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(57) Реферат:

Группа изобретений относится к области
медицины, а именно к рекомбинантной белковой
молекуле, предназначеннойдля создания вакцины
против гриппа, аминокислотная
последовательность которой включает
аминокислотнуюпоследовательностьфлагеллина
бактерии Salmonella typhimurium, к С-концу
которой присоединена аминокислотная

последовательность консервативногофрагмента
второй субъединицы гемагглютинина вирусов
гриппа первой филогенетической группы RLEN
LNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFH
DSNVKNLYDKVRMQLRDNA, или присоединена
аминокислотная последовательность
консервативногофрагмента второй субъединицы
гемагглютинина вирусов гриппа второй
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филогенетической группы RIQDLEKYVEDTKID
LWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTR
RQLRENA, и включает 2 копии аминокислотной
последовательностиM2e пептидов вируса гриппа
А человека SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD и 2
копии аминокислотной последовательностиM2e
пептидов вируса H1N1pdm09
SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSD, а также
соединяющие указанные выше элементы глицин-

богатые линкеры, а также относится к
кандидатной вакцине против инфекции,
вызываемой вирусом гриппа, включающей
рекомбинантную белковую молекулу. Группа
изобретений обеспечивает повышение
иммуногенности противогриппозной вакцины и
расширение спектра защиты. 2 н.п. ф-лы, 9 ил., 7
пр.

(56) (продолжение):
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лиганду флагеллину, как основа новых вакцин // 19-я Международная Пущинская школа-конференция
молодых ученых "Биология - наука XXI века", 2015, сборник тезисов, стр. 25-26. RU 2531235 С2, 20.10.2014.
US 2013209499 A1, 15.08.2013. US 2017253636 A1, 07.09.2017. Kotlyarov R.Y. et al. Development of Recombinant
Vaccine against A(H1N1) 2009 Influenza Based on Virus-like Nanoparticles Carrying the Extracellular Domain of
M2 Protein // Acta naturae, 2010, 2 (2), рр. 71-76.
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(54) RECOMBINANTANTI-INFLUENZAVACCINEWITHWIDERANGEOFPROTECTIONANDMETHOD
FOR ITS PREPARATION
(57) Abstract:

FIELD: medicine.
SUBSTANCE: group of inventions relates to the

field of medicine, namely to a recombinant protein
molecule intended for the preparation of a vaccine
against influenza, an amino acid sequence of which
includes an amino acid sequence of flagellin of
Salmonella typhimurium bacterium, to the C-end of
which an amino acid sequence of a conservative
fragment of the second subunit of hemagglutinin of
influenza viruses of the first phylogenetic group RLE
NLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDF
HDSNVKNLYDKVRMQLRDNA is attached, or an
amino acid sequence of a conservative fragment of the
second subunit of hemagglutinin of influenza viruses
of the second phylogenetic group RIQDLEKYVEDT

KIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFE
KTRRQLRENA is attached, and includes 2 copies of
an amino acid sequence of M2e peptides of a human
influenza A virus SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD
and 2 copies of an amino acid sequence ofM2e peptides
o f H 1 N 1 p d m 0 9 v i r u s
SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSD, as well as glycine-
rich linkers connecting the above-mentioned elements,
as well as relates to a candidate vaccine against the
infection caused by an influenza virus including a
recombinant protein molecule.

EFFECT: group of inventions provides for an
increase in immunogenicity of the anti-influenza
vaccine and an expansion of the protection range.

2 cl, 9 dwg, 7 ex
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Область применения
Изобретение относится к области медицинской биотехнологии и предназначено для

создания противогриппозных вакцин широкого спектра защиты («универсальных»),
что найдет применение в контроле пандемий и эпидемий гриппа.

Актуальность
Вакцинация населения является наиболее эффективным и доступным способом

снижения ущерба, наносимого эпидемиями гриппа. Современные инактивированные
противогриппозные вакцины обеспечивают профилактический эффект, в основном, за
счет индукции иммунного ответа организма на поверхностные белки вируса гриппа:
гемагглютинин (НА) и нейраминидазу (NA). Постоянный мутационный дрейф вирусов
гриппа требует ежегодного обновления штаммового состава вакцин. Несмотря на
тщательный глобальный мониторинг антигенной изменчивости вирусов гриппа, во
многие эпидемические сезоны один из вирусных компонентов вакцин не совпадал с
циркулирующим штаммом, что снижало эпидемиологическую эффективность
традиционных вакцин. Кроме того, традиционные противогриппозные вакцины,
производящиеся на куриных эмбрионах, имеют ряд противопоказаний, в первую
очередь, наличие аллергических реакций. Наиболее распространенные в практике
субъединичные вакцины, будучиштаммоспецифичными, не вызывают иммунный ответ
на все вирусные белки и формируют вакцинозависимость. Эти недостатки можно
преодолеть путем создания рекомбинантных вакцин с широким спектром защиты.

Создание «универсальной» вакцины против самого изменчивого по антигенным и
патогенным свойствам инфекционного агента - вируса гриппа - является одной из самых
актуальных, но пока не разрешенных, задач для медицинской науки и практики
здравоохранения.

Кандидатными белками для создания таких вакцин являются консервативные
вирусные белки, в первую очередь матриксный белок (M1 и М2), нуклеопротеин NP,
вторая субъединицамолекулыгемагглютинина (НА2).Объектомпристальноговнимания
для разработчиков вакцин является небольшой по размеру (23 аминокислоты) высоко
консервативный эктодомен белкаМ2, -М2е, последовательность которого практически
идентична для всех вирусов гриппа типаА, циркулировавших в человеческой популяции,
включаяпандемические вирусыА/Сингапур/1/57 иА/Гонконг/1/68, вызвавшиепандемии,
соответственно, в 1957 и 1968 годах. Только вирус пандемии 2009 г. A(H1N1)pdm09
имеет отличия по 4-м аминокислотным остаткам.

Включение в вакцинный препарат консенсусного для вирусов гриппа А человека
М2е пептида должно обеспечить защиту от инфекции всеми человеческими субтипами
вируса гриппа А, а включение пептида М2е вируса A(H1N1)pdm09 обеспечит защиту
не только от вируса, вызвавшего пандемию 2009 года, но и от высоко патогенного и
аналогичного ему по М2е пептиду вируса птичьего гриппа A(H5N1). Одна из
существенных характеристик белкаМ2 - его обильная экспрессия на инфицированных
клетках и доступность для эффекторов иммунной системы макроорганизма [Lamb,
1985, Holsinger, 1991; DeFillete, 2005]. Как показано в 1990-2000 годы, пассивный перенос
моноклональных анти-М2е антител приводит к ограничению вирусной репликации и
защите экспериментальных животных от заражения [Zebedee, 1988; Treanor, 1990; Fan,
2004; Zharikova, 2005; Liu, 2005]. Вместе с тем, после гриппозной инфекции и вакцинации
антитела к низкоиммуногенному М2е образуются в малом количестве, но существует
много способов увеличения иммуногенности этого пептида. В качестве вакцинных
препаратов предлагаются разнообразные конструкции, включающие пептид М2е
[Tompkins, 2007; Park, 2011; Bessa, 2008; Denis, 2008; Neirynck, 1999; DeFilette, 2005, 2006;
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Hulleatt, 2008, Mozdanovska, 2003]. Несколько кандидатных «универсальных» вакцин
проходят в настоящее время клинические исследования. Показана их иммуногенность
и безопасность для человека [Fiers, 2009; Rudolph and Ben-Yedidia, 2011].

