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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Разработка безопасной и эффективной вакцины против вируса иммунодефицита человека (ВИЧ-
1) могла бы способствовать прекращению пандемии ВИЧ/СПИДа, представляющей серьезную проблему 
здравоохранения во всем мире. Значительная часть исследований в области вакцинопрофилактики ВИЧ-1 
направлена на разработку иммуногенов и стратегий иммунизации, способных вызывать формирование 
антител, обладающих нейтрализующей активностью в отношении широкого спектра изолятов ВИЧ-1 
(bNAbs). Цель данной работы заключалась в создании иммуногенов, способных направить иммунный от-
вет на мембрано-проксимальную наружную область (MPER) ВИЧ-1, один из районов связывания bNAbs. 
Сконструированы два иммуногена, представляющие фрагменты MPER в составе двух белков-носителей: 
белка YkuJ Bacillus subtilis и искусственного полипептида TBI. С помощью метода кругового дихроизма 
показано, что вторичная структура иммуногенов согласуется с их теоретическими моделями. Антигенная 
структура белков MPER-TBI и YkuJ-MPER охарактеризована с помощью bNAbs, узнающих MPER 
ВИЧ-1 (2F5, 4E10 и 10E8). Иммуногенность полученных рекомбинантных белков показана на кроликах. 
Установлено, что полученные сыворотки кросс-реактивны в отношении иммуногенов, содержащих MPER. 
Конструкции, созданные и охарактеризованные в данной работе, могут быть использованы для фокусиро-
вания гуморального иммунного ответа на MPER, который считается одним из регионов уязвимости ВИЧ-1.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ВИЧ-1, рекомбинантные иммуногены, эпитопы нейтрализующих антител, bNAbs, MPER.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВИЧ-1 – вирус иммунодефицита человека первого типа; bNAbs – нейтрализующие 
антитела широкого спектра действия (broadly neutralizing antibodies); BSA – бычий сывороточный аль-
бумин; MPER – мембрано-проксимальная наружная область (membrane-proximal external region); МКА – 
моноклональное антитело; PBS – фосфатно-солевой буфер.
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ВВЕДЕНИЕ
Для прекращения пандемии ВИЧ/СПИДа необхо-
димо иметь безопасную и эффективную вакцину 
против ВИЧ-1 [1, 2]. Надежду на появление такой 
вакцины дало открытие антител, способных нейтра-
лизовать широкий спектр изолятов ВИЧ-1 (broadly 
neutralizing antibodies, bNAbs) [3, 4]. Установлено, 
что пассивное введение отдельных bNAbs или их 

комбинаций может обеспечить полную защиту жи-
вотных моделей от ВИЧ-инфекции [5, 6]. Несмотря 
на появление bNAbs в организме при естественном 
течении ВИЧ-инфекции, вызвать формирование 
таких антител при вакцинации оказалось нетриви-
альной задачей, решить которую пока не удалось [7]. 
В настоящее время можно выделить ряд направле-
ний, в рамках которых ведутся разработки имму-
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ногенов, направленных на индукцию bNAbs [4, 8, 9]. 
Одно из таких направлений – включение в состав 
белков-носителей (скаффолдов) консервативных 
областей ВИЧ-1 (регионов уязвимости), с которыми 
взаимодействуют нейтрализующие антитела широ-
кого спектра действия [10, 11].

Одним из регионов уязвимости ВИЧ-1 является 
мембрано-проксимальная наружная область (MPER) 
gp41, необходимая для слияния вирусной мембраны 
с клеточной [12]. Известен ряд bNAbs к этой области, 
таких, как 2F5, 4E10, Z13, Z13e1, m66.6, CH12, 10E8 
и DH511.2 [13, 14].

Ранее был предпринят ряд попыток, направлен-
ных на разработку иммуногенов, способных вызвать 
наработку bNAbs, нацеленных на MPER [15], но лишь 
некоторые из них обеспечили индукцию нейтрализу-
ющих антител, при этом с низкой эффективностью 
и ограниченной широтой нейтрализации [16, 17]. 
Причины этого могут быть самыми разными, среди 
них аутореактивность анти-MPER-антител [18], из-
менение конформации района MPER в процессе про-
никновения вируса в клетку [14], участие липидной 
мембраны в формировании комплекса с анти-MPER-
антителами [19]. Более того, высокая гидрофобность 
MPER [20] и стерические ограничения, накладывае-
мые фрагментом gp120 [21], делают его слабо имму-
ногенным.

