цитоплазму для сборки вирусных частиц. Белки M1, 

NEP и NP играют решающую роль в ядерном экспорте вирусных RNP комплексов через 

ядерные поры. Белок M1 способствует цитоплазматическому транспорту вирусных RNP, 

препятствуя их возвращению обратно в ядро и привлекая их к плазматической мембране для 

сборки вириона и почкования.  

Вирусные белки HA, NA и M2 транспортируются через аппарат Гольджи и встраивается 

в плазматическую мембрану. Здесь происходит почкование и отделение дочерних вирусных 

частиц. Для того чтобы вирусные частицы отделились от клетки во время почкования на 

плазматической мембране, NA, благодаря своей каталитической активности, гидролизует 

гликозидные связи между остатками сиаловых кислот и молекулами сахара.  
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Рисунок 2. Жизненный цикл вируса гриппа А (Chauhan and Gordon, 2022).  

 

1.4.  Индукция иммунного ответа при гриппозной вирусной инфекции 

Первоначально вирус поражает клетки эпителия в верхних дыхательных путях. 

Вирусная инфекция приводит к разрушению мерцательного эпителия, ведущему к потере 

способности дыхательных путей защищаться от вирусов и бактерий путем мукоцилиарного 

транспорта. Кроме того, репликация вируса индуцирует синтез интерферонов, цитокинов и 

других факторов первичного иммунного ответа, ведущих к местным и системным 

воспалительным ответам. Это приводит к симптомам - лихорадке, головной боли, ознобу, 

недомоганию, и боли в мышцах.  

Гриппозная инфекция индуцирует гуморальный иммунитет, представленный в виде 

системного и локального иммунного ответа, а также клеточный иммунитет, который 

обеспечивается Т-лимфоцитами. Оба вида иммунной защиты важны при гриппозной инфекции. 

Кроме того, различают врожденный (неспецифический) иммунитет и адаптивный 

(специфический). 

На ранней стадии инфекции репликация и клиренс вируса контролируются врожденной 

иммунной системой, которая формирует барьер первой линии на поверхности слизистых 

оболочек. После проникновения вируса в клетку вирусная РНК распознается рецепторами 
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распознавания паттернов (PRR), что влечет за собой секрецию провоспалительных цитокинов и 

хемокинов, а также интерферонов I типа (IFN) макрофагами и дендритными клетками. IFN 

способен стимулировать экспрессию различных генов, которые отвечают за индукцию 

противовирусного состояния. Провоспалительные цитокины индуцируют местное и системное 

воспаление, а хемокины участвуют в привлечении дополнительных клеток иммунной системы, 

таких как NK-клетки, нейтрофилы и моноциты. NK-клетки ответственны за уничтожение 

инфицированных клеток, в то время как нейтрофилы и моноциты помогают в удалении этих 

мертвых клеток.  

Врожденная иммунная система участвует в формировании и регуляции индукции Т-

клеточных реакций в дыхательных путях после заражения. Антигенпрезентирующие клетки 

(АПК), такие как альвеолярные макрофаги и дендритные клетки, которые находятся 

непосредственно под поверхностью эпителия дыхательных путей, захватывают антигены 

гриппа и впоследствии мигрируют в лимфатические узлы, чтобы представить антиген наивным 

Т- и В-лимфоцитам, и Т- и В-клеткам памяти. Антиген распознается Т-клеткой только при 

связывании его фрагментов-продуктов протеолиза - с молекулами главного комплекса 

гистосовместимости (MHC). В таком виде антиген может быть распознан Т-лимфоцитами 

CD4+ (распознают пептиды, связанные с молекулами МНС II), либо СD8+ Т-клетками в 

комплексе с МНС I. Затем эти лимфоциты подвергаются поэтапному процессу активации, 

пролиферации и дифференцировки (Braciale et al., 2012, Spitaels et al., 2016) (Рис. 3).  

 

Рисунок 3. Схематическое изображение клеточных и гуморальных иммунных реакций, 

индуцируемых инфекцией вирусом гриппа. АПК – антигенпрезентирующие клетки; TCR – 

рецепторы Т-клеток; Tfh – фолликулярные Т-хелперные клетки; MHC – основной комплекс 

гистосовместимости. Рисунок представляет собой упрощенную схему и был разработан с 

использованием шаблонов изображений Servier Medical https://smart.servier.com/. 
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При гриппозной инфекции, АПК секретируют интерлейкин (IL)-12, который 

способствует дифференцировке Т-хелперов (Th0) в T- хелперы 1 (Тh1).  А они в свою очередь 

секретируют IFN-γ и помогают производить IgG2a. Тh1-клетки также производят IL-2, 

необходимый для пролиферации вирус-специфических цитотоксических Т-лимфоцитов (CTLs). 

После активации в лимфатических узлах CD4+ и CD8+ Т-клетки мигрируют к месту заражения. 

Здесь CD8+ Т-клетки или цитотоксические Т-лимфоциты (CTL) способствуют лизису 

инфицированных клеток с помощью перфоринов и гранзимов или экспрессии лигандов Fas 

(FasL), рецепторы которых (Fas) экспрессируются на инфицированных клетках. Оба механизма 

приводят к апоптозу инфицированных клеток, после чего полный клиренс клеток происходит с 

помощью фагоцитов, такими как макрофаги и нейтрофилы (Lam and Baumgarth, 2019). CD8+ Т-

клетки, которые часто нацелены на консервативные эпитопы внутренних белков, обеспечивают 

более широкую защиту от различных штаммов гриппа (Grant et al., 2018). Основными 

вирусными антигенами, которые индуцируют CD8+-ответ, являются внутренние белки NP и PA 

(Crowe et al., 2003). Напротив, CD4+ Т-клетки, в основном действуют опосредованно, 

продуцируя различные цитокины, которые поддерживают В-клетки и имеют решающее 

значение для того, чтобы CD8+ Т-клетки приобрели свою способность к цитотоксичности. 

Существуют различные подмножества CD4+ Т-клеток (Th1, Th2, Th17, фолликулярные Т-

хелперные клетки (Tfh) и регуляторные Т-клетки (Treg)), которые характеризуются своими 

уникальными цитокиновыми паттернами и функциями. Например, клетки Tfh оказывают 

помощь В-клеткам, которые дифференцируются в В-клетки памяти и плазматические клетки, 

секретирующие высокоаффинные антитела против антигена-мишени. Инфекция вирусом 

гриппа индуцирует все ответы CD4+ Т-клеток, но наблюдается смещение в сторону ответа Th1. 

Основная функция Th1-клеток заключается в усилении провоспалительного клеточного 

иммунитета, в то время как Th2-клетки способствуют противовоспалительным иммунным 

реакциям.  

В противоположность этому, если IL-10 присутствует в начале иммунного ответа, Th0 

клетки дифференцируются в Т-хелперы 2 (Th2). Они активируют В-лимфоциты и способствуют 

развитию гуморального иммунного ответа, продуцируют IL-4, IL-5, IL-6. В отличие от Т-

клеток, которые распознают антиген в форме презентируемой MHC, В-клетки могут 

распознавать антиген в нативной форме. Иммуноглобулины A (IgA) транспортируются через 

эпителий слизистой оболочки верхних дыхательных путей, где они представляют собой первый 

иммунный барьер. IgG обеспечивают защиту в нижних дыхательных путях (Renegar et al., 

2004).  Нейтрализующие антитела, вырабатываемые В-клетками, которые в основном нацелены 

на эпитопы вируса гриппа, находящихся в глобулярной головке гемагглютинина, а также 

нейраминидазы, имеют решающее значение для предотвращения серьезных симптомов и даже 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Renegar%20KB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15265932
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смерти после заражения. Несмотря на тот факт, что ежегодно вновь появляющиеся вирусные 

штаммы могут избежать этого гуморального иммунитета путем точечных мутаций в области 

связывания с рецептором, ранее существовавшие ненейтрализующие антитела могут играть 

роль в предотвращении серьезных заболеваний и/или снижении смертности путем активации 

антителозависимой цитотоксичности, клеточного фагоцитоза или активации системы 

комплемента (Sedova et al., 2019).  

На рисунке 4 показано, какими путями антитела могут нейтрализовать инфекцию 

гриппа. Было показано, что мукозальный иммунитет, опосредованный IgA в верхних 

дыхательных путях более сильный против гетерологичных вирусных инфекций по сравнению с 

системным иммунитетом, опосредованным IgG (Ichinohe et al., 2008). Сильный кросс-

реактивный потенциал IgA является результатом полимерной природы этого иммуноглобулина, 

что приводит к повышению авидности антител к вирусу гриппа по сравнению с мономерами 

IgG (Tamura et al., 2005). Кроме того, dIgA (димерный) способен связывать вновь 

синтезированные вирусные белки, тем самым предотвращая сборку вирионов (Mazanec et al., 

1995).  Анти-NA антитела вызывают агрегацию вирусных частиц, что соответственно ведет к 

уменьшению числа инфекционных частиц (Outlaw and Dimmock, 1993). Понимание процессов 

антитело-опосредованной нейтрализации дает ценную информацию о взаимодействиях вирус-

клетка и помогает в разработке дизайна эффективных вакцин. Последние исследования 

показывают, что существуют и другие антитело-опосредованные механизмы. Существует FcR-

опосредованный фагоцитоз (Huber et al., 2001) и опосредованный лизис инфицированных 

клеток через механизм антитело-зависимой цитотоксичности (ADCC) и комплемент-зависимой 

цитотоксичности (CDC) (Wang et al., 2008).  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ichinohe%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18980544
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Рисунок 4. Механизмы антитело-опосредованной нейтрализации гриппозной инфекции. (a) – 

IgG или IgA (b) блокируют прикрепление вирусных частиц к рецепторам клеток; (c) – после 

проникновения, низкое значение pH в эндосоме запускает конформационные изменения 

гемагглютинина. На этом шаге, антитела связывают HA, блокируя слияние вирусной и 

эндосомальной мембраны, предотвращают выход RNP в цитоплазму клетки-мишени; (d) – 

внутриклеточная нейтрализация вируса гриппа c помощью связывания IgA с вирусными 

белками; (e) – Антитела, специфичные к нейраминидазе блокируют отпочкование вирусных 

частиц и дальнейшее распространение гриппозной инфекции путем ингибирования активности 

нейраминидазы (Stanekova and Vareckova, 2010). 

 

После устранения первичной инфекции в легких от 90% до 95% грипп-специфичных Т-

клеток подвергаются апоптозу, а оставшиеся становятся долгоживущими Т-клетками памяти. 

Эти клетки характеризуются высоким пролиферативным потенциалом, мультипотентным 

состоянием, длительной выживаемостью и способностью к самообновлению в отсутствие 

антигена. При повторном инфицировании эти клетки подвергаются быстрой клональной 

экспансии и дифференцируются во вторичные эффекторные Т-клетки, чтобы быстрее 

контролировать инфекцию (Spitaels et al., 2016). Также при первичной инфекции формируются 

B-клетки памяти и обеспечивают быстрый иммунный ответ при попадании антигена повторно 

(Рис. 3).  

 

2. Создание противогриппозных вакцин 

Вакцинация является одной из самых успешных стратегий борьбы с различными 

инфекционными заболеваниями. Целью каждой вакцинации является представление 

конкретного антигена или набора антигенов иммунной системе, для того чтобы вызвать 

образование антител к ним и, тем самым, сформировать невосприимчивость к патогену. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stanekov%C3%A1%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vare%C4%8Dkov%C3%A1%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21118546
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Вакцинация является эффективным способом снижения ущерба от эпидемий и пандемий 

гриппа. Проблема разработки новых типов вакцинных технологий остается актуальной, так как 

вирус гриппа постоянно меняется, и каждый год риск возникновения эпидемии остается.  

2.1. Современные противогриппозные вакцины 

Все вакцины против гриппа должны ежегодно обновляться, поскольку иммунитет 

сохраняется лишь в течение короткого периода времени (Young et al., 2018), и соответствовать 

антигенности циркулирующих вирусов. Таким образом, ежегодная вакцинация остается 

наиболее эффективным способом профилактики сезонной эпидемии гриппа. 

В настоящее время во всем мире используются три типа вакцин: инактивированная 

вакцина против гриппа (IIV), живая аттенуированная вакцина против гриппа (LAIV) и 

рекомбинантная вакцина. Каждый тип вакцины имеет свои преимущества и недостатки. 

Вакцины могут индуцировать иммунные реакции, включая гуморальный ответ (выработка 

антител В-лимфоцитами, которые могут специфически связываться с вирусным антигеном), и 

клеточный ответ (индукция цитотоксических CD8+ Т-лимфоциты, которые могут ограничивать 

распространение вируса внутри организма, убивая инфицированные клетки и СD4+ T-

лимфоцитов, оказывающих опосредованную функцию).  

Инактивированные вакцины. Инактивированные вакцины получают путем выращивания 

вируса в куриных эмбриональных яйцах. Такой тип вакцины является наиболее популярным в 

мире из-за относительно низких производственных затрат и высокой безопасности. Вакцинация 

инактивированными вакцинами начинается в возрасте 6-12 месяцев. Существует три типа 

инактивированных вакцин: цельновирионные вакцины, расщепленные вирионные вакцины и 

субъединичные вакцины. Цельновирионную вакцину получают путем очистки вирионов, 

которые были химически инактивированы формальдегидом или β-пропиолактоном. В вакцине с 

расщепленным вирионом вирусная оболочка разрушается диэтиловым эфиром или обработкой 

детергентом. Субъединичные вакцины содержат только вирусные белки гемагглютинин и 

нейраминидазу. Несмотря на более низкую иммуногенность и узкий спектр защиты, 

расщепленные вирионные и субъединичные вакцины используются чаще, чем 

цельновирионные вакцины. Помимо недолгого иммунитета, еще одной ключевой проблемой 

для инактивированных вакцин является то, что вирус гриппа А, особенно штамм A/H3N2 

требует большого количества пассажей в куриных эмбрионах для достижения высоких титров, 

потому что исходные изоляты там плохо размножаются. Такие чрезмерные пассажи могут 

изменять антигенность гемагглютинина, что влечет за собой антигенное несоответствие с 

эпидемическими изолятами (Wu et al., 2017). Эту проблему решают с помощью использования 

культивируемых клеточных линий для размножения вируса. Однако, титры вируса, 

выращенного в таких «искусственных» условиях, низкие, что влечет за собой повышение 
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стоимости производства. Поэтому использование инактивированных сезонных вакцин на 

основе клеточных культур ограничено.  

Живые ослабленные вакцины (аттенуированные). Живые аттенуированные вакцины 

доступны в США, Канаде и нескольких европейских странах. Поскольку живые ослабленные 

вакцины имитируют естественную инфекцию, не вызывая серьезных побочных реакций, они 

могут вызывать сильный иммунный ответ. Но такой тип вакцины тоже имеет минусы. Главный 

минус - это антигенная изменчивость и неполное аттенуирование при производстве. Эти 

события могут привести к появлению нового пандемического штамма вируса. Поэтому 

производство и использование живых вакцин необходимо всегда держать под пристальным 

контролем. Живая ослабленная вакцина не рекомендуется для использования у детей младше 2 

лет, для беременных женщин и людей с определенными сопутствующими заболеваниями или 

ослабленной иммунной системой. Живая аттенуированная вакцина против гриппа на основе 

адаптированных к холоду вирусных штаммов используется и в России («Ультравак»). 

Рекомбинантные вакцины на основе гемагглютинина. Такой тип вакцины производится 

с помощью систем, экспрессирующих рекомбинантный белок, с использованием 

бакуловирусных векторов и клеток насекомых. В состав вакцины входит рекомбинантный 

белок гемагглютинина. Преимуществом является то, что такой тип вакцин подходит людям с 

аллергией на яичный белок (Grohskopf et al., 2018). Кроме того, рекомбинантная вакцина может 

быть изготовлена в течение 2 месяцев. Это важное преимущество для использования в качестве 

профилактики против пандемических вирусов гриппа. Но минусом является то, что необходимо 

часто обновлять состав вакцины, в связи с изменением белка гемагглютинина в сезонных и 

пандемических штаммах. Инактивированные вакцины против вируса гриппа и рекомбинантные 

вакцины на основе HA имеют сходный механизм действия, но рекомбинантная вакцина менее 

иммуногенна и, следовательно, требует применения большей дозы, чтобы индуцировать такие 

же титры антител, что и при применении инактивированной вакцины (Cox et al., 2008). Из-за 

недостаточной эффективности у детей рекомбинантная вакцина на основе НА предназначена 

только для взрослых (Gutierrez and Sahly, 2015). Такой первой вакциной является Flublok, 

производства компании Санофи Пастер.  

На данный момент в России используется несколько живых аттенуированных вакцин и 

разные типы инактивированных вакцин. Они являются трехвалентными, то есть содержат 

антигены трех штаммов вируса гриппа. Например, вакцины Гриппол Нео, Ультрикс, 

Совигрипп. В настоящее время в мире циркулируют две линии вируса гриппа В, поэтому в 

последних рекомендациях ВОЗ предлагается добавить второй штамм вируса гриппа В к двум 

штаммам вируса гриппа А и одному штамму вируса гриппа В для получения четырехвалентной 

вакцины. Это предполагает обеспечение более широкой защиты от нескольких вирусов гриппа. 
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В России такими примерами являются вакцины Гриппол Квадривалент, Ультрикс Квадри.  Для 

каждого типа вакцин характерны свои недостатки, которые необходимо устранять или 

обходить в будущем для повышения эффективности защиты. 

 

Таблица 2. Вакцины против вирусов гриппа, используемые в России.  

Название Тип Валентность Способ введения Адъю

вант 

Страна - 

производите

ль 

Инфлювир Живая 

аттенуированная 

1 (А) Интраназально - Россия 

Ультравак Живая 

аттенуированная 

3 (А, А, В) Интраназально - Россия 

Ваксигрипп Инактивированная 

цельновирионная 

3 (А, А, В) Внутримышечно 

или подкожно 

- Франция 

Ультрикс Инактивированная 

расщепленная 

3 (А, А, В) Внутримышечно - Россия 

Ультрикс 

квадри 

Инактивированная 

расщепленная 

4 (А, А, В, 

В) 

Внутримышечно - Россия 

Инфлювак Инактивированная 

субъединичная 

3 (А, А, В) Внутримышечно 

или подкожно 

- Нидерланды 

Гриппол Нео Инактивированная 

субъединичная 

3 (А, А, В) Внутримышечно 

или подкожно 

Поли

оксид

оний 

Россия 

Гриппол 

Квадривалент 

Инактивированная 

субъединичная 

4 (А, А, В, 

В) 

Внутримышечно 

или подкожно 

Поли

оксид

оний 

Россия 

Совигрипп Инактивированная 

субъединичная 

3 (А, А, В) Внутримышечно Сови

дон 

Россия 

Флю-М Инактивированная 

субъединичная 

3 (А, А, В) Внутримышечно - Россия 

 

Современная вакцина против гриппа, обладающая способностью индуцировать широкий 

длительный защитный иммунный ответ, предпочтительно с гетеросубтипной защитой является 

необходимой потребностью для общественного здравоохранения.  

2.2. Универсальные противогриппозные вакцины 

Было предпринято множество стратегий по разработке универсальной вакцины против 

гриппа. Индукция перекрестных защитных иммунных реакций, направленных на 

консервативные эпитопы В-клеток или Т-клеток, является основным принципом, лежащим в 

основе широкой защиты. Некоторые консервативные вирусные антигены, такие как 

внеклеточный домен М2 (M2e), участок стебля гемагглютинина HА, участок нейраминидазы 

NA и эпитопы Т-клеток во внутренних белках, таких как PB1, нуклеопротеина NP и 

матриксного белка M1 могут быть мишенями для индукции перекрестно-реактивного 

иммунного ответа.  
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2.2.1. Универсальные вакцины на основе М2е 

Вирус гриппа А имеет два основных поверхностных белка, HA и NA, и один 

второстепенный поверхностный белок, который формирует ионные каналы - М2. Матричный 

белок 2 является интегральным мембранным белком III типа (по номенклатуре von Heijne) 

(Heijne, 1986). Он формирует ионный канал, который активируется при низких рН (Mould et al., 

2000) и является специфической целью для противогриппозных препаратов амантадина и 

ремантадина. Эти ингибиторы влияют на двух стадиях жизненного цикла вируса: раздевание 

вируса и созревание. Низкое значение рН способствует белок-белковой диссоциации 

матричного белка и RNP, в результате чего происходит выход вирусных RNP в цитоплазму 

клетки хозяина (Pinto et al., 1992). 

Внеклеточный домен белка М2 (M2e) состоит из 23 аминокислот. В 2005 году была 

проанализирована эта последовательность у 716 штаммов вирусов гриппа А, выделенных от 

различных хозяев (человек, птица, свинья и др.). В результате было установлено, что 17 из 23 

а.о. являются консервативными (Liu et al., 2005) (Таблица 3). Таким образом, консервативность 

внеклеточного домена белка М2 позволяет рассматривать его в качестве перспективной 

мишени для разработки универсальных вакцин против вирусов гриппа А, способных 

обеспечить широкий спектр защиты.  

 

Таблица 3. Последовательности М2е штаммов вируса гриппа человека. 

 

Штамм вируса гриппа Субтип 

Аминокислотная 

последовательность 

внеклеточного домена М2 белка 

Консенсусная 

последовательность  

 
SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD 

A/Puerto Rico/8/34 H1N1 SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD 

A/FM/1/47-MA H1N1 SLLTEVETPTKNEWECRCNDSSD 

A/Berkely/1/68 H2N2 SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD 

A/Aichi/2/68  H3N2 SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD 

A/Moscow/346/2003 H3N2 SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD 

A/Darwin/9/2021 H3N2 SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSN 

A/Hong Kong/156/97 H5N1 SLLTEVETLTRNGWGCRCSDSSD 

A/Vietnam/1203/04 H5N1 SLLTEVETPTRNEWECRCSDSSD 

A/Hong Kong/1073/99 H9N2 SLLTEVETLTRNGWECKCRDSSD 

 

Низкая иммуногенность М2е требует использование носителей и/или адъювантов для 

усиления иммунных ответов. Одним из наиболее эффективных подходов является создание 

вирусоподобных частиц (VLP), которые несут M2e на своей поверхности. Было показано, что 

основной белок вируса гепатита В (HBc), генетически слитый с M2e, самособирается в 

вирусоподобные наночастицы, представляющие около 240 копий M2e на поверхности (Neirynck 
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et al., 1999). После этой работы были предприняты различные попытки по улучшению 

иммуногенности и защитной эффективности таких вирусоподобных частиц. Основные 

стратегии включают увеличение числа копий М2е с помощью тандемных повторов (Ravin et al., 

2015, Sun et al., 2015) и комбинации с адъювантами, такими как субъединица холерного 

токсина А1 (De Filette et al., 2006) или В-субъединица термолабильного энтеротоксина 

Escherichia coli (Zhang et al., 2009). Есть работы, в которых вирусоподобные частицы на основе 

HBc, несущие М2е, были дополнительно усложнены Т-клеточным эпитопом из нуклеопротеина 

для выработки также Т-клеточного иммунитета (Gao et al., 2013).  

Помимо HBc, M2e был слит с различными белками оболочки или капсида, полученными 

из других вирусов, включая вирус табачной мозаики (Petukhova et al., 2013), вирус мозаики 

мальвы (Leclerc et al., 2013), бактериофаг Т7 (Hashemi et al., 2012) и РНК-содержащий фаг Qβ 

(Bessa et al., 2008). Но часто вставка в ту или иную область молекулы нарушает сборку капсида 

и образование вирусоподобных частиц, отрицательно влияет на стабильность, хранение. Это 

является серьезным препятствием для создания препаратов. 