Вторым вариантом активно разрабатываемых кросс-реактивных вакцин являются
вакцины, включающие вторую субъединицу гемагглютинина (или ее фрагменты) вируса
гриппа А. УчастокНА2 (аа 76-130) включает большую α-спираль второй субъединицы
НА, частично доступную с поверхности молекулы.

Иммунизация традиционными вакцинами и естественная гриппозная инфекция не
приводит к образованию значительного количества анти-НА2 антител, что связано с
низкой иммуногенностью стеблевого участкаНА2 в присутствии иммунодоминантных
рецептор-связывающих регионов НА1 [Kwong, 2009]. Однако в последнее время был
выделен ряд моноклональных антител (от мышей, человека), которые реагируют с
эпитопами, локализованнымив стеблевой частиНА.Эти антитела являются перекрестно
реагирующими и нейтрализуют субтипы вируса гриппа в пределах одной или двух
филогенетических групп, таким образом, обеспечивая широкий спектр защиты [Trosby,
2008; Gocnik, 2007; Prabhu, 2008; Wang, 2010; Wei, 2010; Corti, 2011; Wrammert, 2011;
Kalleward, 2016].

Предполагается, что конструирование белка, формирующего иммунный ответ к
консервативным эпитопамНА2,может служить основой для вакциныширокого спектра
действия. В последние годыразработан ряд кандидатных вакцин на основеHA2 вирусов
гриппа A I или II филогенетической группы (ак 38-59, 23-185, 1-172, 76-130) [Wang, 2010;
Bommakanti, 2010; Stanekova, 2013; Schneemann, 2012; Chen, 2015]. Показана их
иммуногенность и эффективность в защите от заражения летальными дозами
гомологичного и гетерологичного вирусов одной филогенетической группы.

Эффект применении рекомбинантной кросс-протективной вакцины будет очевиден
при гриппе, вызываемом, как дрейфовыми вариантами вируса гриппа А,
обусловленными точечнымимутациями в генах поверхностныхбелков, так и вирусными
реассортантами спандемическимраспространением.Помимоприменения такойвакцины
в качестве «баррикадной» при возникновении новой пандемии, имеется еще две
категории населения, для которых актуальность предлагаемой вакцины бесспорна. Во-
первых, лица, нуждающиеся в щадящих низкоаллергенных вакцинных препаратах:
беременные женщины, дети младшего возраста, лица с соматическими и хроническими
инфекционными заболеваниями. Для этих категорий рекомбинантные гриппозные
вакцины будут вакцинами выбора. Во-вторых, дети, премирование которых
рекомбинантной«универсальной» вакцинойпредотвратитразвитие вакцинозависимости,
возникающей при ежегодной иммунизации субъединичными вакцинами.

Уровень техники
1. Современные противогриппозные вакцины
В России к настоящему времени производятся и используются в практике только

штаммоспецифические противогриппозные вакцины (живые и инактивированные).
Живая вакцина Ультравак - вакцина гриппозная аллантоисная живая сухая

интраназальная. Ультравак содержит аттенуированные эпидемически актуальные
штаммы вируса гриппа типов A (H1N1, H3N2) и В, полученные из вируссодержащей
аллантоисной жидкости куриных эмбрионов.

Инактивированные отечественные вакцины: Гриппол, Гриппол плюс, Совигрип,
Ультрикс. Полимер-субъединичные вакциныГриппол иСовигрип представляют собой
раствор протективных поверхностных антигенов гемагглютинина и нейраминидазы в
комплексе с водорастворимым высокомолекулярным иммуностимулятором,
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соответственно,Полиоксидонием иСовидоном. ГрипполПлюс - усовершенствованный
аналог вакциныГриппол без добавления консерванта тиомерсала, что снижает частоту
поствакцинальных реакций. Вакцина Ультрикс представляет собой препарат с
инактивированным, расщепленным вирусом, частично очищенным от внутренних
белков иполисахаридов. Все перечисленные вакциныпроизводят на куриных эмбрионах.
На полный производственный цикл этих вакцин, начиная с получения реассортантных
штаммов, требуется значительное время - 6-8 мес.

Методы генной инженерии позволяют создавать вакцины в более короткие сроки,
по сравнению с традиционными, а также со строго определенными свойствами, в том
числе, с выраженной кросс-реактивностью.

Аналогом представленного изобретения является рекомбинантная универсальная
вакцина против птичьего гриппа A/H5N1 (патент РФ 2358981). Рекомбинантная
вирусоподобная частица на основе ядерного антигена вируса гепатита В (НВс)
представляет на своей поверхности пептиды внеклеточного домена М2 белка вируса
гриппа птиц. Полученные вирусоподобные частицы обладают высокой
иммуногенностью. Предложенная вакцина обладает активностью в отношении
различных штаммов вируса гриппа птиц A/H5N1 и может рассматриваться в качестве
кандидата на универсальную вакцину против этих штаммов. Вместе с тем, более
актуальной для здравоохранения является вакцина против вирусов гриппа,
циркулирующих в человеческой популяции, включая возможные пандемические вирусы.

Наиболее близким аналогом, выбранным в качестве прототипа, является
рекомбинантная вакцина против пандемического гриппа A (H1N1)pdm09 (патент РФ
№2451027). Была сконструирована рекомбинантная белковая молекула на основеНВс
для получения вакцины против инфекции, вызванной вирусом гриппа A(H1N1)pdm09.
Молекула состоит из остатка метионина, последовательности внеклеточного домена
М2 белка вируса гриппаA (H1N1)pdm09 от 2 до 24 аминокислоты и последовательности
ядерного антигена вируса гепатита В от 4 до 149 аминокислоты. Молекула способна
образовывать вирусоподобные частицы. Также раскрыта рекомбинантная нуклеиновая
кислота, кодирующая такую молекулу, вектор для ее экспрессии, вирусоподобные
частицы, образованные такими молекулами, и вакцина, основанная на полученных
вирусоподобных частицах. Прототипная вакцина может рассматриваться в качестве
кандидата на рекомбинантную вакцину против вируса «свиного» гриппа.

