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1. Введение 

Актуальность темы исследования 

По данным Всемирной организации здравоохранения вирус гриппа ежегодно вызывает от 

3 до 5 миллионов случаев тяжелых респираторных инфекций, из которых до 650 тысяч 

заканчиваются летальным исходом (WHO, 2019). Наиболее результативным способом защиты от 

гриппа и его осложнений является вакцинация, однако ни один из существующих подходов к 

вакцинопрофилактике данной инфекции не позволяет предотвратить сезонные вспышки 

заболевания, вызванные антигенным дрейфом, и периодические пандемии, обусловленные 

антигенным шифтом возбудителя [1]. Эффективность профилактической вакцинации у лиц в 

возрасте 18-65 лет составляет 59-75%. В то же время у лиц младшего и пожилого возраста, а 

также у людей с хроническими заболеваниями, данный показатель обычно находится ниже 60%. 

[2–6]. Для формирования протективного поствакцинального иммунного ответа требуется 

совпадение антигенной структуры компонентов вакцины и циркулирующих штаммов вируса 

гриппа. Данное обстоятельство, в условиях постоянного антигенного дрейфа вирусов, делает 

необходимым ежегодный перевыпуск вакцины и ревакцинацию населения. Нередко выпуск 

сезонных вакцин сопровождается ошибками прогнозирования циркулирующих штаммов вируса 

гриппа, что приводит к резкому снижению эффективности вакцинации. При появлении 

пандемических штаммов, таких как A/California/7/2009 (H1N1pdm09), сезонные вакцины 

оказываются неэффективными. Кроме того, известен ряд случаев заражения человека вирусами 

птичьего гриппа подтипов H5N1, H7N9, H9N2, H6N1, H7N3 и H10N8. Некоторые из них, в 

частности H5N1 и H7N9, представляют повышенную опасность, поскольку вызывают тяжелые 

заболевания, приводящие к гибели 50% инфицированных людей [7,8]. Изложенные 

обстоятельства указывают на необходимость создания вакцин, способных индуцировать кросс-

протективный иммунный ответ против вирусов гриппа различных сероподтипов и дрейфовых 

вариантов вируса внутри одного подтипа [9–11]. 

Одним из перспективных подходов к созданию гриппозной вакцины широкого спектра 

действия является усиление иммуногенности консервативных антигенных детерминант вируса 

гриппа. Наибольшее число консервативных эпитопов входит в состав внутренних белков вируса, 

таких как NP, PA, PB1, PB2, NS1 и NS2. Данные антигены при естественной гриппозной 

инфекции вызывают, преимущественно, Т-клеточный иммунный ответ [12]. При этом, 

иммуногенность вирусных белков не является постоянной характеристикой, но изменяется в 

зависимости от доступности соответствующих эпитопов для презентации в составе MHC-I/II, 

дозы антигена и цитокинового микроокружения [13]. Кроме того, на иммуногенность оказывает 

влияние вариабильность антигенных детерминант, а также конкуренция Т-лимфоцитов 

различной специфичности за доступ к соответствующим комплексам пептид-МНС [14,15].  
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Вирусы гриппа обладают механизмами подавления иммунного ответа организма-хозяина. 

Данная способность обусловлена, преимущественно, активностью белка NS1. Удаление данного 

белка приводит к неспособности вирусов размножаться в интерферон-компетентных системах, 

таких как клетки линии MDCK или куриные эмбрионы, однако не влияет на репродуктивную 

активность в клетках линии Vero, характеризующихся дефицитом α- и β-IFN [16,17]. В настоящее 

время известно, что белок NS1 играет роль антагониста интерферонового сигнального пути, 

взаимодействуя с различными факторами врожденного иммунитета.  У вирусов с укороченным 

белком NS1 снижена способность к репликации в респираторном тракте животных. Тем не менее, 

данные вирусы вызывают развитие полноценного врожденного и адаптивного противовирусного 

иммунного ответа, приводящего к формированию антител к поверхностным антигенам вируса, а 

также антигенспецифичных CD4+- и CD8+-Т-лимфоцитов в легких и лимфоузлах, дренирующих 

респираторный тракт [18,19]. Можно предположить, что подавление иммуносупрессорной 

функции белка NS1 приведет к усилению иммуногенности консервативных антигенных 

детерминант вируса гриппа и позволит расширить спектр штаммов, распознающихся системой 

адаптивного иммунитета. 

Степень разработанности темы исследования. Впервые идея использования вируса 

гриппа с модифицированным белком NS1 в качестве живой аттенуированной вакцины была 

сформулирована в работе Egorov et al., 1998 [16,17]. К настоящему времени опубликовано 

большое число работ на различных модельных организмах, демонстрирующих формирование 

кросс-реактивных антител и гетеротипической защиты при иммунизации штаммами вируса 

гриппа А [20–25] и вируса гриппа В [26,27] с делетированным или укороченным белком NS1. В 

ходе клинических исследований 1-2 фазы была показана безопасность и иммуногенность живых 

интраназальных сезонных и пандемических вакцин на основе вируса гриппа с удаленной рамкой 

считывания белка NS1 [28,29]. Высокая иммуногенность и самоадъювантные свойства вирусов с 

модифицированным геном NS делает их эффективным инструментом для создания векторных 

вакцин мукозального применения, обеспечивающих доставку в организм генетического 

материала патогенов, не родственных вирусу гриппа [30]. 

Тем не менее, ряд аспектов иммунобиологии вирусов гриппа с модифицированным 

белком NS1 остается малоизученным. В частности, не исследованы механизмы врожденного 

иммунитета, обуславливающие повышенную иммуногенность и кросс-протективные свойства 

данных вирусов. Кроме того, не изучалась возможность усиления иммуногенности 

консервативных Т-клеточных эпитопов белков вируса гриппа за счет удаления функциональных 

доменов белка NS1. 
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Цель работы: 

Изучение иммунологических механизмов формирования кросс-протективного иммунного 

ответа на вирус гриппа с модифицированным белком NS1. 

Задачи исследования: 

1. Оценить влияние модификации (делеции эффекторного домена) белка NS1 вируса гриппа 

A/PR/8/34 (H1N1) на формирование гетерологичной защиты против вирусов гриппа А 

(H3N2) и В на модели гриппозной инфекции у мышей. 

2. Провести сравнительный анализ продукции цитокинов воспаления, динамики 

популяционного состава и фенотипических маркеров активации клеток врожденного 

иммунитета (моноцитов, макрофагов, дендритных клеток и нейтрофилов) при 

иммунизации вирусами гриппа А с укороченным и полноразмерным белком NS1. 

3. Изучить влияние модификации белка NS1 на иммуногенность Т-клеточных эпитопов 

внутренних и поверхностных белков вируса гриппа А и на формирование антительного 

ответа на вирусы гриппа с полноразмерным и укороченным белком NS1. 

4. Изучить клеточные иммунологические механизмы формирования перекрестной защиты 

при иммунизации вирусом гриппа с укороченным белком NS1. 

Научная новизна работы: 

В работе впервые показана возможность усиления иммуногенности Т-клеточных 

эпитопов вируса гриппа путем подавления иммуносупрессорной функции белка NS1. Впервые 

установлено, что тяжелая гриппозная инфекция, вызванная патогенным вирусом гриппа A 

(H1N1), приводит к формированию защиты как от вируса гриппа А подтипа H3N2, так и от вируса 

гриппа В у выживших мышей. Сопоставимый уровень протекции обеспечивает аттенуированный 

вирус гриппа А с укороченным белком NS1 при интраназальном введении. Впервые установлено, 

что иммунизация вирусом гриппа А (H1N1) с укороченным белком NS1 приводит к 

предотвращению летальности и ослаблению воспалительной реакции при последующем 

заражении гетерологичным штаммом вируса гриппа А подтипа H3N2.  

Теоретическая и практическая значимость работы: 

Работа включает как фундаментальные, так и практические аспекты. Полученные 

результаты расширяют существующие представления о механизмах формирования кросс-

протективного иммунного ответа при экспериментальной гриппозной инфекции и 

интраназальной иммунизации вирусом гриппа с укороченным белком NS1.  

Разработан подход, позволяющий проводить сравнительные иммунологические 

исследования вирусов гриппа с различной репликативной активностью в респираторном тракте 

мышей. Показано, что интраперитонеальная иммунизация является адекватной моделью 
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изучения иммуногенности аттенуированных и патогенных вирусов в условиях равной 

антигенной нагрузки. 

Методология и методы исследования. В работе применялись стандартные 

вирусологические, серологические, иммунологические, цитологические, биоинформатические и 

статистические методы. Исследования проводили на базе ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А. 

Смородинцева» Минздрава России.  

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Заражение мышей вирусом гриппа А/PR/8/34 (H1N1) в дозе 1 LD50/мышь приводит к 

формированию у выживших животных гетерологичной защиты от вирусов гриппа 

A/Aichi/2/68 (H3N2) и B/Malaysia/06/04. Аналогичный уровень гетерологичной защиты 

достигается при интраназальной иммунизации аттенуированным штаммом А/PR/8/34-

NS124 с укороченным до 124 N-терминальных аминокислотных остатков  белком NS1.  

2. Интраперитонеальная иммунизация мышей вирусами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124, 

индуцирующая системный антительный и Т-клеточный иммунный ответ на вирус гриппа, 

не обеспечивает развития гетерологичной защиты от вирусов гриппа A/Aichi/2/68 и 

B/Malaysia/06/04.  

3. Укорочение белка NS1 до 124 а.к. приводит к повышению иммуногенности вируса гриппа, 

проявляющегося усилением реакций врожденного иммунитета, и индукцией более 

выраженного антительного и CD8+ Т-клеточного иммунного ответа к эпитопам 

внутренних (NP, NS1) и поверхностных (HA) белков вируса с формированием 

полифункциональных эффекторных Т-лимфоцитов. 

4. Механизм гетерологичной защиты при интраназальной иммунизации аттенуированным 

вирусом А/PR/8/34-NS124, включает не только уменьшение вирусной нагрузки, но и 

снижение уровня продукции провоспалительных цитокинов, а также уменьшение уровня 

макрофагальной и нейтрофильной инфильтрации легких. 

Личный вклад автора состоит в самостоятельном планировании и проведении 

лабораторных исследований, статистической обработке и анализе полученных результатов. 

Методическая помощь при работе с клеточными линиями и при культивировании используемых 

в работе штаммов вируса гриппа была оказана сотрудниками лаборатории векторных вакцин 

ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава России Сергеевой М.С., Шурыгиной 

А-П. С., Романовской-Романько Е.А. и Пулькиной А.А.  

Степень достоверности и апробация результатов. Материалы диссертационного 

исследования были представлены на международных конференциях: Trends in Influenza Research 

(18-20 сентября 2017 г., Санкт-Петербург, Россия); 12th Vaccine Congress (16-19 сентября 2018 г., 
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Будапешт, Венгрия); OPTIONS X for the Control of Influenza (28 августа - 1 сентября 2019 г., 

Сингапур). 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 5 печатных работ: 2 научные статьи в 

журналах, входящих в Перечень рецензируемых изданий, рекомендованных ВАК РФ и 3 тезиса 

докладов. 

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 155 страницах 

машинописного текста, включая 1 таблицу и 30 рисунков. Работа состоит из введения, обзора 

литературы, описания использованных материалов и методов, шести глав собственных 

исследований и обсуждения полученных результатов, выводов и списка цитируемой литературы. 

Список литературы содержит 537 источников на русском и английском языках. 
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2. Обзор литературы 

2.1. Вирус гриппа: структурно-функциональная организация вириона, цикл 

репродукции 

Семейство Orthomyxoviridae включает четыре типа вирусов гриппа: А, В, С и D. Вирусы 

гриппа А и B вызывают острые респираторные заболевания у человека. По оценкам ВОЗ, число 

инфицированных ежегодно достигает 1 миллиарда, включая 3-5 миллионов случаев тяжелых 

заболеваний и 300 000–500 000 случаев со смертельным исходом [1]. Симптомы гриппа 

варьируют от сравнительно легких (кашель, боль в горле, повышение температуры, мышечная и 

головная боль), до чрезвычайно тяжелых (сосудистый коллапс, отёк мозга, геморрагический 

синдром), часто приводящих к летальному исходу. До 95% случаев гибели от гриппа 

обусловлено развитием вторичных бактериальных пневмоний [1].  

Организация генома и структура вириона 

(-)РНК-геном вирусов гриппа А содержит 8 сегментов, которые кодируют до 17 

полипептидов (Рис.1). Каждый сегмент содержит информацию об одном или двух коровых 

белках и альтернативных сплайс-вариантах. Наличие последних различается от штамма к 

штамму.  

Первый генетический сегмент кодирует компонент полимеразного комплекса PB2 [31] и 

белок PB2-S1, который встречается только у некоторых штаммов. PB2 взаимодействует с белком 

PA, распознает кэп на 5’-конце клеточной пре-мРНК. Функция PB2-S1 пока не установлена [32]. 

В состав РНК-зависимой РНК-полимеразы вируса гриппа входят также белки PB1 и PA, которые 

экспрессируются с геномных сегментов 2 и 3.  

Второй сегмент кодирует белок PB1 и его укороченные формы - PB1-N40 и PB1-F2. PB1 

катализирует синтез вирусных РНК, а PB1-N40  взаимодействует с клеточными РНК-

полимеразами и регулирует экспрессию вирусных генов [33]. Белок PB1-F2 регулирует функции 

PB1, активирует митохондриальный путь индукции апоптоза, усиливает макрофагальную и 

нейтрофильную инфильтрацию, способствует развитию вторичных бактериальных осложнений 

[34,35]. 

Третий геномный сегмент дает начало белкам PA, PA-N155, PA-N182 и PA-X. PA 

взаимодействует с PB1, отщепляет кэп от 5’-конца клеточной м-РНК, благодаря эндонуклезной 

активности [36]. Функции молекул PA-N155 и PA-N182 слабо изучены. Они не принимают 

участия в репликации генома, но, вероятно, регулируют жизненный цикл вируса. Фактор 

патогенности PA-X подавляет ответ клетки на вирусную инфекцию [37]. 

Геномные сегменты 4, 5 и 6 кодируют по одному белку: HA, NP и NA. Гемагглютинин 

(HA) и нейраминидаза (NA) входят в состав оболочки вириона и обеспечивают, соответственно, 

проникновение вируса в клетку и расщепление сиаловых кислот в процессе высвобождения 



10 

 

новых вирусных частиц [38]. Нуклеопротеин (NP) отвечает за упаковку вирусной РНК, участвует 

в транскрипции и репликации генома [39,40].  

Седьмой сегмент кодирует белок М1, а также альтернативную сплайс-форму – 

трансмембранный белок M2. Структурный белок М1 обеспечивает прикрепление 

рибонуклеопротеинового (RNP) комплекса к внутренней стороне вирусной мембраны. Кроме 

того, М1 взаимодействует одновременно с NP и NS2 и участвует в экспорте RNP из ядра [41,42]. 

Белок M2 играет роль ионного канала, который снижает pH внутренней среды вириона, что 

необходимо для высвобождения вирусного генома [43,44]. Некоторые штаммы кодируют белок 

M42, функционально схожий с М2, но отличающийся структурой эктодомена [45].  

Восьмой сегмент вирусного генома содержит информацию о двух неструктурных белках, 

формирующихся в результате альтернативного сплайсинга: NS1 и NS2. Основная функция белка 

NS1 - подавление экспрессии интерферонов (более подробно функции данного белка 

рассмотренны в разделе 2.4) [17]. Белок ядерного экспорта NS2 отвечает за перемещение 

вирусных РНК из ядра в цитоплазму [42]. Сравнительно недавно был обнаружен третий сплайс-

вариант, экспрессирующийся с восьмого геномного сегмента: NS3, функционально схожий с 

белком NS1 [46].   

Вирионы вируса гриппа А имеют сферическую или нитевидную форму. В последнем 

случае их длина может достигать 10 мкм. Диаметр сферических вирионов составляет 60-100 нм 

[47,48]. Морфология вирусной частицы зависит от организации цитоскелета зараженной клетки. 

Поляризованные эпителиоциты дают начало нитевидным вирионам, а неполяризованные 

фибробласты ‒ сферическим [49]. Разрушение актинового цитоскелета блокирует формирование 

нитевидных, но не сферических вирусных частиц [50].  

Внутри вириона содержится по одной копии каждого геномного сегмента, 

ассоциированного с компонентами полимеразного комплекса (PB2, PB1 и PA) и множеством 

копий белка NP. Также в составе вириона в небольших количествах присутствуют белки NS1 и 

NS2 [51] 
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Рисунок 1. Структура генома вируса гриппа А и организация вириона. Представлена схема 

вирусного генома с указанием длин РНК-сегментов (в н.п.) и длин соответствующих белковых 

продуктов (в а.к.). Схематическое изображение вириона отражает локализацию вирусных белков. 

 

Жизненный цикл вируса гриппа 

Жизненный цикл вируса начинается с прикрепления к сиаловым кислотам на поверхности 

клетки организма-хозяина. На основании типа связи между моносахаридом и остатком N-

ацетилнейраминовой кислоты выделяют два вида сиаловых кислот, с которыми может 

взаимодействовать вирус: α2,3 и α2,6. Оба вида рецепторов широко распространены в тканях 

млекопитающих и птиц [52,53], но в респираторном тракте человека доминируют α2,6-сиаловые 

кислоты [54]. Взаимодействие с рецептором реализуется за счет гемагглютинина (HA) и 

приводит к запуску рецептор-опосредованного эндоцитоза и интернализации вириона [55]. 

Активация гемагглютинина происходит под воздействием клеточных протеаз, которые 

расщепляют его на субъединицы HA1 и HA2. Штаммы вируса гриппа различаются по 

чувствительности к протеазам организма-хозяина, что обуславливает тканевой тропизм вирусов, 
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а также их патогенность. Например, HA нейротропного вируса A/WSN/33 (H1N1) расщепляется 

под действием плазмина, который экспрессируется в нервной ткани [56]. Активации HA 

большинства штаммов вируса гриппа человека и птиц способствует трипсин [57]. Сравнение 16 

подтипов HA продемонстрировало существенные различия между штаммами по степени 

чувствительности к TMPRSS2 (трансмембранная сериновая протеаза 2), HAT (трипсиноподобная 

протеаза респираторного тракта человека) и трипсину поджелудочной железы [58].  

Закисление внутренней среды эндосомы индуцирует конформационные изменения в HA, 

приводящие к высвобождению пептида слияния и его внедрению в мембрану с последующим 

слиянием вирусной и клеточной оболочки [59]. Кроме того, снижение pH активирует транспорт 

протонов внутрь вириона через белок М2. Закисление среды внутри вириона ослабляет 

взаимодействия между M1 и RNP и делает возможным перемещение вирусного генома в 

клеточное ядро в ассоциации с импортинами, которые распознают сигналы ядерной локализации 

в составе NP [41]. После того, как вирусные геномные сегменты преодолевают ядерную 

оболочку, начинается их транскрипция. РНК-полимераза вируса гриппа не обладает 

метилтрансферазной активностью и не способна модифицировать крайний 5’-нуклеотид с 

образованием кэпа [60]. Это обстоятельство преодолевается за счет использования в качестве 

праймеров для инициации транскрипции кэпированных олигонуклеотидов, отщепленных от 

клеточных мРНК [61]. Многократное прочтение поли-U-участка на конце каждого геномного 

сегмента приводит к полиаденилированию 3’-конца вирусных пре-мРНК [62].  

Вирусная мРНК может подвергаться альтернативному сплайсингу при участии клеточных 

механизмов [63]. В зависимости от фазы жизненного цикла вируса, один и тот же геномный 

сегмент может давать начало как сплайсированной так и несплайсированной мРНК [64]. В 

частности, белок ранней фазы NS1, экспрессируется с несплайсированного транскрипта, но на 

поздних стадиях жизненного цикла пре-мРНК NS1 подвергается сплайсингу и дает начало белку 

NS2. Существуют свидетельства того, что белок NS1 участвует в регуляции процессинга 

собственной пре-мРНК, координируя различные этапы инфекции [65].   

Репликация вирусного генома инициируется сразу после проникновения вирусных 

рибонуклеопротеиновых комплексов в ядро, одновременно с запуском транскрипции ранних 

генов. На первом этапе репликации субъединица полимеразного комплекса PB1 запускает синтез 

(+)РНК-интермедиата с 3’-конца каждого геномного сегмента [66]. Репликация вирусного генома 

не требует наличия праймера и не сопровождается полиаденилированием образовавшихся 

молекул. (+)РНК интермедиат содержит на обоих концах некодирующие последовательности, 

которые используются в качестве промотеров для синтеза геномной РНК [67]. Поскольку 

транскрипцию и репликацию генома осуществляет вирусный полимеразным комплекс, для 

корректного тайминга жизненного цикла вируса и поддержания нужного соотношения (+)РНК-
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интермедиатов, мРНК и геномной РНК, необходима тонкая регуляция каждого этапа 

инфекционного процесса. Показано, что белки полимеразного комплекса и нуклеопротеин 

поддерживают стабильность (+)РНК, уровень которой особенно важен для переключения между 

этапами жизненного цикла [68].   

Экспорт новообразованных вирусных RNP из ядра в цитоплазму обеспечивают вирусные 

белки M1 и NS2 [69], а также клеточный фактор CRM1. M1 играет роль связующего звена между 

RNP и NS2, который, в свою очередь, взаимодействует с CRM1 и нуклеопоринами [70,71]. 

Участие CRM1 в ядерном экспорте вирусных геномных сегментов было показано при помощи 

блокатора ядерного транспорта лептомицина B [72]. После выхода из ядра вирусные RNP 

используют Rab-11-зависимую систему цитоплазматического транспорта для перемещения к 

клеточной мембране, где происходит сборка и отпочковывание вирионов [73]. 

В оболочке вируса представлены белки HA, NA и M2, которые синтезируются на 

мембран-ассоциированных рибосомах шероховатого эндоплазматического ретикулума (шЭПР) 

[74]. Гликозилирование HA и NA осуществляется в аппарате Гольджи. Оттуда белки поступают 

к цитоплазматической мембране и аккумулируются в области липидных рафтов, в 

периферических областях которых концентрируется также белок M2 [75,76]. Белок M1 

стабилизирует вирион, образуя мост между RNP и белками оболочки HA и NA [77].  

Вирус гриппа имеет сегментированный геном и нуждается в регуляторных механизмах, 

обеспечивающих включение только одной копии каждого сегмента в состав вириона. Упаковка 

генома регулируется специальными последовательностями на конце каждой цепи РНК. Эти 

последовательности располагаются между концевыми некодирующими участками и 

центральным кодирующим регионом каждого геномного сегмента [78]. В состав вириона, 

помимо факторов, стабилизирующих структуру вирусной частицы, входит небольшое 

количество белка NS1, который долгое время считался неструктурным, и некоторые клеточные 

белки [45]. Отпочковывание вириона обеспечивают белки М2 [76] и Rab-11 [48]. После того, как 

нейраминидаза (NA) расщепляет сиаловые кислоты гликокаликса, вирионы отделяются от 

клетки, и инфекционный цикл повторяется [38].  

2.2. Врожденный иммунный ответ на вирус гриппа 

2.2.1. Респираторный эпителий: распознавание вируса и активация защитных реакций 

 После преодоления мукозального барьера, вирус гриппа заражает эпителиоциты. У 

большинства инфицированных индивидов репликация вируса протекает в верхних дыхательных 

путях, однако в тяжелых случаях патоген проникает и в нижние отделы респираторной системы. 

Клетки респираторного эпителия распознают вирус при помощи паттерн-распознающих 

рецепторов (PRR). Молекулы RIG-I, NLR, TLR3 и TLR7/8 взаимодействуют с рибонуклеиновми 

кислотами и обеспечивают распознавание РНК-содержащих вирусов, в том числе вируса гриппа 
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[79,80]. Рецепторы TLR3 и TLR7/8 располагаются в эндосомах и активируются в ответ на 

взаимодействие с двуцепочечной или одноцепочечной РНК, соответственно. TLR3 играет 

важную роль в индукции противогриппозного иммунного ответа [81,82]. Показано, что 

интраназальное введение лиганда TLR3 (поли-I:C) защищает мышей от летальной дозы вируса 

гриппа [83]. Кроме того,  у мышей, нокаутированных по гену TLR3, цитотоксическая активность 

CD8+ Т-лимфоцитов ниже, чем у животных дикого типа [84]. Активированные TLR 

взаимодействуют с адаптерными молекулами MyD88 или TRIF. Это  приводит к запуску 

сигнальных каскадов, завершающихся транслокацией в ядро транскрипционных факторов IRF3/7 

и NF-kB, которые индуцируют экспрессию IFN I [85].  

РНК-рецептор RIG-I обеспечивает распознавание нуклеиновых кислот вируса гриппа в 

цитозоле. В норме экспрессия RIG-I находится на низком уровне, однако на фоне инфекции или 

под воздействием IFN I продукция данного фактора значительно усиливается [86]. Данный белок 

обладает РНК-геликазной активностью и содержит CARD-домен, обеспечивающий привлечение 

каспаз, которые запускают апоптоз в инфицированных клетках. Активация RIG-I приводит к 

фосфорилированию и перемещению в ядро факторов IRF3/7 и NF-kB, индуцирующих 

транскрипцию IFN I [86].  

NOD-подобные рецепторы (NLR) NLRP3, NLRC2 и NLRX1 [87] активируются при 

взаимодействии с вирусной РНК [88,89], а также под действием белка M2, который вызывает 

нарушение ионного баланса в транс-сети аппарата Гольджи, продукцию активных форм 

кислорода и высвобождение катепсина В из лизосом [90,91]. Данные процессы приводят к 

образованию инфламмасомы, ключевым компонентом которой является NLRP3. Инфламмасома 

превращает прокаспазу-1 в активную форму, которая  активирует цитокины IL-1β и IL-18, 

каспазы и протеазы [92]. NLRC2 (NOD2) распознает одноцепочечную РНК и, наряду с TLR3,7/8 

и RIG-I, индуцирует экспрессию IFN I [93,94].  

Важную роль в активации ранних этапов врожденного иммунного ответа играют 

молекулярные факторы, ассоциированные с тканевым повреждением (DAMP). К таким факторам 

относятся белки HMGB1, S100, мочевая кислота, АТФ и др. [95,96]. Распознавание DAMP 

приводит к активации сигнальных белков MyD88, NF-kB, MAPK, IRF3, запускающих 

экспрессию провоспалительных цитокинов [97]. 

2.2.2. Ранний цитокиновый ответ 

IFN I 

После распознавания PAMPs и DAMPs респираторные эпителиальные клетки 

секретируют цитокины и хемокины, привлекающие и активирующие клетки врожденного 

иммунитета. Большинство клеток организма млекопитающих в ответ на стимуляцию PRR 

продуцирует интерфероны I типа. Данное семейство включает 13 гомологичных подтипов IFNα, 
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один подтип IFNβ и еще 6 слабо изученных подтипов (ε, τ, κ, ω, δ, ζ) [98]. Интерфероны 

взаимодействуют с компонентами IFNAR1 и IFNAR2 гетеродимерных трансмембранных 

рецепторов, расположенных на поверхности клеток. Цитоплазматическая часть рецепторов 

ассоциирована с тирозиновыми киназами JAK1 и TYK2. Активация данных киназ приводит к 

фосфорилированию белков STAT1 и STAT2, которые димеризуются и транслоцируются в ядро. 

