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Аннотация
Введение. В период пандемии COVID-19 стала чрезвычайно актуальной разработка профилактических 
вакцин, в том числе основанных на новых платформах. Одной из таких платформ являются комбиниро-
ванные вакцины, сочетающие в одном препарате, например, ДНК и белковые компоненты. 
Целью данной работы являлось исследование иммуногенности ДНК-вакцины, кодирующей полиэпитоп-
ный Т-клеточный иммуноген вируса SARS-CoV-2, в сочетании с рекомбинантным белком RBD (рецеп-
торсвязывающий домен белка S вируса SARS-CoV-2, штамм Wuhan-Hu-1), конъюгированным с полика-
тионным носителем — полиглюкин-спермидином (PGS), а также оценка вклада отдельных компонентов  
в развитие иммунного ответа у мышей линии BALB/c.
Материалы и методы. Для создания ДНК-вакцины (pBSI-COV-Ub) мы воспользовались стратегией ди-
зайна искусственного полиэпитопного иммуногена, состоящего из консервативных иммунодоминантных 
фрагментов различных структурных белков вируса SARS-CoV-2, содержащих большое количество эпито-
пов Т-лимфоцитов: хелперных и цитотоксических. Рекомбинантный белок RBD был конъюгирован с поли-
катионом PGS, в результате смешивания его с ДНК образовывал вакцинный комплекс CCV–BSI, иммуно-
генные свойства которого были исследованы в данной работе. 
Результаты. Иммунизация мышей линии BALB/c комбинированной конструкцией CCV–BSI привела к ин-
дукции высоких титров антител, обладающих нейтрализующей активностью в отношении живого вируса 
SARS-CoV-2, а также к формированию вирус-специфического Т-клеточного ответа, что было показано  
с помощью иммуноферментного анализа, реакции нейтрализации и ELISpot. Показано, что вклад в гумо-
ральный иммунный ответ вносит именно белковый компонент, а в клеточный — ДНК. Введение реком-
бинантного белка RBD привело к индукции только антител, введение ДНК-вакцины — к индукции только 
Т-клеточного ответа, введение комбинированного препарата — к индукции и гуморального иммунного от-
вета, и специфических Т-клеток.
Выводы. Уникальная комбинация ДНК и белка в составе одной вакцинной конструкции позволяет преодо-
леть ограничения каждого из данных типов вакцин и приводит к индукции обоих звеньев иммунитета. Бел-
ковый компонент может быть заменён в соответствии с актуальным вирусным штаммом, а универсальный 
Т-клеточный иммуноген может обеспечить ответ на широкий спектр циркулирующих вариантов. Данная 
платформа в дальнейшем может быть использована для разработки вакцин против различных вирусов  
с высокой изменчивостью.
Ключевые слова: SARS-CoV-2, ДНК-вакцины, субъединичные вакцины, иммуногенность, искусствен-
ный Т-клеточный иммуноген
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Abstract
Introduction. During the COVID-19 pandemic, the development of preventive vaccines, including those based 
on new platforms, became extremely relevant. One such platform is vaccines, which combine, for example, DNA 
and protein components into a single vaccine.
The aim of this study was to investigate the immunogenicity of a DNA vaccine encoding a polyepitopic T-cell 
immunogen of the SARS-CoV-2 virus, combined with the recombinant RBD protein (the receptor-binding domain 
of the SARS-CoV-2 virus S protein, Wuhan-Hu-1 strain) conjugated to a polycationic carrier – polyglucin-
spermidine (PGS), and to assess the contribution of individual components to the development of an immune 
response in BALB/c mice.
Materials and methods. To create the DNA vaccine (pBSI-COV-Ub), we used a strategy of designing an artificial 
polyepitope immunogen consisting of conserved immunodominant fragments of various structural proteins of the 
SARS-CoV-2 virus, containing a large number of T-lymphocyte epitopes: helper and cytotoxic. The recombinant 
RBD protein was conjugated with the polycation PGS, and upon mixing it with DNA, it formed the vaccine complex 
CCV–BSI, whose immunogenic properties were investigated in this work.
Results. Immunization of BALB/c mice with the CCV–BSI combined construct resulted in the induction of high 
antibody titers with neutralizing activity against live SARS-CoV-2 virus, as well as the formation of a virus-specific 
T-cell response, as demonstrated by ELISA, neutralization assay and ELISpot. It has been shown that the protein 
component contributes to the humoral immune response, while DNA contributes to the cellular immune response. 
Administration of the recombinant RBD protein led to the induction of only antibodies, administration of the DNA 
vaccine led to the induction of only a T-cell response, and administration of the combined preparation led to the 
induction of both a humoral immune response and specific T cells.
Conclusion. The unique combination of DNA and protein within a single vaccine construct allows for overcoming 
the limitations of each of these vaccine types and leads to the induction of both arms of immunity. The protein 
component can be replaced according to the current viral strain, and a universal T-cell immunogen can provide 
a response to a wide range of circulating variants. This platform can be further used to develop vaccines against 
various highly variable viruses.
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Введение
Пандемия COVID-19 привела к принятию бес-

