
227

Инфекция и иммунитет
2024, Т. 14, № 2, с. 227–237

Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet 
2024, vol. 14, no. 2, pp. 227–237

Статья доступна по лицензии Creative Commons Attribution 4.0
The article can be used under the Creative Commons Attribution 4.0 License

Оригинальные статьиOriginal articles

ХИМЕРНЫЕ ВИРУСОПОДОБНЫЕ ЧАСТИЦЫ, 

СОДЕРЖАЩИЕ ФРАГМЕНТ БЕЛКА 

ШИПА КОРОНАВИРУСА, СТИМУЛИРУЮТ 

СОЗРЕВАНИЕ ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА

В.Ю. Талаев, Д.В. Новиков, И.Е. Заиченко, М.В. Светлова, Е.В. Воронина, 

О.Н. Бабайкина, В.А. Лапин, Д.А. Мелентьев, Н.А. Новикова, А.Ю. Кашников, 

В.В. Новиков

ФБУН Нижегородский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. академика 

И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, г. Нижний Новгород, Россия

Резюме.  Введение. Белки вирусных капсидов могут собираться в вирусоподобные частицы, которые лишены 

инфекционности и несут антигены исходных вирусов или искусственно введенные антигены других воз-

будителей. Как минимум некоторые из этих частиц обладают высокой иммуногенностью и могут служить 

основой перспективных вакцин. В данной работе оценивали действие химерных вирусоподобных частиц, 

декорированных фрагментом белка шипа коронавируса SARS-CoV-2, на дендритные клетки человека — наи-

более активные антигенпрезентирующие клетки, которые играют ключевую роль в индукции первичного 

иммунного ответа. Материалы и методы. Объектом исследования были вирусоподобные частицы, собран-

ные из химерных молекул, содержащих антигены коронавируса SARS-CoV-2. Химерные молекулы были по-

лучены с помощью слияния генетической последовательности, кодирующей фрагмент основного капсид-

ного белка VP1 норовируса, с последовательностью, кодирующей фрагмент коронавирусного белка шипа, 

включая рецептор-связывающий домен. Дендритные клетки получали из моноцитов традиционным спосо-

бом, и оценивали действие частиц на фенотип и функциональные свойства дендритных клеток в условиях 

in vitro. Результаты. Инкубация незрелых дендритных клеток с вирусоподобными частицами индуцировала 

фенотипическое и функциональное созревание клеток. Фенотипическое созревание проявлялось в значи-

тельном росте экспрессии молекулы главного комплекса гистосовместимости HLA-DR, ко-стимулирующих 

молекул CD80 и CD86, а также маркера зрелости CD83. Фенотип дендритных клеток после инкубации 

с вирусоподобными частицами в максимальной использованной концентрации 10 мкг/мл не имел досто-

верных отличий от фенотипа зрелых дендритных клеток положительного контроля. Наряду с фенотипи-

ческим созреванием вирусоподобные частицы вызывали многократное усиление продукции провоспали-

тельного фактора некроза опухоли-α, противовоспалительного интерлейкина-10, а также интерлейкина-6, 

который может стимулировать синтез антител, созревание Т-хелперов 17 типа и воспалительные реакции. 

Выраженная стимуляция дендритных клеток вирусоподобными частицами, покрытыми антигенами коро-

навируса, свидетельствует об успешном распознавании частиц. В обсуждении приводятся возможные ме-
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ханизмы распознавания структур исследуемых вирусоподобных частиц рецепторами дендритных клеток. 

Заключение. Показано, что химерные вирусоподобные частицы индуцируют фенотипическое и функцио-

нальное созревание дендритных клеток, которое проявляется в значительном росте экспрессии функцио-

нально значимых мембранных молекул, а также в многократном усилении продукции цитокинов с широ-

ким спектром функций. По нашему мнению, полученные результаты свидетельствуют о перспективности 

использования вирусоподобных частиц на основе норовирусных белков для экспонирования антигенов ко-

ронавируса SARS-CoV-2.

Ключевые слова: вирусоподобные частицы, коронавирус, норовирус, дендритные клетки, вакцина.

