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Резюме. Введение. Грипп входит в число широко распространенных инфекций, ежегодно наносящих значи-

тельный ущерб здоровью населения и экономике страны. Наиболее эффективным способом борьбы с гриппом 

и его осложнениями является вакцинопрофилактика. Существуют разнообразные вакцины против гриппа, 

однако все они имеют общие недостатки, к которым относятся узкая специфичность, необходимость ежегод-

ного обновления штаммового состава, не всегда удовлетворительная иммуногенность, а следовательно, и эф-

фективность. В связи с этим пристальное внимание уделяется проблеме разработки универсальных гриппоз-

ных вакцин, направленных на индукцию перекрестно реагирующих факторов иммунного ответа к наиболее 

консервативным участкам вирусных белков. Антитела против нейраминидазы (NA) способны обеспечивать 

гетеросубтипическую защиту, что важно ввиду потенциальной угрозы со стороны вирусов гриппа, имею-

щих иные гемагглютинин и нейраминидазу по сравнению с вирусами, циркулирующими в настоящее вре-

мя. Данное исследование посвящено поиску новых и анализу ранее предсказанных линейных B-клеточных 

эпитопов NA, консервативных для всех подтипов вируса гриппа А. Результаты. Было обнаружено 8 консер-

вативных линейных В-клеточных эпитопов, расположенных вокруг активного центра нейраминидазы, три 

из которых (MNPNQKIITIGS, ILRTQESEC и DNWKGSNRP) были синтезированы de novo, конъюгированы 

c бычьим сывороточным альбумином и далее использованы для иммунизации мышей. С помощью имму-

ноферментного анализа в сыворотках иммунизированных мышей выявлялись специфичес кие IgG антитела 

к различным вирусам гриппа А, содержащим NA подтипов N1, N2, N3 и N9. Иммунизация NA-пептидами 

не защитила мышей от существенной потери веса после инфицирования летальным вирусом гриппа H1N1. 

Тем не менее все иммунизированные мыши выжили в течение периода наблюдения, тогда как в контрольной 

группе выживаемость составила только 28,6%. Анализ вирусной нагрузки в легких мышей, зараженных виру-

сом H1N1, не выявил различий в титрах ни на 4-е, ни на 8-е сутки после заражения. В то же время защитный 

эффект отсутствовал при заражении мышей летальным вирусом гриппа H7N9: уровень летальности, потеря 

веса и титры вируса в легких были сопоставимы у иммунизированных и контрольных мышей. Заключение. 

Полученные в настоящем исследовании данные показали наличие кросс-реактивности у анти-NA антител, 

индуцируемых при иммунизации NA-пептидами, а также защитной эффективности в отношении инфекции, 
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вызванной вирусом H1N1, но не вирусом H7N9. Эти результаты указывают на перспективность использова-

ния линейных B-клеточных эпитопов NA для дизайна эпитоп-направленных гриппозных вакцин, но при 

этом требуется более глубокое и полное исследование специфичности консервативных эпитопов NA, а также 

оптимизация схем иммунизации для достижения более высоких показателей защитной эффективности.

Ключевые слова: вирус гриппа А, иммунный ответ, универсальная гриппозная вакцина, гетеросубтипический иммунный 

ответ, антинейраминидазные антитела, линейные В-клеточные эпитопы.

INDUCTION OF CROSS-REACTIVE ANTIBODIES IN MICE IMMUNIZED WITH CONSERVED 

INFLUENZA A VIRUS NEURAMINIDASE-DERIVED LINEAR B-CELL EPITOPES

Sychev I.A.a, Kopeikin P.M.a, Tsvetkova E.V.a,b, Cheredova K.V.a, Milman B.L.a, Shamova O.V.a, 
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Abstract. Introduction. Influenza is a socially significant infection that causes profound damage to populational health and 

national economy annually. Preventive vaccination is the most effective means to manage influenza and its complications. 

