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Гепатит С относится к наиболее важным социально значимым инфекционным заболеваниям человека, од�
нако вакцина против этого вируса до настоящего времени не создана. Одним из возможных компонентов
вакцины считается неструктурный белок NS3 вируса гепатита С (ВГС), который синтезируется в зара�
женных клетках и проявляет протеазную, нуклеозидтрифосфатазную и хеликазную активности. Показа�
на связь между эффективностью Т�клеточного ответа на эпитопы NS3 и спонтанным разрешением остро�
го гепатита С. Цель данной работы состояла в сравнительном анализе иммунного ответа мышей на введе�
ние нуклеотидных и аминокислотных последовательностей NS3 ВГС и их комбинации, в оценке
адъювантной активности гена цитокина гранулоцитарно�макрофагального колониестимулирующего фак�
тора (GM�CSF) и влияния регуляторных Т�клеток на эффективность иммунного ответа. Максимальный
титр антител к NS3 (до 1 : 640000) индуцировал рекомбинантный белок NS3 (rNS3), введенный с гидрок�
сидом алюминия. Наиболее интенсивный клеточный иммунный ответ получен при одновременном введе�
нии rNS3 и ДНК, кодирующей полноразмерный белок NS3, совместно с геном GM�CSF. В этой группе
мышей достигнут высокий уровень пролиферации лимфоцитов, накопления IFN�γ�секретирующих кле�
ток и продукции цитокинов IFN�γ и IL�2 в ответ на стимуляторы – рекомбинантные белки NS3 различно�
го состава. Установлено, что подавление регуляторных Т�клеток in vitro приводит к статистически значи�
мому увеличению секреции IFN�γ. Таким образом, одновременное введение нескольких компонентов:
rNS3 и ДНК, кодирующих полноразмерные белки NS3 и GM�CSF, – перспективный подход к созданию
вакцины против гепатита С. Вопрос о целесообразности включения в состав вакцины ингибиторов регуля�
торных Т�клеток будет решаться на основании результатов специальных исследований.

Ключевые слова: вирус гепатита С, неструктурный белок NS3, трансфекция, ДНК�иммунизация, рекомби�
нантный белок, иммунный ответ, регуляторные Т�клетки, гранулоцитарно�макрофагальный колониестиму�
лирующий фактор.
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Гепатит С относится к наиболее важным соци�
ально значимым инфекционным заболеваниям
человека и считается одной из главных причин
хронических заболеваний печени, включая цир�
роз и гепатоцеллюлярную карциному. Около 3%
человеческой популяции на Земле инфицирова�
но вирусом гепатита С (ВГС), и ежегодно число
инфицированных увеличивается на 3–4 млн [1]. 

Вакцина против ВГС до настоящего времени
не создана. Имеющиеся данные позволяют за�
ключить, что решающий фактор при элиминации
ВГС – клеточный иммунный ответ [1, 2]. Т�кле�
точные эпитопы обнаружены в разных белках
ВГС, при этом наибольшее их количество лока�
лизовано в составе NS3, NS5B, NS5A и E2 [3, 4].
Особый интерес представляет белок NS3, так как
найдена корреляция между эффективным Т�кле�
точным ответом на этот антиген и спонтанным
разрешением острого гепатита С [5, 6]. Белок NS3
(67 кДа) локализуется между 1027 и 1658 амино�
кислотными остатками полипротеина ВГС и обла�
дает тремя каталитическими функциями: серино�
вая протеаза, нуклеозидтрифосфатаза (NTPаза) и
РНК�хеликаза [2]. В составе NS3 идентифициро�
вано несколько Т�клеточных детерминант, лока�
лизованных как в протеазном, так и в хеликазном
доменах: в участках 1073–1081, 1080–1088, 1248–
1261, 1388–1407 и 1450–1469 аминокислотной
последовательности [4, 7]. 

Основной подход к созданию вакцин против
ВГС в настоящее время ограничивается разработ�
ками по получению индивидуальных рекомби�
нантных белков, отдельных пептидов или ДНК�
конструкций [8, 9]. Известно, что искусственные
антигены представляют собой относительно сла�

бые иммуногены. В связи с этим активно прора�
батывается вопрос о составе адъювантов. В ряде
работ показано, что усиления иммунного ответа
на суррогатные антигены можно добиться, при�
меняя гены цитокинов и ростовых факторов
[10, 11]. Одним из перспективных кандидатов на
роль адъюванта считается ген гранулоцитарно�
макрофагального колониестимулирующего фак�
тора мышей (GM�CSF). Роль регуляторных Т�кле�
ток (Тreg) при гепатите С практически не изучена.
Предполагают, что эти клетки могут подавлять раз�
витие иммунного ответа. Для проверки этого пред�
положения нами использован блокатор Тreg – мо�
ноклональные антитела (mAb), взаимодействую�
щие со специфическим рецептором CTLA�4. 