Проведенные исследования показали механизмы перекрестной защиты, обеспечиваемой 

вакцинами на основе M2e (Jegerlehner et al., 2004, El Bakkouri et al., 2011). Главным является то, 

что антитела, специфичные к M2e, не могут непосредственно нейтрализовать вирусы, но они 

способны вызывать другие иммунные реакции, опосредованные антителами и клетками. В 

отличие от гемагглютинина (HA), М2е белок в структуре вириона не доступен для связывания с 

антителами. Однако, М2е-специфические антитела способны взаимодействовать с клетками, 

инфицированными вирусом гриппа, на поверхности которых М2 присутствует в значительном 

количестве. Связывание этих антител с М2е на клетках-мишенях вызывает активацию 

антитело-зависимой клеточной цитотоксичности (Huber et al., 2001), а также комплемент-

зависимой цитотоксичности. Кроме того, М2е-специфические антитела активируют гибель 

инфицированных клеток с помощью натуральных киллеров (NK). Эти исследования в 

совокупности предполагают, что М2е-специфические антитела играют решающую роль в 

широкой защите от вируса гриппа А за счет их способности элиминировать инфицированные 

клетки, не допуская репликации и распространения вируса.   

Сложной задачей остается преодоление недостаточной защитной эффективности вакцин 

на основе M2e из-за проблемы низкой иммуногенности антигена и низкого содержания белков 

M2 в вирионах гриппа. С клинической и практической точек зрения многократная иммунизация 

высокой дозой вакцинных антигенов в сочетании с сильнодействующими адъювантами может 

представлять угрозу безопасности, что делает подходы к вакцинации на основе М2е 

несостоятельными в качестве самостоятельного препарата. Решением могло бы быть 

объединение антигена M2e с другими вирусными антигенами гриппа или с штамм-
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специфичными вакцинами. Это могло бы привести к повышению эффективности и более 

широкой перекрестной защите. Например, в нескольких исследованиях M2e сочетался с 

доменом головки или стебля НА вируса гриппа, чтобы вызвать широкий защитный иммунитет 

с использованием различных платформ, включая наночастицы (Guo et al., 2017, Bernasconi et 

al., 2018, Deng et al., 2018, Цыбалова и др., 2017). Была исследована дополнительная 

вакцинация M2e для преодоления специфической для штамма защиты или низкой 

иммуногенности классических инактивированных или расщепленных вакцин (Music et al., 2016, 

Song et al., 2016).  

2.2.2. Универсальные вакцины на основе консервативных областей 

гемагглютинина 

Гемагглютинин вируса гриппа является основным антигеном-мишенью сезонной 

вакцины в настоящее время. Однако вакцины на основе НА обеспечивают только штамм-

специфическую защиту от гомологичных вирусов, что требует ежегодного обновления состава 

вакцин для соответствия циркулирующим вирусным штаммам. НА состоит из двух доменов: 

шаровидной головки и стеблевого домена. Так как головной домен иммунологически 

доминантен, то большинство антител на HA направлено на него. Также он и сильно вариабелен. 

Напротив, стеблевой домен HA относительно консервативен среди вирусов, и поэтому 

индукция образования антител, специфичных к стеблевой части, рассматривается как ключ к 

разработке вакцин с широким спектром действия. Однако этот домен обычно рассматривается 

как иммунологически субдоминантный из-за маскирующего эффекта за счет домена головки и 

непосредственной близости к вирусной мембране (Krammer, 2019).  

Основной функцией антител к участкам стеблевого домена является ингибирование 

слияния мембран. Связывание антител со стеблевым доменом прерывает конформационное 

изменение HA и предотвращает последующее слияние мембран (Ekiert et al., 2009). Более того, 

связывание стеблевого домена антителами блокирует доступ протеаз к участку расщепления, 

расположенному в этой области, и предотвращает протеазозависимое расщепление 

предшественника HA на субъединицы HA1 и HA2, что является предпосылкой для изменения 

конформации HA (Ekiert et al., 2009). Эти две перекрывающиеся функции стебель-реактивных 

антител приводят к ингибированию слияния мембран и прямой нейтрализации вируса. В 

дополнение к этим механизмам, антитела к стеблю могут также связываться с недавно 

экспрессируемыми белками HA на поверхности клетки и препятствовать почкованию или 

высвобождению вируса на более поздней стадии инфекции (Tan et al., 2014). Активность 

антител к участкам стеблевого домена может привести к нейтрализации вирусов гриппа, хотя 

нейтрализующая активность таких антител слабее, чем у антител к участкам головного домена 

НА, которые непосредственно препятствуют связыванию вируса с рецептором клетки. Помимо 
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нейтрализующей активности антитела к стеблевому домену способны участвовать в таких 

механизмах защиты как антитело- и комплемент-зависимая клеточная цитотоксичность для 

удаления инфицированных вирусом клеток из организма посредством NK-клеток и макрофагов 

(DiLillo et al., 2014, Ana-Sosa-Batiz et al., 2016).  

Также такие антитела ингибируют ферментативную активность NA через стерические 

помехи, ограничивая ей доступ к HA-связанной сиаловой кислоте, тем самым предотвращая 

выход вируса (Kosik et al., 2019). В целом, антитела к стеблевому участку обеспечивают 

широкую защиту от заражения вирусом гриппа посредством множества механизмов, 

воздействующих как на HA, так и на NA на протяжении всего инфекционного цикла вируса 

гриппа. Т-клеточный иммунитет против консервативных участков стеблевого домена также 

обеспечивает широкую защиту. Перекрестно-реактивные цитотоксические Т-лимфоциты (CTL) 

распознают вирусные эпитопы, представленные АПК, и убивают инфицированные клетки. 

Чтобы преодолеть низкую иммуногенность участков стеблевого домена HA были 

применены разные подходы. Например, были разработаны «безголовые» HA, у которых 

отсутствует головной домен, для усиления выработки антител именно к стеблевому участку 

(Steel et al., 2010). Но удаление головного домена часто приводило к неправильному 

свертыванию стеблевого домена, что делало нейтрализующие эпитопы неэффективными. 

Последующие исследования были проведены для получения нативной структуры с помощью 

рационализации конструкций, имитирующих нативную тримерную конформацию (Impagliazzo 

et al., 2015).  

Второй подход к индукции антител к стеблевому домену основан на создании химерного 

НА, который состоит из стеблевого домена, полученного из основных штаммов-мишеней, 

таких как вирусы H1, H3, слитых с головным доменом птичьих штаммов вирусов, таких как H5, 

H6 или H8 (Krammer and Palese, 2015). Химерный подход HA предполагает использование 

полноразмерного функционального белка HA.   

Третий подход основан на гипергликозилировании головного домена НА. Введение 

дополнительных сайтов N-гликозилирования в иммунодоминантный головной домен закрывает 

основные антигенные сайты в этом домене и перенаправляет иммунный ответ с головного 

домена на стебелевой (Krammer and Palese, 2015).  

Так как стебелевой домен менее иммуногенен, чем головной, и антитела к нему менее 

эффективны в нейтрализации вируса, чем антитела к головному домену, то для индукции 

достаточного защитного уровня антител требуется многократная иммунизация вакцинами на 

основе стеблевого домена НА.  

2.2.3. Т-клеточный иммунитет как важнейший фактор эффективности защиты от 

гриппа 
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Подавляющее большинство усилий по разработке вакцин с широким спектром действия 

сосредоточено на индукции иммунного ответа в виде антител к поверхностным 

гликопротеинам: M2e, НА, NA. Однако помимо гуморального иммунитета для формирования 

широкой защиты от инфекции гриппа важен и Т-клеточный иммунитет (Sridhar, 2016, Clemens 

et al., 2018). Т-клеточный иммунитет против вирусов гриппа не является нейтрализующим, но 

он способен облегчить тяжесть заболевания и уменьшить длительность инфекционного 

периода, способствуя быстрому выздоровлению (Sridhar, 2016). Для обеспечения действительно 

универсальной защиты от высоковариантных вирусов гриппа необходима индукция 

разнообразных иммунных реакций, как гуморальных, так и Т-клеточных.   

Известно, что Т-клеточный иммунитет обладает высокой перекрестной реакцией за счет 

распознавания консервативных пептидов между различными подтипами вирусов гриппа (Lee et 

al., 2008, van de Sandt et al., 2014). Обширные исследования на различных моделях животных 

доказали, что защитная роль вакцинации связана с образованием цитотоксических CD8+ Т-

лимфоцитов (Kreijtz et al., 2009, Bodewes et al., 2011). Большинство перекрестно-реактивных Т-

клеточных эпитопов вируса гриппа находятся во внутренних белках, что неудивительно, 

учитывая то, что последовательность внутренних белков медленнее меняется эволюционно. Ряд 

CD4+ и CD8+ Т-клеточных эпитопов высококонсервативны у внутренних белков (Terajima et 

al., 2013).  

Несколько вакцин-кандидатов на основе Т-клеточных эпитопов находятся на разных 

стадиях клинической разработки (Sridhar, 2016). Эти вакцины представляют собой 

рекомбинантные белки,  вирусоподобные наночастицы, ДНК-вакцины, реплицирующиеся и 

нереплицирующиеся вирусные векторы. Примером могут быть вирусоподобные частицы, 

полученные с помощью бакуловирусной экспрессионной системы, несущие пептиды HA, NA и 

M1 вируса гриппа H1N1. Интраназальная иммунизация мышей BALB/c этими частицами 

обеспечивала интенсивную индукцию Т-клеточного ответа (Keshavarz et al., 2019). Другим 

примером являются модифицированные векторы MVA (вирус осповакцины Анкары), 

экспрессирующие NP, которые способны защитить мышей от летального заражения вирусами 

H5N1, H7N1 и H9N2 с помощью механизма, включающего специфичные для гриппа ответы 

CD4+ и CD8+ Т-клеток (Hessel et al., 2014). 

Многообещающим антигеном для разработки универсальной вакцины могут быть 

консервативные фрагменты нуклеопротеина (NP). Белок NP консервативен в вирусах гриппа А, 

с разницей в аминокислотных последовательностях менее 11% (Shu et al., 1993). Он является 

мишенью для перекрестно-реактивного ответа цитотоксических Т-лимфоцитов (CTL) на 

вирусы гриппа А (Yewdell et al., 1985, Townsend et al., 1985). Индукция CTL важна для 

выздоровления от гриппозной инфекции, так как удаляются инфицированные вирусом клетки и 
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прерывается цикл размножения вируса (Brown and Kelso, 2009).  Благодаря консервативности 

последовательности и индукции широкого NP-специфического иммунитета, NP привлекателен 

для разработки универсальной вакцины против гриппа. Фрагменты NP были использованы в 

нескольких универсальных вакцинах-кандидатах на разных стадиях клинических испытаний 

(III фаза КИ: Multimeric-001 (M-001), II фаза: FLU-v, I фаза: FP-01.1) (согласно базе данных 

Universal Influenza Vaccine Technology Landscape). В рекомбинантной вакцине Multimeric-001, 

включены 3 эпитопа белка NP: Th эпитоп и 2 CTL эпитопа (335-350 а.о. и 380-393 а.о.). В состав 

пептидной вакцины FLU-v входит консенсусная последовательность NP белка для вирусов 

гриппа А (255-275 а.о.) и B (307-325 а.о.) (Romeli et al., 2020). Показана безопасность и 

эффективность этих вакцин, а также их способность индуцировать NP специфический Т-

клеточный ответ (Van Doorn et al., 2017, Pleguezuelos et al., 2012). Комбинация нескольких 

консервативных антигенов, которые вместе могут вызывать иммунный ответ, опосредованный 

антителами и клетками, против широкого спектра вирусов гриппа, была бы предпочтительной 

для разработки вакцины с широким спектром действия. 

Хорошо известно, что CD4+ Т-клетки играют важную роль в организации 

противовирусного иммунитета, а также в инициировании и поддержании эффекторных 

функций CD8+ Т-клеток. Однако, использование синтетических пептидов и рекомбинантных 

белков для создания эффективных вакцин сталкивается с рядом проблем, таких как отсутствие 

согласованных эпитопов Т-хелперов, распознаваемых CD4-Т-клетками человека у 

индивидуумов, экспрессирующих различные аллели МНС класса II. Чтобы преодолеть 

проблему полиморфизма HLA в человеческой популяции, был разработан простой Т-клеточный 

хелперный эпитоп, обозначенный как pan HLA DR-связывающий эпитоп (PADRE) (Alexander et 

al., 1994). PADRE - универсальный синтетический пептид из 13 аминокислот, активирующий 

CD4+ Т-клетки. Поскольку PADRE имеет высокое сродство к 15 из 16 наиболее 

распространенных типов HLA-DR человека и умеренное или высокое сродство к мышиным I-

Ab/d и I-Eb/d MHC-гаплотипам, он обеспечивает эффективные ответы CD4+ Т-клеток. 

Вероятно, PADRE может преодолеть проблемы, вызванные полиморфизмом молекул HLA-DR 

в популяции (Agadjanyan et al., 2005). Исследования in vitro показали, что PADRE индуцирует 

пролиферативный Т-клеточный ответ индивидуумов с различными HLA-аллелями (Alexander et 

al., 1994). Анализ на пролиферацию показал, что PADRE в 100 раз более эффективен, чем 

другие универсальные Т-хелперные эпитопы, например, универсальный эпитоп, полученный из 

столбнячного токсина (Alexander et al., 2000). Кроме того, клинические исследования на людях 

показали, что PADRE является безопасным и хорошо переносимым (Weber et al., 1999). PADRE 

активно изучается для создания рекомбинантных или синтетических вакцин для человека 

(Decroix et al., 2002, Vichier-Guerre et al., 2003, Ghaffari-Nazari et al., 2015). Например, его 
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наличие значительно увеличивает гуморальный иммунный ответ, индуцированный вакциной 

против рекомбинантного малярийного антигена (Rosa et al., 2004). Другим примером является 

исследование вакцинного кандидата против папилломавирусов человека на основе пептида E7 в 

комбинации с PADRE и агонистом Toll-подобного рецептора 3 (TLR3), которое показало 

лучшие ответы CTL и противоопухолевую защиту, чем вакцина без Т-хелперного эпитопа (Wu 

et al., 2010). 

 

3. Вакцинные платформы, используемые для разработки универсальных вакцин-

кандидатов против гриппа 

Консервативные антигены вируса гриппа имеют слабую иммуногенность и требуют 

использования специальных носителей и/или адъювантов, которые увеличивали бы их 

иммуногенность за счет своих иммуноадъювантных свойств, а также возможности презентации 

антигена в высокой плотности на своей поверхности. В настоящее время существует несколько 

подходов к созданию универсальных вакцин против гриппа.  

Одним из подходов к проектированию вакцин с широким спектром действия является 

использование иммуногенных консервативных эпитопов. Это минимальный компонент, 

который активирует лимфоциты: короткие пептиды из 8-10 аминокислот для активации Т-

клеток и более длинные последовательности до 20 аминокислот для активации В-клеток 

(Rotzschke et al., 1991).  

Однако существуют проблемы, связанные с пептидными вакцинами, в первую очередь 

низкая иммуногенность по сравнению с «цельнопатогенными» вакцинами и необходимость 

надежных и простых методов оценки Т-клеточного ответа. С другой стороны, заметным 

преимуществом вакцин на основе пептидов является широкий спектр вариантов их 

производства. Например, смесь синтетических пептидов может быть получена химическим 

путем, или полиэпитопный продукт может быть получен в виде рекомбинантного белка с 

использованием различных систем экспрессии.  

Примером таких вакцин является рекомбинантные белки на основе четырех тандемных 

копий М2е, слитые с С-концом флагеллина (Степанова и др., 2018). Кроме того, был разработан 

аналогичный белок с дополнительной вставкой консервативного фрагмента гемагглютинина 

НА2 (Цыбалова и др., 2017).  

Универсальные вакцины против гриппа на основе вирусоподобных частиц (VLP) 

Важным при создании вакцин является и фактор поглощения антигенов антиген-

презентирующими клетками. Он зависит от нескольких антиген-связанных свойств, таких как 

размер, форма, поверхностный заряд, гидрофобность и гидрофильность антигена, а также от 

рецепторных взаимодействий. Размер антигенов является важным фактором их эффективного 
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поглощения АПК. Антигены, такие как виросомы, вирусоподобные частицы или антигены, 

связанные с адъювантами, имеют большую поверхность, которая заряжена, гидрофобна или 

обладает рецептор-взаимодействующими свойствами. Это приводит к лучшему 

взаимодействию АПК с частицами, чем с растворимыми белками. Было показано, что 

активация АПК связана с размером поглощаемых частиц (Bachmann and Jennings, 2010). Таким 

образом, в отличие от небольших белковых антигенов, которые неэффективно воспринимаются 

и презентируются АПК, белковые агрегаты или наноразмерные частицы могут эффективно 

взаимодействовать с АПК и активировать их иммунный ответ. 

Многие вирусные структурные белки обладают способностью к самосборке в 

вирусоподобные частицы, которые имитируют структуру нативных вирусов, но лишены 

вирусного генома. VLP зарекомендовали себя как универсальная, безопасная и 

высокоиммуногенная платформа для вакцин благодаря присущим им иммуногенным 

свойствам. Например, ядерный антиген вируса гепатита В (HBcAg) может образовывать VLP и 

нести на поверхности чужеродные антигены (Neirynck et al., 1999). VLP могут быть получены в 

клетках бактерий, дрожжей, насекомых и млекопитающих и даже в растениях. Платформы для 

производства VLP на растительной основе предлагают множество преимуществ, таких как 

низкая стоимость, высокая безопасность, надлежащая посттрансляционная модификация и 

высокая масштабируемость (Hemmati et al., 2022). Вакцина-кандидат QVLP, разработанная 

компанией Medicago, в которой используются VLP, полученные в растениях Nicotiana 

benthamiana, несущие антигены HA, обеспечила защиту от заболеваний, вызываемых вирусами 

гриппа у взрослых, и прошла III стадию клинических испытаний (Ward et al., 2020).  

 

Универсальные вакцины против гриппа на основе наночастиц, отличных от VLP 

Сборка белков в наночастицы оказалась многообещающей для представления 

иммуногенов антиген-презентирующим клеткам и запуска реакций В- и Т-клеток на 

инфекционные агенты. В настоящее время в клинических испытаниях находятся несколько 

универсальных вакцин против гриппа, основанных на платформах наночастиц, отличных от 

вирусоподобных. Примерами являются самособирающиеся частицы на основе ферритина, 

несущие консервативные последовательности стеблевого домена НА (Corbett et al., 2019). В 

настоящее время также разрабатывается вакцина-кандидат на основе наночастиц из 

пентамерной люмазин-синтазы, FluMos-v1, которая индуцирует защитную реакцию антител 

против широкого спектра вирусов гриппа (Boyoglu-Barnum et al., 2021). Nano-Flu, вакцина-

кандидат на основе наночастиц, покрытых полисорбатом-80, для доставки антигена 

гемагглютинина, вызывает индукцию гуморального и клеточного иммунного ответа (Shinde et 

al., 2022).  
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Кроме того, существует множество доклинических исследований, посвященных 

разработке универсальных вакцин против гриппа на основе платформ из наночастиц, отличных 

от вирусоподобных. В большинстве из них используются консервативные антигены вируса 

гриппа, такие как M2e, NP и стеблевой домен НА. Сами частицы представляют собой 

липосомы, самособирающиеся наночастицы, дендримеры. Применение таких новых платформ 

является перспективным и играет большую роль в разработке универсальной вакцины против 

гриппа. 

 

4. Наночастицы на основе искусственных самособирающихся пептидов как носители 

антигенов 

Самосборка — это способность некоторых молекул спонтанно собираться в 

упорядоченные структуры. Примерами такой сборки являются капсиды вирусов, клеточные 

мембраны, клеточный цитоскелет. В основе самосборки лежит образование стабильной 

структуры с более низким уровнем энергии. Примерами самоорганизующихся частиц являются 

белки вирусов, такие как капсид вируса табачной мозаики (TMV) (Orlov et al., 2001) и ядерный 

антиген вируса гепатита В (HBcAg) (Burrell et al., 1979). Молекулярная инженерия белков как 

мономерных строительных блоков через самосборку была впервые предложена Дрекслером в 

1981 году (Drexler, 1981). С тех пор самособирающиеся пептиды стали использоваться для 

получения широкого спектра материалов, таких как нановолокна (Zhang, 2003), нанопроволки 

(Sun et al., 2016), наночастицы (Kaba et al., 2009, Raman et al., 2006) и др. 

4.1. Coiled Coil мотив для получения самособирающихся структур  

Создание сложных структур посредством высокоупорядоченных повторений 

ограниченного числа строительных блоков является особенностью самосборки (Lakshmanan et 

al., 2012). Первичная и вторичная структуры пептидов определяют их свойства для самосборки 

(Yang et al., 2012). Наиболее распространенными в природе мотивами, способствующими 

олигомеризации, являются α-спирали (Burkhard et al., 2001). Они являются удобными 

строительными блоками для проектирования самособирающихся материалов за счет их 

стабильности и четко определенных структур (Yang et al., 2012). 

Существует много работ, свидетельствующих о важной роли α-спиралей во 

внутрибелковых и межбелковых взаимодействиях (Mason and Arndt, 2004, Indelicato et al., 

2016). Суперспирализованные участки (Coiled-coil домен) являются основой для многих 

сложных конструкций. Такая структура представляет отличную основу для построения 

самособирающихся элементов по нескольким причинам. В первую очередь, несмотря на 

одинаковую структуру в спиралях, суперспирали демонстрируют необычное богатство своей 

структуры и своих функций. Во-вторых, больше прослеживается связь между аминокислотной 
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последовательностью и вторичной структурой, чем в других мотивах.  В-третьих, изучены 

механизмы конструирования таких структур, что приводило к множеству успешных разработок 

Coiled Coil.  

 

 

Рисунок 5.  Принцип образования Coiled-coil домена. Гептадные повторы гидрофобных и 

полярных аминокислотных остатков приводят к образованию амфипатических спиралей. 

Гидрофобные грани двух или более таких спиралей затем скручиваются, образуя Coiled Coil. 

Взаимодействие осуществляется через аминокислоты в положениях a, d, e, g (показаны в виде 

палочек), другие аминокислоты в положении b, c, f свободны. Визуализация PyMOl. 

 

Основные принципы суперспирализации, ее возникновение и сворачивание 

представлены на рисунках 5 и 6. По сути, большинство таких структур основано на гептадном 

повторе, который имеет 7 остатков, часто именуемых abcdefg. Позиции 1 и 4 часто заняты 

гидрофобными (H) аминокислотами, остальные – полярными (P). Итоговая последовательность 

(HPPHPPP) создает возможность создания амфипатической альфа-спирали. В воде две или 

более спирали могут комбинироваться, взаимодействуя между собой, чтобы спрятать свое 

гидрофобное ядро, а заряженные аминокислоты в определенных позициях дополнительно 

стабилизируют формирующуюся суперспирализацию (Apostolovic et al., 2010) (Рис. 6).  

В природе наблюдается большое разнообразие Coiled Coil структур (варьируется 

количество спиралей в мотиве и их топология (относительная ориентация спиралей)) (Рис. 7). 