К недостаткам как аналога, так и прототипа настоящего изобретения следует отнести
их недостаточнуюиммуногенность и защиту при гриппе, вызванном вирусами субтипов
АН1, АН2, АН3. Именно на устранение ограниченности использования вакцин,
представленных в патентах РФ 2358981 и 2451027, направлено настоящее изобретение.
Этот недостаток вакцин - аналогов в настоящем изобретении устраняется путем
генетического слияния четырех копий эктодомена вирусного белка М2, в том числе
двух копий аминокислотной последовательностиМ2е, консенсусной для вирусов гриппа
А человека субтипов АН1, АН2, АН3 и двух копий М2е вируса гриппа A(H1N1)pdm09
с белком флагеллин, а также путем использования в конструкции двух вирусных
пептидов М2е и фрагмента ак 76-130 НА2.

2.Флагеллин как белок-носитель и адъювант для таргетных белков в вакцинных
препаратах

Одним из наиболее перспективных носителей для презентации чужеродных пептидов
является лиганд TLR5 флагеллин - основной белковый компонент жгутика бактерий,
придающий клеткам подвижность и обеспечивающий их адгезию к тканям слизистых
оболочек хозяина. Мономер флагеллина состоит из 4-х доменов. Домены D0 и D1
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состоят из тандемных длинных альфа-цепей и являются высоко консервативными среди
различных бактерий. D2 иD3 домены - высоко вариабельны и находятся на поверхности
бактериальной флагеллы, с ними активно взаимодействуют антитела [Kim, 2015].
Очищенный или рекомбинантный флагеллин индуцирует иммунный ответ in vitro и in
vivo после систематического введения. Показано, что генетическое слияние флагеллина
с антигеном усиливает способность антигена индуцировать специфический иммунный
ответ [Hajam, 2017].

Нами в предыдущих работах было показано, что иммунизация мышей
рекомбинантным флагеллином, содержащим на С-конце 4 копии М2е пептида,
обеспечивает эффективный иммунный ответ при интраназальной иммунизации и
защищает мышей от летальной гриппозной инфекции [Степанова, 2015].

Многочисленные исследования показали, чтофлагеллин вносит значительный вклад
в эффективность новейших вакцин против различных бактериальных и вирусных
инфекций, в том числе гриппа. Флагеллин способствует возникновению адаптивного
иммунитета различными путями. Во-первых, он может напрямую активировать
дендритные клетки человека. Во-вторых, он передает сигнал, стимулирующий Т-
лимфоциты, способствуя ихпролиферации ипродукции цитокинов.Наконец, в результате
недавних работ было обнаружено, что TLR5 экспрессируется в активированных В-
лимфоцитах и плазматических клетках и может напрямую вызывать иммунный ответ
у мышей. [Kim, 2015].

По сравнению с другими адъювантами флагеллин имеет ряд преимуществ. Так,
рекомбинантныйбелок на основефлагеллина и целевого антигена легко нарабатывается
в большом количестве в клетках Escherichia coli. Предварительно существующий
иммунитет к флагеллину не снижает его эффективность как адъюванта [Simon, 2011].
Важнымпреимуществомфлагеллина является возможность интраназального введения.
Таким образом, флагеллин может быть использован одновременно как белковый
носитель и адъювант при создании противовирусных вакцин.

Раскрытие изобретения
Задача настоящего изобретения состояла в разработке рекомбинантных вакцинных

препаратов, направленных против всех известных к настоящему времени вирусов
гриппа А человека, а также против вирусов птичьего происхождения AH5N1, AH7N9
представляющих угрозу для людей.

Задача была решена путем:
а) дизайна конструкции нескольких вариантов рекомбинантныхбелков, включающих

последовательность флагеллина бактерии Salmonella typhimurium, консервативные
фрагменты (аа76-130) второй субъединицы гемагглютинина вирусов гриппа первой
или второй филогенетической групп иМ2е пептид, консенсусный для разных субтипов
вируса гриппа А.

б) синтеза химерных генов, кодирующих гибридные белки, включающие
последовательность флагеллина бактерии Salmonella typhimurium, к С концу которого
присоединены консервативные фрагменты (ак 76-130) второй субъединицы
гемагглютинина вирусов гриппа первой или второй филогенетической групп и 4 копии
М2е пептида, консенсусного для вирусов гриппа A/H1N1, A/H3N2, A/H2N2 - M2eh или
М2е вируса A/H1N1pdm09 - M2es в очередности M2eh-M2es-M2eh-M2es.

в) синтеза химерного гена, кодирующего белок FlgSh-HA2-2-4M2e, содержащий
последовательность флагеллина, гипервариабельный домен которого замещен
фрагментом второй субъединицы (ак 76-130) НА вирусов гриппа II филогенетической
группы, а к С концу присоединены 4 копии М2е (M2eh-M2es-M2eh- M2es).
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г) создания штаммов Escherichia coli - продуцентов гибридных белков,
д) выделения и очистки рекомбинантных белков,
е) исследования специфической активности (иммуногенности и протективности)

кандидатных вакцин на лабораторных животных.
Оригинальность решения поставленной задачи, представляющей предмет

изобретения, заключается в следующих аспектах:
Первое - одновременное включение в молекулу флагеллина двух вирусных белков:

пептида М2е и фрагмента (ак 76-130) второй субъединицы НА вирусов гриппа, что
стимулирует различные механизмы противовирусной защиты.

В качестве консервативныхпептидов вируса гриппа, предназначенныхдля включения
в состав рекомбинантных вакцин, были выбраны:

M2h - консенсусная последовательность штаммов вируса гриппа А человека
SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD

M2s - последовательность пандемического штамма «свиного гриппа» H1N1pdm09
SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSD

НА2-1 - фрагмент второй субъединицы НА (ак 76-130), консенсусный для вирусов
гриппа AH1N1, H2N2, H1N1pdm09 (I филогенетическая группа)

RLENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRMQLRDNA
НА2-2 - фрагмент второй субъединицы НА (ак 76-130), консенсусный для вирусов
гриппа A H3N2 и H7N9 (II филогенетическая группа)

RIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENA
Второе - одновременное использование в качествеместа инсерции таргетныхпептидов

как гипервариабельного домена, так и С конца молекулы флагеллина.
Третье - исследование специфических свойств (иммуногенность, протективность,

кросс-протективность) кандидатных вакцинныхпрепаратов при двух способах введения
в организм хозяина - интраназального и подкожного.

Четвертое - изучение на экспериментальных животных длительности сохранения
гуморального и клеточного иммунитета на рекомбинантные белки.

Технический результат заключается в повышении иммуногенности
противогриппозной вакцины и расширении спектра защиты. Продемонстрировано,
что помимо стимуляции образования специфических IgG иммунизация вызывает
формирование вирус - специфических лимфоцитов, как CD4+, так и CD8+ типов.
Показано, что полипептид ак 76-130 в составе рекомбинантных белков вызывает
дополнительный иммунный ответ за счет CD8+ Т - клеток

Сущность изобретения поясняется чертежами.
Краткое описание рисунков
Фиг. 1 - Схема и теоретическое моделирование 3-D структуры рекомбинантных

белков Flg-4M2e, Flg-HA2-1-4M2e, Flg-HA2-2-4M2e, FlgSh-HA2-2-4M2e.
Фиг. 2 - Электрофорез в ПААГ и Вестерн-блот рекомбинантных белков с анти

-флагеллиновыми антителами 93713 (дорожки 4, 5, 6) и анти-4М2е моноклональными
антителами 14С2 (дорожки 7, 8, 9) рекомбинантных белков Flg-HA2-1-4M2e (дорожки
1, 4, 7), Flg-HA2-2-4M2e (дорожки 2, 5, 8), FlgSh-HA2-2-4M2e (дорожки 3, 6, 9) после
хроматографической очистки на Ni-сорбенте.

