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SARS-CoV-2 КАК ПРОТОТИП ВАКЦИННОЙ КОНСТРУКЦИИ
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На основании анализа публикаций по результатам полногеномного иммуноинформационного ана-
лиза Т-клеточных эпитопов вируса SARS-CoV-2 (уханьский штамм), а также ряда клинических ис-
следований иммунодоминантных эпитопов среди выздоравливающих после перенесенного заболе-
вания COVID-19 пациентов, отобраны и синтезированы потенциальные нонамерные эпитопы
CD8+-Т-лимфоцитов из состава структурных, вспомогательных и неструктурных белков вируса
(13 пептидов) и 15-мерный эпитоп CD4+-Т-лимфоцитов из S-белка. Пять композиций из 6–7 пеп-
тидов включали в липосомы из яичного фосфатидилхолина и холестерина (размер ~200 нм), полу-
ченные методом экструзии. После двукратной подкожной иммунизации конвенциональных мы-
шей оценивали активацию клеточного звена иммунитета по уровню синтеза цитокинов спленоцита-
ми in vitro в ответ на стимуляцию соответствующими пептидными композициями. Лучший результат,
свидетельствующий о формировании специфического клеточного иммунитета в ответ на вакцина-
цию, отмечен у одной из липосомальных формуляций. Проверка протективной эффективности этой
формуляции на инфекционной модели мышей показала положительную динамику частоты встреча-
емости гиалиноподобных мембран в просвете альвеол, а также коррекцию выраженности микроцир-
куляторных нарушений. Последнее обстоятельство потенциально может способствовать снижению
тяжести заболевания и предупреждению неблагоприятных его исходов. Отрабатывается метод полу-
чения препаратов липосом с пептидными композициями для длительного хранения.
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ВВЕДЕНИЕ
Традиционные вакцины для лечения и профи-

лактики инфекционных заболеваний представ-
ляют собой живые ослабленные или инактивиро-

ванные/убитые патогены. Они не нуждаются в
адъювантах (костимуляторах), т.к. содержат не
только антигены, но и другие компоненты бакте-
рий или вирусов, которые эффективно активиру-
ют несколько компонентов врожденной иммун-
ной системы. Однако такие вакцины могут вызы-
вать аллергические и аутоиммунные реакции [1].
Так называемые субъединичные вакцины содер-
жат обычно только поверхностные антигены
(белки или пептиды) патогенов, что снижает не
только аллергенность вакцин, но и их иммуно-
генность. Упаковка антигенов в частицы сравни-
мых с вирусами или бактериями размеров (от
сотен нанометров до нескольких микрон) позво-

Сокращения: APCs – антиген-презентирующие клетки
(аntigen-presenting cells); MHC – главный комплекс гисто-
совместимости (major histocompatibility complex); CTL – ци-
тотоксические Т-лимфоциты; TН – Т-хелперные клетки;
CpG-ODN – олигодезоксирибонуклеотид, содержащий
мотивы CpG; TLRs – Toll-подобные рецепторы (Toll-like
receptors); еPC – яичный фосфатидилхолин; Chol – холе-
стерин; IFN-γ – интерферон гамма; TNF-α – фактор нек-
роза опухоли альфа; IL – интерлейкин.
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ляет свести к минимуму риски описанных неже-
лательных реакций, а также обеспечивает защиту
антигенов от преждевременной деградации и
способствует созданию антигенного депо [2, 3].
Захваченные антиген-презентирующими клетка-
ми (APC, дендритные клетки и макрофаги) части-
цы подвергаются внутриклеточному процессингу,
и, в зависимости от пути расщепления, антигены
презентируются на поверхности плазмалеммы для
распознавания “свой-чужой” Т-лимфоцитам в ви-
де эпитопов – пептидных фрагментов длиной
9 аминокислотных остатков (а.о.) в комплексе с
белками главного комплекса гистосовместимости
I класса (MHCI) или фрагментов длиной 14–20 а.о.
в комплексе с белками MHС II класса (MHCII).
Комплексы “пептид–MHCI” стимулируют наив-
ные CD8+-Т-лимфоциты и превращают их в ци-
тотоксические Т-лимфоциты (CTLs), ответствен-
ные за клеточный иммунитет и уничтожение ин-
фицированных клеток. Комплексы “пептид–
МНСII” активируют наивные CD4+-Т-лимфоци-
ты, которые пролиферируют и дифференцируют-
ся в субпопуляции так называемых хелперных
клеток TH1 и/или TH2, в зависимости от типа ин-
фекции [4]. Клетки TH1 секретируют различные
цитокины, активирующие и регулирующие CTLs.
Таким образом, для формирования клеточного
иммунитета необходимо стимулировать как
CD8+-, так и CD4+-Т-лимфоциты.

Липосомы, будучи адъювантами как таковые,
представляют интерес в качестве носителей анти-
генов благодаря своей высокой биосовместимости
и пластичности. Способность липосом индуциро-
вать иммунный ответ на антигены, инкапсулиро-
ванные во внутренний объем или ассоциирован-
ные с поверхностью, впервые была описана Алли-
сон и Грегориадисом [5]. В зависимости от состава
и структуры они могут одновременно активиро-
вать различные пути трансдукции сигнала и вызы-
вать специфический Т- и/или В-клеточный ответ:
антигены, экспонированные на поверхности ли-
посом, могут стимулировать В-лимфоциты, вызы-
вая гуморальный иммунный ответ, и индуциро-
вать Т-клеточные реакции; инкапсулирован-
ные антигены, для которых требуется
внутриклеточное разрушение липосом, способ-
ны индуцировать СTLs. В настоящее время
применяются липосомальные вакцины против
вирусов гриппа и гепатита А, малярии и вируса
Varicella zoster (Inf lexal®, Epaxal®, Mosquirix® и
Shingrix® соответственно); целый ряд липосо-
мальных препаратов проходит клинические испы-
тания в качестве профилактических и лечебных
вакцин против малярии, гриппа, туберкулеза,
ВИЧ, лихорадки Денге [6–10].

Адъювантные свойства липосом можно уси-
лить или направить по пути того или иного типа
иммунного ответа с использованием иммуности-

муляторов – специфических лигандов, которые
вызывают активацию рецепторов АРС, распозна-
ющих патоген-ассоциированные молекулярные
паттерны (PAMPs) [11]. Одними из таких PAMPs
являются неметилированные CpG-мотивы бак-
териальных ДНК, которые гораздо реже содер-
жатся в хромосомах эукариот, поэтому синтети-
ческие СpG-ODN обладают иммуностимулирую-
щей активностью. СpG-мотивы распознаются
рецептором TLR9, который экспрессируется в мем-
бране эндосомальных компартментов множества
иммунокомпетентных клеток, включая В-клетки,
моноциты, NK-клетки, дендритные клетки и мак-
рофаги [12, 13]. В результате стимулируется выра-
ботка провоспалительных цитокинов и хемоки-
нов, повышается экспрессия МНСII и костиму-
ляторных молекул (CD40, CD80, CD83, CD86).
Синтетические СpG-ODN с успехом применяют-
ся при конструировании липосомальных вакцин,
причем иммуностимулятор коинкапсулируют во
внутренний водный объем липосом либо адсор-
бируют на катионных липосомах [13].

