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РЕФЕРАТ Внутриклеточный процессинг антигена, кодируемого ДНК-вакциной, является одним из клю-
чевых этапов формирования иммунного ответа. ДНК-иммунизация антигенами, искусственно направ-
ленными в эндосомно-лизосомный компартмент и на презентацию в составе MHC класса II, приводит 
к индукции сильного иммунного ответа. В представленной работе с целью повышения иммуногенности 
ДНК-конструкции на основе обратной транскриптазы ВИЧ-1 создан химерный ген, который кодирует 
рекомбинантный белок с N-концевым коротким фрагментом инвариантной цепи молекулы МНС класса 
II человека, содержащим сигнал направления в лизосомы. Наличие этого сигнала привело к изменению 
локализации обратной транскриптазы и ускорению ее деградации в клетке. Деградация химерного белка 
происходила преимущественно за счет лизосомных протеаз. ДНК-иммунизация мышей линии BALB/c 
плазмидой, кодирующей химерный белок, привела к повышению иммунного ответа, что выразилось в более 
эффективной антигенспецифичной продукции Th1-цитокинов, IFN-γ и IL-2, спленоцитами иммунизи-
рованных животных. При этом большая часть спленоцитов продуцировала оба цитокина, т.е. была поли-
функциональной. Полученные данные показывают эффективность перенаправления антигена в лизосомы 
для улучшения ответа на ДНК-вакцинные антигены, обладающие исходно низкой иммуногенностью.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ВИЧ-1, ДНК-вакцина, инвариантная цепь, обратная транскриптаза, процессинг анти-
гена.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВИЧ – вирус иммунодефицита человека; MHC – главный комплекс гистосовмести-
мости; ЭПР – эндоплазматический ретикулум; Ii – инвариантная цепь молекул МНС класса II; IFN-γ – ин-
терферон γ; IL-2 – интерлейкин-2; RT – обратная транскриптаза. 

ВВЕДЕНИЕ
ДНК-вакцинные антигены синтезируются в цито-
плазме клетки, процессируются преимуществен-
но протеасомой и презентируются на поверхности 
клетки в составе комплекса с молекулами MHc 
класса I, которые узнаются цитотоксическими cD8+ 
Т-лимфоцитами [1]. В то же время в опытах на мышах 
показано, что для индукции эффективного иммун-
ного ответа при ДНК-вакцинации необходима опо-
средованная молекулами МНС класса II активация 
cD4+ Т-клеток [2, 3]. В связи с этим для повышения 
эффективности ДНК-вакцин разрабатываются под-
ходы по усилению cD4+ Т-клеточной составляющей 

индуцируемого иммунного ответа [4, 5]. Один из та-
ких подходов основан на повышении эффективности 
презентации кодируемых ДНК-вакциной антигенов 
в составе MHc класса II. Антигенные пептиды, пред-
ставляемые молекулами MHc класса II, образуются 
в ходе протеолитического расщепления субстратов 
в лизосоме [6]. Усилить презентацию антигена в со-
ставе МНС класса II можно искусственно изменив 
деградацию ДНК-вакцинного антигена за счет введе-
ния сигнала лизосомной локализации [7]. 

Известно, что молекулы MHc класса II транс-
портируются в лизосомы в комплексе с инвари-
антной цепью (Ii), которая содержит на n-конце 
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сигнал направления в лизосомный компартмент 
[6]. Сигнальная последовательность расположена 
в n-концевой части белка (aминокислотные остат-
ки 1–30), при этом ключевыми аминокислотами яв-
ляются Leu7 и Ile8, а также Pro15, Met16 и Leu17 
[8–10]. Установлено, что встраивание этого сигна-
ла в другие белки способствует их направлению 
в лизосомы [11–15]. В данной работе для изменения 
процессинга обратной транскриптазы (rt) ВИЧ-1 
с целью повышения ее иммуногенности в составе 
ДНК-вакцины использовали сигнал инвариантной 
цепи МНС класса II человека [16, 17]. Добавление 
сигнала инвариантной цепи привело к изменению 
локализации rt в клетке с цитоплазматической 
на преимущественно лизосомную и увеличению 
скорости ее деградации лизосомными протеазами. 
Изменение локализации и деградации rt с сигна-
лом инвариантной цепи привело к повышению им-
муногенности rt или химерной rt в экспериментах 
по ДНК-иммунизации мышей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клонирование ДНК-конструкций
Плазмида pKcMV2rt, кодирующая обратную 
транскриптазу ВИЧ-1 подтипа В (HXB2), получе-
на при клонировании гена RT в вектор pKcMV [18] 
по сайтам SalI и ecorI. Ген RT получали с помо-
щью ПЦР, используя в качестве матрицы плазми-
ду pcMVrt [19]. Амплификацию проводили с Pfu-
полимеразой (Fermentas, Литва) и праймерами 
rt-SalI-BsiWI-F (5'-tcaggtcgactgaacgtacgatgcccatta-
gccctattg-3') и rt-BamHI-ecorI-r (5'-agtagaattcatg-
tggatccctagagcactttcctgattccagc-3').

