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Получены биокомплексы вирион–белок между генетически модифицированными частицами вируса та�
бачной мозаики (ВТМ, tobacco mosaic virus, TMV) и рекомбинантным белком, несущим консервативный
антиген эпитоп M2e вируса гриппа. Вирусный вектор TMV�N�lys был создан на основе генома ВТМ штам�
ма U1 путем внесения остатка реакционно�способного лизина (lys) в N�концевую область белка оболочки
(БО), экспонированную на поверхности частиц. Растения Nicotiana benthamiana инокулировали культурой
агробактерии, трансформированной TMV�N�lys. Вирионы TMV�N�lys были выделены из экстрактов сис�
темных листьев. Анализ препарата TMV�N�lys с помощью электрофореза в полиакриламидном геле пока�
зал наличие белка с подвижностью ~21 кДа. Электронная микроскопия препарата TMV�N�lys подтверди�
ла стабильность модифицированных вирусных частиц. Химическое связывание частиц TMV�N�lys и M2e�
антигена вируса гриппа, эспрессированного в E. coli, производили с помощью 5 mM 1�этил�3�(3�диметил�
аминопропил)�карбодиимида (EDC) и 1 mM N�гидроксисукцинимида (NHS). Вестерн�блот анализ подт�
вердил наличие комплексов, образованных рекомбинантным белком и модифицированными частицами
TMV�N�lys. Диаметр комплексов практически не отличался от исходных вирионов TMV�N�lys, но биоком�
плексы образовывали высокоорганизованную и разветвленную сеть с электронно�плотными «зернами».
Динамическое рассеяние света продемонстрировало, что одиночные пики, соответствующие комплексам
TMV�N�lys/DHFR�M2e, были значительно смещены относительно контрольных вирионов TMV�N�lys.
Косвенный иммуноферментный анализ с использованием TMV� и M2e�специфических антител показал,
что комплексы сохраняют стабильность при длительной адсорбции. Полученные результаты позволяют
использовать данные биокомплексы для совершенствования кандидатных универсальных вакцин против
вируса гриппа.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: биоконъюгация, вирус табачной мозаики (ВТМ), генетическая модификация час�
тиц, грипп А, мультивалентная нановакцина.
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В настоящее время грипп А остается одним
из самых опасных респираторных заболеваний.
Отсутствие иммунитета к новым сезонным и
пандемическим штаммам данного вируса явля�
ется серьезной проблемой, способной приво�
дить к тяжелым патологиям и летальному исхо�
ду. К сожалению, ни одна из существующих вак�
цин не может полностью решить проблему
борьбы с заболеваемостью гриппом по причине
высокой изменчивости основных поверхност�
ных антигенов вируса [1].

Большинство разрабатываемых подходов к
созданию «универсальной» вакцины нацелено
на использование различных консервативных
белков и пептидов вируса гриппа. Эффектив�
ность предполагаемой «универсальной» проти�
вогриппозной вакцины, главным образом, зави�
сит от индукции кросс�реактивных Т�клеток
[2]. Известно, что подобный иммунитет не спо�
собен предотвратить инфекцию, но значитель�
но ослабляет ее развитие. Например, белок нук�
леопротеида вируса гриппа (NP) может выяв�
ляться на ранних стадиях инфекции на поверх�
ности зараженных клеток, и антитела, индуци�
рованные этим белком, могут обладать нейтра�
лизующей активностью [3].

Открытие антител, реагирующих с консерва�
тивными эпитопами стебля гемагглютинина

* Первоначально английский вариант рукописи опублико�
ван на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19�282,
30.12.2019.
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(stalk domain of HA), стимулировало разработку
«универсальной» кандидатной вакцины против
вируса гриппа, которая была успешно апроби�
рована в доклинических исследованиях [1].

На куриных эмбрионах было показано, что
включение NP в вирусоподобные частицы
(ВПЧ) способствовало выработке анти�NP�ан�
тител и обеспечивало 100% защиту от летальной
дозы гетерологичного штамма вируса гриппа
[4]. Другим консервативным белком является
матриксный белок М1, который, как и NP, вы�
зывает эффективный Т�клеточный иммунный
ответ [4, 5]. Возникновение защиты широкого
спектра у мышей и птиц было продемонстриро�
вано при экспрессии полноразмерных генов
внутренних белков NP и М1 с помощью адено�,
бакуло� и поксвирусных векторных систем [6,
7]. Тетрамер белка M2 образует ионно�трансмем�
бранный канал. На поверхности вирусной час�
тицы расположен консервативный эктодомен
данного белка (23 аминокислотных остатка
(а.о.), M2e), который также является перспек�
тивной мишенью для создания «универсальной»
вакцины [8–10]. Вакцины на основе М2е�эпи�
топа способствуют развитию защиты от вируса
гриппа путем антителозависимой клеточно�
опосредованной цитотоксичности (АЗКЦ или
ADCC) через Т�хелперные клетки и естествен�
ные киллеры, макрофаги и тучные клетки [2].