Пептидные вакцины безопаснее вакцин на ос-
нове полноразмерных антигенов или других мо-
лекул патогенного происхождения, которые мо-
гут содержать онкогенные последовательности
[14]. В ряде доклинических исследований показа-
на иммуногенность вакцин на основе липосом с
инкапсулированными или связанными с поверх-
ностью специфическими пептидами [13, 15–18]
(при совместном введении с СpG-ODN). Авторы
[15, 16] конъюгировали с поверхностью липосом
нонамерные Т-клеточные эпитопы нуклеокапсид-
ного [15] и неструктурного белка полипротеин 1a
[16] коронавируса SARS (SARS-CoV). В первом
случае четыре CTL-эпитопа, рестриктированные
HLA-A*0201 (HLA-A2 – один из наиболее рас-
пространенных аллельных вариантов молекул
MHCI), были идентифицированы с использова-
нием трансгенных мышей и рекомбинантного
аденовируса, экспрессирующего 8 предсказан-
ных in silico эпитопов; два липосомальных пепти-
да стимулировали специфический Т-клеточный
ответ, а одна из этих вакцин вызвала у мышей
клиренс вируса осповакцины, экспрессирующе-
го эпитопы SARS-CoV [15]. Во втором случае из
30 предсказанных пептидов восемь значительно
стимулировали ответ CTLs и были конъюгирова-
ны с липосомами. Из них 7 были активны против
вируса in vivo, причем один вариант вакцины ин-
дуцировал образование клеток памяти [16].
Другие авторы [17] исследовали различные мето-
ды инкапсулирования в катионные липосомы
разнообразных по физико-химическим свой-
ствам 24-членных пептидов, содержащих после-
довательность SIINFEKL (иммунодоминантный
CTL-эпитоп овальбумина), на предмет достиже-
ния эффективной загрузки липосом; липосомы
эффективно доставляли пептиды в дендритные
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клетки с последующей SIINFEKL-специфиче-
ской активацией CD8+-T-клеток. При конструи-
ровании вакцины против вируса гриппа типа А
[18] в липосомы инкапсулировали одновременно
10 консервативных пептидов структурных и не-
структурных белков, из которых 5 нонамерных
эпитопов были вычислены in silico как потенци-
альные для пандемического свиного гриппа
H1N1. В сочетании с кристаллическим уратом на-
трия вакцинация поросят в интраназальной аэро-
зольной форме вызвала увеличение частоты ви-
рус-специфических ТН-клеток, клеток памяти,
стимулировала ответ CTLs, что в итоге привело к
частичной защите животных от лихорадки и по-
ражения легких

В связи с пандемией новой коронавирусной
инфекции COVID-19 мировое научное сообще-
ство приступило к ускоренной разработке вак-
цин, способных активировать как гуморальное,
так и клеточное звенья иммунитета. Однако дан-
ных о вирулентности белков, кодируемых вирус-
ным геномом, все еще недостаточно. Важным
представляется поиск наиболее иммуногенных
эпитопов не только в составе спайк-белка (S-бел-
ка) вируса SARS-CoV-2, но и других мембранных
белков и белков вирусного капсида и нуклеопро-
теина. Судя по первым опубликованным данным
иммуноинформатического анализа полнораз-
мерного генома вируса, в ранжированном списке
нонамерных эпитопов CTLs и 15-мерных эпито-
пов хелперных CD4+-Т-клеток (TН-клеток), об-
щих по всем аллелям МНС и охватывающим все
преобладающие супертипы HLA (лейкоцитарный
антиген человека) в мировой популяции, эпитопы
S-белка могут уступать по иммуногенности эпито-
пам других белков вируса, в том числе неструктур-
ных [18–20]. Целью настоящего исследования ста-
ла разработка прототипа вакцинной конструкции
на основе липосом, содержащих композицию
Т-клеточных эпитопов из первичных структур раз-
личных белков вируса SARS-CoV-2. В случае об-
наружения иммуногенных эпитопов, не относя-
щихся к S-белку, появляется перспектива разра-
ботки вакцин для лечения и профилактики
COVID-19, эффективность которых будет мало
зависеть от мутаций вирусного генома.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор Т-клеточных эпитопов для получения
вакцинных конструкций. Для выбора пептидов
был проанализирован массив опубликованных
результатов полногеномного иммуноинформа-
тического анализа Т-клеточных эпитопов вируса
SARS-CoV-2 [19–21] и результатов ряда клиниче-
ских исследований иммунодоминантных эпито-
пов среди выздоравливающих после перенесен-
ного заболевания COVID-19 пациентов [22–26].

На основании сопоставления всех данных были
выбраны и синтезированы 14 потенциальных
эпитопов: нонамерные CTL-эпитопы из S-белка,
белка оболочки (Е-белок), мембранного белка
(М-белок), нуклеокапсидного белка (N-белок),
вспомогательных белков orf6, orf8 и неструктур-
ных белков orf1a, orf1b, orf3a, а также 15-мерный
Т-хелперный эпитоп S-белка. Перечень синтези-
рованных пептидов приведен в табл. 1.

В соответствии с физико-химическими свой-
ствами пептидов (табл. 1) были подобраны усло-
вия их растворения в высокой концентрации (5–
7 мМ, т.е. в диапазоне ~7–11 мг/мл, в зависимо-
сти от числа пептидов в композиции и молеку-
лярной массы пептида), чтобы при пассивном
инкапсулировании смесей пептидов в липосомы
загрузка каждого из них была достаточной для
проявления потенциальной иммуногенности. В
среде 20 мМ фосфатного буфера рН поддержи-
вался в интервале 6.0–7.2. В буфере содержался
изотонический раствор сахарозы вместо хлорида
натрия как для повышения растворимости пеп-
тидов, так и для обеспечения возможности полу-
чения липосомальных вакцин длительного хра-
нения, поскольку сахароза является криопротек-
тантом. Пептиды 6 и 11 растворяли в
органической фазе вместе с липидами при фор-
мировании липосом. К сожалению, не удалось
подобрать условия растворения пептида 9 (KVSI-
WNLDY) вспомогательного белка orf6: по дан-
ным иммуноинформатического анализа [19], этот
пептид относится к консенсусной последователь-
ности эпитопов CTLs и TН-лимфоцитов, и он был
выявлен как иммуногенный у шести из семи пе-
реболевших пациентов [24, 26].

Получение липосом с композициями пептидов.
Исходя из принадлежности пептидов к различ-
ным вирусным белкам, а также необходимости
сочетания в вакцине эпитопов цитотоксических
и хелперных Т-клеток, были составлены 4 компо-
зиции по 6 пептидов для включения в липосомы
L1–L4, где пептиды 6 и 11 встраивались в липид-
ный бислой, а остальные инкапсулировались во
внутренний водный объем, и композиция из семи
водорастворимых пептидов для инкапсулирова-
ния в липосомы L5 (табл. 2; композицию для ли-
посом L5 подбирали исходя из результатов перво-
го цикла экспериментов, см. следующий раздел).
Липосомы формировали на основе яичного фос-
фатидилхолина (ePC) и холестерина (Chol),
ePC–Chol, 67 : 33 (мол. %), методом экструзии.
При таком соотношении липидных компонентов
создается конденсированная прочная мембрана
липосом (так называемая жидкокристалическая
упорядоченная фаза липидного бислоя Lo [27]),
способная предотвратить преждевременную по-
терю пептидов из внутреннего водного объема.
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Для получения высокой загрузки пептидов в
липосомы в ходе пассивного инкапсулирования
концентрация липидов в водной фазе должна
быть максимально высокой. Мы применили ме-
тодику, описанную в работе [18], где смесь ком-
понентов мембраны липосом лиофилизовали из
трет-бутанола и затем гидратировали мини-
мальным объемом растворов пептидов, достигая
концентрации до 200 мг/мл по липидам. После
прохождения нескольких циклов заморажива-
ния-оттаивания получается чрезвычайно густая
суспензия, которая подвергается многократной
экструзии через мембраны с порами 200, а затем
100 нм [18]. Размеры липосом по-разному влия-
ют на эффективность вакцинации в зависимо-
сти от способа введения (подкожно, внутримы-
шечно, внутрикожно), состава компонентов,
этиологии инфекции и т.д. [7–10], и они могут ва-
рьировать от 100–150 нм до 1 мкм и более. Поэто-
му мы проводили экструзию через поры 200 нм с
целью получения максимальной эффективности
загрузки липосом. Тем не менее размеры полу-
ченных липосом оказались значительно меньше
заданных (табл. 2, эксперимент I). При концен-
трации липидов 200 мг/мл (после экструзии за
счет потерь на мембране концентрация липидов
140 мг/мл) получить более-менее однородные мо-
ноламеллярные везикулы размером порядка
200 нм вряд ли возможно, исходя из стереомет-
рических расчетов. Кроме того, растворенные