CORONAVIRUS SPIKE PROTEIN FRAGMENT-CONTAINING CHIMERIC VIRUS-LIKE PARTICLES 

STIMULATE HUMAN DENDRITIC CELL MATURATION

Talayev V.Yu., Novikov D.V., Zaichenko I.Ye., Svetlova M.V., Voronina E.V., Babaykina O.N., Lapin V.A., 
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Abstract. Introduction. Viral capsid proteins can assemble into virus-like particles lacking infectivity and bearing parental 

virus antigens or artificially introduced antigens from other pathogens. At least some of such particles are highly immunogenic 

and could serve as a platform for promising vaccines. In this work, we assessed an effect of virus-like particles decorated 

with a SARS-CoV-2 spike protein fragment on human dendritic cell phenotype and functional properties. Materials and 

methods. The virus-like particles were assembled using chimeric molecules obtained by fusing genetic sequences encoding 

a norovirus major capsid protein VP1 fragment and a coronavirus spike protein fragment, including the receptor-binding 

domain. Dendritic cells were obtained from monocytes in vitro. Results. Incubation of immature dendritic cells with virus-

like particles induced their phenotypic and functional maturation. The former was revealed by significantly increased 

expression of HLA-DR, CD80, CD86 and CD83. Dendritic cell phenotype after incubation with virus-like particles at 

the maximum concentration of 10 μg/ml did not differ significantly from that of mature dendritic cells in positive control. 

Along with phenotypic maturation, virus-like particles caused a manifold increase in the production of pro-inflammatory 

tumor necrosis factor-α, anti-inflammatory interleukin-10, as well as interleukin-6, which can stimulate both antibody 

synthesis and cellular pro-inflammatory reactions. The pronounced stimulation of dendritic cells by virus-like particles 

coated with coronavirus antigens evidence about successful particle recognition. Finally, we discuss plausible mechanisms 

for recognition of such virus-like particles by dendritic cell receptors. Conclusion. It has been shown that chimeric virus-

like particles induced phenotypic and functional dendritic cell maturation, which is manifested by markedly elevated 

expression of functionally important membrane molecules, as well as a manifold rise in production of cytokines with a wide 

functional range. In our opinion, the data obtained indicate a promise of using virus-like particles based on norovirus 

proteins to display SARS-CoV-2 antigens.

Key words: virus-like particles, coronavirus, norovirus, dendritic cells, vaccine.

Введение

Чрезвычайная опасность пандемии корона-

вирусной болезни 2019 г. потребовала создания 

вакцины против коронавируса SARS-CoV-2 

в беспрецедентно короткие сроки. Первой 

в мире коронавирусной вакциной, зарегистри-

рованной национальным регулятором для об-

щего применения, стала вакцина Гам-КОВИД-

Вак [17], получившая разрешение в Российской 

Федерации 11 августа 2020 г. После этого 

в России и за рубежом с использованием как 

традиционных, так и новейших технологий 

было создано много других вакцин против ко-

ронавируса [24, 34]. Использование этих вак-

цин принесло огромную пользу человечеству, 

и процесс совершенствования коронавирусных 

вакцин и технологий их производства продол-

жается [24, 34].

Большинство разработанных коронавирус-

ных вакцин используют в качестве основного 

или единственного антигена белок шипа (бе-

лок S) или его фрагменты. Выбор этого антигена 

в качестве вакцинного определяется протектив-

ным эффектом иммунного ответа на белок S, 

что, в свою очередь, связано с ключевой ролью 

этого белка в заражении клеток коронавирусом. 

Морфологически белок S имеет вид булавовид-

ных шипов на поверхности липидной мембра-

ны вириона. Этот белок состоит из одной цепи 

длиной 1273 аминокислотных остатка (далее — 

а.о.) в которую входят короткий N-концевой 

сигнальный пептид и две субъединицы — S1 

(а.о. 14–685) и S2 (а.о. 686–1273). В субъединицу 

S1 входят N-концевой домен (а.о. 14–305) и ре-

цептор-связывающий домен (RBD, а.о. 319–541), 

а в субъединицу S2 — пептид слияния (а.о. 788–

806), два гептапептидных повтора (а.о. 912–984 
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и 1163–1213), трансмембранный участок (а.о. 

1213–1237) и С-концевая последовательность 

(а.о. 1237–1273), которая в вирионе располагает-

ся под его липидной мембраной [35].

Заражение клеток вирусом SARS-CoV-2 на-

чинается со связывания RBD с ангиотензин-

превращающим ферментом 2 (ACE2) на наруж-

ной мембране клеток дыхательных путей [36, 

38]. Это взаимодействие ведет к прикреплению 

вириона к клетке и поглощению его мембран-

ной везикулой [16, 37]. Затем белок S расще-

пляется на субъединицы S1 и S2 трансмем-

бранной сериновой протеазой 2 (TMPRSS2) 

хозяина в сайте расщепления фурином (а.о. 