Фиг. 3 - Среднегеометрические титры (СГТ) анти-М2е специфических IgG в сыворотке
крови мышей после подкожной иммунизации рекомбинантными белками: (А) СГТ IgG
кM2eh после второй и третьей иммунизации; (Б) СГТ IgG кM2es после второй и третьей
иммунизации; (В) СГТ IgG к Flg после третьей иммунизации; Мыши BALB/c (n=10/
группу) были иммунизированы на 0, 14, 28 дни дозой 10 мкг одним из рекомбинантных
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белков: Мышам контрольных групп был введен фосфатно-солевой буфер (PBS) или
белок Flg-his.

Для расчета р- значения использован критерийМанна-Уитни. *- достоверное отличие
от контрольных групп (Flg-his, PBS) с р<0.01

Фиг. 4 - Среднегеометрические титры (СГТ) анти-М2е специфических IgG в сыворотке
кровимышей после интраназальной иммунизации рекомбинантными белками: (А) СГТ
IgG к M2eh после второй и третьей иммунизации; (Б) СГТ IgG к M2es после второй и
третьей иммунизации; (В) СГТ IgA к М2е после третьей иммунизации. Мыши BALB/c
(n=10/группу) были иммунизированы на 0, 14, 28 дни дозой 10 мкг одним из
рекомбинантных белков: Мышам контрольных групп был введен фосфатно-солевой
буфер (PBS) или белок Flg-his.

Для расчета р- значения использован критерийМанна-Уитни. * - достоверное отличие
от контрольных групп (Flg-his, PBS) с р<0.01

Фиг. 5 - Среднегеометрические титры (СГТ) специфических IgG к вирусам гриппа в
сыворотке крови мышей после (А, Б) подкожной и (В) интраназальной иммунизации
белками Flg-H2-1-4M2ehs, Flg-H2-2-4M2ehs, FlgSh-H2-2-4M2ehs. (А) - СГТ IgG к вирусу
A/H2N2. (Б) СГТ IgG к вирусу A/H7N9. (В) СГТ IgG к вирусам гриппа A/H2N2, A/H7N9,
A/H3N2, A/H1N1pdm09, A/H5N1.

Мыши BALB/c (n=10/группу) были иммунизированы на 0, 14, 28 дни дозой 10 мкг
одним из рекомбинантных белков:Мышам контрольных групп был введен фосфатно-
солевой буфер (PBS) или белок Flg-his.

Для расчета р- значения использован критерийМанна-Уитни. * - достоверное отличие
от контрольных групп (Flg-his, PBS) с р<0.01

Фиг.6 - Мукозальный иммунный ответ. Среднегеометрические титры (А) анти-М2е
и (Б) анти-вирусных IgA в БАЛ и назальных смывах мышей после интраназальной
иммунизации рекомбинантными белками Flg-H2-1-4M2ehs, Flg-H2-2-4M2ehs, Flg-4M2ehs.
МышиBALB/c (n=10/группу) были иммунизированы на 0, 14, 28 дни дозой 10 мкг одним
из рекомбинантных белков:Мышам контрольных групп был введенфосфатно-солевой
буфер (PBS) или белок Flg-his.

Для расчета р-значения использован критерийМанна-Уитни.Показаныдостоверные
отличия от контрольной группы (PBS).

Фиг. 7 - Т-клеточный иммунный ответ после подкожной иммунизации. (А, Б) М2е-
специфический Т-клеточный ответ в селезенке мышей. (A) CD4+ Т-лимфоциты и (Б)
CD8+ Т-лимфоциты, продуцирующие цитокины после активации пептидомМ2е. (В, Г)
Вирус-специфический CD4+ Т-клеточный ответ в селезенке мышей. (В) активация
спленоцитов вирусом гриппа A/H1N1. (Г) активация спленоцитов вирусом гриппа A/
H3N2. (Д, Е) Вирус-специфический CD8+ Т-клеточный ответ в селезенке мышей. (Д)
активация спленоцитов вирусом гриппа A/H1N1. (Е) активация спленоцитов вирусом
гриппа A/H3N2.

Для расчета р- значения использован критерий Манна-Уитни (U-test). Достоверные
различиямежду опытными группами показаны. * достоверное отличие от контрольных
групп (Flg-his, PBS) с р≤0.05; ** достоверное отличие от контрольных групп (Flg-his,
PBS) с р≤0.01; достоверное отличие от опытных групп с р≤0.05; достоверное
отличие от опытных групп с р<0.01

Фиг. 8 - Т-клеточный иммунный ответ после интраназальной иммунизации (А, Б)
М2е-специфический и (В, Г) вирус-специфический Т-клеточный ответ в легких мышей.
(А) CD4+ и (Б) CD8+ Т-лимфоциты, продуцирующие IFN-γ или TNF-α после активации
клеток пептидом М2е. (В) CD4+ и (Г) CD8+ Т-лимфоциты, продуцирующие IFN-γ или
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TNF-α после активации клеток вирусами гриппа A/H1N1 (группа Flg-HA-2-1-4M2ehs) и
A/H3N2 (группа Flg-HA-2-2-4M2ehs).

Для расчета р- значения использован критерий Манна-Уитни (U-test). Достоверные
различия между опытными группами показаны. * достоверное отличие от контрольной
группы с р≤0.05; достоверное отличие от опытных групп с р<0.01

Фиг. 9 - Эффективность иммунизации. Выживаемость и динамика веса
иммунизированныхиконтрольныхмышейпосле заражения летальнымидозамивирусов.

(А, Б) подкожная иммунизация (В, Г, Д) интраназальная иммунизация.
Рекомбинантныебелки, используемыедля иммунизации, обозначеныв соответствующих
группах. Через 2 недели после третьей иммунизации мыши были заражены вирусом
гриппаA/Шанхай/2/2013-PR8-IDCDC (H7N9) илиА/Аичи/2/68 (H3N2) илиА/Калифорния/
1/66 (H2N2) в дозе 10LD50 или A/Курган/5/05RG (H5N1). Изменение массы тела (слева)
и гибель животных (справа) регистрировались в течение 14 дней после заражения.
Показана достоверность различий (тестMontel-Cox) между опытными и контрольными
группами.

