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Целью данного исследования было изучение влияния липидных компонентов на иммуногенность
синтетического 24-членного пептида, содержащего B- и Th-эпитопы. Амидированный по C-концу
синтетический пептид имел первичную структуру VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK, которая соот-
ветствует фрагменту антигена NS4A вируса гепатита С. Для усиления иммуногенности было выпол-
нено ацилирование пептида по N-концевой α-аминогруппе путем присоединения липида 1,3-(ди-
пальмитоиламино)пропан-2-О-сукцината. Также получена липосомальная форма пептида с разме-
ром частиц 160 ± 20 нм и степенью включения пептида 80%. Препарат пептида в липосомах обладал
стабильностью в течение трех месяцев. Изучена иммуногенность пептида, липопептида и пептида
в липосомах по выработке антител В-клетками и цитокинов (IFN-γ и IL-2) специфическими CD4+-
T-лимфоцитами у иммунизированных лабораторных мышей. Наибольшей иммуногенностью обла-
дал 24-членный пептид, включенный в фосфатидилхолиновые липосомы, что свидетельствует о
перспективности использования данного пептида в дальнейших исследованиях по созданию кан-
дидатной вакцины от гепатита C.
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пептид, иммуногенность
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ВВЕДЕНИЕ
Вирус гепатита С (ВГС) – этиологический

агент гепатита С, который инфицирует гепатоци-
ты и при развитии длительной хронической ин-

фекции может приводить к циррозу или гепато-
целлюлярной карциноме. В последние годы по-
явились средства эффективной терапии гепатита С.
Однако пока элиминация данной инфекции –
недостижимая задача, т.к. до сих пор не создана
профилактическая вакцина. В последние годы
ведутся исследования, нацеленные на получение
различных вариантов вакцин от гепатита С (ре-
комбинантных, векторных, субъединичных, пеп-
тидных и др.) [1]. Вакцинные препараты на осно-
ве синтетических пептидов привлекают разработ-
чиков тем, что имеют минимальное количество
побочных эффектов [2, 3].

Для обеспечения эффективности синтетиче-
ских пептидных вакцин большое значение имеет
правильный выбор целевых антигенных детерми-

1 Дополнительные материалы для этой статьи доступны по
doi 10.31857/S0132342322030046 для авторизованных поль-
зователей. 
Сокращения: ВГС – вирус гепатита C; НАФ – неполный
адъювант Фрейнда; DMAP – 4-диметиламинопиридин;
DMSO – диметилсульфоксид; DPBS – фосфатно-солевой
буферный раствор Дульбекко; IL-2 – интерлейкин-2; IFN-γ –
интерферон-гамма; NS4A – неструктурный полипептид 4A;
Pam2Suc – N-[2,3-бис(пальмитоилокси)пропил]сукцинат;
Pam2AP-Suc – 1,3-(дипальмитоиламино)пропан-2-О-сукци-
нат; PBS – фосфатно-солевой буфер; Th – T-хелперный;
TLR – Toll-подобный рецептор (Toll-like receptor).

# Автор для связи: (тел.: +7 (495) 246-05-55, доб. 934;
эл. почта: belyavcev@mirea.ru).

УДК 577.112.6



454

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 4  2022

БЕЛЯВЦЕВ и др.

нант и адъюванта [2]. Одно из перспективных со-
временных направлений – использование в каче-
стве адъювантов синтетических вакцин липо-
фильных соединений. Показано, что некоторые
из них способны взаимодействовать с Toll-подоб-
ными рецепторами (TLRs) и усиливать иммун-
ный ответ на синтетические антигенные детерми-
нанты [4].