На основе pKcMV2rt был создан вектор 
pKcMV2rt-Ii, кодирующий обратную транскрип-
тазу с первыми 30 аминокислотными остатками ин-
вариантной цепи МНС класса II человека на n-конце. 
Нуклеотидную последовательность, кодирующую 
фрагмент гена инвариантной цепи (nM_001025159.1), 
получали с использованием синтетических олиго-
нуклеотидов («Синтол», Россия). На первом этапе 
проводили отжиг олигонуклеотидов Ic_1–45, соот-
ветствующего нуклеотидам 1–45 гена инвариантной 
цепи (5'-atggatgaccagcgcgaccttatctccaacaatgagcaa-
ct g ccc-3'); 5'-фосфорилированного Ic_46–90 – ну-
клеотиды 46–90 (5'-atgctgggccggcgccctggggccccgga-
gagc a agtgcagccgс-3'), и Ic-mid – нуклеотиды 37–71 
комплементарной цепи гена (5'-ggcgccggcccagcatggg-
cagttgctcattgttg-3') с последующим лигированием од-
ноцепочечного разрыва между Ic_1–45 и Ic_46–90. 
На втором этапе полученный двухцепочечный фраг-
мент использовали в качестве матрицы для ПЦР. 
Реакцию проводили c Pfu-полимеразой и прай-

мерами Ic-F (5'-atc cgtcgacatggatgaccagcgcgacc-3') 
и Ic-r (5'-tgcgcgtacggcggctgcacttgctctc-3'), содержа-
щими сайты рестрикции SalI и BsiWI соответственно. 
Полученный ПЦР-фрагмент клонировали в вектор 
pKcMV2rt на 5'-конец гена RT по сайтам рестрик-
ции SalI и BsiWI. При этом фрагменты Ii и rt обра-
зовали одну рамку считывания. Структуру клониро-
ванного фрагмента подтверждали секвенированием 
района вставки.

Плазмиды, предназначенные для иммунизации 
животных, выделяли с помощью наборов Plasmid 
endoFree (QIAGen, Германия) в соответствии с ре-
комендациями фирмы.

Культивирование и трансфекция культуры клеток
Клетки аденокарциномы шейки матки линии HeLa 
культивировали в среде DMeM («ПанЭко», Россия), 
содержащей 10% эмбриональной сыворотки круп-
ного рогатого скота и смеси 100 ЕД/мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина. Трансфекцию проводи-
ли, используя реагент Lipofectamine LtX (Invitrogen, 
США) в соответствии с рекомендациями фирмы.

Определение накопления белка в клетках
Содержание обратной транскриптазы в трансфи-
цированных клетках определяли методом имму-
ноблотинга. Через 48 ч после трансфекции клетки 
лизировали в буфере rIPA (10 мМ tрис-Hcl pH 7.5, 
150 мМ nacl, 1% дезоксихолат натрия, 1% Тритон 
Х-100, 0.1% SDS, 1 мM eDtA). Образцы клеточных 
лизатов с равным содержанием белка разделяли 
в 10% полиакриламидном геле (ПААГ) в денатури-
рующих условиях и переносили на нитроцеллюлоз-
ную мембрану (Biorad, США). Для блокирования 
неспецифического связывания мембраны инку-
бировали в течение ночи при 4°С в буфере PBS-t 
(80 мМ na2