682–689) [18], причем образовавшиеся в резуль-

тате расщепления две полипептидные цепи 

остаются нековалентно связанными. Вновь 

созданный С-конец цепи S1 представлен по-

следовательностью Arg-Arg-Ala-Arg, имеющей 

сродство к нейропилину 1 (NRP1 или CD304). 

NRP1 сильно экспрессируется эпителием ды-

хательных путей, эндотелием сосудов и пред-

шественниками обонятельных нейронов. 

В физиологических условиях NRP1 регулиру-

ет разнообразные функции, в частности, рост 

аксонов, ангиогенез, транспорт веществ через 

мембраны клеток, стенки сосудов и тканевые 

барьеры [21, 31]. При инфекции NRP1 служит 

ко-фактором связывания нескольких вирусов, 

в том числе, SARS-CoV-2, и взаимодействие 

с ним значительно повышает эффективность 

проникновения коронавируса в клетку [7, 

11]. После праймирования белка S протеазой 

TMPRSS2 пептид слияния оказывается вблизи 

вновь образовавшегося N-конца субъединицы 

S2. Такое положение позволяет этому пептиду 

осуществить слияние вирусной и везикуляр-

ной мембран, что ведет к проникновению ви-

русного генома внутрь клетки [15, 33].

В данном исследовании в целях разработки 

новых коронавирусных вакцин изучались свой-

ства вирусоподобных частиц (VLP), состоящих 

из химерных молекул, в состав которых входил 

фрагмент белка S коронавируса SARS-CoV-2, 

включая домен RBD и NRP1-связывающий 

мотив. Химерные молекулы были получены 

с помощью слияния генетической последова-

тельности, кодирующей фрагмент основного 

капсидного вирусного белка 1 (VP1) норовиру-

са, с последовательностью, кодирующей RBD-

содержащий фрагмент белка S нового корона-

вируса. При этом норовирусный компонент был 

предназначен для самосборки частиц, декори-

рованных антигенами коронавируса.

VP1 является основным структурным бел-

ком норовирусов. Икосаэдрический капсид 

этих простых вирусов собран из 180 копий бел-

ка VP1 с включением одной или двух копий 

белка VP2 [8, 12, 23]. VP1 состоит из домена обо-

лочки (S) и выступающего домена (P) с корот-

кой шарнирной областью между ними [12, 22]. 

S-домен критически необходим для образо-

вания капсида. Димеризация Р-доменов фор-

мирует дугообразные выступы на внешней по-

верхности вириона. Эти выступы и, особенно, 

их дистальные части из субдомена P2 с гипер-

вариабельным участком играют важную роль 

во взаимодействии вириона с ко-факторами 

связывания, а также в иммунной реактивно-

сти макроорганизма [30]. Экспрессия гена VP1 

в клетках насекомых [14, 22, 23], растений [26] 

и млекопитающих [4] может приводить к сбор-

ке VLP, которые антигенно и морфологически 

сходны с настоящими вирионами. Эти VLP 

исследуются в качестве кандидатов в вак-

цины против норовирусов — возбудителей 

острого гастроэнтерита у людей [13]. Кроме 

того, норовирусные VLP можно использо-

вать в качестве платформы для отображения 

антигенных эпитопов других патогенов [13]. 

Целью создания таких конструкций являет-

ся увеличение иммуногенности вакцинных 

антигенов за счет расположения их эпитопов 

на наружной поверхности частиц на равном 

расстоянии, оптимальном для перекрестного 

связывания В-клеточными антигенраспозна-

ющими рецепторами [3, 20]. Кроме того, раз-

мер и форма VLP могут улучшить сбор антиге-

нов миелоидными антигенпрезентирующими 

клетками и, тем самым, усилить презентацию 

антигенов Т-лимфоцитам и индукцию полно-

ценного Т-зависимого иммунного ответа [2]. 

В данной работе исследовалось действие RBD-

содержащих химерных VLP на дендритные 

клетки (ДК) человека — наиболее активные 

антигенпрезентирующие клетки, которые 

играют ключевую роль в индукции первично-

го иммунного ответа [28].