Исторической основой идеи конъюгирования
пептидного антигена с липофильным адъюван-
том было исследование T.P. Hopp в начале 1980-х гг.
[5]. При разработке синтетической пептидной
вакцины против гепатита B он обнаружил, что гу-
моральный иммунный ответ значительно усили-
вался после конъюгации пептида, воспроизводя-
щего эпитопы HBs-антигена вируса гепатита B, с
Nα,Nε-дипальмитоиллизином. В дальнейшем бы-
ли обнаружены другие свойства природных липо-
пептидов: митогенная активность трипальмитои-
лированного пентапептида из бактериальной мем-
браны Escherichia coli [6] и иммунная активность
выделенного из мембраны Mycoplasma fermentans
макрофаг-активирующего липопептида, содержа-
щего липидный компонент S-[2,3-бис(пальмитоил-
окси)пропил]цистеин (Pam2Cys) [7]. Проявление
иммунностимулирующей активности этими ли-
пофильными соединениями в составе диациль-
ных и триацильных липопептидных лигандов
сигнальных рецепторов связывают с наличием в
их структуре патоген-ассоциированных молеку-
лярных паттернов, которые распознаются этими
рецепторами. Благодаря наличию подобных ли-
пидных фрагментов липопептиды, содержащие
антигенные детерминанты, могут проявлять са-
моадъювантные свойства [8]. Еще одним спосо-
бом повышения иммуногенности пептидов мо-
жет служить их включение в липосомы [9, 10].

Ранее нами был синтезирован 24-членный
пептид – фрагмент антигена NS4A вируса гепати-
та C, содержащий консервативный B-клеточный
и Т-хелперный эпитопы антигена NS4A ВГС [11,
12], показана иммунореактивность этого пептида
с антителами из сывороток больных гепатитом C
[13]. Таким образом, данный пептид мог бы слу-
жить компонентом вакцины против гепатита С. Од-
нако известно, что пептиды примерно такой длины,
даже содержащие и B-, и Т-эпитопы, проявляют до-
статочно высокую иммуногенность только в при-
сутствии адъювантов [1]. Поэтому целью данного
исследования было изучение возможности повы-
шения иммуногенности ранее синтезированного
24-членного пептида путем конъюгации с потен-
циальным липофильным адъювантом 1,3-(ди-
пальмитоиламино)пропан-2-О-сукцинатом, а так-
же после включения в наноразмерные фосфати-
дилхолиновые липосомы.

Считается, что защиту от ВГС-инфекции в
значительной степени обеспечивает эффективная

продукция интерферона-γ (IFN-γ) и интерлейкина-
2 (IL-2) CD4+-Т-лимфоцитами (Th1-путь) [14].
Поэтому мы исследовали как продукцию анти-
тел, так и секрецию указанных цитокинов Т-лим-
фоцитами после иммунизации лабораторных мы-
шей различными препаратами на основе 24-член-
ного синтетического пептида.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Получение конъюгата 24-членного пептида с ли-
пофильным адъювантом и липосомальной формы
пептида. В качестве липофильного компонента,
конъюгируемого с синтетическим пептидом, нами
был выбран устойчивый к ферментативному рас-
щеплению амидный аналог диацилглицеролипи-
да – N-[2,3-бис(пальмитоилокси)пропил]сукци-
ната (Pam2Suc) [15, 16]. Ранее было показано, что
Pam2Suc обладает иммуностимулирующей ак-
тивностью в составе липопептидов, реализую-
щейся путем активации дендритных клеток через
Toll-подобные рецепторы 2-го типа (TLR-2) [16].
Поэтому были основания полагать, что более ста-
бильный амидный аналог глицеролипида будет
обладать по крайней мере не меньшей иммуно-
стимулирующей активностью.

Для разработки потенциального самоадъ-
ювантного препарата, представляющего собой
конъюгат амидированного по C-концу пептида
VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK (содержащего
фрагмент последовательности антигена NS4A ВГС
субтипа 1b [17]) с липофильным остатком, сначала
был получен 1,3-(дипальмитоиламино)пропан-2-
О-сукцинат (Pam2AP-Suc), имеющий структурное
сходство с уже исследованным липофильным
адъювантом Pam2Suc [16]. В структуре пропиль-
ного фрагмента Pam2Suc имеется одна амино-
группа (в 1-м положении), через которую он свя-
зан с сукцинильным остатком, а у пропильного
фрагмента Pam2AP-Suc имеются две аминогруп-
пы (в 1- и 3-м положениях), через которые он свя-
зан с остатками пальмитиновой кислоты.
Pam2AP-Suc имеет структурное сходство с липо-
фильными фрагментами лигандов TLR, иммуно-
стимулирующее действие которых при взаимо-
действии с этими рецепторами уже установлено.
Получение Pam2AP-Suc осуществляли ацилирова-
нием 1,3-(дипальмитоиламино)пропан-2-ола из-
бытком янтарного ангидрида (4 экв.) в присутствии
DMAP (2 экв.) в пиридине. Структура полученного
соединения подтверждена методом 1Н-ЯМР-спек-
троскопии и элементным анализом.