пептиды также повлияли на процесс формиро-
вания везикул: липосомы без пептидов, кон-
трольные (LК), все же чуть крупнее остальных об-
разцов (~141 нм против 101–123 нм). Когда в про-
цедуру получения липосом было внесено
изменение – перед экструзией суспензию с кон-
центрацией 200 мг/мл разбавляли в 2 раза, – раз-
меры липосом стали сравнимы с размерами пор
200 нм (табл. 2, эксперимент II).

При определении эффективности включения
пептидов в липосомы была использована ультра-
фильтрация в варианте ступенчатой диафильтра-
ции: дисперсии концентрировали примерно в
2 раза, разбавляли до исходного объема, вновь
концентрировали и затем еще дважды повторяли
цикл. По данным измерений концентрации не-
включившихся пептидов в фильтратах с помо-
щью модифицированного метода Лоури [28] либо
по оптической плотности в пике поглощения
смесей пептидов при 273 нм, эффективность за-
грузки липосом составила 40–60% от исходно
взятого количества пептидов (табл. 2). Важно так-
же отметить, что расчеты проведены без учета
пептидов 6 и 11, которые, вероятнее всего, оста-
ются внедренными в мембрану липосом, и можно
считать, что загрузка в липосомы L1–L4 на самом
деле выше примерно на 16% (~1/6 часть пептид-
ных композиций).

Невысокая загрузка при пассивном инкапсу-
лировании во внутренний водный объем нано-

Таблица 2. Характеристики липосом с инкапсулированными пептидами

1 По данным измерений на установке Brookhaven 90PLUS Particle Size Analyzer (Brookhaven Instruments Corp., США).
2 Рассчитано без учета пептидов 6 и 11, встроенных в мембрану липосом, по формуле: (масса невключившихся пептидов в
смывах после ультрафильтрации)/(масса исходно взятых пептидов для инкапсулирования в липосомы) × 100.
3 По данным измерения модифицированным методом Лоури невключившихся пептидов в смывах после ультрафильтрации,
n = 8.
4 По данным измерения оптической плотности при 273 нм в смывах после ультрафильтрации, n = 3–5.
5 Рассчитано по формуле: 100 − (пептиды вне липосом).

Образец
Пептиды 

(обозначение 
композиции)

Диаметр (нм) ±
± SD1 PDI ± SD1

Пептиды
вне липосом (%) ±

± SD2

Включение
в липосомы, %5

Эксперимент I

LК – 141.4 ± 2.1 0.047 ± 0.026 – –

L1 1,  2, 3, 5, 11, 14 (P1) 107.5 ± 0.8 0.096 ± 0.024 40.4 ± 1.73 59.6

L2 1, 2, 4, 6, 8, 14 (P2) 123.0 ± 0.6 0.076 ± 0.009 51.9 ± 3.33 48.1

L3 5, 7, 10, 11, 12, 14 (P3) 113.4 ± 1.3 0.073 ± 0.018 57.0 ± 4.03 43

L4 3, 7, 10, 11, 13, 14 (P4) 101.0 ± 0.8 0.095 ± 0.004 48.0 ± 4.93 52

Эксперимент II

LК – 193.9 ± 1.4 0.092 ± 0.015 – –

L1 1, 2, 3, 5, 11, 14 (P1) 201.9 ± 2.5 0.081 ± 0.017 66.5 ± 6.14 33.5

L5 1, 2, 3, 5, 8, 12, 14 (P5) 191.7 ± 1.7 0.080 ± 0.022 47.2 ± 7.64 52.8
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размерных липосом характерна для растворов
любых субстанций в случае отсутствия электро-
статических либо каких-либо иных специфиче-
ских взаимодействий с липидной матрицей. На-
пример, в работах [29–31] приведены значения
эффективности включения пептидов в липосомы
25–40%. Ограничения включения связаны с ма-
лым внутренним объемом липосом и пределом
концентрации коллоидного раствора, с одной
стороны, и с невысокой растворимостью пепти-
дов в водной фазе – с другой. Авторы [32, 33]
определили высокое включение пептидов – бо-
лее 80% – для липосом размера ~200 нм по флуо-
ресценции BODIPY-меченого пептида после диа-
лиза липосомальной дисперсии. Однако по дан-
ным других авторов [17], различные пептиды
включались в катионные липосомы размера не-
сколько меньше 200 нм лишь с эффективностью
30–40% (несмотря на то, что электростатические
взаимодействия должны способствовать загрузке
соответствующих пептидов), как показал ВЭЖХ-
анализ экстрагированных из липосом пептидов.
Причем эффективность включения флуорес-
центно-меченых аналогов этих же пептидов ва-
рьировала в интервале 9–50% (после ультрафиль-
трации в таких же концентраторах, какие использо-
ваны в нашей работе) [17]. В работе [18]
эффективность включения различных по полярно-
сти и размерам – от нонамерных до 34-мерных –
пептидов в липосомы из соевого лецитина и холе-
стерина диаметра 130–140 нм составила 54–92%
по данным флэш-гель-хроматографии (невклю-
чившиеся пептиды в элюате определяли по по-
глощению при 223 нм). Судя по приведенным
данным публикаций, различные методы анализа
эффективности загрузки липосом пептидами мо-
гут давать противоречивые результаты. При полу-
чении субъединичных вакцин невключившиеся
антигены (белки, пептиды) обычно не отделяют,
чтобы избежать потерь целевого материала за
счет сорбции при очистке методами гель-филь-
трации или ультрафильтрации/диафильтрации и
последующей необходимости концентрирования
[18, 29–33]. Технологичный в плане потерь метод
тангенциальной фильтрации не применим при
работе с аналитическими количествами раство-
ров, как в нашем случае [34]. Поэтому мы не отде-
ляли невключившиеся пептиды от липосом в рас-
чете на получение достоверного биологического
эффекта от инкапсулирования в липосомы ка-
кой-либо из композиций пептидов.

Оценка специфической эффективности компо-
зиций пептидов и липосомальных формуляций. По-
скольку отбор пептидов осуществлен на основе
известных Т-клеточных эпитопов человека, тре-
бовалось оценить возможность их распознавания
Т-клетками мышей. С этой целью спленоциты
интактных мышей инкубировали 7 дней с пеп-
тидными композициями Р1–Р4. В состав клеток

селезенки входит ~20–25% СD4+-Т-клеток, 10–
13% CD8+-Т-клеток, 35–40% В-клеток, 4–7% на-
туральных киллеров и 5–8% макрофагов. Макро-
фаги относятся к APC и могут представлять анти-
гены Т-клеткам. Среди Т-клеток специфических
клонов мало, в связи с чем анализ проводили для
1 млн спленоцитов в каждой лунке и в 24 повтор-
ностях, что позволяет оценить частоту специфи-
ческих клонов среди 24 млн клеток. На рис. 1а–1г
приведены данные по распознаванию компози-
ций пептидов Р1–Р4 спленоцитами интактных
мышей. В качестве контроля использовали ана-
логичное количество клеток без антигенов. За
вычетом пролиферации спленоцитов без добав-
ления пептидов в группах Р1–Р4 выявили 15, 5, 13
и 13 положительных клонов соответственно
(рис. 1а–1г). Эти данные позволяют предполо-
жить, что часть отобранных пептидов может рас-
познаваться Т-клетками мышей. Соответствен-
но, полученные формуляции мы использовали
для иммунизации мышей.