В данной работе мы провели исследование, на-
правленное на разработку и характеристику реком-
бинантных иммуногенов YkuJ-MPER и MPER-TBI, 
предназначенных для фокусирования иммунного от-
вета на регион уязвимости ВИЧ-1 – MPER.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Моноклональные антитела, штаммы бактерий, 
ферменты
МКА 4E10 (№ 10091), 10E8 (№ 12294), 2F5 (№ 1475) 
получены в рамках программы предоставления ре-
активов NIH AIDS Research and Reference Reagent 
Program (США). Штамм Escherichia coli BL21(DE3) 
pLysS (Invitrogen) предоставлен отделом «Коллекции 
микроорганизмов» ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора (Кольцово, Россия). Эндонуклеазы 
рестрикции XbaI, FauNDI, Sfr274I, EcoRI, Zsp2I, 
KpnI и Т4 ДНК-лигаза приобретены в компании 
«СибЭнзим» (Новосибирск, Россия).

Получение гена химерного белка YkuJ-MPER 
Для выбора белка-носителя YkuJ проведен по-
иск в классификаторе белковых структур SCOP. 
Для оценки вероятности аутоиммунных реакций 
проведен анализ гомологии аминокислотной после-
довательности YkuJ и белков человека с использо-

ванием базы данных UniProt и программы BLAST. 
При проектировании химерного белка YkuJ-MPER 
N- и C-концы выбранного белка-носителя были за-
менены на фрагменты последовательности MPER 
региона ВИЧ-1.

Ген химерного белка YkuJ-MPER синтезиро-
ван компанией «Евроген» (Москва, Россия), а затем 
клонирован в составе плазмидного вектора рЕТ21a 
(Novagen) по сайтам рестрикции FauNDI и Sfr274I.

Получение гена полипептида MPER-TBI
Иммуноген MPER-TBI получен путем замены 
С- и N-концевых участков полипептида TBI_tag 
[22] на районы, соответствующие районам MPER 
в составе YkuJ-MPER. Образующие дуплек-
сы олигонуклеотиды, кодирующие последова-
тельности ELLELDKWASLANWFIITNLLWLIK 
и IALLLDAWASLWNWFDITNWLWYI и содержа-
щие липкие концы, аналогичные тем, которые об-
разуются при обработке плазмидного вектора эн-
донуклеазами рестрикции EcoRI и Zsp2I или KpnI 
и Sfr274I соответственно, синтезированы компани-
ей «Евроген» (Москва, Россия). Олигонуклеотидные 
дуплексы клонировали по уникальным сайтам в со-
ставе рекомбинантной плазмиды pET-TBI_tag, ко-
дирующей полипептид TBI_tag. Первый олигону-
клеотидный дуплекс клонировали по сайтам EcoRI 
и Zsp2I, при этом был заменен участок env (255–266), 
входящий в состав TBI_tag. Второй олигонуклеотид-
ный дуплекс клонировали по сайтам KpnI и Sfr274I, 
при этом были заменены участки gag (351–361), gag 
(211–305) и gag (99–109) полипептида TBI_tag. Таким 
образом получена рекомбинантная плазмида pET-
MPER-TBI. Структуры целевых плазмид pET-YkuJ-
MPER и pET-MPER-TBI подтверждены секвениро-
ванием в ЦКП «Геномика» СО РАН (Новосибирск, 
Россия).

Построение моделей взаимодействия YkuJ-
MPER с Fab-фрагментами антител 10Е8, 2F5 
и 4E10
Для построения моделей использовали програм-
мы Modeller и PyMOL. С помощью программы 
PyMOL совмещали структуры YkuJ из PDB (2FFG) 
и структуры фрагментов MPER из комплексов 
MPER с Fab-фрагментами антител 2F5 (2PR4), 
4E10 (2FX8) или 10E8 (4G6F). Результат такого со-
вмещения использовали как шаблон при модели-
ровании по гомологии в программе Modeller. Затем 
для проверки возможности соединения YkuJ-MPER 
с моноклональными антителами на полученные мо-
дели с помощью программы PyMOL накладывали со-
ответствующие структуры комплексов MPER с Fab-
фрагментами антител.
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Наработка и очистка рекомбинантных белков 
YkuJ-MPER и MPER-TBI
Бактериальные штаммы-продуценты белков YkuJ-
MPER и MPER-TBI получали путем трансформации 
химически компетентных клеток E. coli BL21 плазми-
дами pET-YkuJ-MPER и pET-MPER-TBI и культи-
вировали их как описано ранее [22]. Рекомбинантные 
белки очищали с помощью металл-хелатной хрома-
тографии на колонке с Ni-NTA (Qiagen, Германия) со-
гласно инструкции производителя. Рефолдинг очи-
щенных белков проводили с помощью диализа против 
четырех смен PBS с понижающейся концентрацией 
мочевины (6, 4, 2, 1 М), последний этап диализа про-
водили против физиологического раствора. Степень 
очистки целевого белка оценивали с помощью элек-
трофореза в 15% ПААГ с последующей фиксацией 
и окрашиванием Кумасси G250. Количественный ана-
лиз содержания белков проводили путем спектрофо-
тометрического измерения концентрации при 280 нм 
(NanoDrop-2000, Thermo Fisher Scientific).