Введение Pam2AP-Suc в структуру липопепти-
да (рис. 1) проводили на смоле Ринка по оконча-
нии сборки последовательности 24-членного
пептида (2.5 экв. липида на 1 экв. пептида) в сме-
си растворителей дихлорметан/ДМФА (1 : 1, v/v)
при активации карбоксильной группы сочетанием
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Oxyma Pure, HBTU и 2,4,6-коллидина с последую-
щим деблокированием функциональных групп ли-
попептида и отщеплением его от твердой фазы
действием трифторуксусной кислоты со скэвен-
джерами.

Липопептид был нерастворим в воде и образо-
вывал устойчивые агрегаты, что существенно за-
труднило его очистку. Выделение липопептида
осуществляли методом офВЭЖХ с УФ-детекти-
рованием при длине волны 205 нм, используя в
качестве подвижной фазы элюент ацетонит-
рил/вода (с добавлением 0.1% трифторуксусной
кислоты) при линейном градиенте ацетонитрила
5–100% за 20 мин (дополнительные материалы,
рис. S1–S3). Молекулярная масса липопептида
подтверждена масс-спектрометрическим анали-
зом. Очищенный липопептид (степень чистоты
по данным аналитической офВЭЖХ >90%) был
лиофильно высушен.

Липосомальная форма амидированного по
C-концу 24-членного пептида была получена ме-
тодом пассивной загрузки [18], с экструзией –
пропусканием дисперсии мультиламеллярных
везикул фосфатидилхолина и пептида в стериль-
ном PBS через поликарбонатный фильтр с разме-
ром пор 100 нм. Размер частиц определяли мето-
дом светодинамического рассеяния (дополнитель-
ные материалы, рис. S4), он составил 160 ± 20 нм
при концентрации пептида 1 мг/мл и степени
включения ~80%. Степень включения пептида в
липосомы определяли методом гель-проникаю-
щей хроматографии на сефадексе G-25 с элюцией
ФСБ по количеству элюировавшегося свободно-
го пептида. Измерение размеров частиц липосом
с включенным пептидом показало их стабиль-
ность в течение трех месяцев. В течение этого пе-
риода не обнаружено формирования осадка, об-
разующегося при разрушении липосом.

Иммуногенность препаратов на основе 24-член-
ного пептида. Сравнительный анализ иммуноген-
ности полученных препаратов на основе 24-член-
ного пептида проводили на модели лабораторных
мышей (сток CD-1). Животных опытных групп
(n = 24, по 6 на каждое вещество) иммунизирова-
ли индивидуальным препаратом в дозе 100 мкг на

мышь: 1) синтетическим пептидом, 2) дипальми-
тоильным липопептидом, 3) пептидом с неполным
адъювантом Фрейнда (НАФ), 4) липосомальной
формой пептида (пептид в липосомах). Применя-
ли трехкратную схему иммунизации с интерва-
лом в две недели. Животным контрольной груп-
пы (n = 6) вводили по той же схеме физиологиче-
ский раствор. Через 10 дней после последней
иммунизации проводили эвтаназию мышей, за-
бор селезенки и крови, определяли гуморальный
иммунный ответ и продукцию цитокинов: IFN-γ
и IL-2.

Все вводимые препараты вызывали формиро-
вание B-клеточного ответа у лабораторных мы-
шей (рис. 2). В течение всего периода наблюдения
после иммунизации снижения веса животных и
изменения общего состояния не отмечено, что
говорит об отсутствии явного токсического эф-
фекта у исследуемых препаратов. B-клеточный
ответ был минимальным на свободный 24-член-
ный пептид, в 5.5 раз выше на липопептид, в
12.7 раз выше на пептид с НАФ и в 20 раз выше на
пептид в липосомах. Таким образом, максималь-
ный В-клеточный ответ был зафиксирован у мы-
шей, иммунизированных пептидом в липосомах,
однако внутри групп имелись индивидуальные
колебания в интенсивности иммунного ответа.