Цель данной работы состояла в том, чтобы
сравнить иммунный ответ мышей на введение
нуклеотидных и аминокислотных последователь�
ностей, соответствующих гену или белку NS3
ВГС, по отдельности и в комбинации друг с дру�
гом, и оценить адъювантную активность гена
GM�CSF и влияния Тreg на эффективность им�
мунного ответа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Плазмиды и рекомбинантные белки. Получение
плазмиды pcDNA�NS3 для эукариотической си�
стемы экспрессии, содержащей полноразмерный
ген неструктурного белка NS3 ВГС генотипа 1b,
описано ранее [12]. Получение ДНК�конструк�
ции pcDNA�GM�CSF описано в работе [13].
Плазмидные ДНК очищали с помощью набора
Wizard PureFection Plasmid DNA Purification Sys�

Ministry of Health and Social Development of the Russian Federation, Moscow, 123098 Russia, *e�mail:
ol.mas@mail.ru; 2Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,
Moscow, 117997 Russia; 3Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow,
119991 Russia; 4NPO Diagnostic Systems Ltd, N.�Novgorod, 603093 Russia). Hepatitis C is related to the most
important socially significant human infectious diseases; however, vaccine against this virus up to now has not been
created. One of the possible components of vaccine is the nonstructural protein NS3 of hepatitis C virus (HCV),
which is synthesized in the infected cells and displays protease, NTPase, and helicase enzymatic activities. The con�
nection between the effectiveness of T cellular response to NS3 epitopes and the spontaneous resolution of acute hep�
atitis C was shown. The purpose of this work was to compare the immune response of mice to the inoculation of nu�
cleotide and amino acid sequences of HCV NS3 and their combination, to evaluate the adjuvant activity of the DNA
encoding granulocyte macrophage colony�stimulating factor (GM�CSF) and the influence of regulatory T cells on
the effectiveness of immune response. The maximum anti�HCV NS3 antibody level in the serum (to 1 : 640000) in�
duced the recombinant protein rNS3 introduced with aluminum hydroxide. The most intensive cellular immune re�
sponse was observed after the simultaneous administration of rNS3 and DNAs encoding full�size NS3 and GM�CSF.
A high level of lymphocyte proliferation, accumulation of IFN�γ�secreting cells and IFN�γ, and IL�2 release in re�
sponse to the stimulators – NS3 antigens of different composition were observed in this group of mice. It has been
established that the suppression of regulatory T cells in vitro leads to the statistically significant increase in the secre�
tion of IFN�γ. Thus, simultaneous application of rNS3 along with the DNAs encoding full�size NS3 and GM�CSF
is promising approach for development of hepatitis C vaccine. The expediency of inclusion in the vaccine composition
of regulatory T cell inhibitors will be clear after special studies. 

Keywords: hepatitis C virus, nonstructural protein NS3, transfection, DNA immunization, recombinant pro�
tein, immune response, regulatory T cells, granulocyte macrophage colony�stimulating factor.
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tem (“Promega”, США) в соответствии с инструк�
цией производителя.

Использованы 4 рекомбинантных белка (r),
содержащих следующие последовательности NS3
ВГС: 1) участок аминокислотной последователь�
ности 1192–1459, 2) часть хеликазного домена
(аминокислотные остатки 1356–1459), 3) полно�
размерный белок NS3 (аминокислотные остатки
1027–1658) и 4) протеазный домен NS3 (амино�
кислотные остатки 1027–1229). Получение плаз�
мид, кодирующих rNS3, и аффинная очистка бел�
ков описаны ранее [14–16]. 

Трансфекция эукариотических клеток. Для изу�
чения способности плазмиды pcDNA�NS3 экс�
прессировать в клетках млекопитающих ген белка
NS3 ВГС использовали перевиваемую клеточную
линию почек зеленой мартышки (Vero). Культиви�
рование клеток описано ранее [17]. За сутки до
трансфекции вносили 5 × 104 клеток в 24�луноч�
ные культуральные планшеты (“Nunc”, Дания).
Трансфекцию проводили с использованием реа�
гента метафектин (“Biontex”, Германия) в соот�
ветствии с инструкцией производителя. Экспрес�
сию белка NS3 оценивали в реакции непрямой
иммунофлуоресценции с использованием mAb к
белку NS3 (клоны 5В2 и 2G12) [14] и конъюгиро�
ванных с флуоресцеинизотиоцианатом (FITC) ан�
тител к мышиным иммуноглобулинам (“DAKO”,
Дания). Количество флуоресцирующих клеток
подсчитывали с помощью флуоресцентного мик�
роскопа (“Olympus”, Германия) при длине волны
520/560 нм.