HPO
4
, 20 мМ naH

2
PO

4
, 100 мМ nacl, 0.1% 

Твин-20) с добавлением 5% обезжиренного молока. 
Затем мембраны последовательно инкубировали 
с поликлональными антителами кролика к rt [20] 
в разведении 1 : 5000 и специфичными к IgG кроли-
ка иммуноглобулинами козы, конъюгированными 
с пероксидазой хрена (Jackson, США), в разведении 
1 : 5000. Иммунные комплексы на мембране выяв-
ляли с помощью реактивов ecLtM plus (Amersham 
Pharmacia Biotech., США) и регистрировали сигнал 
на рентгеновскую пленку (Fuji Film, Япония). Пленку 
сканировали, изображение обрабатывали в програм-
ме ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij). Затем блоты 
повторно окрашивали моноклональными антителами 
мыши к β-актину (Sigma, США) в разведении 1 : 5000 
и специфичными к IgG мыши иммуноглобулинами 
козы, конъюгированными с пероксидазой хрена 
(Jackson, США), в разведении 1 : 5000.
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Время полужизни белка в клетке 
Анализ проводили на основе методики [21], которую 
ранее уже использовали для обратной транскрип-
тазы [22]. Через 2 сут после трансфекции к клеткам 
добавляли циклогексимид (Sigma, США) в концен-
трации 100 мкг/мл и инкубировали в течение 0, 2 
и 4 ч. Затем клетки лизировали, и образцы с равным 
содержанием белка разделяли в 10% ПААГ. Содер-
жание обратной транскриптазы оценивали иммуно-
блотингом. 

Значение времени полужизни белка рассчитывали 
по стандартной формуле полураспада вещества

 N = N
0
×2t/T, 

где N
0 

– начальное количество белка, N – количе-
ство белка в момент времени t, T – время полужизни 
белка.

Ингибирование протеасомного и лизосомного 
протеолиза в культуре клеток
В качестве ингибиторов протеасом использовали 
MG132 и эпоксомицин (calbiochem, США) в кон-
центрации 5 и 0.1 мкМ соответственно. Активность 
протеаз лизосом подавляли с помощью хлорохина 
(Sigma, США) в концентрации 100 мкМ. Ингибито-
ры добавляли в клеточную среду через 1 сут после 
трансфекции. Клетки инкубировали с ингибиторами 
в течение 18 ч, лизировали и оценивали содержание 
специфических белков иммуноблотингом.

Иммуноокрашивание клеток
Клетки HeLa растили и трансфицировали на по-
кровных стеклах (20 × 20 мм) в шестилуночных 
планшетах. На вторые сутки после трансфекции 
клетки фиксировали смесью ацетон–метанол (1 : 1) 
в течение 1 ч при –20°С. Фиксированные клетки ин-
кубировали в буфере PBS в течение 30 мин при ком-
натной температуре, после чего последовательно 
инкубировали с растворами поликлональных анти-
тел кролика к обратной транскриптазе [20], взятых 
в разведении 1 : 100, специфичных к IgG кроли-
ка иммуноглобулинов свиньи, конъюгированных 
с trIТc (Dako, Дания), в разведении 1 : 50, и моно-
клональных антител к белку 1, ассоциированному 
с лизосомами (LAMP1, cD107a) человека, конъюги-
рованных с FItc, в разведении 1 : 50 (BD Pharmin-
gen, США). Антитела разводили в буфере PBS, со-
держащем 0.5% Твин-20 и 2% бычий сывороточный 
альбумин (БСА). После каждой инкубации клетки 
трехкратно промывали буфером PBS. В заключе-
нии ядра клеток окрашивали 150 мМ раствором 
DAPI (4,6-диамидино-2-фенилиндол; Invitrogen, 
США) в течение 1 мин. Слайды заключали в среду 

Vectashield (Vector Laboratories, США) и анализи-
ровали на конфокальном лазерном сканирующем 
микроскопе Leica tcS5 (Leica, Германия).