Для оценки иммуногенности полученных пеп-
тидных и липосомальных формуляций Р1–Р4,
L1−L4 мышам линии C57BL/6 препараты вводили
в подушечку задней лапы 2 раза с интервалом в
3 недели. Через неделю после последней иммуни-
зации забирали селезенки и культивировали
спленоциты с соответствующими пептидными
композициями (Р1–Р4) в течение 24 ч. Активацию
клеточного звена иммунитета оценивали по уров-
ню синтеза IFN-γ в супернатантах спленоцитов
иммунизированных мышей. На рис. 1д LK соот-
ветствует группе контроля, которой вводили ли-
посомы, не несущие пептидов, но содержащие
CpG-ODN. Поскольку такие липосомы могут
быть иммуностимуляторами врожденного имму-
нитета, анализ продукции IFN-γ проводили при
культивировании со всеми пулами пептидов Р1–
Р4. Действительно, в ответ на иммунизацию LK
спленоциты отвечали продукцией IFN-γ, однако
специфического ответа на пептиды не было. До-
полнительно в исследование включали группу,
иммунизированную буфером на основе сахаро-
зы, в котором вводили липосомальные формуля-
ции с пептидами. В этой группе продукция IFN-
γ была значительно ниже (данные не приведе-
ны). В группах мышей, иммунизированных пеп-
тидными композициями и липосомальными
формуляциями с пептидами, наблюдали анти-
ген-специфическую продукцию IFN-γ при им-
мунизации пептидными композициями Р2, Р3, Р4
и всеми липосомальными формуляциями. Мак-
симальные ответы наблюдали в группах P2, Р3, L1
и L4. Однако в группе L4 наблюдалась значитель-
ная вариабельность в ответе на буфер, что приве-
ло к отсутствию достоверных отличий с ответом
на пептиды. В целом, полученные результаты
свидетельствуют о формировании специфиче-



54

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 49  № 1  2023

ТРЕТЬЯКОВА и др.

ского клеточного иммунитета в ответ на вакцина-
цию липосомальными формуляциями L1–L4, а так-
же пептидными композициями Р2–Р4 (рис. 1д).

Как было показано ранее, подкожная вакци-
нация трансгенных мышей против коронавируса
SARS-CoV липосомами с ковалентно связанны-
ми пептидами — нонамерными CTL-эпитопами
вирусного нуклеокапсида (N-белка) [15] и поли-
протеина 1а (рр1а) [16], рестриктированными
HLA-A*0201, индуцировала образование анти-
ген-специфических CD8+-T-клеток. Также при
вакцинации трансгенных мышей липосомами с
инкапсулированными нонамерными Т-эпитопа-
ми вируса гепатита С и СpG-ODN авторы полу-
чили продукцию IFN-γ в тесте ELISPOT около
2000 пг/мл [33]. А в работе [18], при исследовании
кандидатной пептидной вакцины против гриппа
типа А на свиньях, уровень IFN-γ, продуцируемо-
го фракцией мононуклеарных клеток перифери-
ческой крови, достигал 1000–1500 пг/мл (в тесте
ELISA). В связи с этим результаты, полученные
для формуляции L1, можно считать сопоставимы-
ми и перспективными для иммунизации с точки
зрения получения Т-клеточного ответа.

Для дальнейшей работы была отобрана фор-
муляция L1, для которой была выявлена достовер-
ная разница между контролем и ответом in vitro на
антиген. Из композиций Р2 и Р3 в следующем
цикле экспериментов были отобраны пептиды
для составления новой формуляции L5.

При составлении новой пептидной компози-
ции P5 за основу был взят состав композиции P1,
с изменениями: вместо пептида 11 были введены
пептиды 8 и 12. Последние входили в состав ком-
позиций P2 и P3 (рис. 1д), которые проявили им-
муногенность при вакцинации нелипосомальны-
ми растворами в первом цикле экспериментов.
Таким образом, в липосомальной формуляции L5
пептиды в липидный бислой не включались, и
эффективность загрузки липосом составила
52.8% (табл. 2).

Анализ распознавания пептидов интактными
спленоцитами провели для формуляции P5, а так-
же P1 в качестве контроля. Результаты подтверди-
ли ранее полученные данные о совместимости ча-
сти из отобранных пептидов с молекулами МНС
мышей (рис. 2а, 2г).

Рис. 1. Характеристика иммунного ответа на композиции пептидов Р1–Р4 и их липосомальные формуляции L1–L4.
(а–г) – Спонтанная пролиферация (МТТ-метод) спленоцитов (106/лунку) интактных мышей в ответ на композиции Р1
(а), Р2 (б), Р3 (в) и Р4 (г); среднее значение + стандартное отклонение пролиферации спленоцитов без добавления анти-
генов отмечено линией; n – число позитивных клонов; (д) – продукция in vitro IFN-γ спленоцитами мышей, иммунизи-
рованных различными препаратами, в ответ на специфические антигены Р1–Р4. Достоверные отличия (p < 0.05,
критерий Манна–Уитни) отмечены скобками.
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Далее полученные формуляции использовали
для иммунизации мышей. Сыворотки собирали
через неделю после второй иммунизации и оце-
нивали уровень цитокинов в крови. Для анализа
использовали мультиплексный тест, включав-
ший 10 цитокинов (IFN-γ, интерлейкины 2, 4, 6,
9, 10, 13, 17, 22 и TNF-α). Среди 10 цитокинов в
сыворотке зарегистрировали только три: IFN-γ,
IL-6 и ТNF-α. Уровень IFN-γ в крови был низким
(данные не приведены). Иммунизация формуля-
циями Р1 и L1 привела к повышению уровня как
IL-6, так и TNF-α (рис. 2б) по сравнению с их
уровнем в крови интактных мышей и контроль-
ной группы LK. Иммунизация формуляцией L5
также вызывала повышение уровней IL-6 и TNF-α
(рис. 2д), но в меньшей степени, чем в случае L1.

Спленоциты иммунных мышей стимулирова-
ли in vitro индивидуальными пептидами. Общие
для всех препаратов пептиды 1, 2, 3 и 5 распозна-
вались спленоцитами после иммунизации липо-
сомами L1 (рис. 2в), L5 и композицией пептидов
Р5 (рис. 2е). При иммунизации липосомами L5
распознавались также пептиды 8, 12 и 14. В целом
при иммунизации липосомальными формуляци-
ями Т-клеточный ответ формировался эффек-

тивнее, чем при иммунизации композициями
пептидов.

Уровень цитокинов в надосадочных средах
спленоцитов иммунных мышей при стимуляции
индивидуальными пептидами анализировали с
помощью мультиплексного метода. Как и в сыво-
ротке крови, из 10 факторов выявили только три:
IFN-γ, IL-6 и TNF-α. Общий уровень IFN-γ был
значительно ниже, чем в первом эксперименте,
что можно объяснить различием методов опреде-
ления. В первом эксперименте использовали им-
муноферментную систему для определения кон-
центрации IFN-γ, во втором случае использовали
мультиплексный цитометрический анализ. Про-
дукция IL-6 не коррелировала с антиген-специ-
фическим ответом (данные не приведены). Про-
дукция IFN-γ и TNF-α представлена на рис. 3.