В ядре STAT1/2  и фактор IRF9 формируют комплекс ISGF3, активирующий транскрипцию 

интерферон-зависимых генов (ISG) [99]. Из нескольких сотен ISG наиболее изучены MX1, PKR, 

OAS, IFITM, виперин и тетерин [100]. Данные молекулы вступают в непосредственное 

взаимодействие с вирусными компонентами внутри зараженной клетки, препятствуют 

проникновению, репликации и сборке вирионов. Так, продукты гена Mx у человека (MxA, MxB) 

взаимодействуют с нуклеопротеином вируса гриппа, нарушая процесс репликации [101]. 

Протеинкиназа R (PKR) активируется в результате взаимодействия со вторичной структурой 

РНК на 5’-конце вирусного генома [102] и снижает трансляционную активность клетки за счет 

фосфорилирования eIF2α [103]. Белок OAS, действуя совместно с РНКазой L обеспечивает 

распознавание и деградацию вирусной РНК [104]. Виперин и тетерин ограничивают 

распространение инфекции, препятствуя отпочковыванию новых вирионов от клеточной 

поверхности [105,106]. IFITM (интерферон-индуцируемый трансмембранный белок) 

препятствует проникновению вирионов в клетку [107], нарушая процесс слияния вирусной и 

эндосомальной мембраны [106].   

Интерфероны I типа индуцируют развитие антивирусного статуса клеток, а также 

обладают рядом иммуномодулирующих функций. На ранних этапах инфекции под воздействием 

IFN I происходит активация, дифференцировка и созревание клеток врожденного иммунитета, 

повышение уровня экспрессии MHCI/II [108], костимуляторных молекул CD40, CD80, CD83, 

CD86, продукция хемокинов CXCL9 и CXCL10, усиление экспрессии хемокиновых рецепторов 

CCR5 и CCR7 [109,110]. IFN I стимулирует GM-CSF-опосредованную дифференцировку 

макрофагов в дендритные клетки, миграцию АПК в регионарные лимфоузлы [111]. Совокупное 

действие указанных факторов способствует активации Т-лимфоцитов во вторичных лимфоидных 

органах [112,113]. Под воздействием IFN I наиболее интенсивно дифференцируются CD8+ 

цитотоксические Т-лимфоциты и CD4+ Т-хелперы I типа (Th1). Это связано с тем, что IFNα/β 

задерживают закисление эндосом и переориентируют клетки на MHCI-заивисимую кросс-

презентацию антигенов [114,115]. IFN I способствует синтезу IFNγ дендритными и NK-клетками 

[116], стимулируя Th-1-поляризацию иммунного ответа. Также интерфероны усиливают 

экспрессию IL-7, играющего важную роль в дифференцировке тимоцитов и формировании 

клеток памяти [117]. 
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Действие IFN I может сопровождаться рядом негативных побочных эффектов, особенно 

при затяжном характере заболевания. Хроническая инфекция, сопровождающаяся постоянной 

продукцией IFN I, способствует синтезу противовоспалительных факторов IL-10 и PDL1, что 

приводит к иммуносупрессии. При острой инфекции интерфероны нередко вызывают 

иммунопатолгию. IFNα/β усиливает экспрессию проапоптотических рецепторов (TRAIL-

рецептор, DR5) на эпителиальных клетках, что способствует  повреждению легочной ткани [118]. 

Установлено, что мыши с нарушенной экспрессией интерфероновых рецепторов лучше 

переносят острую гриппозную инфекцию, что выражается в снижении патологии в легких и 

более высокой выживаемости, чем у животных дикого типа [119]. 

IFN III 

IFN III продуцируются, преимущественно, в легочном эпителии [120]. К данному 

семейству цитокинов относятся IL-29, IL-28A, IL-28B, называемые также IFNλ1-3 [98]. Действие 

IFN III имеет меннее выраженные побочные эффекты по сравнению с IFN I [121]. Показано, что 

экспрессия данной группы цитокинов предшествует синтезу IFN I и сдерживает распространение 

вируса в верхних респираторных отделах на ранних стадиях инфекции. Мыши, не 

экспрессирующие IFN-λ характеризуются повышенным вирусовыделением [122].  

IL-1β и IL-18 

 После того, как рецепторы семейства NLR распознают вирусные компоненты, 

формируется инфламмасома, преобразующая предшественник IL-1β в активную форму. IL-1β 

стимулирует продукцию других цитокинов и хемокинов эпителиальными клетками легких и 

привлекает клетки врожденного иммунитета [123]. Действие данного цитокина может приводить 

к развитию иммунопатологии [124]. При помощи ингибиторов NLRP3 было показано, что 

продукция IL-1β на ранних стадиях иммунного ответа способствует быстрой элиминации 

патогена, однако на поздних стадиях инфекции данный цитокин индуцирует слишком сильную 

воспалительную реакцию, которая приводит к гибели экспериментальных животных [125]. 

Иммунный гомеостаз в легочной ткани поддерживается при помощи  противовоспалительных 

факторов IL-1RA и sIL-1RII, которые инактивируют IL-1β [126]. 

 IL-18 тоже активируется после сборки инфламмасомы. Под воздействием IL-18, NK-

клетки и CD8+-цитотоксические Т-лимфоциты секретируют провоспалительные цитокины  [127]. 

В ответ на сочетанное действие IFN I и IL-18 продуцируется IFNγ, способствующий элиминации 

патогена [128]. IL-18 участвует в регуляции иммунного ответа. Плазмацитоидные дендритные 

клетки человека экспрессируют рецептор IL‐18Rα1 после контакта с вирусом гриппа. В ответ на 

блокировку данного рецептора усиливается синтез IFNα [129]. Гиперпродукция IL-18 вызывает 

иммунопатологию [130]. 
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TNFα 

 TNFα продуцируют эпителиоциты респираторной системы, дендритные клетки, 

хелперные и цитотоксические Т-лимфоциты. Данный цитокин может оказывать как 

провоспалительное (стимуляция продукции цитокинов, усиление клеточной пролиферации, 

запуск некроза), так и противовоспалительное действие (снижение синтеза медиаторов 

воспаления, подавление фагоцитоза, индукция апоптоза) [131,132]. TNFα несущественно влияет 

на репродуктивную активность вируса гриппа, однако чрезвычайно важен для предотвращения 

вторичных бактериальных осложнений, часто сопровождающих гриппозную инфекцию. 

Гиперпродукция TNFα оказывает негативное влияние на состояние организма. Он является 

главным участником «цитокинового шторма» и приводит к серьезной иммунопатологии в легких 

человека и экспериментальных животных [133]. Мыши, не экспрессирующие рецептор TNFR1 

переносят заражение штаммом H5N1 значительно лучше, чем животные дикого типа [134]. 

Показано также, что подавление экспрессии TNFα на фоне инфекции вирусом A/X31 (H3N2) 

снижает потерю веса и улучшает состояние зараженных животных [135]. 

IL-6 

 Уровень IL-6 положительно коррелирует с тяжестью симптомов гриппозной инфекции 

[136], однако подавление экспрессии данного цитокина не улучшает выживаемость 

экспериментальных животных [137]. Напротив, продукция IL-6 необходима для выживания при 

заражении сублетальными дозами вируса гриппа. Отсутствие IL-6 в таких случаях ведет к 

усилению легочной патологии, увеличению вирусовыделения и значительному сокращению 

числа нейтрофилов в легочной ткани. IL-6-опосредованный сигналинг важен для 

дифференцировки CD4+-фолликулярных Т-хелперов, В-лимфоцитов, активации антительного 

ответа [138]. IL-6 совмещает про- и антивоспалительные функции. Он способствует 

дифференцировке макрофагов, однако ограничивает формирование дендритных клеток. 

Подавляет активность NF-kB и экспрессию CCR7, но повышает уровень растворимых 

рецепторов TNFα [139]. Ингибирует экспрессию CXCL1, CXCL8 и CX3CL1, но способствует 

синтезу CXCL5, CXCL6, CCL2 и CCL8, а также регулирует уровень адгезионных молекул 

CD62L, ICAM-1 и VCAM-1 на поверхности лейкоцитов 

TGFβ 

 TGFβ интенсивно экспрессируется в респираторном эпителии на ранних стадиях 

инфекции [140]. Гиперпродукция данного цитокина снижает воспаление, однако препятствует 

элиминации патогена [141]. Вирус гриппа использует регуляторный потенциал TGFβ для 

подавления иммунного ответа организма-хозяина: белок NA активирует предшественник TGFβ, 

что приводит к подавлению экспрессии IFN I и усилению толерантности организма к вирусу 

[142]. Снижение уровня TGFβ приводит к развитию иммунопатологии, потери веса, 
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интенсификации воспалительных процессов в респираторной системе [140]. Мыши с 

нарушенной экспрессией TGFβ лучше справляются с гриппозной инфекцией. Макрофаги в 

дыхательной системе таких животных постоянно находятся в активированном состоянии и 

быстрее реагируют на проникновение патогена [143].  

Прочие факторы раннего иммунного ответа 

 Хемокины CXCL2 и CCL2 (MCP-1) привлекают моноциты, макрофаги, нейтрофилы и 

базофилы в очаг инфекции. Как и многие другие медиаторы воспаления, CXCL2 и CCL2 могут 

оказывать как положительное, так и отрицательное воздействие на организм. Выживаемость 

мышей, не экспрессирующих рецептор CCR2, была выше, чем выживаемость животных дикого 

типа [144], несмотря на замедленную элиминацию патогена [145].  

 Заслуживает внимания также IL-33. Экспрессия данного цитокина активируется в ответ 

на тканевое повреждение. IL-33 стимулирует продукцию амфирегулина Т-регуляторными 

клетками, что способствует репарации легочной ткани [146]. 

___________________ 

Респираторный эпителий активируется на самых ранних этапах вирусной инфекции в 

результате распознавания патоген-ассоциированных молекулярных паттернов вируса гриппа. 

Происходит усиление продукции факторов воспаления и запуск внутриклеточных защитных 

механизмов, препятствующих репликации вируса. В ответ на повышение в межклеточном 

матриксе концентрации цитокинов, клетки врожденного иммунитета интенсивно мигрируют в 

очаг воспаления, элиминируют патоген и вовлекают в иммунный ответ компоненты адаптивного 

иммунитета.  

2.2.3. Клеточный врожденный иммунный ответ 

Нейтрофилы 

Нейтрофилы и резидентные макрофаги составляют первую линию противовирусной 

защиты. На мышиной модели было показано, что нейтрофилы обеспечивают контроль над 

распространением инфекции и клиренс вируса [147]. Данные клетки активно фагоцитируют 

вирусные частицы, однако, в отличие от макрофагов, не способны поддерживать репликацию 

вируса гриппа [148]. Нейтрофилы интенсивно мигрируют в очаг инфекции на ранних стадиях 

заражения. За ними следует небольшое число Т-лимфоцитов, которые активируются и 

пролиферируют in situ в ответ на антигены, презентируемые миелоидными клетками [149]. 

Кроме того, нейтрофилы стимулируют пролиферацию некоторых неспецифических Т-

лимфоцитов. Побочная  активация Т-клеток имеет важное значение для контроля инфекции на 

ранних стадиях заболевания [150]. Нейтрофилы привлекают Т-лимфоциты при помощи CXCL12. 

Данный хемокин синтезируют также эпителиальные клетки легких, однако при экзоцитозе он 

накапливается в непосредственной близости от эпителиоцитов, в то время как нейтрофилы 
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повышают концентрацию CXCL12 в соединительной ткани. В результате формируются 

хемокиновые следы, направляющие миграцию лимфоцитов [151].  

На фоне воспаления нейтрофилы обнаруживаются в лимфоузлах и селезенке [152]. Они 

проникают в периферические органы иммунной системы через кровеносные или лимфатические 

сосуды при помощи рецепторов MAC-1 и CXCR4 [152,153]. Нейтрофилы  мышей осуществляют 

MHC-I-зависимую презентацию вирусных антигенов, а также экспрессируют костимуляторные 

молекулы CD80 и CD86 [154,155]. Относительно презентации интернализованных антигенов 

через MHC-II существуют противоречивые сведения: согласно данным Hufford et al., 2012 [155], 

нейтрофилы не экспрессируют MHC-II, что, тем не менее, не исключает возможности кросс-

презентации фагоцитированных антигенов через МНС-I. Другие исследования показали, что 

после инкубации с Т-лимфоцитами in vitro, нейтрофилы экспрессируют MHC-II на низком 

уровне и приобретают способность  активировать CD4+ Т-клетки [156].  

NK-клетки 

В отличие от Т-лимфоцитов, NK-клетки не нуждаются в предварительной селекции для 

распознавания вирусных антигенов. Рецепторы NKp46 и NKG2D взаимодействуют с HA вируса 

гриппа на мембранах зараженных эпителиоцитов, после чего NK-лимфоциты секретируют 

перфорины и гранзим В, который индуцирует апоптоз в зараженных клетках [157]. Часть NK-

клеток постоянно присутствует в легочной ткани, однако на фоне инфекции их популяция 

пополняется NK-клетками крови. В результате у человека при гриппе снижается число 

периферических CD56+-лимфоцитов [158,159].   

Роль NK клеток не ограничивается выполнением киллерной функции. Они вносят 

значительный вклад в активацию и регуляцию адаптивного иммунитета. NK-клетки 

продуцируют IL-10, а также цитокины, вызывающие диффернцировку Т-хелперов второго типа. 

Исследования последних лет позволили выявить ранее неизвестную способность NK-клеток к 

формированию иммунологической памяти. Впервые это свойство было описано на модели 

цитомегаловирусной инфекции, однако схожие процессы осуществляются и при гриппе. Кроме 

того, данные лимфоциты способствуют регенерации тканей [160].  

Существует также ряд свидетельств негативного влияния NK-клеток на течение 

гриппозной инфекции. Установлено, что выживаемость мышей, инфицированных высокой дозой 

вируса гриппа A/Puerto Rico/8/34, повышается при снижении числа NK-клеток. В настоящее 

время считается, что роль данной популяции в развитии иммунного ответа зависит от дозы 

антигена [161].   

Выделяют также популяцию NKT-лимфоцитов, обладающую сходством как с NK-

клетками, так и с Т-лимфоцитами. NKT-клетки экспрессируют TCR, который взаимодействует 

не с MHC, а с молекулами CD1d. Данные гликопротеины экспрессируются на поверхности АПК 
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и презентируют Т-лимфоцитам липидные антигены бактериального происхождения. У мышей 

NKT-клетки снижают вирусную нагрузку и сопряженную с инфекцией иммунопатологию за счет 

продукции IFNγ и IL-22 [162]. 

Макрофаги и моноциты 

Макрофаги легких подразделяются на три группы на основании локализации в ткани и 

экспрессии маркеров CD11b и CD11c. Альвеолярные макрофаги обнаруживаются в 

воздухоносных путях (бронхи, бронхиолы, альвеолы) и имеют фенотип CD11chighCD11b-. 

Интерстициальные макрофаги (CD11c+/-CD11b+) находятся в соединительной ткани. 

Эксудативные макрофаги (CD11clowCD11bhigh) мигрируют в легкие во время воспалительных 

реакций. Для того чтобы отличить макрофаги от дендритных клеток используют дополнительные 

фенотипические маркеры, например CD64 и F4/80.  

Альвеолярные макрофаги представляют собой наиболее многочисленную популяцию 

клеток врожденного иммунитета в воздухоносных отделах легких. В норме данные клетки 

продуцируют регуляторные цитокины IL-10, TGFβ, а также оксид азота II (NO) [146], подавляя 

активность других резидентных клеток врожденного иммунитета.  Альвеолярные макрофаги 

ингибируют антиген-презентирующую активность дендритных клеток in vitro [146,163]. Мыши 

со сниженным числом альвеолярных макрофагов имеют предрасположенность к развитию 

иммунопатологии [164].  

Активация макрофагов в результате контакта с патогеном и действия цитокинов 

сопровождается дифференцировкой по М1 или М2 направлению. М1-макрофаги продуцируют 

провоспалительные молекулы TNF-α, IL-1β, IL-12 и iNOS, экспрессируют поверхностные 

активационные маркеры MHC-II, CD80, CD86 и CCR2. M2-макрофаги экспрессируют, 

преимущественно, противовоспалительные факторы, такие как IL-10, IL-1Ra, аргиназа 1, FIZZ и 

YM1/2. На поверхности М2-макрофагов в ответ на действие IL-4 и IL-13 повышается уровень 

маннозных рецепторов MR и CD206, дектина-1 и CD200R [165]. Переключение между М1 и М2-

типом дифференцировки обеспечивают, соответственно, транскрипционные факторы STAT1,  

STAT3/STAT6, SOCS2 и SOCS3 [166]. Подразделение макрофагов на М1 и М2 весьма условно. 

Включение в анализ дополнительных маркеров позволяет выявить гораздо большее число 

направлений дифференцировки. Тем не менее, в настоящее время обозначение «М1» закрепилось 

за провоспалительными популяциями макрофагов, а «М2» - за противовоспалительными. 

Маркеры MHC II, CD80 и CD86 характерны для М1-макрофагов. М2-макрофаги выявляют по 

наличию молекул CD206, CD163, CD204. Недавно был предложен удобный способ разделения 

M1 и M2-макрофагов на основании экспрессии CD38 и Egr2, соответственно [167,168]. 

На фоне гриппозной инфекции происходит М1-дифференцировка макрофагов. 

Усиливается продукция цитокинов IFN I, IL-6, GM-CSF, TNFα, RANTES (CCL5), MIP-1α (CCL3), 
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MIP-1β (CCL4), MCP (CCL2) и IP-10 (CXCL10) [169]. Макрофаги осуществляют фагоцитоз 

апоптотических клеток организма-хозяина, ограничивая распространение вируса [147]. Кроме 

того, они привлекают в очаг воспаления моноциты, дифференцирующиеся в дендритные клетки 

моноцитарного происхождения (moDC) и макрофаги [170,171]. moDC  экспрессируют Ly6C, 

CD64, Mar-1 и CD209 [172,173]. Мигрирующие макрофаги на более поздних стадиях инфекции 

приобретают фенотип и регуляторные функции альвеолярных макрофагов, способствуя, таким 

образом, поддержанию иммунного гомеостаза легочной ткани. Максимальное число макрофагов 

обнаруживается в легких через 3 дня после инфекции, что совпадает с пиком вирусной 

репликации [172,173]. Удаление альвеолярных макрофагов до инфекции или в течение 3-х дней 

после ее начала приводит к неконтролируемой репликации вируса и значительному утяжелению 

заболевания [174]. Более того, сокращение числа альвеолярных макрофагов препятствует 

формированию вирус-специфичных CD8+ Т-лимфоцитов, а также приводит к уменьшению титра 

антител на поздних стадиях инфекции [175].   

Не смотря на очевидную протективную роль, которую макрофаги играют в иммунной 

защите против вирусов гриппа, их действие может оказаться негативным для организма-хозяина 

из-за гиперпродукции TNFα и NOS2, которая приводит к развитию иммунопатологии [176]. 

Дендритные клетки 

Дендритные клетки на высоком уровне экспрессируют TLR3,7/8, RIG-I, NLR и прочие 

паттерн-распознающие рецепторы. В результате взаимодействия с патогеном данные клетки 

активируются и продуцируют провоспалительные цитокины IL-6, IL-12, TNF-α, IL-8, IP-10, 

RANTES, MIP-1β, IFNα и IFNβ [177]. Наиболее важная роль дендритных клеток – презентация 

антигенов. Данный процесс обеспечивает связь между компонентами врожденного и 

адаптивного иммунитета, запускает клональную экспансию Т-лимфоцитов специфичных к 

вирусу гриппа. Дендритные клетки гетерогенны по своему составу, фенотипу, происхождению, 

локализации и выполняемым функциям. Выделяют классические (кДК, cDC), плазмацитоидные 

дендритные клетки (пДК, pDC) и ДК моноцитарного происхождения (моДК, moDC). Эти 

популяции, в свою очередь, иногда дробятся на субпопуляции.  

Плазмацитоидные ДК представляют собой минорную популяцию дендритных клеток. 

Они имеют общее происхождение с классическими ДК, но отличаются от последних 

особенностями жизненного цикла. Для пДК характерна экспрессия В-лимфоцитарного антигена 

В220, а также низкий уровень MHC-II и CD11c. После распознавания патогена, пДК интенсивно 

продуцируют IFN I типа и приобретают способность к презентации вирусных эпитопов в составе 

MHC-I [178]. Для пДК, в отличие от других популяций ДК, не характерна MHC-I-зависимая 

кросс-презентация интернализованных антигенов, поэтому они индуцируют CD8+ Т-клеточный 

ответ на вирусные белки, имеющие внутриклеточную локализацию. пДК аккумулируются, 
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преимущественно, в крови и лимфоидной ткани, однако присутствуют и в легочном 

интерстиции. В процессе вирусной инфекции резидентные пДК регулируют активность 

эффекторных CD8+ Т-лимфоцитов. Отсутствие данных взаимодействий ведет к  возникновению 

в легких недостатка эффекторных Т-клеток, что приводит к утяжелению заболевания и 

повышению смертности [179].   

Классические дендритные клетки наиболее эффективно распознают тканевые 

повреждения и презентируют чужеродные антигены Т-лимфоцитам в составе МНС. кДК 

располагаются, преимущественно, в нелимфоидных тканях, а также в маргинальной зоне 

селезенки [180]. Субпопуляции кДК выделяют по наличию маркеров CD11b и CD103. В легких 

CD103+CD11b− кДК располагаются в непосредственной близости от респираторных 

эпителиоцитов, тогда как CD103−CD11b+-клетки чаще встречаются под lamina propria. CD103+ 

кДК и CD11b+ кДК экспрессируют различные TLR и хемокиновые рецепторы. В частности, для 

CD103+ кДК характерно наличие TLR3, а для CD11b+ кДК – TLR7 [181]. При помощи 

рекомбинантного вируса гриппа, кодирующего зеленый флуоресцентный белок (GFP) в составе 

гена NS было показано, что CD103+ кДК и CD11b+ кДК различаются по миграционному 

потенциалу и способности к активации клеток адаптивного иммунитета. Через 48ч после 

иммунизации 8.5% CD103+ кДК медиастинальных лимфоузлов были позитивны по GFP, а среди 

CD11b+ кДК только 0.5% содержало флуоресцентный белок [182]. По мнению авторов 

исследования, эти результаты свидетельствуют о белее интенсивной миграции CD103+ кДК в 

лимфоузлы, хотя могут указывать и на различия в пермиссивности разных популяций ДК для 

вируса гриппа. Перемещение ДК можно отследить при помощи флуоресцентных красителей 

[183–185]. На фоне инфекции миграция клеток из легких в лимфоузлы интенсифицируется и 

достигает максимальных значений через 18ч после заражения. Повышенная миграционная 

активность сохраняется в течение 5-7 суток. За проникновение ДК в лимфоузлы отвечает 

хемокиновый рецептор CCR7 [186]. В лимфоузле CD103+CD11b− кДК взаимодействуют с 

наивными CD8+ Т-лимфоцитами, вызывают их активацию и дифференцировку в эффекторные 

CTL [182,187]. кДК фагоцитируют инфицированные клетки, вступившие в процесс апоптоза и 

кросс-презентируют вирусные пептиды в составе MHC-I [181,188]. CD11b+CD103− кДК, 

мигрируют в лимфоузлы на пике развития инфекции и обеспечивают формирование Т-клеток 

памяти [189]. Совместно с нейтрофилами и макрофагами, респираторные ДК в очаге инфекции 

способствуют выживанию эффекторных Т-лимфоцитов за счет презентации антигенов и 

продукции IL-15 [190]. Установлено, что CD103+CD11b− кДК и CD11b+CD103− кДК эффективно 

активируют CD4+ Т-лимфоциты в лимфоузлах [187].   

CD8+ ДК составляют примерно 20-40% классических ДК лимфоузлов и селезенки. Данные 

клетки, как правило, не экспрессируют CD11b и другие макрофагальные маркеры, однако имеют 
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высокий уровень Flt3 [191]. CD8+ ДК наиболее эффективно презентируют антигены микробного 

происхождения [192,193] CD8+ Т-лимфоцитам. CD8+ ДК экспрессируют больше генов, 

связанных с МНС-I-зависимой презентацией антигена, чем CD11b+ ДК, а также являются 

основным источником IL-12. Вместе с CD103+ ДК они образуют единственную популяцию 

гемопоэтических клеток, имеющих хемокиновый рецептор XCR1. Лиганд данного рецептора 

(XCL1) продуцируют CD8+ Т-лимфоциты после антигенной стимуляции [178].  

Гриппозная инфекция вызывает увеличение числа дендритных клеток моноцитарного 

происхождения (moДК) в очаге воспаления. Установлено, что moДК на поздних стадиях 

активации CD8+ T-лимфоцитов переориентируют специфичность CTL-ответа с PA на NP. 

Нарушение миграции моноцитов в очаг инфекции и снижение числа moДК приводят к 

ослаблению устойчивости организма к вторичному заражению. Дендритные клетки 

моноцитарного происхождения и плазмацитоидные ДК активируют Th1-иммунный ответ за счет 

продукции IL-12 [194], однако по сравнению с классическими ДК, они обладают сниженной 

способностью к индукции эффекторных Т-лимфоцитов [187,195]. 

Существует два механизма проникновения антигена в дендритную клетку: за счет 

инфицирования вирусом и за счет фагоцитоза зараженных мертвых и отмирающих клеток. 

Проникновение вируса вызывает активацию и созревание ДК, в результате чего они приобретают 

способность стимулировать Т-лимфоциты [196–198]. Показано, что примерно 5-10% дендритных 

клеток, мигрирующих в лимфоузлы из легких во время инфекции заражены вирусом гриппа и 

содержат белки NS1 и NP [199]. Интернализовать вирус гриппа способны и классические и 

плазмацитоидные ДК, однако только кДК пермиссивны для патогена.  

Несмотря на то, что вирус гриппа подавляет MHC-I-зависимую кросс-презентацию 

фагоцитированных антигенов, данный способ активации клеток адаптивного иммунитета более 

эффективен, чем прямая презентация синтезированных клеткой вирусных пептидов в составе 

MHC-I. Выявлена зависимость между дозой вируса и цитокин-продуцирующей способностью 

ДК: слабая вирусная нагрузка способствует эффективной стимуляции CD8-Т-лимфоцитов, тогда 

как высокие дозы вируса приводят к нарушению активации CD8-Т-клеток в результате усиления 

продукции противовоспалительных цитокинов IL-10 и TGFβ дендритными клетками [200,201].  