Diverse influenza vaccines exist, but their common drawback is the narrow specificity, the need for annual renewal of the 

strain composition, not always satisfactory immunogenicity and effectiveness. In this regard, close attention is paid to de-

veloping universal influenza vaccines aimed to induce cross-reactive immune-related cues against most conserved parts 

of viral proteins. Antibodies against neuraminidase (NA) are able to provide heterosubtypic protection, which is important 

due to potential threat posed by influenza viruses differed in hemagglutinin and neuraminidase sequence in comparison 

to currently circulating viruses. The present study is aimed to search for new and analysis of earlier predicted NA linear 

B-cell epitopes conserved among all influenza A virus subtypes. Results. Eight conserved linear B-cell epitopes were identi-

fied around the active site of neuraminidase, three of which (MNPNQKIITIGS, ILRTQESEC, and DNWKGSNRP) were 

synthesized de novo, conjugated with bovine serum albumin to be next used for mouse immunization. IgG antibodies were 

detected by ELISA in the sera of immunized mice. Antibodies were found to specifically bind to various influenza A viruses 

containing NA subtypes N1, N2, N3, and N9. Immunization with NA peptides did not protect mice from substantial body 

weight loss after infection with lethal H1N1 influenza virus. However, all immunized mice survived during the observation 

period, whereas in the control group the survival rate was as low as 28.6%. Analyzing lung viral load in the mice infected with 

the H1N1 virus revealed no differences in virus titers on either day 4 or 8 post-infection. Nevertheless, the protective effect 

lacked after the mice were challenged with lethal H7N9 influenza virus: Mortality rate, body weight loss, and lung virus ti-

ters were comparable in immunized and control mice. Conclusions. The data obtained evidenced about serum cross-reactive 

anti-NA antibodies induced by immunization with NA peptides, as well as protective efficacy against infection caused by 

H1N1 virus, but not H7N9 virus. Such results hold promise and indicate that NA linear B-cell epitopes can be used for de-

signing epitope-directed influenza vaccines, but a deeper and more comprehensive study on the specificity of conserved NA 

epitopes, as well as optimization of immunization schemes for achieving higher protective efficacy are required.

Key words: influenza A virus, immune response, universal influenza vaccine, heterosubtypic immune response, antineuraminidase 

antibodies, linear B-cell epitopes.

Введение

Основными антигенами вируса гриппа явля-

ются поверхностные гликопротеины гемагглю-

тинин (HA) и нейраминидаза (NA). Антитела 

против гемагглютинина обладают нейтрализую-

щей активностью, то есть препятствуют проник-

новению вируса в клетку и развитию инфекци-

онного процесса. Антинейраминидазные анти-

тела нейтрализующей активностью не обладают, 

но при этом способны обеспечивать гомологич-

ную и гетерологичную защиту, как было пока-

зано еще в 70-х гг. [24, 33]. Кроме того, антитела 

против нейраминидазы обеспечивают гетеро-

субтипическую защиту [29], что особенно важно 

ввиду потенциальной угрозы для людей со сто-

роны вирусов гриппа птиц H5N1 и H7N9, кото-

рые могут прео долеть межвидовой барьер и стать 

возбудителями пандемии гриппа [8]. Вклад анти-

NA-антител в защиту против сезонных вирусов 

гриппа активно обсуждается в последние годы 

в связи с острой необходимостью повышения эф-

фективности сезонных противогриппозных вак-

цин [15, 16, 22].

В настоящее время активная иммунопро-

филактика гриппозной инфекции осуществля-

ется с помощью вакцинации населения [25]. 

Из-за высокой изменчивости вирусов гриппа 

штаммовый состав гриппозных вакцин не-

обходимо обновлять практически ежегодно. 

В связи с этим актуальной задачей является 

усовершенствование существующих гриппоз-

ных вакцин с целью расширения их спектра 

действия. В 2013 г. Т. Дойл и соавт. [14] описали 

один из B-клеточных эпитопов в NA, консер-

вативный для всех подтипов вируса гриппа А. 

Моноклональные антитела, полученные про-

тив данного эпитопа, эффективно ингибирова-
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ли in vitro активность вирусов гриппа А всех под-

типов NA, а также защищали мышей от леталь-

ной инфекции. В данной работе мы расширили 

это исследование, предсказав новые консерва-

тивные эпитопы NA вирусов гриппа A и оценив 

иммуногенность и кросс-реактивность некото-

рых из них, с целью разработки противогрип-

позной вакцины широкого спектра действия.