Результаты анализа продукции IFN-γ и IL-2
представлены на рис. 3. Максимальный уровень
выработки IFN-γ среди исследуемых препаратов
был зафиксирован у мышей, иммунизированных
24-членным пептидом в липосомах. Только при
использовании этого препарата из группы иссле-
дуемых веществ показано достоверное превыше-
ние (в 4.6 раза) в выработке IFN-γ относительно
контрольной группы животных (р < 0.01). Макси-
мальный уровень выработки IL-2 среди исследу-
емых препаратов был зафиксирован у мышей,
иммунизированных пептидом с НАФ (превыше-
ние в 2.9 раза относительно контрольной груп-
пы), однако отличия от контрольной группы в
выработке IL-2 не были статистически достовер-
ными (p > 0.05).

Уровень продукции цитокинов Т-лимфоцита-
ми мышей, иммунизированных липопептидом,

Рис. 1. Структура дипальмитоилированного липопептида Pam2AP-Suc-VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-NH2.
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показывает, что конъюгация 24-членного пептида с
1,3-(дипальмитоиламино)пропан-2-О-сукцинатом
в незначительной степени усиливает иммунный от-
вет относительно исходного пептида.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Оборудование. Спектры 1Н-ЯМР регистрирова-
ли на импульсном ЯМР-спектрометре DPX-300
(Bruker, Германия) с рабочей частотой 300 МГц и

Рис. 2. Результат ИФА сывороток мышей, иммунизированных препаратами: пептид, липопептид, пептид с неполным
адъювантом Фрейнда, пептид в липосомах. По оси ординат отмечена шкала единиц КП (коэффициент позитивно-
сти). КП – это отношение OD образца сыворотки крови к пороговому значению OD.
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Рис. 3. Результаты анализа продукции IL-2 и IFN-γ Т-клетками иммунизированных мышей и контрольных животных
(физиологический раствор). На оси абсцисс отмечены вещества, вводимые животным. * Достоверное отличие от кон-
трольной группы (p < 0.02).
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записывали в дейтерированных растворителях с
тетраметилсиланом в качестве внутреннего стан-
дарта. Спектры в видимой и ультрафиолетовой
областях регистрировали на спектрофотометре
UV-1601 (Shimadzu, Япония). Размер частиц
определяли методом динамического светорассея-
ния на приборах Delsa Nano C (Beckman Coulter
Inc., США) и Zetasizer Nano ZS (Malvern, США).
Для регистрации результатов ИФА использовали
микропланшетный анализатор (фотометр) Stat-
Fax 3200 (Awareness Technology Inc., США). Ре-
зультаты анализа ELISpot регистрировали с по-
мощью прибора AID ELISpot Reader (Autoimmun
Diagnostika GmbH, Германия). Для отдельных
стадий ИФА и ELISpot использовали термостати-
руемый инкубатор-шейкер (Biosan, Латвия). Ли-
посомы получали с помощью миниэкструдера Li-
posoFast basic Avestin (США).

Реактивы. В работе использовали диметил-
формамид (о.с.ч.) (Компонент-Реактив, Россия);
хлороформ (х.ч.), метанол (х.ч.), диэтиловый
эфир (ч.д.а.), хлористый метилен (х.ч.), пиридин
(ч.д.а.) (Химмед, Россия). Хлороформ очищали
перегонкой над хлористым кальцием, хлористый
метилен перегоняли над пентоксидом фосфора,
диэтиловый эфир – над гидроксидом калия. DMF
очищали молекулярными ситами. В работе исполь-
зовали следующие реагенты: этиловый эфир циан-
гидроксииминоацетата (Oxyma Pure), 2,4,6-колли-
дин, O-(бензотриазол-1-ил)-N,N,N',N'-тетраметил-
урония гексафторфосфат (HBTU) (Chempep,
США); 4-диметиламинопиридин (DMAP), янтар-
ный ангидрид, TFA (Sigma-Aldrich, США); соляную
кислоту (Химмед, Россия); уксусную кислоту, три-
изопропилсилан (TIS), тиоанизол, соевый фосфа-
тидилхолин (Lipoid GmbH, Германия). 1,3-(Ди-
пальмитоиламино)пропан-2-ол был получен в ла-
боратории ранее по описанной методике [15].
Пептид VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-NH2 был
синтезирован ранее на амидной смоле Ринка [13];
часть пептида не удаляли со смолы и не снимали
защитные группы с боковых функциональных
групп аминокислотных остатков.