2.3. Адаптивный иммунный ответ на вирус гриппа 

2.3.1. Т-клеточный иммунный ответ 

 В ответ на взаимодействие с дендритными клетками и распознавание антигенов вируса 

гриппа происходит активация и пролиферация Т-клеток. Т-лимфоциты усиливают экспрессию 

маркеров CD11a, CD25, NKG2a, CD44, утрачивают молекулу хоуминга CD62L [202] и 

мигрируют в очаг воспаления. Проникновение в легочную ткань опосредуется взаимодействием 

интегрина  CD11a на лимфоцитах с адгезионной молекулой ICAM-1 на  эндотелии сосудов [203]. 
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ICAM-1 конститутивно экспрессируется во многих органах, поэтому на фоне инфекции число 

эффекторных Т-лимфоцитов увеличивается не только в очаге воспаления, но и в здоровых тканях 

[203].  Привлечение Т-клеток в легкие стимулирует IL-15 [204], а также хемокины CCL17 и 

CCL22, взаимодействующие с рецептором CCR4, экспрессия которого на лимфоцитах 

усиливается на фоне стимуляции [205].    

Клеточная цитотоксичность 

Увеличение числа эффекторных Т-лимфоцитов в легких приводит к быстрой элиминации 

патогена. Цитотоксические Т-клетки (CD8+ и CD4+) активируют апоптоз в зараженных 

эпителиоцитах, в то время как Т-хелперы (CD4+) продуцируют медиаторы воспаления, которые 

сдерживают репликацию патогена, и стимулируют В-клеточный иммунный ответ [206,207]. 

Цитолиз активируется после контакта TCR Т-лимфоцита с комплексом MHC-антиген на 

поверхности зараженной клетки. Образуется т.н. иммунологический синапс, включающий 

комплекс адгезионных молекул, которые создают надежный контакт между лимфоцитом и 

клеткой-мишенью. Иммунологический синапс препятствует диффузии цитотоксических 

молекул в межклеточное пространство и предотвращает повреждение соседних клеток [208,209]. 

Существует два основных механизма цитотоксичности: (1) формирование поры в мембране 

клетки-мишени при помощи белков-перфоринов с последующим проникновением в цитоплазму 

сериновых протеаз, активирующих каспазы или (2) активация рецепторов семейства TNF, в 

результате взаимодействия Fas/FasL и TRAIL/TRAIL-DR. Оба механизма приводят к запуску 

апоптоза в клетке-мишени [210].  

Цитотоксические CD8+ Т-лимфоциты являются ключевым фактором защиты организма 

при гриппе. Адоптивный перенос CTL, специфичных к вирусу гриппа, наивным мышам-

реципиентам приводит к уменьшению титра вируса в легких, сокращению времени элиминации 

патогена, ускорению выздоровления и снижению смертности при заражении гриппом [211–213]. 

Мыши с нарушенной экспрессией β2-M, не способные к осуществлению полноценной MHC-I-

зависимой презентации антигена характеризуются повышенной летальностью и более тяжелым 

течением инфекции по сравнению с мышами дикого типа [214].  

За последние годы было накоплено множество свидетельств участия цитотоксических 

CD4+ Т-лимфоцитов в адаптивном иммунном ответе на вирус гриппа[207,215–217]. Установлено, 

что CD4+ CTL в легких экспрессируют перфорины и гранзим B. Пик цитотоксического ответа как 

CD4+, так и CD8+ Т-лимфоцитов приходится на 8-10 сутки после заражения [207,215]. В отличие 

от CD8+ Т-клеток, экспрессирующих гранзим B в лимфоузлах, CD4+ CTL проявляют 

цитотоксические функции только в легочной ткани [215]. Дифференцировка цитотоксических 

лимфоцитов обоих типов зависит от IL-2 и интерферонов I типа [216,218]. Под действием IFN-α 



25 

 

CD4+ Т-клетки усиливают экспрессию перфоринов и гранзима B in vitro, а также 

интенсифицируют цитотоксическую активность в отношении клеток-мишеней [207,219].  

Цитокиновый ответ 

Т-лимфоциты, в особенности Т-хелперы, продуцируют большое количество цитокинов и 

хемокинов после проникновения в очаг инфекции. Растворимые молекулы сдерживают 

распространение патогена, а также регулируют иммунный ответ, препятствуя развитию 

иммунопатологии. Наиболее важную роль в ответе на вирус гриппа играют IFNγ, IL-2, TNFα, IL-

10 и TGFβ. Некоторые из перечисленных цитокинов, экспрессирующиеся на ранних стадиях 

иммунного ответа (TNFα, TGFβ) были рассмотрены в разделе, посвященном факторам 

врожденного иммунитета. Ниже речь пойдет о медиаторах воспаления, действие которых 

наиболее ярко проявляется на более поздних этапах противовирусной защиты.  

IL-2 

IL-2 – ключевой цитокин, регулирующий функции и направление дифференцировки Т-

клеток. В основном данный фактор продуцируют сами Т-лимфоциты, однако экспрессия IL-2 

характерна также для дендритных, тучных и NKT-клеток [220]. Рецептор IL-2 состоит из трех 

независимых субъединиц: CD25 (IL-2Ra) экспрессируется на поверхности Т-лимфоцитов в 

результате их активации и проявляет наибольшее сродство к IL-2; CD122 (IL-2Rb) 

взаимодействует как с IL-2, так и с IL-15; CD132 – третья субъединица рецептора – распознает 

также цитокины IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 и IL-21 [221]. Димеризация цитоплазматических доменов 

CD122 и CD132 приводит к фосфорилированию белков STAT5 и PI3K, которые запускают 

клеточную пролиферацию и активируют экспрессию CD25 [222]. В результате аффинность 

рецептора к IL-2 значительно возрастает [223]. Т-лимфоциты, которые интенсивно 

экспрессируют CD25, под воздействием высоких доз IL-2 приобретают эффекторный фенотип и 

проявляют признаки терминальной дифференцировки. Они приобретают повышенную 

предрасположенность к апоптозу и усиливают экспрессию транскрипционных факторов Blimp-1 

и T-bet. Клетки с низким уровнем CD25 экспрессируют маркер центральных клеток памяти 

CD62L и антиапоптотический транскрипционный фактор Bcl-6 [224,225].  

IFNγ 

IFNγ – наиболее важный цитокин противовирусного Т-клеточного ответа. Данный фактор 

продуцируют CD4+ и CD8+ Т-лимфоциты [226]. IFNγ активирует макрофаги, усиливает 

экспрессию MHC, регулирует смену изотипа антител, обеспечивает хемотаксис лейкоцитов 

[227,228]. Несмотря на то, что дефекты синтеза IFNγ не препятствуют элиминации патогена, 

данный цитокин вносит значительный вклад в обеспечение защиты от инфекции, действуя 

совместно с другими факторами врожденного и адаптивного иммунитета. В частности, мыши с 

нарушенной экспрессией NO-синтазы нуждаются в IFNγ для избавления от вируса [229]. IFNγ 
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индуцирует продукцию NO, а также запускает ряд сигнальных каскадов, которые активируют 

внутриклеточные противовирусные молекулы, такие как PKR [230]. IFNγ индуцирует 

адаптивный иммунный ответ Th1-типа. Под воздействием IFNγ усиливается презентация 

антигенов через MHC-I/II (включая кросс-презентацию), активируется экспрессия IL-12, 

повышается уровень костимуляторных молекул CD80 на поверхности АПК [231]. IFNγ вызывает 

М1-диференцировку макрофагов и одновременно подавляет альтернативный (М2) путь 

активации [232,233]. М1 макрофаги продуцируют провоспалительные цитокины IL-12, TNF-α и 

IL-1β, а также активные формы кислорода [233]. Действие IFNγ всегда зависит от цитокинового 

микроокружения в очаге воспаления. Как и интерфероны первого типа, IFNγ может проявлять 

противовоспалительные функции за счет усиления экспрессии PD-L1, а также способствовать 

дифференцировке моноцитов в миелоидные супрессорные клетки [234]. Гиперпродукция IFNγ 

вызывает иммунопатологию, которая сопровождается тканевыми повреждениями, и снижает 

резистентность организма ко вторичным бактериальным инфекциям [235]. 

После проникновения в инфицированные легкие, эффекторные Т-лимфоциты 

дифференцируются под воздействием цитокинов в межклеточном пространстве. Показано, что 

часть лимфоцитов, которые интенсивно продуцировали IFNγ в лимфоузлах, после миграции в 

легкие и взаимодействия с антигеном снижает синтез данного цитокина и экспрессирует  IL-10 в 

результате активации регуляторных механизмов, предотвращающих развитие иммунопатологии 

[236].   

IL-10 

Все типы Т-лимфоцитов продуцируют IL-10, однако основным источником данного 

цитокина являются Т-регуляторные клетки. IL-10 снижает экспрессию MHC, ингибирует синтез 

медиаторов воспаления, сдерживает пролиферацию клеток [237]. Блокировка рецепторов IL-10 

(IL-10R) на фоне гриппозной инфекции приводит к развитию иммунопатологии [238]. С другой 

стороны, мыши дефектные по IL-10 быстрее элиминируют патоген и продуцируют больше 

антител, специфичных к вирусу гриппа, по сравнению с животными дикого типа [239].  

 Таким образом, для обеспечения эффективной защиты от гриппа, иммунная система 

задействует механизмы саморегуляции, с одной стороны, предотвращающие иммунопатологию, 

а с другой стороны – обеспечивающие необходимый уровень иммунного ответа. Поддержанию 

этого баланса способствует функциональная лабильность Т-лимфоцитов.  

IL-7, IL-15 и дифференцировка Т-клеток памяти 

В результате первичной инфекции, часть Т-лимфоцитов дифференцируется в клетки 

памяти, способные к быстрой активации при повторном контакте с тем же инфекционным 

агентом. Дифференцировка клеток памяти осуществляется под воздействием цитокинов IL-7 и 

IL-15. CD127, α-цепь рецептора IL-7, экспрессируется на наивных Т-лимфоцитах, однако 
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утрачивается в результате активации. На поздних стадиях первичного иммунного ответа 

некоторые Т-лимфоциты реэкспрессирует данную молекулу и дифференцируется в 

долгоживущие клетки памяти [240,241]. Для поддержания данной популяции необходим IL-15. 

Показано, что в отсутствие IL-15 число Т-лимфоцитов памяти существенно сокращается [242].  

Т-клетки памяти гетерогенны по своему составу, но все экспрессируют молекулу CD44. 

По наличию маркеров CD62L и CCR7 выделяют популяции эффекторных 

(CD62L−/CCR7−CD44+) и центральных (CD62L+/CCR7+CD44−) клеток памяти [243,244]. После 

гриппозной инфекции, вирус-специфические эффекторные клетки памяти концентрируются в 

периферических тканях, тогда как центральные клетки памяти преобладают в лимфоузлах. При 

этом, обе популяции обнаруживаются в селезенке [245]. 

Резидентные Т-клетки памяти 

 Отдельного рассмотрения в контексте гриппозной инфекции заслуживают резидентные 

легочные Т-лимфоциты памяти (Trm). Данные клетки полифункциональны, активно 

экспрессируют перфорин и обладают высоким пролиферативным потенциалом. Считается, что 

именно Trm отвечают за перекрестную защиту от гетерологичных штаммов вируса гриппа 

[246,247]. У мышей легочные Trm имеют общие фенотипические маркеры (CD69 и CD103) с 

резидентными популяциями клеток памяти в других тканях [246,247]. В то же время, Trm легких 

отличаются низкой продолжительностью жизненного цикла и повышенной 

предрасположенностью к апоптозу, что связано с интенсивной экспрессией каспаз 3/7, 

сниженной продукцией Bcl-2 и слабым мембранным потенциалом митохондрий [248]. Некоторое 

время после инфекции пул легочных Trm пополняется за счет миграции циркулирующих 

эффекторных CD69−CD103− Т-лимфоцитов, однако, в последствии, данные клетки теряют 

способность дифференцироваться в Trm, что, в комбинации с присущим данной популяции 

высоким уровнем апоптоза, приводит к постепенному снижению числа Trm в легких после 

контакта с вирусом [248]. Не исключено, что необходимость в наличии Trm снижается по мере 

восстановления легочного эпителия после повреждений, вызванных предшествующей 

инфекцией [249]. Сокращение числа Trm в легких достигается за счет специфического 

цитокинового микроокружения [250] и, возможно, позволяет предотвратить иммунопатологию, 

которую может спровоцировать, например, гиперпродукция TNFα и IFNγ [251,252]. 

Полифункциональные Т-лимфоциты 

Т-лимфоциты, участвующие в защите от гриппа, гетерогенны по своему составу и 

выполняемым функциям даже в пределах традиционно выделяемых популяций (Th1/2/9/17, 

TCL). Метод многоцветной проточной цитометрии позволяет исследовать разнообразие Т-

лимфоцитов и выявлять Т-клеточные корреляты протекции, вносящие наибольший вклад в 

обеспечение элиминации патогена и защиту от повторного инфицирования. 
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Долгое время основным критерием оценки антигенспецифичного Т-клеточного 

иммунного ответа была доля Т-лимфоцитов, продуцирующих IFNγ в ответ на антигенную 

стимуляцию. Однако измерение только одного параметра не дает возможности отразить весь 

функциональный потенциал Т-клеток. Согласно данным многочисленных исследований 

последних лет [223-227], одновременная оценка внутриклеточной продукции цитокинов IFNγ, 

IL-2 и TNFα гораздо более информативна.  

Впервые внимание к полифункциональным Т-лимфоцитам привлекли исследования ВИЧ-

инфицированных индивидов c пониженным уровнем вируса в плазме крови. Показано, что у 

таких пациентов высок процент CD4+ Т-лимфоцитов, одновременно продуцирующих два и более 

цитокина. И наоборот, у лиц с высокой вирусной нагрузкой основную долю эффекторных Т-

клеток составляют лимфоциты, продуцирующие только IFNγ [253,254]. В дальнейшем было 

показано, что IFNγ+TNFα+ Т-клетки более эффективно элиминируют патоген при заражении 

Leishmania major и Mycobacterium tuberculosis, чем Т-лимфоциты, экспрессирующие только один 

из указанных цитокинов [255–257]. Оценка уровня IL-2 также важна, хотя данный цитокин не 

обладает прямым противовирусным или антибактериальным действием. Тем не менее, IL-2  

активирует пролиферацию Т-клеток, что приводит к усилению иммунного ответа [258].  

Полифункциональные IFNγ+IL-2+TNFα+-Т-лимфоциты имеют более высокие значения 

медианной интенсивности флуоресценции (MFI) IFNγ, IL-2 и TNFα, чем Т-клетки, 

продуцирующие только один или два цитокина одновременно. Возможно, это объясняет их 

протективное действие, которое было показано в исследованиях поствакциального иммунного 

ответа на L. major и M. bovis [256]. Аналогичные результаты были получены при изучении CD4+ 

Т-клеточного ответа у пациентов, инфицированных ВИЧ, ЦМВ, вирусом гриппа или 

иммунизированных при помощи вируса коровьей оспы [253]. В данном исследовании также было 

показано, что полифункциональные Т-клетки имеют более высокий уровень экспрессии 

молекулы CD40L, что делает их эффективными костимуляторами В- и CD8+ Т-клеточного ответа 

[253].   

Полифункциональные Т-лимфоциты отличает высокая продолжительность жизненного 

цикла. Известно, что монофонкциональные Т-клетки, представленные, в основном, IFNγ+IL-2-

TNFα- Т-лимфоцитами находятся на финальной стадии дифференцировки и имеют повышенную 

предрасположенность к апоптозу [253,256]. В то же время, полифункциональные Т-клетки, 

образовавшиеся в результате вакцинации, присутствуют в циркуляции более одного года [257]. 

Показано также, что содержание вирус-специфичных полифункциональных CD8+ Т-лимфоцитов 

у лиц с острой инфекцией вируса Западного Нила, Эпштейн-Барр или цитомегаловируса не 

зависит от возраста. У пожилых пациентов (>60 лет) отмечалось увеличение числа CD57+ и 

снижение содержания CD28+ Т-лимфоцитов, однако число Т-клеток, продуцирующих IFNγ, 
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TNFα, IL2, гранзим B и перфорин в различных комбинациях оставалось на уровне более молодых 

лиц (<40 лет, 41-59 лет) [259].  

Роль полифункциональных Т-лимфоцитов в обеспечении защиты от гриппа до сих пор 

остается слабоизученной. Тем не менее, ряд исследований показывает, что данные клетки 

вовлечены в обеспечение поствакцинального иммунитета к вирусу гриппа. В частности, 

повторная вакцинация одной и той же гриппозной вакциной в течение 5 лет приводила к 

увеличению пула полифункциональных Т-лимфоцитов, в особенности IFNγ+TNFα+CD4+-Т-

клеток. Уровень иммунного ответа на консервативные внутриклеточные вирусные эпитопы 

возрастал после 3-4 повторных вакцинаций. При этом, преобладающей популяцией 

антигенспецифичных CD4+ Т-клеток становились двойные продуценты IFNγ+TNFα+, в то время 

как число IL-2+ Т-лимфоцитов сокращалось [260]. 

Таким образом, существующие литературные данные позволяют рассматривать 

полифункциональные Т-лимфоциты как важные корреляты протекции. Справедливым 

представляется предположение о том, что наиболее эффективными будут те вакцины, которые 

приводят к формированию высокого уровня полифункциональных Т-лимфоцитов, 

выполняющих эффекторные функции и дифференцирующихся в клетки памяти [256,261]. В 

связи с этим важно понимать механизмы, обуславливающие образование полифункциональных 

Т-клеток в организме.  

Адъюванты - агонисты TLR7/8 усиливают  дифференцировку Т-лимфоцитов, способных 

одновременно продуцировать несколько цитокинов [262]. Формированию полифункциональных 

Т-лимфоцитов способствует активация дендритных клеток, которые экспрессируют указанные 

PRR [262–264]. Существенный вклад в раскрытие механизмов формирования 

полифункциональных Т-клеток внесло исследование, проведенное на мышах с нарушенной 

экспрессией RIG-I [265]. Мыши с фенотипом RIG-I-/- характеризовались замедленной активацией 

дендритных клеток, пониженным уровнем презентации антигена и малой интенсивностью CD4+ 

и CD8+ Т-клеточного ответа на вирус гриппа по сравнению с животными дикого типа. Более того, 

нарушение экспрессии RIG-I приводило к значительному сокращению доли 

полифункциональных Т-лимфоцитов и снижению уровня защиты от гетерологичных штаммов. 

При этом, указанные эффекты нивелировались воздействием экзогенного IFN I на RIG-I-/- ДК, 

которые в ответ усиливали экспрессию CD86 и MHC-II, что частично восстанавливало их 

функции и вело к образованию большего числа полифункциональных антигенспецифичных Т-

лимфоцитов [265].   

2.3.2. Гуморальный иммунный ответ 

Т-лимфоциты не способны предотвратить заражение организма вирусом гриппа, 

поскольку для инициации Т-клеточного иммунного ответа требуется контакт с инфицированной 
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клеткой. В-клеточное звено иммунитета обеспечивает продукцию нейтрализующих антител, 

которые способны полностью защитить организм от инфекции. Предшественники 

антителосекретирующих плазматических клеток локализуются, преимущественно, в 

герминативных центрах лимфатических узлов и селезенки. Там же происходит соматическая 

гипермутация, и повышение аффинности антител [266,267].  

Системный гуморальный иммунный ответ 

Белки оболочки вириона HA и NA -  основные мишени гуморального иммунного ответа. 

Большая часть HA-специфичных антител взаимодействует с эпитопами глобулярного домена и 

обеспечивает полноценную защиту от соответствующего штамма. Протекция была показана в 

исследованиях с парентеральным и интраназальным введением антител к HA 

экспериментальным животным [268,269].  

На ранних этапах первичного ответа на вирус гриппа В1-лимфоциты продуцируют 

большое количество низкоспецифичных IgM. Предполагается, что для активации синтеза данных 

антител не требуется взаимодействие антигена с В-клеточным рецептором (BCR) [270]. 

Праймирование наивных В-лимфоцитов осуществляется в лимфоузлах и MALT, куда мигрируют 

антигенпрезентирующие клетки из респираторного тракта [271,272]. Методом ELISpot показано, 

что частота грипп-специфичных В-лимфоцитов в периферической крови человека через 7-10 

дней после возникновения симптомов заражения достигает 1000 антителосекретирующих клеток 

(ASC) на 1 млн PBMC [273]. После элиминации патогена большая часть ASC погибает путем 

апоптоза, однако часть популяции дифференцируется в долгоживущие плазматические клетки 

[274].  Направление дифференцировки определяется профилем транскрипционных факторов, 

которые экспрессируют В-лимфоциты в момент активации, а также цитокиновым 

микроокружением. Так, экспрессия Blimp-1 приводит к формированию короткоживущих ASC, 

которые обеспечивают быстрое увеличение титра вирус-специфических антител, однако не 

претерпевают соматической гипермутации и усиления аффинности. Переключение изотипа 

антител и генетическая реаранжировка осуществляется под воздействием сигналов со стороны 

фолликулярных Т-хелперов (Tfh), распознающих антигены, презентируемые В-лимфоцитами в 

составе MHC-II. Tfh экспрессируют активационную молекулу CD40L, а также цитокины IL-4, 

IFN-γ и TGF-β, регулирующие указанные процессы. Межклеточные взаимодействия с Т-

лимфоцитами опосредуются молекулами ICOS/ICOSL, PD-1/PD-L1, CD28/B7 и SLAM/SAP. 

Данные взаимодействия приводят к усилению экспрессии транскрипционного фактора Bcl-6 и 

цитокина IL-21, которые способствуют выживанию В-клеток, соматической гипермутации и 

повышению аффинности антител [275,276]. Так происходит дифференцировка долгоживущих 

популяций антителосекретирующих клеток и В-лимфоцитов памяти. Последние генерируют 

эффективный гуморальный иммунный ответ при вторичном взаимодействии с вирусом гриппа. 
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При этом, часть В-лимфоцитов памяти вновь подвергается соматической гипермутации, что 

способствует дополнительному увеличению аффинности антител при повторном контакте с 

патогеном. Человек неоднократно сталкивается в течение жизни с вирусами, передающимися 

воздушно-капельным путем, что делает В-клетки памяти важнейшими участниками защиты от 

респираторных вирусных инфекций. Последовательные взаимодействия с близкородственными 

инфекционными агентами приводят к увеличению титра нейтрализующих антител [277].  

В последние годы широко обсуждается концепция антигенного импринтинга, согласно 

которой результат первого иммунного ответа на некоторый патоген влияет на характер 

последующих взаимодействий организма с близкородственными инфекционными агентами. В 

частности, в результате первичного иммунного ответа на вирус гриппа формируется широкий 

спектр антител, распознающих множество консервативных и неконсервативных антигенных 

детерминант вируса. В том числе, образуются антитела, взаимодействующие с 

высококонсервативными эпитопами каталитического центра нейраминидазы, рецептор-

связывающего и стволового домена НА. При повторном контакте с вирусом гриппа сначала 

активируются и пролиферируют В-клетки памяти, и только потом образуются новые антитело-

секретирующие клетки. В результате увеличивается титр антител к эпитопам, которые 

одинаковы у вирусов, вызвавших первичную и вторичную инфекцию [278]. Репертуар антител, 

формирующийся при последующих контактах с гетерологичными вирусами, постепенно 

сужается, поскольку доминирующие позиции занимают антитела к легкодоступным эпитопам. 

При взаимодействии с близкородственными вирусами, сформировавшимися в результате 

антигенного дрейфа, нарастает доля антител к неконсервативным эпитопам головки 

гемагглютинина. При контакте с неродственными штаммами, образовавшимися в ходе 

антигенного сдвига, увеличивается относительное содержание антител к консервативным 

участкам поверхностных белков. С одной стороны, этот процесс способствует формированию 

кросс-протективного ответа, защищающего организм от гетерологичных штаммов [279–281], 

однако в случае кардинального изменения антигенной структуры вируса в результате 

генетического сдвига или возникновения мутаций в консервативных областях вирусного генома, 

антигенный импринтинг может иметь негативные последствия для организма-хозяина. 

Примером может служить сниженная резистентность к современным штаммам вируса гриппа 

среди лиц, родившихся в 1970г, когда в циркуляции преобладали вирусы подтипа H3N2. В то же 

время, индивиды 1945 года рождения, контактировавшие преимущественно со штаммами 

подтипа H1N1, имеют повышенную устойчивость к современным вирусам гриппа [282]. 

Иммунизация индивидов 1970 г.р. при помощи сезонной или пандемической вакцины (H1N1) 

приводит к образованию антител, нейтрализующих штаммы подтипа H7N9 [283]. 
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Локальный В-клеточный ответ 

В-клеточный иммунный ответ, реализующийся в участках проникновения вируса в 

организм столь же важен для защиты от гриппа, как и системная продукция антител. В легочной 

ткани здоровых мышей, содержащихся в стерильных условиях, большая часть лимфоцитов 

сосредоточена в кровеносных сосудах, а не в паренхиме [284]. После проникновения патогена, , 

лимфоциты мигрируют в соединительную ткань легкого под воздействием IL-1α и других 

цитокинов воспаления [285] и образуют индуцибельные бронхоассоциированные лимфоидные 

скопления (iBALT). Данные скопления располагаются, преимущественно, в области венул с 

высоким эндотелием [286,287]. iBALT обеспечивают развитие локального В-клеточного ответа, 

а также поддерживают персистенцию в соответствующем участке ткани плазматических клеток 

и В-лимфоцитов памяти в течение продолжительного периода после инфекции [288]. 

Герминативные центры, формирующиеся в iBALT сходны с герминативными центрами 

лимфоузлов и селезенки. Они содержат фолликулярные дендритные клетки и фолликулярные Т-

хелперы [287]. 

В результате соматической гипермутации в iBALT происходит формирование В-

лимфоцитов, специфичных, преимущественно, к консервативным участкам вируса гриппа. 

Согласно данным, опубликованным в статье Adachi et al [289], около половины НА-специфичных 

В-лимфоцитов легочной ткани распознают консервативные участки стволовой области 

гемагглютинина, тогда как в селезенке доля таких кросс-реактивных В-клеток составляет всего 

5% [289]. В качестве основных факторов локального иммунного ответа в легких выступают IgA. 

Данные молекулы имеют олигомерную или мономерную конфигурацию. Олигомерные формы 

(димеры и тетрамеры) ассоциированы с секреторным компонентом (SC). Мономерные IgA не 

связанны с SC и обеспечивают менее надежную защиту слизистых от вирусов [290–294]. 

Показано, что мыши, не способные к синтезу антител данного изотипа хуже переносят 

зоболевание, чем животные дикого типа [295]. Кроме того, адоптивный перенос IgA от 

вакцинированнных животных защищает наивных мышей от гриппа [296]. 

Антителозависимая клеточная цитотоксичность 

Нейтрализующие антитела способны обеспечить полноценную защиту от гриппозной 

инфекции, предотвращая проникновение вируса в клетку. Как правило, такие антитела штамм-

специфичны и не обеспечивают защиты от дрейф- и шифт-вариантов вируса гриппа. Важную 

роль в обеспечении перекрестной защиты играет антителозависимая цитотоксичность (ADCC). 

