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Резюме. Введение. Оптимизация поствакцинального репертуара Т-клеток — один из способов расширения 

спектра защитного потенциала живой гриппозной вакцины (ЖГВ). Улучшить кросс-протективные свойства 

ЖГВ можно путем внесения в состав генома вакцинного штамма гена нуклеопротеина (NP) от эпидемичес-

кого родительского вируса, то есть при замене классической формулы генома 6:2 на 5:3. Ранее на примере 

вирусов гриппа H1N1, H3N2 и H7N9 было показано, что вакцинные штаммы ЖГВ 5:3 стимулируют более 

выраженный Т-клеточный ответ к эпитопам NP эпидемического родительского вируса, чем классические 

варианты ЖГВ 6:2. Основной целью настоящего исследования явилась детальная оценка субпопуляций ви-

русспецифических системных и тканерезидентных Т-клеток памяти у мышей, иммунизированных штамма-

ми сезонной ЖГВ подтипа H1N1 с формулами генома 6:2 и 5:3. Материалы и методы. Методами обратной 

генетики были сконструированы вакцинные штаммы ЖГВ подтипа H1N1, отличающихся источником гена 

NP (ЖГВ 6:2 и ЖГВ 5:3). Мышей линии C57BL/6J иммунизировали интраназально вакцинными кандидата-

ми, двукратно с трехнедельным интервалом. Через 7 дней после повторной иммунизации у мышей выделяли 

клетки из тканей селезенки и легких, стимулировали цельным вирусом гриппа H1N1 и оценивали уровни 

цитокин-продуцирующих Т-клеток памяти с фенотипом CD44+CD62L– методами проточной цитометрии. 

Для клеток, выделенных из легких, также определяли экспрессию поверхностных маркеров CD69 и CD103. 

Гуморальный иммунитет к вирусу H1N1 оценивали в иммуноферментном анализе сывороток крови мышей, 

собранных через 3 недели после повторной иммунизации. Результаты. Вакцинный штамм ЖГВ 5:3, несущий 

NP ген от эпидемического родителя, индуцировал достоверно более выраженный гуморальный иммунный 

ответ к актуальному вирусу гриппа, чем классический вариант ЖГВ 6:2. В группе мышей, привитых ЖГВ 5:3, 
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наблюдались более высокие уровни вирусспецифических CD4+ и CD8+ Т-клеток эффекторной памяти (ТЕМ) 

в селезенках мышей, включая субпопуляцию полифункциональных (IFNγ+TNFα+IL-2+) CD4+ ТЕМ, по срав-

нению с группой ЖГВ 6:2. Также наблюдалась тенденция к выработке более высоких уровней вирусспеци-

фических Т-клеток памяти в тканях легких при иммунизации ЖГВ 5:3 в сравнении с ЖГВ 6:2, однако до-

стоверной разницы в стимуляции тканерезидентных Т-клеток с фенотипами CD69+CD103– и CD69+CD103+ 

между группами не наблюдалось. Заключение. Получены дополнительные экспериментальные свидетельства 

перспективности модификации генома вакцинного штамма сезонной живой гриппозной вакцины с целью 

актуализации эпитопного состава вакцинных вирусов, поскольку такая модификация усиливает вирусспе-

цифический Т-клеточный иммунный ответ как на системном уровне, так и в тканях легких, что в итоге может 

повысить эффективность вакцины в отношении циркулирующих вирусов гриппа.

Ключевые слова: вирус гриппа, живая гриппозная вакцина, нуклеопротеин, гуморальный иммунитет, IgG, эффекторная 

память, TEM, тканерезидентные Т-клетки памяти, TRM.

EPIDEMIC INFLUENZA VIRUS NUCLEOPROTEIN GENE INCORPORATED INTO VACCINE 

INFLUENZA VIRUS STRAIN GENOME TO OPTIMIZE SYSTEMIC AND LOCAL T-CELL IMMUNE 

RESPONSE AGAINST LIVE ATTENUATED INFLUENZA VACCINE

Prokopenko P.I., Stepanova E.A., Matyushenko V.A., Chistyakova A.K., Kostromitina A.D., Kotomina T.S., 
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Abstract. Introduction. Optimization of the vaccine-induced T-cell repertoire is one of the strategies to expand the spectrum 

of protective potential for live attenuated influenza vaccine (LAIV). LAIV cross-protective properties can be improved 

by introducing the nucleoprotein (NP) gene derived from epidemic parental virus into vaccine strain genome, i.e. by 

replacing the classical 6:2 genome formula with 5:3. The main objective of the present study was to detail evaluation 

for virus-specific systemic and tissue-resident memory T-cells subsets in mice immunized with seasonal H1N1 LAIV 

of the genome formula 6:2 and 5:3. Materials and methods. Two H1N1 LAIV strains with varying NP genes (LAIV 6:2 and 