Т-клетки в ответ на пептиды 1, 2, 5 и 14 в груп-
пе мышей, иммунизированных липосомами L1, и
на все пептиды из формуляции L5, за исключени-
ем пептида 2, продуцировали IFN-γ и TNF-α
(рис. 3).

Высокогидрофобный пептид 11 из неструк-
турного белка Orf1b (табл. 1) был отобран по ре-
зультатам клинических исследований, хотя ча-

Рис. 2. Характеристика иммунного ответа на композиции пептидов P1 и P5 и липосомальные формуляции L1 (а–в) и
L5 (г–е). Спонтанная пролиферация спленоцитов (106/лунку) интактных мышей в ответ на композиции Р1 (а) и Р5 (г);
среднее + стандартное отклонение значения пролиферации спленоцитов без антигенов обозначено линией; позитив-
ные клоны отмечены скобками. Концентрация IL-6 и TNF-α в сыворотках мышей, иммунизированных препаратами
LK, L1 или P1 (б), LK, L5 или P5 (д); Инт. – интактный контроль. Пролиферация спленоцитов мышей, иммунизиро-
ванных препаратами LK, L1 или P1 (в), LK, L5 или P5 (е), в ответ на индивидуальные пептиды. Достоверные отличия
(p < 0.05, критерий Манна–Уитни) отмечены скобками.
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стота иммунных ответов в мультиплексном тесте
по идентификации антигенной специфичности
Т-клеточных рецепторов была не столь высока
(2 ответа из семи) [24, 26]. Судя по выработке
IFN-γ спленоцитами иммунизированных кон-
венциональных мышей, не все композиции с
пептидом 11 проявили иммуногенность (напри-
мер, L3, рис. 1а). Кроме того, этот пептид не вы-
зывал значительного усиления пролиферации
спленоцитов по сравнению с остальными пепти-
дами композиции P1, в отличие от пептида 2 бел-
ка вирусной оболочки Е (рис. 2в), и не распозна-
вался Т-клетками в мультиплексном варианте
анализа (рис. 3а, 3в). Тем не менее при замене в
композиции пептида 11 на два гидрофильных
пептида (пептиды 8 из М-белка и 12 из неструк-
турного Orf1b) в сыворотках иммунизированных
мышей уровень цитокинов IL-6 и TNF-α умень-
шился (ср. рис. 2б и  2д). Поэтому для исследова-
ния протективной эффективности на инфекци-
онной модели мышей hACE2 была выбрана липо-
сомальная формуляция L1.

Проверка протективной эффективности форму-
ляции L1 на инфекционной модели мышей. Одной
из характеристик эффекта вакцинации является
протективный эффект. Для его оценки использо-
вали генномодифицированных мышей линии
C57BL/6JTgTn(CAG-human ACE2-IRES-Lucife-
rase-WPRE-polyA) (сокращенно hАСЕ2), несу-
щих гуманизированный рецептор ангиотензин-
превращающего фермента-2 (АСЕ2), обеспечи-
вающего проникновение в клетку штаммов коро-
навируса SARS-CoV-2, а также вирусов NL63 и
SARS-CoV. Данная модель мышей может
использоваться в исследованиях протективной
эффективности препаратов, предназначенных
для профилактики и лечения коронавирусной
инфекции COVID-19 [35].

В настоящей работе проведена двукратная им-
мунизация самцов мышей hАСЕ2 с интервалом в
21 день липосомами L1 (n = 6) и контрольными ли-
посомами LК (n = 4). По истечении двух недель по-
сле второй иммунизации мышей заражали леталь-
ной дозой (3 lg БОЕ) SARS-CoV-2 (уханьский
штамм).

Рис. 3. Продукция in vitro IFN-γ (а, б) и TNF-α (в, г) спленоцитами мышей, иммунизированных контрольными липо-
сомами LK, композициями пептидов P1 и P5 и липосомальными формуляциями L1 и L5, в ответ на специфические
пептиды. Достоверные отличия (p < 0.05, критерий Манна–Уитни) отмечены скобками.
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Среднее время жизни до гибели в группах не
отличалось. После заражения вирусом все живот-
ные погибли в течение 4–5 дней (контрольную
группу иммунизировали буфером, n = 3). Отсут-
ствие различий в продолжительности жизни у
самцов мышей различных групп объясняется, ве-
роятно, изначально высокой дозой заражения
SARS-CoV-2.

У всех мышей забирали легкие и проводили
гистологический анализ. Результаты патоморфо-
логического исследования легких зараженных
мышей показали, что в контроле без лечения в
легких мышей hACE2, зараженных уханьским
штаммом SARS-CoV-2 в дозе 3 lg БОЕ, отмеча-
лось диффузное выраженное полнокровие круп-
ных сосудов, а также сосудов микроциркулятор-
ного русла с явлениями стаза и сладжа эритроци-
тов (рис. 4а, 4б). В стенках и в просвете альвеол
отмечали, как правило, умеренную диффузную
мононуклеарную инфильтрацию с примесью не-
многочисленных нейтрофилов. В просвете от-
дельных альвеол в разных долях органа встреча-
лись гиалиноподобные мембраны и транссудат. В
просвете большинства бронхов обращало на себя
внимание выраженное слущивание респиратор-
ного эпителия с начальным разрушением целост-
ности стенки бронхов.

У животных, иммунизированных липосома-
ми LК во всех долях легких не обнаруживали транс-
судат в легочных ацинусах (рис. 4в, 4г). Кроме того,
у 3 из 4 животных отсутствовали выраженные мик-
роциркуляторные нарушения и полнокровие круп-
ных сосудов легких. У 2 из 4 самцов мышей данной
группы отмечали снижение степени альтерации
респираторного эпителия бронхов. Гиалинопо-
добные мембраны в данной группе животных
встречались в 3 из 4 случаев со средним оценоч-
ным баллом 1.25 против 2.00 у самцов мышей без
лечения. При этом выраженность мононуклеар-
ной и нейтрофильной инфильтрации стенок и
просвета альвеол была сопоставимой с таковой

среди животных, не получавших лечения и пред-
варительной иммунизации.

На фоне иммунизации животных препаратом
L1 выраженных микроциркуляторных наруше-
ний в легких не обнаруживали в 2/3 случаев, сред-
ний оценочный балл по данному признаку соот-
ветствовал 3.17 против 4.00 у животных без терапии
(рис. 4д, 4e). Гиалиноподобные мембраны среди
животных, получавших L1, также встречались реже
(1.33 против 2.00 соответственно). Однако по
остальным признакам каких-либо отличий от
“фонового” течения заболевания не наблюдали.

Таким образом, введение липосом – как кон-
трольных, так и с пептидами – улучшало состоя-
ние легочной функции, хотя и не предупреждало
гибель животных, что связано с использованием
летальной дозы вируса. Определенный протек-
тивный эффект липосом, как частиц, сравнимых
по размеру с вирусами, связан, по-видимому, с
активацией врожденной иммунной системы. По-
скольку основной задачей была индукция адап-
тивного иммунитета с помощью специфических
пептидов, отсутствие эффекта связано с быстро
протекающим инфекционным процессом. Мень-
ший эффект пептидной формуляции липосом по
сравнению с контрольными липосомами может
быть связан с активацией адаптивного иммуните-
та, на что расходуются энергетические ресурсы
организма. Для выявления роли адаптивного им-
мунитета в дальнейшем следует использовать
сублетальные дозы вируса.