Данный процесс реализуется при взаимодействии Fc-участков антител класса IgG с 

соответствующими рецепторами на поверхности иммуноцитов [297–299]. Fcγ-рецепторы (FcγRs) 

подразделяются на несколько типов (FcγRIA, IIA, IIC, IIIA и др.), каждый из которых обладает 

уникальными структурно-функциональными характеристиками. Помимо ADCC, они 
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обеспечивают клеточную активацию, фагоцитоз, экспрессию и высвобождение 

провоспалительных цитокинов и хемокинов, способствуют поляризации Т-клеточного ответа. 

NK-клетки, моноциты и макрофаги экспрессируют на своей поверхности рецепторы FcγRIIIa, 

распознающие Fc-участки IgG, которые, в свою очередь, взаимодействуют с вирусными 

компонентами, экспонированными на мембранах зараженных клеток [300,301]. Перекрестное 

взаимодействие молекул FcγRIIIa приводит к фосфорилированию цитоплазматических ITAM-

доменов, что влечет за собой активацию Ca2+-зависимого сигнального каскада, завершающегося 

дегрануляцией с высвобождением цитотоксических молекул, а также противовирусных 

цитокинов (IFNγ, TNFα) и хемокинов [302–304]. Клеточную цитотоксичность активируют, 

преимущественно, белки NA и HA, которые в большом количестве представлены на мембранах 

зараженных клеток. Кроме того, ADCC могут индуцировать белки NP и M2e, гораздо более 

консервативные, чем гемагглютинин и нейраминидаза. NP и M2e также встречаются на 

поверхности клеток, зараженных вирусом гриппа [305]. Протективная функция NP-специфичных 

антител была показана в экспериментах на мышах [306,307]. Использование механизма 

антителозависимой клеточной цитотоксичности, нацеленной на высококонсервативные 

антигены, может иметь важное значение для разработки универсальной вакцины от гриппа.   

2.4. Белок NS1 как многофункциональный фактор избегания иммунного ответа  

 Иммунная система млекопитающих представляет собой совокупность структур и 

механизмов, реагирующих на проникновение патогена и формирующих защитные реакции в 

соответствии с биологическими особенностями того или иного инфекционного агента. 

Способность к саморегуляции и функциональная лабильность позволяет иммунной системе 

поддерживать баланс между противовирусной активностью и иммунопатологией. Цитокиновый 

и хемокиновый сигналинг обеспечивает своевременную активацию факторов иммунной защиты. 

Иммунологическая память позволяет предотвратить заболевание при повторном контакте с 

патогеном, вызвавшем первичную инфекцию. Тем не менее, вирус гриппа приобрел ряд 

механизмов, позволяющих ему избегать действия иммунной системы организма-хозяина. Одним 

из таких иммуносупрессорных факторов является неструктурный белок NS1. 

Белок NS1 у большинства штаммов  состоит из 230 аминокислот, которые образуют два 

основных структурных домена, соединенных подвижным линкерным участком [308]. N-

концевой РНК-связывающий домен (1-73 аа) представлен гомодимером, образованным шестью 

α-спиральными участками (по три на каждую субъединицу). Данные участки содержат сигналы 

ядерной локализации. С-терминальный эффекторный домен (80-230 аа) включает три α-

спиральных региона и семь β-листов. Полноразмерные белки NS1, а также изолированные РНК-

связывающие домены данных молекул способны к образованию гомодимеров [309,310].   



34 

 

NS1 активно экспрессируется с 8-ого сегмента вирусного генома на протяжении всего 

жизненного цикла вируса гриппа. Пре-мРНК, содержащая последовательность NS1, может 

подвергаться сплайсингу и давать начало белку ядерного экспорта (NEP, NS2).  NS1 претерпевает 

посттрансляционные модификации, такие как фосфорилирование (Thr215, Ser42, Ser48) и 

SUMOилирование (Lys70, Lys219) [311,312]. Присоединение SUMO1 к определенным 

аминокислотным остаткам, по-видимому, необходимо для обеспечения функциональной 

активности NS1, хотя и не отражается на стабильности и клеточной локализации белка [311].  

NS1 обнаруживается как в цитоплазматическом, так и в ядерном компартменте 

инфицированной клетки. Перемещение в ядро обусловлено взаимодействием с α-импортином, 

распознающим сигналы ядерной локализации в РНК-связывающем домене. В то же время, 

сигналы ядерного экспорта, содержащиеся в эффекторном домене, обеспечивают постоянное 

присутствие некоторого количества NS1 в цитоплазме [313,314]. Соотношение 

цитоплазматического и ядерного содержания NS1 варьирует в широких пределах в зависимости 

от штамма, типа зараженных клеток и стадии жизненного цикла вируса [315,316].  

Основной вклад белка NS1 в патогенез гриппа заключается в подавлении врожденного 

иммунного ответа за счет ингибирования системы интерферона I/III. Этим, однако, действие 

белка NS1 на цитокиновую систему организма-хозяина не исчерпывается. Эффекторный домен 

NS1 способен угнетать синтез TNFα, IL-6, CCL3, MIP-1α, препятствовать активации каспазы-1, 

что приводит к ингибированию апоптоза в инфицированных клетках, нарушению 

функционирования инфламмасомы и препятствует созреванию IL-1β и IL-18 [317]. 

 Вирусы, экспрессирующие укороченные формы белка NS1 плохо реплицируются в 

интерферон-компетентных системах, однако эффективно пролиферируют в культуре клеток 

Vero, которые не продуцируют IFN-α/β [17]. У мышей с нарушенной экспрессией ключевого 

участника IFN-сигналинга STAT1 вирус гриппа с укороченным белком NS1 вызывает летальную 

инфекцию [16].  

NS1 взаимодействует с большим числом клеточных белков и РНК, приводя к 

ингибированию защитных реакций как на посттранскрипционном, так и на посттрансляционном 

уровне. Внутриклеточные партнеры NS1 могут быть условно разделены на 4 группы. К первой 

группе относятся ядерные белки, участвующие в созревании и экспорте клеточных мРНК: 

CPSF30, PABPII, NXF1/TAP, нуклеолин и другие. Белок CPSF30, входящий в состав крупного 

молекулярного комплекса CPSF отвечает за полиаденилирование клеточных пре-мРНК 

[318,319]. Взаимодействуя с CPSF30, NS1 препятствует ассоциации комплекса с пре-мРНК и, 

таким образом, блокирует процессинг [320,321]. Ко второй группе относятся 

цитоплазматические белки, участвующие в трансляции и транспорте мРНК: eIF4GI, PABPI. 

Третья группа включает факторы противовирусной защиты: RIG-I, TRIM-25, PKR, PACT, PI3K 
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и другие. С NS1 взаимодействуют многие клеточные  dsРНК-связывающие белки [322]. 

Последнюю группу партнеров NS1 составляют вирусные и клеточные РНК. Данные о 

межмолекулярных взаимодействиях, в которых принимает участие белок NS1 были получены, 

преимущественно, методом ко-иммунопреципитации. Было показано, что NS1 связывается с 

RIG-I, а также с некоторыми регуляторами активности данного белка – убиквитин-лигазой 

TRIM25 и RIPLET [323–326]. За счет РНК-связывающей активности NS1 взаимодействует с 

малыми ядерными РНК U6 и U6atac, вовлеченными в процесс сплайсинга. Также NS1 образует 

комплексы  с полиаденилированными мРНК, с геномными РНК вируса, dsРНК, вирусными 

мРНК [327–330]. Идентифицировано два консервативных РНК-мотива, обеспечивающих 

сильное взаимодействие с NS1 in vitro [330]. Мотив AGCAAAAG находится на 5’-концах 

вирусных антигеномных РНК. Второй мотив, UGAUUGAAG, характерен для 3’ UTR мРНК NS1. 

Поскольку обе последовательности специфичны для вирусной +РНК, можно предположить, что 

помимо своей основной функции, связанной с подавлением IFN-сигналинга, NS1 регулирует 

вирусную репликацию и экспрессию генов. Кроме того, благодаря dsРНК-связывающей 

активности NS1 препятствует активации рецепторов RIG-I и TLR3 [81]. 

 NS1 напрямую взаимодействует с клеточными защитными факторами, 

экспрессирующимися в ответ на действие IFN [331,332]. В частности, NS1 конкурирует с белком 

OAS за взаимодействие с dsРНК [333], а также индуцирует конформационные изменения в PKR, 

приводящие к аутоингибированию данной молекулы [334]. Кроме того, NS1 усиливает 

трансляцию ряда вирусных мРНК [335] за счет взаимодействия с eIF4GI и привлечения данных 

молекул к 5’UTR вирусных транскриптов [336]. 

Помимо непосредственного угнетения факторов врожденного иммунитета, NS1 оказывает 

косвенное негативное влияние на адаптивный иммунный ответ. Вирус гриппа угнетает 

продукцию провоспалительных цитокинов TNFα, IL-6, IL-12, IL-8, RANTES, MIP1β 

дендритными клетками. Кроме того, иммуносупрессорное действие NS1 приводит к снижению 

экспрессии молекул, отвечающих за презентацию антигена (MHC-II, CD86) [337]. 

Рассмотренные свойства белка NS1 открывают перспективы для конструирования живых 

аттенуированных гриппозных вакцин и векторов, с модифицированным геномным фрагментом 

NS. 

2.5. Современные подходы к вакцинопрофилактике гриппа 

 В настоящее время для профилактики гриппа применяют два вида вакцин: 

инактивированные и живые. Инактивированные вакцины подразделяются на цельновирионные, 

расщепленные и субъединичные. Данные вакцины представляют собой, соответственно, целые 

инактивированные вирионы, расщепленные вирионы или очищенные отдельные белки вирусов 

гриппа различных подтипов. Вакцины содержат компоненты штаммов вируса гриппа, 



36 

 

циркулирующих в текущем эпидемическом сезоне, требуют ежегодного перевыпуска и 

вызывают, преимущественно, гуморальный иммунный ответ, обеспечивающий протекцию 

только от тех вирусов, которые входят в состав препарата. Трехвалентные инактивированные 

вакцины в настоящее время содержат компоненты вирусов H1N1, H3N2 и гриппа В. Также 

одобрена для клинического применения тетравалентная вакцина, содержащая две линии вируса 

гриппа В [338].  

Живые гриппозные вакцины (ЖГВ) содержат реассортантные штаммы вирусов гриппа, 

гемагглютинин и нейраминидаза которых соответствует актуальным для данного эпидсезона, а 

остальные белки наследуются от холодоадаптированного «донора аттенуации»[339]. В качестве 

доноров аттенуации в настоящее время используются штаммы А/Leningrad/134/17/57 (H2N2) и 

А/Ann Arbor/6/60 (H2N2) [340]. Кроме того, на различных стадиях доклинических и клинических 

испытаний находятся вакцины на основе альтернативных доноров аттенуации, таких как 

А/17/California/66/395 (H2N2), A/Hong Kong/1/68/162/35 (H3N2), А/Slovenia/2903/2015 (H1N1) и 

другие [341,342]. ЖГВ, благодаря интраназальному введению и способности к ограниченной 

пролиферации в верхних дыхательных путях стимулируют не только системный, но и локальный 

иммунный ответ [343–345]. Вакцинация ЖГВ сопровождается активной выработкой IgA в 

верхних отделах респираторного тракта. Данные антитела эффективно нейтрализуют вирусные 

частицы, препятствуя распространению инфекции в нижние отделы дыхательной системы, а 

также предотвращают вирусовыделение, снижая тем самым вероятность заболевания 

непривитых индивидов и способствуя формированию коллективного иммунитета [346]. Кроме 

того, поствакцинальный иммунный ответ на ЖГВ в большей степени, по сравнению с 

инактивированными вакцинами, затрагивает Т-клеточное звено иммунной системы [347,348], 

что, в совокупности со способностью к индукции IgA на слизистых оболочках повышает 

устойчивость организма к гетерологичным штаммам вируса гриппа.   

 Инактивированные гриппозные вакцины наиболее широко применяются для вакцинации 

населения, несмотря на то что эффективность таких препаратов варьирует в широких пределах, 

в зависимости от выбора штаммов для производства вакцины. На поствакцинальный иммунный 

ответ влияет возраст, иммунологический статус и состояние здоровья вакцинируемого. У 

здоровых взрослых (<65 лет) индивидов эффективность вакцинации может достигать 70-90% при 

адекватном выборе штамма, в то время как у лиц младшего и пожилого возраста, а также у людей, 

имеющих хронические заболевания, данный показатель обычно находится ниже 60% [3,4]. В 

эпидемическом сезоне 2017-2018 гг. общая эффективность вакцин от гриппа A и B составила 

40%. При этом протекция от вирусов подтипа H1N1 достигала 65%, тогда как риск заболевания 

штаммом подтипа H3N2 или вирусом гриппа B составил 25 и 49% соответственно [2]. Все 
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существующие вакцины от гриппа имеют крайне низкую эффективность у пожилых людей и 

грудных детей [3–7]. 

Узкая специфичность поствакцинального иммунитета, индуцируемого сезонными 

вакцинами, приводит к необходимости ежегодного перевыпуска данных препаратов с учетом 

изменений антигенной структуры вирусов гриппа. Более того, действие сезонных вакцин может 

препятствовать формированию кросс-протективного иммунитета, защищающего организм от 

пандемических штаммов. Данное обстоятельство может негативно отразиться на течении 

заболевания у привитых индивидов, в особенности у детей. При появлении пандемических 

штаммов, поверхностные антигены которых значительно отличаются от вошедших в состав 

вакцины, организм не в состоянии своевременно предотвратить репликацию вируса, что 

приводит к тяжелому течению заболевания и повышению смертности [349,350].  В частности, 

вакцинация против вируса гриппа A/H3N2 снижала уровень гетеросубтипического иммунного 

ответа на высокопатогенный штамм A/H5N1. Слабая резистентность к A/H5N1 была связана с 

пониженным содержанием вирус-специфичных CD8+ Т-лимфоцитов у людей, подвергавшихся 

ежегодной вакцинации [351]. Влияние вакцинации на протекание последующего инфекционного 

процесса изучалось также в экспериментах на животных. Мыши C57BL/6J получали две дозы 

субъединичной вакцины внутримышечно с интервалом в 4 недели. Спустя месяц животных 

заражали сублетальной дозой штамма A/Hong Kong/2/1968. Вакцинированные мыши не 

проявляли клинических симптомов заболевания, тогда как невакцинированные животные теряли 

вес с 3 по 7 день после вакцинации, однако впоследствии выздоравливали. После заражения 

вирусом A/H5N1 невакцинированные животные проявляли умеренные признаки заболевания в 

течение 7 дней, после чего выздоравливали. Напротив, у вакцинированных мышей развивалась 

инфекция, сопровождавшаяся критической потерей массы тела к 6-8 дню после заражения [351], 

что свидетельствует о формировании иммунопатологии.  

Исследование взаимосвязи между ежегодной вакцинацией и заболеваемостью вирусом 

pH1N1 в весенне-летний период 2009 г. в Канаде показало, что вакцинация на 56% снижала 

вероятность инфицирования сезонным штаммом вируса гриппа, однако приводила к 

статистически-значимому увеличению вероятности заражения вирусом pH1N1 [352]. 

Полученную взаимосвязь можно объяснить отсутствием у вакцинированных индивидов 

нейтрализующего иммунитета к внутренним консервативным белкам вируса гриппа. 

Трехвалентная инактивированная вакцина содержит только антигены HA и NA, иммунитет к 

которым защищает от сезонных штаммов, но не предотвращает заражения вирусами, которые 

возникли в результате антигенного дрейфа и антигенного сдвига. Не исключено также, что 

ненейтрализующие антитела, индуцированные вакциной, облегчают проникновение 



38 

 

пандемических вирусов в клетки путем Fc-зависимого фагоцитоза. Данный процесс был 

продемонстрирован в экспериментах in vitro [353–356].  

Сезонная вакцинация успешно предотвращает заболевание при совпадении антигенной 

структуры вакцинных штаммов и циркулирующих вирусов, однако положительный эффект 

такой вакцинации компенсируется утяжелением инфекционного процесса и повышением 

летальности при заражении шифт-вариантами вируса гриппа, к которым у организма нет 

иммунитета. В связи с этим, особую актуальность приобретают исследования, направленные на 

увеличение кросс-протективности существующих гриппозных вакцин, а также на разработку 

универсальной вакцины, которая обеспечит защиту от широкого спектра штаммов вируса 

гриппа, формирующихся в результате антигенного дрейфа и антигенного сдвига. 

2.6. Подходы к созданию универсальной вакцины от гриппа 

Высокая вариабельность вируса гриппа затрудняет создание универсальной вакцины, 

применение которой позволило бы избавиться от необходимости ежегодной ревакцинации. 

Большинство разрабатываемых в настоящее время подходов связано с индукцией антительного 

ответа к консервативным участкам белков вируса гриппа, входящих в состав оболочки вириона. 

Индукция кросс-протективного гуморального иммунитета 

Долгое время исследования, направленные на создание универсальной гриппозной 

вакцины были сосредоточены вокруг высококонсервативной стволовой области 

гемагглютинина. Эпитопы данного домена HA в меньшей степени подвержены селективному 

давлению со стороны иммунной системы организма-хозяина из-за труднодоступности для 

антител и B-клеточных рецепторов. Это обуславливает низкие темпы эволюции антигенных 

детерминант стволовой области, но также и менее высокую иммуногенность, по сравнению с 

эпитопами головки HA. Антитела к участкам стволового домена в норме составляют лишь 

незначительную часть от общего количества иммуноглобулинов сыворотки крови [357,358]. 

Было отмечено, что у ряда индивидов, после перенесения инфекции, вызванной пандемическим 

штаммом H1N1, а также после иммунизации соответствующей вакциной, доля антител к 

стволовому региону НА существенно возрастает [279,359–361]. Была выдвинута гипотеза, 

согласно которой в организме присутствует незначительное число В-клеток памяти, 

распознающих консервативные стволовые эпитопы. Взаимодействие с гетерологичным 

штаммом вызывает селективную экспансию данных клеток, в результате чего увеличивается 

титр антител к стволовой области HA. Эта гипотеза легла в основу схемы вакцинации химерными 

молекулами гемагглютинина, которые содержат головки НА от вирусов гриппа птиц, к которым 

у людей нет иммунитета, и стволовые области НА от циркулирующих в настоящее время 

штаммов вируса гриппа человека. Возможно создание сплит-вакцин и живых аттенуированных 

вакцин, содержащих химерные молекулы НА. Иммунизация данными вакцинами приводит к 
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развитию кросс-протективного антительного иммунного ответа, защищающего мышей и хорьков 

от гетерологичных штаммов, в том числе и от вируса гриппа B [362,363].   

Другой перспективный подход к усилению иммуногенности стволовой области 

гемагглютинина – использование вирусов и вирусоподобных частиц, содержащих молекулы HA, 

лишенные головки, что облегчает доступность консервативных В-клеточных эпитопов для BCR. 

Основная трудность, сопряженная с данным подходом, заключается в обеспечении правильного 

фолдинга остатков гемагглютинина. Эффективность таких вакцин продемонстрирована на 

мышиной и хорьковой модели [364–367], хотя существуют также свидетельства негативного 

влияния вакцин, содержащих видоизмененные молекулы гемагглютинина на течение инфекции. 

Показано, что антитела к стволовому домену HA облегчают проникновение вируса в клетку 

путем FcγR-опосредованного эндоцитоза, утяжеляя симптомы заболевания у свиней [368,369].  

Развитие вычислительной техники и расширение арсенала биоинформатических методов 

позволяет создавать искусственные молекулы гемагглютинина, содержащие консенсусные 

последовательностей НА всех штаммов отдельно взятого подтипа вируса гриппа. Конструкции 

на основе искусственных НА вызывают кросс-протективный антительный иммунный ответ. 

Данный подход получил сокращенное наименование COBRA (Computationally Optimized Broadly 

Reactive Antigen). Было экспериментально показано, что COBRA H5 HA способен индуцировать 

кросс-реактивный антительный иммунный ответ против широкого спектра штаммов подтипа 

H5N1 [370]. Иммунизация мышей вирусоподобными частицами, содержащими  COBRA H1 HA 

вызывает иммунитет к пандемическому штамму H1N1 и приводит к формированию кросс-

реактивных антител, демонстрирующих активность в РТГА против панели из 17 вирусов подтипа 

H1N1 [371]. 

Предлагаются способы индукции кросс-протективного иммунного ответа при помощи 

смеси пептидов, соответствующих консервативным антигенным детерминантам вирусов гриппа. 

Короткие белковые молекулы имеют крайне низкую иммуногенность, что приводит к 

необходимости использования адъювантов или белков-носителей и затрудняет разработку 

пептидных вакцин. Тем не менее, в клинических исследованиях был показан бустирующий 

эффект пептидной иммунизации при сочетанном использовании с сезонной противогриппозной 

вакциной [372]. Установлено также, что инактивированная гриппозная вакцина может выступать 

в роли адъюванта для смеси пептидов и индуцировать формирование эпитоп-специфичных CD8+ 

Т-лимфоцитов. Для проявления адъювантного эффекта необходима колокализация пептида и 

вакцины при иммунизации, однако физические взаимодействия между компонентами вводимого 

препарата не имеют принципиального значения [373]. 

Поскольку для гемагглютинина характерны высокие темпы эволюции и значительная 

вариабельность, перспективным может оказаться использование в качестве мишеней 
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поствакцинального иммунного ответа более консервативных белков вируса гриппа, входящих в 

состав оболочки вириона. В качестве кандидатов на роль универсальной вакцины 

рассматриваются препараты на основе белка М2е – эктодомена матриксного белка М2. Из-за 

малых размеров и плохой доступности для В-клеточных рецепторов, M2e проявляет слабые 

иммуногенные свойства в естественных условиях. Только у 33–44% обследованных выявляются 

антитела к М2е [374,375]. Отмечено, что у лиц старших возрастных групп данные антитела 

обнаруживаются чаще [375]. Это свидетельствует о необходимости нескольких контактов с 

вирусом для обеспечения детектируемого уровня М2е-специфичного иммунного ответа.  

В качестве вакцины предлагается использовать домен М2е, ассоциированный с 

носителем, в роли которого могут выступать вирусоподобные частицы или агонисты TLR-

рецепторов. Были предложены двуслойные белковые наночастицы, содержащие М2е и 

стволовую область гемагглютинина. Мыши, иммунизированные такими конструкциями, 

приобретали иммунитет к вирусам H1N1, H3N2, H5N1 и H7N9 [376]. Антитела к М2е имеют 

низкую нейтрализующую активность, однако обеспечивают протекцию за счет FcγR-

опосредованных механизмов, в частности за счет антитело-зависимого фагоцитоза вирусных 

частиц.   

Нейраминидаза также может оказаться перспективным индуктором перекрестного 

иммунного ответа, несмотря на высокую вариабельность. Известно, что антитела к 

нейраминидазе вносят вклад в обеспечение защиты от гриппа. Титр антител к данному белку 

коррелирует с уровнем протекции и в настоящее время данный показатель признан в качестве 

независимого критерия, позволяющего предсказать уровень защищенности организма от 

различных клинических проявлений гриппозной инфекции [377,378]. Иммунный ответ на NA 

обеспечивает перекрестную защиту от гетерологичных штаммов вируса гриппа. Например, 

антитела, взаимодействующие с NA вируса A/Brisbane/59/2007 (H1N1) подавляют репликацию 

вирусов A/California/7/2009 (A/H1N1pdm09) и A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) [379].   

Таким образом, на сегодняшний день существует большое разнообразие подходов к 

индукции кросс-протективного гуморального иммунного ответа на вирус гриппа. Помимо 

очевидных плюсов создания универсальной вакцины, обеспечивающей перекрестную 

антительную защиту, существует также ряд негативных сторон использования только В-

клеточного звена иммунной системы в качестве медиатора протекции. Индукция широкого 

спектра кросс-реактивных иммуноглобулинов таит в себе опасность возникновения антитело-

зависимого усиления инфекционного процесса, когда антитела, не обладающие нейтрализующей 

активностью, облегчают проникновение вируса в клетки за счет FcγR-зависимого эндоцитоза. 

Формирование иммунного ответа к ограниченному набору антигенных детерминант вируса 

гриппа не исключает появления эскейп-мутантов, к которым у организма не будет иммунитета, 
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что может привести к большому числу тяжелых заболеваний. Примером могут служить 

рассмотренные случаи повышенной уязвимости к пандемическим штаммам H1N1 среди лиц, 

получавших сезонную противогриппозную вакцину [349]. В этой связи, гораздо более 

перспективными представляются разработки универсальной гриппозной вакцины на основе 

живых аттенуированных вирусов гриппа или вирусных векторов, не родственных вирусу гриппа, 

но экспрессирующих консервативные эпитопы данного патогена. Такие вакцины индуцируют 

формирование не только В-, но и Т-клеточного иммунного ответа. 

Индукция кросс-протективного Т-клеточного иммунитета 

Перекрестная защита от гетерологичных штаммов вируса гриппа во многом обусловлена 

развитием Т-клеточного иммунного ответа [380]. Т-лимфоциты распознают линейные (8-24 а.к.) 

эпитопы внутриклеточных антигенов вируса гриппа [381,382]. Эти белки более консервативны у 

разных штаммов и могут индуцировать кросс-протективный иммунный ответ [381–383]. На 

хорьковой модели было показано, что среди кросс-реактивных CD8+ Т-лимфоцитов, 

сформировавшихся в результате перенесенной инфекции, значительная часть специфична к 

антигенным детерминантам белков M1, NS2 и PA. Многие CD4+ Т-лимфоциты, распознающие 

эпитопы HA и NA, также являются кросс-реактивными. При этом, многие CD8+ и CD4+ Т-

лимфоциты распознают консервативные участки белка NP [12], более 90% последовательности 

которого идентично у штаммов вируса гриппа первой и второй филогенетической группы 

[384,385]. Анализ Т-клеточных эпитопов, представленных в базе данных IEDB 

(http://www.iedb.org) показал, что наибольшее число консервативных антигенных детерминант 

приходится на внутриклеточные белки вируса гриппа M1, NP и PB1 [386]. При этом, не все 

указанные эпитопы индуцируют кросс-протективный иммунный ответ. Изучение иммунного 

ответа на перекрывающиеся пептиды, полностью покрывающие белки NP и M1 показало, что 

снижение тяжести заболевания в большей степени коррелирует с уровнем иммунного ответа на 

полноразмерные белки, а не на отдельные эпитопы [387]. В целом, внутренние белки вируса 

гриппа менее подвержены действию естественного отбора, в результате чего Т-клеточный 

иммунный ответ имеет больший потенциал для формирования перекрестной защиты от 

гетерологичных штаммов.  