LAIV 5:3) were generated using reverse genetics techniques. C57BL/6J mice were immunized intranasally with the vaccine 

candidates, twice, 3 weeks apart. Cells from the spleen and lung tissues were isolated 7 days after booster immunization 

to be stimulated with whole H1N1 influenza virus for assessing cytokine-producing memory CD44+CD62L– T-cells as 

well as expression of CD69 and CD103 surface markers using flow cytometry. Humoral murine serum immunity against 

H1N1 virus was assessed by ELISA. Results. The LAIV 5:3 vs classical 6:2 vaccine strain carrying the epidemic parental 

NP gene induced significantly more pronounced humoral immune response against recent influenza virus. The group 

of mice immunized with LAIV 5:3 demonstrated higher levels of virus-specific CD4+ and CD8+ effector memory T cells 

(TEM) in the spleen, including a subset of polyfunctional (IFNγ+TNFα+IL-2+) CD4+ TEM, compared to LAIV 6:2 group. 

Virus-specific memory T cell levels in lung tissues after immunization with LAIV 5:3 vs LAIV 6:2 also tended to increase, 

but no significant difference in stimulated tissue-resident CD69+CD103– and CD69+CD103+ T cells between the groups 

were found. Conclusion. Modification of the seasonal LAIV strain genome for updating its epitope composition allowed 

to enhance the virus-specific T-cell immune response both at systemic level and in lung tissues, thereby shoeing that 

the effectiveness of the vaccine against circulating influenza viruses can be potentially increased.

Key words: influenza virus, live influenza vaccine, nucleoprotein, humoral immunity, IgG, effector memory, TEM, tissue-resident memory 

T cells, TRM.

Введение

Вирусы гриппа являются высококонтагиоз-

ными респираторными патогенами, которые 

представляют постоянную угрозу для миро-

вого здравоохранения. Ежегодные эпидемии 

гриппа вызывают до 5 млн случаев тяжелых ре-

спираторных заболеваний, до 650 000 которых 

приводят к летальному исходу [9]. Вакцинация 

является наиболее эффективным средством 

профилактики гриппа, поскольку она может 

значительно снизить риск заражения гриппом, 

а также тяжесть и продолжительность заболе-

вания [4, 6].

В настоящее время в мировой практике су-

ществует большое разнообразие вакцин против 

вируса гриппа, однако их общим недостатком 

является достаточно узкая специфичность, что 

приводит к снижению эффективности вакци-

нации при циркуляции дрейфовых вариантов 

вируса, и, как следствие — к необходимости 

регулярного обновления штаммового состава 

вакцин [16, 17]. Лицензированные сезонные 

вакцины против гриппа направлены на по-

верхностные антигены вируса — гемагглюти-

нин (HA) и нейраминидазу (NA). В результате 

вакцинации преимущественно индуцируются 

нейтрализующие антитела против иммунодо-

минантных гипервариабельных эпитопов по-

верхностных вирусных белков, обеспечивая 

ограниченную защиту от антигенно удаленных 

вирусов гриппа. Поэтому поиск новых подходов 
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для повышения иммуногенности и эффектив-

ности гриппозных вакцин является приори-

тетной задачей здравоохранения. За последнее 

десятилетие был достигнут существенный про-

гресс в разработке противогриппозных вакцин 

широкого спектра действия, которые направле-

ны на индукцию антител к консервативным ви-

русным антигенам, таким как HA, NA или вне-

клеточный домен М2 белка (M2e) [8, 29]. Кроме 

того, активно разрабатываются подходы на ос-

нове Т-клеток, поскольку такие вакцины имеют 

наибольший потенциал для индукции долго-

живущих кросс-протективных факторов им-

мунной защиты [22]. Однако разработка новых 

Т-клеточных вакцин сопровождается серьез-

ными трудностями, такими как большое разно-

образие генов главного комплекса гистосовме-

стимости в популяции, отсутствие адекватных 

животных моделей для тестирования таких 

вакцин в доклинических исследованиях, а так-

же недостаток информации о том, какие уровни 

субпопуляций Т-клеток коррелируют с защи-

той от инфекции [8]. Соответственно,  помимо 

создания новых вакцин, нацеленных на ин-

дукцию Т-клеток памяти к консервативным 

вирусным антигенам, не менее важной задачей 

является усовершенствование лицензирован-

ных гриппозных вакцин. В частности, одним 

из способов расширения спектра защитного 

потенциала живой гриппозной вакцины (ЖГВ) 

является оптимизация репертуара Т-клеток, 

которые образуются после вакцинации.