Целью данного исследования было изучение
конъюгативных комплексов как платформы для
усовершенствования «универсальной» субъеди�
ничной вакцины против вируса гриппа А за счет
экспонирования консервативных антигенов
M2e на поверхности частиц вируса табачной мо�
заики. Предпосылки использования ВТМ, как
носителя при создании вакцины, связаны с до�
казанной эффективностью адъювантных [11] и
иммуногенных [12] свойств этих частиц, в том
числе для стимулирования устойчивого гумо�
рального и клеточного иммунного ответа [13].
Палочковидные вирионы ВТМ являются перс�
пективной платформой для регулярного экспо�
нирования большого количества (до 2100 ко�
пий) эпитопов на поверхности частиц, что обес�
печивает весьма эффективную реакцию иммун�
ной системы [13–15]. Мы исследовали возмож�
ности применения химической конъюгации для
создания устойчивых комплексов частиц ВТМ,
содержащих на поверхности реакционноспо�
собный лизин, с консервативным М2е�эпито�
пом вируса гриппа А. Белок оболочки ВТМ спо�
собен к самосборке и подробно охарактеризо�
ван с помощью методов рентгеноструктурного
анализа. Кроме того, он достаточно устойчив к
изменениям рН и температуры. На основе крис�
таллографических данных было показано, что

каждая субъединица содержит четыре участка,
экспонированных наружу и подходящих для
клонирования целевых последовательностей.
Помимо N� и С�концевых областей, следует
упомянуть две петли полипептидной последова�
тельности, расположенные снаружи вириона
(59–65 и 152–156 а.о.) [16]. Ранее реакцию био�
конъюгации на N�конце БО проводили путем
создания доступных реакционноспособных ос�
татков, при этом вносили дополнительную ами�
нокислотную последовательность, включаю�
щую лизин (K) с реакционноспособной NH2�
группой. Оптимальной оказалась последова�
тельность аланин�аспарагиновая кислота�фе�
нилаланин�лизин (ADFK) [15]. Этот подход
позволил получать комплексы стабильных час�
тиц ВТМ, содержащих реакционноспособный
лизин, c эпитопами из цитотоксических Т�лим�
фоцитов, ассоциированных с антигенами мела�
номы p15e или Trp2. Иммунизация модифици�
рованными частицами, содержащими оба эпи�
топа меланомы, показало значительно более
эффективное стимулирование противораковой
защиты по сравнению с применением этих же
пептидов по отдельности [13].

Введение реакционноспособного лизина
также позволяет биотинилировать капсид. Та�
ким образом, частицы получают способность
связываться с целевым белком, конъюгирован�
ным со стрептавидином. Фрагмент структурно�
го белка L2 (36 а.о.) папилломавируса собак,
расположенный на поверхности подобных час�
тиц, был значительно более иммуногенным по
сравнению с аналогичным «свободным» участ�
ком L2 [17]. С помощью химических реагентов
N�гидроксисукцинимида (NHS) и 1�этил�3�(3�
диметиламинопропил)карбодиимида (EDC)
можно создавать мультивалентные вакцины с
использованием двух и более антигенов, напря�
мую присоединяя их к генетически модифици�
рованным частицам ВТМ. Было показано, что
одновременная иммунизация мышей смесью
препаратов частиц ВТМ, несущих белки OmpA,
DnaK и Tul4 из Francisella tularensis, значительно
повышала уровень защитного иммунного ответа
против туляремии [18]. Аналогичные результаты
были получены для частиц ВТМ, содержащих
реакционноспособный лизин и конъюгирован�
ных с гемагглютинином [11].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Конструирование вектора на основе ВТМ, со(
держащего реакционноспособный лизин на N�кон(
це белка оболочки. Вставка четырех кодонов, ко�
дирующих аминокислотную последователь�
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ГАСАНОВА и др.

ность ADFK, была сделана с помощью ПЦР ме�
тодом перекрывающихся праймеров. «Внеш�
ние» праймеры содержали сайты рестрикции
для клонирования в промежуточный вектор
рА4083, который содержал 3’�концевую часть
кДНК ВТМ (cDNA TMV), включая ген белка
оболочки (БО). ПЦР проводили в амплифика�
торе «Терцик» фирмы «ДНК�технология» (Рос�
сия). Для ПЦР использовали (в соответствии с
протоколом производителя) Encyclo�polymerase
(«Евроген», Россия), обладающую экзонуклеаз�
ной активностью, которая снижает вероятность
«ошибок» при амплификации. Две первона�
чальные параллельные ПЦР проводили с двумя
парами праймеров. Первая пара: Pr Nco�mp�p
(ggagggcccatggaac) и Pr ADFK�m (tactgtaagactt�
gaagtcagccatatttaaaacgaatccgattc), вторая пара Pr
ADFK�p (gctgacttcaagtcttacagtatcactactccat) и Pr
Apa�cp�m (tgggcccctaccgggggtaa). В качестве мат�
рицы использовали плазмиду рА4083. Получен�
ные ПЦР продукты были очищены и введены в
следующую ПЦР с добавлением концевых
праймеров: Pr Nco�mp�p и Pr Apa�cp�m.

Выделенный ПЦР�продукт был обработан
рестриктазами NcoI и BstBI и клонирован по
этим же сайтам в промежуточный вектор
pA4083. Наличие вставки в конструкции
рА4083�NLys проверяли секвенированием. Далее
из конструкции рА4083�NLys вырезали фрагмент
по BamHI/SalI и переносили в бинарный вектор
pBIN�TMV�wt, полученный ранее в нашей ла�
боратории (рис. 1, а). Итоговая конструкция
pBIN�TMV�N�lys содержала полноразмерную
кДНК ВТМ (cDNA TMV) с последователь�
ностью ADFK�пептида на N�конце гена белка
оболочки под контролем транскрипционного
промотора гена Actin 2 из Arabidopsis thaliana и
терминатора гена нопалинсинтазы (nos).