Это дает широкий диапазон для различного применения спиралей.  
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Рисунок 6. Схемы образования Coiled Coil. (a) Параллельный димерный Coiled Coil домен; (b) 

Антипараллельный димерный Coiled Coil домен; (c) Тримерный Coiled Coil домен; (d) 

Тетрамерный Coiled Coil домен; (e) Пентамерный Coiled Coil домен. Изогнутые стрелки 

указывают на солевые мостики, а скрещенные стрелки - на гидрофобные взаимодействия 

(Apostolovic et al., 2010). 

  

 

Рисунок 7. Примеры Coiled Coil доменов. Визуализация сделана в программе PyMOl. 

Идентификаторы белков в PDB: 1C1G (Whitby and Phillips, 2000), 1FOS (Glover et al., 1995), 

1ECM (Lee et al., 1995), 1AA0 (Tao et al., 1997), 1TOH (Goodwill et al., 1997), 1MZ9 (Ozbek et al., 

2002).  
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Использование методов биоинформатики дает возможность создания de novo структур 

Coiled-coil с определенными свойствами, поскольку большое значение имеет первичная 

структура белка (Harbury et al., 1993). Такие структуры находят применение в качестве 

строительных блоков для разработки самособирающихся биоматериалов. Например, 

гетеродимерные Coiled-coil имеют различные применения в биоматериалах при 

конструировании гидрогелей (Yang et al., 2006). Также Coiled Coil взаимодействие 

использовалось при мечении белков (Yano et al., 2008). Это первый пример, в котором 

хромофор был помещен на поверхность клетки путем гетеродимеризации двух спиралей. 

Пептидные самособирающиеся наноструктуры использовались в качестве пептидных 

поверхностно-активных веществ (Mandal et al., 2014), исследовательских моделей сворачивания 

белков и изучения конформационных нарушений белков (Doll et al., 2015). Некоторые 

наноразмерные самособирающиеся структуры обладают центральной полостью, которая 

позволяет им переносить лекарственные средства или гены (Doll et al., 2015, Habibi et al., 2016). 

Эти примеры – только малая часть способов применения спиральных пептидов. Однако, они 

показывают их потенциал для получения материалов, представляющих интерес для различных 

применений, включая доставку лекарств. Одним из многообещающих применений 

самособирающихся структур является применение их в разработке вакцин.  

4.2. Принципы дизайна самособирающихся частиц (self-assembling polypeptide 

nanoparticle, SAPN) 

Новый способ разработки эффективных нановакцин на основе эпитопов патогенов 

заключается в использовании самособирающихся в частицы пептидов (self-assembling 

polypeptides, SAP). Они обычно представляют собой пептиды со спиральными вторичными 

структурами, которые собираются вместе посредством нековалентных взаимодействий с 

образованием наноразмерных трубчатых, фибриллярных или сферических структур.  

Одним из наиболее привлекательных структурных мотивов белка для проектирования 

нановакцин являются домены олигомеризации в виде спиралей. Эти мотивы состоят из двух 

или более α-спиралей, обернутых друг вокруг друга (Сoiled Coil мотивы). Coiled Coil мотивы 

являются одним из наиболее распространенных, лучше всего понимаемых и стабильных 

доменов олигомеризации (Burkhard et al., 2001).  

Перспективными для разработки вакцин являются самособирающиеся белковые 

наночастицы (SAPN). SAPN – это спроектированные повторяющиеся антигенные дисплеи, 

которые могут быть предназначены для широкого спектра антигенов. SAPN обычно состоят из 

повторяющихся мотивов, что позволяет встраивать антигены в их структуры таким образом, 

что они экспонируются на поверхности собранных частиц, тем самым создавая химерные 
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наночастицы для использования их в качестве носителей антигенов. Эпитопы могут быть 

включены либо на С-конец, либо на N-конец каждого мономера SAP. Такие мономеры будут 

собираться в частицы с правильной симметрией (Raman et al., 2009, Yang et al., 2012). Высокая 

плотность антигенов и структурно упорядоченное расположение антигенов на SAPN 

напоминают паттерны распознавания патогенов (López-Sagaseta et al., 2016). Это 

многовалентное взаимодействие является ключевым этапом в индукции сильного иммунного 

ответа и является решением проблемы слабой иммуногенности отдельных эпитопов. Вместе 

эти факторы делают их отличными иммуностимулирующими частицами и самыми 

интересными кандидатами для разработки вакцинных препаратов.  

Одним из основных преимуществ самособирающихся наночастиц является большое 

разнообразие Coiled Coil доменов. В природе существуют Coiled Coil домены, состоящие из 2, 

3, 4, 5 и 6 α-спиралей, а в лабораторных условиях были синтезированы и Coiled Coil домены с 7 

α-спиралями (Apostolovic et al., 2010). Можно выбирать различные домены олигомеризации для 

более эффективной разработки вакцины-кандидата против того или иного патогена. Выбор 

различных доменов олигомеризации в конечном итоге изменит геометрию каждой частицы 

SAPN, однако они по-прежнему будут самособираться и функционировать как эффективный 

повторяющийся антигенный дисплей. Включение антигенов в самособирающиеся пептиды и 

последующее получение химерных наночастиц осуществляется посредством прямого процесса 

самосборки или ковалентного химического связывания антигенов с наночастицами (López-

Sagaseta et al., 2016).  

При дизайне SAPN следует учитывать три ключевых аспекта: конформация субъединиц, 

взаимодействие субъединиц и регулирование их сборки. Основные методы, используемые для 

сборки самособирающихся наночастиц, описаны в таблице 4. 

При Coiled Coil взаимодействии важны условия самосборки пептидов в наночастицы и 

их стабильность. Для этого важно использовать стабильные олигомеры с определенной 

структурой. Также на нековалентное взаимодействие между олигомерами влияют условия, при 

которых происходит сборка частиц (Yang et al., 2012). Еще одним методом для сборки SAPN 

является добавление дисульфидных связей для стабилизации и надлежащей сборки. Однако, 

помимо внутримолекулярных дисульфидных связей, могут образовываться межмолекулярные, 

которые будут приводить к агрегации белков, чего следует избегать (Raman et al., 2006, Usui et 

al., 2009). Другим методом является металл-опосредованная сборка белков. Сложной задачей в 

этом методе является большое количество опосредованных металлом агрегатных состояний с 

близкими энергетическими уровнями (Brodin et al., 2012). Другим инструментом, который 

можно использовать для создания наночастиц, является симметрия. При конструировании 

самособирающихся пептидов можно использовать разные домены с разными 
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олигомеризационными свойствами, связанных линкерами, симметрично расположенные 

относительно друг друга (Padilla et al., 2001).   

 

Таблица 4. Методы, используемые для сборки SAPN. 

Метод Пример Преимущества Ссылки на 

литературу 

Coiled-coil 

взаимодействие 

Пептид, содержащий 

пентамерные и 

тримерные спиральные 

домены (икосаэдры с T 

= 1 или T = 3) 

Стабильные олигомеры (Yang et al., 

2012) 

Добавление 

дисульфидных 

связей 

Филаменты, состоящие 

из симметричных 

гомоолигомеров и их 

связующих элементов 

•  Стабилизация SAPN 

•  Дисульфидная связь 

способствует 

формированию надлежащей 

сборки 

(Raman et 

al., 2006, 

Usui et al., 

2009) 

Металл-

опосредованные 

взаимодействия 

1-D нанотрубки, 2-D и 

3-D кристаллические 

решетки из 

мономерных белков 

• Запуск сборки олигомеров 

с добавлением металла 

• Зависимость от 

концентрации металла 

(Brodin et 

al., 2012) 

Генетическое 

слияние 

нескольких 

белковых доменов 

или 

фрагментов 

SAPN, состоящие из 

двух олигомеров, 

которые связаны 

спиральным линкером 

Производство широкого 

спектра симметричных 

структур 

(Padilla et 

al., 2001) 

Сборка на 

поверхности 

небиологического 

материала  

Сборка 

вирусоподобных 

структур на 

поверхностях  

углеродных 

нанотрубок 

Создание богато 

текстурированной 

молекулярной поверхности 

(Grigoryan 

et al., 2011) 

 

  SAPN со структурами Coiled Coil были изучены несколькими группами в качестве 

носителей вакцин и/или адъювантов (El Bissati et al., 2014, Karch and Burkhard, 2016). Были 

разработаны успешные вакцины-кандидаты против таких вирусных заболеваний, как птичий 

грипп, атипичная пневмония и ВИЧ (Babapoor et al., 2011, Pimentel et al., 2009, Wahome et al., 

2012). При каждом вирусном заболевании, к которому применялась технология SAPN, 

наблюдались высокие титры антител. Одним из наиболее сложных классов инфекционных 

агентов для разработки вакцин являются паразитарные заболевания. Паразиты — это сложные 

организмы с несколькими жизненными стадиями, механизмами избегания иммунного ответа и, 

как правило, они способны инфицировать разных хозяев. SAPN показали себя эффективными и 

при разработке вакцин-кандидатов от паразитов, индуцировав сильные гуморальные и 

клеточные иммунные реакции против малярии на мышиных моделях, что приводит к защите от 
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заражения (Kaba et al., 2009, Kaba et al., 2012, McCoy et al., 2013). Также было показано, что 

SAPN обладают иммуногенностью и способны индуцировать защиту от заражения Toxoplasma 

gondii (El Bissati et al., 2014) на мышиной модели. Этот успех еще раз демонстрирует 

перспективность SAPN как новой технологии для разработки вакцин.  

В работе Raman et al., 2006 использовали структурный мотив в виде альфа-спиралей для 

создания самособирающихся пептидных наночастиц (Raman et al., 2006). Такой дизайн 

имитирует белки вирусов и их икосаэдрическую симметрию. Вирусные оболочки небольших 

вирусов обычно состоят из одного-четырех капсидных белков, которые самостоятельно 

собираются в капсиды. Дизайн SAP основан на одиночной полипептидной цепи, которая 

самособирается в белковую наночастицу с икосаэдрической симметрией (Рис. 8). Икосаэдр 

имеет двойную, тройную и пятикратную оси симметрии, и две из них были включены в 

конструкцию путем создания химерного белка. Пентамерный домен Coiled Coil был 

генетически слит с тримерным доменом Coiled Coil. Линкер между ними состоит из двух 

остатков глицина, что обеспечивало гибкость между двумя доменами. Выравнивание этих двух 

доменов олигомеризации вдоль соответствующих осей симметрии икосаэдра и применение 

элементов симметрии создает наночастицу с икосаэдрической симметрией. Идентичные копии 

полипептидной цепи самособираются в наночастицы. Для образования наночастицы требуется 

по меньшей мере 60 белковых мономеров. Более однородные наночастицы были получены при 

полной денатурации пептида и его повторного сворачивания при низкой концентрации. 

Биофизическая характеристика показала, что были сформированы наночастицы диаметром 16 

нм.  
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Рисунок 8. Coiled Coil спирали как строительные блоки для самосборки SAPN. (a) 

Последовательность самособирающегося пептида SAP (Raman et al., 2006); (b) Структурная 

модель мономера SAP. Зеленым цветом отмечен пентамерный спиральный домен, синим 

цветом отмечен тримерный спиральный домен. Оси симметрии вращения (двукратные, 

трехкратные и пятикратные) показаны красными линиями; (c) Мономеры SAP располагаются 

вдоль осей симметрии пятого и третьего порядка икосаэдра или додекаэдра (Indelicato et al., 

2016); (d) 3D-модель наночастицы, собранной из мономеров SAP. Все мономеры получены с 

помощью программы Alphafold v2.3.1, визуализация c помощью программы PyMOL.  

 

4.3. Преимущества и недостатки использования самособирающихся частиц при 

создании вакцин 

В основном, пептидные строительные блоки синтезируются с помощью двух основных 

подходов: создания рекомбинантных белков на «генетическом» уровне и химических методов 

(Habibi et al., 2016). Химические методы могут быть использованы для синтеза коротких 

пептидов, тогда как технология рекомбинантных белков является подходом для получения 

более сложных полипептидов. Факторами, влияющими на сборку SAPN, являются 

концентрация пептидов в растворе, pH буфера (Doll et al., 2015). Также при крупномасштабном 

производстве важно учитывать степень очистки белков.  
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При получении SAPN возникают некоторые проблемы, которые связаны с 

необходимыми окончательными свойствами частиц (Таблица 5).  

 

Таблица 5. Основные проблемы в получении  SAPN. 

Цель Проблема  Решение  Источник 

Контроль и 

ограничение 

сборки 

Агрегация и 

нежелательное 

увеличение 

наночастиц, 

приводящие к 

полидисперсному 

образованию 

Отталкивание заряда на 

N-концах спиральных 

субъединиц 

 

(Fletcher et al., 

2013) 

Получение 

рекомбинантных 

белков в 

растворимой 

форме во время  

экспрессии 

белка в 

бактериях 

Образование крупных 

агрегатов в тельцах 

включения 

 

•  Отдельное получение 

компонентов или 

субъединиц в различных 

бактериальных штаммах 

и смешивание 

очищенных растворимых 

компонентов 

впоследствии 

• Добавление металлов 

или лигандов, которые 

запускают смешанную 

сборку дискретных 

субъединиц 

(Usui et al., 

2009, Brodin et 

al., 2012) 

  

Достижение 

олигомеризации 

 

Биофизические 

проблемы, такие как 

существование 

конкурирующих 

состояний 

олигомеризации с 

небольшими 

различиями в 

энергетических 

уровнях  

Моделирование de novo 

структуры с расчетами 

устойчивости  

(Marsh et al., 

2013) 

 

 

Наноразмерный масштаб SAPN делают их похожими на патогены. Более того, их 

морфологическая форма и повторяющаяся структура позволяют увеличивать число антигенов 

на их поверхности, что приводит к их распознаванию с помощью рецепторов и активации 

иммунной системы (Rudra et al., 2012). Положение антигена в частицах хорошо контролируемо. 

Кроме того, белковые SAPN биосовместимы и биоразлагаемы.  

Одной из важных проблем в разработке вакцин является создание и 

поддержание баланса между иммуногенностью и воспалением. Главным образом эта проблема 

актуальна для вакцин, которые включают провоспалительные адъюванты, такие как гидроксид 

алюминия (Al(OH)3) или фосфат алюминия (AlPO4). Самоадъювантность SAPN позволяет 
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разрабатывать вакцины, которые не включают адъюванты, что является ключевым 

преимуществом, учитывая возможное воспаление и токсичность, вызванную адъювантами 

(Chen et al., 2013). 

С другой стороны, некоторые проблемы, связанные с SAPN, сохраняются, такие как их 

стабильность и точный контроль размеров. Последовательность белка, независимо от того, 

насколько она хорошо спроектирована, не всегда идеально коррелирует с реальной структурой 

(Broomley et al., 2008). Эта проблема приводит к необходимости эмпирического тестирования и 

оптимизации каждой конструкции для достижения желаемой структуры и, в конечном счете, 

желаемого защитного эффекта у вакцинированных животных. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Бактериальные штаммы  

Штамм E. сoli DLT1270 - производное штамма DH10B (Grant et al., 1990), в хромосому 

которого был интегрирован ген репрессора лактозного оперона lacI. Штамм агробактерий A. 

tumefaciens GV3101. Все штаммы взяты из коллекции лаборатории систем молекулярного 

клонирования ФИЦ Биотехнологии РАН.  

Векторы для клонирования и экспрессии 

Для клонирования использовали векторы pTZ57R, pGEM-t, pQE30. Для экспрессии 

рекомбинантных белков в клетках E.coli был использован вектор pQE30 (Qiagen). Для 

экспрессии рекомбинантных белков в растениях N. Benthamiana был использован вектор pEff на 

основе вируса Х картофеля (Mardanova et al., 2017).  

Нуклеотидные и аминокислотные последовательности 

Нуклеотидные последовательности, кодирующие фрагменты рекомбинантных белков, 

были синтезированы фирмами Евроген и Синтол. Эти фрагменты были использованы для 

конструирования последовательности генов рекомбинантных белков, путем «отжига» и 

соединения по сайтам рестрикции через лигирование и последующее клонирование. 

Правильность последовательностей была подтверждена секвенированием. 

Консенсусная последовательность внешнего домена М2 белка вируса гриппа человека 

(М2еh) с заменой цистеинов на серины (De Filette et al., 2005): 

 

Нуклеотидная и аминокислотная последовательность участка второй субъединицы 

гемагглютинина НА2 второй филогенетической группы (76-130 а.о.) (Stepanova et al., 2018): 

 

Нуклеотидная и аминокислотная последовательность спирального линкера (Sp) (Arai et 

al., 2001): 
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Нуклеотидная и аминокислотная последовательность гибкого глицин-богатого линкера 

(19S) (Robinson and Sauer, 1998): 

Нуклеотидная и аминокислотная последовательность гибкого глицинового линкера (GS): 

 

Нуклеотидная и аминокислотная последовательность универсального Т-хелперного 

эпитопа (PADRE) (Alexander et al., 2000) совместно с последовательностями нуклеопротеина 

вируса гриппа А 255-275 а.о., 335-350 а.о. (Stoloff et al., 2007, Atsmon et al., 2012): 

 

Синтетические олигонуклеотиды: 

F1 SAP: CGA TAT GGA ACT GCG TGA ACT GCA GGA AAC CCT GGC GCT GCA 

GGA TGT GCG T 

R1 SAP: TGC AGC GCC GCC AGG GTT TCC TGC AGT TCA CGC AGT TCC ATA TCG 

AGC T 

F2 SAP: GAA CTG CTG CGT CAG CAG GTG AAA CAG ATT ACC TTT CTG AAA TGC 

CTG CT 
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R2 SAP: TCA GAA AGG TAA TCT GTT TCA CCT GCT GAC GCA GCA GTT CAC GCA 

CAT CC 

F3 SAP: GAT GGG CGG CCG TCT GCT GTG CCG TCT GGA AGA ACT GGA ACG TCG 

TCT GG 

R3 SAP: TTC CAG TTC TTC CAG ACG GCA CAG CAG ACG GCC GCC CAT CAG CAG 

GCA TT 

F4 SAP: AAG AAC TGG AAC GTC GTC TGG AAG AAC TGG AAC GTC GTG AT 

R4 SAP: ATC ACG ACG TTC CAG TTC TTC CAG ACG ACG TTC CAG TTC TTC CAG 

ACG ACG 

GS-Ha2_GSbgl2_F: ATAGATCTAGGTGGCGGTGGCAGCGGCGGTG 

GCGGTTCTCGT ATTCAGGATCTG GAAA AATATGTG      

GS-Ha2_bgl2_R: AT AGATCT CC CGCATTTTCACGCAGCTG 

Pr-F PalI_ his: atatGGCGCGCCATGAGAGGATCGCATCAC     

Pr-R BlpI_SmaI: atatCCCGGGTCCAAGCTCAGCTAATTAAG   

F pQE: GGC GTA TCA CGA GGC CCT TTC G 

R pQE: CAT TAC TGG ATC TAT CAA CAG G 

Используемые среды и ферменты 

Бактерии культивировали в LB бульоне, либо на чашках Петри с LB агаром при 37°С с 

добавлением в случае необходимости селективного антибиотика ампициллина (100 мкг/мл), 

канамицина (50 мкг/мл), гентамицина (25 мкг/мл), рифампицина (50 мкг/мл).  

Ферменты T4 DNA лигаза (SibEnzyme), фосфатаза (Thermo Scientific), фрагмент Кленова 

(Thermo Scientific) и эндонуклеазы рестрикции (SibEnzyme, Thermo Scientific) были 

использованы в соответствии с интрукциями производителя. Для ПЦР использовали ДНК-

полимеразу GoTaq® Flexi (Promega), дезоксинуклеотиды  (dNTP) (Thermo Scientific). 

Индукцию экспрессии рекомбинантных белков проводили добавлением изопропила-ß-D-

тиогалактопиранозида (ИПТГ) (Suzhou Yacoo Science). Для очистки белков использовали метод 

металл-аффинной хроматографии на Ni-NTA-агарозе (Qiagen). 

Конструирование векторов 

При конструировании векторов использовали методы генной инженерии, такие как 

рестрикция, лигирование, дефосфорилирование векторной ДНК в соответствии с 

общепринятыми методиками (Sambrook et al., 1989). Фрагменты ДНК разделяли путем 

электрофореза в агарозном геле (Suzhou Yacoo Science Co) в однократном трис-ацетатном 

буфере (ТАЕ) с добавлением бромистого этидия (0,5 мг/л). Использовали маркер GeneRuler 

DNA Ladder Mix (Thermo Scientific).  

Получение компетентных клеток E.coli и трансформация  



46 

 

Клетки E. сoli засевали в 25 мл LB и выращивали при 37°С до OD600=0,3-0,4. Собирали 

клетки центрифугированием при 13000 rpm (Centrifuge Mikro 20, Hettich) в течение 1 минуты. 

Затем клетки суспенидровали на ледяной бане в 2 мл буфера SBI следующего состава: (CaCl2 – 

50 mM, MnCl2  – 10 mM, KCl – 100 mM, HEPES – 10 mM, pH 6.3). Инкубировали 10 минут. 

Потом клетки собирали центрифугированием 20 секунд, супернатант отбрасывали и 

суспендировали клетки в 2 мл SBI с инкубацией 5 минут на льду. Потом снова собирали клетки  

центрифугированием 20 секунд и суспенидровали в 1 мл SBI с добавлением 0,2 мл 80% 

глицерина. Помещали на хранение при -80°С.  

Полученными экспрессионными векторами трансформировали бактериальные клетки E. 

coli методом heat shock (Sambrook et al., 1989). Скрининг колоний проводили с помощью ПЦР 

или рестрикционным анализом.  

Получение компетентных клеток агробактерий GV3101 

Штамм A. tumefaciens GV3101 выращивали на чашке Петри (антибиотики рифампицин, 

гентамицин). Растили трое суток в термостате при температуре 28-30°С. Потом сеяли 

единичную колонию агробактерий в LB-бульоне с соответствующими антибиотиками. 

Выращивали ночь при 30°С. Утром делали разведение 1:50 и выращивали 50 мл с 

антибиотиками при 30°С до OD600=0,7. Затем собирали клетки центрифугированием при 4°С 12 

минут на скорости 4000g (Centrifuge 5810 R, Eppendorf). Осадок ресуспендировали в 

стерильной MQ воде по соотношению: на 50 мл культуры - 20 мл воды. Затем собирали клетки 

центрифугированием при 4°С в течение 12 минут на скорости 4000g и повторяли так три раза. 

Потом вновь ресуспендировали осадок, но в стерильном 10% глицерине: на 50 мл культуры - 10 

мл глицерина. Собирали клетки центрифугированием при 4°С в течение 12 минут на скорости 

4000g. Удаляли глицерин, осадок ресуспендировали в 250 мкл 10% стерильного глицерина. 

Помещали на хранение при -80°С.  

Трансформация агробактерий 

После конструирования в E. coli рекомбинантный вектор pEff был перенесен в штамм A. 

tumefaciens GV3101 с помощью электропорации. К 100 мкл компетентных клеткок GV3101 

добавляли 10 мкл плазмидной ДНК. Проводили электропорацию при 2500 V. Затем добавляли 

LB и растили клетки при 30°С в течение 3-4 часов. Потом сеяли на чашку с антибиотиками: 

канамицин (50 мкг/мл), рифампицин (50 мкг/мл), гентамицин (25 мкг/мл). 