Материалы и методы

Вирусы. В работе использовали следующие 

эпидемические и реассортантные штаммы ви-

русов гриппа А, полученные либо из Центра 

по контролю и профилактике заболеваний 

(CDC, Атланта, США), либо из коллекции штам-

мов отдела вирусологии им. А.А. Смородинцева 

ФГБНУ «ИЭМ»:

1. A/Южная Африка/3626/13 (H1N1pdm09);

2. A/17/кряква/Нидерланды/00/95 (H7N3) — 

реассортантный штамм, унаследовавший гены 

HA и NA от вируса A/кряква/Нидерланды/

12/2000 (H7N3), а остальные 6 генов — от доно-

ра аттенуации А/Ленинград/134/17/57 (H2N2) 

(Лен/17) [4];

3. A/Гонконг/17rg 6:2 PR8 (H7N9) — реас-

сортантный штамм, унаследовавший гены HA 

и NA от высокопатогенного вируса А/Гонконг/

125/2017 (H7N9), а остальные 6 генов — от мо-

дельного штамма A/PR/8/34 (H1N1) (PR8). Ген 

НА был модифицирован путем удаления четы-

рех основных аминокислот из кливедж-сайта 

молекулы для обеспечения низкопатогенного 

фенотипа;

4. A/Индонезия/5/2005 IBCDC-RG2 (H5N1) — 

реассортантный штамм, унаследовавший моди-

фицированный ген HA и интактный ген NA 

от высокопатогенного штамма A/Индонезия/

05/05 (H5N1), а остальные 6 генов — от модель-

ного штамма PR8;

5. RN1/09-свиной (H7N1) — реассортант-

ный штамм, содержащий ген HA от вируса A/

лошадь/Прага/1/56 (H7N7), ген NA от штамма 

A/Калифорния/07/2009 (H1N1)pdm09, а осталь-

ные 6 генов — от донора аттенуации Лен/17 [2];

6. RN2/57-человек (H7N2) — реассортант-

ный штамм, унаследовавший ген НА от вируса 

А/лошадь/Прага/1/56 (H7N7), а остальные 7 ге-

нов — от донора Лен/17 [3];

7. RN2/97-птичий (H7N2) — реассортант-

ный штамм, унаследовавший ген НА от вируса 

A/Ануи/1/2013 (H7N9), ген NA от штамма A/

перепел/Гонконг/G1/97 (H9N2), а остальные 

6 генов — от донора аттенуации Лен/17;

8. RN9/13-человек (H6N9) — реассортант-

ный штамм, унаследовавший ген НА от вируса 

А/серебристая чайка/Сарма/51с/06 (H6N1), ген 

NA от штамма A/Ануи/1/2013 (H7N9), а осталь-

ные 6 генов — от донора аттенуации Лен/17 [5].

Вирусы накапливали в развивающихся ку-

риных эмбрионах (РКЭ) (ЗАО «Птицефабрика 

Синявинская», Ленинградская обл.) при тем-

пературе 37°С (для эпидемических вирусов 

и реассортантных штаммов на основе вируса 

PR8) или 33°С (для реассортантных штаммов 

на основе донора Лен/17). Инфекционный титр 

вирусов в РКЭ определяли методом предель-

ных разведений, для чего эмбрионы заражали 

10-кратными разведениями вирусов и инкуби-

ровали в течение 48 часов. Титр вируса рассчи-

тывали по методу Рида и Менча [30] и выража-

ли в log10 50% эмбриональных инфекционных 

доз (ЭИД50)/мл. Очистку и концентрирование 

вирусов проводили путем ультрацентрифуги-

рования на 30%/60% градиенте сахарозы.