Предсказание вторичной структуры MPER-TBI
Для предсказания вторичной структуры иммуногена 
MPER-TBI использовали алгоритм PSSfinder на сер-
вере GeneSilico Metaserver [23].

Круговой дихроизм 
Спектры кругового дихроизма (КД) белков YkuJ-
MPER и MPER-TBI зарегистрированы при 25°C 
в физиологическом растворе с использованием тер-
мостатируемой 1-мм кюветы на спектрополяриметре 
J-600 (JASCO, Япония). Все спектры были записаны 
в диапазоне 195–260 нм с шагом 1 нм и усреднены по-
сле трех измерений. Концентрации образцов в физи-
ологическом растворе были приведены к одинаковой 
оптической плотности на длине волны 214 нм.

Для определения доли α-спиралей, β-листов, по-
воротов и неупорядоченной формы минимизировали 
разницу между теоретическими и эксперименталь-
ными кривыми. Теоретические кривые представля-
ли в виде линейной комбинации базовых спектров 
различных компонент вторичных структур, взятых 
из программы CCA+ [24].

Дот-блот-анализ
Дот-блот-анализ проводили с использованием си-
стемы SNAP i.d. (Millipore, США) как описано ранее 
[22]. На нитроцеллюлозную мембрану (Amersham, 
Австрия) наносили по 2 мкл двукратных последова-
тельных разведений белков YkuJ-MPER и MPER-
TBI (стартовая концентрация 0.2 мг/мл). В качестве 
первичных использовали МКА 4E10, 10E8 и 2F5 (раз-
бавленные 1 : 10000 в PBS, 1% BSA). В качестве вто-
ричных использовали антитела кролика против IgG 

человека (Sigma, США), конъюгированные со ще-
лочной фосфатазой (разбавленные 1 : 5000 в PBS, 1% 
BSA). Иммунный комплекс визуализировали, добав-
ляя NBT/BCIP-субстратный раствор (Sigma, США).

Получение и анализ сывороток животных, 
иммунизированных белками YkuJ-MPER и MPER-
TBI
В экспериментах использовали 4-месячных кро-
ликов-самок (вес 1.6–2 кг) породной принадлеж-
ности шиншилла. Животных содержали в отдель-
ных клетках (виварий ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора) в условиях содержания на стан-
дартном рационе со свободным доступом к пище 
и воде. Эксперименты были одобрены на заседании 
Биоэтической комиссии ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора (протокол № 3 от 25.04.2018 г.) 
и выполнены с соблюдением принципов гуманности, 
изложенных в директивах Европейского сообщества 
(86/609/ЕЕС) и Хельсинкской декларации.

Животные были случайным образом разделе-
ны на две группы (три кролика в каждой группе). 
Препараты белков вводили четырехкратно на 1-й, 
14-й, 28-й и 42-й дни. При первой иммунизации кро-
ликам подкожно вводили по 500 мкг YkuJ-MPER 
либо MPER-TBI с полным адъювантом Фрейнда. 
При второй – по 500 мкг образца в комплексе с не-
полным адъювантом Фрейнда, при последующих 
иммунизациях – по 800 мкг образца без адъюванта. 
Перед каждой иммунизацией и через 2 недели после 
последней иммунизации проводили забор образцов 
крови, из которых получали сыворотки.