Продукция рекомбинантных белков в клетках E.coli 

Экспрессионные векторы на основе pQE30 были трансформированы в штамм E. coli 

DLT1270. Клетки из отдельной колонии инокулировали с агара в 5 мл LB с добавлением 

ампициллина (100 мкг/мл). Инкубировали ночь при 37°С на качалке (130 об/мин). Далее  

полученные ночные культуры в разведении 1:100 засевали в 200-250 мл LB бульона (100 мкг/мл 
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ампициллина) и инкубировали при 37°С на качалке пока плотность клеток не достигнет 

середины логарифмической фазы роста (OD600~0,5). Отбирали пробу культуры до индукции. 

Затем добавляли ИПТГ до конечной концентрации 1 мМ и продолжали культивировать в 

течение 4 часов при 37°С или при комнатной температуре (20-25°С) в течение 14-18 часов. 

Анализ экспрессии белков проводили с помощью электрофореза белков в полиакриламидном 

геле в присутствии додецил сульфата натрия (SDS-PAGE). SDS-PAGE проводили по 

стандартным методикам в 10-12% полиакриламидном геле (Laemmli, 1970), используя маркеры 

молекулярной массы (Bio-rad, ServiceBio).  

Выделение рекомбинатных белков из клеток E.coli 

После индукции клетки собирали центрифугированием при 4000g (Centrifuge 5810 R, 

Eppendorf) в течение 30 минут. Клеточный осадок ресуспендировали в 10 мМ PBS pH 7.2 с 

добавлением 1 мг/мл лизоцима, инкубировали 30 мин при комнатной температуре, с 

последующей заморозкой при -20⁰ С. После размораживания клетки разрушали ультразвуком 

на льду с использованием Bandelin SONOPULS HD 2200 (Bandelin electronic GmbH). После 

центрифугирования при 4000g 30 минут осадок ресуспендировали и инкубировали в течение 

ночи при 4°С в денатурирующем буфере 10мМ PBS, 6М гуанидин хлорид, 0,5М NaCl. После 

центрифугирования при 13000g в течение 10 мин полученный супернатант использовали для 

очистки рекомбинантных белков с помощью металлоаффинной хроматографии. 

Рекомбинантные белки, содержащие His-tag, сорбировали на Ni-NTA агарозе (Qiagen) в 

10 мМ Na-фосфатном буфере с 0,5 М NaCl и 6 М гуанидин хлоридом. Первую промывку 

проводили в 10 мМ фосфатном буфере с 0,5 М NaCl, 6 М гуанидин хлоридом, 16 мМ 

имидазола. Второй этап отмывки проводили в денатурирующем буфере с мочевиной (10 мМ 

фосфатный буфер, 6 М мочевины, 0,5 М NaCl, 16 мМ имидазола). Элюцию белков проводили 

тем же буфером, содержащим 500 мМ имидазола. Затем очищенные белки подвергали диализу 

с использованием 10 мМ PBS со ступенчатым снижением концентрации мочевины: 6 М, 4 М, 2 

М, 1 М. Заключительный диализ проводили при 10 мМ PBS (рН 7.2). 

Агроинфильтрация растений Nicotiana benthamiana 

Растения выращивали в теплице при 16-часовом дневном режиме с дополнительным 

освещением фитолампами полного спектра действия. Рекомбинантные штаммы A. tumefaciens 

GV3101 с целевыми векторами выращивали на чашках с антибиотиками. Растили трое суток в 

термостате при температуре 28-30°С. Потом сеяли единичную колонию агробактерий в LB-

бульоне с теми же антибиотиками. Растили сутки на качалке при 28-30°С. Клетки осаждали на 

центрифуге (Mikro20 Hettich zentrifugen) при 4000 rpm в течение 5 минут, осадок 

ресуспенидровали в буфере Mg/MES (pH 5.6) (MgSO4 10 мМ, MES (2-(N-Морфолино)-

этансульфоновая кислота 10 мМ). Потом снова центрифугировали при при 4000 rpm в течение 5 
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минут, осадок ресуспенидровали в буфере Mg/MES (pH 5.6). После определения оптической 

плотности OD600 разбавляли концентрацию клеток до 0,2 и вводили агробактерии в листья 

растений N. benthamiana c помощью шприца без иглы. Листья собирали через 2-3 дня после 

инфильтрации. 

Выделение белков из растений 

Для определения наличия экспрессии кусочки инфильтрированных листьев (8-10 мг) 

вырезали и гомогенизировали в 50 мкл буфера PBS. К полученному препарату добавляли 

половину объема трехкратного буфера, содержащего 40% глицерина, 4% SDS, 50 мм Tris pH 

6.8, 1% бромфенолового синего, 5% бета-меркаптоэтанола. Анализировали с помощью SDS-

PAGE и вестерн-блоттинга 10 мкл полученной смеси, которая соответствует примерно 1 мг 

ткани листа.   

Растительные белки были очищены в денатурирующих условиях. Через два-три дня 

после инфильтрации листья N. benthamiana гомогенизировали в растворе, содержащем 10 мМ 

буфер PBS (pH 7.2), 6 М гуанидин‐HCI, 0,5 М NaCl. Для полной денатурации белка в буфере 

проводили инкубацию в течение 12 часов при температуре +10°C. Затем полученную смесь 

центрифугировали при 13000g в течение 15 минут. Затем, для сорбции целевых белков, 

осветленный раствор инкубировали с предварительно уравновешенной сорбционным буфером 

Ni-NTA (Qiagen) агарозой в течение 1 часа при комнатной температуре. Отмывку проводили в 

три этапа. Отмывка I: 10мМ буфер PBS, 6М гуанидина хлорида, 0,5М NaCl, 5мМ имидазола. 

Отмывка II: 10мМ буфер PBS, 6М мочевины, 0,5М NaCl, 10 мМ имидазола. Элюцию проводили 

в буфере 10мМ буфер PBS, 6М Мочевины, 0,5М NaCl, 500 мМ имидазола.  

После элюирования белок подвергали диализу с использованием 10 мМ PBS буфера, 

содержащего 6 М мочевины и 500 мМ NaCl. Затем рекомбинантный белок снова очищали на 

смоле Ni-NTA, как описано выше, но концентрация имидазола при первой и второй промывках 

была увеличена до 16 и 20 мМ соответственно. После элюирования белок подвергали 

поэтапному диализу с использованием буферов PBS (10 мМ PBS, 150 мм NaCI), содержащих 

4М, 2М, 1М, 0,5М мочевины и в конце без мочевины. 

Определение концентрации белков 

Концентрацию белков определяли методом Брэдфорд с набором Bio-Rad Protein assay kit 

согласно инструкции (Bradford, 1976). Калибровочную кривую строили, использовав 

концентрацию от 0,25 до 1 мг/мл бычьего сывороточного альбумина (БСА).  

Вестерн-блот анализ образцов белка 

После разделения в SDS-PAGE белки переносили на мембрану Hybond-P (GE Healthcare, 

США) полусухим переносом с использованием системы Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-

Rad Laboratories, США). Далее мембрану инкубировали в 5% растворе сухого обезжиренного 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bradford%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=942051
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молока в 10 мМ PBS в течение ночи. Затем мембрану инкубировали с мышиными 

поликлональными антителами против М2е или против SAP в буфере PBS в течение 1 часа.  

Затем мембрану трижды промывали буфером PBS с 0,05% Tween и инкубировали в течение 1 

часа с моноклональными козьими анти-мышиными антителами, конъюгированные с 

пероксидазой хрена IgG HRP (W4021, Promega, США). После инкубации мембрану трижды 

промывали буфером PBS с 0,05% Tween. Специфические белковые комплексы визуализировали 

с помощью набора Western Blot ECL Plus kit (GE Healthcare) и хемилюминесцентного детектора 

Fusion Solo X (Vilber, Eberhardzell, Germany). 

Структурный анализ рекомбинантных белков 

Наличие наночастиц в препаратах полученных рекомбинантных белков, выявляли с 

помощью атомно-силовой и просвечивающей электронной микроскопии, а также с помощью 

метода динамического рассеяния света.  

Атомно-силовую микроскопию проводили на приборе Integra Prima (NT-MDT, Россия) в 

полуконтантном режиме с помощью кремниевых кантилеверов с проводящим покрытием Au и 

наконечником с радиусом кривизны ~ 35 Нм (NSG01, NT-MDT, Россия). Образец  белка 

наносили на сапфировую подложку, покрытую слюдой, и сушили при комнатной температуре.  

Просвечивающую электронную микроскопию проводили на приборе JEM 1400 (JEOL, 

Япония). Использовался метод негативного контрастирования 1%-ным раствором 

уранилацетата.  

Анализ размера частиц методом динамического рассеяния света проводили с 

использованием анализатора размера частиц Zetasizer Nano S90 (Malvern) с квадратными 

полистирольными кюветами диаметром 12 мм (DTS0012) при 25°C.  

Иммуноферментный анализ  

Планшет покрывали в течение ночи при температуре 4°C двукратными разведениями в 

карбонатно-бикарбонатном буфере (pH 8,5). После однократной промывки PBST (PBS с 0,05% 

Tween) лунки обрабатывали блокирующим буфером (1% BSA в PBS) в течение 1 часа при 

температуре 37°C. После однократной промывки PBS планшеты обрабатывали 

поликлональными М2е- или SAP-специфичными сыворотками в течение 30 мин при 37°C. 

Затем планшеты промывали PBST 5 раз. После пяти промывок добавляли моноклональные 

козьи анти-мышиные антитела, конъюгированные с пероксидазой хрена IgG HRP (W4021, 

Promega, США), в разведении 1:10000 и инкубировали в течение 30 минут. После этого лунки 

промывали пять раз PBST. В качестве субстрата использовали тетраметилбензидин ("Вектор-

БЕСТ", Новосибирск, Россия). Реакцию останавливали добавлением HCl (0,5 N) и измеряли 

оптическую плотность при длине волны 450 нм с помощью микропланшетного 

спектрофотометра.  
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Иммунизация лабораторных животных 

Опыты по иммуногенности и протективности полученных рекомбинантных белков были 

проведены в ФГБУ «НИИ гриппа им. А. А. Смородинцева» Минздрава России.   

Для проверки иммуногенности белков 19s-SAP-Sp-4M2eh, 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 

19s-Sp-4M2eh, 19s-Sp-2HA2-4M2eh были использованы самки мышей BALB/c (16-18 г), в 

каждой группе по 35-40 штук. Животные были иммунизированы трехкратно интраназально с 

двухнедельными интервалами в дозе 50 мкг/мышь без адъювантов. Контрольной группе 

вводили PBS.  

Образцы сывороток и бронхоальвеолярных лаважей пяти мышей были собраны на 14-й 

день после третьей иммунизации для определения титров антител. Через четырнадцать дней 

после третьей иммунизации животных подвергли эвтаназии в камере с CO2 и выделили образцы 

суспензии клеток легких и селезенки. 

Для проверки иммуногенности белков 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh и 

19S-PADRE-NP335-NP255-Sp-2HA2-4M2eh, а также полученного в растениях белка 19S-SAP-

Sp-4M2eh были использованы самки  мышей BALB/c (16-18 г) в каждой группе по 10-14 штук.  

Животные были иммунизированы трехкратно подкожно с двухнедельными интервалами в дозе 

50 мкг/мышь рекомбинантного белка с адъювантом дезоксирибонуклеата натрия (Деринат, 1 

мг). Контрольной группе подкожно вводили PBS. Образцы сывороток и бронхоальвеолярных 

лаважей четырех мышей были собраны после третьей иммунизации на 14-й день  для 

определения титров антител. Для изучения Т-клеточного иммунного ответа самок мышей 

C57BL/6 (гаплотип H-2b) (16-18 г, по 5 мышей в каждой группе) иммунизировали таким же 

образом. Через четырнадцать дней после третьей иммунизации животных подвергли эвтаназии 

в газовой камере с CO2 и выделили образцы суспензии клеток селезенки. 

Иммуноферментный анализ сывороток крови и бронхоавеолярных лаважей (БАЛ) 

Титры антител в образцах БАЛ и сывороток измеряли с помощью иммуноферментного 

анализа (ELISA). Синтетический пептид M2e G37 (SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD) (5 

мкг/мл) или вирус гриппа A/Aichi/2/68(H3N2) (1 мкг/мл) в PBS использовали для покрытия 96-

луночных планшетов для микротитрования (Greiner). В качестве конъюгата использовали козий 

поликлональный антимышиный IgG (Abcam), меченный пероксидазой хрена. После добавления 

тетраметилбензидинового субстрата (BD Biosciences) и проявления окраски реакцию 

останавливали с помощью H2SO4 и измеряли OD450 на микропланшетном спектрофотометре.  

Выделение клеток из легких и селезенки для анализа Т-клеточного иммунного ответа  

Через две недели после третьей иммунизации по 5 мышей из каждой группы подвергли 

эвтаназии в CO2-камере. Спленоциты  и клетки легких мышей получали в соответствии с 

протоколом BD Pharmingen™, как описано в (Stepanova et al., 2018). Селезенки мышей удаляли 
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асептически, измельчали с помощью Medimachine (BD Biosciences) и очищали от клеточного 

дебриса фильтрованием через фильтр 70 мкм (Spring Filcons, BD Biosciences). Затем клеточную 

суспензию промывали раствором  RPMI-1640, содержащем 7,5% фетальной бычьей сыворотки, 

2 мМ L-глютамина и 0,05 мМ меркаптоэтанола. Эритроциты лизировали с помощью буфера для 

лизиса ACK (10 мМ KHCO3, 0,15 М NH4Cl, 0,1 мМ Na2EDTA, рН 7,2–7,4). Затем к раствору 

добавляли 10 мл среды RPMI-1640 и собирали клетки центрифугированием при 500×g в 

течение 5 мин. Клетки снова промывали 10 мл среды RPMI-1640 и ресуспендировали в среде 

RPMI-1640 с добавлением антибиотиков (100 мкг/мл пенициллина и 100 мкг/мл 

стрептомицина). Наконец, титры клеток доводили до 5×10
6
 клеток/мл. 200 мкл (1x10

6
) 

клеточной суспензии переносили в 96-луночные планшеты с плоским дном и инкубировали в 

течение 18 часов при 37°C с 5% CO2.  

Легкие мышей удаляли в асептических условиях и помещали в среду RPMI-1640 с 0,5 

мг/мл коллагеназы (C2674, Sigma) и 25 мкг/мл ДНКазы (D4263, Sigma). Легкие 

гомогенизировали с помощью TissueLyser II (Qiagen) в термошейкере (45 мин, 37°C). Клетки 

легких подвергали дальнейшей обработке, как описано выше. 

Определение антиген-специфических эффекторных Т-клеток памяти  

Определение антиген-специфических эффекторных Т-клеток памяти осуществляли как 

описано в Stepanova et al., 2017. Многопараметрическую проточную цитометрию проводили в 

соответствии с протоколом BD Pharmingen™ (BD Biosciences). Определяли способность 

исследуемых рекомбинантных белков индуцировать в легких и селезенках образование 

специфических CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов памяти, продуцирующих цитокины.  

Клетки активировали в планшетах с плоским дном с пептидами (10 мкг) (6 ч при 37°C, 

5% CO2) или с вирусом гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2) (1 мкг) (24 ч при 37°C, 5% CO2) в 

присутствии 1 мкг/мл брефелдина А (BD Bioscience) (6 ч) и очищенных антител против 

мышиного CD28 (24 ч). После стимуляции клетки переносили на планшеты с коническим дном, 

чтобы свести к минимуму потерю клеток. Рецепторы Fc блокировали антителами CD16/CD32 

(Mouse BD Fc Block, BD Pharmingen) в течение 30 мин. Затем клетки инкубировали с Zombie 

Aqua (набор для определения живых клеток Zombie Aqua Fixable Viability Kit, Biolegend), далее 

с антителами CD3a-FITC, CD4 PerCP, CD8-APC-Cy7, CD62L-PE-Cy7 и CD44-APC (BD 

Pharmingen) при температуре 2-8°C в течение 30 мин. Клетки подвергали пермеабилизации в 

соответствии с протоколом тест-системы Cytofix/Cytoperm Plus (BD Bioscience) и окрашивали 

антителами TNF-β-BV421, IFN-γ-PE и IL-2-BV711 (BD Biosciences) (Stepanova et al., 2017). 

Сбор данных проводили на проточном цитометре Cytoflex (Beckman Coulter).  

Оценка протективности рекомбинантных белков 
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Для оценки протективности рекомбинантных белков использовали модель летальной 

гриппозной инфекции. Через 2 недели после последней иммунизации мышей интраназально 

заражали адаптированными к мышам вирусами гриппа A/PR/8/34 (H1N1) и A/Aichi/2/68 

(H3N2), полученными из коллекции вирусов гриппа в ФГБУ «НИИ гриппа им. А. А. 

Смородинцева» Минздрава России. После заражения выживаемость и массу мышей 

регистрировали ежедневно в течение 14 дней. 

Вирусовыделение из легких мышей на культуре клеток MDCK 

На шестой день после заражения у 5 мышей каждой группы извлекали легкие и 

гомогенизировали в десятикратном объеме стерильного физиологического фосфатного буфера. 

Далее из гомогенатов была подготовлена серия десятикратных разведений на среде αМЕМ. Для 

оценки титра вируса гриппа использовали культуру клеток MDCK, выращенных на 96-

луночных планшетах на среде αМЕМ. Клетки инфицировали серийными десятикратными 

разведениями легочного гомогената от 10-1 до 10-7 и инкубировали в термостате (36,0±0,5°С) в 

течение 72 часов. После инкубации переносили по 50 мкл культуральной жидкости в лунки 

планшета для иммунологических реакций, после чего добавляли равный объем 1% куриных 

эритроцитов в физиологическом растворе. Уровень репродукции вируса оценивали по реакции 

гемагглютинации куриных эритроцитов. 

Инфекционную активность вируса рассчитывали по методу Рида и Менча, принимая за 

титр вируса величину, противоположную десятичному логарифму наибольшего разведения 

вируса, способного вызвать положительную реакцию гемагглютинации, и выражали его в 

логарифмах 50% экспериментальной инфекционной дозы вируса (lg ТЦД50). 

Методы статистического анализа 

Статистическая значимость различий титров антител оценивалась путем дисперсионного 

анализа ANOVA c применением ПО GraphPad Prismv v.5. Для сравнения показателей 

выживаемости в различных группах мышей проводилось построение кривых Каплана-Мейера, 

используя ПО GraphPad Prism v5. Анализ данных проточной цитометрии осуществлялся в ПО 

Kaluza 2.2 (Beckman Coulter). Различия в антигенспецифических Т-клетках оценивали с 

помощью t-критерия Стьюдента и метода Холма–Сидака (Шидака) для множественных 

сравнений. Различия считались достоверными при p<0.05.  

Титры антител графически представлены в виде индивидуальных значений log2 титров и 

среднего геометрического значения. Данные специфического Т-клеточного ответа 

представлены в виде графиков Тьюки, на которых отображаются: медиана, нижний и верхний 

квартили, минимальное и максимальное значение выборки и выбросы. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ 

1. Получение наночастиц на основе самособирающегося пептида SAP, несущих 

консервативные антигены вируса гриппа, с помощью бактериальной системы экспрессии 

 В качестве носителя антигенов вируса гриппа были использованы самособирающиеся 

наночастицы на основе SAP пептида (Raman et al., 2006). Мы получили самособирающиеся 

полипептидные наночастицы, используя модифицированный пентамерный спиральный домен 

олигомерного матриксного белка хряща (Malashkevich et al., 1996), за которым следуют 26 С-

концевых аминокислот, которые соответствуют тримерному спиральному домену (Raman et al., 

2006) (Рис. 9 (a))). Два домена олигомеризации соединены линкером, состоящим из двух 

остатков глицина. Последовательность SAP содержит цистеины, которые образуют 

внутримолекулярные дисульфидные мостики для оптимизации межспиральных контактов. На 

N-конце была размещена последовательность из 6 гистидинов (his). Она обеспечивает 

возможность очистки с помощью металл-аффинной хроматографии после экспрессии 

рекомбинантного белка в E. coli.  

 Второй тип частиц был получен из мономера SAP с дополнительным спиральным 

линкером на C-конце (Sp) (Рис. 9 (b)). Sp образует мономерную α-спираль, стабилизированную 

солевыми мостиками Glu—Lys+. 

После денатурации и последующего рефолдинга пептиды SAP самособираются в 

наноразмерные частицы. Структура мономерного пептидного строительного блока была 

предсказана с использованием Alphafold v.2.3.1 (Jumper et al., 2021). Структура наночастиц, 

состоящих из 60 мономеров, была выполнена в соответствии с симметрией икосаэдра. Также 

частицы могут вмещать либо 60 мономеров в икосаэдрической симметрии T = 1, либо вмещать 

180 мономеров в икосаэдрической симметрии T = 3 и иметь соответственно больший диаметр.  
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Рисунок 9. Самособирающийся в частицы пептид 19S-SAP (а) и 19S-SAP-Sp (b) со спиральным 

ликером Sp на C-конце. Представлена аминокислотная последовательность рекомбинантного 

белка, 3D-модель мономера и сборка наночастиц Т=1 (60 мономеров). 3D-модель мономера 

получена с помощью программы Alphafold v2.3.1, визуализация c помощью программы 

PyMOL. Шесть гистидинов на N-конце обозначены желтым, 19S-линкер – голубым, 

пентамерный домен SAP пептида – зеленым, тримерный домен SAP пептида – синим, Sp-

спиральный линкер – розовым.  

 

1.1. Получение самособирающихся наночастиц из рекомбинантных белков на основе 

пептида SAP  

Дизайн и конструирование искусственных генов, кодирующих самособирающийся 

пептид (SAP) с добавлением спирального линкера (Sp) 

Для получения генов целевых белков были использованы синтетические фрагменты 

ДНК и олигонуклеотиды, кодирующие следующие аминокислотные последовательности: 
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SAP-DMELRELQETLAALQDVRELLRQQVKQITFLKCLLMGGRLLCRLEELERRLEELE 

RRLEELER - самособирающийся пептид с небольшой модификацией последовательности 

(Raman et al., 2006).  

Sp - EAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAK - спиральный линкер (Arai et al., 2001). 

19s - GSGTSGSSGSGSGGSGSGG - гибкий глицин-богатый линкер (Robinson and Sauer, 1998).   

Все гены были клонированы в плазмиду pQE30, обеспечивающую экспрессию белков с 

N-концевой гексагистидиновой меткой. Остатки гистидинов были отделены от целевой части 

белка с помощью гибкого глицин-серинового линкера 19S. Были сконструированы гены, 

кодирующие SAP пептид и SAP пептид со спиральным линкером Sp на C-конце.  

pQE30 19S-SAP 

Последовательность SAP получили в результате отжига праймеров F1 sap + R1 sap, F2 

sap+R3 sap, F3 sap + R3 sap, F4 sap + R4 sap попарно и последующего лигирования продуктов 

(последовательности приведены в разделе Материалы и методы). Полученный фрагмент ДНК с 

сайтами рестрикции SacI и EcoRV клонировали в вектор pTZ57R после обработки вектора 

эндонуклеазами SacI и EcoRV. В результате был получен промежуточный вектор pTZ57R SAP.   

На следующем этапе был осуществлен перенос вставки SAP в вектор pQE30, который 

перед сайтом рестрикции BamHI имеет последовательность, кодирующую шесть гистидинов. 

Вектор pQE30 обрабатывали рестриктазами SacI и SalI. Фрагмент SAP выделен после 

рестрикции по сайтам SacI, SalI из вектора pTZ57R SAP. В итоге, получили вектор pQE30, 

который кодирует SAP и 12 аминокислот на C-конце после сайта рестрикции EcoRV до стоп-

кодона (Рис. 10(a)). Для удаления лишних нуклеотидов вектор обрабатывали эндонуклеазами 

EcoRV и HindIII. Затем для достройки одноцепочечных 5'-концов, которые образовались после 

обработки HindIII, использовали фрагмент Кленова. После циркуляризации с помощью 

лигирования получили вектор pQE30 SAP (Рис. 10(b)).  