Пример 1. Выравнивание и анализ последовательностей целевых пептидов.
Аминокислотные последовательности НА2 для анализа были взяты из баз данных

GenBank и GISAID. Для построения консенсусов, последовательности выравнивали с
использованием сервера MAFFT и алгоритмов FFT-NS-i, FFT-NS-2 (в зависимости от
числа последовательностей) [Katoh, 2002] и анализировали в программномпакетеUnipro
UGENE v. 1.14.0 [Okonechnikov, 2012]. Выравнивания и анализ небольшого числа
последовательностей проводили в программном пакете Vector NTI (Invitrogen, США).

Поиск вероятных Т-клеточных эпитопов осуществляли с использованием
NetCTLpan1.1 Server [Stranzl, 2010] и параметров поиска, установленных по умолчанию.
Поиск экспериментальных В- и CD4+ Т-клеточных эпитопов, гомологичных участкам
НА2, проводили в базе данных Immune Epitope Database [Vita, 2010]. Визуализацию
трехмерной структуры белков выполняли в программе Chimera 1.5.3 [Pettersen, 2004].
Для гомологичного моделирования трехмерной структуры белка по первичной
последовательности использовали открытый веб-ресурс Phyre2 [Kelley, 2009].

В участкеНА2(76-130) консенсусные последовательности гемагглютининов вирусов
гриппа I филогенетической группы (субтипы H1, H1pdm, Н2 и Н5) идентичны на 80%.
Кроме того, замены в данном участке по всем положениям кроме 124 и 128 происходят
на близкие по свойствам аминокислоты. С учетом замен на близкие по свойствам
аминокислоты, гомология составляет 96,4%.

Консенсусные последовательности гемагглютининов вирусов гриппа II
филогенетической группы (субтипы Н3 и Н7) в участке НА2(76-130) идентичны на
63,6%. С учетом замен на близкие по свойствам аминокислоты, гомология составит
80%.

Для вирусов гриппа I филогенетической группы большинство экспериментально-
обнаруженных В- и Т-клеточных эпитопов сосредоточены в середине участка НА2(76-
130) - аминокислоты 84-116. Для вирусов гриппа II филогенетической группы эпитопы
сосредоточены в первой половине участка - аминокислоты 76-103. Участок НА2(76-
130) вирусов гриппа обеих филогенетических групп содержит потенциальные CD8+ Т-
клеточные эпитопы для различных аллелей HLA.

Пример 2. Рекомбинантные белковые молекулы Flg-4M2e, Flg-HA2-1-4M2, Flg-HA2-
2-4М2, FlgSh-HA2-2-4M2 и кодирующие их нуклеиновые кислоты.

Мы создали химерные гены, кодирующие гибридные белки, включающие
последовательность флагеллина бактерии Salmonella typhimurium, к С концу которого

Стр.: 10

RU 2 757 013 C2

5

10

15

20

25

30

35

40

45



или в гипервариабельнуючасть присоединеныпоследовательностиМ2е пептида разных
субтипов вируса гриппа, а также консервативные фрагменты второй субъединицы
гемагглютинина вирусов гриппа первой или второй филогенетической групп, в
различных сочетаниях (Фиг. 1). Для оценки иммунологических свойств таргетных
пептидов по отдельности и совместно были получены гены следующих химерных
белков:

1) Flg-4M2e - содержит последовательностьфлагеллина и четыре копииМ2е пептида
в очередности M2h-M2s-M2h- M2s на С конце молекулы.

2) Flg-HA2-1-4M2e - содержит последовательность флагеллина, к которой наС конце
присоединен фрагмент (ак 76-130) второй субъединицы НА вирусов гриппа I
филогенетической группы, за которым следуют 4 копии М2е (M2h-M2s-M2h- M2s).

3) Flg-HA2-2-4M2e - содержит последовательность флагеллина, к которой наС конце
присоединен фрагмент (ак 76-130) второй субъединицы НА вирусов гриппа II
филогенетической группы, за которым следуют 4 копии М2е (M2h-M2s-M2h- M2s).

4) FlgSh-HA2-2-4M2e - содержит последовательностьфлагеллина, гипервариабельный
домен которого замещен фрагментом второй субъединицы (ак 76-130) НА вирусов
гриппа II филогенетической группы, а к С концу присоединены 4 копииМ2е (M2h-M2s-
M2h-M2s).

Во всехМ2е-содержащих конструкциях последовательностиМ2е были разграничены
друг от друга глицин-богатыми линкерами. «Сборку» химерных генов из отдельных
компонентов проводили непосредственно в экспрессионном векторе pQE30. Ген
флагеллина без собственного стартового кодона клонировали в сайте BamHI вектора,
что обеспечивало его экспрессию с присоединенным к нему кодируемым вектором N-
концевым 6-гистидиновым тагом, предназначенным для очистки рекомбинантных
белков методом металл-аффинной хроматографии.

Для создания химерных генов использовали стандартные методы генетической
инженерии. Ген флагеллина был ранее нами получен с помощью ПЦР на геномной
ДНК Salmonella typhimurium и клонирован. Нуклеотидные последовательности,
кодирующие НА2-1, НА2-2 и тандемные копии М2е, синтезировали in vitro, в случаях
НА2-1 иНА2-2 проводили оптимизацию состава кодонов для экспрессии вЕ. coli. Таким
образом, были созданы экспрессионные векторы pQE30_Flg_4M2e, pQE30_Flg_HA2-1,
pQE30_Flg_HA2-2, pQE30_Flg_HA2-1_4M2e и pQE30_Flg_HA2-2-4M2e для экспрессии
соответствующих рекомбинантных белков. В качестве контроля получен
экспрессионный вектор pQE-Flg для экспрессии полноразмерного флагеллина без
целевых пептидов.

Дополнительно нами был создан химерный ген, кодирующий гибридный белок на
основе флагеллина, содержащий вставку фрагмента второй субъединицы НА (ак 76-
130) вирусов гриппа II филогенетической группы во внутреннюювариабельнуюобласть
флагеллина и 4 копииМ2е пептида на егоС-конце.Флагеллин состоит из трех доменов:
двух консервативных и одного вариабельного домена, расположенного во внутренней
части молекулы (со 154 по 431 аминокислоту). Исходя из структуры белка, можно
предположить, что удаление вариабельного домена не приведет к изменению свойств
флагеллина как адъюванта. Однако, при этом его длина сократится более чем вдвое,
и вместо вариабельной области можно включить другую последовательность. Мы
сконструировали химерный ген, кодирующий гибридный белок FlgSh-HA2-2-4M2e в
котором центральный вариабельный домен флагеллина был замещен фрагментом
гемагглютинина вирусов гриппа второй филогенетической группы, а к С-концу были
присоединены 4 копии М2е пептида (в очередности M2h-M2s-M2h-M2s).
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Соответствующий ген был клонирован в векторе pQE30, в результате чего был получен
экспрессионный вектор pQE30-FlgSh-HA2-2-4M2e.