Иммуноферментный анализ 
Специфическую активность сывороток кроликов, 
иммунизированных белками YkuJ-MPER и MPER-
TBI, оценивали с помощью ИФА как описано ранее 
[22]. Белки YkuJ-MPER и MPER-TBI (5 мкг/мл) сор-
бировали в лунках 96-луночного планшета (Greiner 
bio one, Германия). Образцы сывороток вносили 
в пятикратном последовательном разведении. Затем 
добавляли антитела козы против IgG кролика (раз-
бавленные в PBS 1 : 10000), конъюгированные с пе-
роксидазой хрена (Sigma, США), планшет промы-
вали и вносили раствор субстрата TMB (Amresco, 
США). Оптическую плотность измеряли при длине 
волны 450 нм на ИФА-ридере (Model 680 Micro plate 
reader, Bio-Rad, США). Все эксперименты проводили 
в трех повторах. При определении титра сывороток 
максимальным разведением считали разведение, 
значение оптической плотности (ОП) которого пре-
вышало в 2 раза ОП отрицательного контроля (при 
том же разведении). Графики построены с помощью 
программы GraphPad Prism 6.0. 
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Анализ сывороток на наличие антител, 
специфических к белкам ВИЧ-1
Анализ проводили с использованием тест-системы 
New Lav Blot I (Bio-Rad, Франция) в соответствии 
с протоколом производителя. В качестве конъюгата 
для сывороток кроликов использовали антитела козы 
против IgG кролика (разбавленные 1 : 5000 в PBS), 
конъюгированные со щелочной фосфатазой (Sigma, 
США). Иммунные комплексы визуализировали, до-
бавляя NBT/BCIP-субстратный раствор (Sigma, 
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Проектирование белков-носителей области MPER 
ВИЧ-1
Для презентации MPER иммунной системе решено 
использовать два белковых носителя с разной про-
странственной организацией. При этом носители 
должны обеспечивать конформационную подвиж-
ность области MPER, а также быть нетоксичными, 
растворимыми, иметь небольшой размер и не вызы-
вать аутоиммунных реакций.

С помощью поиска в классификаторе белковых 
структур SCOP мы выбрали белок-носитель YkuJ 
Bacillus subtilis (рис. 1А). Ядро данного белка состоит 
из антипараллельных β-тяжей, образующих жест-
кий каркас молекулы. Концевые участки являются 
спиральными, что соответствует конформации эпи-
топов МКА 4E10 и 10E8. Можно предполагать, что бе-
лок YkuJ безопасен, поскольку B. subtilis не патоген-
на для животных и человека. Чтобы по возможности 
исключить аутоиммунные реакции на YkuJ, с по-
мощью программы BLAST проведен поиск его гомо-
логов в базе данных белков человека. В результате 
анализа не обнаружено значимых совпадений амино-
кислотной последовательности этого белка с белками 
человека, поэтому индукция аутоиммунных реакций 
маловероятна.

При проектировании химерного белка YkuJ-
MPER N- и C-концы белка-носителя были замене-
ны на фрагменты консенсусной последовательности 
MPER региона ВИЧ-1 подтипа B, нумерация соответ-
ствует штамму HXB2: 
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. При этом перекрывающиеся со встра-
иваемой последовательностью остатки YkuJ, важные 
для поддержания пространственной структуры бел-
ка-носителя, были оставлены без изменений. Ядро 
белка-носителя также не подвергали изменениям, 
чтобы максимально сохранить исходную структу-
ру YkuJ. В конструкции YkuJ-MPER присутству-
ют все аминокислотные остатки MPER, критичные 
для связывания bNAbs 10Е8, 4Е10 и 2F5. Для воз-
можности очистки рекомбинантного белка с помощью 

металл-хелатной хроматографии к C-концу добав-
лено шесть остатков гистидина. Итоговая конструк-
ция YkuJ-MPER имеет размер 119 аминокислотных 
остатков и молекулярную массу 14.2 кДа (рис. 1Б). 
Аминокислотная последовательность YkuJ-MPER 
(фрагменты, принадлежащие MPER, выделены жир-
ным шрифтом и подчеркнуты): MELLELDKWASLA-
NWFIITNLLWLIKTAEAANEPMQRYFEVNGEK IC-
SVKYFEKNQTFELTVFQKGEKPNTYPFDNID MV S-
IEIALLLLDAWASLWNWFDITNWLWYIHHHHHH.