Известно, что, изолированного в 1957 г., 

вполне вероятно, что некоторые индуцирован-

ные ЖГВ Т-клетки больше не смогут распоз-

навать эпитопы циркулирующих в настоящее 

время вирусов гриппа. Несмотря на достаточно 

высокий уровень консервативности NP среди 

различных вирусов гриппа А, за последние де-

сятилетия данный белок приобрел значитель-

ное количество мутаций, входящих в имму-

ногенные Т-клеточные эпитопы [19, 31]. Ранее 

на ми была показана принципиальная [7, 21].

Целью настоящего исследования явилась 

детальная оценка субпопуляций вирусспе-

цифических системных и тканерезидентных 

Т-клеток памяти у мышей, иммунизированных 

штаммами сезонной ЖГВ подтипа H1N1 с фор-

мулами генома 6:2 и 5:3.

Материалы и методы

Вирусы. Экспериментальные реассортантные 

штаммы подтипа H1N1 были получены стан-

дартными методами обратной генетики на осно-

ве  донора аттенуации отечественной живой грип-

позной вакцины (ЖГВ) A/Ленинград/134/17/57 

(H2N2) (Лен/17) по описанной ранее методи-

ке [21]. В качестве родительского эпидемическо-

го вируса гриппа выступал штамм  A/Гуандун-

Маонань/SWL1536/2019 (H1N1) [H1N1/wt], полу-

ченный из коллекции NIBSC (Великобритания). 

Вакцинные штаммы содержали гены PB2, 

PB1, PA, M, NS от донора аттенуации Лен/17, 

а гены гемагглютинина (HA) и нейраминидазы 

(NA) — от вируса H1N1/wt. Ген нуклеопротеина 

(NP) у штамма ЖГВ 6:2 был унаследован от до-

нора аттенуации Лен/17, а у штамма ЖГВ 5:3 — 

от эпидемического вируса H1N1/wt. Вирусы 

культивировали в 10–11 дневных развивающих-

ся куриных эмбрионах (РКЭ) при 33°С (для вак-

цинных штаммов ЖГВ) или при 37°С (для эпи-

демического штамма H1N1/wt). Инфекционные 

титры определяли методом предельных разве-

дений на РКЭ, подсчитывали по методу Рида 

и Менча [20] и выражали в lgЭИД50/мл.

Для проведения иммунологических тестов 

вирус гриппа H1N1/wt очищали методом уль-

трацентрифугирования на градиенте плот-

ности сахарозы. Для этого вирусную биомассу 

наращивали в РКЭ, и после осаждения дебриза 

низкоскоростным центрифугированием надо-

садочную жидкость подвергали центрифугиро-

ванию с ускорением 34000g в течение 2-х часов 

с использованием ультрацентрифуги Optima 

L-100 XP (Beckman Coulter, США). После это-

го ресуспендированный в PBS осадок очищали 

на ступенчатом градиенте сахарозы (30% и 60%) 

с ускорением 23 000g в течение 1 часа. Фракцию, 

содержащую вирусные частицы, собирали и ре-

суспендировали в фосфатно-солевом буфере 

(ФСБ), после чего проводили финальное цен-

трифугирование с ускорением 23 000g в течение 

1 часа. Осадок ресуспендировали в 1 мл ФСБ, 

аликвотили и хранили при –70°С.

Иммунизация мышей. Для эксперимен-

та по оценке иммуногенности и кросс-

протективного действия  сконструированных 

вакцинных кандидатов подтипа H1N1 ис-

пользовали  самок мышей линии C57BL/6J, по-

ставляемых из питомника Филиал Столбовая 

ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.  Через 3 недели 

после повторной иммунизации у мышей соби-

рали сыворотки крови для оценки гумораль-

ного иммунного ответа в иммуноферментном 

анализе (ИФА). Исследование было одобре-

но Локальным этическим комитетом ФГБНУ 

«ИЭМ» (протокол № 1/20 от 27.02.2020).

Оценка гуморального иммунного ответа. 

Уровни сывороточных IgG-антител к цельному 

вирусу A/H1N1wt были определены с помощью 

иммуноферментного анализа (ИФА) по стан-

дартному протоколу. Планшеты с высокой 

сорбцией покрывали очищенным на градиенте 

плотности сахарозы вирусом гриппа A/H1N1wt. 