Трансформация клеток Agrobacterium tumefa�
ciens. Агробактериальные клетки штамма GV
3101 были трансформированы полученным би�
нарным вектором pBIN�TMV�N�lys. Все бакте�
риальные культуры выращивали по отдельности
в жидкой среде LB с соответствующими антибио�
тиками при температуре роста бактерий (для
A. tumefaciens 28 °C) в течение ночи на шейкере
(170 качаний/мин). На следующем этапе сме�
шивали по 100 мкл каждой из ночных бактери�
альных культур и высевали на чашку Петри с
агаром без антибиотиков, которую инкубирова�
ли при 28 °С в течение ночи. Далее делали серию
десятикратных разведений соскоба из выросше�
го на чашке сплошного газона бактерий и высе�
вали на LB агар с селективными антибиотиками
(канамицин 50 мкг/мл, рифампицин 50 мкг/мл,
гентамицин 25 мкг/мл), после чего выращивали
в течение 48 ч при 28 °С. Колонии A. tumefaciens

проверяли с помощью ПЦР, используя следую�
щие праймеры: PrCP�U1�PstI�p(аctgctgcagga�
gtagacgacgcaacggtggccata), PrCP�U1�HindIII�m
(аctgaagcttcgcaccacgtgtgaattacggacacaat), PrTad23�p
(gggaaaaatagtagtaatgatcggtcagtgccgaacaagaac), Pr
CP�154�m (agaggtccaaaccaaaccag).

Агроинфильтрация листьев Nicotiana benthami�
ana. Клетки агробактерий с pBIN�TMV�N�lys, а
также агробактерии с бинарным вектором,
экспрессирующим р19 с антисайленсинговой
активностью из вируса карликовой кустистости
томатов (tomato bushy stunt virus, TBSV), выращи�
вали в течение ночи при 28 °С. Клетки осаждали
при 5 000 g 5 мин и ресуспендировали в буфере
для агроинфильтрации (10 mM MgSO4, 10 mM
MES, pH 5,6) до оптической плотности OD600 =
0,5. Для агроинфильтрации выбирали листья
третьего яруса сверху полуторамесячных расте�
ний. Смесь агробактерий инфильтрировали в
абаксиальную часть листа с помощью шприца
со снятой иглой.

Выделение мутантного вируса. Через две–три
недели после инфильтрации листья приобрета�
ли признаки заражения вирусом. Инфициро�
ванные листья гомогенизировали в блендере в
двух объемах 0,1 М Na�P�буфера (NaH2PO4,
Na2HPO4, pH 7,0 и 1%�ный β�меркаптоэтанол
(v/v)). Растительный дебрис осаждали на препа�
ративной центрифуге Beckman 10 мин при
13 000 g. Cупернатант, содержащий вирус, освет�
ляли с помощью хлороформа (1/4 объема); пос�
ле интенсивного встряхивания в течение 20 мин
препарат снова центрифугировали 10 мин при
13 000 g для разделения фаз. Водную фазу отби�
рали, добавляли ПЭГ6000 до 4% (w/v), NaCl до 1%
(w/v) и высаживали вирус при 4°С в течение но�
чи. На следующий день осаждали вирус в тече�
ние 10 мин при 13 000 g. Осадок ресуспендиро�
вали в 0,01М Na�P�буфере (NaH2PO4, Na2HPO4,
(pH 7,0)). После растворения осадка препарат
центрифугировали для осаждения нераствори�
мых компонентов 5 мин при 5 000 g. Суперна�
тант отбирали для дальнейших исследований.

Выделение РНК из растений Nicotiana ben�
thamiana. РНК из 400 мг растительного материа�
ла (верхние листья с выраженными симптома�
ми) выделяли по стандартной методике с по�
мощью набора RNeasy Mini�Kit («Qiagen», Гер�
мания). РНК элюировали с колонки с помощью
воды, свободной от РНКаз из упомянутого на�
бора; количество оценивали спектрофотомет�
рически при OD260.

Вестерн(блот анализ. После разделения в
градиентном (8–20%) полиакриламидном геле
(ПААГ) белки переносили на PVDF мембрану
(Hybond�P, «Amersham») в буфере для переноса
(25 мМ Тris, 0,192 М глицин, этанол 10% (v/v)).
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Далее мембраны блокировали 5% (w/v) обезжи�
ренным молоком в течение 1 ч при комнатной
температуре в TBS�Tween буфере (TBS�T;
150 мM NaCl, 10 мM Tris�HCl, Tween 20 0,1%
(v/v), pH 8,0). После промывки в TBS�T мембра�
ны инкубировали в том же буфере с 2,5% (w/v)
раствором молока, добавляя первичные мыши�
ные антитела к ВТМ (получены на кафедре ви�
русологии МГУ путем трех внутримышечных
иммунизаций по 500 мкг белка на одну инъек�
цию через двухнедельные интервалы, разведе�
ние 1 : 5000) или специфичеcкие IgG к ВТМ
(SRA 57400/1000, «Agdia», США), а также пер�
вичные антитела мыши к М2е�пептиду (получе�
ны на кафедре вирусологии МГУ путем трех
внутримышечных иммунизаций мышей по
300 мкг белка на одну инъекцию через недель�
ные интервалы с использованием адъюванта,
разведение 1 : 20 000 [9]). После трех промывок
мембран в буфере TBS�T, каждая по 5 мин, про�
водили инкубацию со вторичными антимыши�

ными антителами, конъюгированными с перок�
сидазой хрена («Sigma») в разведении 1 : 15 000 в
течение часа. Последующие промывки проводи�
ли в TBS�T 3 раза по 5 мин. Активацию перокси�
дазы хрена проводили с помощью набора реакти�
вов ECL («Amersham»). Хемилюминисцентный
сигнал детектировали на рентгеновской пленке.