Для получения экспрессионного вектора pQE30 SAP-Sp была использована пара 

синтетических олигонуклеотидов, кодирующая последовательность спирального линкера Sp с 

добавлением сайтов рестрикции Ecl136II и EcoRV на 5’- и 3’- конце соответственно. После 

отжига полученный фрагмент Sp был встроен по сайту EcoRV в вектор pQE30 SAP. Таким 

образом, был получен вектор pQE30 SAP-Sp, который кодирует SAP со спиральным 

аланиновым линкером на его C-конце и 12 аминокислот на C-конце после сайта рестрикции 

EcoRV до стоп-кодона (Рис. 10(d)). Для удаления лишних нуклеотидов вектор обрабатывали 

эндонуклеазами EcoRV и HindIII. Затем для достройки одноцепочечных 5'-концов, которые 

образовались после обработки HindIII, использовали фрагмент Кленова. После циркуляризации 

с помощью лигирования получили вектор pQE30 SAP-Sp, который кодирует SAP со 

спиральным аланиновым линкером на его C-конце (Рис. 10(e))).  
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Для улучшения взаимодействия гексагистидиновой последовательности с Ni сорбентом, 

между ней и целевым белком был вставлен гибкий глицин-богатый линкер (19S). В итоге были 

получены векторы pQE30 19S-SAP  и pQE30 19S-SAP-Sp (Рис. 10 (c, f)).  

 

 

Рисунок 10. Получение экспрессионных векторов pQE30 19S-SAP, pQE30 19S-SAP-Sp.  

 

Получение штаммов-продуцентов E. coli и очистка рекомбинантных белков  

Клетки E. coli штамма DLT1270 трансформировали векторами pQE30 19S-SAP и pQE30 

19S-SAP-Sp. Далее проводили индукцию экспрессии белка при добавлении ИПТГ до 1 мМ в 

течение 4 часов при температуре 37°C. Образцы белков до и после индукции были 

проанализированы с помощью SDS-PAGE (Рис. 11). Уровень синтеза целевого белка составлял 

10-15% общего белка штамма-продуцента.  
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Рисунок 11. Индукция и очистка рекомбинантных белков (а) 19S-SAP, (b) 19S-SAP-Sp. М - 

маркер молекулярной массы (в kDa); 1 — белковый препарат из культуры E. сoli до индукции; 2 

— белковый препарат из культуры E. сoli после индукции; 3 —очищенный на Ni-NTA-агарозе 

белок. Расположение целевого белка отмечено звездочкой (*). SDS-PAGE анализ белка.  

 

Очистку белков 19S-SAP и 19S-SAP-Sp проводили в денатурирующих условиях с 

помощью металлоаффинной хроматографии как описано в разделе Материалы и методы. На 

SDS-PAGE препарата очищенного белка помимо мономерной формы были видны также его 

агрегаты. Расчетная масса белка 19S-SAP составляет 10,1 кДа. На SDS-PAGE рекомбинантный 

белок представлен в виде двух полос, одна из которых имеет относительную молекулярную 

массу около 12 кДа, соответствующую мономеру, а другая – относительную молекулярную 

массу около 30 кДа, соответствующую тримеру (Рис. 11). Для белка 19S-SAP-Sp расчетная 

масса составляет 14,12 кДа. На SDS-PAGE рекомбинантный белок был также представлен в 

виде двух полос, одна из которых имеет относительную молекулярную массу около 18 кДа, 

соответствующую мономеру, а другая – относительную молекулярную массу около 55 кДа, 

соответствующую тримеру (Рис. 11).  

 

Структурная характеристика полученных препаратов 

Для рефолдинга очищенный белок диализовали против 10 мМ PBS со ступенчатым 

понижением концентрации мочевины: 4М, 2М, 1М, 0,5М. Финальный этап диализа проводили в 

10 мМ PBS pH 7.4. Затем анализировали препараты с помощью атомно-силовой и электронной 

микроскопии, а также методом динамического рассеяния света. Препарат 19s-SAP после 

рефолдинга формирует крупные агрегаты и при хранении выпадает в осадок (Рис. 12). Кроме 

того, был проведен рефолдинг с разбавлением концентрации белка до 0,1 мг/мл. Однако после 

диализа и концентрирования препарат также агрегировал и выпадал в осадок.  
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Рисунок 12. Анализ структуры частиц 19s-SAP после рефолдинга путем диализа со 

ступенчатым понижением концентрации мочевины с помощью атомно-силовой (a) и 

анализатора размера частиц Zetasizer NanoS90 (b).  

 

По сравнению с белком 19s-SAP препарат 19S-SAP-Sp с дополнительным спиральным 

линкером формирует более однородные по размеру частицы, менее склонные к агрегации и не 

выпадающие в осадок при хранении. Рекомбинантный белок 19s-SAP-Sp после рефолдинга 

образует частицы размером 15-25 нм по данным микроскопии. По данным анализатора размера 

частиц их гидродинамический диаметр составляет 29±2 нм (Рис. 13).  

Таким образом, были получены наночастицы на основе самособирающегося пептида 

SAP с дополнительно введенным спиральным линкером Sp, который удлиняет C-концевую 

часть пептида и способствует стабилизации наночастиц.  
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Рисунок 13. Анализ структуры частиц 19s-SAP-Sp после рефолдинга путем диализа со 

ступенчатым понижением концентрации мочевины с помощью атомно-силовой (a) и 

электронной микроскопии (b), анализатора размера частиц Zetasizer NanoS90 (c).  

 

1.2. Получение наночастиц на основе самособирающегося пептида SAP, содержащих М2е 

пептид и консервативную последовательность второй субъединицы гемагглютинина HA2, 

характеристика их иммуногенности и протективного действия 

Полученные на предыдущем этапе работы наночастицы могут быть использованы в 

качестве носителей консервативных эпитопов вируса гриппа. Такими консервативными 

эпитопами могут быть внеклеточный домен М2 белка (М2е) и консервативная область (76-130 

а.о.) второй (HA2) субъединицы гемагглютинина вируса гриппа.  

M2e — это высококонсервативный пептид. Различные типы рекомбинантных вакцин на 

основе M2e могут обеспечивать защиту широкого спектра действия на животных моделях 

(Saelens, 2019, Schotsaert et al., 2009). M2e-специфические антитела, главным образом IgG, 

являются основными участниками иммунной защиты. Антитела против M2e не обладают 

вируснейтрализующей активностью, но, как было показано, обеспечивают защиту посредством 

механизма антителозависимой клеточно-опосредованной цитотоксичности (ADCC) 

инфицированных клеток, дополнительно ограничивая репликацию вируса и способствуя 

ускоренному выведению вируса, а также уменьшая тяжесть заболевания.  

Гемагглютинин также имеет консервативные последовательности в стволовой области 

второй субъединицы (HA2). Такие фрагменты могут индуцировать образование антител против 
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широкого спектра гемагглютининов различных подтипов (Corti et al., 2011, Krammer and Palese, 

2015, Wang et al., 2010). Антитела, специфичные к стволовой области HA2, не обязательно 

нейтрализуют вирус и вместо этого могут использовать другие механизмы, способствующие 

широкой защите, такие как ADCC, для вирусного клиренса после заражения (Jegaskanda et al., 

2013, DiLillo et al., 2014, Epstein, 2018).  

В качестве основы для рекомбинантных вакцинных белков были использованы 

консервативные антигены — пептид M2e и консервативная область (76-130 а.о.) второй (HA2) 

субъединицы гемагглютинина вируса гриппа A второй филогенетической группы. 

Последовательности целевых пептидов: 

M2eh SLLTEVETPIRNEWGSRSNDSSD - консенсусная последовательность М2е пептида 

вируса гриппа человека с заменой цистеинов на серины  (De Filette et al., 2005); 

HA2  RIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENA - 

консервативный участок гемагглютинина НА2-2 (76-130 а.о.), консенсусная 

последовательность вирусов гриппа A/H3N2 и A/H7N9 (Stepanova et al., 2018). 

Первые два рекомбинантных белка содержали только пептид M2e, в то время как вторая 

пара включала как M2e, так и HA2. В последовательности M2e цистеины в положениях 17 и 19 

были заменены серинами для предотвращения образования дисульфидных связей и агрегации 

белка. Такая модификация не влияет на иммунологические свойства M2e (De Filette et al., 2005). 

Поскольку увеличение количества пептидов M2e в рекомбинантном белке усиливает иммунный 

ответ против M2e, мы включили четыре тандемные копии M2e в слитые белки (Ravin et al., 

2015). Пептид HA2 также был включен в двух копиях с целью повышения его иммуногенности. 

Чтобы получить наноразмерные частицы, мы включили самособирающийся пептид в 

рекомбинантные белки перед антигенами вируса гриппа. Контрольные белки содержали либо 

четыре копии M2e или четыре копии M2e и две копии HA2, но не содержали SAP. Чтобы 

облегчить взаимодействие белка с Ni-сорбентом, N-концевую гексагистидиновую 

последовательность отделяли от остальной части белка с помощью гибкого глицин-серинового 

линкера длиной 19 а.о. (19s). Гибкий линкер (GS) длиной 10 а.о. использовался для разделения 

пептидов HA2. Таким образом, было сконструировано четыре рекомбинантных белка: два 

белка, которые должны были обеспечивать образование наночастиц (19s-SAP-Sp-4M2eh и 19s-

SAP-Sp-2HA2-4M2eh), и два контрольных белка без SAP (19s-Sp-4M2eh и 19s-Sp-2HA2-4M2eh) 

(Рис. 14). 
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Рисунок 14. Наночастицы на основе самособирающегося пептида SAP-Sp, несущие целевые 

антигены вируса гриппа. (а) Сборка частиц 19s-SAP-Sp-4M2eh, несущих консервативную 

последовательность М2е пептида; (b) Сборка частиц 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, несущих 

консервативную последовательность М2е пептида и консервативный участок гемагглютинина 

HA2 вируса гриппа А человека. 3D-модель мономера и сборка наночастиц. Получена с 

помощью программы Alphafold v2.3.1, визуализация PyMOL. Шесть гистидинов на N-конце 

обозначены желтым, 19S-линкер – голубым, пентамерный домен SAP пептида – зеленым, 

тримерный домен SAP пептида – синим, Sp-спиральный линкер – розовым, 2 копии участка 

гемагглютинина HA2 – оранжевым, 4 копии М2е пептида – серым.  

 

Дизайн и конструирование искусственных генов, кодирующих рекомбинантные белки 19s-SAP-

Sp-4M2eh, 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 19s-Sp-4M2eh и 19s-Sp-2HA2-4M2eh  

Все гены были получены с использованием стандартных методов генетической 

инженерии и клонированы в экспрессионном векторе pQE30, что позволяет получать белки с N-

концевой гексагистидиновой последовательностью.  

Вектор pQE30 19s-Sp-4M2eh 

Для получения экспрессионного вектора pQE30 19s-Sp-4M2eh была использована пара 

синтетических олигонуклеотидов, кодирующая последовательность жесткого спирального 

линкера Sp с добавлением сайтов рестрикции Ecl136II и EcoRV на 5’- и 3’- конце 

соответственно. После отжига полученный фрагмент Sp был встроен по сайту Ecl136II в ранее 

полученный в нашей лаборатории экспрессионный вектор, кодирующий коровый белок вируса 

гепатита В с включенным в иммунодоминантную петлю 4-х кратным тандемным  повтором 

М2е пептида вируса гриппа человека  pQE60 HBc/19s-4M2eh-19s/HBc, где фрагмент 4М2е был 

фланкирован с двух сторон 19s глицин-богатыми линкерными последовательностями и сайтами 
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рестрикции Ecl136II и EcoRV (Ravin et al., 2015). Из этого вектора вырезали фрагмент 19s-Sp-

4M2eh*(BamHI–EcoRV), который клонировали в экспрессионный вектор pQE30 по сайтам 

BamHI и HincII (Рис. 15). 

 

 

Рисунок 15. Получение вектора pQE30 19S-Sp-4M2eh, позволяющего экспрессировать 

рекомбинантный белок 19S-Sp-4M2eh.  

 

Вектор pQE30 19s-SAP-Sp-4M2eh 

Фрагмент SAP*Ecl136II, EcoRV из плазмиды pQE30 his-SAP был клонирован в плазмиду 

pQE30 his-19S-Sp-4M2eh по сайту рестрикции Ecl136II (Рис. 16).  

 

 

Рисунок 16. Получение вектора pQE30 19S-SAP-Sp-4M2eh, позволяющего экспрессировать 

рекомбинантный белок 19S-SAP-Sp-4M2eh.  

 

Векторы pQE30 19s-Sp-2HA2-4M2eh и pQE30 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh 

Фрагмент, кодирующий HA2, был получен в результате PCR-амплификации с 

использованием праймеров (последовательности приведены в разделе Материалы и методы), 

которые обеспечили введение глицинового линкера GS на N-конец гемагглютинина и сайты 
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BglII с обоих концов полученного фрагмента. В качестве матрицы использовали вектор pEff 

Flg-HA2-4M2e (Blokhina et al., 2020). Полученный ПЦР фрагмент клонировали в векторы 

pQE30 19s-Sp-4M2eh и pQE30 19s-SAP-Sp-4M2eh между последовательностью жесткого 

спирального линкера Sp и тандемным повтором 4M2e по сайту BglII (Рис. 17). 

 

 

Рисунок 17. Получение векторов pQE30 19S-Sp-2HA2-4M2eh и pQE30 19S-Sp-SAP-2HA2-

4M2eh.  

 

Полученные плазмиды позволили экспрессировать рекомбинантные белки 19s-Sp-

4M2eh, 19s-SAP-Sp-4M2eh, 19s-Sp-2HA2-4M2eh и 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, содержащие 6-

гистидиновый таг для возможности очистки с помощью металл-аффинной хроматографии (Рис. 

18).   

  

 

Рисунок 18. Структуры рекомбинантных белков 19s-Sp-4M2eh, 19s-SAP-Sp-4M2eh, 19s-Sp-

2HA2-4M2eh и 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh. 

 

Получение штаммов-продуцентов E.coli и очистка рекомбинантных белков 19S-SAP-Sp-4M2eh, 

19S-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 19S-Sp-4M2eh, 19S-Sp-2HA2-4M2eh. 
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Полученными экспрессионными векторами трансформировали клетки Escherichia coli 

DLT1270. Для индукции экспрессии рекомбинантных белков свежую культуру клеток 

выращивали в LB среде при 37°С до середины логарифмической фазы роста (оптическая 

плотность OD ~ 0,5). После чего добавляли IPTG до конечной концентрации 1 мМ и 

продолжали культивировать в течение 4 часов при тех же условиях. Уровень синтеза целевых 

белков оценивали с помощью SDS-PAGE (Рис. 19).  

 

 

Рисунок 19. Экспрессия рекомбинантных белков в E. coli. SDS-PAGE анализ. М — маркер 

молекулярной массы (в kDa); 1, 3, 5, 7 - белковый препарат из неиндуцированной культуры; 2 - 

белковый препарат из индуцированной культуры 19S-SAP-Sp-4M2eh; 4 - белковый препарат из 

индуцированной культуры 19S-SAP-Sp-2HA2-4M2eh; 6- белковый препарат из индуцированной 

культуры 19S-Sp-4M2eh; 8 - белковый препарат из индуцированной культуры 19S-Sp-2HA2-

4M2eh.  

 

Уровень экспрессии белков с SAP был выше, чем в случае контрольных белков без SAP. 

Относительно низкий уровень экспрессии наблюдался для белка 19s-Sp-4M2eh, в то время как 

другие белки экспрессировались на уровнях 10% - 30% от общего количества бактериальных 

белков (Рис 19). 

Выделение рекомбинантных белков проводили с помощью металл-аффинной 

хроматографии в денатурирующих условиях. Анализ очищенных препаратов проводили с 

помощью SDS-PAGE (Рис. 20(а)).  

Рассчитанная молекулярная масса белка 19S-SAP-Sp-4M2eh составляет 25 кДа, однако 

на SDS-PAGE его видимая масса была ~33-34 кДа (Рис. 20(а)). Вероятно, аномальная 

подвижность этого белка в SDS-PAGE обусловлена большой долей отрицательно заряженных 

аминокислотных остатков (15 Asp и 32 Glu из 231 а.о.) (Guan et al., 2015). Для белка 19S-SAP-

Sp-2HA2-4M2eh наблюдалась аналогичная картина. Его рассчитанная молекулярная масса 40 

кДа, на SDS-PAGE электрофорезе его масса ~48-50 кДа (в составе 27 Asp и 46 Glu из 367 а.о.).  

В SDS-PAGE рекомбинантные белки с SAP представлены в виде трех полос, одна из 

которых соответствует мономеру, а другие две соответствуют тримеру и пентамеру. Белки 19S-
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Sp-4M2eh, 19S-Sp-2HA2-4M2eh с отсутствием SAP пептида на SDS-PAGE представлены в виде 

одной полосы (Рис. 20(а)). Очищенные рекомбинантные белки тестировали на способность 

связываться с антителами к М2е (Рис. 20(b)). Полученные рекомбинантные белки 

детектируются поликлональными анти-М2е антителами. 

 

 

Рисунок 20. (а) Очистка рекомбинантных белков. SDS-PAGE анализ белков. М — маркер 

молекулярной массы (в kDa).  1, 2, 3, 4 — очищенные препараты 19S-SAP-Sp-4M2eh, 19S-SAP-

Sp-2HA2-4M2eh, 19S-Sp-4M2eh и 19S-Sp-2HA2-4M2eh соответственно. (b) Вестерн-блот анализ 

взаимодействия очищенных белков с анти-М2е антителами. Положения и размеры (в kDa) 

маркеров молекулярной массы показаны слева. 1, 2, 3, 4 — очищенные препараты 19S-SAP-Sp-

4M2eh, 19S-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 19S-Sp-4M2eh и 19S-Sp-2HA2-4M2eh соответственно.  

 

Рефолдинг белков и структурная характеристика препаратов 

Для рефолдинга, очищенные белки диализовали против 10 мМ PBS со ступенчатым 

понижением концентрации мочевины: 4М, 2М, 1М, 0,5М. Финальный этап диализа проводили 

против 10 мМ PBS pH 7.4. Полученные белки оставались растворимыми после диализа.  

С помощью атомно-силовой и электронной микроскопии, а также методом 

динамического светорассеяния было показано образование белками, содержащими SAP, частиц 

размером от 20 до 50 нм (Рис. 21, 22). В случае белков 19S-Sp-4M2eh и 19S-Sp-2HA2-4M2eh 

частицы не наблюдались.  
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Рисунок 21. Анализ структуры частиц 19S-SAP-Sp-4M2eh с помощью атомно-силовой 

микроскопии (a), электронной микроскопии (b), анализатора размера частиц Zetasizer NanoS90 

(c). 
 

 

Рисунок 22. Анализ структуры частиц 19S-SAP-Sp-2HA2-4M2eh с помощью атомно-силовой 

микроскопии (a), электронной микроскопии (b), анализатора размера частиц Zetasizer NanoS90 

(c). 
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Оценка иммунологических характеристик и протективного действия полученных препаратов 

Исследования иммуногенности и протективного действия рекомбинантных белков 19S-

SAP-Sp-4M2eh, 19S-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 19S-Sp-4M2eh, 19S-Sp-2HA2-4M2eh были 

проведены в ФГБУ «НИИ гриппа им. А. А. Смородинцева» Минздрава России.   

Группы опытных мышей (линия Balb/c, по 35-40 мышей в каждой группе) трехкратно 

иммунизировали препаратами в дозе 50 мкг на мышь интраназально без адъювантов. 

Контрольной группе вводили PBS. Для определения титров антител и исследования клеточного 

иммунного ответа через 2 недели после третьей иммунизации получали образцы сывороток 

крови, бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ), суспензии легких и селезенки.  

Методом иммуноферментного анализа с использованием синтетического пептида G-37 

(SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD), который соответствует консенсусной последовательности 

М2е вируса гриппа человека, определяли титр специфических антител к эпитопу М2е в 

сыворотках мышей. Также определяли титры к цельному вирусу гриппа A/H3N2, так как 

выбранная для конструирования рекомбинантных белков последовательность HA2 является 

высококонсервативной в вирусах гриппа 2-й филогенетической группы (Stepanova et al., 2018). 

Интраназальная иммунизация вызвала как местный, так и системный иммунный ответ 

(Рис. 23). Иммунизация мышей препаратами 19s-SAP-Sp-4M2eh и 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh 

инициирует образование иммуноглобулинов IgG, специфичных к М2е вируса гриппа человека. 

Титры анти-M2e IgG в сыворотках и в БАЛ у мышей, иммунизированных рекомбинантными 

белками, содержащими SAP, были значительно выше, чем в группах мышей, 

иммунизированных контрольными белками без SAP (p<0,01). Та же картина наблюдалась для 

M2e-специфических иммуноглобулинов типа А (IgA) в БАЛ (p<0,001). Статистически 

значимых различий не было в титрах антител против M2e между группами, иммунизированных 

19s-SAP-Sp-4M2eh и 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh как в сыворотках, так и в БАЛ (Рис. 23). 

Разницы в индукции уровней антител против М2е не было и у мышей, иммунизированных 

контрольными препаратами без SAP пептида 19s-Sp-4M2eh и 19s-Sp-2HA2-4M2eh.  

Титры вирус-специфических IgG были намного выше у мышей, иммунизированных 19s-

SAP-Sp-2HA2-4M2eh, чем у всех других групп, включая группу, иммунизированную 

аналогичным белком, но без SAP. Следовательно, как присутствие антигена HA2, так и 

способность белка образовывать наноразмерные частицы являются важными факторами для 

индукции вирус-специфического иммунного ответа. 
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Рисунок 23. Титры антител в сыворотках и в БАЛ после третьей иммунизации мышей 

препаратами 19S-SAP-Sp-4M2eh, 19S-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 19S-Sp-4M2eh, 19S-Sp-2HA2-

4M2eh. (a) титры анти-M2e IgG в сыворотках крови; (b) титры IgG к вирусу гриппа A/Aichi/2/68 

(H3N2) в сыворотках крови; (с) титры анти-M2e IgG в БАЛ; (d) титры анти-M2e IgA в БАЛ; 

Данные представлены в виде средних геометрических титров (СГТ) и значений, наблюдаемых у 

отдельных мышей. Указаны статистически значимые различия между экспериментальными 

группами (*, p< 0.05; **, p<0.01, ***, p<0.001).  

 

Для изучения формирования Т-клеточного ответа как наиболее перспективный с точки 

зрения сильного антительного ответа и присутствия как M2e, так и HA2 антигенов вируса 

гриппа, был выбран препарат 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh. Т-лимфоциты, выделенные из 

селезенки иммунизированных и контрольных мышей (PBS), через две недели после последней 

иммунизации, анализировали на активацию клеток на пептид M2e и вирус гриппа A/Aichi/2/68 

(H3N2) с использованием внутриклеточного цитокинового окрашивания (ICS) (Рис. 24).  
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Рисунок 24. Антиген-специфический Т-клеточный ответ в селезенке (a, b) и легких (c, d) 

иммунизированных мышей. Т-клетки стимулировали пептидом M2e (a, c) или вирусом гриппа 

A/Aichi/2/68 (H3N2) (b, d). Данные для экспериментальной (19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh) и 

контрольной (PBS) группы показаны синим и красным прямоугольниками соответственно. 