После отмывок и блокировки неспецифическо-

го связывания с помощью раствора бычьего сы-

вороточного альбумина (БСА), в лунки вносили 
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2-кратные разведения сывороток мышей. После 

инкубации и соответствующих промывок про-

водили детекцию связанных с антигеном IgG 

антител при помощи вторичных антител к IgG 

мыши, конъюгированных с пероксидазой хрена 

(BioRad, США). Проявку планшетов осущест-

вляли с использованием субстрата 1-Step Ultra 

TMB-ELISA Substrate Solution (Thermo, США). 

Реакцию останавливали добавлением 1M рас-

твора H2SO4, после чего измеряли оптическую 

плотность раствора при 450 нм (ОП450) с помо-

щью спектрофотометра xMark (BioRad, США). 

За титр сыворотки принимали максимальное 

разведение образца, при котором ОП450 превы-

шало в 2 раза среднее значение ОП450 контроль-

ных лунок (антиген без добавления сыворотки).

Оценка Т-клеточного иммунного ответа. 

Определение системных и локализованных 

в легких Т-клеток памяти проводилось по ранее 

описанному методу [18] с некоторыми модифи-

кациями. В отличии от указанного исследо-

вания, где иммунный ответ оценивался путем 

стимуляции клеток синтетическими пептида-

ми, соответствующими иммунодоминантным 

CD8+ T-клеточным эпитопам NP366 современ-

ного и устаревшего вирусов, в настоящей работе 

проводили стимуляцию иммунных клеток цель-

ным очищенным вирусом A/Гуандун-Маонань/

SWL1536/2019 (H1N1). Такая стимуляция лучше 

отражает реальную клиническую ситуацию, 

поскольку при гриппе организм сталкивается 

с циркулирующим вирусом в его естественном 

виде, и инфицированные клетки презентируют 

на комплексах MHC I и MHC II большое раз-

нообразие Т-клеточных вирусных эпитопов. 

Одиночные спленоциты выделяли в среде CR-0 

(RPMI-1640, с содержанием антибиотика-ан-

тимикотика, 25 мМ HEPES (все от Capricorn, 

Германия) и 50 мкМ 2-меркаптоэтанолом 

(Sigma, США)), используя фильтры с размером 

пор 70 мкм (BD Biosciences, США). Затем эритро-

циты лизировали с помощью буфера для лизиса 

эритроцитов (Biolegend, США). Для внутрикле-

точного окрашивания цитокинов (ICS) 2 × 106 

клеток добавляли в стерильные микропланше-

ты с U-образным дном в 100 мкл среды CR-10 

(среда CR-0, содержащая 10% эхмбриональной 

бычьей сыворотки). Затем в каждую лунку до-

бавляли 100 мкл среды CR-10, содержащей очи-

щенный вирус H1N1/wt в дозе 2 инфекционные 

единицы на клетку, и инкубировали в течение 

18 часов при 37°С, 5% СО2. Затем к пробам добав-

ляли раствор GolgiPlug™ (BD Biosciences, США), 

в конечной концентрации 1:1000 для остановки 

белкового транспорта. Стимуляция форболми-

ристатом ацетата (PMA) (Sigma, США) исполь-

зовалась в качестве положительного контроля; 

также были приготовлены нестимулированные 

контрольные образцы и образцы изотипическо-

го контроля. Клетки инкубировали в течение 

5 ч при 37°C, 5% CO2, затем окрашивали в тече-

ние 20 мин при 4°C в темноте с помощью флу-

оресцентного красителя для фиксации живых/

мертвых клеток (ZombieAqua, Invitrogen, США) 

и смесью следующих флюоресцентно мечен-

ных поверхностных антител: CD4-PerCP/Cy5.5, 

CD8-APC/Cy7, CD44-PE, и CD62LBV421 (все 

от BioLegend, США). Набор Cytofix/Cytoperm (BD 

Biosciences, США) использовался для фиксации/

пермеабилизации, после чего клетки окрашива-

ли антителами к цитокинам IFNγ-FITC, TNFα-

APC и IL2-PE/Cy7 (все от BioLegend) в течение 

20 мин при 4°C в темноте. Образцы фиксирова-

ли буфером Cytolast (Biolegend) и анализирова-

ли с помощью флуориметра «Navios» (Beckman 

Coulter, США).