прецедентных мер в области мирового здравоохра-
нения. В частности, для массовой вакцинопрофи-
лактики в условиях чрезвычайной ситуации были 
одобрены вакцины, основанные на инновационных 
подходах: мРНК-вакцины [1], ДНК-вакцины [2], 
вакцины на основе вирусных векторов [3, 4]. Уста-
новлено, что вакцины данных типов способны при-
водить к индукции Т-клеточных ответов, важных 
для противостояния вирусной инфекции. 

Для родственных SARS-CoV-2 вирусов SARS-
CoV (коронавирус, вызывающий острый респи-
раторный синдром) и MERS-CoV (коронавирус, 
вызывающий ближневосточный респираторный 
синдром) было показано, что вирус-специфический 
Т-клеточный ответ сохраняется спустя десятилетия, 
тогда как нейтрализующие титры сывороток значи-
тельно падают уже через полгода после перенесён-
ного заболевания [5, 6]. Снижение нейтрализующей 
активности сывороток показано и при появлении 
новых штаммов вируса SARS-CoV-2 [7]. Стоит 
отметить, что долго сохраняющийся Т-клеточный 
ответ является специфичным не только к основно-
му антигену — гликопротеину S, главной мишени 
гуморального иммунного ответа, но и к другим 
белкам, обычно не используемым в качестве имму-
ногенов в субъединичных вакцинах [8]. Поскольку 
белки N, M, E и другие меньше подвержены нако-
плению мутаций [9], то их последовательности более 
консервативны [10], и Т-клеточный иммунный ответ, 
направленный на их эпитопы, может быть специфич-
ным в отношении вновь возникающих штаммов [11]. 
Актуальна стратегия создания искусственных Т-кле-
точных полиэпитопных иммуногенов, содержащих 
иммунодоминантные эпитопы вирусных/бактери-
альных/опухолевых белков, узнаваемые CD4+- и 
CD8+-Т-клетками. Платформа ДНК-вакцин способна 
обеспечить стимуляцию цитотоксических и Т-хел-
перных лимфоцитов за счёт внутриклеточного син-
теза и процессинга иммуногена с последующей 
презентацией его антигенпрезентирующими клет-
ками в комплексе с молекулами главного комплекса 
гистосовместимости (MHC) I и II классов.

Однако в случае SARS-CoV-2 не стоит забы-
вать о важности гуморального иммунного ответа, т. 
к. высокие титры нейтрализующих антител корре-
лируют с эффективностью вакцины [12]. Наиболее 
подходящими иммуногенами, индуцирующими на-
работку антител, являются рекомбинантные белки 
[13]. Они ограничены в стимуляции специфического 
цитотоксического ответа, но активируют B-клетки 
и Т-хелперы, особенно хорошо в присутствии адъ-
ювантов [14]. Такими адъювантами могут быть со-
ли алюминия, различные эмульсии, полисахариды. 
Один из наиболее изученных α-глюканов, который 
используется для доставки лекарств, — полиглюкин 

(высокомолекулярный декстран) [15]. Полиглюкин 
обеспечивает пролонгированное высвобождение 
активного вещества, а также является иммуномоду-
лятором, в результате чего работает в качестве адъ-
юванта. Благодаря наличию гидроксильных групп 
полиглюкин легко подвергается модификации,  
в частности присоединению веществ, содержащих 
аминогруппы, таких как белки [16]. 