Данные представлены в виде графиков Тьюки. Указаны значения p между группами (*, p < 

0,05).  

 

 
 

Рисунок 25. Цитокиновый профиль M2e-специфичных CD4+ Tem-клеток в селезенке (a) и 

легких (b) после интраназальной иммунизации. Данные для экспериментальной (19s-SAP-Sp-

2HA2-4M2eh) и контрольной (PBS) группы показаны синим и красным прямоугольниками 

соответственно. Данные представлены в виде графиков Тьюки. Указаны значения p между 

группами (*, p< 0,05; **, p<0,01).  
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Рекомбинантный белок 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh индуцировал образование выявляемых 

в селезенке и легких клеток CD4+em – поли- и монопродуцентов цитокинов (IL-2 и TNF; IFN-

γ), специфичных к М2е пептиду (Рис. 24, 25).  

Доля M2e-специфичных CD4+ Tem-клеток увеличилась в группе иммунизированных 

препаратом мышей (в среднем 0,76% в селезенке и 0,42% в легких) по сравнению с 

контрольной группой (0,25% и 0,09% соответственно). Измеренные количества M2e-

специфичных CD8+ Tem и вирус-специфичных CD4+ и CD8+ Tem-клеток были почти 

идентичны между экспериментальной и контрольной группой. Оценка способности антиген-

специфичных Т-клеток продуцировать цитокины (IL-2, TNF-α и IFN-γ) показала, что популяция 

специфичных к M2e CD4+ Tem-клеток в селезенке была преимущественно одиночно-

продуцирующими IFN-γ+ CD4+ клетками (0,23%) и мульти-продуцирующими IL-2+/TNF-α + 

CD4+ Tem (0,14%), и их доли были больше, чем в контроле (0,17% и 0,05% соответственно) 

(Рис. 25). В легких мышей популяция M2e-специфичных CD4+ Tem-клеток (0,21%), была 

продуцирующая IL-2+/TNF-α+ (Рис. 25).  

Протективное действие препаратов анализировали по динамике гибели 

иммунизированных мышей после заражения вирусами гриппа человека A/PR/8/34 (H1N1) в 

дозе 10LD50 или A/Aichi/2/68 (H3N2) в дозе 4LD50. Защита на уровне 90-100% наблюдалась у 

животных, иммунизированных 19S-SAP-Sp-4M2eh и 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh (Рис. 26). Такой 

защитный эффект рекомбинантных частиц SAP также сопровождается более быстрым 

восстановлением веса мышей после заражения по сравнению с препаратами без SAP пептида. 

 Для сравнения, у мышей, иммунизированных контрольным белком 19S-Sp-4M2eh, 

который не может образовывать наночастицы, выживаемость после заражения 10 LD50 штамма 

A/PR/8/34 (H1N1) составила всего 40%. Наблюдалась значительная потеря веса (до 20% на 

восьмой день после заражения) и медленное выздоровление выживших мышей. Мыши, 

которым вводили PBS, не были защищены от инфекции (100% летальность).  
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Рисунок 26. Динамика массы тела (a, c) и гибели (b, d) мышей после заражения вирусом гриппа 

A/PR/8/34 (H1N1) (a, b) в дозе 10LD50 и A/Aichi/2/68 (H3N2) (c, d) в дозе 4LD50. Массу тела и 

выживаемость контролировали ежедневно в течение 14 дней. Указаны статистически значимые 

различия между экспериментальными группами (*, p< 0.05; **, p<0.01, ***, p<0.001).  

 

Высокий защитный эффект рекомбинантных белков с SAP пептидом подтверждается 

также существенным снижением на 6-ой день болезни титров вирусов гриппа в легких у мышей 

иммунизированных рекомбинантными наночастицами на основе SAP по сравнению с мышами 

контрольных групп, иммунизированных 19S-Sp-4M2eh или PBS (таблица 6).  

 

Таблица 6.  Вирусовыделение из легких мышей на 6-е сутки после заражения вирусами гриппа  

Группа Препарат 
Вирусы гриппа Репродукция вируса 

в легких, lg ТЦД50 

 

1 
19S-SAP-Sp-4M2eh 

A/PR/8/34 (H1N1) 10LD 0,65+ 

A/Aichi/2/68 (H3N2) 4LD 0,90**× 

 

2 

19S-SAP-Sp-2HA2-

4M2eh 

A/PR/8/34 (H1N1) 10LD 0,65+ 

A/Aichi/2/68 (H3N2) 4LD 1,25* 

 

3 
19S-Sp-4M2eh 

A/PR/8/34 (H1N1) 10LD 1,5 

A/Aichi/2/68 (H3N2) 4LD 3,00 

4 PBS 
A/PR/8/34 (H1N1) 10LD 1,44 

A/Aichi/2/68 (H3N2) 4LD 3,81 

** достоверное различие между группами 1 и 4 р=0,0042 

* достоверное различие между группами 2 и 4 р=0,0153 

× достоверное различие между группами 1 и 3 р=0,022 

+ достоверное отличие от группы 4 р=0,0158 



72 

 

Таким образом, самособирающиеся частицы, несущие консервативные антигенные 

детерминанты М2е и HA2 вируса гриппа А, показали способность индуцировать гуморальный и 

Т-клеточный ответ, который способен защитить животных в случае заражения вирусами 

гриппа.  

 

1.3. Получение наночастиц на основе самособирающегося пептида SAP, содержащих М2е 

пептид, консервативную последовательность второй субъединицы гемагглютинина HA2, 

консервативные последовательности нуклеопротеина NP и T-хелперный эпитоп PADRE, 

характеристика их иммуногенности и протективного действия 

На следующем этапе работы для расширения спектра иммунного ответа против 

консервативных антигенов вируса гриппа А в состав частиц на основе SAP пептида, несущих 

М2е и НА2, были добавлены участки нуклеопротеина NP (а.о.255-275 и 335-350). Эти 

фрагменты NP содержат цитотоксические (CTL) эпитопы и были использованы в разработках 

нескольких пептидных универсальных противогриппозных вакцин (Multimeric-001, FLU-v). 

Для дополнительной стимуляции Т-клеточного иммунного ответа в состав рекомбинантных 

белков был включен T-хелперный эпитоп PADRE (Рис. 27).  

 

Рисунок 27. Структура частиц 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, несущих М2е 

пептид, консервативный участок гемагглютинина HA2, два участка нуклеопротеина (а.о. 255-

275 и 335-350) вируса гриппа, а также Т-хелперный эпитоп PADRE. Показана 3D-модель 

мономера и наночастиц. Структура получена с помощью программы Alphafold v2.3.1, 

визуализация PyMOL. Шесть гистидинов на N-конце обозначены желтым, 19S-линкер – 

голубым, пентамерный домен SAP пептида – зеленым, тримерный домен SAP пептида – синим, 

Sp-спиральный линкер – розовым, 2 копии участка гемагглютинина HA2 – оранжевым, 4 копии 

М2е пептида – серым, PADRE-NP335-NP255 – бежевым.  

 

Дизайн и конструирование искусственных генов, кодирующих рекомбинантные белки 19S-

PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 19S-PADRE-NP335-NP255-Sp-2HA2-4M2eh. 

Поскольку предполагается, что как N-, так и C-концевые области SAP пептида 

экспонируются на поверхности наночастиц, оба конца были использованы для вставок целевых 
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пептидов. На N-конце пентамерного домена SAP были размещены два участка нуклеопротеина 

и эпитоп PADRE, фланкированные дилизиновыми линкерами. На С-конце SAP – 4 копии М2е 

пептида и 2 копии HA2. Контрольный белок имел аналогичный дизайн, но не содержал SAP. На 

N-конце рекомбинантных белков расположены шесть гистидинов для очистки методом металл-

аффинной хроматографии.  

В ходе работы для получения генетических конструкций целевых белков были 

использованы синтетические гены или олигонуклеотиды, кодирующие следующие фрагменты 

белков (аминокислотные последовательности): NP255-275 (DLIFLARSALILRGSVAHKS) – 

эпитоп из нуклеопротеина, NP335-350 (SAAFEDLRVLSFIRGY) – эпитоп из нуклеопротеина, 

PADRE (AKFVAAWTLKAAA) - универсальный Т-хелперный эпитоп. 

В качестве основы для получения искусственных генов был использован ранее 

полученный вектор pQE30 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh. Последовательность PADRE-NP335-

NP255 с введенными сайтами Ecl136II на одном конце и EcoRV на другом была клонирована в 

вектор pQE30 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh между 19s линкером и SAP по сайту Ecl136II. Для 

получения контрольного белка без SAP фрагмент PADRE-NP335-NP255 ввели аналогичным 

способом в вектор pQE30 19s-Sp-2HA2-4M2eh между 19s и Sp линкерами по сайту Ecl136II 

(Рис. 28, 29). 

 

 

 

Рисунок 28. Получение вектора pQE30 19S-PADRE-NP335-NP255-Sp-2HA2-4M2eh.  
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Рисунок 29. Получение вектора pQE30 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh.  

 

Таким образом, были получены генетические конструкции, кодирующие белок с SAP 

пептидом (19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh) и контрольный белок (19S-

PADRE-NP335-NP255-Sp-2HA2-4M2eh), содержащие 6-гистидиновый таг для возможности 

очистки с помощью металл-аффинной хроматографии. 

 

Экспрессия и очистка рекомбинантных белков 

Рекомбинантные белки были экспрессированы в E. сoli и находились в нерастворимой 

фракции (Рис. 30).  

 

 

Рисунок 30. Индукция рекомбинантных белков в E. сoli и их растворимость. SDS-PAGE анализ. 

М — маркер молекулярной массы (в kDa); 1, 5 - белковый препарат из неиндуцированных 

культур 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 19S-PADRE-NP335-NP255-Sp-2HA2-

4M2eh соответственно; 2, 6 - белковый препарат из индуцированных культур 19S-PADRE-

NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 19S-PADRE-NP335-NP255-Sp-2HA2-4M2eh; 3, 7 – белки из 

растворимых фракций; 4, 8 – белки из нерастворимых фракций. Расположение целевых белков 

отмечено звездочкой (*).  
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Рекомбинантные белки очищали с помощью никель-аффинной хроматографии в 

денатурирующих условиях (Рис. 31(а)). Белки также идентифицировали с помощью метода 

вестерн-блоттинга с использованием антител против М2е (Рис. 31(b)). Рассчитанная 

молекулярная масса белка 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh - 47 кДа, что 

примерно соответствует молекулярной массе белков в SDS-PAGE. Для белка 19S-PADRE-

NP335-NP255-Sp-2HA2-4M2eh рассчитанная молекулярная масса белка - 39 кДа. В SDS-PAGE 

его масса была ~45 кДа. В отличие от контрольного белка без SAP пептида, для белка с SAP 

пептидом было характерно наличие агрегатов в SDS-PAGE, которые могут представлять собой 

димеры, тетрамеры, пентамеры.  

 

 

Рисунок 31. (а) Очистка рекомбинантных белков. SDS-PAGE анализ белков. М — маркер 

молекулярной массы (в kDa).  1, 2 — очищенные препараты 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-

2HA2-4M2eh, 19S-PADRE-NP335-NP255-Sp-2HA2-4M2eh соответственно. (b) Вестерн-блот 

анализ с поликлональными анти-М2е антителами. М — маркер молекулярной массы (в kDa); 1, 

2 — очищенные препараты 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 19S-PADRE-

NP335-NP255-Sp-2HA2-4M2eh соответственно.  

 

Рефолдинг рекомбинантных белков и сборка наночастиц in vitro 

Очищенный в денатурирующих условиях белок 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-

2HA2-4M2eh подвергали ступенчатому диализу с понижением концентрации мочевины (6, 4, 2, 

1, 0 М) в 10 мМ PBS pH 7.2-7.4. Очищенный препарат 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-

2HA2-4M2eh, анализировали с помощью атомно-силовой и электронной микроскопии. Было 

выявлено, что в процессе рефолдинга рекомбинантный белок собирается в сферические 

наночастицы размером от 15 до 35 нм (Рис. 32). Согласно измерениям на  анализаторе частиц 

Zetasizer NanoS90 гидродинамический диаметр был 42±7 нм. В случае белка без SAP пептида 

частиц обнаружено не было (Рис. 32(d)).  
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Рисунок 32. Анализ структуры частиц 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh с 

использованием атомно-силовой микроскопии (a), электронной микроскопии (b), анализатора 

размера частиц Zetasizer NanoS90 (c). Анализ контрольного препарата 19S-PADRE-NP335-

NP255-Sp-2HA2-4M2eh с использованием электронной микроскопии (d).  

 

 

Антигенные свойства рекомбинантных наночастиц на основе SAP 

Для полученных рекомбинантных наночастиц 19S-SAP-Sp-4M2eh, 19S-SAP-Sp-2HA2-

4M2eh и 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh анализировали доступность М2е 

пептида для антител, а также степень экранирования SAP присоединенными к нему антигенами 

с помощью иммуноферментного анализа (ИФА). В качестве контроля использовали  

наночастицы 19S-SAP-Sp без антигенов вируса гриппа.  

На планшеты наносили препараты рекомбинантных наночастиц в двукратных 

разведениях и проводили инкубацию с М2е – специфическими и SAP – специфическими 

антителами. Все препараты с М2е-эпитопами взаимодействовали с М2е – специфическими 

антителами (Рис. 33 (а)), что свидетельствуют о доступности M2e пептида для антител, 

вероятно, вследствие их локализации на поверхности частиц. Наночастицы 19S-SAP-Sp-4M2eh 

и 19S-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, содержащие антигены только на C-конце SAP, также 

взаимодействовали и с SAP-специфическими антителами.  

В случае наночастиц 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, в которых 

антигены были присоединены как на N-, так и на C-конец SAP, такого взаимодействия не 

наблюдалось (Рис. 33(b)), что свидетельствует об эффективном экранировании 
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сформированного SAP пептидом «ядра» наночастицы антигенами вируса гриппа, 

расположенными на ее поверхности.  

 
Рисунок 33. Антигенные свойства рекомбинантных наночастиц. (a) Двукратные разведения 

рекомбинантных белков 19S-SAP-Sp, 19S-SAP-Sp-4M2eh, 19S-SAP-Sp-2HA2-4M2eh и 19S-

PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh  (начиная с 40 мкг/мл) наносили на планшеты, 

которые затем инкубировали с антителами против M2e. (b) Двукратные разведения 

рекомбинантных белков 19S-SAP-Sp, 19S-SAP-Sp-4M2eh, 19S-SAP-Sp-2HA2-4M2eh и 19S-

PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh (концентрация рассчитывалась по количеству 

SAP-Sp, для препарата 19S-SAP-Sp концентрация начиналась с 35 мкг/мл) наносили на 

планшеты, которые затем инкубировали с антителами против SAP.  

 

 

Оценка иммунологических характеристик и протективного действия препаратов 

Для характеристики иммуногенности и протективного действия мыши Balb/c были 

иммунизированы трехкратно подкожно препаратами  наночастиц, образованными 

рекомбинантным белком с SAP пептидом, и контрольным белком 19S-PADRE-NP335-NP255-

Sp-2HA2-4M2eh. Еще одна группа мышей получила PBS в качестве контроля. Сыворотки и 

БАЛ были взяты после третьей иммунизации и проанализированы методом ИФА для 

выявления M2e- и H3N2 -специфичных антител IgG. 

Сильный M2e-специфический иммунный ответ развился у обеих опытных групп 

иммунизированных мышей в сыворотках крови. Титры анти-М2е IgG в сыворотках были 

значительно выше, чем у контрольной группы, получавшей PBS (0.0001< p <0.001). Не было 

выявлено достоверных различий в титрах анти-М2е IgG в сыворотках между двумя опытными 

группами (Рис. 34 (а)). Однако титры анти-М2е IgG в БАЛ были достоверно выше у группы 

мышей, иммунизированных SAP-содержащими частицами 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-

2HA2-4M2eh, чем у группы мышей, иммунизированных рекомбинантным белком, не 

содержащим SAP пептид (Рис. 34 (b)).  
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Индуцированные HA2-специфические IgG антитела распознавали вирус гриппа 

A/Aichi/2/68 (H3N2) из филогенетической группы 2, и титр вирус-специфических IgG был 

значительно выше у мышей, иммунизированных наночастицами 19S-PADRE-NP335-NP255-

SAP-Sp-2HA2-4M2eh, чем во всех других группах. Присутствие антигена HА2 и способность 

белка образовывать наноразмерные частицы, как и в предыдущем белке 19S-SAP-Sp-2HA2-

4M2eh, важны для формирования вирус-специфического иммунного ответа.   

 

 

 

Рисунок 34. Титры антител в сыворотках и в БАЛ после третьей иммунизации мышей 

препаратами 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 19S-PADRE-NP335-NP255-Sp-

2HA2-4M2eh. (a) титры анти-M2e IgG в сыворотках крови; (b) титры анти-M2e IgG в БАЛ; (c) 

титры IgG к вирусу гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2) в сыворотках крови; (d) титры IgG к вирусу 

гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2) в БАЛ. Данные представлены в виде средних геометрических 

титров (СГТ) и значений, наблюдаемых у отдельных мышей. Указаны статистически значимые 

различия между экспериментальными группами (*** - 0.0001<p<0.001, ** - 0.001<p<0.01, * - 

0.01<p<0.05). 

 

Для изучения формирования Т-клеточного ответа у мышей был выбран белок 19S-

PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, который образовывал наночастицы и вызывал 
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индукцию не только М2е-специфического, но и вирус-специфического иммунного ответа. Т-

лимфоциты, выделенные из селезенок иммунизированных и контрольных мышей C57BL/6 (B6, 

H2b), через две недели после последней иммунизации, анализировали на активацию клеток на 

пептид M2e, вирус гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2), пептиды из нуклеопротеина (NP255 и NP335) с 

использованием внутриклеточного цитокинового окрашивания (ICS).  

Рекомбинантный белок индуцировал образование M2e-специфичных и вирус-

специфических эффекторных Т-клеток памяти (Tem) CD4+ и CD8+ T-клеток (таблица 7), 

выявляемых в селезенках мышей C57BL/6 (B6, H2b), в то время как измеренные доли NP-

специфических CD4+ и CD8+ Tem-клеток были близки в экспериментальной и контрольной 

группах. 

Таблица 7. Антиген-специфические Tem-клетки в селезенках иммунизированных мышей 

C57BL/6 (B6, H2b).  

Группа мышей M2e-специфичные Tem Вирус-специфичные Тem 

CD4+ CD8+ CD4+ CD8+ 

Экспериментальная 0.28 ± 0.07% 0.276 ± 0.11% 5.98 ± 0.63% 13.69 ± 1.74% 

Контрольная (PBS) 0.04 ± 0.02% 0.08 ± 0.05% 4.37 ± 0.63% 8.60 ± 1.00% 

 

Затем мы проанализировали способность антиген-специфических Т-клеток 

продуцировать цитокины (Рис. 35). Популяция M2e-специфичных CD4+ Tem-клеток состояла 

преимущественно из одиночных продуцентов IL-2 (0,18%) и клеток, продуцирующих два типа 

цитокинов IL-2/TNF-α (0,07%). Цитокин-продуцирующие M2e-специфичные CD8+ Tem-клетки 

были в основном представлены двойными продуцентами IL-2/TNF-α (0,11%) и одиночными 

продуцентами IL-2 (0,12%). Популяция H3N2-специфичных CD8+ Tem-клеток была 

представлена продуцентами IFN-γ (10,8%). 

В случае активации Т-лимфоцитов пептидами NP255 и NP335 из нуклеопротеина NP 

были выявлены популяции CD4+ и CD8+ Tem-клеток, продуцирующих TNF-α, однако, 

превышение относительно контроля не было статистически значимым (Рис. 35 (с)). 
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Рисунок 35. Антиген-специфический Т-клеточный ответ в селезенках иммунизированных 

мышей. Т-клетки были индуцированы с помощью М2е пептида (а), вируса гриппа A/Aichi/2/68 

(H3N2) (b), пептидов из нуклеопротеина NP (с). Данные представлены в виде графиков Тьюки. 

Указаны значения P между группами (*** p < 0.001, ** р<0.01).  

 

Одним из способов оценки цитотоксической функции клеток является определение 

экспрессии мембранного гликопротеина CD107a. Было обнаружено появление вирус-

специфических полифункциональных CD8+ Tem-клеток, экспрессирующих CD107a и IFN-γ+ 

(2,9%) (Рис. 36). 
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Рисунок 36. Экспрессия мембранного гликопротеина CD107a на вирус-стимулированных Тem-

клетках. Указаны значения p между группами (* 0.01< p < 0.05). 

 

Для оценки протективного действия рекомбинантных белков иммунизированных и 

контрольных мышей заражали штаммом гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2) в дозе 4LD50. Мыши, 

иммунизированные белком 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-2HA2-4M2eh, образующим 

наночастицы, показали 90% выживаемость и минимальную потерю массы тела (8%). Для 

сравнения, у мышей, иммунизированных белком 19S-PADRE-NP335-NP255-2HA2-4M2eh без 

SAP, выживаемость составила 67%, наблюдалась более выраженная потеря веса (до 15%) и 

более медленное выздоровление (Рис. 37). 

 

 

Рисунок 37. Динамика массы тела и гибели мышей после заражения вирусом гриппа 

A/Aichi/2/68 (H3N2) в дозе 4хLD50. Массу тела (слева) и выживаемость (справа) 

контролировали ежедневно в течение 14 дней. Указаны значения p между группами (* 0.01< p < 

0.05). 
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2. Получение наночастиц на основе самособирающегося пептида SAP, несущих 

консервативные антигены вируса гриппа, с использованием растительной системы 

экспрессии.  

Для получения рекомбинантных белков используют разные системы экспрессии, 

включая бактерии, дрожжи, растения и клетки млекопитающих. Растительная система 

экспрессии имеет ряд потенциальных преимуществ, такие как низкая стоимость, безопасность 

для человека, простота масштабирования (Liu et al., 2022, Zahmanova et al., 2022). Высокий 

уровень продукции рекомбинантных белков в растениях может быть достигнут за счет 

применения транзиентных экспрессионных систем, основанных на агроинфильтрации с 

использованием рекомбинантных вирусных векторов растений (Sainsbury, 2020, Nosaki and 

Miura, 2021, Mardanova et al., 2017).  В этой части работы мы получили рекомбинантные белки 

на основе самособирающегося пептида в растениях N. benthamiana.  

 

2.1. Получение наночастиц на основе SAP пептида 

Для получения вектора для экспрессии в растениях в генетическую конструкцию 19s-

SAP-Sp с помощью ПЦР амплификации c праймерами Pr-F PalAI_his и Pr-R ввели 

рестрикционные сайты PalAI и Bpu1102I. На первом этапе полученный ПЦР-фрагмент 

клонировали в векторе pGEM-t (Promega). На втором этапе из полученного вектора по сайтам 

PalAI и Bpu1102I был вырезан фрагмент 19s-SAP-Sp, одноцепочечный 5'-конец которого 

(образовавшийся в результате обработки Bpu1102I) был достроен фрагментом Кленова. Этот 

фрагмент клонировали по сайтам PalAI и SmaI в вектор pEff, предназначенный для экспрессии 

в растениях (Mardanova et al., 2017). Вектор pEff 19s-SAP-Sp (Рис. 38) переносили в штамм A. 

tumefaciens GV3101.  