Для обнаружения тканерезидентных Т-кле-

ток памяти (TRM) перфузированные легкие 

разрезали на мелкие кусочки стерильными 

ножницами и обрабатывали смесью ДНКазы I 

и коллагеназы (обе от Sigma) в течение 40 мин 

при 37°C. Затем готовили суспензию отдельных 

клеток с помощью фильтров с размером пор 

70 мкм. Эритроциты лизировали, как описано 

выше, а стимуляцию клеток проводили по той 

же процедуре, что и для спленоцитов, только для 

окраски поверхностных маркеров и внутрикле-

точных цитокинов использовали другой набор 

антител. Набор поверхностных антител вклю-

чал CD4-PerCP/Cy5.5, CD8-APC/Cy7, CD44-

APC, CD62L-BV421, CD69-PE/Cy7, и CD103-

FITC (все от BioLegend, США), в то время как 

внутриклеточно проводили окраску на один 

цитокин — IFNγ-PE/Dazzle. Подсчитывали 

количество цитокин-позитивных клеток в сти-

мулированных группах и вычитали уровень 

спонтанной секреции цитокинов в нестимули-

рованных контрольных образцах.

Статистическая обработка результатов. 

Для анализа данных проточной цитометрии ис-

пользовали программу Kaluza Analysis (Beckman 

Coulter). Для расчетов, статистического анализа 

и подготовки иллюстраций использовали про-

грамму GraphPad Prism 7.0. Сравнение данных 

проводилось с использованием дисперсион-

ного анализа ANOVA с поправкой Тьюки или 

U-критерия Манна–Уитни, различия считали 

достоверными при p < 0,05.

Результаты и обсуждение

 Для данного исследования с использованием 

методов обратной генетики были  сконструирова-

ны два вакцинных штамма ЖГВ, отличающиеcя 

источником гена NP. У штамма ЖГВ 6:2 гены 

HA и NA унаследованы от эпидемического ви-

руса H1N1/wt, остальные гены — от донора ат-

тенуации Лен/17. У штамма ЖГВ 5:3 три гена — 
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HA, NA и NP — были унаследованы от H1N1/

wt, остальные гены также принадлежали Лен/17. 

Накопленные в РКЭ вирусы характеризовались 

высокой инфекционной активностью: штамм 

ЖГВ 6:2 размножался в РКЭ при оптималь-

ной температуре 33°С до титра 9,5 lgЭИД50/мл, 

а штамм ЖГВ 5:3 — до 8,9 lgЭИД50/мл. Эти данные 

указывают на отсутствие негативного влияния 

NP гена от эпидемического родителя на репли-

кативные свойства вакцинного штамма ЖГВ.

У мышей, двукратно иммунизированных ис-

следуемыми штаммами, собирали иммунные 

сыворотки и оценивали уровни IgG антител 

в ИФА с использованием цельного эпидемиче-

ского вируса в качестве антигенной подложки. 

 Было показано, что кандидат, несущий NP ген 

от эпидемического родителя (штамм ЖГВ 5:3), 

индуцировал достоверно более выраженный гу-

моральный иммунный ответ к вирусу гриппа, 

чем классический вариант ЖГВ 6:2 (рис. 1). Эти 

данные могут указывать на то, что при имму-

низации ЖГВ антитела формируются не толь-

ко к поверхностным антигенам вируса грип-

па, но и к его нуклеопротеину. Действительно, 

гриппозная инфекция и вакцинация цель-

новирионными вакцинами (как живыми, так 

и инактивированными) приводит к выработке 

сывороточных IgG-антител к NP-белку [5], при 

этом они не обладают вирус-нейтрализующей 

активностью. Несмотря на то что этот антиген 

не представлен на поверхности вириона, он де-

тектируется в большом количестве на поверхно-

сти зараженных вирусом клеток [1, 28], что дела-

ет его потенциальной мишенью для антитело-

зависимых иммунных реакций, таких как анти-

тело-зависимая клеточная цитотоксичность или 

комплемент-зависимая цитотоксичность [10, 

27]. Поскольку NP белок донора аттенуации 

Лен/17 и современного эпидемического вируса 

H1N1 отличается на 29 аминокислотных остат-

ка, эти различия могут оказывать существенное 

действие на антигенные свойства данного белка. 

Соответственно, анти-NP антитела, выработан-

ные в ответ на иммунизацию вариантом ЖГВ 

6:2, могут распознавать не все В-клеточные эпи-

топы NP белка современного вируса гриппа.