Пример 3. Создание штаммов Е. coli - продуцентов рекомбинантных белков.
Для создания штаммов - продуцентов рекомбинантных белков соответствующие

экспрессионные векторы pQE30 вводили вштаммЕ. coli DLT1270, производныйштамма
DH10B, в хромосому которого интегрирован ген репрессора лактозного оперона lacI.
Этот штамм использовали вместо штамма SG, предназначенного для работы с
векторами серии pQE и содержащего lacI на плазмиде. Культурыштаммов-продуцентов
выращивали в LBпри 37С, при достижении оптической плотности культурыOD600~0.4-
0.7 в среду вносили IPTG (до 0,1 мМ), затем культуру выращивали при 30С в течение
3-12 часов. Белковые препараты анализировали с помощью SDS-PAGE (Фиг. 2).
Полученные результаты показывают, что все белки (Flg-4M2e, Flg-HA2-1-4M2e, Flg-
HA2-2-4M2e, FlgSh-HA2-2-4M2e и контрольный Flg-his) экспрессируются на уровне 10-
30% общего белка.

Поскольку все гибридные белки содержалиN-концевой 6-гистидиновый таг, очистку
рекомбинантных белков, наработанных в клетках штаммов-продуцентов, проводили
методом металл-аффинной хроматографии по общепринятым протоколам.

Пример 4. Гуморальный ответ при подкожной и при интраназальной иммунизации
Гуморальный ответ при подкожной иммунизации. Все рекомбинантные белки (Flg-

HA2-1-4M2ehs, Flg-HA2-2-4M2ehs, FlgSh-HA2-2-4M2ehs, Flg-4M2ehs) при подкожной
иммунизации стимулировали формирование сильного гуморального М2е-
специфического и умеренного вирус-специфического иммунного ответа. Анти-М2е IgG
эффективно связывались с синтетическими пептидами как M2eh, так и M2es (Фиг. 3А,
Б). Не выявлено существенных различий в титрах анти-М2е IgG между
рекомбинантными белками. Уровень антител класса IgG к Flg у мышей,
иммунизированных рекомбинантнымбелком с укороченнымфлагеллином (FlgSh-HA2-
2-4M2ehs), был более чем в 2 раза ниже (Фиг. 3В), чем среди мышей после иммунизации
рекомбинантными белками на основе полноразмерного флагеллина. Исследование
профиля подклассов анти-М2е IgG показало, что все рекомбинантные белки
стимулировали преимущественно продукцию IgG1.

Выбранные НА2-2 и НА2-1 консенсусные последовательности (ак76-130) являются
высоко консервативными среди вирусов гриппа филогенетических групп II и I, поэтому
важно было оценить формирование кросс-реактивных антител после иммунизации
мышей рекомбинантными белками. На Фиг. 5А, Б представлены СГТ IgG к вирусу
гриппа A/H2N2 (первая филогенетическая группа) и A/H7N9 (вторая филогенетическая
группа) после иммунизации мышей рекомбинантными белками Flg-HA2-1-4M2ehs, Flg-
HA2-2-4M2ehs, FlgSh-HA2-2-4M2ehs. Наибольшим потенциалом в индукции
формирования кросс-реактивных противовирусных антител обладал рекомбинантный
белок на основе укороченного флагеллина (FlgSh-HA2-2-4M2ehs). У мышей после
иммунизации FlgSh-HA2-2-4M2ehs выявлялись антитела, способные связываться как с
гомологичным вирусом гриппа A/H7N9, так и с гетерологичным вирусом A/H2N2.
Причем уровень таких антител был достоверно выше к вирусам гриппа A/H2N2 и A/
H7N9, чем у аналогичного белка на основе полноразмерного флагеллина. Кроме того,
после иммунизациямышей белкомFlgSh-HA2-2-4M2ehs уровень антител к вирусу гриппа
первой филогенетической группы (A/H2N2) был сопоставим с таковым у мышей,
иммунизированныхбелкомFlg-HA2-1-4M2ehs.Такимобразом, наибольшимпотенциалом
в индукции кросс-реактивных противовирусных антител обладал рекомбинантный
белок на основе укороченного флагеллина (FlgSh-HA2-2-4M2ehs).
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Гуморальный ответ при интраназальной иммунизации. В отношении пептида М2е
иммуногенность рекомбинантных белков Flg-HA2-2-4M2ehs и Flg-HA2-1-4M2ehs была
сопоставима с белком Flg-4M2ehs. Все три белка стимулировали продукцию высоких
уровней сывороточных анти-М2е IgG и IgA (Фиг. 4). При этом, высокие титры антител
формировались как к M2eh, так и к M2es пептидам. Все три белка индуцировали
образование анти-М2е IgG преимущественно подкласса IgG1.

Продукция анти-НА антител к различным субтипам вирусов гриппа А в сыворотке
была значительно ниже, чем уровень анти-М2е антител. Тем не менее интраназальная
иммунизация обоими рекомбинантными белками Flg-HA2-2-4M2ehs и Flg-HA2-1-4M2ehs
приводила к формированию антител к участку второй субъединицы гемагглютинина,
которые были способны связываться с вирусами гриппа обеих филогенетических групп
(Фиг. 5В), при этом, не выявлено существенных различиймежду белкамипо способности
к формированию анти-НА2 антител к разным вирусам.

Оценивали также уровень IgA к М2е пептиду и вирусам гриппа A/H2N2 и A/H7N9 в
бронхоальвеолярных лаважах (БАЛ) и назальных смывах иммунизированных мышей.
Оба препарата индуцировали образование анти-М2е (Фиг. 6 А) и анти-вирусных IgA
(Фиг. 6 Б) в БАЛиназальных смывах в одинаковых титрах. В целом, различий в уровнях
специфических антител между белками Flg-HA2-2-4M2ehs и Flg-HA2-1-4M2ehs выявлено
не было.

Пример 5. Т-клеточный ответ при подкожной и при интраназальной иммунизации
Т-клеточный ответ при подкожной иммунизации
Антиген-специфический Т-клеточный (CD4+ и CD8+ Т-клетки, продуцирующие IL-

4, TNFα+, IFNγ+) ответ после подкожной иммунизации рекомбинантными белками Flg-
HA2-1-4M2ehs, Flg-HA2-2-4M2ehs, FlgSh-HA2-2-4M2ehs, Flg-4M2ehs оценивали в селезенке
через 2 недели после третьей иммунизации (у 5 мышей каждой группы) после активации
спленоцитов таргетными антигенами: пептидом М2е, вирусами гриппа A/H1N1
(филогенетическая группа 1) или A/H3N2 (филогенетическая группа 2). Контрольным
мышам вводили белок-носитель флагеллин (Flg-his) или фосфатный буферный раствор
(ФБР).

Активация спленоцитов пептидом М2е показала, что после иммунизации мышей
рекомбинантными белками на основе полноразмерного флагеллина Flg-HA2-1-4M2ehs,
Flg-HA2-2-4M2ehs, Flg-4M2ehs формировалисьМ2е-специфические CD4+Т-лимфоциты
(Фиг. 7А), продуцирующие преимущественно TNFα+ (0,23%; 0,32%; 0,19%,
соответственно). После иммунизации мышей рекомбинантным белком на основе
укороченного флагеллина FlgSh-HA2-2-4M2ehs выявлено формирование М2е-
специфических CD4+ Т-клеток, продуцирующих IFNγ+ (0,43%), что было достоверно
выше, чем в контрольных и других опытных группах (р≤0.05).