Иммунизация мышей. Для иммунизации ис�
пользовали самок мышей линии DBA/2J (H�2d) в
возрасте 6–8 недель, полученных из Центрально�
го питомника лабораторных животных “Крюко�
во” РАМН. Каждая группа состояла из 5 живот�
ных. Мышам вводили очищенную плазмидную
ДНК pсDNA�NS3 (внутримышечно в четырех�
главую мышцу бедра задних лап) и/или
rNS3_1192�1459 (внутрибрюшинно) дважды с ин�
тервалом в 2 недели. Мышам контрольной груп�
пы вводили физиологический раствор в те же
сроки. Антигены и адъюванты, использованные

для иммунизации мышей в группах I–VII, приве�
дены в табл. 1. Иммунный ответ оценивали через
10 сут после второй иммунизации. 

Оценка иммунного ответа. Гуморальный ответ.
Активность взаимодействия антител к белку NS3
в сыворотках крови мышей с rNS3 определяли
методом непрямого иммуноферментного анализа
(ИФА), как описано ранее [18]. 96�луночные
планшеты (“Nunc”, Дания) сенсибилизировали
описанными выше рекомбинантными белками
rNS3, взятыми в фосфатно�солевом буфере в кон�
центрации 1–3 мкг/мл. В качестве вторичных ан�
тител использовали козьи антитела к IgG мыши,
конъюгированные с пероксидазой хрена (“Сор�
бент”, Россия), а в качестве субстрата пероксида�
зы – тетраметилбензидин (“Sigma”, США); опти�
ческую плотность измеряли в двухволновом ре�
жиме 450/620 нм. За титр сывороток с данным
антигеном в ИФА принимали предельное разве�
дение сыворотки крови, при котором значение
оптической плотности при А450/620 в 2 раза превы�
шало значение для контрольного образца (сыво�
ротка крови неиммунизированных мышей). 

Соотношение анти�NS3 антител подтипов
IgG1 и IgG2a определяли в ИФА с использовани�
ем (в качестве вторичных антител) специфичных
к Ig мыши антител подтипов IgG1 и IgG2a, конъ�
югированных с пероксидазой хрена (“Jackson Im�
munoresearch Laboratories”, США). 

Т�клеточный ответ in vitro оценивали в реакции
бласттрансформации лимфоцитов (РБТЛ) по
секреции цитокинов IFN�γ и IL�2, а также мето�
дом ELISpot. Клетки селезенки от 5 мышей каж�
дой экспериментальной группы объединяли и
выделяли фракцию мононуклеарных клеток, как
описано ранее [17, 18]. Анализ клеточных реак�
ций проводили в трех повторах. Для стимуляции
спленоцитов in vitro использовали вышеперечис�
ленные варианты rNS3 в конечной концентрации
1 мкг/мл. Положительным контролем служили
культуры спленоцитов, активированные конка�
навалином А (ConA; 5 мкг/мл). В качестве отри�
цательных контролей использовали: 1) нестиму�
лированные клеточные культуры из селезенок

Таблица 1.  Антигены и адъюванты, использованные для иммунизации мышей

Группа 
мышей

Антиген – белок 
rNS3_1192�1459, мкг/мышь

Адъювант – суспензия 
Al(OH)3, мл/мышь

Антиген – плазмида 
pсDNA�NS3, мкг/мышь

Адъювант – плазмида 
pcDNA�GM�CSF, мкг/мышь

I 2.5 0 0 0

II 2.5 0.05 0 0

III 0 0 100 0

IV 0 0 100 100

V 2.5 0 100 0

VI 2.5 0.05 100 100

VII 0 0 0 0
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мышей; 2) культуры, стимулированные неспеци�
фическим антигеном – рекомбинантным белком
NS4 ВГС, слитым с белком GST (“Диагностиче�
ские системы”, Россия); 3) клеточные культуры
из селезенок неиммунизированных мышей.

Для оценки влияния Тreg на клеточный ответ в
культуру спленоцитов наряду со стимуляторами
добавляли моноклональные антитела к рецептору
CD152 (CTLA�4) – 9H10 mAb (“eBioscience”, Ве�
ликобритания). 