Объединение разных типов иммуногенов 
(ДНК и белок) в одной конструкции представляется 
перспективным подходом, позволяющим преодо-
леть ограничения каждого из данных типов вакцин 
и привести к индукции обоих звеньев иммунитета.  
В большинстве работ, в которых исследуется воз-
можность комбинирования разных иммуноге-
нов, иммунизация проводится с применением 
прайм-буст-стратегий, при которых чаще всего пер-
вую иммунизацию проводят ДНК-вакциной, а бу-
стерную — белком в комплексе с адъювантом [17]. 
В некоторых работах показано, что совместное вве-
дение ДНК и белка приводит к увеличению имму-
ногенности как по сравнению с группами, получаю-
щими компоненты в отдельности, так и с группами, 
получающими вакцины в системе прайм-буст [18–
21]. Так, введение смеси ДНК-вакцины, кодирующей 
S-белок вируса SARS-CoV-2, и рекомбинантного 
белка S в сочетании с адъювантом в виде алюминие-
вых квасцов привело к формированию выраженного 
защитного иммунного ответа у сирийских хомяков, 
значительно превышающего значения в группах жи-
вотных, иммунизированных отдельными компонен-
тами [21]. Также было показано, что одновременное 
введение ДНК и белка в одно и то же место является 
более эффективным, чем введение их одновременно, 
но в разные места (например, в разные лапы) [19].

Для других вакцин, индуцирующих Т-клеточ-
ный ответ, таких как мРНК или векторные вакцины, 
совместное введение с белком в работах не встре-
чается, однако есть исследования, посвящённые 
положительному эффекту бустирования иммунно-
го ответа на данные типы вакцин субъединичными 
препаратами [22–25]. 

Целью данной работы являлось исследование 
иммуногенности ДНК-вакцины, кодирующей поли-
эпитопный Т-клеточный иммуноген вируса SARS-
CoV-2, в сочетании с рекомбинантным белком RBD 
(рецептор-связывающий домен белка S вируса 
SARS-CoV-2), конъюгированным с поликатионным 
носителем — полиглюкин-спермидином (PGS),  
а также оценка вклада отдельных компонентов в раз-
витие иммунного ответа у мышей линии BALB/c.

Материалы и методы

Конструирование ДНК-вакцины pBSI-COV

В качестве ДНК-компонента использовали по-
лученную нами ранее плазмиду pBSI-CoV-Ub [26]. 
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Предсказание Т-клеточных эпитопов было выпол-
нено с использованием программы NetMHCpan-4.1 
и базы данных Immune Epitope Database 2.22, IEDB 
2.22. В качестве анализируемых последователь-
ностей из GenBank были взяты последователь-
ности белков S, N, M и E (GenBank MN908947), 
полученные в результате секвенирования вируса 
SARS-CoV-2 штамма Wuhan-Hu-1. Фрагменты, 
выбранные для исследования, анализировали на 
консервативность, используя базу данных GISAID, 
затем их объединили последовательно в одну кон-
струкцию, к N-концу добавили убиквитин и эпитоп 
PADRE (Pan DR Epitope, универсальный Т-хелпер-
ный эпитоп, усиливающий индукцию CD4+-Т-кле-
ток, регулирующих B-клетки и цитотоксические 
Т-лимфоциты), к C-концу — маркерный эпитоп 
EPFRDYVDRFYKTLR. Кодирующую генетиче-
скую последовательность оптимизировали для эф-
фективной трансляции в клетках млекопитающих 
с помощью программы Jcat (http://www.jcat.de). 
Синтез гена был проведён фирмой «ДНК-синтез». 
Клонирование в вектор pVAX1 провели по сайтам 
PspLI и ApaI. 

Экспрессию целевого гена оценивали с по-
мощью полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР) и иммуноблотинга [26].

Получение комбинированного ДНК-белкового 
препарата

Белок RBD и его конъюгат с PGS были полу-
чены, как описано ранее [27]. В качестве источ-
ника последовательности RBD использовали ге-
номные данные изолята Wuhan-Hu-1 (GenBank: 
MN908947.3). Комбинированный ДНК-белковый 
препарат получали путём смешивания 2 частей 
плазмидной ДНК с 1 частью белка RBD, конъюги-
рованного с PGS (в массовом соотношении ДНК и 
белка), а затем добавляли избыток PGS в массовом 
соотношении 1 : 10 относительно ДНК. Формиро-
вание комплексов оценивали по смещению электро-
форетической подвижности в 1% агарозном геле, а 
также с помощью электронной микроскопии: окра-
шивание 2% водным раствором уранилацетата, ми-
кроскоп «JEM-1400» («Jeol»).