Поиск линейных B-клеточных эпитопов ней-

раминидазы вирусов гриппа А. Для поиска кон-

сервативных эпитопов NA из базы данных ви-

русов гриппа Национального центра биотех-

нологической информации (The Influenza Virus 

Resource at the National Center for Biotechnology 

Information) был отобран ряд аминокислот-

ных последовательностей нейраминидаз раз-

личных вирусов гриппа А (в основном H1N1, 

H2N2, H3N2, H7N3 и H7N9) [6]. Выравнивание 

последовательностей производилось при по-

мощи программы UGENE от UniPro (версия 

1.31.0) [26]. Существующие на данный момент 

алгоритмы не способны с большой точностью 

и чувствительностью предсказывать линейные 

В-клеточные эпитопы. Поэтому для достиже-

ния бóльшей точности в данном исследовании 

использовалось шесть методов с последующим 

обобщением полученных результатов. Все они 

реализованы как вэб-инструменты и находятся 

в свободном доступе. Мы применяли следующие 

методы: BepiPred [23], ElliPro [28], ABCPred [32], 

Epitopia [31], AAPPred [9, 11], COBEpro [36].

Пептидный синтез и подготовка антигена для 

иммунизации. Пептиды, соответствующие ли-

нейным В-клеточным эпитопам NA, были хи-

мически синтезированы твердофазным методом 

(SPPS) [17]. Использовался твердый носитель — 

2-хлортритильная смола (Iris Biotech, Германия). 

Последовательность пептидов наращивалась 

вручную. N-концевая α-аминогруппа была за-

щищена временной Fmoc-группой (стратегия 

9-флуоренилметилоксикарбонил (Fmoc)/трет-

бутил (tBu) [Iris Biotech, Германия]). Активация 

α-аминогруппы in situ происходила с исполь-

зованием 1,3-диизопропилкарбодиимида (Iris 

Biotech, Германия) в N,N-диметилформамиде 

(Вектон, Россия). Временную защиту Fmoc 

удаляли с помощью основного 20%-ного 4-ме-

тилпиперидина (Вектон, Россия), растворен-

ного в N,N-диметилформамиде, и постоян-

ную защиту трет-бутила и боковой цепи трет-

бутилоксикарбонила (Iris Biotech, Германия) 

с помощью трифторуксусной кислоты (Sigma-

Aldrich, США) и H2O/триизопропилсилана 
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(Sigma-Aldrich, США)/1,2-этандитиола (Sigma-

Aldrich, США) во время отделения от твердой под-

ложки. Очистку пептидов осуществляли с помо-

щью обращенно-фазовой высокоэффективной 

жидкостной хроматографии (ОФ ВЭЖХ), после 

чего образцы высушивали путем центрифуги-

рования под вакуумом на установке SpeedVac 

(Savant, США). Чистота полученных пептидов 

составляла не менее 95%, что было подтвержде-

но аналитическим электрофорезом, аналити-

ческой ОФ ВЭЖХ и масс-спектрометрическим 

анализом (МАЛДИ; кроме того, была под-

тверждена идентичность). Масс-спектры пеп-

тидов регистрировали на приборе Ultraflextreme 

(Bruker, Германия) в стандартных условиях: по-

ложительные ионы, рефлекторный режим, ма-

трица — 4-гидрокси-α-цианокоричная кислота. 

Концентрацию пептидов в полученных образ-

цах определяли спектрофотометрически, изме-

ряя оптическую плотность растворов при дли-

не волны 280 нм (если в состав пептида входи-

ли остатки тирозина или триптофана) или при 

длине волны 214 нм (если в составе молекулы 

пептида отсутствовали остатки данных арома-

тических аминокислот), а затем рассчитывая их 

концентрацию с помощью вычисленных на ос-

нове аминокислотного состава пептидов коэф-

фициентов молярной экстинкции [27].

Пептиды конъюгировали с бычьим сыво-

роточным альбумином (БСА) (Sigma-Aldrich, 

США) для дальнейшей иммунизации экспери-

ментальных животных. В качестве конъюгирую-

щего реагента был использован глутаровый аль-

дегид (OOO «БИО», Россия). Чтобы конъюгация 

с применением данной методики была возмож-

на, в состав аминокислотной последовательно-

сти каждого пептида включали остаток лизина 

на С-конце молекулы. Для получения конъ-

югата к 1 мг пептида добавляли 0,5 мл 0,1 М на-

трий-фосфатного буфера (НФБ), рН 7,0. К по-

лученному раствору добавляли 5 мг БСА, пред-

варительно разведенного в 0,5 мл 0,1 М НФБ. 

К полученной смеси добавляли 1 мл свежепри-

готовленного 0,02%-ного глутарового альдегида 

в 0,1 М НФБ. Инкубировали 1 ч при комнатной 

температуре, затем проводили диализ против 

деионизированной воды в течение 24 ч при 4°С. 