РБТЛ выполняли, как описано ранее [17]. Ин�
декс стимуляции пролиферации (ИСП) рассчи�
тывали как отношение среднего количества лим�
фобластов в экспериментальных группах к сред�
нему количеству лимфобластов в группе
неиммунизированных мышей в присутствии тех
же стимуляторов. Результат РБТЛ считали поло�
жительным при ИСП > 2.

Измерение концентрации цитокинов в культу�
ральных жидкостях, полученных через 4 сут после
стимуляции лимфоцитов, проводили методом
ИФА с помощью коммерческих тест�систем для
определения IFN�γ и IL�2 (“Mabtech”, Швеция) в
соответствии с инструкциями фирмы�произво�
дителя. Концентрацию цитокинов определяли по
калибровочным кривым стандартных образцов.
Предел чувствительности для IFN�γ составлял
2 пг/мл, а для IL�2 – 4 пг/мл. 

Определение IFN�γ�секретирующих клеток ме�
тодом ELISpot. Количество клеток, секретирую�
щих IFN�γ, определяли c помощью тест�системы
“ELISpot mouse IFN�γ” (“R&D systems”, США).
Изолированные спленоциты (~105 клеток в лун�
ке) инкубировали с иммобилизованными на
96�луночных планшетах mAb к IFN�γ мыши в
присутствии стимуляторов в течение 18 ч при
37°С в атмосфере 5%�ного СО2. Окрашивание
IFN�γ�секретирующих клеток проводили в соот�
ветствии с рекомендациями фирмы: после инкуба�
ции клеток с биотинилированными анти�(IFN�γ)�
антителами добавляли стрептавидин, конъюгиро�
ванный с щелочной фосфатазой, и затем субстрат

фосфатазы BCIP/NBT. Окрашенные пятна (“spots”)
детектировали визуально с помощью стереоскопи�
ческого микроскопа МБС�10 (“ЛОМЗ”, Россия). 

Статистическую обработку результатов прово�
дили с использованием программы “Statistica 6”.
Достоверность различий оценивали по t�крите�
рию Стьюдента; связь признаков определяли по
коэффициенту линейной регрессии Пирсона;
различия считали статистически значимыми при
р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Трансфекция клеток Vero

На третьи сутки после трансфекции клеток
Vero плазмидой pсDNA�NS3 полипептид NS3 вы�
являли с помощью флуоресцентной микроско�
пии. При использовании 2G12 mAb (рис. 1а) NS3
детектировали только в цитоплазме 2% клеток, в
то же время 5В2 mAb окрашивали приблизитель�
но 50% клеток как в цитоплазматической, так и в
ядерной областях (рис. 1б). В случае интактных
клеток Vero, обработанных в тех же условиях,
окрашивания не наблюдали (результаты не пред�
ставлены). 

Гуморальный иммунный ответ

Результаты взаимодействия сывороточных ан�
тител с различными вариантами rNS3 в ИФА
представлены в табл. 2. Титры связывания анти�
тел с rNS3 разного состава значительно различа�
лись как между группами иммунизированных
мышей, так и внутри каждой группы. Наибольшей
антигенной активностью обладали белки
rNS3_1192�1459 и rNS3_1356�1459, наименьшей –
протеазный домен NS3_1027–1229. Высокий титр
антител к NS3 (до 1 : 640000) индуцировал
rNS3_1192�1459, введенный с Al(OH)3 (группа II).
При совместной иммунизации мышей белком и
плазмидой с адъювантами (группа VI) титр антител
также был высоким – до 1 : 800000. Введение ре�
комбинантного белка и/или плазмиды pсDNA�
NS3 без адъювантов (группы I, III, V) индуцировало
слабый гуморальный ответ (титр антител ≤ 1 : 100).
Инъекция pсDNA�NS3 совместно с pcDNA�GM�
CSF вызывала увеличение активности антител до
титра 1 : 640 (группа IV). 

При изучении продукции антител подтипов
IgG1 и IgG2a к белку NS3 установлено, что у мы�
шей группы II (иммунизированы рекомбинант�
ным белком) вырабатывались антитела исключи�
тельно подтипа IgG1, группы IV (иммунизированы
ДНК NS3) – преимущественно IgG2a, группы VI
(иммунизированы смесью этих конструкций) –
антитела обоих подтипов с преобладанием IgG1
(рис. 2). 