Иммунизация белками Flg-HA2-1-4M2ehs, Flg-HA2-2-4M2ehs, Flg-4M2ehs не приводила
к образованию значительного количества М2е-специфических CD8+ Т-лимфоцитов
(Фиг. 7Б), тогда как после иммунизации FlgSh-HA2-2-4M2ehs выявлено образование
М2е-специфических CD8+ клеток, продуцирующих IFNγ+ (0,87%), что было достоверно
выше, чем в контрольных и опытных группах (р<0.05).

Активация спленоцитов вирусами гриппа A/H1N1 (филогенетическая группа 1) или
A/H3N2 (филогенетическая группа 2). Спленоциты мышей, иммунизированных
рекомбинантными белками, активировали гомологичным и гетерологичным вирусом
гриппа. Активация спленоцитов мышей, иммунизированных рекомбинантным белком
Flg-HA2-1-4M2ehs, как гомологичным (A/H1N1), так и гетерологичным (A/H3N2) вирусом
не приводила к выявлению вирус-специфических CD4+ Т-клеток (Фиг. 7В). В селезенке
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мышей, иммунизированных Flg-HA2-2-4M2ehs, выявлялись вирус-специфические CD4+
клетки, продуцирующие преимущественно TNFα+ (0,16%, достоверное отличие от
контрольных групп и от Flg-HA2-1-4M2ehs, р<0.05). Наиболее выраженный вирус-
специфический CD4+ ответ выявлен у мышей, иммунизированных FlgSh-HA2-2-4M2ehs.
При активации спленоцитов гомологичным вирусом (A/H3N2) выявлялись вирус-
специфические CD4+, продуцирующие IFNγ+ (0,97%; достоверное отличие от
контрольных и опытных групп с р<0.05), а также CD4+, продуцирующие одновременно
два цитокина (TNFα+IFNγ+ - 0,07%) (Фиг. 7Г). При активации гетерологичным вирусом
(A/H1N1) в этой группе мышей также выявлялись вирус-специфические CD4+ клетки,
преимущественно продуцирующие IFNγ+, хотя их количество было значительно ниже
(0,19%)., чем при активации гомологичным вирусом.

Вирус-специфическийCD8+ ответ был выражен только умышей, иммунизированных
рекомбинантным белком FlgSh-HA2-2-4M2ehs, как после активации спленоцитов
гомологичным, так и гетерологичным вирусом. При активации спленоцитов
гетерологичным вирусом (A/H1N1) выявлялись CD8+ Т-клетки, преимущественно
продуцирующие IFNγ+ (0,34%) (Фиг. 7Д). При активации спленоцитов гомологичным
вирусом (A/H3N2) выявлялись CD8+Т-клетки, продуцирующие как один цитокин (IFNγ
- 1,73%), так и два цитокина (TNFα+IFNγ - 0,18%) (Фиг. 7Е).

Таким образом, обнаружены существенные различия в формировании антиген-
специфическогоТ-клеточного ответа в селезенке мышей после подкожной иммунизации
рекомбинантнымибелками. Рекомбинантныйбелокнаоснове укороченногофлагеллина
(FlgSh-HA2-2-4M2ehs) обладал наибольшей активностью и индуцировал образование
М2е-специфическихCD4+ иCD8+Т-клеток, продуцирующих, главнымобразом, IFNγ+,
а также вирус-специфических CD4+ и CD8+ Т-клеток после активации вирусами обеих
филогенетических групп.При этом, ре-стимуляция спленоцитов гомологичнымвирусом
выявила не только Т-клетки, продуцирующие 1 цитокин (TNFα+ или IFNγ+), но также
клетки, продуцирующие оба цитокина. Активация гетерологичным вирусом приводила
к формированию только IFNγ+-продуцирующих CD4+ и CD8+ Т-клеток. Антиген-
специфический Т-клеточный ответ в селезенке после иммунизации другими белками
(Flg-HA2-1-4M2ehs, Flg-HA2-2-4M2ehs, Flg-4M2ehs) характеризовался значительно
меньшим уровнем и более узким спектром продуцируемых цитокинов.

Т-клеточный ответ при интраназальной иммунизации.
Активация клеток легких пептидом М2е. Интраназальная иммунизация

рекомбинантными белками Flg-4M2ehs и Flg-HA2-2-4M2ehs стимулировала образование
в легкихмышей (соответственно 0,34%и 0,44%)CD4+ клеток, продуцирующих цитокины
(Фиг. 8А). При этом, большинство CD4+ клеток в обеих группах мышей продуцировали
TNF-α. Для обоих рекомбинантных белков было характерно отсутствие М2е-
специфических CD4+IFN-γ+, а также значительного числаМ2е-специфических CD8+ Т-
клеток (Фиг. 8Б). Рекомбинантныйбелок Flg-HA2-1-4M2ehs практически не индуцировал
формированиеМ2е-специфических CD4+ и CD8+ Т-клеток в легких мышей. Активация
клеток легких вирусами гриппа A/H1N1 (филогенетическая группа 1) и А/H3N2
(филогенетическая группа 2). Эффект активации клеток легких вирусом гриппаA/Аичи/
2/68(H3N2) илиА/Калифорния/07/09(H1N1пдм09) показал, что (Фиг. 8В) интраназальная
иммунизация мышей рекомбинантным белком Flg-HA2-2-4M2ehs приводила к
формированию значительного числа H3N2-специфических CD4+ и CD8+ Т-клеток в
легких, продуцирующих, главным образом, TNF-α (0,66% и 0,44% соответственно).
Вирус специфические клетки, продуцирующие IFN-γ+ выявлялись в незначительных
количествах. Т-клеточный ответ на рекомбинантный белок Flg-HA2-1-4M2ehs был
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намного слабее, чем на Flg-HA2-2-4M2ehs. Продукция H1N1-специфических CD4+ и
CD8+ Т-клеток составила 0,032% и 0,066%, соответственно (Фиг. 8Г).

Таким образом, рекомбинантный белок Flg-HA2-2-4M2ehs с консенсусной
последовательностью НА2 вирусов гриппа второй филогенетической группы при
интраназальной иммунизации был более эффективен в формировании вирус-
специфических CD4+ и CD8+ Т-клеток, чем рекомбинантный белок Flg-HA2-1-4M2ehs.