Электронная микроскопия. Препараты вируса
наносили на металлические сетки с карбоновой
пленкой («Ted Pella», США) для электронной
микроскопии, затем промывали водой MilliQ и
контрастировали подкисленным раствором 2%�
ного уранилацетата (w/v).

Непрямой иммуноферментный анализ (ИФА).
Препараты вирусных частиц (TMV�N�lys,
200 нг) инкубировали в течение ночи при 4 °С в
планшетах («Nunc MaxiSorb», Дания). Для бло�
кировки лунок планшеты инкубировали с раст�
вором PBS�T, содержащим 2%�ный БСА (w/v)
(1 ч при комнатной температуре). Далее добав�
ляли первичные мышиные антитела к ВТМ или
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Рис. 1. Конструирование, выделение и очистка генетически модифицированных вирусных частиц. а – Схематическое
изображение конструкции бинарного вектора pTMV� N�lys, полученного путем вставки ADFK в бинарный вектор pTMV�
wt на основе плазмиды pBin19. Обозначения: РНК�зависимая РНК�полимераза (TMV�U1); RdRp (RNA�depended RNA�
polymerase); Act2 – промотер гена Actin 2 из Arabidopsis thaliana; NPT – neomycin phosphotransferase (неомицин фототранс�
фераза, ген устойчивости к канамицину); LB, RB – левая и правая границы Т�ДНК соответственно (left, right borders);
MP– транспортный белок ВТМ, CP – белок оболочки, ADFK – вставка в CP, содержащая реакционно�способный лизин
(K); б – растение Nicothiana benthamiana с системными симптомами, вызванными рекомбинантным вирусом TMV�N�lys
через 10 дней после инокуляции (д.п.и.); в – электрофоретический анализ в градиентном 8–20% полиакриламидном геле
(ПААГ) растительных экстрактов из контрольного незараженного (1) и зараженного TMV�N�lys растения (2); г – элект�
рофоретический анализ в градиентном 8–20% ПААГ очищенных вирусных частиц TMV�N�lys; MR – набор белковых
маркеров, цифры перед стрелками указывают мол. массы в кДа. Дорожка 3 – TMV�N�lys, 10 мкг.
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/

TMV�N�lys
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к DHFR�M2e в буфере PBS�T при разведении
1 : 15 000 и 1 : 20 000 соответственно; инкубиро�
вали в течение 2 ч при комнатной температуре.
Инкубацию со вторичными антимышиными
антителами, конъюгированными с пероксида�
зой хрена («Sigma», разведение 1 : 15 000), про�
водили в течение 1 ч при комнатной температу�
ре. В каждую лунку добавляли раствор субстрата
ABTS («MP Biomedicals», Франция) 0,04% (w/v)
в 50 mM фосфатно�цитратном буфере, содержа�
щем 0,009% (v/v) перекиси водорода. Оптичес�
кую плотность регистрировали при 405 нм спус�
тя 10, 20 и 40 мин [9].

Биоконъюгация рекомбинантных белков и ви(
русных частиц с помощью EDC/NHS. К очищен�
ному вирусному препарату частиц TMV�N�lys в
концентрации 10 мкг/мкл добавляли диализо�
ванный белок с концентрацией 20 мкг/мкл в
0,1М PBS�буфере. В смесь добавляли последо�
вательно 1�этил�3�(3�диметиламинопропил)�
карбодиимид (EDC) и N(гидроксисукцинимид
(NHS) до конечной концентрации 5мМ каждого
реагента. Реакцию биоконъюгации осуществля�
ли в течение 30 мин при комнатной температуре
с последующей инкубацией при 4 °С и энергич�
ном перемешивании в течение 2 ч [19].

Динамическое рассеяние света (DLS). Для ус�
тановления размера вирусных частиц или их
комплексов с белком использовали метод, осно�
ванный на измерении гидродинамического диа�
метра по величине коэффициента диффузии
(уравнение Стокса–Энштейна). Проводили по
50 измерений каждой пробы на устройстве
Zetasizer Nano ZS («Malvern Instruments Ltd»,
Великобритания) с гелий�неоновым лазером
(633 нм) в соответствии с протоколом фирмы�
производителя. Обработку измерений осущест�
вляли с помощью встроенного программного
обеспечения Dispersion Technology Software
(DTS) version 5.10.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Конструирование, выделение и очистка гене(
тически модифицированных вирусных частиц, со(
держащих реакционноспособный лизин. При соз�
дании вирусного вектора на основе полнораз�
мерной кДНК ВТМ, содержащей реакционнос�
пособный лизин на N�конце белка оболочки
(CP), использовали аминокислотную последо�
вательность пептида аланин�аспарагиновая
кислота�фенилаланин�лизин (ADFK), которая
позволяет экспонировать реакционноспособ�
ный лизин (K) на поверхности частиц ВТМ [15].
Нуклеотидная последовательность, кодирую�
щая пептид ADFK, была оптимизирована для

экспрессии в растениях. Оптимизацию прово�
дили на основе данных о частоте использования
различных кодонов у Arabidopsis thaliana,
Nicоtiana tabacum и двух вирусных белков обо�
лочки, которые эффективно накапливаются при
инфекции растений вирусами Tobacco mosaic
virus, TMV�U1 (ВТМ) и Alternanthera mosaic virus,
AltMV�MU [9]. Для клонирования был выбран
компромиссный вариант нуклеотидной после�
довательности (GCU=A; GAC=D; UUC=F;
AAG=K).