Существует большое количество свидетельств ключевой роли Т-лимфоцитов в 

обеспечении кросс-протекции, полученных как в экспериментах на животных [388–394], так и 

при изучении иммунного ответа на вирус гриппа у человека [395–398]. Основными медиаторами 

перекрестной защиты считаются CD8+ Т-лимфоциты [399], однако в последнее время большое 

внимание уделяется роли CD4+ Т-клеток в иммунном ответе на вирус гриппа и, в частности, в 

обеспечении кросс-протекции. Несмотря на то, что данные клетки не способны самостоятельно 

ограничивать распространение инфекции, они  активируют CD8+ Т-лимфоциты и B-клетки, что 

http://www.iedb.org/
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делает их важными участниками противовирусного иммунного ответа [400,401]. Адоптивный 

перенос CD4+ Т-лимфоцитов защищает мышей от гриппа даже при отсутствии CD8+ Т-

лимфоцитов [402]. Известно, что CD4+ T-клетки формируют мощный иммунный ответ на 

иммунодоминантные эпитопы белков M и NP [387,398]. У pH1N1-серонегативных индивидов 

уровень кросс-реактивных CD8+IFNγ+IL-2− Т-клеток, распознающих высококонсервативные 

эпитопы белков PB1, M1 и NP обратно коррелировал с тяжестью симптомов заболевания при 

заражении пандемическим штаммом [397]. Дальнейший анализ позволил определить в качестве 

коррелятов протекции CD45RA+CCR7− субпопуляцию эффекторных клеток памяти [403]. В 

другом исследовании было показано, что повышенное содержание IFNγ+ NP-специфичных Т-

лимфоцитов способствует сокращению периода вирусовыделения [404]. Кроме того, в условиях 

контролируемой инфекции у добровольцев была выявлена обратная корреляция между тяжестью 

инфекции и уровнем CD4+ T-лимфоцитов, специфичных к внутриклеточным белкам вируса 

гриппа [387]. 

Современные инактивированные гриппозные вакцины, обеспечивающие формирование 

грипп-специфичных антител и CD4+ Т-лимфоцитов, являются слабыми индукторами CD8+ Т-

клеточного ответа. Живые гриппозные вакцины способны к ограниченной репликации в 

организме и, за счет этого, демонстрируют повышенную иммуногенность в отношении 

цитотоксических Т-лимфоцитов, действие которых не предотвращает инфекцию, однако 

существенно облегчает течение заболевания [12]. Необходимо учитывать, что поствакцинальный 

иммунитет различается у представителей разных возрастных групп. В клиническом 

исследовании у взрослых добровольцев, вакцинированных ИГВ или ЖГВ, отмечался 

незначительный прирост грипп-специфичных CD8+IFNγ+Т-лимфоцитов (<0.1% на 28 д.п.и. по 

сравнению со значениями до вакцинации, n=20) [405], тогда как у детей в возрасте 5-9 лет 

уровень ответа на ЖГВ был несколько выше (<0.5% на 28 д.п.и.). При этом, Т-клеточного ответа 

на ИГВ у детей вовсе не отмечалось.  В другом клиническом исследовании была оценена 

эффективность прайм-буст стратегии вакцинации с использованием трехвалентной 

инактивированной и живой вакцины от гриппа в различных комбинациях (ИГВ/ИГВ, ИГВ/ЖГВ, 

ЖГВ/ИГВ, ЖГВ/ЖГВ). Было показано, что у детей (1-3 года), получивших хотя бы одну дозу 

ЖГВ повышается уровень CD8+ T-клеток, продуцирующих IFNγ и пролиферирующих в ответ на 

стимуляцию in vitro через 60 дней после иммунизации [390]. Адъюванты существенно усиливают 

Т-клеточный ответ на инактивированную вакцину [406]. Т-лимфоциты, сформированные после 

вакцинации ЖГВ, обладают значительным кросс-протективным потенциалом. Около 70% 

индивидов, задействованных в исследовании, приобретали кросс-реактивные Т-лимфоциты, 

способные распознавать эпитопы вирусов, с которыми испытуемый ранее не контактировал. 

Иммунный ответ был направлен преимущественно на внутриклеточные консервативные 
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вирусные белки M1, NP и PB1 [407]. При этом, иммунитет, индуцируемый живой гриппозной 

вакциной не способен обеспечить достаточного уровня гетеросубтипической защиты [408], что 

обуславливает необходимость дальнейших исследований, направленных на разработку 

универсальной вакцины от гриппа.     

Современные подходы к созданию универсальной гриппозной вакцины весьма 

разнообразны. Разрабатываются вакцины, основанные на комбинации пептидов, 

соответствующих эпитопам белков HA и NP [409], векторные вакцины, экспрессирующие NP, 

M1 и другие белки вируса гриппа [410,411], ДНК- и РНК-вакцины, содержащие гены HA, NP, 

M2, NA, [412] а также белковые конструкции, содержащие до 6 антигенов [413,414]. 

Векторные вакцины от гриппа могут быть получены на основе как ДНК-, так и РНК-

содержащих вирусов. Были предложены подходы, предполагающие использование 

аденовирусов, герпесвирусов, бакуловирусов, осповирусов [415–418], парамиксовирусов, 

флавивирусов, ретровирусов, коронавирусов, альфавирусов, буниавирусов и рабдовирусов [419–

421]. Использование РНК-вирусов в качестве векторов дает определенные преимущества. Такие 

конструкции не способны к встраиванию в геном клетки организма-хозяина. Кроме того, 

жизненный цикл большинства РНК-вирусов протекает в цитоплазме и не требует транслокации 

в ядро, что обеспечивает более раннее начало активности вектора. Тем не менее, наибольшее 

распространение в настоящее время получили векторы на основе ДНК-содержащих вирусов, 

позволяющие получить мощный и продолжительный кросс-протективный иммунный ответ, 

задействующий В- и Т-клеточное звено иммунной системы.  

Вакцинация при помощи интраназального введения аденовирусного вектора, 

экспрессирующего белки М2 и NP защищала мышей линии BALB/c от высокопатогенных 

штаммов вируса гриппа H1N1, H3N2 и H5N1. Протективное действие вакцины продолжалось, по 

крайней мере, 10 месяцев после иммунизации [422]. В аналогичном исследовании, 

интраназальное введение аденовирусного вектора, экспрессирующего белок NP штамма 

A/PR/8/34 (H1N1) обеспечивало гетеросубтипическую защиту от вирусов A/Philippines/2/82 

(H3N2) и A/VN/1203/04 (H5N1) [423]. В качестве перспективных вакцинных кандидатов 

рассматриваются векторы на основе вируса осповакцины. Наибольшие успехи в данной области 

связаны с вакцинным штаммом MVA/HA1/C13L/NP (вирус осповакцины, экспрессирующий HA 

от A/California/04/09 (H1N1) и NP от A/VN/1203/04 (H5N1)) [424,425]. Мыши, иммунизиованные 

при помощи данного вектора приобретали иммунитет к штаммам A/VN/1203/04 (H5N1), 

A/Norway/3487–2/09 (H1N1) и A/PR/8/34(H1N1), а также были частично защищены от вируса 

A/Aichi/68 (H3N2). Сочетанное использование аденовирусных и осповирусных векторов дает 

дополнительные преимущества. Прайм-буст вакцинация при помощи аденовирусного вектора, 

экспрессирующего белки M1 и NP с последующим введением вектора MVA-NP-M1 
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обеспечивала более надежную защиту от гетерологичных штаммов вируса гриппа, чем 

вакцинация с использованием только одного из указанных векторов [410]. 

Клинические испытания модифицированного вируса осповакцины Ankara (MVA)-

NP+M1, экспрессирующего белки NP и M1 штамма H3N2 A/Panama/2007/99 показали, что 

данный вектор индуцирует умеренный прирост (~0.5%) CD8+IFN-γ+Т-лимфоцитов у взрослых и 

пожилых добровольцев [426,427]. Кроме того, MVA-NP+M1 вызывает защиту от 

гетерологичного штамма A/Wisconsin/67/2005 [428]. В экспериментах на мышах было 

установлено, что векторные вакцины обеспечивают более эффективную защиту от гриппа у 

животных старших возрастных групп, по сравнению с инактивированными вакцинами 

[365,376,429,430].   

В настоящее время существует ряд подходов, позволяющих индуцировать Т-клеточный 

иммунитет при помощи комбинаций пептидов или рекомбинантных белков. Например, вакцина 

Flu-v, включающая иммуногенные пептиды от вирусов гриппа А и В вызывала 4-х кратный 

прирост числа грипп-специфичных IFNγ+ Т-лимфоцитов, полученных от привитых индивидов в 

рамках первой фазы клинических испытаний [431,432]. При этом, указанная вакцина не вызывала 

статистически-значимого облегчения симптомов заболевания при экспериментальном 

заражении вирусом A/H3N2/Wisconsin/67/2005 [432]. Другой вакцинный кандидат –  Мультимер-

001 – рекомбинантный белок, содержащий консервативные эпитопы вирусных молекул NP, M1 

и HA индуцировал Т-клеточный иммунный ответ у людей и прошел I и II фазы клинических 

испытаний [433]. Аналогичные результаты получены для вакцинного кандидата FP-0.01, 

представляющего собой конструкцию, содержащую белки NP, M1, PB1 и PB2, заякоренные на 

фторуглеродном основании [434].  

Еще одним инструментом для создания универсальной вакцины от гриппа являются ДНК-

плазмиды. Они безопасны, обеспечивают быструю реализацию генетической информации, 

индуцируют как В-, так и Т-клеточный иммунный ответ [435–438]. Стоит отметить, что у людей 

данные вакцины демонстрируют слабую иммуногенность, что приводит к необходимости 

использовать адъюванты. В рамках клинических испытаний было показано, что 

внутримышечная иммунизация моновалентной ДНК-вакциной, кодирующей H5 HA или 

трехвалентной ДНК-вакциной, кодирующей белки HA, NP и M в присутствии адъюванта 

приводила к индукции гуморального и Т-клеточного иммунного ответа у ~70% добровольцев 

[439]. Недавно были разработаны вакцины на основе самореплицирующихся или 

нереплецирующихся РНК. В экспериментах на мышах и хорьках была показана способность 

РНК-вакцин, кодирующих HA, NP и NA, индуцировать CD4+ T-клеточный иммунный ответ 

после однократной интрадермальной или внутривенной иммунизации [440,441]. 
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Для эффективной вакцинопрофилактики гриппа необходима разработка способов 

индукции локального иммунитета в легких. Как уже отмечалось в разделе, посвященном роли Т-

лимфоцитов в иммунном ответе на вирус гриппа, в легочной ткани после взаимодействия с 

патогеном формируется популяция резидентных Т-клеток памяти, обеспечивающих надежную, 

но недолговременную защиту от повторного заражения [442,443]. Локальный поствакцинальный 

Т-клеточный иммунный ответ также характеризуется низкой продолжительностью. Trm-

лимфоциты легких, сформированные после вакцинации практически полностью исчезают через 

7 месяцев после введения антигена [444,445]. Однако, резидентные Т-клетки памяти в верхних 

отделах респираторного тракта гораздо более стабильны. Согласно данным, опубликованным в 

статье Pizzolla et al., Trm в носовых ходах сохраняются как минимум в течение 120 дней после 

заражения рекомбинантным вирусом гриппа, экспрессирующим эпитоп овальбумина (X31-

OVA). В легочной ткани содержание Trm за это время сокращается приблизительно в 2 раза. Trm 

предотвращают распространение инфекции из верхних дыхательных путей в легкие, 

существенно облегчая симптомы заболевания [446]. Для индукции локального Т-клеточного 

ответа используется интраназальная иммунизация набором пептидов, белков или дендритных 

клеток, презентирующих антигены вируса гриппа [249,447–449]. Кроме того, для индукции 

легочных Trm используются аттенуированные живые вирусы и белки вируса гриппа, 

ассоциированные с моноклональными антителами, стимулирующими захват данных комплексов 

дендритными клетками [442,443]. Помимо индукции резидентных Т-клеток памяти, 

интраназальная иммунизация способствует формированию грипп-специфичных секреторных 

IgA в респираторном тракте.  

Вакцинация, помимо прямого действия, связанного с индукцией адаптивного иммунного 

ответа на антигенные детерминанты патогена, может оказывать определенное косвенное влияние 

на иммунную систему. Гетерологичные эффекты вакцинации интенсивно изучаются в настоящее 

время и могут иметь важное значение для разработки универсальной вакцины от гриппа. 

 Неспецифические эффекты вакцинации. Память врожденного иммунитета 

В недавнем исследовании изучалось воздействие инактивированного штамма 

Lactobacillus casei DK128 (DK128) на развитие последующего инфекционного процесса, 

вызванного вирусом гриппа. Предварительное интраназальное введение DK128 существенно 

снижало тяжесть заболевания при заражении штаммами A/Philippines/82 (H3N2), 

A/California/2009 (H1N1) и A/Indonesia/05/2005 (rgH5N1). Уровень протекции положительно 

коррелировал с содержанием альвеолярных макрофагов в легких иммунизированных животных. 

Ведение DK128 вызывало более раннее начало синтеза вирус-специфичных антител. Отмечалось 

сокращение титра вируса в легких, а также снижение уровня цитокинов воспаления и клеток 

врожденного иммунитета к 7 дню после заражения. Мыши, защищенные в результате 
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иммунизации штаммом DK128 от первичной вирусной инфекции, формировали в последствии 

кросс-протективный иммунитет к гетерологичным штаммов вируса гриппа. Ключевую роль в 

обеспечении защиты после иммунизации DK128 играли В- и CD4-Т-лимфоциты [450]. 

Предполагается, что в основе наблюдаемого противовирусного эффекта, индуцируемого 

Lactobacillus casei лежит преактивация клеток врожденного иммунитета, что позволяет им 

раньше и интенсивнее реагировать на вирусную инфекцию. Явление, при котором ответ клеток 

врожденного иммунитета на вторичный стимул модулируется предыдущим взаимодействием с 

таким же или неродственным патогеном получило название памяти врожденного иммунитета. 

Это один из важнейших гетерологичных эффектов вакцинации.  

Память врожденного иммунитета впервые была обнаружена у NK-клеток. Было показано, 

что в течение нескольких месяцев после заражения MCMV в лимфоидных и нелимфоидных 

органах мышей присутствуют NK-клетки, несущие рецепторы KLRA8. На фоне вторичной 

инфекции данные клетки активируются и пролиферируют, после чего продуцируют цитокины 

воспаления, индуцируя таким образом иммунный ответ [451]. В рассмотренном примере реакции 

NK-клеток напоминают процессы клональной экспансии, осуществляемые Т-лимфоцитами, 

однако память врожденного иммунитета может и не иметь прямых аналогий с реакциями 

адаптивной иммунной системы. Установлено, что память врожденного иммунитета обусловлена 

эпигенетическими изменениями, происходящими в клетке после контакта с патоген-

ассоциированными молекулярными паттернами. Происходит ремоделирование хроматина, 

изменение профиля метилирования гистонов, что приводит к активации экспрессии 

провоспалительных молекул. В результате происходит усиление резистентности организма к 

инфекционным агентам, с которыми он ранее не контактировал. Так, β-глюканы грибов могут 

индуцировать гетерологичную защиту против Staphylococcus aureus  [452,453], пептидогликан, 

входящий в состав мурамилдипептида индуцирует защиту от паразита T. Gondii, CpG 

олигонуклеотиды – против E. Coli, флагеллин – против Streptococcus pneumoniae и ротавируса 

[454–457]. БЦЖ индуцирует Т- и В-независимую протекцию от Candida albicans и Schistosoma 

mansoni [458,459]. Латентная гамма-герпесвирусная инфекция защищает мышей от 

бактериальных патогенов, таких как Listeria monocytogenes и Yersinia pestis [460]. Установлено, 

что ключевым фактором протекции является продукция IFNγ и системная активация макрофагов.   

Роль памяти врожденного иммунитета в формировании поствакцинального иммунного 

ответа на вирус гриппа изучена слабо, однако есть все основания предполагать, что данное 

явление вносит вклад в обеспечение иммунной защиты от гетерологичных штаммов вируса 

гриппа и других патогенов. В клинических исследованиях было показано, что через 14 и 28 дней 

после иммунизации инактивированной гриппозной вакциной PBMC участников исследования 

отвечают на in vitro-стимуляцию LPS, M. tuberculosis, C. albicans и S. aureus повышенной 
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продукцией цитокинов воспаления TNFα и IL-6 и снижением синтеза IL-1β, IFNγ, и IL-10 по 

сравнению с ответом на аналогичную стимуляцию до вакцинации [461]. В другом исследовании 

было установлено, что инактивированная гриппозная вакцина способствует увеличению доли 

TNFα+ и IL-6+ моноцитов в крови молодых (21-30 лет) волонтеров, тогда как у представителей 

старших возрастных групп (>65 лет) вакцинация вызывает усиление продукции IL-10 [462]. У 

людей, привитых инактивированной вакциной от гриппа, отмечалось усиление цитотоксических 

свойств NK-клеток [463]. Кроме того, было показано участие данной популяции в 

гетерологичном иммунном ответе на вирус A/California/7/2009 в течение 4-х недель после 

вакцинации сезонной трехвалентной инактивированной вакциной [464]. На фоне иммунизации 

живой аттенуированной вакциной происходило увеличение доли NK-клеток, экспрессирующих 

активационные маркеры NKp46 и 2B4 [465]. 

Помимо памяти врожденного иммунитета, существенный вклад в формирование 

неспецифических последствий вакцинации вносят т.н. «клетки-свидетели». Продукция 

провоспалительных цитокинов в ответ на распознавание патогена клетками врожденного 

иммунитета может индуцировать поликлональную активацию Т- и B-лимфоцитов. В частности, 

IL-15 и IL-18, синтезируемые в ходе воспалительной реакции могут реактивировать CD8+ Т-

клетки памяти, не специфичные к патогену, вызвавшему иммунный ответ [466]. 

Иногда гетерологичные эффекты вакцинации могут оказывать негативное воздействие на 

организм. Например, был зарегистрирован ряд случаев возникновения нарколепсии у детей, 

иммунизированных вакциной против гриппа, содержащей адъювант AS03 [467]. Считается, что 

данный эффект является следствием молекулярной мимикрии: нуклепротеин вируса гриппа, 

входящий в состав вакцины имеет эпитопы, последовательность которых совпадает с участками 

человеческого рецептора OX2R, экспрессирующегося в нейронах [468]. Явление молекулярной 

мимикрии может также объяснить наличие в крови взрослых индивидов клеток памяти, 

специфичных к антигенам, с которыми организм ранее не контактировал (например, белки HIV, 

CMV) [469]. 

Изучение памяти врожденного иммунитета расширяет представление о вакцинации как о 

способе индукции специфического иммунного ответа против конкретного инфекционного 

агента. Использование неспецифических эффектов вакцинации, обусловленных 

эпигенетическими изменениями в клетках врожденной иммунной системы в ответ на активацию 

паттерн-распознающих рецепторов, может дать возможность индуцировать устойчивый 

иммунитет к целым классам патогенов и облегчить создание универсальных вакцин от быстро 

эволюционирующих вирусов.  
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Генетический полиморфизм вируса гриппа и организма-хозяина как препятствие на пути 

к созданию универсальной вакцины 

Вирус гриппа характеризуется постоянной антигенной изменчивостью, которой 

способствуют две ключевые структурно-функциональные особенности организации генома. 

Сегментированность вирусной геномной РНК допускает реассортационную изменчивость, в 

результате которой появляются вирусы, унаследовавшие генетический материал от разных 

родительских штаммов, что случается при одновременном инфицировании одного организма 

несколькими штаммами вируса гриппа. Реассортация – основная причина возникновения 

пандемических вирусов [470]. Вторая особенность – отсутствие корректирующей активности у 

вирусной РНК-полимеразы, что приводит к возникновению множества мутаций в процессе 

репликации генома. Нуклеотидные замены в генах, кодирующих белки HA и NA, дают вирусу 

возможность избегать действия антител, выработанных организмом в ответ на предыдущую 

инфекцию или вакцинацию. Внутриклеточные белки вируса гриппа характеризуются менее 

высокими темпами эволюции. Нуклеопротеин - наиболее консервативный антиген вируса 

гриппа, что, по всей видимости, отражает важность поддержания стабильной структуры данного 

белка для формирования жизнеспособных вирусных частиц. Тем не менее, NP подвергается 

селективному давлению, что приводит к возникновению эскейп-мутантов, позволяющих вирусу 

гриппа избегать действия Т-клеток памяти [471–474]. Мутации возникают в участках, которые 

обеспечивают взаимодействие пептида с MHC организма-хозяина, что снижает эффективность 

презентации соответствующего антигена [474–476]. Кроме того,  аминокислотные замены 

происходят в области контакта пептида с Т-клеточным рецептором, что препятствует 

распознаванию эпитопа Т-лимфоцитами [477,478]. В экспериментах на мышах было показано, 

что формирование эскейп-мутантов весьма часто происходит на ранних стадиях инфекции [474]. 

Предотвратить формирование эскейп-мутантов может упреждающая иммунизация вакцинами, 

содержащими наиболее вероятные варианты эпитопов, которые могут сформироваться в ходе 

инфекционного цикла вируса [477].   

Перспективная мишень универсальных вакцин от гриппа   ̶ консервативный стволовой 

домен HA  ̶  характеризуется повышенной стабильностью из-за слабого селективного давления 

со стороны иммунной системы, а также ввиду важности поддержания существующей структуры 

данного белка для его эффективного функционирования [471,479]. Попытки получить эскейп-

мутанты, имеющие аминокислотные замены в стволовой области HA, дают противоречивые 

результаты [479,480]. Однако в последнее время появляется все больше свидетельств того, что 

возникновение данных мутантов вполне возможно. В частности, были обнаружены 

аминокислотные замены, позволяющие вирусам подтипа H7 избегать распознавания кросс-

реактивными антителами человека [280]. Кроме того, селекция, осуществленная in vitro, при 
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помощи антител, специфичных к стволовому домену позволила получить варианты штамма 

A/Perth/16/2009, резистентные к действию указанных антител. Полученные вирусы 

характеризовались сниженной пролиферативной активностью и повышенной 

чувствительностью к Тамифлю, но, тем не менее, успешно размножались в клеточных культурах 

[481].     

Следует отметить, что мутации в одном эпитопе как правило не приводят к потере 

иммуногенности всего белка. Например, пандемический штамм H1N1 2009г обладал новой 

последовательностью NP418–426, которая не распознавалась грипп-специфичными Т-клетками, 

сформированными до контакта с данным вирусом [384]. Однако пул эпитопов белка NP 

указанного штамма успешно рестимулировал Т-клеточный иммунный ответ у 97% 

обследованных [482].  

На формирование перекрестного Т-клеточного иммунного ответа существенно влияет 

полиморфизм молекул главного комплекса гистосовместимости (MHC), которые у человека 

кодируются генами HLA-I (HLA-A, -B, и -C) и HLA-II (HLA-DR, -DQ, и -DP). Данные молекулы 

различаются по способности к взаимодействию с вирусными эпитопами. Профиль 

экспрессируемых HLA определяет иерархию иммуногенности антигенных детерминант вируса 

гриппа для каждого индивида [483]. Показано, что определенные комбинации аллелей HLA-I 

могут рассматриваться в качестве коррелятов перекрестной защиты от гриппа. В частности, 

установлено, что аллели HLA-I A*02:01, A*03:01, B*57:01, B*18:01 и B*08:01 способствуют 

эффективной презентации эпитопов консервативных вирусных белков NP и M1 [484]. С точки 

зрения популяционной генетики, дрейф генов, приводящий к увеличению частоты данной 

комбинации, может способствовать усилению резистентности популяции к гриппу и более 

эффективной защите от новых штаммов, сформировавшихся в результате мутаций и 

реассортаций. Следует отметить, что профиль HLA передается по наследству и существенно 

варьирует между различными этническими группами [484]. Кроме того, важно учитывать, что 

помимо комбинаций HLA-аллелей, усиливающих защиту от гриппа, существуют гаплотипы, 

повышающие восприимчивость организма к инфекции. Например, HLA-I аллели A*01:01, 

A*24:02, A*68:01 и B*15:01 наиболее эффективно взаимодействуют с уникальными эпитопами 

белков NP и M1 вирусов подтипа H7N9. В результате, при заражении данными штаммами, 

организму требуется сформировать новые CD8+ CTL, поскольку уже существующие грипп-

специфичные Т-лимфоциты не способны распознавать указанные эпитопы, при условии, что 

индивид ранее не контактировал с вирусами H7N9. Данный процесс занимает длительное время 

и у лиц, экспрессирующих указанные варианты HLA чаще развиваются серьезные заболевания, 

чем у индивидов, имеющих кросс-специфичные CD8+ Т-клетки памяти [484]. Другой пример – 

слабое взаимодействие HLA-A*24 и A*68:01 с консервативными эпитопами пандемического 
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штамма H1N1. Наличие данных аллелей коррелировало с низким уровнем Т-клеточного ответа у 

пациентов, инфицированных вирусом pH1N1, приводило к усилению инфекционного процесса и 

повышенной летальности [485]. 

Таким образом, при разработке универсальной гриппозной вакцины необходимо 

учитывать генетический полиморфизм не только патогена, но и организма-хозяина. Даже самые 

консервативные антигены белков вируса гриппа со временем могут подвергаться эволюционной 

изменчивости, что приводит к возникновению новых патогенных штаммов, к которым у 

организма нет иммунитета. Кроме того, консервативные эпитопы белков вируса гриппа, 

вызывающие сильный иммунный ответ у отдельных индивидов, могут быть неиммуногенны для 

лиц с другим профилем HLA-генов.  

Не исключено, что наиболее короткий путь к формированию кросс-протективного 

поствакцинального иммунного ответа пролегает не через обнаружение отдельных 

высококонсервативных эпитопов, а через расширение спектра антигенных детерминант вируса 

гриппа, распознающихся иммунной системой. Универсальная вакцина от гриппа должна 

индуцировать иммунный ответ на как можно большее число консервативных вирусных 

эпитопов, что позволит преодолеть антигенную изменчивость, а также низкую иммуногенность 

некоторых антигенных детерминант, обусловленную слабым взаимодействием с молекулами 

MHC. Можно предположить, что наиболее эффективно решить данную задачу позволит 

использование в качестве вакцины аттенуированных вирусов гриппа, не вызывающих 

заболевания, но характеризующихся более высокой иммуногенностью, по сравнению с 

лицензированными живыми гриппозными вакцинами. Одним из перспективных подходов к 

созданию высокоиммуногенных штаммов живой гриппозной вакцины является конструирование 

вирусов с поврежденной иммуносупрессорной функцией белка NS1 [15-18].   