а б

Рис. 1. Визуализация белка NS3 ВГС в клетках Vero,
трансфицированных плазмидой pcDNA�NS3, мето�
дом непрямой иммунофлюоресценции с помощью
моноклональных антител 2G12 (а) и 5В2 (б). Белыми
стрелками обозначена цитоплазматическая локали�
зация белка NS3, черными – ядерная. Увеличение в
400 раз.
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Клеточный иммунный ответ

Результаты РБТЛ свидетельствуют о том, что
большинство исследованных нами вариантов ре�
комбинантных белков на основе NS3 способны
стимулировать пролиферацию спленоцитов у
мышей (рис. 3). Так, белок, содержащий протеаз�
ный домен NS3_1027–1229, стимулировал про�
лиферацию лимфоцитов у мышей только III–VI
групп. Сравнение значений ИСП в группах I и II
с группами III и IV показывает, что введение мы�
шам полипептидной последовательности NS3
индуцирует менее интенсивную пролиферацию
лимфоцитов по сравнению с ДНК�иммунизаци�
ей (p < 0.05). Совместное введение рекомбинант�
ного белка и плазмиды статистически значимо
(p < 0.01) увеличивает пролиферацию спленоцитов
(группы V и VI по сравнению с группами I–IV).
Следует отметить, что использование адъювантов
не приводит к существенному увеличению значе�
ния ИСП. 

Содержание цитокинов в культуральных жид�
костях спленоцитов, стимулированных четырьмя
рекомбинантными белками NS3, приведено в
табл. 3. В спленоцитах мышей групп I и II ни один
из rNS3 не стимулировал выработку исследуемых
цитокинов. Похожая картина наблюдалась у мы�
шей, получивших инъекцию pсDNA�NS3 без
адъюванта (за исключением синтеза IL�2 в ответ
на стимуляцию полноразмерным белком
NS3_1027�1658). У мышей группы V отмечена
секреция IL�2 в ответ на стимуляцию тремя rNS3:
NS3_1356�1459, NS3_1192�1459 и NS3_1027�1658.
При введении мышам плазмиды с адъювантом
(IV группа) и совместном ее введении с белком
(VI группа) уровень цитокинов возрастал. IFN�γ в
концентрации 2–8 пг/мл вырабатывался при сти�
муляции спленоцитов всеми рекомбинантами

NS3, кроме протеазного домена NS3_1027–1229.
IL�2 синтезировался лимфоцитами этих мышей в
ответ на стимуляцию любым из rNS3 (4–27 пг/мл).
В контрольной группе мышей полипептиды rNS3
не стимулировали секрецию цитокинов. 

Анализ количества IFN�γ�секретирующих
клеток методом ELISpot показал (табл. 3), что та�
кие клетки появляются у мышей группы II (имму�
низированы rNS3 с гидроокисью алюминия) в от�
вет на стимуляцию полноразмерным белком NS3,

Таблица 2. Взаимодействие антител из сыворотки крови мышей с рекомбинантными NS3�полипептидами

Группа мышейа
Титр антител в ИФА с полипептидамиб:

NS3_1356�1459 NS3_1192�1459 NS3_1027�1229 NS3_1027�1658 GSTв

I 10 30 10 30 10

II 320000 640000 80 20480 1280

III 10 20 20 10 <10

IV 160 80 160 640 <10

V 10 100 20 20 20

VI 640000 800000 200 40960 320

VII 10 10 <10 <10 <10
а Соответствуют приведенным в табл. 1.
б Приведены максимальные разведения сывороток крови мышей, при которых в ИФА регистрируется взаимодействие анти�
тел с указанным антигеном.
в GST (глутатион�S�трансфераза) – белок, входящий в состав рекомбинантных белков, использован как неспецифический
антиген.
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Рис. 2. Содержание антител подтипов IgG1 и IgG2a к
белку NS3 у мышей, иммунизированных белковыми
и ДНК�конструкциями на основе NS3 ВГС. По оси
абсцисс – группы мышей (в соответствии с обозначе�
ниями в табл. 1); по оси ординат – титр антител к ре�
комбинантному белку NS3_1027�1658 (по результа�
там ИФА).
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у мышей групп III и IV (иммунизированы плаз�
мидой) – на стимуляцию белком NS3_1192�1459,
в группе V (мыши иммунизированы rNS3 и плаз�
мидой без адъювантов) – на стимуляцию любым
из rNS3, кроме NS3_1027–1229 (протеазный до�
мен), в группе VI мышей (иммунизированы эти�
ми же конструкциями с адъювантами) – на все
четыре рекомбинантных белка; в группах I (им�
мунизированы rNS3 без адъюванта) и VII (кон�

трольная) образования IFN�γ�секретирующих
клеток не обнаружено. При проведении всех опи�
санных выше иммунологических реакций ConA
использован в качестве положительного контро�
ля. Максимальный клеточный ответ на ConA вы�
явлен в селезенках мышей групп IV–VI (табл. 3).
Следует отметить, что при статистическом анали�
зе данных, представленных в табл. 3, установлена

Таблица 3. Продукция цитокинов IFN�γ и IL�2 в ответ на стимуляцию спленоцитов мышей рекомбинантными
NS3�полипептидами

Группа 
мышейа

Стимуляция спленоцитов in vitro полипептидами

NS3_1356�1459 NS3_1192�1459 NS3_1027�1229 NS3_1027�1658 ConA

IFN�γб IL�2б IFN�γв IFN�γб IL�2б IFN�γв IFN�γб IL�2б IFN�γв IFN�γб IL�2б IFN�γв IFN�γб IL�2б IFN�γв

I <2 <4 <20 <2 <4 <20 <2 <4 <20 <2 <4 <20 182 107 <20

II <2 <4 <20 <2 <4 <20 <2 <4 <20 <2 <4 30 23 72 <20

III <2 <4 <20 <2 <4 30 <2 <4 <20 <2 5 <20 353 186 110

IV 2 4 <20 4 4 80 <2 4 <20 5 10 <20 811 222 510

V <2 5 50 <2 5 60 <2 <4 <20 <2 12 80 878 117 650

VI 4 7 80 5 27 30 <2 5 70 8 17 50 829 117 170

VII <2 <4 <20 <2 <4 <20 <2 <4 <20 <2 <4 <20 70 102 <20
аСоответствуют приведенным в табл. 1.
бКонцентрации цитокинов (пг/мл) в культуральной жидкости стимулированных указанными NS3�полипептидами сплено�
цитов; приведены результаты ИФА.
вКоличество окрашенных пятен, соответствующих количеству IFN�γ�секретирующих клеток на 106 спленоцитов; приведены
результаты ELISpot.

Рис. 3. Реакция бласттрансформации лимфоцитов мышей, иммунизированных белковыми и ДНК�конструкциями на
основе NS3 ВГС. Мышей в группах I–VII иммунизировали антигенами, указанными в табл. 1. Выделенные спленоци�
ты культивировали в присутствие рекомбинантных NS3�полипептидов. По оси абсцисс указаны рекомбинантные
NS3�полипептиды; по оси ординат приведены значения ИСП. Обозначены группы мышей, в которых значение ИСП
не отличается от контрольной группы (p > 0.05); значения ИСП для остальных групп статистически значимо отлича�
ется от контроля (p < 0.05).
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корреляция результатов определения IFN�γ дву�
мя методами: ELISpot и ИФА (r = 0.87, p < 0.05).

Инактивация регуляторных Т�клеток in vitro

Одна из задач работы состояла в исследовании
влияния клеток Тreg на эффективность клеточно�
го ответа при вакцинации, для чего использовали
ингибиторный анализ. Моноклональные антите�
ла 9H10 к рецептору Тreg CTLA�4 (CD�152) вно�
сили в лунки с культурой спленоцитов мышей,
иммунизированных конструкциями на основе
NS3, одновременно со стимуляторами. Рабочую
концентрацию 9H10 mAb определили в предвари�
тельных экспериментах при стимуляции сплено�
цитов ConA. Оптимальная концентрация mAb
находилась в диапазоне 0.2–3.0 мкг/мл. В тесте
РБТЛ mAb, взятые в концентрации 0.25 мкг/мл,
не оказывали влияния на пролиферацию, если же
их концентрация составляла 1.25 мкг/мл, то зна�
чение ИСП увеличивалось на 10–41%, т.е. в сред�
нем на 19% (рис. 4). Однако различия не были
статистически значимыми (p = 0.2). Аналогичная
ситуация наблюдалась и при исследовании уров�
ня секреции IL�2: превышение в среднем состав�
ляло 16%. 

Статистически значимый эффект детектиро�
вали при изучении IFN�γ в культурах лимфоци�
тов: Моноклональные антитела 9H10, в любой из
вышеприведенных концентраций, индуцировали
повышение уровня IFN�γ в 2–5 раз (p < 0.0001).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для изучения способности ДНК�конструкции
экспрессировать ген NS3 ВГС в клетках млекопи�
тающих проводили опыты по трансфекции эука�
риотических клеток Vero, детектируя в трансфи�
цированных клетках белок NS3 по окрашиванию
специфическими mAb. NS3 преимущественно
локализовался в цитоплазматической области, но
иногда и в ядерной части клетки. В трансфициро�
ванных клетках 5В2 mAb работали гораздо эф�
фективней, чем 2G12 mAb. Эти антитела направ�
лены к разным антигенным детерминантам белка
NS3 [14], которые, по�видимому, по�разному экс�
понированы на поверхности белка. Следует отме�
тить, что 5В2 mAb более активно реагировали с
белком NS3 также в клетках печени больных ге�
патитом С [19]. 