 Основной целью настоящего исследования 

явилась сравнительная оценка уровней вирус-

специфических Т-клеток, индуцируемых в от-

вет на иммунизацию штаммами ЖГВ с форму-

лами генома 6:2 и 5:3, как на системном (в се-

лезенках), так и на локальном уровне (в тканях 

легких). В более раннем исследовании нами 

было показано, что вакцинный штамм под-

типа H1N1 с формулой генома 5:3 стимулирует 

более выраженный системный Т-клеточный 

иммунный ответ по сравнению с классическим 

вариантом ЖГВ 6:2, что выявлялось в резуль-

тате стимуляции спленоцитов иммунизиро-

ванных мышей цельным вирусом H1N1/wt [21]. 

При этом иммунный ответ ранее оценивался 

по продукции одного цитокина в ответ на сти-

муляцию вирусом, а именно IFNγ. Данный ци-

токин относится к интерферонам II типа — се-

мейству белков, изначально ассоциированных 

с ингибированием вирусной репликации [30]. 

Рисунок 1. Выявление вирусспецифических IgG-антител в сыворотках крови мышей, 

иммунизированных двукратно вакцинными штаммами ЖГВ 6:2 и ЖГВ 5:3

Figure 1. Detection of blood serum virus-specific IgG antibodies in mice immunized twice with LAIV 6:2 and LAIV 5:3 
strains
Примечания. Уровни антител выявлялись в иммуноферментном анализе с использованием цельного вируса A/Гуандун-
Маонань/SWL1536/2019 (H1N1). А. Средние значения оптической плотности в лунках при каждом разведении сывороток. 
Б. Значения титров антител в каждой исследуемой группе. Сравнение данных проводилось с использованием 
дисперсионного анализа ANOVA с поправкой Тьюки (*p < 0,05; ****р < 0,0001).
Notes. Antibody levels were detected by ELISA using whole virus A/Guangdong-Maonan/SWL1536/2019 (H1N1). A. Average 
values of optical density in wells at each serum dilution. B. Values of antibody titers in each study group. The data were compared 
using the ANOVA variance analysis with Tukey’s correction (*р < 0.05; ****р < 0.0001).

А (A) Б (B)
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Рисунок 2. Индукция системного Т-клеточного ответа в ответ на иммунизацию вакцинными 

штаммами ЖГВ 6:2 и ЖГВ 5:3

Figure 2. Induction of systemic T-cell response by immunization with LAIV 6:2 and LAIV 5:3 strains
Примечания. А. Репрезентативные дот-плот графики данных проточной цитометрии спленоцитов мышей после 
стимуляции цельным вирусом H1N1/wt. Б.  Уровни цитокин-продуцирующих CD4+ Т-клеток среди популяции эффекторной 
памяти (CD44+СD62L–). В. Уровни цитокин-продуцирующих CD8+ Т-клеток среди популяции эффекторной памяти 
(CD44+СD62L–). Представлены субпопуляции ТЕМ, продуцирующие IFNγ (слева), IFNγ и TNFα (посередине), и IFNγ, TNFα 
и IL-2 (справа) в ответ на двукратную вакцинацию. * р < 0,05, ** р < 0,01.
Notes. A. Representative dot-plot graphs of mouse splenocyte flow cytometry data after stimulation with whole H1N1/wt virus. 
B. Levels of cytokine-producing CD4+ T cells among the effector memory population (CD44+CD62L–). C. Cytokine-producing 
CD8+ T cell levels among effector memory population (CD44+CD62L–). The subpopulations of ТЕМ producing IFNγ (left), IFNγ and 
TNFα (middle), and IFNγ, TNFα and IL-2 (right) in response to double vaccination are presented. * р < 0.05, ** р < 0.01.

А (A)

Б (B)

В (C)
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В настоящее время известно, что IFNγ актив-

но продуцируется антиген-активированными 

Т-лимфоцитами и цитокин-активированными 

врожденными лимфоидными клетками груп-

пы 1 (ILC1) [11], вследствие чего именно этот 

цитокин чаще всего используется для выявле-

ния вирусспецифических Т-клеток в экспери-

ментальных исследованиях. Однако не менее 

важно оценивать способность иммунных кле-

ток продуцировать и другие ключевые провос-

палительные цитокины, участвующие в проти-

вовирусном ответе, такие как фактор некроза 

опухоли альфа (TNFα) и интерлейкин 2 (IL-2). 

Полифункциональные Т-клетки, способные 

продуцировать сразу несколько цитокинов, яв-

ляются более точными предикторами способ-

ности организма противостоять реинфекции, 

чем монофункциональные клетки с секрецией 

IFNγ [15], причем CD4+ Т-клетки, продуциру-

ющие только IFNγ, значительно отличаются 

от полифункциональных клеток даже по транс-

крипционному профилю [2].