Хроматография. Тонкослойную хроматогра-
фию проводили на пластинках Sorbfil (Сорбполи-
мер, Россия). Обнаружение пятен на хромато-
граммах осуществляли в УФ-свете, обработкой
10%-ной H2SO4 в метаноле, комплексом [ФМК +
+ Ce2SO4], нингидрином с последующим нагре-
ванием до 150°С во всех случаях.

Колоночную хроматографию проводили на
Silica gel (0.040–0.063 мм) (Merck, Германия).
Очистку липопептида производили методом по-
лупрепаративной офВЭЖХ на хроматографе Agi-
lent 1100 с использованием диодно-матричного
детектора. Применяли колонку Reprosilpur Basic
C18 (250 × 4.6 мм I.D., S – 5 мкм), элюент – во-
да/ацетонитрил с 0.1% TFA при градиенте кон-

центрации ацетонитрила 5–100% за 20 мин, ско-
рость потока 1 мл/мин, tR = 18.4 мин. Оптическое
поглощение элюента при аналитической и препа-
ративной ВЭЖХ измеряли в диапазоне длин волн
205–220 нм.

Синтез 1,3-(дипальмитоиламино)пропан-2-О-
сукцината. Раствор 200 мг (0.36 ммоль) 1,3-(дипаль-
митоиламино)пропан-2-ола, 88 мг (0.72 ммоль)
DMAP, 143 мг (1.42 ммоль) янтарного ангидрида в
пиридине (15 мл) кипятили в течение 8 ч, раз-
бавляли хлороформом (70 мл), затем получен-
ный раствор промывали 0.1 М раствором НCl
(1 × 75 мл) до слабокислой реакции, органическую
фазу промывали водой (2 × 75 мл), сушили над суль-
фатом натрия, упаривали, целевое вещество выде-
ляли методом колоночной адсорбционной хрома-
тографии на силикагеле, элюируя системой раство-
рителей хлороформ–метанол (2.5→5% метанола).

Выход 90 мг (37%), Rf 0.43 (хлороформ : мета-
нол, 8.5 : 1.5), Тпл 122–124°С (кристаллизация из
гексана).

1Н-ЯМР-спектр (DMSO-d6, δ, м.д.): 0.85 (т,
6Н, 2СН3, Pam), 1.21–1.28 (м, 48Н, 24CH2, Pam),
1.44–1.52 (м, 4Н, 2β-СН2, Pam), 2.02–2.18 (м, 4Н,
2α-СН2, Pam), 2.38–2.46 (м, 4Н, 2СН2, Suc), 4.07–
4.34 (м, 4Н, 2СН2, проп), 4.71–4.93 (м, 1Н, СН,
проп), 6.47–6.69 (м, 2Н, 2NH).

Синтез конъюгата 1,3-(дипальмитоилами-
но)пропан-2-О-сукцината с амидированным по
С-концу 24-членным пептидом (липопептида). К
связанному со смолой Ринка защищенному по
боковым функциональным группам пептиду
VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK (0.08 ммоль)
добавляли предварительно активированный по
карбоксильной группе сочетанием Oxyma Pure,
HBTU и 2,4,6-коллидина 1,3-(дипальмитоилами-
но)пропан-2-О-сукцинат (0.2 ммоль), перемеши-
вали смесь в течение 16 ч, затем промывали
ДМФА и хлористым метиленом. Липопептид от-
щепляли от смолы Ринка и деблокировали его бо-
ковые функциональные группы действием три-
фторуксусной кислоты с добавлением по 2.5%
скэвенджеров – тиоанизола, триизопропилсила-
на и воды, далее смывали с фильтра из пористого
стекла хлористым метиленом, концентрировали
на роторном испарителе, осаждали из хлористого
метилена диэтиловым эфиром, отделяя осадок
центрифугированием, высушивали и выделяли с
помощью офВЭЖХ.