Для введения последовательности чужерод�
ного пептида, содержащей N�концевой лизин, в
ген белка оболочки ВТМ, использовали метод
ПЦР с перекрывающимися фрагментами. Сик�
венс промежуточного продукта подтвердил пос�
ледовательность мутантного белка оболочки с
N�концевой вставкой ADFK. Далее полученный
фрагмент CPADFK встраивали в бинарный вектор
pTMV�wt; итоговый вектор pТМV�N�lys транс�
формировали в агробактерию (рис. 1, а). Для
анализа стабильности бинарного вектора
pТМV�N�lys в агробактерии проводили ПЦР�
скрининг образовавшихся колоний со специфи�
ческими праймерами. Далее двухнедельные рас�
тения Nicotiana benthamiana были инфильтриро�
ваны полученной агробактериальной культурой.

Через 10 дней после инокуляции (10 д.п.и.)
наблюдали первые выраженные симптомы в ви�
де желтых хлорозов и скручивания верхних не�
инокулированных (системных) листьев с после�
дующей деформацией (сгибанием) верхней час�
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Рис. 2. Электрофоретический анализ в 2%�ном агарозном
геле продуктов ОТ�ПЦР анализа выделенных РНК. MR –
маркеры, цифры слева от стрелок указывают молекуляр�
ную массу в нуклеотидах (нт). Дорожка 1– TMV�U1, отри�
цательный контроль на наличие вставки последовательнос�
ти ADFK; дорожка 2 – частицы TMV�N�lys; наличие поло�
сы размером 600 нт свидетельствует о наличии вставки.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в элект�
ронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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ти стебля (рис. 1, б). На 14�й день после зараже�
ния системные листья были собраны для даль�
нейшего анализа. Электрофорез белков расти�
тельного экстракта показал наличие основной
полосы с подвижностью ~21 кДа, отсутствую�
щей в контрольном неинокулированном расте�
нии (рис. 1, в). Далее материал из зараженных
вектором TMV�N�lys листьев использовали для
выделения вирусных частиц методом осаждения
полиэтиленгликолем (ПЭГ) с последующей
очисткой ультрацентрифугированием и анали�
зом с помощью электрофореза в градиентном
ПААГ (рис. 1, г). Было показано наличие един�
ственного белка с электрофоретической под�
вижностью ~21 кДа, приблизительно соответ�
ствующей размеру БО TMV�N�lys.

Для подтверждения генетической стабиль�
ности полученного вектора и наличия вставки
ADFK в геноме рекомбинантного вируса TMV�
N�lys из препарата очищенных частиц с по�

мощью RNeasy Mini�Kit («Qiagen», Германия)
была выделена вирусная РНК. Полученные пре�
параты проверяли с помощью ПЦР с обратной
транскрипцией (ОТ�ПЦР), используя прайме�
ры, специфичные к нуклеотидной последова�
тельности ADFK. В качестве отрицательного
контроля использовали частицы ВТМ дикого
типа (TMVwt). Анализ продуктов ОТ�ПЦР с по�
мощью электрофореза в 2%�ном агарозном геле
подтвердил наличие продукта в препарате хи�
мерных частиц TMV�N�lys и генетическую ста�
бильность вирусного вектора (рис. 2).

Стабильность структуры сформированных
химерных вирусных частиц ТМV�N�lys была
проверена с помощью электронной микроско�
пии (рис. 3, б). Было выявлено, что частицы име�
ют размеры, сходные с частицами ВТМ дикого
типа, однако слегка отличаются от них морфо�
логически за счет менее компактной структуры,
приводящей к «изогнутой» геометрии вирионов.
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Рис. 3. Получение и характеристика комплексов «вирион–белок». а – Схема реакции биоконъюгации частиц TMV�N(lys
и DHFR�M2e с использованием химических реагентов EDC и NHS; оптимизацию условий проводили с учетом рекомен�
даций производителя реактива NHS, а также с учетом ранее опубликованной методики [19]; б – электронная микрофо�
тография препарата очищенных вирусных частиц TMV�N�lys; увеличение в 30 000 раз; масштабная линейка указана в пра�
вом нижнем углу; негативное контрастирование с помощью 2%�ного уранилацетата; в – электронная микрофотография
комплексов «вирион–белок»; увеличение в 10 000 раз; масштабная линейка указана в правом нижнем углу; негативное
контрастирование с помощью 2%�ного уранилацетата.
С цветным вариантом рис. 3 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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Характеристика комплексов «вирион–белок».
На следующем этапе проводили химическое
связывание частиц TMV�N�lys, содержащих ре�
акционноспособный лизин на N�конце белка
оболочки, и целевого антигена вируса гриппа.
Для реакции биоконъюгации использовали
очищенные частицы TMV�N�lys в концентра�
ции 10 мкг/мкл и белок, содержащий консерва�
тивный эпитоп вируса гриппа А. Этот рекомби�
нантный белок, состоящий из дигидрофолатре�
дуктазы мыши (DHFR), слитой с консерватив�
ным эпитопом вируса гриппа M2e (DHFR�M2e)
(25,5 кДа), был ранее выделен в нашей лабора�
тории путем экспрессии в E. coli с последующей
очисткой на Ni�NTA агарозе [9].