Концентрацию белка в конъюгате определяли 

по методу Брэдфорда [7]. Образование конъ-

югатов контролировали методом масс-спек-

трометрии МАЛДИ, используя линейный ре-

жим масс-анализа. Пример показан на рис. 1.

Оценка иммуногенности и защитной эффек-

тивности NA пептидов для мышей. Экспе ри мен-

тальная работа с животными проводилась в со-

гласно «Правилам проведения работ с исполь-

зованием экспериментальных животных» [1] 

и была одобрена локальным этическим комите-

том ФГБНУ ИЭМ (протокол №3/17 от 30.11.2017). 

В работе использовались самки мышей линии 

CBA (питомник «Рапполово», Ленинградская 

область), по 14 животных в группе. Мышей им-

мунизировали интраперитонеально смесью 

из трех пептидов (MNPNQKIITIGS, ILRTQESEC 

и DNWKGSNRP), конъюгированных с БСА, 

в концентрации 15 мкг/мл трехкратно с ин-

тервалом 2 недели. Для усиления иммуноген-

ности смеси применялся неполный адъювант 

Фрейнда (Sigma-Aldrich, США) в соотношении 

2:1. Мышам контрольной группы вводили сте-

рильный фосфатно-солевой буфер (PBS, ООО 

«Биолот»). Забор крови у иммунизированных 

Рисунок 1. Масс-спектры БСА (молекулярная 

масса — 66 431 Da, верхний масс-спектр) и его 

конъюгатов с пептидом MNPNQKIITIGS (M, 

моноизотопная молекулярная масса 1314,7 Da, 

нижний масс-спектр). Показан участок спектра, 

содержащий сигналы двухзарядных ионов, 

в том числе ионов конъюгатов БСА с одной или 

несколькими молекулами. Точность измерения 

масс в этой области спектра составляет 

±100–200 Da

Figure 1. Mass spectrometry of BSA (molecular weight 
66 431 Da, upper mass spectrum) and its conjugates 
with the peptide MNPNQKIITIGS (M, monoisotopic 
molecular weight 1314.7 Da, lower mass spectrum). 
A spectral section containing signals of doubly charged 
ions, including ions of BSA conjugates with one or 
more molecules, is shown. The accuracy of mass 
measurements in this region of the spectrum 
is ±100–200 Da
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мышей проводили через 2 недели после третьей 

иммунизации, после чего животных делили 

на 2 группы и заражали интраназально виру-

лентными вирусами A/Южная Африка/3626/13 

(H1N1pdm09) или A/Гонконг/17rg 6:2 PR8 (H7N9), 

взятыми в дозе 1 LD50 (50%-ная летальная доза) 

в объеме 50 мкл. Выживаемость и потерю веса 

у зараженных мышей оценивали ежедневно в те-

чение 10 дней. Забор легких у мышей произво-

дили на 4-й и 8-й день после заражения и хра-

нили замороженными при –70°C. Гомогенаты 

тканей легких готовили с использованием го-

могенизатора TissueLyser LT (Qiagen, Германия) 

в 1 мл стерильного PBS, содержащего антибио-

тик-антимикотик (Invitrogen, Великобритания). 

Гомогенаты осветляли низкоскоростным цен-

трифугированием при 6000 об/мин в течение 

5 мин. Полученные супернатанты использовали 

для определения титров вирусов в РКЭ по опи-

санной выше схеме.

Иммуногенность NA-пептидов оценива-

ли по содержанию вирус-специфических IgG-

антител в сыворотках крови иммунизированных 

мышей. Для разрушения термолабильных инги-

биторов гемагглютинации сыворотки прогре-

вались при 56°С в течение 30 мин. Для удаления 

NA-чувствительных ингибиторов гемагглютина-

ции один объем цельной сыворотки инкубиро-

вался 18–20 ч при 37°С в присутствии 3 объемов 

экстракта нейраминидазы холерных вибрионов 

(RDE, Denka Seiken Co., Ltd, Япония), с после-

дующей инактивацией фермента прогреванием 

проб при 56°С в течение 1 ч. После этого к пробам 

добавляли 6 объемов стерильного PBS (то есть 

разведение исходной сыворотки составляло 1:10).