Липосомальные формуляции длительного хране-
ния. Формуляции липосом L1 и L5 исследовали на
возможность получения препаратов длительного
хранения. Дисперсии липосом подвергали лио-
филизации, а затем восстанавливали регидрата-
цией соответствующим объемом воды. Данные о
размерах липосом до лиофилизации и после вос-
становления, а также о содержании в них пепти-
дов представлены в табл. 3.

Таблица 3. Характеристики образцов липосом до и после лиофилизации

1 По данным измерений на установке Brookhaven 90PLUS Particle Size Analyzer (Brookhaven Instruments Corp., США).
2 Рассчитано по формуле: 100 − (пептиды вне липосом). По данным измерения оптической плотности при 273 нм в смывах
после ультрафильтрации, n = 3–5.
3 Рассчитано без учета пептида 11, встроенного в мембрану липосом.

Образец

До лиофилизации После лиофилизации и регидратации

диаметр (нм) ±
± SD1 PDI ± SD1 включение

в липосомы, %2
диаметр (нм) ±

± SD1 PDI ± SD1 включение
в липосомы, %2

LК 211.3 ± 2.1 0.103 ± 0.022 – 187.9 ± 0.6 0.093 ± 0.028 –

L1 220.6 ± 1.7 0.114 ± 0.029 33.53 188.9 ± 1.7 0.099 ± 0.028 49.23

L5 212.0 ± 1.3 0.088 ± 0.026 52.8 185.3 ± 1.5 0.070 ± 0.022 51.9
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Можно заключить, что после лиофилизации
обе формуляции липосом не претерпели значи-
тельных изменений размеров. Содержание же
инкапсулированных пептидов в образце L1 суще-

ственно увеличилось. Мы предположили, что та-
кое изменение может быть связано с нарушением
целостности мембраны липосом при лиофилиза-
ции/регидратации и перераспределением пепти-

Рис. 4. Гистология легких трансгенных мышей hACE2, зараженных уханьским штаммом SARS-CoV-2 в дозе 3 lg БОЕ
без лечения (а, б) и на фоне иммунизации с введением контрольных липосом LК (в, г) и формуляции L1 (д, е). Диф-
фузное полнокровие крупных сосудов с явлениями стаза и сладжа эритроцитов отмечено стрелками, слущивание ре-
спираторного эпителия с начальным разрушением целостности стенки бронхов – звездочками. Шкала соответствует
200 (а, в, д) и 50 (б, г, е) мкм. Окрашивание гематоксилином и эозином.
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дов между липосомами и раствором неинкапсули-
рованных пептидов. Структуру липосом анализи-
ровали с помощью криогенной просвечивающей
электронной микроскопии (рис. 5).

Действительно, в образце L1 в ходе лиофилиза-
ции/регидратации от липосом отделяются мелкие
частицы, вероятнее всего, сгустки-осадки гидро-
фобного пептида 11 (рис. 5б, центр). Возможно,
данный пептид изначально присутствовал в ли-
пидном бислое в виде агрегатов, которые и выса-
живаются как достаточно крупные образования,
наблюдаемые на изображениях, полученных в
электронном микроскопе. Для липосом L5, кото-
рые содержат только водорастворимые пептиды,
отдельных невезикулярных частиц не наблюдает-
ся. Таким образом, лиофилизация в данном слу-
чае является подходящим методом для длитель-
ного хранения вакцинных конструкций.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и реагенты. Пептиды получены
твердофазным синтезом с применением страте-
гии Fmoc/трет-бутил на тритилхлорид-полисти-
рольном полимере как описано ранее [36]. Оли-

гонуклеотид CpG-ODN 1826 (TCCATGAC-
GTTCCTGACGTT), специфический для TLR9
мышей, любезно предоставлен д-ром В.А. Гущи-
ным (“НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи”). Использо-
вали фосфатидилхолин из яичного желтка (еРС,
Lipoid E PC S) и холестерин (Chol) производства
Lipoid GmbH (Heidelberg, ФРГ) квалификации
USP (United States Pharmacopeia); сахарозу и эти-
лендиаминтетрауксусную кислоту (EDTA) про-
изводства Panreac (USP, Испания); сефарозу
CL-4B (Pharmacia, США); Na2HPO4, NaH2PO4 и
KH2PO4 квалификации ACS (Хеликон, Россия);
остальные реагенты производства фирм Sigma и
Flow Laboratories (CША). Растворители очищали
стандартными методами; упаривание проводили
в вакууме при температурах не выше 40°С.

Получение липосомальных формуляций пепти-
дов. Индивидуальные пептиды в виде солей с три-
фторуксусной кислотой растворяли (кроме пеп-
тидов 6 и 11) в фосфатном буфере с изотониче-
ским раствором сахарозы PB-Suc, рН 7.2 (6.25 мМ
Na2HPO4, 1.3 мМ NaH2PO4, 1.2 мМ KH2PO4, 1 мМ
EDTA, 240 мМ сахароза, H2Odd). Затем готовили
растворы смесей пептидов, где конечная концен-
трация каждого из пептидов составляла 1 мМ (со-

Рис. 5. Криоэлекронные микрофотографии контрольных липосом LK и липосомальных формуляций пептидов L1 и L5
до (а) и после лиофилизации и регидратации (б). Масштабный отрезок 50 нм.

50 нм

(а)

(б)

LK L1 L5
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став композиций см. в табл. 2) и, при необходи-
мости, титровали 1 н. NaOH до pH ~ 6.3–7.0. Рас-
творы замораживали в жидком азоте (–196°С) и
хранили при –20°С до применения.

Яичный фосфатидилхолин и холестерин рас-
творяли в трет-бутаноле в мольном соотноше-
нии 67 : 33. В случае формуляций L1, L2, L3 и L4 в
трет-бутанольный раствор липидов добавляли
0.5 мкмоль пептидов 11, 6, 11 и 11 соответственно.
Растворы замораживали и лиофилизовали в тече-
ние 12 ч при давлении ~3 Па (лиофильная сушил-
ка ИНЕЙ-4; ИБП РАН, Россия). Лиофилизован-
ные липидно-пептидные смеси гидратировали
растворами пептидных композиций в течение 2 ч
при периодическом встряхивании. После гидра-
тации суспензию липосом, 200 мг/мл по липи-
дам, подвергали 10-кратной процедуре замора-
живания (–196°С) – оттаивания (водяная баня,
40°С) – встряхивания (вортекс FV-2400, Biosan,
Латвия), разбавляли в 2 раза буфером PB-Suc и
продавливали последовательно по 10 раз через
поликарбонатные мембранные фильтры What-
man Nuclepore (Cytiva, США) с размерами пор 400
и 200 нм на установке Mini-Extruder (Avanti Polar
Lipids, США). Концентрацию ePC в липосомаль-
ных дисперсиях определяли с помощью фермен-
тативного колориметрического метода (набор
Phospholipids, Sentinel Diagnostics, Италия): 3 мкл
образца и 150 мкл рабочего раствора (фосфолипа-
за D, >1500 ед./л; холиноксидаза, >7500 ед./л;
4-аминоантипирин, 1.2 мM; пероксидаза,
>7000 ед./л; TES-буфер, 50 мM, pH 7.6; гидрокси-
бензойная кислота 12 мM; EDTA, 1.3 мM; азид
натрия, <0.1%) добавляли в лунку 96-луночного
планшета, инкубировали при 37°C 10 мин и изме-
ряли оптическую плотность при 540 нм с помо-
щью микропланшетного фотометрa Multiscan FC
(ThermoFisher Scientific, США); количество ePC в
образцах определяли по калибровочной кривой
для дисперсий ePC в PB-Suc. Для получения кон-
трольных липосом LК лиофилизованную смесь
ePC–Chol (67 : 33, мольн.) гидратировали буфе-
ром PB-Suc и проводили экструзию, как описано
выше.