ДНК-иммунизация мышей
Для иммунизации использовали самок мышей линии 
BALB/c (8 недель; charles river Laboratories, Sand-
hofer, Германия). Группы из трех-четырех мышей 
иммунизировали плазмидами, кодирующими rt-Ii 
или rt, или пустым вектором. Каждая мышь получа-
ла по две инъекции плазмидной ДНК (10 мкг в 20 мкл 
PBS). Плазмиды вводили инсулиновыми шприца-
ми внутрикожно: слева и справа от позвоночника, 
у основания хвоста. Затем сразу же проводили элек-
тропорацию участков введения плазмид на приборе 
DermaVax (celectis, Франция) как описано ранее [23]. 
Через 6 дней после первой инъекции вводили 50 мкг 
той же плазмиды в PBS внутримышечно (tibialis an-
terior). На 28 день у мышей забирали кровь из хво-
стовой вены, после чего их усыпляли и извлекали 
селезенки. Эксперимент проводили в двух независи-
мых повторах с соблюдением этических норм работы 
с животными. 

FluoroSpot
Селезенки иммунизированных мышей гомогенизи-
ровали по отдельности и выделяли спленоциты [24]. 
Клетки инкубировали в среде культивирования с ан-
тигенами: белком rt (12.5 мкг/мл) [25, 26] или пеп-
тидами rt (ItteSIVIWGKtPKF (aминокислотные 
остатки 375–389) и KeKVYLAWVPAHKGIG 
(aминокислотные остатки 528–543), 10 мг/мл). В по-
ложительном контроле спленоциты стимулировали 
конканавалином А (conA) – 5 мкг/мл, в отрицатель-
ном контроле клетки находились в среде культиви-
рования. После инкубации в течение 20 ч со специ-
фическими и контрольными антигенами оценивали 
секрецию цитокинов IFn-γ и IL-2 спленоцитами мы-
шей. Оценку проводили методом FluoroSpot с исполь-
зованием набора флуороспот-планшетов и реакти-
вов Dual IFn-γ/IL-2 FluoroSpot (Mabtech, Швеция) 
по протоколу фирмы. Число клеток, секретирую-
щих цитокины, подсчитывали на флуориметре AID 
eLISpot (Autoimmun Diagnostika GmbH, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Накопление и локализация в клетке обратной 
транскриптазы со встроенным фрагментом 
инвариантной цепи МНС класса II
С целью изменения пути процессинга обратной 
транскриптазы ВИЧ-1 подтипа В методами генной 
инженерии был создан химерный ген, кодирующий 
рекомбинантный белок, на n-конце которого нахо-
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цепи МНС класса II человека. Трансфекция клеток 
HeLa этой плазмидой приводила к появлению в лиза-
тах белка с молекулярной массой 68–70 кДа (рис. 1, 
дорожка 3), что соответствует ожидаемой массе хи-
мерного белка.

Ранее было показано, что в клетках, трансфициро-
ванных плазмидой с геном обратной транскриптазы, 
синтезируемый белок равномерно распределяется 
в цитоплазме [27]. С помощью иммуноокрашивания 
установлено, что в клетках HeLa, трансфицирован-
ных плазмидой, кодирующей химерный белок rt-Ii, 
внутриклеточное распределение этого белка измени-
лось с равномерного на гранулярное (рис. 2). Известно, 
что подобная локализация свойственна инвариантной 
цепи, которая направляется в эндосомно-лизосомный 
компартмент [28]. В трансфицированных клет-
ках, окрашенных одновременно антителами к rt 
и к белку, ассоциированному с лизосомами (LAMP1, 
cD107a), который является маркером лизосомно-
эндосомного компартмента, наблюдали практически 
полное совпадение сигналов. Полученная картина 
иммуноокрашивания свидетельствует о том, что об-
ратная транскриптаза с сигналом инвариантной цепи 
направляется в лизосомы клетки.