Постановка иммуноферментного анализа 

(ИФА) проводилась согласно опубликованной 

ранее методике [12], но с некоторыми измене-

ниями. Планшеты (Sarstedt, Германия) покры-

вали различными вирусами гриппа А, разве-

денными в PBS до 20 агглютинирующих единиц 

(АЕ). В качестве блокирующего буфера исполь-

зовали 1%-ный овальбумин. Использовались 

козьи анти-мышиные IgG-антитела (Sigma-

Aldrich, США), меченые пероксидазой хрена, 

в разведении 1/20 000. Проявление перокси-

дазной реакции проводилось с добавлени-

ем 100 мкл TMB-субстрата (BD Biosciences, 

США). Ферментативную реакцию останавли-

вали 100 мкл 1 Н серной кислоты, после чего 

оптичес кую плотность считывали на спектро-

фотометре при длине волны 450 нм. За титр 

сыворотки принимали наивысшее разведение 

образца, дающее оптическую плотность при 

длине волны 450 нм, превышающую среднюю 

оптическую плотность в контрольных образцах 

более чем на 3 стандартных отклонения.

Статистическая обработка результатов. 

Анализ данных проводили с использовани-

ем программ Statistica 10 и GraphPad Prism 6.0 

(GraphPad Software Inc., США). Статистическую 

значимость различий между группами имму-

низированных и контрольных мышей опре-

деляли либо при помощи непараметрического 

критерия Краскела–Уоллиса (титры антител 

в сыворотках крови и титры вирусов в легких 

мышей), либо при помощи критерия Мантела–

Кокса (выживаемость мышей после заражения). 

Различия считали достоверными при p < 0,05.

Результаты
Консервативные линейные В-клеточные эпи-

топы. Используя методы по предсказанию 

В-клеточных эпитопов и проанализировав по-

следовательности нейраминидаз различных 

вирусов гриппа А, мы обнаружили 8 консерва-

тивных линейных В-клеточных эпитопов, рас-

положенных вокруг активного центра нейра-

минидазы (рис. 2, II обложка):

1. MNPNQKI (1–7);

2. MNPNQKIITIGS (1–12);

3. ILRTQESEC (222–230);

4. DNWKGSNRP (293–301);

5. SGYSG (404–408);

6. SWPDG (457–461);

7. EECSCYP (276–282);

8. VELIRGR (424–430).

В скобках указан порядковый номер амино-

кислот по нумерации N2.

Для последующей работы были выбраны 

3 эпитопа — MNPNQKIITIGS, ILRTQESEC 

и DNWKGSNRP. Они были синтезированы de 

novo, конъюгированы c БСА и далее использо-

вались для иммунизации мышей.

Иммуногенность NA-пептидов. Титр сыво-

роточных IgG-антител определяли для ряда 

различных цельных вирусов гриппа, пред-

ставляющих разные подтипы NA (N1, N2, N3 

и N9). Было показано, что антитела из сыво-

роток крови CBA-мышей, иммунизированных 

смесью трех пептидов, были способны реаги-

ровать с различными антигенами (рис. 3). Так, 

среднегеометрические титры антител (СГТ) ко 

всем исследованным вирусам гриппа были до-

стоверно выше у вакцинированных мышей, чем 

у животных контрольной группы.

Защитная эффективность NA-пептидов. 

Для определения способности NA-специфич-

ных антител обеспечивать защиту против раз-

личных подтипов вируса гриппа А, иммунизи-

рованных мышей заражали двумя вирулентны-

ми вирусами гриппа: H1N1 и H7N9. Несмотря 

на то что иммунизация NA-пептидами не защи-

тила мышей от существенной потери веса после 

инфицирования вирусом H1N1, все иммунизи-

рованные мыши выжили в течение периода на-

блюдения, тогда как в контрольной группе вы-

живаемость составила только 28,6% (р = 0,013) 
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(рис. 4A, Б). Анализ вирусной нагрузки в легких 

мышей, зараженных вирусом H1N1, не выявил 

различий в титрах ни на 4-е, ни на 8-е сутки по-

сле заражения (p > 0,05), однако в группе имму-

низированных мышей у трех из пяти животных 

вирус полностью элиминировался к 8-м сут-

кам, тогда как в контрольной группе вирус про-

должал размножаться у 100% мышей на 8-й день 

после заражения (рис. 4В).