Пример 6. Оценка длительности иммунного ответа после иммунизации
Длительность специфического иммунного ответа после подкожной иммунизации
и цитокиновый профиль М2е- и вирус-специфических CD4+ и CD8+ эффекторных

(TemCD44+/CD62L-) и центральных (TcmCD44+CD62L+) Т-клеток памяти в селезенках
оценивали через 6 мес.после иммунизации мышей. Исследование сывороток крови
мышей, взятых через 6 мес после иммунизации рекомбинантными белками (Flg-HA2-1-
4M2ehs, Flg-HA2-2-4M2ehs, FlgSh-HA2-2-4M2ehs, Flg-4M2ehs), выявило достаточно
высокие титры М2е-специфических антител класса IgG и IgA. На отдаленных сроках
после иммунизации не происходило существенных изменений уровней подклассов IgG
(IgG2a/b), реализующих антитело-зависимую цитотоксичность. В селезенке мышей
выявлены М2е-специфические CD4+ эффекторные клетки-памяти, преимущественно
продуцирующие TNF-α, а также CD4+ центральные клетки-памяти, продуцирующие
TNF-α и IFN-γ, и CD8+ центральные Т-клетки-памяти, продуцирующие, в основном,
IFN-γ. Вирус-специфический Т-клеточный ответ характеризовался формированием
также CD4+ эффекторных клеток-памяти, преимущественно продуцирующих TNF-α,
CD4+ центральных клеток-памяти, продуцирующих IFN-γ, и CD8+ центральных Т-
клеток-памяти, продуцирующих IFN-γ и TNF-α. Наиболее существенный пул антиген-
специфических эффекторных и центральных Т-клеток-памяти был выявлен у мышей,
иммунизированных рекомбинантным белком FlgSh-HA2-2-4M2ehs.

Длительность специфического иммунного ответа после интраназальной иммунизации
Через 6 мес. после интраназальной иммунизации рекомбинантными белками Flg-

HA2-1-4M2ehs, Flg-HA2-2-4M2ehs, Flg-4M2ehs в крови мышей М2е-специфические IgG
и IgA циркулировали в достаточно высоких титрах. Вирус-специфическийТ-клеточный
ответ характеризовался формированием CD4+ и CD8+ эффекторных клеток-памяти,
преимущественно продуцирующих TNF-α.

Пример 7. Протективность рекомбинантных белков, полученных в бактериальной
экспрессионной системе на модели летальной гриппозной инфекции

Подкожная иммунизация
Чтобы сравнить защитный эффект рекомбинантных белков с различным дизайном

(Flg-HA2-1-4M2ehs, Flg-HA2-2-4M2ehs, FlgSh-HA2-2-4M2ehs, Flg-4M2ehs) мышей через
две недели после последней иммунизации заражали летальными дозами вирусов гриппа
различных субтипов (А/Шанхай/2/2013-PR8-IDCDC (H7N9), А/Аичи/2/68 (H3N2)) в дозе
10LD50. Как показано на Фиг. 9А мыши, иммунизированные всеми четырьмя
рекомбинантными белками, были практически полностью защищены (90-100%
выживаемость) от заражения высокой дозой вируса гриппа A/Шанхай/2/2013-PR8-
IDCDC (H7N9). При этом наименьшая потеря веса выявлена у мышей,
иммунизированных рекомбинантным белком FlgSh-HA2-2-4M2ehs. Полная защита
(100% выживаемость) экспериментальных животных наблюдалась также после
заражения вирусом гриппаА/Аичи/2/68 (H3N2) (Фиг. 9Б). В обоих случаях минимальная
потеря веса выявлена у мышей, иммунизированных рекомбинантным белком FlgSh-
HA2-2-4M2ehs.

Мы наблюдали также значительное снижение вирусных титров в легких
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иммунизированных мышей по сравнению с наивными мышами после заражения
вирусами гриппа А/Аичи/2/68 (H3N2), А/Шанхай/2/2013(H7N9)-PR8-IDCDC), А/
Калифорния/07/09 H1N1pdm09 и А/Курган/05/05 RG (H5N1).

Интраназальная иммунизация
Интраназальная иммунизация рекомбинантными белками Flg-HA2-1-4M2ehs, Flg-

HA2-2-4M2ehs, Flg-4M2ehs обеспечивала 60-100% защиту мышей (Фиг. 9 В, Г, Д) от
летального заражения вирусами гриппа А/Калифорния/1/66 (H2N2), А/Курган/05/05
RG (H5N1) илиА/Аичи/2/68 (H3N2).Наиболее сильныйпротективный эффектнаблюдался
после иммунизации мышей рекомбинантным белком Flg-HA2-2-4M2ehs - 90-100%
выживаемости. Защитный эффект рекомбинантного белка Flg-HA2-1-4M2ehs составил
70-80%, а рекомбинантного белка Flg-4M2ehs, содержащего только один таргетный
антиген (М2е) - 60-70%. Минимальная потеря веса выявлена также у мышей,
иммунизированных рекомбинантным белком Flg-HA2-2-4M2ehs.

Полученные результатыподтверждаютширокий спектр защитыкандидатных вакцин
на основе рекомбинантных белков, включающих консервативные эпитопы двух
вирусных белков М2 и второй субъединицы гемагглютинина. Вакцины обеспечивают
защиту 90-100% иммунизированных животных после заражения вирусами гриппа А
разных субтипов (H1N1, H2N2, H3N2, H5N1, H7N9) высокими летальными дозами (10
LD50) и приводят к достоверному снижению репродукции вирусов гриппа в легких.

Очевидно, что для получения сильного «универсального» ответа (на вирусы человека
и птиц) следует включать в рекомбинантный белок два вирусных пептида 4М2е иНА2,
что позволяет увеличить заражающую дозу до 10 LD.
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(57) Формула изобретения
1. Рекомбинантная белковая молекула, предназначенная для создания вакцины

против гриппа, аминокислотнаяпоследовательность которойвключает аминокислотную
последовательность флагеллина бактерии Salmonella typhimurium, к С-концу которой
присоединена аминокислотная последовательность консервативногофрагмента второй
субъединицы гемагглютинина вирусов гриппа первой филогенетической группы RLE
NLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRMQLRDNA, или
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присоединена аминокислотная последовательность консервативногофрагмента второй
субъединицы гемагглютинина вирусов гриппа второй филогенетической группы RIQD
LEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENA, и включает
2 копии аминокислотной последовательностиM2e пептидов вируса гриппа А человека
SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD и 2 копии аминокислотной последовательности M2e
пептидов вируса H1N1pdm09 SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSD, а также соединяющие
указанные выше элементы глицин-богатые линкеры.

2. Кандидатная вакцина против инфекции, вызываемой вирусом гриппа, включающая
рекомбинантную белковую молекулу по п.1.

Стр.: 19

RU 2 757 013 C2

5

10

15

20

25

30

35

40

45



1

2

Стр.: 20

RU 2 757 013 C2



3

Стр.: 21

RU 2 757 013 C2



4

Стр.: 22

RU 2 757 013 C2



5

Стр.: 23

RU 2 757 013 C2



6

Стр.: 24

RU 2 757 013 C2



7

Стр.: 25

RU 2 757 013 C2



8

Стр.: 26

RU 2 757 013 C2



9

Стр.: 27

RU 2 757 013 C2



Стр.: 28

RU 2 757 013 C2


	Биб.поля
	Реферат
	Bibliography
	Abstract
	Описание
	Формула
	Чертежи