 В настоящем исследовании выявляли суб-

популяции полифункциональных вирусспеци-

фических Т-клеток памяти у мышей, двукратно 

иммунизированных вакцинными штаммами 

ЖГВ 6:2 и ЖГВ 5:3. Для этого спленоциты им-

мунизированных животных стимулировали 

цельным вирусом H1N1/wt и определяли про-

порции CD4+ и CD8+ Т-клеток памяти с фе-

нотипом CD44+СD62L– (ТЕМ), отвечающих 

на стимуляцию продукцией цитокинов IFNγ, 

TNFα или IL-2 (рис. 2).  Оба вакцинных штам-

ма приводили к образованию высоких уровней 

CD4+ цитокин-продуцирующих Т-клеток зна-

чительно отличаясь от контрольной группы 

животных (рис. 2Б), что указывает на наличие 

в белках вакцинных штаммов консервативных 

Т-клеточных эпитопов, которые могут распоз-

навать эпитопы эпидемического вируса H1N1/

wt. Важно отметить, что уровень CD8+ IFNγ-

продуцирующих ТЕМ в группе ЖГВ 5:3 был зна-

чительно выше такового в группе ЖГВ 6:2, что 

свидетельствует о более релевантном стимули-

ровании Т-клеток памяти при иммунизации 

вакцинным штаммом с актуализированным ге-

ном NP (рис. 2В). Наиболее важным результатом 

данного раздела работы явилось обнаружение 

значительного уровня полифункциональных 

(IFNγ+TNFα+IL-2+) CD4+ ТЕМ в спленоцитах 

мышей, привитых ЖГВ 5:3, который значитель-

но превышал содержание таких клеток в группе 

классической ЖГВ 6:2 (рис. 2Б). Для CD8+ ТЕМ 

клеток также была выявлена тенденция к уве-

личению пропорции полифункциональных 

Т-клеток, однако из-за небольшого количества 

животных в группе и высокой дисперсии раз-

личия между группами не были достоверными 

(рис. 2В). Таким образом, исследование систем-

ного Т-клеточного иммунитета, образованного 

в ответ на иммунизацию экспериментальными 

штаммами ЖГВ подтипа H1N1, выявило преи-

мущества модифицированного варианта с фор-

мулой генома 5:3 по сравнению с классическим 

штаммом ЖГВ 6:2 в плане индукции системных 

моно- и полифункциональных вирусспецифи-

ческих Т-клеток эффекторной памяти, что со-

гласуется с данными, полученными нами ранее 

для вакцинных штаммов ЖГВ подтипа H7N9, 

где спленоциты были стимулированы пепти-

дом, соответствующим иммунодоминантному 

эпитопу NP366 современного вируса [18].

Следует отметить, что в ранних исследовани-

ях с сезонным вирусом гриппа H1N1 не изучалось 

формирование субпопуляций тканерезидентных 

(локализующихся в тканях легких) Т-клеток 

памяти (TRM), которые представляют собой 

первую линию адаптивной клеточной защиты 

организма от схожего по эпитопному составу ре-

спираторного патогена [25, 26]. На предыдущем 

этапе исследования были изучены особенности 

формирования TRM клеток в ответ на иммуни-

зацию вакцинным штаммом ЖГВ 5:3 подтипа 

H7N9, однако в том случае стимуляцию клеток, 

выделенных из легких иммунизированных мы-

шей, стимулировали одним пептидом, соот-

ветствующим иммунодоминантному эпитопу 

NP366 [18]. В настоящем эксперименте с вакцин-

ными штаммами сезонной ЖГВ подтипа H1N1 

представлялось важным оценить субпопуляции 

TRM клеток к полному протеому эпидемическо-

го вируса гриппа, то есть при стимуляции им-

мунных клеток цельным живым вирусом H1N1/

wt. В легких изучали фенотип лимфоцитов, про-

дуцирующих интерферон в ответ на стимуляцию 

очищенным вирусом гриппа, в том числе оцени-

вали экспрессию интерферонпродуцирующими 

клетками маркеров тканерезидентных клеток 

памяти CD69 и CD103. Лектин CD69 является 

классическим ранним маркером активации лим-

фоцитов благодаря своему быстрому появлению 

на поверхности плазматической мембраны после 

стимуляции, а также считается маркером ткане-

вой локализации клеток за счет противодействия 

S1P1 рецептору, тем самым препятствуя выхо-

ду лимфоцитов в кровоток [3, 14, 23]. Молекула 

CD103 представляет собой альфа-субъединицу 

интегрина αEβ7, связывающегося с молекулой 

клеточной адгезии E-кадгерином, активно экс-

прессируемой эпителиальными клетками для 

поддержания целостности барьерных тканей. 