Методами молекулярного моделирования уста-
новлено, что участки MPER, находясь на концах 
химерного белка YkuJ-MPER, могут принимать 
конформации, характерные для эпитопов извест-
ных моноклональных антител к данному региону: 
2F5 и Z13 (конформация без регулярной вторичной 
структуры), 4E10 и 10E8 (α-спиральная конформа-
ция), при этом два антитела могут связаться одно-
временно с двумя районами молекулы (рис. 2). Также 
моделирование пространственной структуры химер-
ного белка показало, что фрагмент, содержащий 6 а.о. 
гистидина, не препятствует связыванию антител 
с YkuJ-MPER (рис. 2).

П р и  п р о е к т и р о в а н и и  г е н а ,  к о д и р у ю щ е -
го YkuJ-MPER, в состав нуклеотидной после-
довательности заложены уникальные сайты 
рестрик ции (FauNDI, Bpu14I, Bsa29I, Sfr274I), флан-
кирующие участки MPER, с целью использования 
данного белка как платформы для получения им-
муногенов, содержащих другие антигенные детер-
минанты ВИЧ-1 или других инфекционных агентов. 
Синтезированный ген YkuJ-MPER клонирован в со-
ставе плазмидного вектора pET21a.

В качестве второго носителя использовали оп-
тимизированный вариант полипептида TBI – 
TBI_tag [22]. TBI в составе кандидатной вакцины 

Рис. 1. А – структура белка YkuJ, идентификатор PDB 
2FFG; Б – модель химерного белка YkuJ-MPER. Для на-
глядности каркас исходного белка выделен бирюзо-
вым, встроенные в N-конец участки MPER – красным, 
в C-конец – коричневым, гистидиновая метка обозна-
чена серым цветом

А Б



60 | ACTA NATURAE |  ТОМ 11  № 3 (42)  2019

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

КомбиВИЧвак прошел первую фазу клинических 
испытаний и продемонстрировал иммуногенность 
и безопасность [25]. TBI_tag отличается от TBI тем, 
что для эффективной экспрессии в E. coli проведена 
оптимизация состава кодонов его нуклеотидной по-
следовательности, а также замена фрагмента, коди-
рующего 20 аминокислотных остатков белка RecA 
Proteus mirabilis, на последовательность, кодирую-
щую фрагмент (7 аминокислот) белка-активатора 
транскрипции InfB E. coli. В данной работе конце-
вые фрагменты TBI_tag были заменены на участки 
MPER ВИЧ-1, аналогичные включенным в YkuJ-
MPER. Спроектированный полипептид назван 
MPER-TBI (156 аминокислотных остатков, 17.8 кДа). 

Блок-схемы белков TBI_tag и MPER-TBI изображе-
ны на рис. 3.

Ген, кодирующий полипептид MPER-TBI, клони-
рован в составе плазмидного вектора pET21a в рамке 
считывания с последовательностью, кодирующей 6 
остатков гистидина.

Получение и анализ свойств рекомбинантных 
белков YkuJ-MPER и MPER-TBI
Белки YkuJ-MPER и MPER-TBI наработаны и очи-
щены с помощью металл-хелатной хроматографии. 
Степень очистки белков оценивали с помощью элек-
трофореза в 15% ПААГ (рис. 4). Дополнительную 
очистку белков и их рефолдинг проводили с помо-
щью диализа против буферов со снижающейся кон-
центрацией мочевины. В финальных препаратах сте-
пень очистки белков была не менее 90%.

Предсказание вторичной структуры MPER-TBI 
Вторичная структура белка MPER-TBI, предска-
занная с помощью программы PSSfinder, и его ами-
нокислотная последовательность представлены 
на рис. 5. Согласно предсказанию, структура MPER-
TBI является преимущественно α-спиральной с со-
держанием α-спиралей 56%.

Круговой дихроизм YkuJ-MPER и MPER-TBI
Экспериментальное определение элементов вторичной 
структуры антигенов YkuJ-MPER и MPER-TBI прово-
дили с помощью спектроскопии кругового дихроизма. 
Доля элементов вторичной структуры иммуногенов, 
согласно результатам измерения спектров КД в физи-
ологическом растворе, приведена в таблице.

Согласно модели (рис. 1Б), YkuJ-MPER с конце-
выми районами, соответствующими эпитопам 10E8, 
имеет следующее соотношение элементов вторич-
ной структуры: 45% α-спиралей, 24% β-тяжей. 
Результаты, полученные методом кругового дихро-
изма, согласуются с этой моделью по содержанию 
β-тяжей, тогда как экспериментально определенная 
доля α-спиралей оказалась меньше. 