Рекомбинантный белок был диализован
против воды (MilliQ) и подвергнут химическим
преобразованиям. В отличие от ранее опублико�
ванной работы [18], использованная нами мето�
дика предполагает последовательное преобразо�
вание свободных COOH�групп рекомбинант�
ных белков в активированный эфир карбоновой
кислоты под действием 5 mM N�Сyclohexyl�N�
(2�morpholinoethyl)carbodiimide�metho�p�tolue�

nesulfonate, аналога EDC (1�Ethyl�3�(3�dimethyl�
aminopropyl)carbodiimide), с последующим их
преобразованием в NHS�промежуточный эфир
под действием 1 mM N�hydroxysuccinimide
(NHS). В процессе реакции NHS с карбоновой
кислотой полученный активированный эфир
карбоновой кислоты реагирует с аминогруппой,
образуя амид карбоновой кислоты. Аминогруп�
пы представлены N�концевыми лизинами на
поверхности химерных частиц TMV�N�lys. Вре�
менные и температурные условия проведения
реакции приведены на рис. 3, а. Для выработки
наиболее эффективного метода конъюгации
проводили серию экспериментов с использова�
нием химических реагентов (EDC, NHS) и бу�
ферных растворов. В ходе исследования выяс�
нилось, что наиболее эффективное связывание
белка с вирусной частицей происходит в PBS�
буфере с одновременным использованием обо�
их реагентов, EDC и NHS. Полученные комп�
лексы анализировали с помощью электронной
микроскопии (рис. 3, в), а также электрофореза
в ПААГ.

Комплексы также проверяли с помощью
Вестерн�блот анализа для подтверждения того,
что высокомолекулярные продукты содержат
как частицы TMV�N�lys, так и антиген DHFR�
M2e. Для этого, после проведения электрофоре�
за комплексов и переноса белков на мембрану
PVDF, проводили инкубацию со специфичными
сыворотками к белку оболочки ВТМ или к
DHFR�M2e, полученными ранее в нашей лабо�
ратории [9]. Наличие высокомолекулярных по�
лос, имеющих приблизительно одинаковую по�
движность, подтверждает факт успешной конъ�
югации белка с вирусной частицей (рис. 4, а, б).

Далее осуществляли дополнительные про�
верки стабильности комплексов. С помощью
метода динамического рассеяния света прово�
дили по 50 измерений каждой пробы с комп�
лексами или контролями. Во избежание нега�
тивного влияния гетероцикла NHS реакции
конъюгации проводили только с участием EDC
и при комнатной температуре в течение ночи.
После всех измерений и обработки данных во
встроенной компьютерной программе были
проанализированы полученные графики
(рис. 5). Можно сделать вывод, что при смеши�
вании вирусных частиц с белком без реакции
биоконъюгации размер полученных комплек�
сов варьирует в пределах 10–150 нм, а измере�
ние проб с EDC показало сдвиг в высокомоле�
кулярную область, где значения достигали уже
~2000 нм. Для доказательства того, что высоко�
молекулярные соединения являются продукта�
ми конъюгации вирусных частиц с белком, а не
связывания каждого из компонентов с самим
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Рис. 4. Характеристика с помощью вестерн�блот анализа
комплексов «вирион–белок», полученных при конъюгации
белка DHFR�M2e с частицами TMV�N�lys. 1 – БО ВТМ (по�
ложительный контроль); 2 – рекомбинантный белок
DHFR�M2e; 3 – образовавшиеся комплексы TMV�N�lys и
DHFR�M2e. а – Инкубация мембраны с первичными анти�
телами к ВТМ в разведении 1 : 15 000; б – инкубация мем�
браны с первичными антителами к DHFR�M2e (1 : 10 000).
С цветным вариантом рис. 4 можно ознакомиться в элект�
ронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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собой, были поставлены контрольные экспери�
менты. Комплексы TMV�N�lys–TMV�N�lys
имели размеры от 100 до 800 нм (пик в области
350 нм), а в случае DHFR�M2e–DHFR�M2e
размеры комплексов не превышали 300 нм. Ис�
ходя из этого, можно утверждать, что в резуль�
тате реакции конъюгации действительно обра�
зуются комплексы TMV�N�lys–DHFR�M2e,
размеры которых существенно отличаются от
контролей.