Соответственно, экспрессия маркера CD103 

на TRM клетках способствует их удержанию 

в эпителиальном пласте [13, 24, 31].

 Соответственно, на 7-е сутки после двукрат-

ной иммунизации вакцинными штаммами 

ЖГВ H1N1 6:2 и ЖГВ H1N1 5:3 у мышей выде-

ляли клетки из тканей легких и стимулировали 
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цельным вирусом H1N1/wt с последующим вы-

явлением вирусспецифических (то есть IFNγ+) 

Т-клеток эффекторной памяти (CD44+CD62L–), 

экспрессирующих маркеры тканерезидентности 

(CD69+CD103+). Было показано, что ТЕМ клетки 

мышей, иммунизированных штаммом ЖГВ 5:3, 

имеют тенденцию к экспрессии более высоких 

уровней IFNγ в ответ на стимуляцию цельным 

вирусом H1N1/wt, по сравнению с группой ЖГВ 

6:2, что говорит о большей интенсивности кле-

точного ответа после иммунизации модифи-

цированной вакциной (рис. 3А, Г). Эти данные 

указывают на более выраженную индукцию 

вирусспецифических Т-клеток памяти, локали-

зующихся в легких мышей, при иммунизации 

вакцинным прототипом ЖГВ 5:3, по сравнению 

с классическим вариантом ЖГВ 6:2. Среди ин-

терферон-продуцирующих Т-клеток эффектор-

ной памяти более 70% экспрессировали маркер 

СD69 (рис. 3Б, Д). Кроме того, значительное 

количество CD8+CD69+ TEM клеток несли мар-

кер CD103+, свидетельствующий о локализации 

данных клеток в барьерных тканях, в непосред-

ственной близости от потенциального места 

проникновения патогена (рис. 3Е).

 Таким образом, в настоящем исследовании 

были получены подтверждающие эксперимен-

тальные свидетельства о перспективности моди-

фикации генома вакцинного штамма сезонной 

живой гриппозной вакцины с целью актуали-

зации эпитопного состава вакцинных штам-

мов. Достаточно простой для практической ре-

ализации способ — замена гена нуклеопротеи-

на с устаревшего (от донора аттенуации Лен/17) 

на актуальный (от эпидемического родительско-

го вируса ) — приводит к существенному повы-

шению уровней вирусспецифичес ких Т-клеток 

памяти, как на системном уровне, так и в тканях 

легких, что должно повысить эффективность 

вакцины в отношении циркулирующих вирусов 

гриппа. Также ранее была продемонстрирована 

безопасность вакцинных штаммов ЖГВ с фор-

мулой генома 5:3 с использованием разных жи-

вотных моделей [7, 12, 21], что обосновывает пер-

спективность их дальнейшего изучения в кли-

нических исследованиях на добровольцах.

Рисунок 3. Уровни тканерезидентных CD4+ (верхняя панель) и CD8+ (нижняя панель) Т-клеток памяти 

у мышей, иммунизированных ЖГВ 6:2 и ЖГВ 5:3, а также получивших препарат плацебо (ФСБ)

Figure 3. Levels of tissue-resident CD4+ (upper panel) and CD8+ (lower panel) memory T cells in mice immunized with 
LAIV 6:2 and LAIV 5:3 as well as placebo treated (PBS)
Примечания. Количество клеток, экспрессирующих  IFNγ среди популяции CD4+ (А) и CD8+ (Г) Т-клеток эффекторной 
памяти (СD44+CD62L–) в образцах легких иммунизированных мышей. Второй столбец: представлена доля CD69+ клеток 
среди соответствующих популяций (Б, Д). Третий столбец: доля СD69+CD103+ клеток (В, Е). Достоверные различия между 
группами (критерий Манна–Уитни) показаны на рисунках, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
Notes. The number of cells expressing IFNγ among CD4+(A) and CD8+ (D) effector memory T cells (CD44+CD62L–) in lung 
samples from immunized mice. Column 2: the proportion of CD69+ cells among the corresponding populations (B, E). 
Column 3: the proportion of CD69+CD103+ cells (C, F). Significant differences between the groups (Mann–Whitney criteria) 
are shown, *р < 0.05, **р < 0.01, ***р < 0.001.

А (A) Б (B) В (C)

Г (D) Д (E) Е (F)
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