Выход 0.054 г (20%); ESI-MS, m/z: найдено
[M + 3H]3+ 1123.8; [M + 4H]4+ 843.1; [M + 5H]5+

674.6; вычислено Mr (C163H288N40O35) 3368.34.
Получение липосомальной формы 24-членного

пептида VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-NH2.
Раствор 34 мг фосфатидилхолина в хлороформе
упаривали на роторном испарителе для получе-
ния липидной пленки, добавляли 2 мг 24-членно-
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го пептида, растворенного в стерильном PBS
(рН 7.4, 1 мг/мл), и встряхивали на вортексе для
получения солюбилизированных с пептидом
мультиламеллярных везикул [19]. Полученные
мультиламеллярные везикулы пропускали через
поликарбонатный фильтр (размер пор 100 нм)
ручного экструдера 21 раз для получения одно-
слойных липосом с включенным пептидом. По-
лученные липосомы пропускали через колонку с
сефадексом G25 (эксклюзионную хромотогра-
фию проводили на колонке Illustra NAP-5 GE
Healthcare Life Science (Великобритания) с сор-
бентом Sephadex G25 Medium), элюируя PBS, и
определяли степень включения пептида в липо-
сомы (по суммарной оптической плотности
фракций, соответствующих свободному пептиду,
рассчитывали количество и долю не включенного в
липосомы пептида). На колонку наносили 0.5 мл
раствора липосомальной формы пептида с концен-
трацией в нем пептида 1 мг/мл, после выхода фрак-
ций липосом с включенным пептидом собрали две
фракции свободного пептида объемом по 2 мл
(спектрофотометрически при 210 нм определена
их оптическая плотность: 0.291 и 0.125). Затем по
закону Бугера–Ламберта–Бера определяли кон-
центрацию пептида в этих фракциях и рассчитыва-
ли эффективность включения (ЭВ) по формуле:

где V – объем соответствующей фракции, C –
концентрация пептида во фракции.

Размер липосом с включенным пептидом
определяли методом динамического рассеяния
света. Перед иммунизацией пептид в липосомах
пропускали через стерилизующий фильтр 200 нм.

Иммунизация животных. Для иммунизации ис-
пользовали лабораторных мышей-альбиносов
(сток CD-1, питомник ФГБУН НИЦБМТ ФМБА
России, филиал “Андреевка”, возраст 3 недели,
вес 18–20 г, самки, n = 30). Животные были разде-
лены на 5 групп по 6 особей. Каждая группа была
иммунизирована индивидуальным препаратом:
пептидом, липопептидом, пептидом с неполным
адъювантом Фрейнда, пептидом в липосомах.
Перед иммунизацией липопептид (1 мг) раство-
ряли в 100 мкл 10%-ного DMSO/DPBS (раствор
Дульбекко), после чего доводили до 1 мл DPBS. До-
за антигенной нагрузки составляла 100 мкг на мышь
для всех препаратов. Пятая группа была контроль-
ной – животные получали инъекцию стерильного
физиологического раствора (100 мкл). При имму-
низации мышей был выполнен легкий наркоз ме-
дицинским эфиром. Введение образцов было вы-
полнено подкожно в верхнюю часть спины. При-
меняли трехкратную схему иммунизации с
интервалом в две недели. Для выявления наличия
явных признаков токсического эффекта от вво-
димых соединений осуществляли ежедневный
осмотр общего состояния мышей и взвешивание:

1 1 2 2ЭВ  0.5 – –(( )/0.5 100%,)V C V C= ×

после первой инъекции каждые 3 дня, после вто-
рой – каждые 7-е сутки. Через 10 дней после по-
следней иммунизации была выполнена эвтаназия
мышей, забор селезенки и крови (после церви-
кальной дислокации и декапитации).