А

Б

Рис. 2. Модель взаимодействия YkuJ-MPER с Fab-
фрагментами МКА 2F5 и 4E10 (А) и с 10E8 (Б). А – фи-
олетовым цветом обозначен Fab-фрагмент антитела 
2F5; синим – Fab-фрагмент антитела 4Е10. Б – зеле-
ным цветом обозначены Fab-фрагменты антитела 
10Е8. Модели построены с помощью программы 
PyMOL

Рис. 3. Схематическое изобра-
жение структуры иммуногенов 
TBI_tag и MPER-TBI. Темным 
фоном выделены В-клеточные 
эпитопы, светлым фоном – 
Th-эпитопы. InfB – фрагмент 
белка-активатора транскрипции 
E. coli InfB; 6×His – шесть ами-
нокислотных остатков гистиди-
на; MPER – участки мембра-
но-проксимальной наружной 
области ВИЧ-1

TBI_tag

env (730–742)  env (827–841)  gag (351–361)  gag (291–305)  6×His

infB  env (255–266)  env (102–118)  env (309–317)  env (421–437)
gag 

(99–109)

MPER-TBI

infB  MPER  env (102–118)  env (309–317)  env (421–437)

env (730–742)  env (827–841)  MPER  6×His
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Рис. 4. Электро-
фореграмма 
белков MPER-TBI 
(2) и YkuJ-MPER 
(3), 1 – маркер 
молекулярной 
массы

1 2 3

кДа

85

60

40

30

25
20

15

10

Рис. 5. Аминокислотная последовательность и вто-
ричная структура белка MPER-TBI. Синим обозначены 
неупорядоченные области, красным – α-спирали, 
зеленым обозначены β-тяжи. Метод предсказания – 
PSSfinder

Элементы вторичной структуры белков YkuJ-MPER и MPER-TBI

Структура

Образец
YkuJ-MPER MPER-TBI

Теоретический  
расчет, %

КД в физиологиче-
ском растворе, %

Теоретический  
расчет, %

КД в физиологиче-
ском растворе, %

α-спирали 45 26 56 68
β-тяжи 24 26 3 0

Поворот_I - 5 - 5
Поворот_II - 0 - 0

Неупорядоченные структуры 31 43 41 27

Предсказанная модель вторичной структу-
ры MPER-TBI (рис. 5), согласно которой доля 
α-спиралей равна 56%, незначительно отличается 
от результатов КД, так как по полученным данным 
MPER-TBI содержит 68% α-спиралей и не содержит 
β-тяжей.

Дот-блот-анализ белков
Для анализа антигенных свойств эпитопов bNAbs 
4E10, 10E8 и 2F5, входящих в MPER в составе бел-
ков YkuJ-MPER и MPER-TBI, проведен дот-блот-
анализ с использованием МКА 10E8, 4Е10 и 2F5 
(рис. 6). В качестве контроля использовали белок 
TBI_tag, не содержащий эпитопы данных антител. 
Подтверждено, что МКА 10E8, 4Е10 и 2F5 взаимо-
действуют с YkuJ-MPER и MPER-TBI и не взаимо-
действуют с контролем.

Анализ иммуногенности белков
Анализ иммуногенности проводили на кроликах. 
Две группы животных иммунизировали очищенны-

2F5 4Е10 10Е8

1 2 3 1 2 3 1 2 3

Рис. 6. Дот-блот-анализ: 1 – TBI_tag (контроль); 2 – 
MPER-TBI; 3 – YkuJ-MPER; 2F5, 4Е10 и 10E8 – МКА. 
Сверху вниз нанесены двукратные разведения соот-
ветствующих белков
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ми препаратами белков YkuJ-MPER или MPER-TBI 
(см. «Экспериментальную часть»). Специфическую 
активность сывороток исследовали в ИФА, сопо-
ставляя с контролем – сыворотками, полученными 
от кроликов до иммунизации. Показано, что в сы-
воротках крови обеих групп иммунизированных 
животных содержатся антитела, специфичные 
к исследуемым иммуногенам. После четвертой им-
мунизации титры антител в сыворотках кроли-
ков, иммунизированных MPER-TBI, составляли 
1 : 1 000000, а в сыворотках кроликов, иммунизиро-
ванных YkuJ-MPER, – 1 : 3 000000 (рис. 7). В обеих 
группах титры возрастали от первой до третьей им-
мунизации. Сигнал преиммунных сывороток в ИФА 
был на уровне фона.