Размер липосом определяли методом дина-
мического лазерного светорассеяния на уста-
новке Brookhaven 90PLUS Particle Size Analyzer
(Brookhaven Instruments Corp., США). Проводи-
ли по меньшей мере 3 измерения разбавленных
дисперсий липосом (50 мкг липидов/мл PBS) с
использованием гелий-неонового лазера, λ =
= 633 нм, под углом 90°, 3 цикла по 1 мин. Липо-
сомальные формуляции в концентрациях, ис-
пользованных для вакцинаций (~40 мг/мл по
суммарным липидам), сохраняли стабильность
не менее трех недель при 4–8°С.

Определение количества невключившихся в ли-
посомы пептидов. Образцы липосомальных фор-

муляций L1 и L5 (500 мкл, ~8.5 мг/мл липидов)
разбавляли в 2 раза буфером PB-Suc и помещали
в предварительно промытые H2Odd концентрато-
ры Vivaspin 2 (300000 MWCO, Sartorius, ФРГ).
Центрифугировали 35 мин при 2300 об/мин,
~1000 g (CM-6M, ELMI, Латвия). Затем измеряли
оптическую плотность в прошедшем объеме бу-
фера (~400–500 мкл) при 273 нм (СФ-2000, ОКБ-
Спектр, Россия). Описанные этапы промывки и
измерений проводили 3 раза. Молярные коэффи-
циенты экстинкции смесей пептидов, рассчитан-
ные по Tyr, составили 1536 и 1646 M–1 см–1 для
композиций Р1 (без гидрофобного пептида 11) и
Р5 соответственно. Суммировали количество сво-
бодных пептидов в трех фильтратах.

При определении количества пептидов в смы-
вах по Лоури [28] в образцах L1–L4 для построе-
ния градуировочной функции готовили растворы
смесей соответствующих пептидов (P1–P4). При
использовании для этой цели стандартных раство-
ров альбумина получали завышенные (до 3 раз)
значения концентраций пептидов.

Криогенная просвечивающая электронная мик-
роскопия. Для подготовки образцов использовали
медные поддерживающие сетки с отверстиями в
аморфной пленке углерода (Lacey C only, 01895-F/
01896-F, Ted Pella, США), гидрофилизованные в
тлеющем разряде на установке PELCO easiGlow
(Ted Pella, США) при следующих условиях: время
обработки образца – 25 с, сила тока – 0.20 мА,
остаточное давление в камере – 0.26 мбар. На сет-
ку наносили 3 мкл образца и с помощью автома-
тизированной системы Vitrobot Mark IV (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, США) удаляли
фильтровальной бумагой излишки раствора в те-
чение 2.5 с при влажности в камере 95–100% и
температуре 4°С, затем проводили витрифика-
цию. Образцы исследовали с помощью криоген-
ного просвечивающего электронного микроско-
па Titan Krios 60-300 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, США), оборудованного устрой-
ством прямого детектирования электронов Falcon
II и корректором сферических аберраций CEOS
Image Corrector, работающего под управлением
программного обеспечения EPU. Основные пара-
метры получения данных: ускоряющее напряже-
ние 300 кВ, номинальное увеличение 37000×, время
экспозиции 4 с, дефокусировка от –3 до –5 мкм.

Иммунизация мышей. Самок мышей линии
C57BL/6 весом 18–20 г, полученных из питом-
ника “Столбовая” (Россия), содержали в кон-
венционных условиях без ограничения в воде и
корме. Все исследования и процедуры по рутин-
ному уходу за животными проводили в соответ-
ствии с Международными руководящими прин-
ципами биомедицинских исследований на жи-
вотных в ФГБУ “НИЦЭМ им Н.Ф. Гамалеи”
Минздрава России, протокол Комитета по био-
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медицинской этике № 5 от 19.03.2021, и в ИБХ
РАН, протокол Институтской комиссии по кон-
тролю за содержанием и использованием живот-
ных № 325 от 24.05.2021.

Формуляции L1–L5, пептидные композиции
Р1–Р5 и контроль PB-Suc вводили в подушечки
задних лап по 50 мкл в каждую 2 раза с интерва-
лом в 21 день. Общее содержание пептидов в до-
зе – 120–130 мкг. Все препараты, кроме контроля
PB-Suc, содержали иммуностимулятор CpG-ODN,
75 мкг. В каждой группе было по семь мышей. Че-
рез неделю после второй иммунизации у мышей
под изофлурановым наркозом забирали кровь из
орбитального синуса в гепаринизированные про-
бирки, получали плазму, которую хранили замо-
роженной до анализа. Мышей умерщвляли мето-
дом цервикальной дислокации, стерильно заби-
рали селезенки.

МТТ-анализ пролиферации спленоцитов. Селе-
зенки интактных или иммунных мышей гомоге-
низировали в физиологическом растворе, цен-
трифугировали при 1000 об/мин 7 мин, осадок
обрабатывали 0.83%-ным хлористым аммонием
для лизирования эритроцитов, отмывали в физио-
логическом растворе дважды центрифугировани-
ем и переводили в культуральную среду на основе
RPMI-1640 с добавлением 7% фетальной телячьей
сыворотки, пенициллина-стрептомицина-глута-
мина (ПанЭко, Россия). Спленоциты вносили в
плоскодонные 96-луночные планшеты в количе-
стве 106 кл./лунку в 200 мкл среды. В лунки вно-
сили антигены в количестве 20–30 мкг. Планше-
ты инкубировали 72 ч. В течение последних 3 ч в
каждую лунку добавляли по 10 мкл МТТ
(5 мг/мл). После инкубации культуральную среду
удаляли и в каждую лунку добавляли 100 мкл
ДМСО. Планшеты инкубировали при встряхива-
нии в течение 15 мин для растворения формазана.
Оптическую плотность измеряли на спектрофото-
метре Titertek (Великобритания) при 540 нм. Ре-
зультаты анализировали с помощью пакета Excel
(Microsoft). Данные приведены в виде оптической
плотности (OD).

Анализ спонтанного ответа на пептиды. Для
оценки распознавания отобранных пептидов
спленоцитами мышей ставили 24 или 48 реплик
спленоцитов, полученных от одной мыши, с ан-
тигенами (смеси пептидов P1, Р2, Р3, Р4, Р5) в кон-
центрации 160 мкг/мл и без антигенов (кон-
троль), как описано выше.

Анализ антиген-специфического ответа после
иммунизации мышей препаратами P1–Р4 и L1–L4
(эксперимент I). Определение концентрации IFN-γ,
продуцируемого спленоцитами в ответ на стиму-
ляцию пептидными композициями P1–Р4, про-
водили с использованием IGRA-теста (interferon-
gamma release assay) в соответствии с описанной

методикой [37]. Спленоциты засевали в плотно-
сти 107 кл./мл в 100 мкл ростовой культуральной
среды RPMI-1640 с добавлением 2 мМ L-глута-
мина, 10% фетальной телячьей сыворотки,
1× антибиотика-антимикотика, 0.05 мМ 2-мер-
каптоэтанола (ПанЭко, Россия). Клетки инкуби-
ровали в CO2-инкубаторе при 37°С, 5% CO2,
влажность 100% в течение 1.5–2 ч. В лунки вноси-
ли антигены P1, Р2, Р3, Р4 в концентрации
10 мкг/мл, положительный контроль конкана-
валин А (10 мкг/мл), отрицательный контроль
(PB-Suc). Каждую опытную группу стимулиро-
вали соответствующей композицией пептидов,
группы контроль PB-Suc и LK стимулировали от-
дельно каждой композицией пептидов. Каждую
группу также стимулировали положительным и
отрицательным контролями. Стимуляцию про-
водили в двух повторностях.