Живые вакцины на основе вирусов гриппа с модифицированным белком NS1 

Вирусы гриппа с укороченным белком NS1 слабо реплицируются в интерферон-

компетентных системах, однако индуцируют мощный иммунный ответ со стороны клеток 

врожденного иммунитета, сопровождающийся интенсивной продукцией провоспалительных 

цитокинов и активацией антигенпрезентирующих клеток [16,17,486]. Указанные свойства 

делают штаммы с удаленной или модифицированной рамкой считывания гена NS 

перспективными кандидатами на роль живой аттенуированной вакцины от гриппа. К настоящему 

моменту опубликован ряд работ, показывающих, что иммунизация подобными штаммами 

вызывает защиту от гриппозной инфекции у хорьков [19], макак [487], лошадей [488], свиней 

[22,489] и домашних птиц [490]. В исследованиях, проведенных на мышах, установлено, что 

вирусы, содержащие мутантный ген NS1, кодирующий белок с нарушенной РНК-связывающей 

функцией, не способны к репликации в легких, однако, вызывают развитие противовирусного 
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иммунного ответа Th1-типа. Иммунизация приводила к формированию высоких титров грипп-

специфичных антител IgA и IgG2 (при сниженном уровне IgG1-антител) и стимулировала 

продукцию провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6 и IFNα/β. При заражении вирусом гриппа 

дикого типа у вакцинированных мышей не наблюдалось снижения массы тела и каких-либо 

других признаков заболевания. В данном исследовании также было установлено, что вирусы с 

укороченным белком NS1, содержащим только 125 а.к. исходной последовательности сохраняют 

способность к ограниченной репликации в мышиных легких. Иммунный ответ на данный штамм, 

как и ответ на вирус дикого типа, сопровождается повышением титра сывороточных IgG1 при 

сниженном уровне IgA [18]. В дальнейшем было проведено более подробное изучение различий 

в иммунном ответе, формирующемся при заражении вирусами с NS1-последовательностями 

разной длины. Было показано, что для вирусов, содержащих 73 а.к. исходной NS1-

последовательности характерен наиболее интенсивный рост в мышиных легких, в то время как 

штаммы, содержащие 113 и 126 а.к. размножались менее интенсивно. Вне зависимости от длины 

NS1, иммунизация мышей модифицированными вирусами сопровождалась формированием пула 

CD8+-Т-клеток памяти, способных ко вторичному иммунному ответу после рестимуляции 

штаммом дикого типа [486].  

Живая интраназальная вакцина, содержащая вирус с отсутствующим белком NS1, 

успешно прошла I и II фазы клинических испытаний, в которых было продемонстрировано, что 

однократная иммунизация в дозировке 7 log[fТИД50]/чел является безопасной, не вызывает 

серьезных побочных эффектов и приводит к формированию высоких титров грипп-специфичных 

антител, уровень которых сопоставим с формирующимся при иммунизации 

холодоадаптированной живой аттенуированной вакцинной [28,29].   При этом, вакцинация 

вирусом A/NC/20/99-like ∆NS1-H1N1 вызывала формирование кросс-реактивных антител, 

взаимодействовавших с гетерологичными штаммами A/Solomon Islands/3/06 и A/Brisbane/59/07 

[461]. Формирование перекрестной защиты от вируса A/Indonesia/5/05 H5N1 в результате 

вакцинации штаммом вируса гриппа A/Vietnam/1203/04 H5N1 с отсутствующим белком NS1 

было продемонстрировано в исследованиях на приматах [23]. Двумя годами ранее было 

показано, что вакцинация штаммом H3N2 A/SW/TX/4199-2/98 NS1∆126 полностью защищает 

иммунизированных свиней от соответствующего вируса дикого типа и приводит к 

значительному снижению тяжести заболевания у животных, инфицированных гетерологичным 

штаммом A/SW/IA/00239/2004 H1N1 [22]. Аналогичные результаты получены Kappes et al. в 2012 

году. Кроме того, установлено, что вакцинация вирусами гриппа В/Yamagata/88 с различными 

модификациями NS1 защищает мышей от штамма B/Lee/40, при чем 100%-ная выживаемость 

была показана для групп, иммунизированных вирусами В/Yamagata/88 ∆NS1, -NS1∆80 и -
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NS1∆110, тогда как отсутствие снижения массы тела после инфицирования было 

продемонстрировано только для групп -NS1∆80 и -NS1∆110 [26]. 

Высокая иммуногенность и сниженная репродуктивная активность вирусов гриппа с 

укороченным белком NS1 открывает широкие возможности для создания векторных вакцин 

путем внедрения в состав гена NS фрагментов генома патогенных организмов, не родственных 

вирусу гриппа. Показано, в частности, что иммунизация штаммом, экспрессирующим белок 

ESAT-6 Mycobacterium tuberculosis в составе NS1, приводит к формированию протективного 

ESAT-6-специфичного иммунного ответа Th1-типа у мышей [10]. Векторы, экспрессирующие 

флуоресцентные молекулы под промотором белка NS1 могут стать удобными инструментами 

для изучения биологических свойств вируса гриппа и оценки активности противовирусных 

препаратов. 

Для разработки универсальной вакцины наиболее важное значение имеют 

самоадъювантные свойства вирусов гриппа с укороченным белком NS1. Не вызывает сомнений, 

что способность данных штаммов индуцировать продукцию интерферона и других 

провоспалительных цитокинов оказывает непосредственное влияние на эффективность 

презентации вирусных пептидов в составе комплексов МНС-I и -II, и, как следствие, на 

формирование вирусоспецифических эффекторных Т-лимфоцитов и клеток памяти. Известно, 

что иммунный ответ на вирус гриппа, сформированный в результате вакцинации или после 

перенесения инфекции направлен на ограниченное число иммунодоминантных эпитопов [491], 

которые могут со временем видоизменяться под воздействием селективного давления со стороны 

иммунной системы и утрачивать иммуногенность. Как уже отмечалось в предыдущем разделе, 

мутации могут затрагивать даже наиболее консервативные антигенные детерминанты вируса, 

что приводит к формированию штаммов, ускользающих от гетерологичного иммунитета. Не 

исключено, что в результате вакцинации штаммами с укороченным белком NS1 осуществляется 

более эффективная презентация антигенов вируса гриппа, что в свою очередь, приводит к 

формированию пула Т-клеток памяти более широкого спектра действия, чем после вакцинации 

отдельными белками вируса гриппа или вирусами с интактным NS-геном. Усиление 

иммуногенности субдоминантных эпитопов, вовлечение в иммунный ответ наибольшего числа 

клонов Т- и В-лимфоцитов, а также задействование полезных неспецифических эффектов 

вакцинации даст возможность индуцировать перекрестный иммунитет, защищающий организм 

от широкого спектра штаммов вируса гриппа и позволит приблизиться к созданию 

универсальной гриппозной вакцины. 
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3. Материалы и методы 

3.1. Объекты исследования 

Клеточные культуры. В работе использовали культуру клеток почки собаки (MDCK, 

Madin–Darby canine kidney). Клетки поддерживались культивированием в среде DMEM 

(Invitrogen) с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки и антибиотика-

антимикотика (Gibco). Также была использована культура клеток Vero, адаптированная к росту 

в бессывороточной среде OptiPro (Invitrogen) с добавлением 4 mM L- глютамина (Invitrogen). 

Культуры клеток были получены из коллекции клеток ФГБУ «НИИ гриппа имени А.А. 

Смородинцева» Минздрава России. 

Вирусы. Для иммунизации животных использовали штаммы на основе вируса гриппа 

А/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) (A/PR8), кодирующих (1) полноразмерный белок NS1 (А/PR/8/34), 

(2) укороченный до 124 а. к. белок NS1 (А/PR/8/34-NS124). Группы экспериментальных 

животных, получавших указанные штаммы, в насточщей работе сокращенно именуются NSfull 

и NS124. Штаммы были получены методом «обратной генетики» (Hoffmann and Webster, 2000; 

Pleschka et al., 1996). Вирусы были накоплены в развивающихся куриных эмбрионах (РКЭ) и 

очищены путем фракционирования в градиенте плотности сахарозы. Культивирование и 

определение инфекционной активности вирусов проводили на культуре клеток Vero в среде 

OptiPro, содержащей 4 мM L- глутамина и 5 мкг/мл трипсина (Sigma-Aldrich, Германия) при 37˚С, 

5% CO2. Для заражения животных использовали вирусы A/Aichi/2/68 и B/Malaysia/06/04, 

полученные из коллекции штаммов ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава РФ. 

Лабораторные животные. Исследования выполнены согласно приказу № 199н «Об 

утверждении правил надлежащей лабораторной практики» министерства здравоохранения РФ от 

01.04.2016 г. Эксперименты на животных были одобрены локальным этическим комитетом при 

ФГБУ «НИИ гриппа имени А.А. Смородинцева».  В работе были использованы, самки мышей 

линии Balb/c в возрасте 6-8 недель, а также самки мышей линии C57/Black-6 в возрасте 6-8 недель 

(Питомник лабораторных животных «Столбовая», Московская область).  

3.2. Вирусологические методы 

Определение инфекционной активности вирусов. Инфекционную активность 

исследуемых штаммов оценивали методом предельных разведений на культуре клеток Vero 

среде OptiPRO SFM (Invitrogen) с добавлением 2% L- глутамина (Invitrogen) и трипсина в 

концентрации 5мкг/мл (Sigma-Aldrich). Для определения 50%-ной тканевой инфекционной дозы 

(ТИД50) использовали 96-луночные культуральные планшеты (Nunc). В лунки вносили по 100 

мкл приготовленных разведений вируссодержащего материала, после чего планшеты 

инкубировали 5 суток при температуре 34°С и 5% СО2. Учет результатов проводили визуально 

по наличию цитопатического эффекта и контролировали с помощью метода гемагглютинации с 
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использованием 0.5% суспензии куриных эритроцитов. Расчет ТИД50 проводили по методу Рида 

и Менча [492] и выражали в log10ТИД50/мл. 

Оценка репродукции вирусов в дыхательных путях животных. Для определения 

репродуктивной активности исследуемых штаммов (А/PR/8/34, А/PR/8/34-NS124, A/Aichi/2/68) 

в респираторном тракте мышам под легким эфирным наркозом вводили вирусную суспензию с 

известным титром в объеме 30 мкл. Забор легких осуществляли на 2-й и 4-й дни после заражения. 

Для этого мышей умерщвляли путем цервикальной дислокации, после чего извлекали легкие. 

Органы гомогенизировали с помощью прибора Tissue Lyser II (Qiagen, Германия) при 30 Гц в 

течение 6 мин. Определение репродуктивной активности штаммов в легких проводили 

титрованием гомогенатов тканей в культуре клеток MDCK методом предельных разведений.  

3.3. Иммунологические методы 

Иммунизация животных. Для оценки иммуногенности штаммов А/PR/8/34 и А/PR/8/34-

NS124 мышей линий С57/Black/6 или Balb/c (самки) иммунизировали интраперитонеально в 

объеме 500 мкл или интраназально в объеме 30 мкл суспензией вируса с известным титром в 

натрий-фосфатном буфере (PBS, Биолот). Животные контрольной группы получали PBS в 

эквивалентном объеме.  

Реакция торможения гемагглютинации (РТГА). Наличие антигемагглютинирующих 

антител в образцах сывороток крови определяли с использованием 0,5% куриных эритроцитов. 

Сыворотки от иммунизированных животных обрабатывали RDE в течение 18 ч при 37ºС. 

Реакцию останавливали при помощи инкубирования проб при 57 ºС в течение 30 мин. После 

этого сыворотки дополнительно обрабатывали равным объемом 0,5% куриных эритроцитов. При 

постановке реакции использовали 96-луночные панели для иммунологических реакций 

(«Медполимер»), в которых готовили двукратные разведения обработанной сыворотки в объеме 

25мкл на PBS. К раститрованной сыворотке добавляли 25 мкл вирусного антигена в стандартной 

дозе 4 гемагглютинирующие единицы и инкубировали в течение 60 мин при комнатной 

температуре. Затем добавляли 50 мкл взвеси 0,5% куриных эритроцитов и инкубировали при 4°С 

в течение часа до оседания эритроцитов в контрольных лунках. Титр антигемагглютинирующих 

антител выражали как величину, равную Log2 наибольшего разведения сыворотки, при котором 

наблюдалось торможение агглютинации.  

Иммуноферментный анализ (ИФА). Анализ проводили с использованием 96-луночных 

планшетов (NuncMaxisorp, Дания), в лунки вносили АГ (суспензия вирусов) в концентрации 4 

мкг/мл, разведенные в PBS (100 мкл/лунка) и инкубировали в течение 12ч при 4°C. Затем, 

планшеты отмывали 0,1% раствором Tween20 (Serva, Германия) в PBS и инкубировали в течение 

2 ч в PBS, содержащем 5% FBS (Gibco, США) и 0,1% Tween20. На таком же буфере были 

приготовлены серийные двукратные разведения анализируемых сывороток. Планшеты с 
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сыворотками инкубировали в течение 1 ч при комнатной температуре. После интенсивной 

промывки PBS с 0,1% Tween20, в планшеты вносили вторичные антитела. Развитие цветной 

реакции после добавления 100 мкл/лунку субстрата ТМБ (KPL) останавливали добавлением 100 

мкл/лунку 1Н H2SO4. Измерение оптической плотности (при длине волны 450нм) и расчет титра 

антител проводили, используя программное обеспечение MARS Data Analysis Software (BMG 

Labtech).  

Анализ продукции цитокинов. Концентрацию цитокинов в перитонеальных смывах 

определяли мультиплекс системы LEGENDplex (Biolegend), согласно инструкции 

производителя. Для забора перитонеальных смывов мышей умерщвляли путем цервикальной 

дислокации через 12 ч после иммунизации и при помощи шприца вводили в брюшную полость 

1 мл холодного PBS. Через 5 мин перитонеальные смывы отбирали и переносили в пробирки. 

Образцы центрифугировали в течение 10 мин при 500g и температуре 4°С на центрифуге 

Eppendorf 5810R (ротор-бакет А-4-81), после чего супернатанты использовали для определения 

концентрации цитокинов 

3.4. Проточная цитометрия 

Окраска клеток врожденного иммунитета в перитонеальных смывах. Для анализа 

динамики популяций клеток врожденного иммунитета перитонеальные смывы получали через 

12 и 24 ч после иммунизации. Для окрашивания флуорохром-конъюгированными антителами 

использовали 106 клеток в 100 мкл. Для выявления популяций клеток врожденного иммунитета 

и анализа уровня экспрессии активационных маркеров использовали две панели флуорохром-

конъюгированных антител: 1) CD11b-PE/Cy7, CD11c-PE, MHCII-Alexa488, CD103-PerCP-Cy5.5, 

CD45-APC/Cy7, CD64-BV421, CD24-BV510; 2) CD45-APC/Cy7, MHCII-Alexa488, Ly6G-PerCP-

Cy5.5, CD86-BV421, (Biolegend). 

Окраска клеток врожденного иммунитета в гомогенатах легочной ткани. Забор 

органов для оценки параметров иммунного ответа осуществляли через 24, 48, 72 или 96 ч после 

инфицирования животных, в зависимости от условий эксперимента. После перфузии правого 

предсердия 10 мл холодного фосфатного буфера (DPBS), у животных производили забор 

органов. Далее предварительно обработанные ферментами легкие (45 мин, 37ºC раствор 

коллагеназы (Sigma) 0,5 мг/мл и ДНКазы I (Sigma) 10 мкг/мл) подвергали механической 

диссоциации с помощью гомогенизатора Tissue Lyser II, после чего, гомогентаты тканей 

пропускали через 70 мкм клеточный фильтр (BD). Клетки однократно отмывали в DPBS, 

содержащем 5% фетальной телячьей сыворотки (Gibco), 1% раствора 

пенициллина/стрептомицина (Gibco). Лизис эритроцитов осуществляли АСК буфером (0,15 M 

NH4Cl, 10 мM NaHCO3, 1 мM Na2EDTA), с последующей отмывкой клеток в культуральной среде 

RPMI 1640 (Gibco), содержащей 10% фетальной телячьей сыворотки (Gibco), 1% раствора 
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пенициллина/стрептомицина (Gibco). После подсчета, клетки рассеивали в 96-луночные 

планшеты с V-образным дном (Nunc) с плотностью 1*106 клеток/лунка и осуществляли окраску 

поверхностных маркеров. Для изучения популяций врожденного иммунитета в легких 

использовалась такая же панель антител, как и при анализе клеточных популяций 

перитонеальной полости. 

Окраска Т-регуляторных клеток. При анализе T-регуляторных лимфоцитов в легких 

использовали следующую панель антител: CD45-BV421(Biolegend), CD4-PerCPCy5.5(BD 

Biosciences), CD8-PECy7 (Biolegend), Helios-PE/Dazzle и FoxP3-Alexa 488 (Biolegend). 

Окрашивание по FoxP3 проводили с использованием коммерческого набора eBioscience, 

согласно инструкции производителя. 

Выявления Т-лимфоцитов, специфичных к антигенам вируса гриппа. Клетки легких 

или селезенок рассеивали в плоскодонные планшеты в среде RPMI, содержащей 10% фетальной 

телячьей сыворотки (Gibco) (2 * 106 кл/100 мкл) и стимулировали пептидами, которые 

соответствовали эпитопам вируса A/PR/8/34. Для стимуляции использовали пептиды NP366-374, 

NP161-175, NP196-210, HA474-483, HA323-337, NA427-433 и NS1108-124. Клетки инкубировали со 

специфическим стимулятором в течение 6 ч в присутствие блокатора клеточного транспорта 

брефельдина А (Biolegend) при 37º С и 5% CO2. После стимуляции клетки окрашивали 

флуорохром-конъюгированными антителами CD8-PE/Cy7, CD4-PerCP-Cy5.5, CD44-BV510, 

CD62L-APC/Cy7, IFNγ-FITC, TNFα-BV421, IL2-PE. Окраску проводили при помощи 

коммерческого набора реагентов Cytofix/Cytoperm (BD) согласно инструкциям производителя. 

Для дискриминации популяций живых и мертвых клеток использовали маркер 

жизнеспособности Zombie Aqua (Biolegend). Для блокирования неспецифического связывания 

антител использовался реагент True Stain, содержащий антитела к CD16/CD32 (Biolegend). Сбор 

данных осуществляли на проточном цитометре Cytoflex (Beckman Coulter). Результаты 

анализировали в программе Kaluza Analisis 2.1 (Beckman Coulter). 

3.5. Статистический анализ данных 

Статистическую обработку результатов проводили в программе RStudio Desktop 1.0.153 

(RStudio Inc, США). Для сравнения показателей в нескольких экспериментальных группах с 

одним контролем использовали критерий Даннета. Сравнение двух экспериментальных групп 

между собой осуществляли при помощи t-теста Стьюдента или теста Манна-Уитни. Для 

сравнения нескольких групп между собой использовали критерий Тьюки.  
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4. Результаты 

4.1. Изучение патогенности, репродуктивной активности и кросс-протективных свойств 

вирусов А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124  

Для сравнения патогенности штаммов А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124, а также для оценки 

их способности индуцировать кросс-протективный иммунный ответ в легочной ткани, мышей 

линии Balb/c заражали вирусом А/PR/8/34-NS124 в дозе 5 и 6 log[ТИД50]/мышь (группы NS124 

(5log), NS124 (6log)) или штаммом А/PR/8/34 в дозе 3, 4 и 6 log[ТИД50]/мышь (группы NSfull 

(3log), NSfull (4log), NSfull (6log)). Контрольная группа получала PBS в соответствующем объеме 

(30 мкл/мышь). Патогенность штаммов оценивали на основании динамики массы тела и 

летальности в течении 14 дней после заражения. Уровень вирусовыделения измеряли у 

животных, зараженных штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 в дозе 6 log[ТИД50]/мышь через 

2 и 4 дня после введения вируса. Также был изучен уровень провоспалительного цитокинового 

ответа на вирусы гриппа А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 при заражении в дозе 6 log[ТИД50]/мышь. 

Через 30 дней после первичного заражения, выжившие животные из каждой группы были 

разделена на три группы, каждая из которых была заражена вирусом A/PR/8/34 (H1N1) дикого 

типа или гетерологичными штаммами A/Aichi/2/68 (H3N2) или B/Malaysia/06/04 в дозе 10 LD50. 

Уровень протекции от гомологичного и гетерологичных штаммов оценивали на основании 

динамики массы тела и летальности в течении 14 дней после контрольного заражения.  

  Вирусы гриппа с полноразмерным и укороченным белком NS1 демонстрировали 

существенные различия по уровню патогенности и репродуктивной активности в легких. Штамм 

А/PR/8/34-NS124 в дозе 5 log[ТИД50]/мышь не вызывал снижения массы тела у 

иммунизированных мышей. Введение мышам 6 log[ТИД50] указанного штамма приводило к 

умеренному снижению веса в период с 5 по 10 день после заражения. Наиболее выраженные 

различия с контрольной группой были отмечены на 8 день, когда, в среднем, масса тела 

экспериментальных животных составляла 92% от исходных значений. Аналогичная доза вируса 

А/PR/8/34 вызывала 100% гибель животных к 7-ому дню после заражения. Введение мышам 

штамма А/PR/8/34 в дозе 3 и 4 log[ТИД50]/мышь также приводило к выраженной потере веса и 

гибели животных в период с 6 по 10 день эксперимента. Летальность составила 36% и 67% при 

заражающей дозе 3 и 4 log[ТИД50]/мышь соответственно (Рис.2). 
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Рисунок 2. Динамика летальности и массы тела мышей, зараженных вирусами А/PR/8/34 

(NSfull) и А/PR/8/34-NS124 (NS124). Репликативная активность вирусов в легких. А. Кривые 

Каплана-Майера, отражающие долю выживших животных на различных сроках после введения 

вируса. B. Динамика массы тела. Представлен % массы тела животных в группе относительно 

исходных значений (Mean±SEM). C. Уровень репликации вирусов в легких мышей, зараженных 

штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 в дозе 6 log[ТИД50]/мышь. **: p<0.01, t-критерий 

Стьюдента 

 

Репродуктивную активность вирусов А/PR/8/34-NS124 и А/PR/8/34 в легких мышей 

оценивали на 2 и 4 день после заражения путем титрования гомогенатов тканей, полученных от 

инфицированных животных, на культуре клеток MDCK. Титр вируса А/PR/8/34 на 4 день 

составил 7.00 ± 0.54 log[ТИД50]/мл, тогда как титр штамма А/PR/8/34-NS124 был равен 3.80 ± 

1.20 log[ТИД50]/мл (p = 0.003). Полученные результаты доказывают, что использованный в 

настоящей работе штамм вируса гриппа с укороченным до 124 а.к. белком NS1 имел 

аттенуированный фенотип по сравнению с аналогичным штаммом с полноразмерным белком 

NS1.  

 

4.1.1. Продукция цитокинов воспаления в респираторном тракте мышей в ответ на 

заражение штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124  

Важную роль в патогенезе гриппозной инфекции играют цитокины воспаления, синтез 

которых осуществляется на ранних стадиях после заражения. Интерфероны I типа, IL-1α/β, IL-6, 

TNFα и другие провоспалительные факторы обеспечивают активацию механизмов 

противовирусной защиты, однако характеризуются рядом побочных эффектов. Показано, что 

A. B. C. 

** ** 
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A. 

B. 

продолжительное воздействие высоких доз провоспалительных цитокинов приводит к развитию 

иммунопатологии (см. обзор литературы, 2.2.2.).  

Для сравнения цитокиногенного потенциала штаммов А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 в 

респираторном тракте, мышам интраназально вводили 30 мкл вируссодержащей суспензии (6 

log[ТИД50]/мышь). Через 1 и 3 дня после заражения анализировали концентрацию основных 

цитокинов воспаления в гомогенатах легочной ткани. Параллельно учитывали уровень вирусной 

нагрузки путем титрования гомогенатов на культуре клеток MDCK. Результаты проведенного 

анализа представлены на рис. 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3. A. Концентрация провоспалительных цитокинов в гомогенатах легочной ткани 

мышей, зараженных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 (NS124). Символ * означает 

наличие достоверных различий между экспериментальными группами и контролем. Символ ♦: 

различия между группами NSfull и NS124 (♦;*: р<0.05, критерий Тьюки, n = 4). В. Уровень 

репликации вирусов в легочной ткани зараженных мышей (Mean ± SE; **: p<0.01, ***: p<0.001, 

t-критерий Стьюдента, n  = 4).   
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Согласно полученным результатам, через 1 день после начала эксперимента у мышей, 

зараженных вирусами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124, отсутствовали статистически-достоверные 

различия по уровню изучаемых цитокинов воспаления (Рис. 3А). Наиболее высокие значения 

концентрации в обеих группах были получены для MCP-1, IL-6, IL-1α и IFNα. При этом, уровень 

вирусовыделения в группе NSfull был на 2.6 log[ТИД50] выше, чем в группе NS124. Учитывая 

столь значительные различия в вирусной нагрузке при отсутствии достоверных различий по 

концентрации цитокинов в легочной ткани, можно заключить, что вирус А/PR/8/34-NS124 

обладал повышенной, по сравнению с вирусом А/PR/8/34, цитокиногенной активностью на 

ранних стадиях инфекции. Через 3 дня после введения вируса, в группе NSfull отмечалось 

усиление продукции фактора хемотаксиса моноцитов MCP-1, а также цитокинов IL-6, TNFα, IL-

1α и IFNα. В группе NS124 концентрация данных факторов, наоборот, снижалась (за 

исключением IL-6, уровень которого незначительно возрастал). Можно утверждать, что 

заражение мышей штаммом А/PR/8/34-NS124 вызывает непродолжительное, но выраженное 

увеличение продукции цитокинов воспаления с последующей нормализацией цитокинового 

фона. В то же время, штамм А/PR/8/34 индуцирует замедленную, но более длительную 

продукцию цитокинов, что способствует развитию иммунопатологии и объясняет высокую 

летальность у экспериментальных животных, зараженных данным штаммом. 

 

4.1.2.  Интраназальная иммунизации штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 вызывает 

перекрестную защиту от вирусов A/Aichi/2/68 (H3N2) и B/Malaysia/06/04  

Для оценки способности штаммов А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 индуцировать 

перекрестную защиту, мыши были инфицированы гетерологичными штаммами A/Aichi/2/68 

(H3N2) и B/Malaysia/06/04 или гомологичным вирусом A/PR/8/34 в дозе 10LD50 через 30 дней 

после иммунизации. Перенесение инфекции, вызванной введением штамма А/PR/8/34 в дозе 3 

log[ТИД50]/мышь, приводило к формированию полноценной перекрестной защиты от вирусов 

A/Aichi/2/68 и B/Malaysia/06/04. Аналогичные результаты были получены при интраназальной 

иммунизации штаммом А/PR/8/34-NS124 в дозе 6 log[ТИД50] (Рис. 4). 
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Рисунок 4. Динамика летальности и изменения массы тела мышей, интраназально 

иммунизированных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 (NS124) после 

гетерологичного челленджа. А. Кривые Каплана-Майера, отражающие долю выживших 

животных на различных сроках после введения вируса. B. Динамика массы тела (Mean ± SE, n = 

7 во всех группах).  

 

У животных, получавших 5 log[ТИД50] вируса А/PR/8/34-NS124, отмечалась потеря массы 

тела при гетерологичном челлендже. При этом, летальность в группе NS124 (5 log) была показана 

только при заражении вирусом гриппа В, что может свидетельствовать о формировании 

некоторого уровня гетеросубтипической защиты. В группе NS124 (6 log) и NSfull (3 log) к 6 дню 

после заражения штаммом B/Malaysia/06/04 происходило лишь незначительное (1-3%) снижение 

массы тела, а затем наблюдался стабильный набор веса до окончания периода наблюдения.  