Иммунизация животных, подготовка образцов
Работу с животными проводили согласно «Ру-

ководству по уходу и использованию лабораторных 
животных» и принципам гуманности, изложенным 
в директивах Европейского сообщества (86/609/
EEC) и Хельсинкской декларации. Протоколы были 
одобрены Биоэтической комиссией ГНЦ ВБ «Век-
тор» (протокол № 1 от 21.03.2023).

Для оценки иммуногенности созданных кон-
струкций использовали самок мышей BALB/c мас-
сой 16–18 г, полученных из питомника ГНЦ ВБ 
«Вектор». Животных разделили на группы по 6 мы-

шей и иммунизировали внутримышечно дважды с 
интервалом 3 нед. Каждая мышь получала 200 мкл 
инъекционного препарата в обе бедренные мышцы 
задних лап (по 100 мкл в каждую):

•	 группа CCV–BSI — комбинированный пре-
парат, содержащий 100 мкг ДНК и 50 мкг 
белка; 

•	 группа pBSI-COV-Ub — 100 мкг плазмиды; 
•	 группа RBD–PGS — 50 мкг белка RBD, конъ-

югированного с PGS; 
•	 группа интактные — неиммунизированные 

животные. 
Спустя 2 нед после 2-й иммунизации у мышей 

брали кровь для анализа гуморального иммунного 
ответа и селезёнки для анализа клеточного ответа.

Сыворотки отделяли от клеточных элементов 
центрифугированием (9000g, 15 мин), прогревали 
30 мин при 56°С и исследовали на наличие антител, 
специфически связывающихся с белком RBD в им-
муноферментном анализе (ИФА), а также анализи-
ровали их вируснейтрализующую активность. 

Селезёнки последовательно измельчали на 
нейлоновых фильтрах для клеток с диаметром пор 
70 и 40 мкм («JET Biofil»). Подготовку спленоцитов 
проводили, как описано ранее [27].

Иммуноферментный анализ
Рекомбинантный белок RBD сорбировали на 

96-луночные планшеты («Nunc») в 2М мочеви-
не при 4°С в течение ночи (1 мкг/мл). Постановку 
ИФА проводили, как описано ранее [27]. Результаты 
анализировали при длине волны 450 нм с помощью 
спектрофотометра «Feyond A-300» («Allsheng»).

Реакция вируснейтрализации
Нейтрализующие свойства антител сывороток 

крови анализировали в реакции ингибирования ци-
топатического действия вируса на культуре клеток 
in vitro, как описано ранее [27]. В работе исполь-
зовали штамм коронавируса SARS-CoV-2 nCoV/
Victoria/1/2020, полученный из Государственной 
коллекции возбудителей вирусных инфекций и рик-
кетсиозов ГНЦ ВБ «Вектор». Нейтрализующую ак-
тивность сывороток иммунизированных животных 
оценивали по разведению сывороток, при котором 
регистрировали защиту клеток от цитопатического 
действия вируса в 50% лунок. 

ELISpot
ELISpot проводили с использованием набора 

ELISpot Plus: Mouse IFN-γ (ALP) («Mabtech») по 
инструкции производителя. Спленоциты пассиро-
вали в количестве 2,5 × 105 клеток/лунка и добавля-
ли к ним среду RPMI с 10% эмбриональной телячь-
ей сыворотки (для отрицательного контроля), или 
смесь вирус-специфических пептидов в концентра-
ции 20 мкг/мл для каждого пептида, или конкана-
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валин A (для положительного контроля). Подсчёт 
спотов производили визуально с использованием 
ELISpot-ридера («Carl Zeiss»). Единицу образова-
ния пятен (SFU) на 106 клеток рассчитывали путём 
вычитания значений в лунках с отрицательным кон-
тролем.