Анализ перекрестной иммуногенности белков
Для проверки способности сывороток связываться 
с «чужим» антигеном проведен перекрестный ИФА 
(анализировали способность сывороток животных, 
иммунизированных MPER-TBI, взаимодейство-
вать с белком YkuJ-MPER, а сывороток животных, 
иммунизированных YkuJ-MPER, – с MPER-TBI) 
(рис. 8 и 9 соответственно). Показано, что сыворотки 
животных перекрестно взаимодействуют с соответ-
ствующими антигенами. При этом при иммунизации 
MPER-TBI значения титров антител сывороток кро-
ви всех животных данной группы на антиген YkuJ-
MPER были равны 1 : 400 000 (рис. 8). Титры анти-

тел сывороток крови животных, иммунизированных 
YkuJ-MPER, когда в качестве антигена сорбирован 
MPER-TBI, равны 1 : 1 000 000 (рис. 9). 

Анализ специфичности сывороток 
иммунизированных животных 
С помощью тест-системы New Lav Blot I исследо-
вано наличие в сыворотках антител, специфичных 
к белкам ВИЧ-1. Установлено, что сыворотки, полу-
ченные от кроликов, иммунизированных как MPER-
TBI, так и YkuJ-MPER, содержат антитела к белкам 
gp160 и gp41 (рис. 10). Сыворотки группы животных, 
иммунизированных MPER-TBI, дополнительно рас-
познают gp120.

ОБСУЖДЕНИЕ
Мембрано-проксимальная наружная область ВИЧ-
1 считается одной из наиболее перспективных ми-
шеней для разработки иммуногенов, индуцирую-
щих bNAbs [14]. Тем не менее, до сих пор не удалось 
создать иммуноген, способный обеспечить надеж-
ное формирование bNAbs, специфичных к этой 
мишени [18, 19]. Для повышения эффективности 
презентации эпитопов MPER иммунной системе 
их можно включать в состав молекул-носителей, 
полученных при помощи рационального дизайна. 
Стратегия прайм-буст иммунизации с использова-
нием таких конструкций может позволить повысить 
иммунный ответ на встроенные эпитопы [26–28].

Рис. 7. Результаты ИФА сывороток кроликов, иммунизированных MPER-TBI или YkuJ-MPER. А – группа кроликов, 
иммунизированных MPER-TBI: в качестве антигена сорбирован белок MPER-TBI. Б – группа кроликов, иммунизи-
рованных YkuJ-MPER: в качестве антигена сорбирован белок YkuJ-MPER. По оси Y отложено значение ОП, 450 
нм, по оси X – разведения сывороток. Данные на графиках представлены как среднее значение и стандартное 
отклонение
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Б
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В данной работе сконструированы два иммуноге-
на на основе белковых носителей с разной простран-
ственной организацией. Их использование в стра-
тегии прайм-буст иммунизации может позволить 
избежать нежелательного иммунного ответа на сам 
носитель. В качестве носителей мы выбрали: глобу-

Рис. 8. Результа-
ты ИФА сыво-
роток группы 
кроликов, 
иммунизирован-
ных MPER-TBI. 
А – в качестве 
антигена сор-
бирован белок 
MPER-TBI; Б – 
в качестве анти-
гена сорбирован 
белок YkuJ-MPER. 
Преиммун-
ные – сыворотки 
интактных жи-
вотных, иммун-
ные – сыворотки 
животных после 
4-й иммунизации
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лярный белок B. subtilis YkuJ с известной третичной 
структурой и охарактеризованный нами ранее ис-
кусственный полипептид TBI_tag. 

Экспериментальное определение вторичных 
структур иммуногенов в физиологическом раство-
ре методом КД позволило получить результаты, 

Рис. 9. Результа-
ты ИФА сыво-
роток группы 
кроликов, 
иммунизирован-
ных YkuJ-MPER. 
А – в качестве 
антигена сор-
бирован белок 
YkuJ-MPER; Б – 
в качестве анти-
гена сорбирован 
белок MPER-TBI. 
Преиммунные – 
сыворотки 
интактных жи-
вотных, иммун-
ные – сыворотки 
животных после 
4-й иммунизации
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согласующиеся с теоретически предсказанными 
структурами. Структура MPER-TBI оказалась пре-
имущественно α-спиральной, что согласуется с пред-
сказанной методом PSSfinder вторичной структурой. 
Количество β-тяжевых элементов в YkuJ-MPER со-
гласуется с построенной моделью пространственной 
структуры, а доля α-спиралей меньше по сравнению 
с моделью, в которой оба встроенных участка MPER 
имеют α-спиральную конформацию, соответствую-
щую эпитопу антитела 10E8. Это говорит в пользу 
того, что центральный β-лист YkuJ-MPER остается 
стабильным, а встроенные эпитопы являются гибки-
ми, как и предполагалось.