Представляло интерес сравнить иммуноген�
ную активность трех кандидатных вакцин: 1) ре�
комбинантного белка rNS3_1192�1459, 2) ДНК�
вакцины, содержащей полноразмерный ген NS3,
а также 3) сочетания этих конструкций. Для оцен�
ки интенсивности гуморального и клеточного от�
вета на эти конструкции использовали четыре ре�
комбинантных белка, содержащих разные ами�
нокислотные последовательности NS3. При

изучении гуморального ответа установлено, что
иммунизация мышей белком rNS3_1192�1459 и
плазмидой pсDNA�NS3 без адъювантов (группы
I, III и V) слабо индуцирует В�клеточный ответ –
титр антител не превышал 1 : 100. При введении
белка NS3 вместе с Al(OH)3 уровень антител по�
вышался многократно (до 30000 раз). При этом
наиболее активно антитела из сывороток крови
иммунизированных мышей взаимодействовали с
белками NS3_1192�1459 и NS3_1356�1459 – тит�
ры достигали 1 : (6 × 105). По данным ИФА, актив�
ность антител по отношению к полноразмерному
рекомбинантному белку NS3_1027�1658 в 15–30 раз
ниже, чем к фрагментам NS3. Это позволяет
предположить, что экспонированность антигена
в области 1192–1459 различна в рекомбинантных
белках NS3_1192�1459 (использован для иммуни�
зации мышей) и NS3_1027�1658 (полноразмер�
ный NS3). Антитела к протеазному домену
NS3_1027�1229 обнаружены в низких титрах, что
может быть связано с незначительной областью
перекрывания между полипептидами, использо�
ванными для иммунизации мышей и при детек�
ции антител (всего 37 общих аминокислотных
остатков в позициях 1192–1229). В то же время
известно, что при естественном инфицировании

Рис. 4. Влияние моноклональных антител, специ�
фичных к рецептору регуляторных Т�клеток, на про�
лиферацию лимфоцитов, стимулированных реком�
бинантными NS3�белками, и секрецию цитокинов.
Спленоциты культивировали в присутствие рекомби�
нантных NS3�белков с добавлением анти�CTLA�4
антител 9H10 в указанных концентрациях. По верти�
кали: слева приведены значения ИСП или концен�
трации цитокинов IFN�γ и IL�2 (пг/мл). Данные
представлены как среднее значение ± ошибка сред�
него значения. Различия считаются значимыми при
p < 0.05.
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ВГС гуморальный ответ к домену сериновой про�
теазы практически отсутствует, а это свидетельству�
ет о его низкой иммуногенности [20]. Следует отме�
тить, что в большинстве исследований по разработ�
ке вакцин высокой иммуногенной активности
рекомбинантных NS3 ВГС достигали за счет введе�
ния их в высоких дозах: 10–40 мкг/мышь [21–23].
Полученные нами ранее результаты хорошо со�
гласуются с этими данными: так, при введении
мышам 20 мкг белка NS3_1356�1459 титр антител
составлял 1 : 108 [14]. Полагая, что одна из прио�
ритетных задач вакцинологии состоит в сниже�
нии концентрации препаратов, предназначенных
для введения в качестве вакцины, мы снизили ко�
личество антигена в 8 раз – до 2.5 мкг/мышь.
Впервые показано, что рекомбинантный белок
NS3 обладает высоким иммуногенным потенциа�
лом даже в низких дозах – при условии введения
его с адъювантом. 

Клеточный ответ оценивали по уровню проли�
ферации лимфоцитов, секреции цитокинов и их
внутриклеточному содержанию. Рекомбинант�
ный белок NS3_1192�1459 индуцировал слабый
Т�клеточный ответ, при этом добавление гидрок�
сида алюминия не приводило к его усилению.
Al(OH)3 входит в состав многих вакцин в качестве
адъюванта. Нами впервые показано, что при им�
мунизации рекомбинантными белками ВГС дан�
ный адъювант – не лучший выбор. Отсутствие
стимулирующего действия Al(OH)3 на клеточный
ответ, который имеет решающее значение при ге�
патите С, ставит под сомнение целесообразность
его использования при разработке вакцины. Это
указывает на необходимость использования адъ�
ювантов другого состава, например, иммуномак�
са, который оказался эффективным иммуности�
мулятором при иммунизации рекомбинантным
белком NS5A [24].