Пептиды для стимуляции определя-
ли с помощью инструментов IEDB Analysis 
Resourse и синтезировали в компании «AtaGenix 
Laboratories». Более 80% составила чистота пепти-
дов: VYAWNRKRI, FERDISTEI, CGPKKSTNL, 
RFASVYAWNRKRISN, VGGNYNYLYRLFRKS, 
GGNYNYLYRLFRKSN, YNYKLPDDFTGCVIA, 
KNKCVNFNFNGLTGT, QPTESIVRF, VSPTKLNDL, 
LLHAPATVCGPKKST, ASVYAWNRKRISN, 
YNYLYRLFRKSNL, AYSNNSIAI, QYIKWPWYI, 
LPPLLTDEM, SAPHGVVFL, WPWYIWLGF, 
YYRRATRRIRGGDGK, GTWLTYTGAIKLDDK, 
DDQIGYYRRATRRIR, VKPSFYVYSRVKNLN, 
CFVLAAVYRINWITG, YYRRATRRI, TPSGTWLTY, 
KHIDAYKTF, SPDDQIGYY.

Статистическая обработка 
Данные были проанализированы с помощью 

программного обеспечения «GraphPadPrism 6.0». 
Различия между группами определяли с использо-
ванием непараметрического метода Манна–Уитни, 
при p < 0,05 различия считали значимыми.

Результаты

Дизайн искусственного полиэпитопного  
Т-клеточного иммуногена

Дизайн Т-клеточного иммуногена осуществля-
ли с использованием подхода, позволяющего вы-
брать иммунодоминантные эпитопы, а затем объ-
единить их в одну последовательность. По итогам 
анализа были выбраны 5 фрагментов из белка S, по 
2 фрагмента из белков M и N, 1 фрагмент из бел-
ка E, которые содержат наибольшее количество 
CD4+- и CD8+-эпитопов, рестриктируемых молеку-
лами MHC I и II классов человека и мыши. Анализ 
гомологичности данных фрагментов для разных 
штаммов вируса, включая актуальные для 2024 г. 
варианты, показал высокую степень их консерва-
тивности (85,4–100%). К конструкции для увеличе-
ния эффективности внутриклеточного процессинга 
синтезируемого белка была добавлена последо-
вательность, кодирующая убиквитин. Аминокис-
лотные последовательности выбранных фрагмен-
тов и общая структура иммуногена представлены 
на рис. 1. Сконструированный иммуноген назван  
BSI-COV-Ub.

Плазмида pBSI-COV-Ub (рис. 2, а) была на-
работана в препаративных количествах и охарак-
теризована ранее [26]. С помощью ОТ-ПЦР и ве-
стерн-блоттинга определили экспрессию целево-

 Рис. 1. Схематическое изображение искусственного полиэпитопного Т-клеточного иммуногена BSI-COV-Ub,  
составленного из фрагментов белков вируса SARS-CoV-2. 
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го гена, кодирующего искусственный иммуноген 
BSI-COV-Ub, на уровне РНК и белка. По данным 
ОТ-ПЦР, размеры амплифицированного фрагмента 
составили ~ 1470 п. о., что соответствует теорети-
чески рассчитанному фрагменту при использовании 
специфических праймеров (рис. 2, б). С помощью 
иммуноблоттинга выявили дискретные белки, из ко-
торых продукт с наибольшей массой соответствовал 
теоретически рассчитанному продукту гена bsi-cov-
ub (54,5 кДа; рис. 2, в). Наличие «лесенки» из дис-
кретных белков свидетельствует об эффективном 
процессинге Т-клеточного иммуногена в клетке.

Рекомбинантный белок RBD и его конъюгат с 
PGS были наработаны, очищены и охарактеризова-
ны ранее [27]. 

Получение комплекса ДНК–белок
Получение комбинированного комплекса из 

ДНК и конъюгата RBD–PGS проводили путём сме-
шивания компонентов, схема их взаимодействия 
в смеси представлена на рис. 3, а. Формирование 
комплекса определяли по изменению электрофоре-
тической подвижности плазмидной ДНК в агароз-
ном геле: инкапсулированная плазмида демонстри-
ровала значительно меньшую подвижность в элек-
трическом поле по сравнению с «голой плазмидой» 
(рис. 3, б). 

С помощью электронной микроскопии (рис. 3, 
в) было показано, что размеры частиц находятся в 
диапазоне 50–200 нм. Ряд исследователей предпо-
лагают, что наночастицы подобных размеров опти-
мальны для создания вакцин, поскольку они нака-
пливаются в В-клеточных фолликулах и вызывают 
сильный иммунный ответ [28].