Иммунизация смесью NA-пептидов, которая 

обеспечивала защиту от вируса H1N1, не оказа-

ла протективного эффекта при заражении ле-

тальным вирусом H7N9: уровень летальности, 

потеря веса и титры вируса в легких были со-

поставимы у иммунизированных мышей и мы-

шей контрольной группы (p > 0,05) (рис. 4А–В). 

Эти данные указывают на то, что уровни анти-

N9-антител, индуцированные иммунизацией 

смесью исследуемых NA-пептидов, являются 

недостаточными для защиты мышей от клини-

ческих проявлений инфекции, вызванной ви-

русом H7N9.

Рисунок 3. Иммуногенность смеси из трех NA-пептидов при иммунизации мышей линии СВА. Указаны 

цельновирионные антигены, использованные в ИФА и содержащие подтипы нейраминидазы N1 (А, Б), 

N2 (В, Г), N3 (Д) и N9 (Е) . Указаны индивидуальные значения титров сывороток иммунизированных 

и контрольных мышей, а также среднегеометрические титры с 95%-ным интервалом

Figure 3. Immunogenicity of a mixture of three NA peptides in CBA mice. A whole virus antigens N1 (A, B), N2 (C, D), 
N3 (E) and N9 (F) neuraminidase subtypes used in ELISA are indicated. The individual serum titers from immunized 
and control mice are indicated, as well as the geometric mean titers with a 95% interval
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Обсуждение

На сегодняшний день основным способом 

борьбы с гриппом является активная иммуно-

профилактика населения с помощью специ-

фических вакцин. Необходимость того, что все 

гриппозные вакцины, как живые, так и инакти-

вированные, должны оцениваться на соответ-

ствие и эффективность по двум антигенам — ге-

магглютинину и нейраминидазе, обсуждалась 

еще в 1970-х гг. [13]. Несмотря на это, до сих 

пор все инактивированные вакцины стандар-

тизируются по содержанию HA, а количество 

NA в вакцине различается у разных произво-

дителей [10, 19]. Однако основным недостатком 

современных вакцин против гриппа является 

высокая степень антигенной изменчивости HA, 

что приводит к необходимости актуализиро-

вать вакцинный штамм практически ежегодно. 

В отличие от НА, NA подвергается гораздо более 

медленному антигенному дрейфу, а некоторые 

консервативные участки NA почти не изменя-

Рисунок 4. Защитная эффективность смеси из трех NA-пептидов при иммунизации мышей линии 

СВА. Оценку защитного эффекта вакцинации проводили по анализу потери веса животных (А), 

выживаемости (Б) и титрам вирусов в легких мышей на 4-е и 8-е сутки после заражения (В). 

Пунктирная линия указывает на уровень детекции вируса в гомогенатах тканей легких мышей

Figure 4. Protective efficacy of a mixture of three NA peptides in CBA mice. The protective vaccination-related effect 
was assessed by monitoring animal body weight loss (A), survival rate (B), and lung virus titer from mice on day 4 and 
8 after challenge (C). Dashed line denotes the limit of virus detection in the lung homogenates
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ются в процессе эволюции [37]. В связи с этим 

NA рассматривается как перспективный анти-

ген для разработки гриппозных вакцин широ-

кого спектра действия [22]. С одной стороны, 

улучшить эффективность вакцинации можно 

за счет регламентирования минимального со-

держания NA в противогриппозных вакци-

нах [10, 16]. С другой стороны, консервативные 

эпитопы NA можно использовать при констру-

ировании универсальной гриппозной вакци-

ны [18, 20], а также в качестве дополнительного 

компонента к уже имеющимся вакцинам [34, 

38]. В последние годы ведется активная работа 

по поиску моноклональных антител к фермен-

тативному сайту NA, обладающих широкой 

кросс-реактивностью в отношении вирусов 

гриппа А различных подтипов, а также вирусов 

гриппа типа В [35]. Однако в подавляющем боль-

шинстве случаев эпитопы для таких антител 

являются пространственными, то есть состав-

ляющие их аминокислоты расположены в раз-

личных участках белка и только в результате его 

фолдинга оказываются сближены. Очевидно, 

что такие эпитопы не могут быть использо-

ваны для конструирования универсальных 

гриппозных вакцин на имеющихся вакцинных 

платформах. Именно поэтому в настоящем ис-

следовании мы сконцентрировались на поиске 

линейных В-клеточных эпитопов NA, консер-

вативных для различных вирусов гриппа А.