Материалы и методы

Объектом исследования являлись VLP 

из химерных молекул, состоящих из бел-

ка VP1 норовируса геногруппы II геноти-

па 4 (GII.4), в котором наружный Р-домен 

был заменен на RBD-содержащий фрагмент 

белка S коронавируса SARS-CoV-2 (далее — 

VLP SN-RBD). Для создания VLP из носо-

глоточного смыва больного коронавирус-

ной инфекцией (Нижегородская область, 

2021 г.) с использованием набора РИБО-преп 

(AmpliSens, Россия) выделяли РНК SARS-

CoV-2. Проводили реакцию обратной транс-

крипции, используя обратную транскрипта-

зу RNAscribe RT и статистические затравки 

(Биолабмикс, Россия). На матрице получен-

ной кДНК амплифицировали нуклеотидную 

последовательность, которая кодирует фраг-
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мент белка S с 314 по 754 а.о. Этот фрагмент 

включает RBD и NRP1-связывающий мо-

тив [7, 11]. Для ПЦР использовали праймеры 

5'-AAGCCATGGATCAAGCTTCTAACTTTAG

AGTCCAACCA-3' и 5'- CATATTGCTCGAGT

TA ATGGTGATGGTGATGGTGATCACCACA

AATGTACATTGTACAATC-3' и Фьюжн ДНК-

полимеразу (Pfu-Sso7d), согласно рекоменда-

циям производителя (Биолабмикс, Россия). 

Полученную кДНК клонировали в составе 

ранее созданной плазмиды рSN-VP1E30 [1] 

c использованием рестриктаз Hind III и Xho I 

(СибЭнзим, Россия). Это приводило к полу-

чению генетической конструкции SN-RBD, 

состоящей из последовательностей, кодирую-

щих домен S и шарнирный регион белка VP1 

норовируса, фрагмент белка S коронавируса 

SARS-CoV-2 и 6 остатков гистидина, слитых 

в одну молекулу. Экспрессию рекомбинант-

ного белка SN-RBD в клетках E. coli штамма 

Rosetta 2 (DE3), его очистку и ренатурацию 

с формированием VLP проводили, как описа-

но ранее [1].

Морфологию VLP определяли с помощью 

электронной микроскопии. Для этого 5 мкл 

раствора VLP SN-RBD с концентрацией белка 

0,1 мг/мл наносили на электронно-микроско-

пическую медную сетку, покрытую парлодие-

вой пленкой, отмывали деионизованной водой 

и окрашивали водным раствором 2% уранила-

цетата (рН 4,5). Образцы исследовали с помо-

щью электронного микроскопа просвечиваю-

щего типа НТ7700 (Hitachi, Япония) при рабо-

чем напряжении 80 киловольт.

В качестве контрольного образца (КО) в ис-

следовании использовали лизат бактерий, 

трансфицированных вектором, не содержа-

щим последовательностей, кодирующих вирус-

ные белки. КО проходил все циклы очистки, 

согласно протоколу очистки VLP. Таким об-

разом, КО не содержал целевых белков, но мог 

содержать примеси, которые, теоретически, 

могли оставаться в пробах VLP после очистки. 

Перед внесением в клеточные культуры рас-

творы VLP и КО стерилизовали фильтрацией 

через мембранный фильтр с диаметром пор 

0,22 мкм (Corning, США), диализовали про-

тив среды RPMI-1640 и во все пробы вносили 

10% эмбриональной телячьей сыворотки (РАА, 

Австрия).

ДК получали из моноцитов in vitro традици-

онным способом [25] с модификациями [29]. 

Кратко, суть метода состоит в следующем. 

Мононуклеарные клетки периферической 

крови здоровых взрослых доноров выделяли 

центрифугированием над слоем Diacoll-1077 

(ДиаМ, Россия), засевали в 48-луночные план-

шеты (Costar, США) по 2,5 × 106 клеток на лун-

ку и инкубировали при 37°C и 5% CO2 в полной 

питательной среде (ППС) следующего соста-

ва: среда RPMI-1640 (Gibco, Великобритания) 

с 10% эмбриональной телячьей сыворотки 

(РАА, Австрия). Через 2 часа лимфоциты уда-

ляли осторожным пипетированием, а при-

липшие моноциты культивировали в ППС 

с 20 нг/мл интерлейкина-4 (IL-4) и 100 нг/

мл гранулоцитарно-макрофагального коло-

ниестимулирующего фактора (GM-CSF) (Sci.