Еще одним доказательством наличия ста�
бильных комплексов стали результаты косвен�
ного (непрямого) иммуноферментного анализа
(ИФА). Планшеты с нанесенными в лунки про�
бами (трехкратные повторы) инкубировали в те�
чение ночи при 4 °С. Последовательность нане�
сения препаратов отражена на рис. 6. На следу�
ющий день к пробам добавляли первичные ан�
титела к ВТМ или DHFR�M2e, дальнейшие
действия проводили согласно стандартной ме�
тодике непрямого иммуноферментного анали�
за. Использование вторичных антител и
субстрата ABTS позволило визуализировать
ферментативную реакцию, приводящую к диф�
ференциальному окрашиванию образцов. Для
обработки результатов ИФА планшет с пробами
подвергали измерениям в микробиологическом

анализаторе («Thermo Scientific», «Multiskan
FC») при длине волны 405 нм с интервалами 10,
20 и 40 мин. Статистическая обработка данных
показала, что сигнал, соответствующий комп�
лексам TMV�N�lys с DHFR�M2e, инкубирован�
ным с антителами к ВТМ, был почти в полтора
раза слабее, чем в случае смеси этих же частиц с
белком без проведения реакции биоконъюга�
ции. Можно предположить, что в результате ре�
акции конъюгации и образования комплексов
частицы вируса практически полностью покры�
ваются белком DHFR�M2e, из�за чего связыва�
ние антител к ВТМ с вирусными частицами
происходит менее эффективно, чем при прос�
том смешивании двух компонентов (вириона и
белка). При этом сигнал тех же проб, инкубиро�
ванных с антителами к DHFR�M2e, был прак�
тически идентичен как для комплексов, так и
для смеси, что может указывать на равномерное
покрытие вирусных частиц белком.

Таким образом, можно утверждать, что струк�
тура полученных комплексов вирусных частиц
TMV�N�lys с экспонированным на поверхности
эпитопом М2е вируса гриппа является стабиль�
ной; это позволяет использовать данные комп�
лексы для иммунизации животных с дальней�
шим совершенствованием существующих кан�
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Рис. 5. Характеристика полученных комплексов TMV�N�lys с DHFR�M2e с помощью метода динамического рассеяния
света. а – Смесь частиц TMV�N�lys с DHFR�M2e до реакции биоконъюгации; б – комплексы частиц TMV�N(lys с DHFR�
M2e, полученные с помощью биоконъюгации; в – отрицательный контроль: комплексы TMV�N�lys с частицами TMV�N�
lys; г – отрицательный контроль: комплексы DHFR�M2e c DHFR�M2e.
С цветным вариантом рис. 5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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дидатных «универсальных» вакцин против ви�
руса гриппа А [9, 20].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время, основываясь на литера�
турных данных, можно с уверенностью гово�
рить о ряде преимуществ использования ВТМ
как безопасной платформы для создания муль�
тивалентных вакцин на основе биокомплексов
вирион–белок для борьбы с широким спектром
заболеваний человека и животных.

Иммуногенные свойства ВТМ дикого типа
подробно исследовали на протяжении многих
лет [12]. Недавно было доказано, что вирионы
ВТМ способны успешно играть роль адъюван�
та, в том числе, при повторных иммунизациях
[11]. Использование частиц ВТМ в качестве но�
сителя антигенных белков и пептидов неизбеж�
но приводит к появлению в крови соответству�
ющих антител. Следует отметить, что упомяну�
тые антитела не являются «мусорными». Со�
гласно данным Liu et al. [21], наличие антител к
ВТМ в крови курильщиков коррелирует с пони�

женным риском возникновения болезней Пар�
кинсона и Альцгеймера [21]. Кроме того, при�
сутствие таких антител практически не оказы�
вает влияния на эффективность дальнейшей
вакцинации [11]. Таким образом, предполагае�
мая вакцина на основе биокомплексов вири�
он–белок является полифункциональной, пос�
кольку антитела против целевого пептида до�
полняются «полезными» антителами против
частицы�носителя.

Форма частиц, применяемых при иммуниза�
ции, имеет большое значение. Синтетические
полимерные наночастицы мицеллярной формы
дольше циркулируют в организме по сравнению
с аналогичными сферическими частицами.
Предполагают, что данный эффект может быть
связан с менее эффективным захватом протя�
женных частиц мононуклеарными фагоцитами
[22]. Аналогичный результат был получен с на�
ночастицами из золота [23]. Иммунизация мы�
шей частицами ВТМ дикого типа (длина 300 нм)
и сферическими частицами (диаметр ~50 нм),
полученными при температурной модификации
вирионов ВТМ, показала, что выведение сфери�
ческих частиц из организма происходит заметно
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Рис. 6. Характеристика комплексов вирусных частиц TMV�N�lys c белком DHFR�M2e методом непрямого иммунофермент�
ного анализа. Приведены результаты ИФА и статистической обработки данных, полученные в трех независимых экспе�
риментах. а – Пробы, инкубированные с антителами к ВТМ; б – пробы, инкубированные с антителами к DHFR�M2e;
TMV�N�lys + DHFR�M2e – смесь двух компонентов (вирион + белок) в эквимолярных количествах.
С цветным вариантом рис. 6 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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быстрее по сравнению с палочковидными час�
тицами [14].

Очевидно, что рекомбинантные субъеди�
ничные вакцины обладают потенциальными
преимуществами безопасности по сравнению с
инактивированными или живыми ослабленны�
ми вакцинами. Текущие исследования по разра�
ботке субъединичной вакцины против туляре�
мии выявили ряд антигенов F. tularensis, кото�
рые способны индуцировать частичный защит�
ный иммунный ответ [24, 25]. Было показано,
что протективность вакцин усиливается, когда в
их составе используются множественные анти�
гены [26]. Серьезной проблемой при разработке
поливалентных субъединичных вакцин остается
несовершенство подходов для эффективной
доставки таких антигенов через слизистые пути.
Напротив, индукция надежного иммунного от�
вета без использования адъювантов является су�
щественной предпосылкой для внедрения но�
вой стратегии вакцинации с помощью биоконъю�
гированного ВТМ.