Оба иммуногена оказались хорошо растворимы-
ми в физиологических условиях. Одна из известных 
проблем MPER как иммуногена – его гидрофобность 
[20], и, как и ожидалось, наши конструкции позволи-
ли ее преодолеть.

Результаты дот-блот-анализа показали, что YkuJ-
MPER и MPER-TBI могут специфически взаимодей-
ствовать с МКА 4Е10 и 10E8, которые связываются 
с MPER в α-спиральной конформации, а также с ан-
тителом 2F5, которое связывается с MPER в кон-
формации без регулярной вторичной структуры [14]. 
Полученный результат косвенно указывает на кон-
формационную подвижность встроенного участка 
MPER. Нами не была проведена эксперименталь-
ная проверка того, сколько молекул антител может 

связаться с одной белковой молекулой YkuJ-MPER, 
но модели показывают, что существует принципи-
альная возможность связывания сразу двух анти-
тел. Также предполагается, что MPER-TBI может 
связывать одновременно два антитела, так как его 
структура достаточно подвижна, и это предположе-
ние тоже нуждается в экспериментальной проверке.

Иммунизация лабораторных животных очищен-
ными препаратами белков показала, что в организ-
ме кроликов формируются специфичные антитела, 
титры которых возрастают уже после первой им-
мунизации. Более того, установлено, что антитела, 
возникающие в результате иммунизации YkuJ-
MPER, взаимодействуют с MPER-TBI, и наоборот. 
Поскольку, за исключением гистидиновой метки 
(6 а.о. His), у YkuJ-MPER и MPER-TBI нет общих 
фрагментов, кроме MPER-области, можно предпо-
ложить, что эти конструкции вызывают индукцию 
анти-MPER-антител.

С помощью тест-системы New Lav Blot I показано, 
что антитела, полученные при иммунизации живот-
ных как YkuJ-MPER, так и MPER-TBI, взаимодей-
ствуют с сорбированными белками ВИЧ, а именно 
с gp41 и gp160 (рис. 10). Кроме того, MPER-TBI ин-
дуцирует образование антител, распознающих белок 
gp120, благодаря тому, что в состав белка-носителя 
TBI_tag входят фрагменты gp120 ВИЧ-1 (env 102–
118, env 309–317 и env 421–437).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе разработаны два иммуногена, способные 
обеспечить индукцию анти-MPER-антител: один 
из них создан на основе белка YkuJ, который ранее 
не использовали в качестве носителя вирусных эпи-
топов, второй – на базе хорошо изученного нами ра-
нее иммуногена TBI. Показано, что химерные белки 
взаимодействуют с bNAbs, мишенями которых слу-
жит MPER ВИЧ-1. Результаты перекрестных прове-
рок иммуногенных свойств YkuJ-MPER и MPER-TBI 
и иммуноблота с белками ВИЧ-1 свидетельствуют, 
что обе конструкции способны обеспечить форми-
рование анти-MPER-антител у иммунизированных 
животных. Проведено предварительное исследова-
ние структурных особенностей разработанных имму-
ногенов. Результаты исследования и химерные белки 
(YkuJ-MPER и MPER-TBI) могут служить основой 
для разработки иммуногенов, фокусирующих гумо-
ральный иммунный ответ на регионах уязвимости 
ВИЧ-1. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 

№ 18-34-00314.

Рис. 10. Анализ сывороток 
крови животных, имму-
низированных белками 
MPER-TBI и YkuJ-MPER, 
с использованием ком-
мерческой тест-системы 
New Lav Blot I. 1 – по-
ложительный контроль 
из набора New Lav Blot I; 
2 – сыворотки кроликов, 
иммунизированных MPER-
TBI; 3 – сыворотки кроли-
ков, иммунизированных 
YkuJ-MPER; 4 – преиммун-
ные сыворотки кроликов 
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