store.ru, Россия). IL-4 и GM-CSF повторно до-

бавляли в культуры в той же концентрации 

на 3 день культивирования. На 7 день полу-

ченные из моноцитов незрелые ДК переводили 

в свежую ППС и культивировали с VLP в тече-

ние 48 часов при 37°C и 5% CO2. Конечная кон-

центрация белков VLP в культурах составляла 

1, 3 и 10 мкг/мл. Негативными контролями яв-

лялись незрелые ДК, инкубированные в ППС 

без стимуляторов, и ДК, инкубированные с КО 

в концентрациях, эквивалентных концентра-

циям VLP. Эквивалентность рассчитывалась 

по количеству стандартизованной суспензии 

бактерий-продуцентов, использованной для 

изготовления VLP и КО. Положительным кон-

тролем созревания являлись зрелые ДК (зДК), 

стимулированные в течение 48 часов коктейлем 

провоспалительных медиаторов, состоящим 

из 25 нг/мл IL-6 (Sci.store.ru, Россия), 25 нг/мл 

IL-1β, 50 нг/мл фактора некроза опухоли-α 

(TNFα) (R&D, США) и 1 мкг/мл простагланди-

на E2 (Sigma, США).

После 48 часов инкубации ДК ресуспенди-

ровали, собирали из лунок и осаждали центри-

фугированием. Надосадок собирали, аликво-

тировали и замораживали при минус 70°С для 

последующего определения содержания ци-

токинов IL-6, IL-10 и TNFα с помощью имму-

ноферментных тест-систем «Интерлейкин-6-

ИФА-Бест», «Интерлейкин-10-ИФА-Бест» 

и «Альфа-ФНО-ИФА-Бест» (Вектор-Бест, 

Россия). Собранные ДК отмывали и ресус-

пендировали в фосфатно-солевом буфере 

Дульбекко с 0,09% NaN3, разделяли на про-

бы по 50 мкл и окрашивали флюоресцентно 

меченными моноклональными антителами 

к молекулам HLA-DR (Сорбент, Россия), CD80 

(BioLegend, США), CD83 (Elabscience, КНР) 

и CD86 (eBioscience, США). Затем клетки от-

мывали и анализировали на лазерном про-

точном цитофлюориметре «FacsCalibur» (ВD 

Biosciences, США). ДК гейтировали по профи-

лю прямого и бокового светорассеивания.

При статистическом анализе полученные 

результаты проверяли на нормальность рас-

пределения и, в случае нормального распреде-

ления, сравнивали с помощью парного t-теста 

Стьюдента с поправкой Бонферрони, а в осталь-

ных случаях — с помощью теста Вилкоксона 

с поправкой Бонферрони.
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Результаты

В работе использовали VLP из химерных 

молекул, полученных с помощью экспрессии 

генетической конструкции SN-RBD в клетках 

E. coli. В эту генетическую конструкцию входи-

ли последовательности, кодирующие фрагмент 

белка VP1 норовируса, который был необходим 

для сборки частиц, а также фрагмент белка S 

коронавируса SARS-CoV-2, который включал 

в себя домен RBD и мотив, связывающий NRP1 

(рис. 1А). Клетки-продуценты накапливали 

рекомбинантный белок в нерастворимом виде 

в тельцах включения. После выделения телец 

включения и обработки РНК-азой и ДНК-азой, 

белки растворяли в денатурирующих условиях, 

очищали с помощью металл-хелатной хромато-

графии и удаляли примесь эндотоксинов, как 

это описано ранее [1]. В результате получали 

полипептид с молекулярной массой 72 kDa, что 

соответствует расчетному показателю рекомби-

нантной молекулы (рис. 1Б). Затем проводили 

ренатурацию полипептидной цепи и получали 

растворимый химерный белок, который в фи-

зиологических условиях спонтанно образовы-

вал полые VLP с формой, близкой к сферичес-

кой, и размером от 30 до 50 нм (рис. 1В).

Добавление VLP из белка SN-RBD в куль-

туру моноцитарных ДК человека вызывало со-

зревание клеток, которое проявлялось в уси-

лении экспрессии молекул, обеспечивающих 

презентацию антигенов и ко-стимуляцию 

Т-лимфоцитов. Цитофлюориметрический ана-

лиз показал, что не стимулированные клетки 

контрольных культур имели типичный фено-

тип незрелых ДК. Все они экспрессировали 

молекулу главного комплекса гистосовмести-

мости класса II HLA-DR, 99,0±0,3% клеток экс-

прессировало ко-стимулирующую молекулу 

CD80, и 57,7±5,7% клеток экспрессировало ко-

стимулирующую молекулу CD86. Однако пока-

затели геометрической средней интенсивности 

Рисунок 1. Характеристика VLP SN-RBD

Figure 1. Characteristics of SN-RBD VLPs
Примечание. А) Схема генетической конструкции, кодирующей химерный белок SN-RBD. Б) Электрофореграмма 
очищенного белка SN-RBD. В) Электронно-микроскопические фотографии VLP; увеличение ×15 000.
Note. A) A scheme of the genetic construct encoding the chimeric protein SN-RBD. B) Electropherogram of purified SN-RBD 
protein. С) VLPs electron microscopic images; magnification ×15 000.