На основании полученных данных можно утверждать, что интраназальная иммунизация 

штаммом А/PR/8/34-NS124 дозе 6 log[ТИД50], приводила к формированию гетеросубтипической 

и гетеротипической защиты от вирусов гриппа A/Aichi/2/68 и B/Malaysia/06/04. Уровень 
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протекции в результате иммунизации штаммом А/PR/8/34-NS124 был сопоставим с 

формирующимся при перенесении инфекции, вызванной вирусом А/PR/8/34, приводившей к 

гибели 36% зараженных животных. Полученные результаты позволяют предположить, что 

укорочение белка NS1 способствовало усилению иммуногенности антигенных детерминант 

вируса гриппа, в результате чего, аттенуированный штамм А/PR/8/34-NS124 вызывал столь же 

выраженный кросс-протективный иммунный ответ, как и патогенный штамм А/PR/8/34. Для 

проверки данной гипотезы необходимо сравнить штаммы А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 в 

условиях равной антигенной нагрузки, что недостижимо при интраназальной иммунизации, 

учитывая выраженные различия в репродуктивной активности данных штаммов в 

респираторном тракте. Для эффективного сравнения иммуногенности двух вирусов в настоящей 

работе была использована интраперитонеальная иммунизация. Согласно литературным данным, 

вирусы гриппа не размножаются в перитонеальной полости мышей [493], однако сохраняют 

способность  индуцировать выраженный гуморальный и клеточный иммунный ответ [18]. Эти 

данные подтверждают целесообразность использования интраперитонеальной иммунизации для 

изучения влияния подавления функции белка NS1 на иммуногенность антигенных детерминант 

вируса гриппа.  

 

4.2. Изучение врожденного иммунного ответа на вирусы А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 при 

интраперитонеальной иммунизации 

Для изучения продукции цитокинов и динамики популяционного состава клеток 

врожденного иммунитета перитонеальной полости, мыши линии C57/Black-6 были 

интраперитонеально иммунизированы штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 в дозе 7 

log[ТИД50]/мышь. Контрольная группа получала PBS в соответствующем объеме (500 

мкл/мышь). Забор перитонеальных смывов осуществлялся через 12 и 24 ч после иммунизации 

(Рис.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 5. Схема экспериментов к разделу 4.2. 
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4.2.1. Вирус А/PR/8/34-NS124 характеризуется повышенной цитокиногенностью, по 

сравнению с А/PR/8/34 при интраперитонеальной иммунизации 

Цитокины воспаления, такие как IFN I типа, TNFα, IL1, IL6 и др. продуцируются в ответ 

на взаимодействие вируса гриппа с PRR зараженных клеток на самых ранних этапах инфекции и 

оказывают влияние на все стадии противовирусного иммунного ответа. Анализ концентрации 

цитокинов воспаления в перитонеальных смывах мышей через 12 ч после введения исследуемых 

вирусов показал, что для штамма А/PR/8/34-NS124 характерна более высокая цитокиногенная 

активность по сравнению с вирусом А/PR/8/34 (Рис.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Рисунок 6. Концентрация цитокинов в перитонеальных смывах мышей, 

иммунизированных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 (NS124). Символ * 

означает наличие достоверных различий между экспериментальными группами и контролем. 

Символом ♦ отмечены достоверные различия между группами NSfull и NS124 (*: р<0.05, **: 

p<0.01, ***: p<0.001, критерий Тьюки, n = 5). 

 

Наиболее выраженные различия были показаны для IFNβ, продукция которого у мышей 

из группы NS124 была почти в 300 раз выше, чем у животных из группы NSfull (65635.7 ± 14650.3 

пг/мл и 223.6 ± 140.3 пг/мл соответственно). Кроме того, существенные различия между двумя 

экспериментальными группами были получены по уровню IL27: концентрация данного цитокина 

в перитонеальных смывах мышей, иммунизированных вирусом с укороченным белком NS1, 
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была в 4 раза выше, чем в группе NSfull (508.6 ± 193.5 пг/мл и 125.2 ± 64.6 пг/мл соответственно). 

На фоне иммунизации в обеих группах значительно возрастала продукция IL6 и хемокина MCP1 

(CCL2), при этом у животных, иммунизированных вирусом А/PR/8/34-NS124, данные показатели 

были, в среднем, в 1.8 (IL6) и 2.0 (MCP1) раза выше, чем у мышей, получавших штамм А/PR/8/34. 

Аналогичные различия (в 1.5-2 раза) между группами были получены по уровню цитокинов 

TNFα, IL2p70, IL1β и GM-CSF. Продукция IFNγ также увеличивалась в обеих 

экспериментальных группах, однако для мышей, иммунизированных вирусом А/PR/8/34, были 

получены более высокие значения концентрации данного цитокина (NSfull: 82.2 ± 26.7 пг/мл, 

NS124: 62.3 ± 27.0 пг/мл). Стоит отметить, что уровень регуляторного фактора IL-10 также был 

выше в группе NS124. Продукция IL-10 обычно ассоциирована с иммуносупрессорной 

активностью, однако на данном этапе иммунного ответа увеличение концентрации IL-10 не 

приводило к подавлению секреции провоспалительных цитокинов.   

Цитокины воспаления взаимодействуют с соответствующими рецепторами на 

поверхности клеток врожденного иммунитета, регулируя их активность. При помощи проточной 

цитометрии через 12 и 24ч после введения вирусов анализировалась динамика популяционного 

состава клеток врожденного иммунитета в перитонеальной полости мышей, иммунизированных 

штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124. Кроме того, оценивался уровень экспрессии 

активационного маркера CD86. 

 

4.2.2. Оптимизация метода выявления основных популяций клеток врожденного 

иммунитета в перитонеальной полости мышей  

Набор маркеров CD45, MHCII, CD11c, CD11b, CD24, CD64, Ly6G изначально был 

предложен для идентификации основных популяций клеток врожденного иммунитета в легких 

[494,495] и других органах мышей (тонкий кишечник, сердце, почки, печень, периферические 

органы иммунной системы и др.) [477]. В данной работе этот подход был использован для 

анализа клеточного состава перитонеальных смывов, полученных от иммунизированных мышей. 

Была подобрана панель флуорохром-конъюгированных антител, позволяющая 

дифференцировать макрофаги (CD45+MHCII+CD64+CD11c/CD11b+), дендритные клетки 

(CD45+MHCII+CD64-CD24+ CD11c/CD11b+), моноциты (CD45+MHCII-CD64+CD11c/CD11b+), 

нейтрофилы (SSChiCD45+ Ly6G+), а также отдельные субпопуляции дендритных клеток (по 

уровню экспрессии маркеров CD11b и CD103) (Рис.7) 
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Рисунок 7. Тактика гейтирования при идентификации основных клеточных популяций 

перитонеальных смывов. После отсечения дублетов по FSC-A/FSC-H (не показано на рисунке) 

и выделения популяции живых одиночных клеток на основании характеристик светорассеяния 

(FSC-A/SSC-A) и связывания красителя Zombie Red иммуноциты гейтировали по наличию 

маркера CD45. Условные обозначения: ЖК – живые клетки; Лейк. – лейкоциты; АПК – 

антигенпрезентирующие клетки (CD45+CD11c/CD11b+MHCII+); Мон. – моноциты (CD45+CD11c/ 

CD11b+MHCII-CD64+CD24-); Гран. – гранулоциты (нейтрофилы и эозинофилы, CD45+CD11c/ 

CD11b+MHCII-CD64-CD24+); Нейт. – нейтрофилы (SSChiCD45+Ly6G+); МФ – макрофаги 

(CD45+MHCII+CD64+CD11c/CD11b+); ДК1 – CD11b- дендритные клетки (CD45+CD11c+CD11b-

MHCII+CD64-CD24+); ДК2 – CD11bint ДК (CD45+CD11c+/-CD11bintMHCII+CD64-CD24+); ДК3 – 

CD11bhi ДК (CD45+CD11c+/-CD11bhiMHCII+CD64-CD24+); ДК4 – CD103+ ДК 

(CD45+CD11c/CD11b+ CD103+MHCII+CD64-CD24+).  



66 

 

 

Рисунок 8. Относительное содержание клеток 

врожденного иммунитета в перитонеальной 

полости мышей. Указан % изучаемых популяций от 

общего числа CD45+ клеток (Mean ± SD, n = 5) 

 

 

 

 

 

 

Относительное содержание указанных популяций у интактных животных представлено 

на рис.8.  В клеточном составе перитонеальных смывов преобладала популяция CD45+MHCII+ 

CD64-CD24+CD11с̶CD11b+, характеризующаяся промежуточным уровнем экспрессии маркера 

CD11b. Предположительно, данная популяция образована, в основном, дендритными клетками, 

о чем свидетельствует высокий уровень экспрессии маркеров MHCII и CD24 при отсутствии 

маркера CD64, характерного для макрофагов и моноцитов. Остальные популяции ДК у 

интактных животных составляли незначительную долю (0.41 ± 0.05%) от общего числа CD45+ 

клеток перитонеальной полости.  

 

4.2.3. Динамика относительного состава клеток врожденного иммунитета в 

перитонеальной полости мышей, иммунизированных штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-

NS124 

Результаты оценки относительного состава основных популяций клеток врожденного 

иммунитета на разных сроках после иммунизации представлены на рис. 9. Через 12 ч после 

введения вируса А/PR/8/34, доля моноцитов и нейтрофилов в перитонеальных смывах 

значительно возрастала по сравнению с контролем: 2.74 ± 2.48 и 17.65 ± 11.32% соответственно 

(в контроле: 0.14 ± 0.10 и 0.93 ± 0.24%). В группе, иммунизированной штаммом А/PR/8/34-NS124, 

миграция указанных популяций носила замедленный характер. Достоверные различия с 

контролем отмечались только через 24ч после иммунизации (p = 0.02, p = 0.0007). При этом, 

уровень нейтрофилов в группе NS124 по-прежнему оставался сниженным по сравнению с NSfull. 

Относительный состав макрофагов через 12 ч претерпевал выраженные изменения в обеих 

экспериментальных группах: был отмечен достоверный прирост содержания указанных клеток 

по сравнению с контролем в группе NSfull (p = 0.01) и NS124 (p = 0.05).  
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Рисунок 9. Относительный состав основных популяций клеток врожденного иммунитета. 

Точками отмечены индивидуальные показатели % исследуемых популяций от общего числа 

живых CD45+-клеток. Также представлены средние значения по группам (n=5). Символ * 

означает наличие достоверных различий с контрольной группой. Символом ♦ отмечены 

достоверные различия между группами NSfull и NS124 (*: р<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, 

критерий Тьюки). 
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Согласно данным, представленным на рис. 7, использованный в работе набор маркеров 

позволил разделить популяцию дендритных клеток (CD45+ CD11c/CD11b+MHCII+CD64-CD24+) 

на 4 субпопуляции на основании уровня экспрессии маркеров CD11b и CD103.  Наибольшую 

долю от общего числа дендритных клеток в перитонеальной полости составляли дендритные 

клетки, характеризующиеся промежуточным уровнем экспрессии CD11b (CD11bint ДК).  

Через 12 ч после введения вирусов в группе NSfull отмечалось достоверное сокращение 

доли CD11bint ДК по сравнению с контролем (p = 0.0009). В то же время, в группе NS124 на 

данном сроке не было выявлено значимых изменений относительного содержания указанной 

популяции. Через 24 ч в обеих группах отмечалось достоверное снижение уровня CD11bint ДК (p 

= 0.00002, p = 0.00003), однако в группе NS124 изменения носили менее выраженный характер.  

Минорные популяции дендритных клеток, включающие CD11bhi ДК, CD11b- ДК и CD103+ 

ДК, демонстрировали иную реакцию на введение вируса: через 12 ч после иммунизации 

происходило увеличение относительного содержания указанных популяций, причем в случае с 

CD11bhi ДК и CD103+ ДК различия с контролем были статистически-достоверны (NSfull: p = 

0.0001, р = 0.0007; NS124: р = 0.01, р = 0.007). Через 24 ч после иммунизации в группе NS124 

происходило сокращение доли всех исследуемых популяций дендритных клеток относительно 

общего числа CD45+ клеток брюшной полости. В то же время, в группе NSfull относительное 

содержание CD11bhi ДК оставалось на повышенном относительно контроля уровне, а доля 

CD103+ ДК снижалась только до уровня контрольной группы. В группе NS124 процент CD103+ 

ДК оказывался существенно ниже, чем в контроле. Таким образом, при иммунизации штаммом 

А/PR/8/34-NS124 на сроке 24 ч отмечались достоверное снижение относительного содержания 

CD11bhi ДК и CD103+ ДК (р = 0.004, р = 0.02, соответственно).   

 

4.2.4. Иммунизация вирусом А/PR/8/34-NS124 приводит к усилению экспрессии ко-

стимуляторного фактора CD86 

Анализ экспрессии маркера CD86 широко применяется для изучения активации клеток 

врожденного и приобретенного иммунитета. Известно, что повышение экспрессии данной 

молекулы сопряжено с созреванием АПК и активацией процесса презентации антигенов 

[496,497]. 

Результаты анализа медианной интенсивности флуоресценции (MFI) CD86 на АПК 

(CD45+MHCII+) на сроках 12 и 24 ч после иммунизации представлены на рис.10. Уровень 

экспрессии CD86 значительно возрастал через 12 ч после иммунизации. Достоверные различия с 

контролем были отмечены в обеих экспериментальных группах, причем показатели MFI, 

полученные на данном сроке имели близкие значения в группах NSfull и NS124. На сроке 24 ч 
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после иммунизации, в группе NS124 исследуемый показатель возрастал еще сильнее, 

обнаруживая статистически значимые различия не только с контрольной группой, но и с группой 

NSfull (p = 0.00003 при сравнении с контролем; р = 0.006 при сравнении с NSfull). Различия между 

изучаемыми группами носили долговременный характер: через 8 дней после иммунизации 

уровень экспресси CD86 на клетках перитонеальных смывов в группе NSfull и NS124 был выше, 

чем в контрольной группе (p = 0.00004). Между животными, иммунизированными штаммами 

А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124, на сроке 8 д.п.и. также наблюдались статистически-значимые 

различия (p = 0.002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 10. Уровень экспрессии молекулы CD86 на антигенпрезентирующих клетках 

(АПК) перитонеальной полости мышей. Представлены медианные значения интенсивности 

флуоресценции (MFI) маркера CD86 по каждому животному. Также представлены средние 

значения по группам (n=5). Символ * означает наличие достоверных различий с контрольной 

группой. Символом ♦ отмечены достоверные различия между группами NSfull и NS124 (*: 

р<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, критерий Тьюки). 

 

На основании полученных данных можно заключить, что укорочение белка NS1 приводит 

к повышению способности вируса гриппа стимулировать систему врожденного иммунитета, что 

выражается в более интенсивной продукции провоспалительных цитокинов и в усиленной 

экспрессии ко-стимуляторного маркера CD86, повышенный уровень которого сохраняется на 

АПК вплоть до 8 дня после интраперитонеальной иммунизации. Можно предположить, что 

усиление антигенпрезентирующей активности клеток врожденного иммунитета приводит к 

более выраженному адаптивному иммунному ответу на антигенные детерминанты вируса гриппа 

с укороченным белком NS1, по сравнению с вирусом дикого типа.  
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4.3. Оценка адаптивного иммунного ответа на вирусы гриппа А/PR/8/34 и А/PR/8/34-

NS124 при интраперитонеальной иммунизации 

Для оценки влияния укорочения белка NS1 на иммуногенность антигенных детерминант 

вируса гриппа, мыши линии C57/Black-6 были иммунизированы внутрибрюшинно штаммами 

А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 в дозе 7 log[ТИД50]/мышь. Контрольная группа получала PBS в 

соответствующем объеме (500 мкл/мышь). Забор селезенок осуществляли через 8 и 21 день после 

иммунизации (Рис. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 11. Схема экспериментов к разделу 4.3. 

 

4.3.1. Оптимизация метода оценки иммунного ответа на вирусы гриппа А/PR/8/34 и 

А/PR/8/34-NS124 при интраперитонеальной иммунизации 

Оценку адаптивного иммунного ответа на изучаемые штаммы вируса гриппа проводили 

при помощи измерения уровня экспрессии цитокинов IFNγ, IL2 и TNFα в ответ на 

специфическую стимуляцию пептидами, которые соответствовали антигенным детерминантам 

различных белков вируса гриппа. В работе был изучен иммунный ответ на несколько эпитопов 

нуклеопротеина (NP366-374, NP161-175, NP196-210). Данный белок имеет наиболее консервативную 

структуру среди антигенов вируса гриппа. Предполагается, что иммунный ответ на эпитопы NP 

вносит существенный вклад в формирование перекрестной защиты от неродственных штаммов. 

Также анализировался Т-клеточный ответ на консервативные эпитопы поверхностных белков 

(HA474-483, HA323-337, NA427-433) и на эпитоп неструктурного белка NS1108-124. 

Для выявления основных популяций клеток адаптивного иммунитета в селезенке была 

использована панель флуоресцентно-меченных антител к поверхностным маркерам CD4, CD8, 

CD44, CD62L. Данный набор позволяет идентифицировать популяции наивных (CD44-CD62L+) 

и эффекторных (CD44+CD62L-) Т-лимфоцитов, а также центральные клетки памяти 

(CD44+CD62L+). При помощи внутриклеточного окрашивания цитокинов IFNγ, IL2 и TNFα 

выявляли популяции монофункциональных (IFNγ+IL2-TNFα-, IFNγ-IL2+TNFα-, IFNγ-IL2-TNFα+) 

и полифункциональных (IFNγ+IL2+TNFα-, IFNγ+IL2-TNFα+, IFNγ-IL2+TNFα+, IFNγ-IL2+ TNFα+) 
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CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов, секретирующих 1, 2 или 3 цитокина в различных комбинациях. На 

рис. 12 представлена тактика гейтирования для выявления указанных популяций в селезенке. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 12. Схема последовательного гейтирования при оценке антигенспецифичных Т-

лимфоцитов. На основании характеристик прямого и бокового светорассеивания (FSC/SSC) и 

флюоресценции Zombie Red из анализа исключали нежизнеспособные клетки. Популяцию 

живых клеток разделяли на две основные субпопуляции Т-лимфоцитов: Т-хелперы (CD4+) и 
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цитотоксическе Т-клетки (CD8+). По наличию маркеров CD44 и CD62L выделяли субпопуляции 

центральных (CM) и эффекторных (EM) Т-клеток памяти. Популяция эффекторных Т-клеток 

памяти в дальнейшем характеризовалась по способности к внутриклеточной продукции 

цитокинов (IFNγ, TNFα, IL2).  

4.3.2. Иммунный ответ на вирусы гриппа А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 при 

интраперитонеальной иммунизации имеет дозозависимый характер 

Для определения оптимальной иммунизирующей дозы, мышам линии C57/Black-6 

интраперитонеально вводили вирусы гриппа А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 в дозе 2, 4, 6 и 7 

log[ТИД50]/мышь. Антигенспецифичный цитокиновый ответ спленоцитов на 

иммунодоминантный эпитоп NP366-374 оценивали через 8 дней после иммунизации. Результаты 

проведенного анализа представлены на рис. 13. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 13. Продукция цитокинов IFNγ, IL2 и TNFα CD8+ Т-лимфоцитами мышей, 

иммунизированных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 (NS124) в различных 

дозах. A. На графиках представлены средние значения (Mean ± SE, n = 4) совокупной доли 

цитокин-продуцирующих Т-лимфоцитов от общего числа эффекторных CD8+ Т-клеток 

(CD8+CD44+CD62L-). B. На круговых диаграммах представлено относительное содержание 

популяций, продуцирующих 1, 2 или 3 цитокина одновременно в общем пуле 

цитокинпродуцирующих эффекторных CD8+ Т-лимфоцитов. Символом * отмечены достоверные 

различия между группами NSfull и NS124 (*: р<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, t-критерий 

Стьюдента). 

 

У мышей, иммунизированных штаммом А/PR/8/34-NS124 формирование 

антигенспецифичных CD8+ Т-клеток (2.26 ± 0.62% от общего числа CD8+ Tem) происходило в 

ответ на введение вируса в дозе 4 log[ТИД50], тогда как штамм А/PR/8/34 в данной дозе был 

неиммуногенен. Наиболее выраженный иммунный ответ наблюдался при введении исследуемых 
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штаммов в дозе 7 log[ТИД50] (NSfull: 17.04 ± 0.69; NS124: 20.11 ± 0.86). Усиление продукции 

цитокинов в ответ на стимуляцию было характерно только для популяции эффекторных CD8+ Т-

лимфоцитов (CD44+CD62L-). CD4 Т-клетки, а также лимфоциты центральной памяти обеих 

популяций не отвечали на рестимуляцию пептидом.  Поскольку между группами, 

иммунизированными вирусом с полноразмерным и укороченным белком NS1 в дозе 7 

log[ТИД50]/мышь, наблюдалась статистически-достоверная разница по уровню цитокинового 

ответа (p = 0.02), указанная доза была выбрана для дальнейших экспериментов. Обращает на себя 

внимание также разница в относительном содержании полифункциональных CD8+ T-клеток 

(IFNγ+IL-2+TNFα+), формирующихся в ответ на иммунизацию в дозе 6 и 7 log[ТИД50]. Как 

показано на круговых диаграммах на рис. 13B., повышение дозы приводило к увеличению доли 

тройных продуцентов в общем числе цитокинпродуцирующих Т-лимфоцитов. Указанные 

изменения были характерны для обоих штаммов. 

 

4.3.3. Эпитопы вируса А/PR/8/34-NS124 обладают повышенной иммуногенностью при 

интраперитонеальной иммунизации 

Для оценки влияния модификации белка NS1 на иммуногенность антигенных 

детерминант вируса гриппа спленоциты мышей, интраперитонеально иммунизированных 

штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124, были простимулированы in vitro при помощи пептидов, 

соответствующих эпитопам белков вируса гриппа NP366-374, NP161-175, NP196-210, HA323-337, HA474-

483, NA427-433 и NS1108-124. Выбор эпитопов осуществлялся при помощи базы данных IEDB 

(www.iedb.org).  При выборе эпитопов для включения в исследование учитывались данные по их 

консервативности среди различных штаммов гриппа, а также их способность взаимодействовать 

с молекулами MHC мышей линии C57/Black-6. Описание выбранных эпитопов приведено в 

таблице 1. 

Таблица 1. Т-клеточные эпитопы вируса гриппа 

Эпитоп Последовательность Консервативность 

NP366-374 ASNENMETM 1.8% (63 / 3448) 

NP161-175 PRMCSLMQGSTLPRR 98.9% (3411 / 3448) 

NP196-210 MIKRGINDRNFWRGE 67.28% (2320 / 3448) 

NS1108-124 KQKVAGPLCVRMDQAIM 4.9% (247 / 4945) 

HA323-337 YVKSTKLRLATGLRN 41.9% (4174 / 9949) 

HA474-483 KEIGNGCFEF 47.7% (4750 / 9949) 

NA427-433 SISFCGV 42.2% (3288 / 7776) 

Консервативность эпитопов определялась путем вычисления количества уникальных 

последовательностей соответствующих белков вируса гриппа А, содержащих данный эпитоп. 

Для анализа использовались последовательности, представленные в базе данных Influenza 

Research Database. В скобках представлено отношение числа последовательностей, содержащих 

http://www.iedb.org/
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указанный эпитоп к общему числу проанализированных последовательностей. Данные об 

иммуногенности эпитопов были получены из литературных источников, в которых приводится 

сопоставление иммунного ответа на различные антигенные детерминанты вируса гриппа 

[384,471,478,491,498,499]. Использованный в настоящей работе набор пептидов позволяет 

оценить влияние модификации белка NS1 на иммуногенность иммунодоминантных и 

субдоминантных антигенных детерминант вируса гриппа, входящих в состав внутренних (NP, 

NS1) и поверхностных (HA, NA) белков и различающихся по степени консервативности. 

На рис. 14 представлены результаты анализа относительного содержания 

цитокинпродуцирующих клеток среди эффекторных (CD44+CD62L-) CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов 

через 8 дней после интраперитонеальной иммунизации. Согласно полученным данным, 

иммунизация вирусом с укороченным белком NS1 приводила к усилению иммунного ответа 

CD8+ Т-клеток на иммунодоминантный эпитоп нуклеопротеина NP366-374, а также на 

низкоиммуногенные эпитопы белков NP, HA, NA и NS1. Наиболее выраженные различия между 

группами NSfull и NS124 были получены при рестимуляции пептидами NP366-374 (p = 0.013), HA474-

483 (p = 0.03), NP196-210 (p = 0.05) и NS1108-124 (p = 0.015). В остальных случаях уровень цитокинового 

ответа в группе NS124 также был выше, чем в группе NSfull, однако статистически-значимые 

различия выявлены не были.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 14. Продукция цитокинов IFNγ, IL2 и TNFα CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитами мышей, 

иммунизированных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 (NS124) в ответ на 

стимуляцию пептидами. На графиках представлены значения совокупной доли цитокин-
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продуцирующих Т-лимфоцитов от общего числа эффекторных CD4+ (A.) и CD8+ (B.) Т-клеток 

(CD4/8+CD44+CD62L). Символ * означает наличие достоверных различий с контрольной 

группой. Символом ♦ отмечены достоверные различия между группами NSfull и NS124 (*: 

р<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, критерий Тьюки). 

 

В отличие от CD8+ Т-лимфоцитов, CD4+ Т-клетки демонстрировали менее выраженный 

ответ на эпитопы вируса гриппа после интраперитонеальной иммунизации (Рис. 14A). Доля 

антигенспецифичных эффекторных CD4+ T-лимфоцитов у животных, иммунизированных 

штаммом А/PR/8/34-NS124, составила 0.5-2%, тогда как в группе NSfull данный показатель 

находился в пределах 1-3%. Достоверные различия с контролем в группе NSfull были 

зарегистрированы после рестимуляции пептидами NP196-210 (p = 0.02), HA474-483 (p = 0.009), HA323-

337 (p = 0.006) и NA427-433 (p = 0.003). У мышей, иммунизированных штаммом с укороченным 

белком NS1, не было выявлено статистически-значимого увеличения продукции цитокинов в 

ответ на рестимуляцию по сравнению с контрольной группой. В целом, ответ CD4+ Т-

лимфоцитов у животных из группы NSfull носил более выраженный характер, чем в группе 

NS124, однако достоверные различия были выявлены только при стимуляции пептидом NA427-433 

(p = 0.02).  

Графики, представленные в нижней части рис. 14А и В иллюстрируют иерархию 

иммуногенности изучаемых эпитопов. Полученные данные позволяют заключить, что уровень 

иммунного ответа CD8+ Т-лимфоцитов на иммунодоминантный эпитоп NP366-374 в 2-3 раза 

превышал уровень ответа на другие исследуемые антигенные детерминанты. Между образцами, 

стимулированными пептидами NP161-175, NP196-210, HA474-483, HA323-337, NA427-433 и NS1108-124 не было 

выявлено статистически-значимых различий по числу цитокинпродуцирующих клеток как в 

группе NSfull, так и в группе NS124. Наиболее иммуногенными для CD4+ Т-лимфоцитов 

оказались эпитопы HA474-483 и HA323-337. Иммунный ответ на другие эпитопы носил 

слабовыраженный характер.  