Культуральные планшеты инкубировали в
СО2-инкубаторе 20 ч, отбирали культуральную
среду и определяли в ней концентрацию IFN-γ
(пг/мл) с использованием коммерческого набора
IFN gamma Mouse ELISA Kit (Thermo Fisher,
США) согласно инструкции производителя.

Анализ антиген-специфического ответа на пеп-
тиды (эксперимент II). Для оценки ответа на пеп-
тиды пролиферацией и продукцией цитокинов
спленоциты иммунизированных мышей каждой
группы (n = 7) стимулировали пептидами, входя-
щими в состав соответствующей формуляции, в
дозе 25–45 мкг. Эксперименты ставили в трех по-
вторностях на каждый пептид. Через 24 ч из лунок
забирали по 50 мкл, переносили их в новые план-
шеты, планшеты хранили при –60°С до анализа.
В качестве контроля использовали спленоциты
интактных мышей, мышей, иммунизированных
буфером PBSuc или контрольными липосомами
LK. Анализ пролиферации проводили через 72 ч,
как описано выше.

Комплексный анализ цитокинов (эксперимент II).
Стандартную панель магнитных бус для анализа
цитокинов мыши: IFN-γ, IL-2, 4, 6, 9, 10, 13, 17, 22
и TNF-α (Biolegend, США) – использовали для
анализа белков в плазме крови и надосадках спле-
ноцитов по протоколу производителя с использо-
ванием проточного цитометра MACSQuant Tyro
Sorter (Miltenei, Германия).

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с использованием программного
обеспечения Excel и t-критерия Стьюдента. Зна-
чения сравнения при р < 0.05 считали статистиче-
ски значимыми.

Проверка протективной эффективности форму-
ляции L1. В работе использовали самцов гумани-
зированных мышей C57BL/6-TgTn(CAG-hu-
manACE2-IRES-Luciferase-WPRE-polyA) в воз-
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расте 14–16 недель. Животных содержали в
стандартных условиях Питомника лабораторных
животных ФИБХ РАН (Уникальная научная
установка “Био-модель” ИБХ РАН), имеющего
международную аккредитацию AAALACi. Все
эксперименты и манипуляции были одобрены
Институтской комиссией по уходу и использова-
нию животных (№ 757/22 от 17.02.2022). Всех жи-
вотных обязательно проверяли на наличие целево-
го гена hACE2, экспрессию которого анализирова-
ли методом ОТ-ПЦР. Иммунизацию животных
выполняли двукратно (в 1-й и 21-й дни), вводя в
подушечки задних лап буфер PB-Suc (n = 3), кон-
трольные липосомы LК (n = 4) и препарат L1 с до-
бавлением 75 мкг CpG-ODN (n = 6), 100 мкл (2 × 50).
По данным динамического светорассеяния, размер
липосом LК составил 207.9 ± 5.7 нм (PDI 0.096 ±
± 0.042), липосом L1 – 207.5 ± 1.8 нм (PDI 0.093 ±
± 0.021).

Заражение мышей вирусом SARS-CoV-2. Через
36 дней после первой иммунизации всех мышей
C57BL/6-TgTn(CAG-humanACE2-IRES-Lucife-
rase-WPRE-polyA) передавали в специализиро-
ванную лабораторию уровня ABSL-3 (Сергиев
Посад), где заражали уханьским штаммом
SARS-CoV-2. Инфицирование проводили с по-
мощью интраназального введения вируса
SARS-CoV-2 в дозе 3 lg БОЕ в объеме 20 мкл
физиологического раствора [38]. У погибших в
течение срока наблюдения мышей экстирпирова-
ли сердечно-легочный комплекс и после двухне-
дельной инактивации в 10%-ном растворе фор-
малина отправляли на гистологическое исследо-
вание.

Гистология. Фиксированные в 10%-ном рас-
творе нейтрального формалина легкие промыва-
ли в проточной воде, дегидратировали в этило-
вых спиртах восходящей концентрации и зали-
вали в парафин. Парафиновые срезы толщиной
4–5 мкм, окрашенные гематоксилином и эози-
ном, изучали с помощью микроскопa Axio-
Scope.A1 (Carl Zeiss, Германия). Микрофотогра-
фии гистологических препаратов получали с по-
мощью камеры высокого разрешения Axiocam
305 color (Carl Zeiss, Германия) и программного
обеспечения ZEN 2.6 lite (Carl Zeiss, Германия).
Оценку выраженности тех или иных патоморфо-
логических признаков проводили по пятибалль-
ной шкале, где 0 – отсутствие признака (в преде-
лах нормы), 1 – минимальная степень выражен-
ности, 2 – слабая, 3 – средняя (умеренная), 4 –
выраженная, 5 – тяжелая [39].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Показано, что подкожная вакцинация липо-
сомами из природных липидов улучшает легоч-

ную функцию, по-видимому, благодаря актива-
ции врожденного иммунитета, но при летальной
дозе вируса не защищает полностью. Липосомы,
несущие набор Т-клеточных эпитопов вируса
SARS-CoV-2, могут послужить основой для со-
здания вакцины как минимум для профилактики
хронического течения и средней тяжести инфек-
ционного заболевания. При выборе эпитопов ци-
тотоксических и хелперных Т-лимфоцитов для
составления пептидных композиций следует
брать за основу результаты клинических анализов
выздоравливающих пациентов и уже во вторую
очередь учитывать данные иммуноинформа-
тического анализа. Иммунодоминантные эпито-
пы, вычисленные in silico, зачастую занимают
первые позиции просто в силу своей высокой
гидрофобности, и презентация их в комплексах
МНСI или МНСII может быть затруднена. Кро-
ме того, гидрофобные пептиды должны быть
включены в липидный бислой, что создает опре-
деленные трудности при формировании липо-
сом, а также может привести к разрушению по-
следних в ходе лиофилизации из-за нарушения
жидкокристаллической структуры мембраны.
Оптимизация методики получения липосом с
Т-клеточными эпитопами, пригодных для дли-
тельного хранения, будет предметом наших
дальнейших исследований.
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Proof-of-Concept Study of Liposomes with a Set of SARS-CoV-2 Viral
T-Cell Epitopes as a Vaccine
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Potential nonameric epitopes of CD8+ T lymphocytes were selected from the composition of structural, ac-
cessory, and non-structural proteins of SARS-CoV-2 virus (13 peptides) and a 15-mer epitope of CD4+ T
lymphocytes, from the S-protein, based on the analysis of publications on genome-wide immunoinformatic
analysis of T-cell epitopes of the virus (Wuhan strain), as well as a number of clinical studies of immunodomi-
nant epitopes among patients recovering from COVID-19 disease. The peptides were synthesized and five
compositions of 6–7 peptides were included in liposomes from egg phosphatidylcholine and cholesterol
(~200 nm size) obtained by extrusion. After double subcutaneous immunization of conventional mice, acti-
vation of cellular immunity was assessed by the level of cytokine synthesis by splenocytes in vitro in response
to stimulation with relevant peptide compositions. Liposomal formulation exhibiting the best result in terms
of the formation of specific cellular immunity in response to vaccination was selected for further experiments.
Evaluation of the protective efficacy of this formulation in an infectious mouse model showed a positive trend
in the frequency of occurrence of hyaline-like membranes in the lumen of the alveoli, as well as a somewhat
lower severity of microcirculatory disorders. The latter circumstance can potentially help reduce the severity
of the disease and prevent its adverse outcomes. A method to produce liposome preparations with peptide
compositions for long-term storage is under development.

Keywords: Т-cells, epitopes, SARS-CoV-2, vaccines, peptides, liposomes, cytokines
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