Встраивание фрагмента инвариантной цепи в RT 
изменяет ее деградацию
Направление обратной транскриптазы в лизосомы 
приводит к изменению скорости деградации белка 
и набора протеаз, осуществляющих ее протеолиз. 
Ранее мы показали, что время полужизни обратной 
транскриптазы составляет 18 ч [29, 30]. Анализ ско-
рости деградации химерного белка rt-Ii в трансфи-
цированных клетках после остановки трансляции по-
казал, что время полужизни этого белка сократилось 
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Рис. 1. Накопление белков RT и RT-Ii в клетках HeLa. 
Иммуноблотинг лизатов нетрансфицированных 
клеток (1); клеток, трансфицированных плазмидами 
pKCMV2RT (2) и pKCMV2RT-Ii (3). Специфическое 
окрашивание проводили поликлональными анти-
телами к обратной транскриптазе (верхняя панель). 
Для контроля равномерности нанесения образцов 
на гель мембраны повторно инкубировали с антитела-
ми к актину (нижняя панель). Слева указано положе-
ние белковых маркеров молекулярных масс (кДа)

Рис. 2. Внутриклеточная локализация химерного белка RT-Ii. Клетки НeLa трансфицировали плазми-
дой pKCMV2RT-Ii, фиксировали и окрашивали поликлональными антителами к RТ с вторичными TRITC-
конъюгированными антителами (1), моноклональными антителами к CD107a человека, конъюгированными 
с FITC (2) и DAPI (3). Наложение сигналов антител к RT и CD107a (4)

1 2 3 4 

дился фрагмент инвариантной цепи МНС класса II 
человека с сигналом транспорта в лизосомы через эн-
доплазматический ретикулум (ЭПР). Для этого была 
получена плазмида pKcMV2rt-Ii, которая содержит 
ген RT с 5'-концевым фрагментом, кодирующим 30 
n-концевых аминокислотных остатков инвариантной 
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до 4.5 ч (рис. 3). Таким образом, добавление фрагмен-
та Ii к обратной транскриптазе привело к уменьше-
нию времени полужизни белка в 4 раза.

Вклад в процессинг химерного белка rt-Ii протеа-
сомной и лизосомной деградации оценили с примене-
нием специфических ингибиторов. Для установления 
участия протеасомы в деградации химерного белка 
rt-Ii использовали ингибиторы MG132 и эпоксоми-
цин, а в качестве ингибитора лизосомного протео-
лиза – хлорохин. Трансфицированные клетки HeLa 
инкубировали с ингибиторами в течение 18 ч и им-
муноблотингом оценивали накопление белка, которое 
сравнивали с содержанием белка в необработанных 
ингибиторами клетках (рис. 4). Добавление ингибито-
ра лизосомного протеолиза – хлорохина – не влияло 
на накопление rt, тогда как под его воздействием 
количество rt-Ii в клетке увеличивалось в 6 и более 
раз (рис. 4). rt-Ii, в отличие от rt, оказалась нечув-
ствительной к воздействию ингибиторов протеасомы 
(рис. 4). 

Встраивание сигнала направления в лизосомы 
повышает иммуногенность RT
Мыши линии BALB/c были праймированы внутри-
кожной инъекцией плазмиды, кодирующей rt-Ii, 
с последующей электропорацией, а спустя 5 дней 
бустированы той же плазмидой, введенной внутри-
мышечно. Контрольных мышей иммунизировали 
плазмидой, кодирующей немодифицированную rt, 
или пустым вектором. Иммунный ответ оценивали 

по способности спленоцитов мышей вырабатывать 
IFn-γ и IL-2 после in vitro-стимуляции полноразмер-
ным белком rt или пептидами, представляющими 
ее иммунодоминантные эпитопы (аминокислотные 
остатки 375–389 и 528–543 [31, 32]). Методом Fluo-
roSpot определяли количество клеток, секретиру-
ющих IFn-γ, IL-2 или оба цитокина, в ответ на сти-
муляцию (рис. 5). Специфическая продукция IFn-γ 
и IL-2 в ответ на стимуляцию белком и пептидами 
обнаружена только в группе мышей, иммунизиро-
ванных плазмидой, кодирующей химерный белок 
rt-Ii. Большая часть популяции клеток, синтезиру-
ющих IFn-γ, также продуцировала и IL-2, т.е. была 
полифункциональной. В группе мышей, получавших 
ген RT, а также в контрольной группе, получавшей 
пустой вектор, специфической секреции цитокинов 
не наблюдалось (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ
Для формирования эффективного иммунного отве-
та необходимо участие cD4+ Т-клеток. Активация 
cD4+ Т-клеток, стимулирующих как клеточный 
(th1-тип cD4+ Т-клеток), так и гуморальный им-
мунитет (th2-тип), происходит в результате рас-
познавания рецепторами cD4+ t-клеток комплек-
сов антигенных пептидов с молекулами MHc класса 
II на поверхности антигенпрезентирующих клеток 
[33]. Основным источником пептидов для связыва-
ния с молекулами MHc класса II служат экзогенные 
белки, которые попадают в клетку путем эндоцитоза, 