Клетки селезенки мышей культивировали, ис-
пользуя стерильные планшеты (Nunc, Дания),
среду RPMI-1640 с аланилглутамином (ПанЭко,
Россия) и сыворотку крови эмбриональную теля-
чью (HyClone, США). Для подсчета клеток исполь-
зовали набор Cell Counting Kit-8 (Sigma-Aldrich,
США), для стимуляции клеток – набор PepTivator
HCV 1b NS4 (Meltenyi Biotec, Германия).

Иммуноферментный анализ. Пептид, раство-
ренный в 0.05 М карбонатно-бикарбонатном бу-
фере (pH 9.25) в концентрации 0.01 мг/мл, сорби-
ровали в течение 16 ч при температуре 4°C в лун-
ки полистирольного планшета (Nunc, Дания).
После блокирования свободных зон лунок в тече-
ние 1 ч при 37°C бычьим сывороточным альбуми-
ном в PBS (1 мг/мл; Sigma, США) проводили им-
муноферментный анализ по методике, описан-
ной в работе [13]. По завершении реакции
регистрировали оптическую плотность (OD) в
лунках на планшетном спектрофотометре при
длине волны 450 нм. Статистически достоверно
отличающимися от контроля считали величины
OD, превышающие сумму среднего арифметиче-
ского OD лунок, в которых анализировали образ-
цы от контрольной группы мышей, и тройного
стандартного отклонения.

Выделение лимфоцитов из селезенки мышей.
Селезенку подопытных мышей гомогенизирова-
ли в DPBS (Thermo Fisher Scientific/Gibco, Вели-
кобритания) в конической пробирке с пластико-
вым пестиком. К гомогенату добавляли коллаге-
назу (100 ед./мл) и 3 мМ CaCl2, инкубировали 3 ч
при 37°С, периодически перемешивая. Клеточ-
ную суспензию фильтровали через стерильное
сито с размером пор 30 мкм. Эритроциты удаляли
с помощью лизирующего раствора следующего
состава: 150 мМ хлорид аммония (11.85 г/л),
10 мМ бикарбонат калия, 0.1 мМ ЭДТА, pH 7.2–
7.4. Отмывали клетки DPBS с 3-кратным осажде-
нием центрифугированием в течение 5 мин при
300 g. Полученные образцы содержали спленоци-
ты и Т-лимфоциты. После этого клетки подсчи-
тывали в камере Горяева с окрашиванием трипа-
новым синим, суспендировали в среде RPMI 1640
c аланилглутамином и 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки, затем сеяли в 96-луночный план-
шет для ELISpot в концентрации 1 × 105–2.5 ×
× 105 клеток на лунку. Клетки стимулировали
пептидом VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-NH2
(10 мкг/мл) и пептидами из набора PepTivator
HCV 1b NS4 (10 мкг для стимуляции 1 × 108 кле-
ток). Неспецифическую стимуляцию клеток про-
водили смесью форбол-12-миристат-13-ацетата
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(20 нг/мл; Invitrogen, США) и иономицина
(1 мкг/мл; Invitrogen, США).

Методика выполнения ELISpot. Для оценки
продукции IFN-γ и IL-2 использовали тест-си-
стемы Mouse IL-2 ELISPOT Kit и Mouse Interferon
gamma ELISPOT Kit (Abcam, Великобритания).
Непосредственно перед экспериментом в сте-
рильных условиях в лунки планшета добавляли
клетки и оставляли в CO2-инкубаторе на 15 ч. За-
тем неадсорбированные клетки удаляли из план-
шета и отмывали лунки 4 раза по 100 мкл PBS
(pH 7.4) с 0.1% Tween 20 (с инкубацией 10 мин при
4°С после добавления PBS). Далее добавляли по
100 мкл антицитокиновых антител, конъюгиро-
ванных с авидином, и инкубировали 1.5 ч при
комнатной температуре. По завершении инкуба-
ции удаляли жидкость из планшета и добавляли
по 100 мкл PBS (pH 7.4) с 0.1% Tween 20 (отмыв-
ка), повторяли 4 раза по 100 мкл (с интервалом
5 мин). Добавляли по 100 мкл конъюгата стрепта-
видина с щелочной фосфатазой и инкубировали
1 ч при комнатной температуре. Промывали 4 ра-
за PBS (pH 7.4) с 0.1% Tween 20 по 100 мкл с интер-
валом 5 мин. Снимали с планшета верхнюю и
нижнюю крышки и промывали в струе дистилли-
рованной воды 3 раза. Удаляли избыток воды на
фильтровальной бумаге и добавляли субстрат ще-
лочной фосфатазы. Инкубировали 10–15 мин при
комнатной температуре до появления пятен без
фона. Затем промывали в струе дистиллирован-
ной воды 3 раза. Остатки воды удаляли на филь-
тровальную бумагу, планшет высушивали. Для
более полного проявления пятен планшет остав-
ляли в холодильнике при 4°С на ночь. Далее с ис-
пользованием автоматического считывающего
устройства AID ELISpot Reader регистрировали
прокрашенные зоны цитокинов.