Анализ гуморального иммунного ответа
Для оценки иммуногенности созданных вак-

цинных конструкций мышей BALB/c иммунизиро-

вали дважды в дни 0, 21 и в конечной точке (день 35), 
производили забор сывороток для анализа. Сыво-
ротки тестировали на наличие RBD-специфических 
антител с помощью ИФА, а также на способность 
нейтрализовать живой вирус. В качестве контролей 
использовали сыворотки мышей, иммунизирован-
ных плазмидной ДНК pBSI-COV-Ub и белком RBD, 
конъюгированным с PGS, а также сыворотки ин-
тактных мышей (рис. 4, а).

По результатам RBD-специфического ИФА 
через 2 нед после 2-й иммунизации средние ти-
тры специфических антител у животных, имму-
низированных комбинированной вакциной CCV–
BSI, сочетающей в себе белок и ДНК, составили 
1 : 1 557 215. В группе, иммунизированной белком 
RBD, конъюгированным с PGS, средний титр со-
ставил 1 : 391 951, что достоверно не отличается от 
первой группы (p = 0,2739). В сыворотках мышей, 
получавших только плазмиду pBSI-COV-Ub, и в сы-
воротках интактных животных антитела, специфи-
чески связывающиеся с белком RBD, были обнару-
жены на уровне фона (рис. 4, б). 

Результаты анализа нейтрализующих свойств 
сывороток с использованием штамма nCoV/
Victoria/1/2020 вируса SARS-CoV-2 на культуре 
клеток in vitro также показали отсутствие значи-
мых различий между группами, иммунизирован-
ными комбинированной конструкцией CCV–BSI 
и белком RBD, конъюгированным с PGS: средние 
нейтрализующие титры составили 1 : 238 и 1 : 263 
соответственно (p = 0,7780). Cыворотки животных, 
получавших только плазмиду pBSI-COV-Ub, и сы-
воротки интактных животных не проявили вирус-
нейтрализующей активности (рис. 4, в).

Анализ клеточного иммунного ответа
Для оценки способности созданных конструк-

ций индуцировать клеточный иммунитет у мышей 

Рис. 2. Структура плазмиды pBSI-CoV-Ub (а) и анализ экспрессии целевого гена после трансфекции клеток HEK293T.
б — продукты ОТ-ПЦР с использованием тотальной РНК клеток HEK293T, трансфицированных плазмидой pBSI-CoV-Ub (дорожка 1) 

(электрофорез в 1% агарозном геле). На дорожке 2 — продукты ПЦР, поставленных на препарате тотальной РНК без обратной  
транскрипции. 

в — белковые продукты, выявленные в трансфицированных плазмидой pBSI-CoV-Ub клетках HEK293T методом иммуноблоттинга  
с использованием моноклонального 29F2 к маркерному эпитопу. 

а б в
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в конечной точке эксперимента брали селезёнки, 
которые были гомогенизированы и исследованы 
с помощью метода ELISpot. В качестве контролей 
использовали спленоциты мышей, иммунизирован-
ных плазмидной ДНК pBSI-COV-Ub и белком RBD, 
конъюгированным с PGS, а также спленоциты ин-
тактных мышей. Ответ оценивали по способности 
спленоцитов отвечать выделением интерферона-γ 
(IFN-γ) на специфическую стимуляцию, которую 
осуществляли пулом пептидов, входящих в состав 
белка RBD и иммуногена BSI-COV-Ub (рис. 5, а).

С помощью ELISpot было показано, что наибо-
лее высокие показатели клеточного иммунитета до-
стигнуты в группах, иммунизированных ДНК-вак-
циной или комбинированным комплексом (рис. 5, б).  
Так, среднее количество спленоцитов, ответивших 
на стимуляцию, в обеих группах составило 46 и 
54  SFU на 106 клеток соответственно (p > 0,9999 
между группами и p < 0,01 по сравнению с двумя 
другими группами). В группе, получавшей конъю-

гат RBD–PGS, был зарегистрирован низкий ответ 
на уровне отрицательного контроля (2 SFU).