Рис. 3. Динамика деградации RT и RT-Ii в клетках. А – иммуноблотинг клеток НeLa, трансфицированных плазми-
дами рKCMV2RT (1) и pKCMV2RT-Ii (2) после добавления циклогексимида (100 мкг/мл). Блоты окрашивали по-
ликлональными антителами к обратной транскриптазе. Для контроля равномерности нанесения образцов на гель 
мембраны окрашивали антителами к актину. Б – диаграмма, показывающая скорость распада белков
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а затем направляются в лизосомы [34]. Однако в неко-
торых случаях в комплексе с молекулами MHc клас-
са II могут быть представлены и пептиды из состава 
белков, синтезируемых внутри клетки. Эти белки 
ассоциированы с лизосомами, где и происходит их 
процессинг [35, 36]. В связи с этим было предложе-
но встроить в антиген природный сигнал лизосомной 
локализации и тем самым направить его в лизосому 
для процессинга и презентации в комплексе с моле-
кулами MHc класса II [7].

Ранее для искусственного направления антиге-
нов на презентацию в MHc класса II использовали 
сигналы белков LAMP1 [37] и AP3-связывающего 
мотива LIMP-II [38]. Испытание иммуногенности та-
ких химерных ДНК-вакцин на лабораторных живот-
ных показало, что они способны индуцировать более 
сильный иммунный ответ, чем исходные варианты 
антигенов [24, 39, 40]. Наблюдалась как стимуляция 
образования В-лимфоцитами защитных антител, 
так и увеличение активности цитотоксических лим-
фоцитов. В большинстве случаев иммунный ответ 
на химерную конструкцию был более продолжитель-
ным, чем на немодифицированный антиген [7].

Путем присоединения инвариантной цепи к ре-
комбинантным антигенам удалось добиться уси-
ления иммуногенности и увеличения у иммунизи-
рованных животных длительности протективного 
иммунного ответа на ДНК-вакцинные препараты. 

Рис. 5. Иммунный ответ животных, иммунизированных 
плазмидами, кодирующими RT и RT-Ii. Мышей имму-
низировали плазмидами рKCMV2RT, pKCMV2RT-Ii 
или пустым вектором, выделяли спленоциты, стимули-
ровали их обратной транскриптазой (RTwt) или пепти-
дами RT (RT 375–389 или RT 528–543), затем методом 
FluoroSpot определяли число спленоцитов, секрети-
рующих IFN-γ и IL-2 (число точкоформирующих клеток 
на миллион спленоцитов)
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Рис. 4. Накопление RТ и RT-Ii в присутствии ингибиторов протеасомного и лизосомного протеолиза. А – иммуно-
блотинг клеток НeLa, трансфицированных плазмидами рKCMV2RT (1) и pKCMV2RT-Ii (2), без добавления ингиби-
торов или после инкубации в течение 18 ч с MG132 (5 мкМ), эпоксомицином (0.1 мкМ), хлорохином (100 мкМ). 
Блоты окрашивали поликлональными антителами к RT. Для контроля равномерности нанесения образцов на гель 
мембраны окрашивали антителами к актину. Б – диаграмма содержания белков в образцах, обработанных инги-
биторами, относительно содержания белка в образце без ингибитора
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ДНК-конструкции, кодирующие белок, состоящий 
из гликопротеида вируса лимфоцитарного хорио-
менингита и Ii, обладали повышенной способностью 
к активации cD4+ и cD8+ Т-клеток [12]. Однократ-
ное вакцинирование мышей химерным геном защи-
щало животных от заражения летальной дозой ви-
руса [12]. Эффективность этого подхода наблюдали 
и при ДНК-иммунизации крупных животных. Так, 
была создана ДНК-вакцина, кодирующая гибрид 
основного поверхностного белка Anaplasma marginale 
с фрагментом инвариантной цепи крупного рогатого 
скота [13]. Однократное введение такой ДНК-вакцины 
телятам стимулировало выработку иммуноглобули-
нов класса G к анаплазме и приводило к активной 
пролиферации cD4+ Т-клеток, сопровождающейся 
антигенспецифичной секрецией IFn-γ. Такая ДНК-
иммунизация была достаточной для образования им-
мунологической памяти, обеспечивающей ускорен-
ный ответ при повторной встрече с антигеном [13].