Плазмида pсDNA�NS3 без адъюванта стиму�
лировала, в основном, только пролиферацию
спленоцитов, продукция цитокинов оказалась
слабой; эти результаты в целом согласуются с
данными, полученными ранее при использова�
нии той же плазмиды [12]. При введении ДНК
NS3 в смеси с ДНК гена цитокина GM�CSF сек�
реция IFN�γ и IL�2 усиливалась, причем стати�
стически значимо. Следует отметить, что ген
GM�CSF оказался наиболее эффективным адъ�
ювантом по сравнению с двумя другими иммуно�
модуляторами: иммуномаксом и ликопидом
(данные не представлены). 

Сравнение иммуногенности NS3�конструк�
ций показало, что наиболее интенсивный иммун�
ный ответ получен при одновременном введении
NS3�белка и NS3�ДНК с адъювантами. При этом
достигнут не только высокий уровень пролифера�
ции лимфоцитов, но и усиление их функциональ�
ной активности, которое проявлялось в накопле�

нии IFN�γ�секретирующих клеток и продукции
провоспалительных цитокинов в ответ на стиму�
ляцию любым из исследованных rNS3. Интерес�
но, что использование такой вакцинной компо�
зиции приводило к внутриклеточной экспрессии
IFN�γ в ответ на полипептиды NS3_1356�1459 и
NS3_1027�1229, которые не были эффективными
стимуляторами в группах мышей, иммунизиро�
ванных либо только полипептидом, либо только
ДНК. Кроме того, при совместной иммунизации
данными конструкциями уровень антител обоих
подтипов: IgG1 и IgG2a – был максимально вы�
соким. В нескольких исследованиях на модели
структурных белков ВГС: core, Е1 и E2 [25, 26], –
а также неструктурного белка NS5A [18] показа�
но, что использование комбинации иммуногенов
нуклеотидной и белковой природы более эффек�
тивно по сравнению с использованием индивиду�
альных компонентов ВГС. Для конструкций на
основе NS3 такие данные получены впервые.
Можно предположить, что комплекс антигенно�
активных продуктов разной природы (ДНК и
белки), взаимодействующих с различными Toll�по�
добными рецепторами, способен индуцировать
мультиспецифичный иммунный ответ, имитирую�
щий ответ организма на заражение вирусом. 

Один из способов усиления иммунного ответа
при вакцинации может состоять в блокировке
клеток�супрессоров Тreg – особой популяции
лимфоцитов, основная функция которых состоит
в ограничении чрезмерного иммунного ответа на
чужеродные антигены и в предотвращении ауто�
иммунных реакций. Роль Тreg при гепатите С
изучена недостаточно. С одной стороны, у боль�
ных гепатитом С наблюдается значительное уве�
личение популяций Тreg с маркерами CTLA�4 и
FохРЗ, которые могут тормозить развитие им�
мунного ответа по Th1�типу [27, 28]. Предполага�
ется, что увеличение их количества препятствует
элиминации ВГС [29]. С другой стороны, избы�
точное накопление Тreg в печени больных хрони�
ческим гепатитом С ограничивало развитие фиб�
роза печени [30]. В связи с этим особого внима�
ния заслуживает продемонстрированная нами
in vitro принципиальная возможность усиления
клеточного ответа на специфические антигены
при добавлении анти�Тreg�антител. Об усилении
клеточного ответа судили по статистически зна�
чимому увеличению секреции IFN�γ – одного из
ключевых антивирусных цитокинов. Вполне воз�
можно, что по результатам дополнительных ис�
следований в состав вакцинного препарата будут
включены компоненты, блокирующие функции
Тreg. Некоторые авторы полагают, что блокада
Тreg может стать перспективным направлением и
в терапии гепатита С [31]. 

Авторы выражают благодарность к.б.н. В.В. Мо�
хонову (ФГУ “НИИ вирусологии им. Д.И. Ива�



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 46  № 3  2012

КОМБИНИРОВАННОЕ ПРИМЕНЕНИЕ 533

новского” Минздравсоцразвития России) за
предоставление плазмиды pсDNA�NS3. 

Работа получила финансовую поддержку Рос�
сийского фонда фундаментальных исследований
(проект №11�04�01594).
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