В (C)Б (B)

А (A)
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флюоресцентной окраски (GMFI) этих молекул 

на ДК контрольных культур были низкими, что 

свидетельствует о малой плотности экспрессии 

молекул на мембране (рис. 2, 3). Кроме того, 

клетки контрольных культур обладали слабой 

экспрессией маркера зрелости ДК — молеку-

лы CD83. Эту молекулу экспрессировало лишь 

10,1±2,1% клеток не стимулированного контро-

ля. Контрольный образец, полученный из бак-

терий, трансформированных вектором без 

последовательности SN-RBD, не оказывал су-

щественного влияния на фенотип ДК. В то же 

время инкубация ДК с VLP SN-RBD вызывала 

значительный рост экспрессии функциональ-

но значимых молекул, который проявляется 

в увеличении доли клеток, несущих молекулы 

CD83 и СD86, а также в росте показателя GMFI 

для молекул HLA-DR, CD80 и CD86 (рис. 2, 3). 

Увеличение экспрессии этих молекул носило 

дозозависимый характер, и достоверный рост 

их экспрессии наблюдался при концентрациях 

VLP 3 и 10 мкг/мл (рис. 3). Следует отметить, 

что VLP эффективно стимулировали созрева-

ние ДК, и фенотипические показатели клеток, 

обработанных максимальной использованной 

концентрацией VLP, приближались к показате-

лям зрелых ДК положительного контроля, со-

зревание которых было индуцировано мощной 

стимуляцией смесью медиаторов воспаления.

Действие VLP на функциональную актив-

ность ДК определяли по продукции клетками 

цитокинов IL-6, TNFα и IL-10. IL-6 продуци-

руется дендритными клетками в больших коли-

чествах и является полифункциональным ци-

токином, способным стимулировать как синтез 

антител, так и клеточные провоспалительные 

реакции и созревание Т-хелперов 17 типа. TNFα 

является прототипическим провоспалитель-

ным цитокином, тогда как IL-10 подавляет вос-

паление и способствует развитию гуморального 

иммунного ответа. Показано, что инкубация 

ДК с VLP из SN-RBD многократно усиливала 

продукцию всех оцененных в работе цитоки-

нов, тогда как не содержащий VLP контрольный 

образец значимого действия на продукцию ци-

токинов не оказывал (рис. 4). Для достоверного 

роста продукции TNFα и IL-10 требовалось до-

бавление в культуру ДК максимальной исполь-

зованной концентрации VLP 10 мкг/мл, тогда 

как продукция IL-6 значительно увеличивалась 

уже при концентрации 3 мкг/мл.

Обсуждение

Объединение белков в наноразмерные стро-

го организованные агрегаты может существен-

но увеличивать их иммуногенность. Такое объ-

единение может осуществляться за счет свойств 

самих белков, как это наблюдается у белков 

вирусных капсидов при самосборке VLP. По-

видимому, основной причиной роста имму-

ногенности белков при их объединении в VLP 

является оптимизация взаимодействия равно-

мерно повторяющихся антигенных эпитопов 

поверхности частиц с мембранными иммуно-

глобулинами В-клеток, которые, во-первых, 

Рисунок 2. Экспрессия мембранных молекул на нестимулированных нДК (тонкая серая линия) 

и на ДК, инкубированных с 10 мкг/мл VLP SN-RBD (толстая черная линия) или с эквивалентным 

количеством КО (тонкая черная линия)

Figure 2. Expression of membrane molecules on unstimulated iDCs (thin gray line) and DCs incubated with 10 μg/ml 
SN-RBD VLPs (thick black line) or equivalent CS amount (thin black line)
Примечание. Пунктирная линия показывает отрицательный контроль окрашивания ДК, инкубированных с VLP. 
Мембранные молекулы и интенсивность флюоресценции обозначены под осью абсцисс. Представлен результат 
репрезентативного эксперимента (n = 11).
Note. The dotted line shows DC negative control staining exposed to VLPs. Membrane molecules and fluorescence intensity are 
indicated below the x-axis. A representative experiment (n = 11) is presented.
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являются двухвалентными рецепторами, а во-

вторых, образуют на мембране В-лимфоцита 

мультимолекулярные кластеры с определен-

ным расстоянием между отдельными рецеп-

торами [3]. Кроме того, свойства поверхности 

и размер VLP могут способствовать поглоще-

нию этих частиц миелоидными антигенпре-

зентирующими клетками, в частности ДК [2]. 