 

 

Рисунок 38. Экспрессионный вектор pEff-19S-SAP-Sp.  

RDRP - ген РНК-зависимой РНК-полимеразы; Sgp1 - первый промотор субгеномной РНК PVX; 

AMV - трансляционный энхансер вируса мозаики люцерны; 35S - промотор РНК вируса 

мозаики цветной капусты; Nos-T - терминатор гена нопалинсинтазы A. tumefaciens; P24 - ген 

супрессора сайленсинга GRLaV2; his -  гексагистидиновая последовательность; 19S - гибкий 

линкер, богатый глицином; SAP -  самособирающийся пептид; Sp - спиральный линкер; RB и 

LB, правая и левая границы области Т-ДНК.  
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Листья N. benthamiana были инфильтрированы агробактериями, несущими вектор pEff-

19S-SAP-Sp. Для контроля синтеза целевого белка фрагменты листа собирали на 1, 2, 3, 4 день 

после инфильтрации. Через 3-4 дня после инфильтрации (dpi) в зонах инфильтрации 

наблюдался некроз (Рис. 39 (d)). SDS-PAGE анализ образцов белка из агроинфильтрованных 

листьев и вестерн-блоттинг (Рис. 39) показали, что 19S-SAP-Sp экспрессировался в 

растительных клетках на уровне около 100 мкг/г ткани листа.  

Рекомбинантный белок был полностью нерастворим, поэтому очистку 19S-SAP-Sp 

проводили в денатурирующих условиях с помощью металл-аффинной хроматографии. После 

очистки препарат рекомбинантного белка содержал примесь RuBisCO (рибулозо-1,5-

бисфосфаткарбоксилазу/оксигеназу), который является мажорным растительным белком (Рис. 

39 (с)). В SDS-PAGE рекомбинантный белок представлен в виде мономера и 

высокомолекулярных агрегатов.  После очистки образцы белка подвергали поэтапному диализу 

против PBS с понижением концентрации мочевины. Выход белка составлял около 40 мкг/г 

ткани листа.  

 

 

Рисунок 39. Продукция белка 19S-SAP-Sp в растениях N. benthamiana. (а), (с) SDS-PAGE и (b) 

Вестерн-блот с антителами против SAP. M, маркер молекулярной массы (kDа); 1, экстракт 

белков, выделенных из листа без инфильтрации; 2, экстракт белков, выделенных из листа, 

инфильтрированного pEff 19S-SAP-Sp; 3, очищенный белок 19S-SAP-Sp. Положение белка 19S-

SAP-Sp показано стрелкой. (d) Фотографии листьев N. benthamiana, инфильтрованных pEff 19S-

SAP-Sp в разные дни.  

 

Белок 19S-SAP-Sp был выделен в денатурирующих условиях с последующим диализом, 

обеспечившим самосборку наноразмерных частиц in vitro. Структура частиц была 
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проанализирована с помощью электронной и атомно-силовой микроскопии. Согласно 

полученным данным, частицы имели диаметр около 15-25 нм (Рис. 40). Таким образом была 

показана возможность получения наночастиц на основе SAP пептида в растениях N. 

benthamiana.  

 

 
Рисунок 40. Анализ наночастиц, образованных белком 19S-SAP-Sp, полученным в растениях, 

методами атомно-силовой микроскопии (а) и электронной микроскопии (b).  

 

2.2. Получение наночастиц на основе SAP пептида, несущих антигены вируса гриппа 

Для получения рекомбинантных векторов для экспрессии в растениях в гены 19s-SAP-

Sp-4M2eh, 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, и 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-2HA2-4M2eh с 

помощью ПЦР c праймерами Pr-F PalAI_his и Pr-R BlpI_SmaI ввели концевые рестрикционные 

сайты PalAI и SmaI. Соответствующие фрагменты ДНК и клонировали в вектор pEff для 

экспрессии в растениях по тем же сайтам. На следующем этапе полученные векторы вводили в 

штамм A. tumefaciens GV3101. Таким образом, были получены штаммы агробактерий, несущие 

экспрессионные векторы pEff-19S-SAP-Sp-4M2eh, pEff-19S-SAP-Sp-2HA2-4M2e, pEff-19S-

PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh (Рис. 41). 
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Рисунок 41. Экспрессионные векторы (а) pEff-19S-SAP-Sp-4M2eh; (b) pEff-19S-SAP-Sp-2HA2-

4M2eh; (c) pEff-19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh. RDRP - ген РНК-зависимой 

РНК-полимеразы; Sgp1 - первый промотор субгеномной РНК PVX; AMV - трансляционный 

энхансер вируса мозаики люцерны; 35S - промотор РНК вируса мозаики цветной капусты; Nos-

T - терминатор гена нопалинсинтазы A. tumefaciens; P24 - ген супрессора сайленсинга GRLaV2; 

his - гексагистидиновая последовательность; 19S- гибкий линкер, богатый глицином; SAP - 

самособирающийся пептид; Sp - спиральный линкер; 4M2eh - четыре тандемные копии пептида 

M2e; GS - короткий глициновый линкер; HA2 - копия последовательности участка второй 

субъединицы гемагглютинина; PADRE-NP335-NP-255 – последовательность PADRE и участков 

нуклеопротеина; RB и LB, правая и левая границы области Т-ДНК.  

 

Для экспрессии в растениях листья N. benthamiana были инфильтрированы 

агробактериями, несущими рекомбинантные экспрессионные векторы. Для контроля синтеза 

целевых белков фрагменты листа собирали на 1, 2, 3 день после инфильтрации.  

Образцы белков из агроинфильтрованных листьев были проанализированы с 

использованием SDS-PAGE и вестерн-блоттинга с антителами против M2e (Рис. 42, 43). Белок 

19S-SAP-Sp-4M2eh эффективно экспрессировался в растительных клетках на уровне около 80-

100 мкг/г ткани листа, тогда как для белков 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 19S-PADRE-NP335-

NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh уже на 3 день наблюдалась сильная некротизация листа, а уровень 

экспрессии был не выше 20 мкг/г ткани листа. Использование белков 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 

19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh с низким уровнем экспрессии является 

нецелесообразным для получения вакцинных препаратов. Поэтому для дальнейшей работы был 

выбран только белок 19S-SAP-Sp-4M2eh.  
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Рисунок 42. Продукция белка 19S-SAP-Sp-4M2eh в растениях N. benthamiana. (а), (с) SDS-

PAGE и (b) Вестерн-блот с антителами против М2е. M, маркер молекулярной массы (kDа); 1, 

экстракт белков, выделенных из листа без инфильтрации; 2, экстракт белков, выделенных из 

листа, инфильтрированного pEff 19S-SAP-Sp-4M2eh; 3, очищенный белок 19S-SAP-Sp-4M2eh. 

Положение белка 19S-SAP-Sp-4M2eh показано стрелкой. (d) Фотографии листьев N. 

benthamiana, инфильтрованных pEff 19S-SAP-Sp-4M2eh в разные дни.  

 

 

Рисунок 43. Продукция белков 19S-SAP-Sp-2HA2-4M2eh (1) и 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-

Sp-2HA2-4M2eh (2) в растениях N. benthamiana. (а), (с) SDS-PAGE и (b) Вестерн-блот с 

антителами против М2е. Дорожки: M, маркер молекулярной массы (kDа); 1, экстракт белков, 

выделенных из листа без инфильтрации; 2, экстракт белков, выделенных из листа, 

инфильтрированного вектором, кодирующем целевой белок; 3, очищенные белки. Положение 

целевых белков показано стрелкой. (d) Фотографии листьев N. benthamiana, инфильтрованных 

pEff 19S-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, pEff 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-4M2eh в разные 

дни.  
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После очистки на сорбенте Ni-NTA белок 19S-SAP-Sp-4M2eh все еще содержал 

большую примесь растительного белка RuBisCO. Поэтому далее полученный белок был 

повторно очищен с использованием того же протокола. В результате был получен гомогенный 

образец растворимого белка с минимальным содержанием RuBisCO (Рис. 42(с)). Выход белка 

составлял ~ 60 мкг/г ткани листа. Наряду с мономерной формой белка, SDS-PAGE также 

выявил мультимеры с видимой молекулярной массой около 150 кДа, которые могут 

представлять собой пентамеры SAP.  

Белок 19S-SAP-Sp-4M2eh был выделен в денатурирующих условиях с последующим 

диализом с поэтапным уменьшением концентрации мочевины, обеспечивающим самосборку 

наноразмерных частиц in vitro. Сборка белка в наноразмерные структуры была 

проанализирована с помощью электронной и атомно-силовой микроскопии. Сферические 

частицы наблюдались обоими методами (Рис. 44). Согласно данным просвечивающей 

электронной микроскопии, частицы имели диаметр около 15-25 нм. Размер частиц 19S-SAP-Sp-

4M2eh, оцененный с помощью атомно-силовой микроскопии, составил около 15-30 нм.  

 

 

Рисунок 44. Анализ вирусоподобных частиц, образованных белком 19S-SAP-Sp-4M2eh, 

методами атомно-силовой микроскопии (а) и просвечивающей электронной микроскопии (b). 
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2.3. Иммуногенность и протективность белка 19S-SAP-Sp-4M2eh, полученного в 

растительной системе экспрессии. 

Для характеристики иммуногенности и протективного действия мышей иммунизировали 

трехкратно подкожно наночастицами, образованными белком 19S-SAP-Sp-4M2eh. Сыворотки и 

БАЛ были взяты после третьей иммунизации и проанализированы методом ИФА для 

выявления антител IgG против M2е и целого вируса гриппа H3N2.   

Было обнаружено, что иммунизация 19S-SAP-Sp-4M2eh индуцировала высокие титры 

M2e-специфического IgG в сыворотке крови и в БАЛ по сравнению с контрольной группой (p < 

0,001 в сыворотках крови и p < 0,05 в БАЛ) (Рис. 45(а), (b)). Однако индукции вирус-

специфических IgG не наблюдалось (Рис. 45(с), (d)).  

 

 

Рисунок 45. Титры антител в сыворотках и в БАЛ после третьей иммунизации мышей 

препаратом 19S-SAP-Sp-4M2eh растительного происхождения. (a) титры анти-M2e IgG в 

сыворотках крови; (b) титры анти-M2e IgG в БАЛ; (c) титры IgG к вирусу гриппа A/Aichi/2/68 

(H3N2) в сыворотках крови; (d) титры IgG к вирусу гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2) в БАЛ. Данные 

представлены в виде средних геометрических титров (СГТ) и значений, наблюдаемых у 

отдельных мышей. Указаны статистически значимые различия между экспериментальными 

группами (* - 0.01<p<0.05, ** - 0.0001<p<0.001).  
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Чтобы оценить защитное действие белка 19S-SAP-Sp-4M2eh, иммунизированных и 

контрольных мышей заражали вирусом гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2) в дозе 4хLD50 (Рис. 46(b)). 

В опытной группе выжили 80% иммунизированных мышей, в то время как показатель 

выживаемости среди контрольной группы составил 40%. 

В ходе заражения также следили за динамикой массы тела (Рис. 46(а)). Максимальная 

потеря веса у иммунизированной группы составила 9%, в то время как выжившие мыши в 

контрольной группе потеряли до 17% веса и восстанавливались медленнее. 

 

 

Рисунок 46. Изменение массы тела (а) и выживаемость (b) иммунизированных и контрольных 

мышей (PBS) в течение 14 дней после заражения 4хLD50 вируса гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2).  
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ОБСУЖДЕНИЕ 

 

1. Наночастицы на основе самособирающегося пептида SAP 

В связи с высокой изменчивостью вирусов гриппа, ежегодно требуется обновление 

состава вакцин, при этом сезонные вакцины должны включать антигены нескольких 

циркулирующих штаммов. Производство вакцин основано на прогнозировании того, какие 

преобладающие циркулирующие штаммы будут в данном сезоне. Однако прогнозы не всегда 

совпадают с реальными данными, особенно в случае появления новых пандемических 

штаммов. По этим причинам актуальной задачей является создание универсальной вакцины 

против гриппа. Такая вакцина должна обеспечивать перекрестную защиту между различными 

штаммами и обладать высокой иммуногенностью. Производство такой вакцины должно быть 

крупномасштабным. Вакцина, сочетающая в себе все эти характеристики, потенциально могла 

бы стать универсальной вакциной против гриппа, а не только вакциной против сезонного 

гриппа. Для достижения этих целей нами был использован подход, основанный на 

использовании самособирающихся наночастиц в качестве носителей консервативных антигенов 

вируса гриппа.  

Coiled-Coil домены олигомеризации используются для получения белковых наночастиц, 

на основе которых можно создавать нановакцины. Эти домены состоят из двух или более 

спиралей, обернутых друг вокруг друга. Для презентации антигена можно использовать альфа-

спиральные последовательности, которые при Coiled-Coil взаимодействии будут образовывать 

пептидные частицы, несущие на поверхности целевой антиген. В работе были получены 

наночастицы на основе самособирающегося пептида SAP.  

Образование суперспиралей и их стабильность являются необходимым условием для 

самосборки пептидов SAP в наночастицы. Гидрофобные взаимодействия в спиральных 

структурах Coiled Coil доменов являются основной движущей силой для образования 

суперспиралей. Другими факторами стабильности суперспиралей являются меж- и 

внутриспиральные солевые мостики (Meier and Burkhard, 2006). Удаление единственного 

межспирального солевого мостика может даже нарушить образование Coiled Coil мотивов 

(Meier et al., 2002). Поэтому так важно сохранить определенную геометрию между тримерными 

и пентамерными спиральными доменами в SAP. Конформация и угол между двумя доменами 

SAP строится за счет двух остатков глицина, расположенных между ними, а также зависит от 

взаимодействия с другими мономерами SAP при образовании частиц, в которых участвуют 

гидрофобные, электростатические, водородные связи. На эти нековалентные взаимодействия 

влияют буферные условия, такие как pH, концентрация NaCl, различные сорастворители, 

например, глицерин. Таким образом, важно подобрать условия рефолдинга для 
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самособирающихся частиц, так как это будет влиять на их размер, форму и агрегационные 

свойства.  

Используемый нами мономерный пептид SAP состоит из двух спиральных доменов. N-

конец представляет собой пентамерный спиральный домен, C-конец – тримерный спиральный 

домен. Эти два домена олигомеризации соединены линкером, состоящим из двух остатков 

глицина, и содержат два остатка цистеина, которые могут образовывать либо 

внутримолекулярные дисульфидные связи, придающие определённое значение угла между 

спиралями, либо межмолекулярные дисульфидные связи, что может приводить к агрегации 

(Raman et al., 2006). На C-конце SAP мы дополнительно поместили спиральный линкер Sp для 

разделения SAP и целевых антигенных пептидов. Такое разделение увеличивает расстояние 

между эпитопом и образованным SAP «ядром» наночастицы и тем самым улучшает сборку и 

повышает доступность эпитопов для иммунной системы.  

Были сконструированы химерные гены и получены в клетках E. coli рекомбинантные 

белки 19S-SAP и 19S-SAP-Sp, включающие N-концевую гексагистидиновую метку для очистки 

белка методом никелевой - аффинной хроматографии. Гексагистидиновая последовательность 

была отделена от остальной части белка гибким глицин-сериновым линкером длиной 19 а.о. 

(19S), чтобы улучшить ее взаимодействие с Ni-сорбентом. Рекомбинантные белки были 

очищены в денатурирующих условиях. Белок his-19s-SAP при диализе со ступенчатым 

понижением концентрации мочевины агрегирует и выпадает в осадок. Ступенчатый рефолдинг 

при более низкой концентрации препарата (0,1 мг/мл) и последующее его концентрирование 

также не позволили предотвратить агрегацию белка. Однако, включение спирального линкера 

Sp на C-конец способствовало формированию стабильных наночастиц размером 15-25 нм после 

диализа со ступенчатым понижением концентрации мочевины при концентрации белка 0,5-0,8 

мг/мл.  

Механизм ренатурации белка имеет решающее значение для получения однородных 

стабильных частиц. Решающую роль здесь может играть образование меж- и 

внутриспиральных дисульфидных связей. Олигомеризационные свойства пептида SAP 

обусловлены двумя различными олигомеризационными доменами, соединенными линкерным 

сегментом из двух остатков глицина в сочетании с образованием межмолекулярных 

дисульфидных мостиков между различными пептидными цепями. Высокая концентрация 

пептидов и/или диализ в нативных условиях может приводить к образованию сети пептидов, 

которые сшиваются либо путем олигомеризации доменов Coiled-Coil, либо с помощью 

межмолекулярных дисульфидных мостиков с образованием нерегулярных агрегатов (Raman et 

al., 2006). Известно, что пентамерные и тримерные спиральные домены, используемые в SAP, 

образуют стабильные олигомеры, которые формируются при умеренно высокой концентрации 
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мочевины (Guo et al., 2000, Burkhard et al., 2002). При образовании этих Coiled Coil доменов 

происходит контакт двух цистеинов одной пептидной молекулы и их экранирование, 

следовательно, они становятся недоступными для межмолекулярных контактов. Рефолдинг со 

ступенчатым понижением концентрации мочевины приводил к быстрому образованию 

внутримолекулярных дисульфидных мостиков и при этом позволил избежать образования 

хаотичных межмолекулярных дисульфидных связей.  

Геометрические ограничения, действующие на два домена олигомеризации SAP, при 

образовании тримеров и пентамеров приводят к самосборке наночастиц и определяют их форму 

(Raman et al., 2006). В оригинальном дизайне Raman et al., 2006, частицы SAP имеют 

икосаэдрическую симметрию Т=1, диаметр 16-20 нм и состоят из 60 пептидов, либо Т=3, 

диаметр до 25 нм и состоят из 180 мономеров. Введение спирального линкера на C-конец, по-

видимому, повлияло на геометрию SAP и изменило их угловую ориентацию и, как следствие, 

помогло формированию стабильных наночастиц. 

Продукция 19S-SAP-Sp в бактериальной системе позволяет быстро получить большое 

количество потенциального препарата. Стабильность полученных частиц 19S-SAP-Sp 

позволяет длительно их хранить, что тоже является преимуществом. Эти частицы могут быть 

использованы в качестве носителей целевых антигенов и представления их в большом числе 

копий, что является критическим фактором для индукции сильного иммунного ответа.  

 

2. Наночастицы на основе SAP, несущие консервативные эпитопы вируса гриппа 

Защита от широкого спектра штаммов вируса гриппа А может быть достигнута за счет 

индукции защитных антител против консервативных последовательностей антигенов, таких как 

M2e и второй субъединицы гемагглютинина (HA2), которая образует «стебель» молекулы 

белка. Ранее было показано, что антитела против этих пептидных антигенов могут защищать от 

гриппозной инфекции (Fiers et al., 2009, Ekiert et al., 2011, Khanna et al., 2014). Однако, 

недостатком использования консервативных эпитопов является их слабая иммуногенность. 

Чтобы преодолеть это, эпитопы были генетически слиты с самособирающимся пептидом SAP 

для их презентации на поверхности наночастиц.   

В результате работы в E. coli были получены рекомбинантные белки, содержащие 4 

копии консенсусной последовательности М2е пептида вирусов гриппа А человека и НА2 

фрагмента гемагглютинина вируса гриппа A/H3N2 (а.о. 76-130) слитых с SAP на С-конце. 

Также были получены аналогичные рекомбинантные белки без SAP пептида, которые 

представляли собой пептидные полиэпитопы и были использованы в качестве контроля.  

Последовательности HA2 и M2e были размещены на С-конце домена тримерной 

олигомеризации SAP после Sp линкера. Количество копий этих пептидов было увеличено: HA2 
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был представлен двумя копиями, а M2e - четырьмя. Исследования показали, что увеличение 

числа копий M2e усиливает иммунный ответ (Ravin et al., 2015). Такой же подход мы 

использовали в этом случае.  

Очистка белков проводилась в денатурирующих условия с последующим ступенчатым 

рефолдингом, чтобы избежать хаотического образования межмолекулярных дисульфидных 

мостиков. С помощью этого метода белки самособирались in vitro в сферические наночастицы 

размером 20-50 нм. Размер этих частиц был больше, чем частиц без антигенов вируса гриппа 

(19S-SAP-Sp). По-видимому, присоединение антигенных пептидов к SAP-Sp приводило к 

увеличению размера частиц, которые оказались более разнородными. Также по данным 

микроскопии наблюдалось образование агрегатов белков. Это можно связать с простой 

агрегацией наночастиц (т.е. слипание двух, трех или более частиц) и/или с тем, что размер 

увеличен из-за изменения геометрии и стехиометрии наночастиц (например, образование 

удлиненных/несферических структур, а не обладание строгой икосаэдрической симметрией). 

Последовательность HA2 имеет много гидрофобных аминокислотных остатков, что также 

могло отрицательно повлиять на геометрию и стехиометрию SAP пептида. Тем не менее, 

полученные наночастицы представляют набор пептидных антигенов, что, как известно, 

является оптимальным для активного иммунного ответа (Bachmann et al., 1993).  На 

расположение эпитопов М2е на поверхности частиц указывает их доступность для М2е-

специфических антител. Более, того, в наночастицах, содержащих антигены вируса гриппа на 

N- и C-концах SAP пептида, расположенные на поверхности антигены эффективно 

экранировали «ядро» частицы, препятствуя их распознаванию антителами против SAP. 

Для характеристики иммунного ответа рекомбинантные белки вводили мышам 

интраназально без использования адъювантов. Белки на основе SAP проявляли одинаковую 

иммуногенность в отношении M2e независимо от присутствия пептида HA2. Аналогичные 

белки без SAP не образовывали наночастиц и вызывали гораздо более слабый иммунный ответ. 

Предыдущие исследования показали, что антитела, специфичные к M2e, не могут 

непосредственно нейтрализовать вирус гриппа, но могут обеспечивать перекрестную защиту, 

индуцируя несколько механизмов иммунных реакций, опосредуемых антителами и клетками. 

Наиболее хорошо охарактеризованными защитными механизмами являются ADCC 

(антителозависимая клеточно-опосредованная цитотоксичность), ADCP (антителозависимый 

клеточный фагоцитоз) и CDC (комплементзависимая цитотоксичность) (Huber et al., 2001). 

Таким образом, антитела к M2e являются важным фактором защиты от вирусов гриппа. 

Антитела, взаимодействующие с препаратом цельного вируса, были обнаружены только 

у мышей, иммунизированных белком 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, но не 19s-SAP-Sp-4M2eh. Этот 

результат можно объяснить тем, что в отличие от гемагглютинина, М2 является минорным 
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компонентом вириона (Zebedee and Lamb, 1988), поэтому М2е-специфичные антитела плохо 

связываются с вирусом. Слабый иммунный ответ на вирус в случае белка 19s-Sp-2HA2-4M2eh, 

вероятно, обусловлен неспособностью этого белка образовывать высокоиммуногенные 

наночастицы. 

Интраназальный способ введения препаратов имеет значительные преимущества для 

вакцинации. Многие исследования показали, что такие интраназальные вакцины индуцируют 

сывороточные IgG и мукозальные IgA, которые играют важную роль в эффективности вакцины 

(Stepanova et al., 2015, Qi et al., 2018). Интраназальная вакцинация рекомбинантными белками 

19s-SAP-Sp-4M2eh и 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh приводила к образованию не только высоких 

титров IgG в сыворотках и в БАЛ, а также IgA в БАЛ. 