Обсуждение
Распространение SARS-CoV-2 в масштабах 

планеты потребовало быстрой разработки вакци-
ны. Глобальная кампания по вакцинации населения 
предоставила уникальную возможность сравнить 
различные стратегии и платформы разработанных 
вакцин. Практически все имеющиеся у исследова-
телей подходы были задействованы в разработке, и 
в результате на рынок вышли не только классиче-
ские типы вакцин (инактивированные, субъединич-
ные), но и вакцины нового поколения (мРНК, век-
торные, ДНК-вакцины). 

Критически важным является не только индук-
ция гуморального иммунного ответа и вирусней-
трализующих антител, в частности, но и активация 
вирус-специфического Т-клеточного ответа [29].  
В данной работе для создания вакцинной конструк-

а

б в
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Спермидин
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RBD–PGS

1000 п. о.
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Рис. 3. Комплекс ДНК–белок. 
а — схематическое представление комплекса: отрицательные группы остатков фосфорной кислоты в составе плазмидной ДНК элек-

тростатически связываются с положительными аминогруппами в составе спермидина, конъюгированного с полиглюкином. 
б — подтверждение инкапсуляции ДНК в оболочке RBD–PGS с помощью электрофореза в 1% агарозном геле:  

1 — CCV–BSI; 2 — pBSI-COV-Ub. 
в — электронные микрофотографии частиц CCV–BSI.
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Рис. 4. Гуморальный иммунный ответ у мышей BALB/c, иммунизированных конструкциями CCV–BSI, pBSI-COV-Ub  
и RBD–PGS. Интактные, неиммунизированные мыши — отрицательный контроль. 

а — схематическое изображение эксперимента по исследованию иммуногенности: мышей иммунизировали дважды  
с интервалом 3 нед, через 2 нед после 2-й иммунизации у мышей забирали образцы для анализа. 

б — титры специфических IgG к RBD SARS-CoV-2, определённые в ИФА.
в — титры вируснейтрализующих антител, определённые с использованием штамма SARS-CoV-2 nCoV/Victoria/1/2020. 

Данные фрагментов б и в представлены как геометрические средние обратных титров со стандартным геометрическим отклонением, 
индивидуальные значения отмечены точками. Значимость различий между группами рассчитывали с использованием  

непараметрического метода Манна–Уитни (*p < 0,01, **p < 0,05, n.s. — статистическая значимость отсутствует).

Рис. 5. Клеточный иммунный ответ у мышей BALB/c. 
а — изображения репрезентативных лунок в ELISpot. 

б — количество спленоцитов, высвобождающих интерферон-γ в ответ на специфическую стимуляцию пептидами из белка RBD  
и искусственного иммуногена BSI-COV-Ub, подсчитанное с помощью ELISpot. Данные представлены как геометрические средние  

со стандартным геометрическим отклонением, индивидуальные значения отмечены точками. Значимость различий между группами 
рассчитывали с использованием непараметрического метода Манна–Уитни  

(*p < 0,01, **p < 0,05, n.s. — статистическая значимость отсутствует).
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

ции мы объединили две платформы: ДНК-вакцину 
и рекомбинантный белок. Полученная смесь пред-
ставляет собой ДНК, окружённую положительно 
заряженными молекулами PGS, конъюгированного 
с белком RBD. В качестве антигена выбрали RBD, 
потому что эта область белка S является доминиру-
ющей мишенью для нейтрализующего ответа при 
инфекции COVID-19. 

Ранее мы разработали полиэпитопный ис-
кусственный иммуноген, содержащий CTL- и Th-
эпитопы из белков S, N, M и E вируса SARS-CoV-2 
(рис. 1), и получили ДНК-вакцину pBSI-COV-Ub, 
кодирующую данный иммуноген (рис. 2) [26]. 
Фрагменты, выбранные для включения в итоговую 
конструкцию, содержат эпитопы, рестриктируемые 
широким спектром MHC I и II классов человека 
и мыши, подтвердившие иммунодоминантность  
в исследовании SARS-CoV-2-специфичного клеточ-
ного иммунитета и являющиеся консервативными 
для разных вариантов вируса [30–32]. После объ
единения фрагментов в одну последовательность 
к её N-концу добавили убиквитин. Присоединение 
убиквитина к белку способствует нацеливанию его 
на протеасому, что приводит к эффективному про-
цессингу, высвобождению пептидов-эпитопов, ко-
торые презентируются MHC I класса на поверхно-
сти антигенпрезентирующей клетки и способству-
ют активации цитотоксических Т-лимфоцитов [33], 
а также в результате кросс-презентации активируют 
Т-хелперы.