Как известно, ДК играют ключевую роль в ин-

дукции первичного Т-зависимого иммунного 

ответа за счет способности обеспечивать мощ-

ную стимуляцию Т-лимфоцитов, необходи-

мую для вовлечения наименее зрелых, наивных 

Т-клеток в иммунный ответ [28]. Жизненный 

цикл ДК разделен на две фазы. На первой фазе, 

незрелые ДК, рассеянные по различным тка-

ням организма, собирают доступный антиген-

ный материал. Распознавание типовых молекул 

микроорганизмов, так называемых патоген-

ассоциированных молекулярных паттернов 

(PAMP) а также признаков воспаления и по-

вреждения клеток вызывает созревание ДК. 

При этом ДК усиливают экспрессию молекул 

главного комплекса гистосовместимости для 

презентации собранных антигенов, а также 

некоторых мембранных молекул и цитокинов, 

необходимых для дополнительной стимуля-

ции Т-лимфоцитов, изменяют набор хемоки-

новых рецепторов и мигрируют в Т-клеточную 

зону дренирующего лимфоидного органа, куда 

из кровотока постоянно поступают наивные 

Т-клетки в поиске своего первого контакта 

с антигеном.

В данной работе показано, что VLP, деко-

рированные фрагментом белка S коронавиру-

са SARS-CoV-2, индуцируют фенотипическое 

и функциональное созревание ДК человека, 

которое проявляется в значительном росте 

экспрессии молекул главного комплекса ги-

стосовместимости и молекул ко-стимуляции 

Т-лимфоцитов, а также в многократном усиле-

нии продукции цитокинов с широким спектром 

Рисунок 3. Действие VLP SN-RBD на созревание ДК

Figure 3. Effect of SN-RBD VLPs on DC maturation
Примечание. По оси ординат — процент экспрессирующих молекулу клеток или GMFI окрашенной молекулы. 
Тип стимулятора обозначен под осью абсцисс, концентрация VLP — в легенде. Достоверные отличия (р < 0,05 в парном 
t-тесте с поправкой Бонферрони) при сравнении с нестимулированными ДК (*) и ДК с КО (†). Данные представлены 
как М±m (n = 11).
Note. The y-axis: percentage of cells expressing the molecule or the GMFI for stained molecule. The type of stimulant is indicated 
under the x-axis, the VLP concentration is indicated in the legend. Significant differences (p < 0.05 in paired t-test with Bonferroni 
correction) compared to unstimulated DCs (*) and CS-treated DCs (†). Data are presented as M±m (n = 11).
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функций. VLP в максимальной использованной 

концентрации действуют на ДК очень эффек-

тивно и вызывают фенотипические изменения, 

близкие к показателям зрелых ДК положитель-

ного контроля. Столь выраженная стимуляция 

свидетельствует об успешном распознавании 

дендритными клетками частиц, покрытых ан-

тигенами коронавируса. Ранее было показано, 

что растворимый белок S и, особенно, его фраг-

мент RBD вызывают фенотипическое созрева-

ние моноцитарных ДК человека, а RBD, к тому 

же, стимулирует продукцию этими клетками 

провоспалительных IL-1β, TNFα и IL-6 [5]. 