В 2013 г. Т. Дойл с соавт. [14] определили 

один консервативный для всех подтипов вируса 

гриппа А линейный B-клеточный эпитоп NA, 

иммунизация которым давала защиту от виру-

сов гриппа со всеми подтипами NA in vitro и ча-

стичную защиту in vivo. В нашем исследовании 

с помощью методов биоинформатики было вы-

явлено наличие 8 консервативных линейных 

В-клеточных эпитопов, расположенных вокруг 

активного центра NA. Локализация выявлен-

ных эпитопов вблизи активного центра NA виру-

сов гриппа различных подтипов говорит о том, 

что эти участки NA являются функционально 

значимыми и могут рассматриваться как пер-

спективные мишени для создания гриппозных 

вакцин широкого спектра действия. На началь-

ном этапе для пептидного синтеза и последую-

щей иммунизации мышей были выбраны три 

выявленных эпитопа NA: MNPNQKIITIGS [19], 

ILRTQESEC [14] и DNWKGSNRP [21]. Мы ис-

пользовали их в качестве смеси для иммуни-

зации экспериментальных животных, чего 

до настоящего времени никто не делал. Смесь 

трех пептидов, соответствующих отобранным 

эпитопам NA, при внутрибрюшинном введе-

нии вызывала образование у мышей сыворо-

точных антител, связывающихся с цельными 

вирусами гриппа различных подтипов NA (N1, 

N2, N3 и N9), что указывает на иммуноген-

ность и кросс-реактивность NA-пептидов. 

Полученные в настоящем исследовании дан-

ные показали способность индуцированных 

анти-NA-антител защищать мышей от леталь-

ного исхода, вызванного вирусом H1N1, но при 

этом животные не были защищены от гибели, 

обусловленной вирусом H7N9. Эти результаты, 

с одной стороны, показали перспективность ис-

пользования линейных B-клеточных эпитопов 

NA для дизайна эпитоп-направленных грип-

позных вакцин нового поколения: так, в част-

ности, можно использовать живую гриппоз-

ную вакцину в качестве вектора, где линейные 

эпитопы NA могут быть встроены в молекулу 

гемагглютинина, что существенно повысит их 

содержание в вирионе и, как следствие, их им-

муногенность. С другой стороны, полученные 

данные указывают на необходимость более глу-

бокого и полного исследования специфичности 

консервативных эпитопов NA, а также оптими-

зации схем иммунизации для достижения более 

высоких показателей защитной эффективно-

сти, что будет сделано в будущем.
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Рисунок 2. Визуализация пространственного расположения обнаруженных консервативных 
линейных В-клеточных эпитопов на мономере молекулы NA. Эпитопы расположены вокруг 
активного центра
Figure 2. Visualized spatial position of identified conservative linear B-cell epitopes on the monomer  
of the NA molecule. Epitopes are located around the active site

Иллюстрация к статье «Индукция перекрестно-реактивных антител у мышей, иммунизированных 
консервативными линейными В-клеточными эпитопами нейраминидазы вируса гриппа А»  
(авторы: И.А. Сычев, П.М. Копейкин, Е.В. Цветкова, К.В. Чередова, Б.Л. Мильман, О.В. Шамова, 
И.Н. Исакова-Сивак, Ю.А. Дешева) (с. 463–472)
Illustration for the article “Induction of cross-reactive antibodies in mice immunized with conserved influenza A virus 
neuraminidase-derived linear B-cell epitopes” (authors: Sychev I.A., Kopeikin P.M., Tsvetkova E.V., Cheredova K.V., 
Milman B.L., Shamova O.V., Isakova-Sivak I.N., Desheva Y.A.) (pp. 463–472)
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