Используемый в работе конъюгат PGS ранее 
был использован нами для доставки кандидатных 
ДНК-вакцин против ВИЧ-1, Эбола и COVID-19 [27, 
34, 35]. В исследованиях данных конструкций были 
доказаны их безопасность и эффективное усиле-
ние иммуногенности ДНК-вакцин за счёт исполь-
зования PGS. PGS защищает ДНК от воздействия 
нуклеаз, а также способствует пролонгированному 
высвобождению иммуногена и оказывает иммуно-
модулирующее воздействие [15, 16]. Компоненты 
PGS биоразлагаемы и позволяют лиофилизировать 
препарат вакцины. Конъюгат RBD–PGS обладает 
положительным зарядом и при добавлении ДНК 
начинает взаимодействовать с её отрицательно за-
ряженными остатками фосфорной кислоты, обра-
зуя комплекс (рис. 3, а). Формирование комплексов 
было подтверждено снижением подвижности ДНК 
в агарозном геле (рис. 3, б).

Исследование гуморального иммунного отве-
та у мышей линии BALB/c на двукратное внутри-
мышечное введение комплекса CCV–BSI показало, 
что комбинированная конструкция наравне с бел-
ком RBD, конъюгированным с PGS, индуцирует 
наработку высоких титров специфических антител, 
обладающих нейтрализующей активностью против 
штамма nCoV/Victoria/1/2020 вируса SARS-CoV-2 
на культуре клеток in vitro (рис. 4, а, б). Рекомби-

нантный белок RBD без адъюванта обладает ме-
нее выраженной иммуногенностью по сравнению  
с конъюгатом [36]. Более высокий RBD-специфиче-
ский ответ в группе, иммунизированной CCV–BSI, 
по сравнению с группой, иммунизированной RBD–
PGS (средний титр 1 : 1,5 млн против 1 : 0,3 млн),  
может говорить о вкладе мультимеризации анти-
гена, возникающем из-за взаимодействия ДНК  
с несколькими молекулами конъюгата RBD–PGS,  
а также о стимуляции специфического Т-хелперно-
го ответа за счёт ДНК-вакцины. Подобный синер-
гический эффект в отношении индукции гумораль-
ного иммунного ответа был отмечен большинством 
исследователей, изучавших совместное введение 
ДНК- и субъединичной вакцины [18–20, 34]. 

При оценке клеточного ответа с помощью опре-
деления количества спленоцитов, продуцирующих 
IFN-γ в ответ на стимуляцию вирусными пептида-
ми, методом ELISpot наиболее высокий уровень 
специфического клеточного иммунитета был обна-
ружен в группах, иммунизированных препаратами, 
содержащими ДНК-конструкцию pBSI-COV-Ub. 
Это говорит о том, что ДНК-вакцина и в свободном 
состоянии, и в состоянии инкапсуляции способна 
индуцировать специфический Т-клеточный им-
мунный ответ против широкого спектра вирусных 
штаммов, тогда как при иммунизации белком RBD, 
конъюгированным с PGS, индукции Т-клеточного 
ответа не происходит (рис. 5). Во многих работах 
использование совместно с субъединичными вак-
цинами ДНК-вакцин приводит к индукции Т-кле-
точного ответа. Причём его развитие незначительно 
зависит от режима введения, т. е. ДНК-вакцина как 
в качестве прайм-иммунизации, так и при введении 
совместно с белком стимулирует Т-клетки на уров-
не, сопоставимом с введением только ДНК-вакци-
ны [20, 21, 34]. 

Выводы
Уникальная комбинация ДНК и белка в соста-

ве одной вакцинной конструкции позволяет преодо-
леть ограничения каждого из данных типов вакцин 
и приводит к индукции обоих звеньев иммунитета. 
Белковый компонент может быть заменён в соот-
ветствии с актуальным вирусным штаммом, а уни-
версальный Т-клеточный иммуноген может обе-
спечить ответ на широкий спектр циркулирующих 
вариантов. Данная платформа в дальнейшем может 
быть использована для разработки вакцин против 
различных вирусов с высокой изменчивостью.
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