Расчет статистической достоверности разли-
чий выполняли с использованием t-критерия
Стьюдента и χ2 Пирсона (статистически значи-
мыми считали отличия при p < 0.02).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При анализе влияния липидного компонента

на иммуногенность синтетического 24-членного
пептида VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK-NH2,
фрагмента антигена NS4A ВГС, содержащего B-
и Th-эпитопы, обнаружено значительное усиле-
ние иммуногенности при включении пептида в на-
норазмерные фосфатидилхолиновые липосомы.
Липопептид, состоящий из 24-членного пептида и
1,3-(дипальмитоиламино)пропан-2-О-сукцината,
был менее иммуногенным, чем немодифицирован-
ный пептид с неполным адъювантом Фрейнда.

Формирование высокого уровня иммунной
активности после иммунизации 24-членным пеп-
тидом в липосомах показывает, что подобный

препарат как компонент кандидатной вакцины
от гепатита С перспективен для дальнейших ис-
следований.
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Effect of Lipid Components on Immunogenicity of Synthetic Fragment 
of Hepatitis C Virus NS4A Antigen

A. N. Belyavtsev*, **, #, N. S. Shastina*, V. V. Kupriyanov**, L. I. Nikolaeva**, M. V. Melnikova***, 
E. F. Kolesanova***, M. Yu. Shimchishina*, **, and I. V. Kapustin****

#Phone: +7 (495) 246-05-55, e-mail: belyavcev@mirea.ru
*Lomonosov Institute of Fine Chemical Technologies, MIREA – Russian Technological University,

prosp. Vernadskogo 86, Moscow, 119571 Russia
**Gamaleya National Research Center for Epidemiology and Microbiology, ul. Gamaleya 18, Moscow, 123098 Russia

***Institute of Biomedical Chemistry, ul. Pogodinskaya 10, Moscow, 119121 Russia
****Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology,

ul. Admirala Makarova 10, Moscow, 125212 Russia

The aim of this study was to investigate the effect of lipid components on the immunogenicity of a synthetic
24-peptide containing B- and Th-epitopes. The synthetic amidated at the C-terminus peptide had the prima-
ry structure VIVGRIILSGRPAVIPDREVLYRK, that is corresponds to fragment of the NS4A antigen of the
hepatitis C virus. To enhance the immunogenicity, the peptide was acylated at the N-terminus with a lipo-
philic compound 1,3-(dipalmitoylamino)propane-2-O-succinate. A liposomal form of the peptide with a
particle size of 160 ± 20 nm and a degree of peptide inclusion of 80% was also obtained. The particle size sta-
bility of this preparation has been shown for 3 months. The immunogenicity of peptide, lipopeptide and pep-
tide in liposomes was studied for the production of antibodies by B-cells and cytokines (IFN-γ and IL-2) by
specific CD4+ T-lymphocytes in laboratory mice. The 24-mer peptide included in phosphatidylcholine lipo-
somes had the highest immunogenicity, that indicates the prospects of using this peptide in further research
on the design of a vaccine against hepatitis C.

Keywords: antigen NS4A HCV, synthetic peptide, lipophilic adjuvant, liposome peptide, immunogenicity, lipopeptide
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