Механизм распознавания белка S или RBD ден-

дритными клетками достоверно не определен, 

и при его обсуждении вполне ожидаемо вы-

сказываются предположения о роли ACE2, ко-

торый служит коронавирусу в качестве рецеп-

тора, критически необходимого для заражения 

клеток. ACE2 отсутствует на циркулирующих 

моноцитах и ДК, но сильно экспрессирует-

ся на тканевых макрофагах [27]. Полученные 

in vitro моноцитарные ДК слабо экспрессируют 

ACE2, и доля клеток, несущих этот белок неве-

лика и составляет в среднем 14% от всех незре-

лых ДК [5]. Следует отметить, что доля ДК, от-

вечающих на растворимый RBD в предшеству-

ющем исследовании [5] или на VLP в данной 

работе значительно превышает 14%, что может 

свидетельствовать либо о непрямом действии 

на популяцию ДК через отдельные ACE2+ клет-

ки, либо о наличии иных механизмов рецепции 

белка S дендритными клетками. Как известно, 

основными рецепторами, активирующими со-

зревание ДК, являются PAMP-распознающие 

Толл-подобные рецепторы (TLR). В связи с этим 

особый интерес представляют исследования 

in silico, предсказывающие возможность рас-

познавания белка S с помощью TLR4 [9]. Кроме 

того, расчеты in silico предсказывают, что RBD 

может связываться с высокой аффинностью 

с множеством других мембранных рецепто-

ров различных групп ДК, включая CD26, CD2, 

CD56, CD7, CCR9, CD150, CD4, CD50/ICAM3 

и XCR1 [19]. Также можно предположить, что 

ДК при взаимодействии с VLP могут распозна-

вать NRP1-связывающий мотив коронавирус-

ного белка S. Рецептор NRP1 обладает широким 

профилем экспрессии, необычайным разноо-

бразием функций и множеством лигандов, отве-

чающих «правилу С-конца» (CendR: С-концевая 

последовательность Arg/LisXXArg/Lis, где Х — 

любой а.о.) [35]. В состав его лигандов вхо-

дят изоформа фактора роста эндотелия сосу-

дов VEGF-A165, трансформирующий фактор 

роста β, семафорин 3A и множество продуктов 

частичного ферментативного расщепления бел-

ков, включая субъединицу S1 коронавируса [7, 

Рисунок 4. Действие VLP SN-RBD на продукцию цитокинов в культурах ДК

Figure 4. Effect of SN-RBD VLPs on cytokine production in DC cultures
Примечание. Тип стимулятора — под осью абсцисс, концентрации цитокинов — по оси ординат, концентрация 
VLP — в легенде. Достоверные отличия (р < 0,05; критерий Вилкоксона с поправкой Бонферрони) при сравнении 
с нестимулированными ДК (*) и ДК с КО (†). Данные представлены как Медиана ± квартиль (n = 11).
Note. The type of stimulant is under the x-axis, cytokine concentrations are shown on the y-axis, VLP concentration shown in the 
legend. Significant differences (p < 0.05; Wilcoxon test with Bonferroni correction) when compared with unstimulated DCs (*) and 
DCs cultured with CS (†). Data are presented as Median ± quartile (n = 11).
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11, 31]. NRP1 под названием BDCA4 известен 

как маркер плазмацитоидных ДК, он отсутству-

ет на моноцитах, но сильно экспрессируется 

на всех ДК, полученных из моноцитов in vitro [6, 

10, 32]. NRP1 на ДК работает как классический 

рецептор комплемента, обеспечивая взаимо-

действие этих клеток с объектами, «помеченны-

ми» факторами C4d, C3d и iC3b [6]. Кроме того, 

NRP1 стимулирует миграцию ДК, влияя через 

плексин-А1 на цитоскелет клеток и увеличивая 

их пластичность [10]. С высокой вероятностью 

можно предположить, что ДК используют NRP1 

для эндоцитоза белков и пептидов, отвечающих 

правилу CendR. По крайней мере, опухолевые 

клетки поглощают такие лиганды посредством 

NRP1-зависимого эндоцитарного процесса, на-

поминающего макропиноцитоз [21].

Таким образом можно предположить, что RBD, 

представленный на VLP, имеет возможность 

взаимодействовать как с АСЕ2, так и с мно-

жеством других мембранных молекул ДК, для 

части которых показана способность передачи 

активационного сигнала внутрь клетки. Также 

можно предположить, что NRP1-связывающий 

мотив после частичного расщепления последо-

вательности белка S может увеличивать эффек-

тивность поглощения частиц, а также влиять 

на миграцию ДК.

Заключение

Показано, что химерные норовирусные VLP, 

декорированные RBD-содержащим фрагмен-

том белка S коронавируса SARS-CoV-2, эффек-

тивно индуцируют фенотипическое и функци-

ональное созревание ДК. По нашему мнению, 

полученные результаты свидетельствуют о пер-

спективности использования химерных норо-

вирусных VLP для экспонирования белка S ко-

ронавируса SARS-CoV-2.
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