Для определения потенциала создания муль�
тивалентной вакцины применяют два различ�
ных подхода: а) создание вакцинных компози�
ций, состоящих из набора всех целевых белков,
конъюгированных с одним вирионом ВТМ (мо�
ноконъюгатная ВТМ вакцина); или б) исполь�
зование смеси, состоящей из каждого белка, ин�
дивидуально конъюгированного со «своей» час�
тицей ВТМ (поликонъюгатная ВТМ вакцина).
Обе вакцинные композиции приводят к образо�
ванию антител против всех рекомбинантных
белков, при этом процедуры очистки и/или био�
конъюгации не изменяют конформацию натив�
ных эпитопов. Сравнение иммунных ответов
для моно� и поликонъюгатных композиций по�
казало, что иммобилизация всех белков на од�
ной частице не является оптимальным подхо�
дом, а связывание антигенов в эквимолярной
концентрации с ВТМ обеспечивает эффектив�
ную доставку множества антигенов [18]. ВТМ�
конъюгатная вакцина является безопасной, и ее
можно вводить мышам многократными дозами
без каких�либо побочных реакций [27]. Для соз�
дания эффективной поликонъюгатной вакцины
можно использовать различные консерватив�
ные антигены вируса гриппа, в том числе белки

M1 и NP, а также консервативный «стебель» ге�
магглютинина (HA).

Другой подход к созданию субъединичной
поливалентной вакцины может быть связан с
комбинированием генетических модификаций
и химической конъюгации в рамках одной хи�
мерной частицы ВТМ. Для создания химерных
частиц на основе генома вируса табачной мозаи�
ки чужеродная последовательность клонируется
в открытую рамку трансляции гена белка обо�
лочки. Ранее было показано, что такие частицы
могут обеспечивать защиту против вирусов
гриппа А [9, 20], папилломы [28], ящура [29], а
также применяться в противораковой терапии
[30, 31]. Например, частицы TMV�М2е�ala и
TMV�М2е�ser, созданные ранее в нашей лабора�
тории, содержали до 90% рекомбинантного бел�
ка в очищенных препаратах химерных частиц.
При внутрибрюшинной иммунизации мышей
соотношение антител, специфичных к эпитопу
и носителю, составляло 5 : 1, что свидетельству�
ет об их стабильности в организме животного и
значительно превышает показатели, достигну�
тые ранее (примерно 1 : 1) [30, 32]. Нановакци�
на TMV�М2е�ala обеспечивала защиту от пяти
летальных доз гомологичного и гетерологичного
штаммов вируса гриппа А. Для противогриппоз�
ных вакцин подобного типа достигнутый пока�
затель протективности является очень высоким.
Предполагается, что использование получен�
ных нами и описанных в данной статье конъю�
гированных комплексов белок–вирион позво�
лит дополнительно повысить эффективность
вакцинации за счет генерации мощных гумо�
ральных и клеточно�опосредованных иммун�
ных ответов. Кроме того, в перспективе возмож�
но использование комбинаций химерных час�
тиц и полученных комплексов в разных соотно�
шениях с целью повышения эффективности
мультивалентных «универсальных» вакцин про�
тив гриппа [9].

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от�
сутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. В данной статье
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Genetically modified tobacco mosaic virus (TMV) particles were conjugated with the recombinant protein carrying
conserved M2e epitope of influenza A virus. The TMV�N�lys viral vector was generated based on the TMV�U1
genome by inserting reactive lysine (lys) residue into the N�terminal fragment of the coat protein (CP) displayed on
the particle surface. Nicotiana benthamiana plants were agroinfiltrated with the agrobacteria transformed with the
pBIN�TMV�N�lys vector, and TMV�N�lys virions were then isolated from the extracts of non�inoculated leaves.
Analysis of the TMV�N�lys preparations by PAGE demonstrated the presence of a protein with the electrophoretic
mobility of ~21 kDa. Electron microscopy of the TMV�N�lys preparations confirmed stability of the modified viral
particles. TMV�N�lys particles were conjugated with the recombinant protein DHFR�M2e containing the M2e anti�
gen of influenza A virus using 5 mM 1�ethyl�3�(3�dimethylaminopropyl)�carbodiimide (EDC) and 1 mM N�hydrox�
ysuccinimide (NHS). Formation of complexes between the recombinant protein and modified TMV�N�lys particles
was confirmed by Western blotting. The diameter of the obtained conjugates was virtually indistinguishable from the
diameter of original TMV�N�lys virions, but the conjugates formed a highly organized extensive network with elec�
tron�dense grains. Dynamic light scattering revealed that the individual peaks corresponding to the TMV�N�lys com�
plexes with DHFR�M2e were shifted relative to those of the original TMV�N�lys virions. Indirect enzyme immunoas�
say using TMV� and M2e�specific antibodies demonstrated that the complex was stable during the long�term adsorp�
tion. Our results suggest that the obtained virion–protein complex could be used for improving the properties of the
universal influenza virus vaccine candidates.
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