Мы проанализировали Т-клеточный ответ после иммунизации мышей белком 19s-SAP-

Sp-2HA2-4M2eh, поскольку он образовывал высокоиммуногенные наночастицы и содержит как 

M2e, так и HA2. Было выявлено, что эти наночастицы индуцировали образование клеток 

CD4+Т-клеток памяти (Tem), специфичных к М2е пептиду. В селезенке M2e-специфичные 

CD4+ Tem-клетки были одиночными (IFN-γ+) и двойными продуцентами цитокинов (IL-

2+/TNF-α+). В легких иммунизированных мышей доминирующей популяцией были CD4+ Tem-

клетки, продуцирующие IL-2+/TNF-α+. В поддержании иммунной памяти мультицитокин-

продуцирующие антиген-специфические CD4+ Т-клетки, являются более важными, чем 

продуценты одного цитокина, и их количество коррелирует с защитным противовирусным 

иммунитетом (Harari et al., 2006, Kannangana et al., 2007).  В целом, эти результаты 

предполагают, что интраназальная иммунизация мышей 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh индуцирует 

генерацию M2e-специфичных CD4+ Tem-клеток, которые продуцируют один или два цитокина. 

Вакцины на основе пептида M2e вызывают в основном гуморальный, а не Т-клеточный 

иммунный ответ (Jegerlehner et al., 2004, Lee et al., 2015). В то же время специфичный для M2e 

ответ CD4+ Т-клеток важен для широкой защиты от инфекций гриппа (Swain et al., 2012). 

Также наблюдалось образование вирус-специфичных CD8+ Т-клеток, но различия с 

контрольной группой не были статистически значимыми.  

В результате рекомбинантные белки, самособирающиеся в наночастицы, смогли 

защитить животных от смертельного заражения вирусом гриппа А. Оба белка, 19s-SAP-Sp-

4M2eh и 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, обеспечивали 90%-100% защиту от штамма вируса гриппа 

A/PR/8/34 (H1N1) из первой филогенетической группы и штамма вируса гриппа A/Aichi/2/68 

(H3N2) из второй филогенетической группы. Напротив, в случае 19S-Sp-4M2eh наблюдалась 

только 40% защита от вируса A/PR/8/34 (H1N1), что еще раз подтверждает важность 

образования наночастиц для эффективного иммунного ответа. В случае заражения штаммом 

A/Aichi/2/68 (H3N2) даже не образующий наночастицы белок 19S-Sp-4M2eh обеспечивал 90% 
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защиту. Мы предполагаем, что доза инфекции в этом случае была ниже ожидаемой, поскольку 

30% выживаемость наблюдалась даже в контрольной группе (PBS).   

Защитный эффект рекомбинантных белков с SAP пептидом (19S-SAP-Sp-2HA2-4M2eh 

и 19S-SAP-Sp-4M2eh) подтверждается и статистически значимым снижением титров вируса в 

легких иммунизированных мышей по сравнению с контрольными мышами после заражения 

штаммом A/PR/8/34 (H1N1) или A/Aichi/2/68 (H3N2).  

Задачей создания новых противогриппозных вакцин является расширение спектра 

индуцируемого иммунитета за счет включения в них нескольких эпитопов с различным 

механизмом индукции иммунитета, не только гуморального, но и Т-клеточного. Белок 19s-SAP-

Sp-2HA2-4M2eh усложнили, добавив на N-конец пентамерного домена SAP консервативные 

последовательности из нуклеопротеинового белка (255-275 а.о. и 335-350 а.о.) и универсальный 

Т-клеточный эпитоп PADRE. В итоге, были получены частицы, которые несут разные типы 

консервативных антигенов/эпитопов вируса гриппа и представляют собой повторяющиеся 

антигенные дисплеи. Такое сочетание делает их способными индуцировать не только 

гуморальный иммунный ответ, но и Т-клеточный.   

Очистка белков проводилась в денатурирующих условиях с последующим 

ступенчатым рефолдингом, как и в предыдущих экспериментах. Белки с SAP пептидом 

самособирались в сферические наночастицы размером 15-35 нм. Доступность М2е пептида для 

антител и экранирование SAP эпитопами была показана с помощью ИФА.  

После иммунизации мышей препаратами 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-Sp-2HA2-

4M2eh, 19S-PADRE-NP335-NP255-Sp-2HA2-4M2eh  (контроль без SAP пептида) мы не 

наблюдали различий в титрах анти-M2e IgG в сыворотке крови между группами мышей, 

иммунизированных рекомбинантными белками с пептидом SAP и без него. Контрольный 

белок, который не содержит пептида SAP, содержал четыре тандемные копии M2e. Вероятно, 

иммуногенность пептида М2е увеличилась за счет того, что он был включен в длинный 

полипептид. Такие линейные полиэпитопные белки могут эффективно индуцировать 

иммунный ответ (Romeli et al., 2020), даже без образования наночастиц. Напротив, титры IgG к 

вирусу A/Aichi/2/68 (H3N2) были значительно выше в сыворотках мышей, иммунизированных 

белком, несущим SAP, чем в группе мышей, иммунизированных аналогичным белком без SAP. 

Слабый иммунный ответ на вирус в случае 19S-PADRE-NP335-NP255-Sp-2HA2-4M2eh, 

вероятно, обусловлен его неспособностью образовывать наночастицы. Иммунный ответ на весь 

вирус гриппа отражает преимущественно выработку антител к пептиду HA2 из стволовой 

области HA. Активность таких антител может приводить к нейтрализации вирусов гриппа, хотя 

их нейтрализующая активность слабее, чем у антител к головному домену гемагглютинина, 

которые непосредственно препятствуют связыванию с клеточным рецептором. Антитела к 
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стволовой области НА также обеспечивают множество косвенных механизмов защиты, 

включая антителозависимые эффекторные механизмы (Jegaskanda et al., 2017) и ингибирование 

ферментативной активности нейраминидазы (Wohlbold et al., 2016; Chen et al., 2019). 

Следовательно, важно включать консервативные фрагменты гемагглютинина в вакцины-

кандидаты для формирования более широкого иммунного ответа, чем в случае только M2e. 

В настоящее время основными средствами борьбы с гриппом являются традиционные 

инактивированные и живые аттенуированные вакцины, которые индуцируют 

вируснейтрализующие антитела, нацеленные на гемагглютинин. Однако они специально не 

нацелены на Т-клеточный иммунный ответ, несмотря на доказательства того, что он играет 

значительную защитную роль при инфекции (Bender et al., 2003). Более того, большинство Т-

клеточных эпитопов обнаружено во внутренних белках вируса гриппа. В нашей работе мы 

использовали эпитопы CD8+ Т-клеток из нуклеопротеина, а также универсальный эпитоп CD4+ 

Т-клеток PADRE для генерации широкого Т-клеточного ответа. 

Индукция сильного долгосрочного CD4+/CD8+ Т-клеточного иммунитета является 

важным инструментом эффективной защиты (Doherty et al., 1997). Ни CD8+ клетки, ни CD4+ 

клетки, ни В-клетки сами по себе не могут обеспечить эффективный вирусный клиренс 

(Gerhard, 2001). Следовательно, иммунный ответ на вирус гриппа требует сложного 

взаимодействия между цитотоксическими Т-клетками, В-клетками, продуцирующими антитела, 

и Т-лимфоцитами-хелперами. Мышиные модели пневмонии гриппа А представляют собой 

хорошо зарекомендовавшую себя экспериментальную систему для изучения иммунитета, 

опосредованного Т-клетками. В частности, Т-клеточный иммунный ответ на гриппозную 

инфекцию был хорошо охарактеризован у мышей C57BL/6 (B6, H2b) (Thomas et al., 2006). 

Именно на этой линии мышей мы изучали формирование Т-клеточного ответа после 

иммунизации наночастицами 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-2HA2-4M2eh.  

Наблюдалось образование CD4+ Tem-клеток в селезенке, которые продуцировали IL-2 

при стимуляции M2e, а также образование M2e-специфичных CD8+ Tem-клеток, 

продуцирующих два типа цитокинов, TNF-α и IL-2. Было также обнаружено, что иммунизация 

вызывала образование вирус-специфичных CD8+ продуцентов IFN-γ. CD8+ Т-клетки, в 

дополнение к своей цитотоксической функции, могут секретировать хемокины, которые 

способны привлекать другие иммунные клетки. Выработка цитокинов CD8+ Т-клетками, таких 

как IFN-γ, TNF-α, дополнительно усиливает их цитотоксичность и модулирует врожденную и 

адаптивную иммунные системы, направляя иммунные ответы по пути Th1 (Chalifour et al., 

2004). В целом, наночастицы, несущие консервативные антигены вируса гриппа и эпитоп 

PADRE, индуцировали образование антигенспецифичных многофункциональных CD4+/CD8+ 

эффекторных Т-клеток памяти. 
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Изучение Т-клеточного ответа показало появление вирус-специфичных 

полифункциональных CD8+ Т-клеток памяти, экспрессирующих CD107a и IFN-γ, в селезенке 

иммунизированных мышей. CD107a относится к семейству LAMP и представляет собой 

высокогликозилированные мембранные белки литических гранул, содержащие гранзим и 

перфорин (Kannan et al., 1996). Было описано, что экспрессия CD107a сильно повышается на 

поверхности CD8+ Т-клеток при активации цитотоксической функции этих клеток путем 

высвобождения содержимого таких гранул. Можно предположить, что CD8+ Т-клетки, 

экспрессирующие CD107a и IFN-γ, проявляют цитотоксическую функцию по отношению к 

клеткам, зараженным вирусом гриппа.  

По сравнению с данными, полученными в результате иммунизации препаратом 19S-

SAP-Sp-2HA2-4M2eh, включение эпитопов PADRE и NP в эти наночастицы расширило спектр 

Т-клеточного иммунного ответа. Например, иммунизация мышей наночастицами 19S-SAP-Sp-

2HA2-4M2eh не индуцировала образование M2e-специфичных CD8+ Tem и вирус-

специфичных CD4+ и CD8+ Tem клеток на уровне, значительно отличающемся от контроля 

PBS. А иммунизация мышей наночастицами 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-2HA2-4M2eh 

вызвала образование как M2e-специфичных CD8+ Tem-клеток, продуцирующих IL-2 и TNF-α, 

так и генерацию вирус-специфичных CD4+ и CD8+ Tem-клеток, продуцирующих IFN-γ. 

Поскольку Т-клеточный иммунитет важен для широкой защиты от гриппозных инфекций, 

расширение спектра Т-клеточного ответа должно повысить эффективность вакцины-кандидата 

(Clemens et al., 2018, Sridhar et al., 2016). 

Хотя иммунизация наночастицами 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-2HA2-4M2eh 

индуцировала образование M2e-специфичных и вирус-специфичных CD4+ и CD8+ Tem-клеток, 

образование NP-специфичных Tem-клеток не наблюдалось. Возможно, что это было вызвано 

расположением NP-эпитопов на наночастице, которое не было оптимальным для генерации 

иммунного ответа, поскольку, в отличие от HA2 и M2e, NP-эпитопы были прикреплены к N-

концу пептида SAP. Возможным решением этой проблемы было бы использование смеси из 

трех типов частиц SAP, несущих только один из антигенов (NP-эпитопы, HA2 и M2e). 

Альтернативой могло бы быть получение мозаичных наночастиц путем самосборки трех 

рекомбинантных белков на основе SAP in vitro. Такая концепция была использована в работах с 

наночастицами на основе SAP, несущими последовательность флагеллина (Karch et al., 2017, 

Kaba et al., 2018).  

Традиционные инактивированные и живые аттенуированные вакцины направлены на 

нейтрализацию вируса гриппа и, таким образом, предотвращение инфекции, в то время как 

рекомбинантные вакцины на основе консервированных вирусных антигенов способствуют 

разрушению инфицированных клеток и ускоренной элиминации вируса: они направлены на 
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сокращение продолжительности заболевания и предотвращение тяжелых форм. Полученные 

рекомбинантные белки, которые самособираются в наночастицы, смогли обеспечить защиту от 

смертельной дозы вируса гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2) (2 филогенетическая группа). Мыши, 

иммунизированные этим препаратом, показали 90% выживаемость после заражения. У мышей 

наблюдалась небольшая потеря массы тела, и они начали выздоравливать на седьмой день 

после заражения. Напротив, в случае белка без пептида SAP (19S-PADRE-NP335-NP255-Sp-

2HA2-4M2eh) наблюдалась менее эффективная защита и большая потеря массы тела, что 

привело к длительному восстановлению. Эти данные еще раз подтверждают важность 

образования наночастиц для эффективного развития иммунного ответа против консервативных 

антигенов вируса гриппа. 

Полученные рекомбинантные наночастицы на основе самособирающегося пептида, 

несущие консервативные антигены вируса гриппа, могут быть использованы для разработки 

универсальной кандидатной вакцины против гриппа, которую можно было бы использовать как 

самостоятельную или, возможно, в качестве дополнительного компонента к существующим 

трехвалентным вакцинам для расширения их защитных свойств.  

 

3. Получение в растениях-продуцентах наночастиц на основе самособирающегося пептида 

SAP, несущих эпитопы вируса гриппа 

В первой части работы мы использовали SAP в качестве носителя для презентации 

эпитопов вируса гриппа на поверхности самособирающихся наночастиц и получали такие 

рекомбинантные белки в бактериальной системе экспрессии. Простые и удобные при массовом 

производстве экспрессионные системы необходимы для наработки рекомбинантных белков, 

служащих в качестве вакцин. Для получения рекомбинантных белков можно использовать 

растительные системы экспрессии, которые обладают некоторыми преимуществами по 

сравнению с другими системами. Например, они предполагают более низкие производственные 

затраты, чем использование биореакторов или культур клеток; возможность масштабируемости 

процессов; безопасность - растения не содержат известных патогенов человека, которые могли 

бы загрязнить конечный продукт (Horn et al., 2004).  

Транзиентная экспрессия генов является удобным способом продукции рекомбинантных 

белков в растениях. Этот способ обладает преимуществом в скорости перед методом создания 

стабильных трансгенных линий, который требует много времени и сил (Rybicki et al., 2014). 

Методом агроинфильтрации можно вводить плазмидный вектор с помощью штаммов 

Agrobacterium tumefaciens в отдельные листья или в целые растения. Такой способ позволяет 

быстро и легко масштабировать процесс, а также упрощает создание кассет для экспрессии 

генов (Lomonossoff et al., 2016).  
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Целью этой части работы было получение в растениях наночастиц на основе SAP, 

несущих консервативные антигены вируса гриппа А. Для экспрессии рекомбинантных белков в 

растениях N. bethamiana, мы использовали самореплицирующийся вирусный вектор pEff 

(Mardanova et al., 2017), который использовался для получения различных рекомбинантных 

белков (Mardanova et al., 2022, Блохина и др., 2018, Saunders et al., 2022, Zahmanova et al., 2019). 

На первом этапе была показана возможность экспрессии в растениях и очистки 

рекомбинантного белка с SAP пептидом. Белок 19S-SAP-Sp экспрессировался на уровне около 

100 мкг/г биомассы свежих листьев, а итоговый выход после очистки составлял около 40 мкг/г. 

Однако выход 19S-SAP-Sp был примерно в 10-15 раз ниже максимально достигнутого для 

системы экспрессии pEff (Mardanova et al., 2017). Некроз растительной ткани после 

агроинфильтрации белком 19S-SAP-Sp был замечен уже на 3-4 день, что вероятно, 

ограничивало уровень экспрессии. Очистка целевого белка в денатурирующих условиях с 

использованием металл-аффинной хроматографии и последующего поэтапного диализа 

привела к самосборке белка in vitro в сферические наночастицы размером около 15-25 нм. 

Далее была предпринята попытка получить рекомбинантные белки с SAP пептидом и 

антигенами вируса гриппа. Однако только белок 19S-SAP-Sp-4M2eh удалось экспрессировать 

на уровне, достаточном для дальнейшего изучения и использования в качестве кандидатного 

вакцинного препарата. Белок 19S-SAP-Sp-4M2eh синтезировался на уровне около 80-100 мкг/г 

биомассы свежих листьев, а выход очистки составлял около 60 мкг/г, тогда как для белков 19s-

SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-2HA2-4M2eh уровень экспрессии был 

ниже 20 мкг/г ткани листа. Некоторые фьюжн-белки с M2e экспрессировались в растениях, 

использующих систему pEff, на более высоких уровнях, например, до 1 мг/г для фьюжн-белка 

флагеллина с M2e и 300-400 мкг/г для M2e, слитого с белком капсида гепатита Е (Mardanova et 

al., 2015, Mardanova et al., 2022). Тем не менее, уровень экспрессии 19S-SAP-Sp-4M2eh в 

растениях был в несколько раз выше, чем достигнутый при использовании аналогичной 

системы экспрессии для получения M2e-несущих частиц на основе корового антигена вируса 

гепатита В (Ravin et al., 2012). Сочетание SAP пептида с гидрофобными последовательностями 

HA2, NP, PADRE приводило к снижению экспрессии. Сильный некроз растительной ткани 

наблюдался уже на второй день после инфильтрации в случае белков 19s-SAP-Sp-2HA2-4M2eh, 

19S-PADRE-NP335-NP255-SAP-2HA2-4M2eh. 

Очистка белка 19S-SAP-Sp-4M2eh из растений-продуцентов в денатурирующих 

условиях с использованием металл-аффинной хроматографии и последующего диализа с 

понижением концентрации мочевины привела к самосборке белка in vitro в сферические 

наночастицы размером около 15-30 нм. Морфологически частицы 19S-SAP-Sp и частицы с М2е 

пептидом были схожи.  
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Иммунизация мышей наночастицами 19S-SAP-Sp-4M2eh индуцировала высокие уровни 

антител против M2e как в сыворотках крови, так и в БАЛ, при этом титры вирус-

специфических IgG не различались между опытной группой и контролем. Это можно объяснить 

тем, что антитела на вирус гриппа в основном представлены НА-специфичными антителами, а в 

составе рекомбинантного белка последовательности гемагглютинина отсутствовали. Для белка 

19S-SAP-Sp-4M2eh, полученного в бактериальной системе экспрессии, наблюдалась 

аналогичная картина. 

Иммунизация мышей «растительными» наночастицами 19S-SAP-Sp-4M2eh обеспечивала 

80% защиту от заражения вирусом гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2). Аналогичные показатели 

выживаемости (90%) были зарегистрированы у мышей, которые были иммунизированы 

продуцируемым в E. coli препаратом 19s-SAP-Sp-4M2eh, после заражения вирусами A/PR/8/34 

(H1N1) или A/Aichi/2/68 (H3N2). Таким образом, наночастицы на основе SAP, содержащие 

M2e, полученные в бактериальной и растительной системах экспрессии, обладают сходными 

иммуногенными характеристиками и показали свою иммуногенность и протективность.  

Рекомбинантные белки на основе SAP могут быть модифицированы и усложнены под 

необходимые задачи. Это прокладывает путь к вакцинам против гриппа следующего 

поколения, характеризующихся быстрой разработкой, высокой иммуногенностью, 

возможностью широкой перекрестной защиты.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 Таким образом, в результате работы был получен новый тип наночастиц на основе 

самособирающегося пептида SAP со спиральным линкером Sp, присоединенным к C-концу 

SAP. Эти частицы могут быть носителями целевых антигенов, представляющими на своей 

поверхности большое число копий антигена, что является важным фактором для индукции 

эффективного иммунного ответа.  

 Наночастицы на основе SAP были использованы в качестве носителей антигенов вируса 

гриппа А. В бактериях E. coli были экспрессированы три типа рекомбинантных белков на 

основе  SAP, дополнительно содержащих: (1) только М2е пептид, (2) М2е пептид и фрагмент 

второй субъединицы гемагглютинина (НА2) и (3) М2е пептид, НА2, эпитопы нуклеопротеина и 

универсальный Т-хелперный эпитоп PADRE. Полученные рекомбинантные белки после 

рефолдинга in vitro образовывали наноразмерные частицы. Иммунизация мышей 

наночастицами с М2е пептидом  индуцирует гуморальный иммунный ответ против М2е и 

обеспечивает защиту от летальной гриппозной инфекции. Более широкий спектр иммунного 

ответа наблюдался в случае частиц, несущих М2е и НА2. Иммунизация мышей этим 

препаратом индуцировала высокий уровень М2е- и вирус -специфических антител, образование 

М2е-специфических многофункциональных CD4+ эффекторных Т-клеток памяти и 

обеспечивала защиту мышей от заражения летальной дозой вируса гриппа А различных 

субтипов. Аналогичные результаты были получены для наночастиц, представляющих М2е, 

НА2, эпитопы нуклеопротеина и Т-хелперный эпитоп PADRE. В этом случае индуцировался 

гуморальный иммунный ответ против М2е и целого вируса гриппа, образовывались антиген-

специфичные CD4+ и CD8+ эффекторные Т-клетки памяти, секретирующие цитокины. 

Образование наночастиц рекомбинантными белками играло ключевую роль в их 

эффективности, поскольку наночастицы на основе SAP, несущие антигены вируса гриппа, 

обладали более высокой иммуногенностью и обеспечивали лучшую защиту иммунизированных 

мышей от летальной гриппозной инфекции по сравнению с аналогичными белками без SAP 

пептида, которые не образуют наночастицы. 

 Наряду с бактериальной системой экспрессии для получения наночастиц-носителей 

антигенов вируса гриппа был использован метод транзиентной экспрессии в растениях N. 

bethamiana с помощью фитовирусных векторов. Полученный в растениях рекомбинантный 

белок на основе SAP, несущий М2е, после рефолдинга in vitro образовывал наноразмерные 

частицы. Иммунизация мышей этими наночастицами индуцировала высокие уровни M2e-

специфических антител и обеспечивала защиту от летальной гриппозной инфекции. 
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 Таким образом, полученные наночастицы на основе SAP пептида, несущие 

консервативные антигены вируса гриппа А, могут быть использованы для разработки новых 

рекомбинантных вакцин против гриппа, характеризующихся быстрой получения, высокой 

иммуногенностью, возможностью защиты от широкого спектра штаммов вируса гриппа.  

 Более того, разработанные методы создания наночастиц-носителей целевых антигенов 

могут быть использованы для создания рекомбинантных вакцин против других актуальных 

патогенов человека и животных. 
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ВЫВОДЫ 

1. Сконструированы химерные гены и получены в клетках E. coli рекомбинантные белки 

на основе самособирающегося пептида SAP, содержащие консервативные антигены вируса 

гриппа А: М2е пептид, фрагмент второй субъединицы гемагглютинина (НА2) и эпитопы 

нуклеопротеина.  

2. Полученные в клетках E. coli рекомбинантные белки на основе самособирающегося 

пептида SAP после рефолдинга белка in vitro образуют наноразмерные частицы. 

3. Наночастицы на основе самособирающегося пептида SAP, несущие антигены вируса 

гриппа, обладают более высокой иммуногенностью и обеспечивают лучшую защиту 

иммунизированных мышей от летальной гриппозной инфекции по сравнению с аналогичными 

белками без SAP пептида, которые не образуют наночастицы. 

4. Иммунизация мышей наночастицами, несущими пептиды М2е и НА2, индуцировала 

гуморальный иммунный ответ против М2е и целого вируса гриппа, а также образование 

антиген-специфичных многофункциональных CD4+ эффекторных Т-клеток памяти, 

секретирующих цитокины. 

5. Синтезированный в растениях рекомбинантный белок на основе самособирающегося 

пептида SAP, несущего М2е пептид, после рефолдинга in vitro образует наноразмерные 

частицы. Иммунизация мышей этими наночастицами индуцирует гуморальный ответ против 

М2е и обеспечивает защиту от летальной гриппозной инфекции. 
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