В нашей работе создана ДНК-конструкция, коди-
рующая обратную транскриптазу ВИЧ-1 подтипа В, 
на n-конце которой был встроен фрагмент инвари-
антной цепи МНС класса II человека, несущий сиг-
нал лизосомной локализации. Химерный белок нака-
пливался в везикулярных структурах клетки, таких, 
как ЭПР, аппарат Гольджи и эндосомно-лизосомный 
компартмент. Добавление фрагмента Ii к rt привело 
к существенному (в 4 раза) уменьшению времени по-
лужизни химерного белка по сравнению с немодифи-
цированной обратной транскриптазой. Ингибиторы 
протеасомы не влияли на накопление в клетках белка 
rt-Ii. В то же время при обработке клеток ингибито-
ром лизосомного протеолиза содержание химерного 
белка в клетках многократно увеличивалось. Таким 
образом, встраивание в обратную транскриптазу 
фрагмента инвариантной цепи человека с сигналом 
лизосомной локализации привело к изменению пути 
ее деградации с протеасомного на лизосомный.

ДНК-иммунизация мышей плазмидой, несущей 
химерный ген, показала, что он способен вызывать 
антигенспецифичную продукцию IFn-γ и IL-2, 
в то время как исходный ген специфического иммун-
ного ответа не вызывал. Таким образом, путем добав-

ления минимального фрагмента инвариантной цепи 
с сигналом направления в лизосому удалось преодо-
леть низкую иммуногенность гена обратной транс-
криптазы в составе плазмидной ДНК.

Следует отметить, что большая часть спленоци-
тов иммунизированных животных секретировала 
как IFn-γ, так и IL-2. Продукция IFn-γ считается 
важным показателем, свидетельствующим о форми-
ровании эффективной защиты от вирусной инфекции. 
IL-2 важен для экспансии Т-клеток памяти, которые 
составляют основу долговременного протективного 
иммунитета [41]. Большинство эпитоп-специфичных 
цитотоксических лимфоцитов продуцируют IFn-γ; 
гораздо меньшая доля клеток, называемых «поли-
функциональными», способна к секреции нескольких 
цитокинов: IFn-γ, IL-2 и tnF-α [42]. Такие клетки 
необходимы как для эффективного контроля инфек-
ционного процесса, так и для формирования протек-
тивного ответа при вакцинации [43, 44]. Использу-
емый в настоящей работе способ конструирования 
ДНК-вакцин обеспечивает выработку полифункцио-
нального иммунного ответа, позволяя получить такой 
ответ, в том числе и на слабые иммуногены.

ВЫВОДЫ
Таким образом, за счет добавления последовательно-
сти, несущей сигнал направления в лизосомы инвари-
антной цепи человека, улучшена конструкция ДНК-
вакцины на основе обратной транскриптазы ВИЧ-1. 
Введение сигнала направления в лизосомы привело 
к изменению локализации обратной транскриптазы 
и пути ее деградации. Эта модификация позволила 
преодолеть низкую иммуногенность обратной транс-
криптазы как ДНК-иммуногена, приведя к выработ-
ке у мышей выраженного антигенспецифичного им-
мунного ответа. Улучшенную конструкцию на основе 
обратной транскриптазы ВИЧ-1 можно включать 
в состав мультигенных ДНК-вакцинных препаратов 
с целью повышения их эффективности. 

Работа поддержана РФФИ  
(грант № 11-04-01569-a).
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