Важную роль в обеспечении противовирусного иммунного ответа играют 

полифункциональные Т-лимфоциты, одновременно продуцирующие два и более цитокина (IFNγ, 

IL2 и TNFα) в различных комбинациях. Известно, что полифункциональные Т-клетки 

секретируют больше провоспалительных факторов, чем монофункциональные Т-лимфоциты 

[256]. Кроме того, именно полифункциональные Т-клетки служат источником для формирования 

долгоживущих клеток памяти [259,500]. Использование многоцветной проточной цитометрии 

позволяет количественно оценить вклад различных популяций цитокинсекретирующих Т-клеток 

в иммунный ответ на различные антигенные детерминанты вируса гриппа. Результаты оценки 
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относительного содержания различных цитокинпродуцирующих популяций представлены на 

рис. 15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 15. Популяционный состав цитокинпродуцирующих эффекторных CD8+ Т-

лимфоцитов мышей, иммунизированных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 

(NS124). На столбчатых диаграммах представлены средние значения (Mean ± SE, n = 4) доли 

различных популяций цитокин-продуцирующих Т-лимфоцитов от общего числа эффекторных 

CD8+ Т-клеток (CD8+CD44+CD62L). На круговых диаграммах представлено относительное 

содержание популяций, продуцирующих 1, 2 или 3 цитокина одновременно в общем пуле 

цитокинпродуцирующих эффекторных CD8+ Т-лимфоцитов. Отдельными точками приведены 
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индивидуальные значения индекса полифункциональности (PI). Также представлены средние 

значения PI для каждой группы. Символом * отмечены достоверные различия между группами 

NSfull и NS124 (*: р<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, t-критерий Стьюдента). 

Столбчатые диаграммы на рис. 15 отражают долю отдельных популяций 

цитокинпродуцирующих CD8+ Т-лимфоцитов от общего числа CD8+CD44+CD62L- Т-клеток. На 

круговых диаграммах представлено относительное содержание каждой популяции в общем пуле 

цитокинсекретирующих Т-лимфоцитов. Также на рис. 15 приведены значения индекса 

полифункциональности (PI). Данный показатель, предложенный в работе Larsen et al. [501], 

отражает общий уровень функциональной активности Т-лимфоцитов и рассчитывается по 

формуле: 

𝑃𝐼 =  ∑ 𝐹𝑖 (
𝑖

𝑛
)

𝑞𝑛

𝑖=1

 

Где n – число анализируемых функций (в данном случае n = 3, т.к. оценивается продукция 3-х 

цитокинов: IFNγ, IL-2 и TNFα), F – доля (%) клеток, выполняющих i функций. Коэффициент q в 

настоящей работе принимался равным 1 (в работе Larsen et al., предлагается выбирать 

коэффициент q исходя из представлений о биологической значимости полифункциональных 

клеток. Повышение q приводит к увеличению относительного «веса» полифункциональных 

популяций. Поскольку роль полифункциональных Т-лимфоцитов в иммунном ответе на вирус 

гриппа остается малоизученной, в настоящем исследовании принимался наиболее 

консервативный вариант расчета PI).    

 Среди антигенспецифичных эффекторных CD8+ Т-лимфоцитов преобладают популяции 

двойных (IFNγ+IL-2-TNFα+) и тройных (IFNγ+IL-2+TNFα+) продуцентов. В ответе на 

слабоиммуногенные пептиды также принимали участие монофункциональные Т-лимфоциты, 

продуцирующие IFNγ и TNFα. Различия между группами NSfull и NS124 были обусловлены, 

преимущественно, более высоким уровнем IFNγ+IL-2-TNFα+ и IFNγ+IL2+TNFα+ у животных, 

иммунизированных штаммом с укороченным белком NS1. Достоверные различия были 

отмечены при стимуляции пептидами NP366-374 (p = 0.0008), HA474-483 (p = 0.03), HA323-337 (p = 0.04) 

и NS1108-124 (p = 0.04). Кроме того, в группе NS124 в большем объеме была представлена минорная 

популяция IFNγ+IL-2+TNFα-, которая практически отсутствовала у животных, 

иммунизированных вирусом дикого типа при рестимуляции пептидами NP161-178, NP196-210, HA474-

483 и NA427-433. Таким образом, CD8+-Т-клеточный иммунный ответ на вирус А/PR/8/34-NS124 

характеризовался не только более интенсивной продукцией цитокинов, но также повышенной 

полифункциональностью антигенспецифичных Т-клеток и более широким спектром популяций, 

участвующих в иммунном ответе.  
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Цитокиновый ответ CD4+ Т-лимфоцитов характеризовался преобладанием 

монофункциональных IFNγ+IL-2-TNFα- Т-клеток. Достоверные различия между группами NSfull 

и NS124 по уровню данной популяции были выявлены при стимуляции пептидом NA427-433 (p = 

0.01). Несмотря на то, что уровень иммунного ответа CD4+ Tem в группе NS124 был, в среднем, 

ниже, чем в группе NSfull, только у мышей, иммунизированных штаммом с укороченным геном 

NS, были выявлены полифункциональные IFNγ+IL-2+TNFα+ CD4+ T-лимфоциты (Рис. 16, 

стимуляция NP196-210). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 16. Популяционный состав цитокинпродуцирующих эффекторных CD4+ Т-

лимфоцитов мышей, иммунизированных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 

(NS124). На столбчатых диаграммах представлены средние значения (Mean ± SE, n = 4) доли 

различных популяций цитокин-продуцирующих Т-лимфоцитов от общего числа эффекторных 

CD4+ Т-клеток (CD4+CD44+CD62L). На круговых диаграммах представлено относительное 

содержание популяций, продуцирующих 1, 2 или 3 цитокина одновременно в общем пуле 

цитокинпродуцирующих эффекторных CD4+ Т-лимфоцитов. Символом * отмечены достоверные 

различия между группами NSfull и NS124 (*: р<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, t-критерий 

Стьюдента). 
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4.3.4. Полифункциональные CD8+ Т-лимфоциты мышей, иммунизированных штаммом 

А/PR/8/34-NS124, обладают повышенной экспрессией IFNγ 

IFNγ – один из наиболее важных противовирусных цитокинов. Уровень экспресси IFNγ в 

ответ на специфическую стимуляцию долгое время рассматиривался в качестве основного 

коррелята протекции. В настоящее время все больше внимания в литературе уделяется роли 

полифункциональных Т-лимфоцитов в защите от вирусных и бактериальных инфекций 

[255,256,502,503]. Известно, что полифункциональные клетки, экспрессирующие одновременно 

несколько цитокинов характеризуются повышенной интенсивностью синтеза данных молекул, 

по сравнению с монофункциональными лимфоцитами. Уровень цитокинпродуцирующей 

активности клеток оценивают при помощи измерения медианной (MedFI) или средней (MFI) 

интенсивности флуоресценции анализируемой популяции, а также при помощи расчета 

интегрального показателя iMFI, представляющего собой произведение MFI данной популяции 

на ее численность (%) (метод предложен в работе Darrah et al., [256]). В настоящем исследовании 

анализируется уровень экспрессии IFNγ в популяциях IFNγ+IL2-TNFα+ и IFNγ+IL2+TNFα+ CD8+ 

Tem, которые играют ведущую роль в формировании иммунного ответа на специфическую 

стимуляцию у мышей, иммунизированных вирусами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124.  

Данные, представленные на рис. 17 позволяют заключить, что полифункциональные 

популяции антигенспецифичных клеток (IFNγ+IL2-TNFα+ и IFNγ+IL2+TNFα+), сформированные в 

ответ на иммунизацию штаммом А/PR/8/34-NS124, продуцируют больше IFNγ, чем аналогичные 

популяции у мышей, получавших вирус А/PR/8/34. Наиболее выраженные различия по 

показателю MFI IFNγ в популяциях IFNγ+IL2+TNFα+ и IFNγ+IL2-TNFα+ между группами NSfull и 

NS124 были выявлены при стимуляции пептидом NP366-374 (p << 0.0001 для обеих популяций). 

Кроме того, для группы NS124 были получены более высокие значения iMFI IFNγ (p = 0.00003, 

p = 0.02). 
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Рис. 17. Уровень экспрессии молекулы IFNγ полифункциональными CD8+ Т-лимфоцитами 

мышей, иммунизированных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 (NS124). В 

верхней части рисунков A и B представлены интегральные медианные значения интенсивности 

флуоресценции (iMFI) IFNγ по каждому животному. Также представлены средние значения по 

группам (n=4). В нижней части рисунка показано распределение Т-лимфоцитов 

экспериментальных животных по уровню флуоресценции IFNγ. Представлены объединенные 

значения по каждой группе. Символом * отмечены достоверные различия между группами NSfull 

и NS124 (*: р<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, t-критерий Стьюдента). 
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Выявленные различия указанных показателей у животных, иммунизированных штаммом 

с укороченным и полноразмерным белком NS1, свидетельствуют о качественных различиях в 

иммунном ответе на изучаемые штаммы.  Можно заключить, что вирус гриппа А/PR/8/34-NS124 

при интраперитонеальном введении не только стимулирует образование большего числа 

антигенспецифичных CD8+ Т-лимфоцитов, чем вирус А/PR/8/34, но и усиливает 

цитокинпродуцирующую активность полифункциональных Т-клеток, что приводит к 

формированию более высоких значений MFI и iMFI IFNγ в популяциях IFNγ+IL2-TNFα+ и 

IFNγ+IL2+TNFα+ в группе NS124, по сравнению c NSfull. Следует отметить, что не все способы 

стимуляции приводили к формированию достоверных различий между группами NSfull и NS124, 

однако, в среднем, стимуляция пептидами NP366-374, NP161-175, NP196-210, HA474-483, HA323-337, NA427-

433 и NS1108-124 вызывала более выраженную продукцию IFNγ полифункциональными клетками 

животных из группы NS124, по сравнению с группой NSfull. Таким образом, различия в 

иммуногенности изучаемых штаммов не зависели от того, на какой эпитоп формировался 

иммунный ответ.   

 

4.3.5. Различия в уровне иммунного ответа на антигенные детерминанты вируса гриппа 

частично сохраняются через 21 день после иммунизации вирусами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-

NS124 

Согласно литературным данным, пик CD8+ Т-клеточного ответа приходится на 8-10 сутки 

после иммунизации [220]. Со временем число антигенспецифичных клеток сокращается. Кроме 

того, уменьшается число антигенных детерминант, способных вызывать реактивацию 

иммунного ответа [504]. Для оценки изменений цитокинпродуцирующей активности Т-

лимфоцитов, спленоциты мышей, получавших 7 log[ТИД50] штаммов А/PR/8/34 и А/PR/8/34-

NS124, были простимулированы пептидами через 21 день после иммунизации. Результаты 

анализа Т-клеточного иммунного ответа, представлены на рис. 18. Через 21 д.п.и. только два 

пептида (NP366-374 и NA427-433) вызывали продукцию цитокинов у CD8+ Т-лимфоцитов. При этом, 

были получены статистически-значимые различия между группами NSfull и NS124 (p = 0.003, р 

= 0.01). Иммунный ответ CD4+ Т-лимфоцитов имел слабовыраженный характер в обеих группах. 

Доля антигенспецифичных клеток, в среднем, составляла не более 0.5% от общего числа 

CD4+CD44+CD62L- лимфоцитов. Для большинства образцов не было обнаружено статистически-

значимых различий между экспериментальными группами и контролем.  Различия между 

группами NSfull и NS124 были выявлены только при стимуляции пептидом HA474-483, при чем 

уровень иммунного ответа в группе NSfull был выше, чем у мышей, иммунизированных 

штаммом А/PR/8/34-NS124 (p = 0.03). 
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Рисунок 18. Т-клеточный иммунный ответ у мышей, иммунизированных вирусами 

А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 (NS124) через 21 день после иммунизации. A., B. На 

графиках представлены значения совокупной доли цитокин-продуцирующих Т-лимфоцитов от 

*** *** 

*** *** * 
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общего числа эффекторных CD4+ (A.) и CD8+ (B.) Т-клеток (CD4/8+CD44+CD62L-). Символ * 

означает наличие достоверных различий с контрольной группой. Символом ♦ отмечены 

достоверные различия между группами NSfull и NS124 (*: р<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, 

критерий Тьюки). C. На столбчатых диаграммах представлены средние значения (Mean ± SE, n = 

4) доли различных популяций цитокин-продуцирующих Т-лимфоцитов от общего числа 

эффекторных CD8+ Т-клеток (CD8+CD44+CD62L). На круговых диаграммах представлено 

относительное содержание популяций, продуцирующих 1, 2 или 3 цитокина одновременно в 

общем пуле цитокинпродуцирующих эффекторных CD8+ Т-лимфоцитов. Отдельными точками 

приведены индивидуальные значения индекса полифункциональности (PI). Также представлены 

средние значения PI для каждой группы. D. В верхней части рисунков представлены 

интегральные медианные значения интенсивности флуоресценции (iMFI) IFNγ по каждому 

животному. Также представлены средние значения по группам (n=4). В нижней части рисунка 

показано распределение Т-лимфоцитов экспериментальных животных по уровню 

флуоресценции IFNγ. Представлены объединенные значения по каждой группе. Символом * 

отмечены достоверные различия между группами NSfull и NS124 (*: р<0.05, **: p<0.01, ***: 

p<0.001, t-критерий Стьюдента). 

 

Анализ соотношения различных популяций цитокинпродуцирующих клеток позволяет 

заключить, что на поздних сроках после иммунизации усиливается вклад полифункциональных 

Т-лимфоцитов (IFNγ+IL2-TNFα+ и IFNγ+IL2+TNFα+) в формирование цитокинового ответа. 

Обнаружены статистически-значимые различия между группами NSfull и NS124 по 

относительному содержанию IFNγ+IL2+TNFα+ Т-клеток после стимуляции пептидом NP366-374 (p 

= 0.0003), а также по уровню IFNγ+IL2-TNFα+ и IFNγ+IL2+TNFα+ Т-лимфоцитов, специфичных к 

эпитопу NA427-433 (p = 0.02, p = 0.01). В обоих случаях индекс полифункциональности (PI) в группе 

NS124 был выше, чем в группе NSfull (p = 0.003, p = 0.01).  

Через 21 день после иммунизации сохраняются различия по уровню экспрессии IFNγ 

полифункциональными Т-лимфоцитами в ответ на специфическую стимуляцию. IFNγ+IL2-TNFα+ 

и IFNγ+IL2+TNFα+ CD8+ Т-лимфоциты мышей, иммунизированных штаммом А/PR/8/34-NS124, 

продуцируют больше IFNγ, чем аналогичные популяции клеток у животных, получавших вирус 

дикого типа, о чем свидетельствуют различия в MFI указанного цитокина (Рис. 18). 

 

4.3.6. Гуморальный иммунный ответ на вирусы А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 при 

интраперитонеальной иммунизации 

Для изучения гуморального иммунного ответа на вирусы А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 

мыши линии Balb/c были интраперитонеально иммунизированы указанными штаммами в дозе 6 
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log[ТИД50]/мышь. Забор сывороток осуществляли через 7, 14 и 21 день после иммунизации. Титр 

антител к вирусу гриппа A/PR/8/34 оценивали в РТГА и при помощи иммуноферментного 

анализа. Результаты представлены на рис. 19. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 19. Антительный иммунный ответ на вирусы гриппа А/PR/8/34 (NSfull) и 

А/PR/8/34-NS124 (NS124) при интраперитонеальной иммунизации. Титр 

гемагглютинирующих антител к вирусу A/PR8 измерялся в реакции РТГА (Mean ± SD, n = 20).  

Общий титр IgG оценивали при помощи ИФА. На графике с результатами ИФА указана средняя 

оптическая плотность образца при разведении сыворотки 1:800 (Mean ± SD, n = 20). Символом * 

отмечены достоверные различия между группами NSfull и NS124 (*: р<0.05, **: p<0.01, ***: 

p<0.001, t-критерий Стьюдента). 

 

Уже через 7 дней после иммунизации титр гемагглютинирующих антител в сыворотке 

иммунизированных животных достигал значений 8.67 ± 1.23 Log2(HI) в группе NSfull и 7.16 ± 

0.86 Log2(HI) в группе NS124. В дальнейшем, значительных изменений указанных показателей 

не происходило. На протяжении всего рассматриваемого периода титр антител в РТГА у 

животных, иммунизированных вирусом гриппа с полноразмерным геном NS, был выше, чем у 

мышей из группы NS124 (p = 0.0001, p = 0.002, p = 0.000001). При этом, общий титр 

иммуноглобулинов класса G, определенный при помощи ИФА на всех анализируемых сроках 

был выше в группе NS124 (p = 0.01, p = 0.05, p = 0.00001). Кроме того, у мышей, 

иммунизированных штаммом с укороченным белком NS1, отмечался значительный прирост 

уровня IgG к 21 дню после иммунизации, тогда как в группе NSfull общее количество антител 

увеличивалось на 14 день, но на более позднем сроке дальнейшего прироста не наблюдалось. 

 

4.4. Изучение гетерологичной защиты при интраперитонеальной штаммами А/PR/8/34 и 

А/PR/8/34-NS124 

Для изучения влияния интраперитонеальной иммунизации на формирование 

гетерологичной защиты, мыши линии Balb/c были иммунизированы вирусами А/PR/8/34 и 
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A. 

B. 

A/PR8/ NS124 в дозе 6 log[ТИД50]/мышь. Контрольные животные получали равный объем (500 

мкл) PBS. На основании полученных данных (Рис. 21) можно заключить, что внутрибрюшинная 

иммунизация вирусами гриппа с полноразмерным и укороченным белком NS1 приводила к 

формированию полноценной защиты от повторного инфицирования вирусом A/PR8 дикого типа 

(H1N1), однако не вызывала защиты от гетерологичных штаммов A/Aichi/2/68 (H3N2) и 

B/Malaysia/06/04. Динамика массы тела у животных из групп NS124 и NSfull не отличалась от 

таковой у неиммунизированных мышей при заражении гетерологичными штаммами. Оба вируса 

вызывали 100% летальность в контрольной группе и у животных, иммунизированных штаммом 

А/PR/8/34. В группе NS124 после заражения вирусом A/Aichi/2/68 выжило 3 животных из 7. 

Масса тела выживших мышей восстановилась до 95% от исходной к концу периода наблюдения.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 21. Динамика летальности и изменения массы тела мышей, интраперитонеально 

иммунизированных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 (NS124) после 

гетерологичного челленджа. Животные были иммунизированы интраперитонеально, в дозе 6 

log[ТИД50]/мышь. Объем при введении составил 500 мкл/мышь. Через 30 дней животные были 

заражены вирусами A/Aichi/2/68 или B/Malaysia/06/04 или А/PR/8/34. А. Кривые Каплана-

Майера, отражающие долю выживших животных на различных сроках после введения вируса. 

B. Динамика массы тела. (Mean ± SEM, n=7).  
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На основании полученных данных можно заключить, что укорочение белка NS1 позволяет 

усилить иммуногенность антигенных детерминант вируса гриппа, однако системного 

адаптивного иммунитета оказывается недостаточно для обеспечения эффективной перекрестной 

защиты. По-видимому, для формирования такой защиты необходимо наличие локального 

иммунитета в зоне контакта с вирусом, что может обеспечить только интраназальная 

иммунизация или перенесенная инфекция. 

 

4.5. Изучение механизмов формирования перекрестной защиты при интраназальной 

иммунизации штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 

Для выявления иммунологических механизмов перекрестной защиты после 

интраназальной иммунизации, мыши линии C57/Black-6 были интраназально иммунизированы 

штаммами А/PR/8/34-NS124 и А/PR/8/34. Иммунизирующая доза для штамма А/PR/8/34-NS124 

составила 6 log[ТИД50]/мышь. Для заражения мышей вирусом А/PR/8/34 была выбрана доза 2.5 

log[ТИД50]/мышь, поскольку более высокая дозировка вызывала частичную гибель 

экспериментальных животных. Иммунный ответ оценивали в легких и селезенке через 8 и 32 дня 

после иммунизации при помощи панели флуоресцентно-меченных антител, охарактеризованной 

в разделе 4.3.1. Через 32 дня после иммунизации вирусами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 мыши 

были заражены гетерологичным штаммом A/Aichi/2/68 (H3N2) в дозе 10LD50/мышь. Для 

изучения механизмов перекрестной защиты анализировалась динамика относительного состава 

клеток врожденного иммунитета в легких зараженных животных до введения вируса, а также 

через 24ч и 4 дня после заражения. Кроме того, через 4 дня после инфицирования определялся 

уровень антигенспецифичного Т-клеточного ответа, а также относительное содержание Т-

регуляторных клеток в легких. Вирусную нагрузку на 2 и 4 день после заражения оценивали при 

помощи титрования гомогенатов легких на культуре клеток MDCK. В течение 14 дней после 

введения вируса регистрировали массу тела зараженных животных и учитывали летальность 

(Рис. 22). 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 22. Схема экспериментов к разделу 4.5. 
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4.5.1. Интраназальная иммунизация приводит к формированию более выраженного 

иммунного ответа на вирус А/PR/8/34-NS124 по сравнению с А/PR/8/34 

Уровень антигенспецифичного иммунного ответа оценивался при помощи 

внутриклеточного окрашивания цитокинов IFNγ, IL-2 и TNFα флуоресцентно-меченными 

антителами после стимуляции клеток пептидом, соответствующим высокоиммуногенному 

эпитопу нуклеопротеина вируса гриппа A/PR/8/34 (NP366-374).  Учитывалась общая доля 

цитокинпродуцирующих клеток в популяции эффекторных CD8+ Т-лимфоцитов (Tem), а также 

процент популяций, экспрессирующих один, два или три цитокина одновременно от общего 

числа CD8+ Tem (Рис. 23, столбчатые диаграммы) и от общего числа цитокинпродуцирующих 

клеток (Рис. 23, круговые диаграммы).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Рисунок 23. Популяционный состав цитокинпродуцирующих эффекторных CD8+ Т-

лимфоцитов мышей, иммунизированных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 

(NS124). Графики отражают уровень иммунного ответа CD8+ Т-лимфоцитов легких и селезенки 

через 8 и 32 дня после иммунизации штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124. На столбчатых 

диаграммах представлены средние значения (Mean ± SE, n = 4) доли различных популяций 
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цитокин-продуцирующих Т-лимфоцитов от общего числа эффекторных CD8+ Т-клеток 

(CD8+CD44+CD62L). На круговых диаграммах представлено относительное содержание 

популяций, продуцирующих 1, 2 или 3 цитокина одновременно в общем пуле 

цитокинпродуцирующих эффекторных CD8+ Т-лимфоцитов. Отдельными точками приведены 

индивидуальные значения индекса полифункциональности (PI). Также представлены средние 

значения PI для каждой группы. Символом * отмечены достоверные различия между группами 

NSfull и NS124 (*: р<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, t-критерий Стьюдента). 

 

Как в легких, так и в селезенках иммунизированных животных через 8 дней после 

введения вирусов формировался выраженный CD8+ Т-клеточный иммунный ответ на эпитоп 

NP366-374. В составе цитокинпродуцирующих клеток доминирующее положение занимали 

популяции, одновременно экспрессирующие IFNγ и TNFα, а также полифункциональные клетки 

(IFNγ+IL2+TNFα+). Интраназальная иммунизация вирусом А/PR/8/34-NS124 приводила к 

формированию более выраженного иммунного ответа, по сравнению со штаммом А/PR/8/34, 

хотя различия между группами были меньше, чем после интраперитонеальной иммунизации. В 

частности, отсутствовали статистически-значимые различия по общему числу 

цитокинпродуцирующих клеток, однако, у животных из группы NS124 в легких отмечалось 

повышенное, по сравнению с группой NSfull содержание популяций IFNγ+IL2-TNFα+ (р = 0.05) и 

IFNγ+IL2+TNFα+ Tem (p = 0.02). При этом, доля Т-лимфоцитов, продуцирующих один цитокин 

(IFNγ+IL2-TNFα-, IFNγ-IL2+TNFα, IFNγ-IL2-TNFα+) была одинакова в обеих группах. В то же 

время, в селезенках иммунизированных животных формировались сходные уровни 

полифункциональных Т-клеток, тогда как доли монопродуцентов достоверно различались: в 

группе NS124 доля Т-лимфоцитов, секретирующих один цитокин (IFNγ, IL2 или TNFα) была 

выше, чем в группе NSfull (p = 0.01; 0.03; 0.02). В целом, различия между группами по 

интенсивности иммунного ответа носили более выраженный характер в легочной ткани, чем в 

селезенке. При этом общее число Т-лимфоцитов было примерно одинаково в обоих органах как 

у животных из группы NSfull (13.01 ± 4.42% в легких, 15.62 ± 7.73% в селезенке), так и в группе 

NS124 (18.83 ± 6.67% в легких, 21.87 ± 7.20% в селезенке).  Также следует отметить преобладание 

в селезенке полифункциональных Т-клеток (IFNγ+IL2+TNFα+), на долю которых приходилось 

более 60% всех антигенспецифичных Т-лимфоцитов. В легких доминирующее положение 

занимали лимфоциты с фенотипом IFNγ+IL2-TNFα+ (42% в группе NSfull, 48% в группе NS124) 

и, в целом, разнообразие антигенспецифичных популяций было выше, чем в селезенке (см. 

круговые диаграммы на рис. 23A).   

Через 32 дня после иммунизации отмечалось существенное снижение уровня 

антигенспецифичного Т-клеточного иммунного ответа в обеих группах как в легких, так и в 
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селезенке (Рис. 23B).  Число циокинпродуцирующих Т-клеток в обеих группах сокращалось 

почти в 2 раза и составляло в группе NSfull 6.43 ± 3.95% в легких, 3.65 ± 2.59% в селезенке, а в 

группе NS124 9.51 ± 4.13% в легких и 5.12 ± 0.70% в селезенке.  При этом различия между 

группами NSfull и NS124 сохранялись: мыши, иммунизированные штаммом с укороченным 

белком NS1, обладали повышенным уровнем полифункциональных Т-лимфоцитов в обоих 

органах (p = 0.03; 0.04). Кроме того, в группе NS124 отмечалось увеличение доли 

IFNγ+IL2+TNFα+ среди антигенспецифичных Т-лимфоцитов в легких по сравнению с группой 

NSfull (p = 0.007).  

 

4.5.2. Гуморальный иммунный ответ на вирусы А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 при 

интраназальной иммунизации 

Для оценки гуморального ответа на сроке 32 после иммунизации штаммами А/PR/8/34 и 

А/PR/8/34-NS124 у мышей был осуществлен забор крови. Оценку уровня гемагглютинирующих 

антител в сыворотке производили при помощи РТГА. Общий уровень IgG измеряли при помощи 

ИФА. Полученные результаты представлены на рис. 24.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Рисунок 24. Антительный иммунный ответ на вирусы гриппа А/PR/8/34 (NSfull) и 

А/PR/8/34-NS124 (NS124) при интраназальной иммунизации. Титр гемагглютинирующих 

антител к вирусу A/PR8 измерялся в реакции РТГА (Mean ± SD, n = 10).  Общий титр IgG 

оценивали при помощи ИФА. На графике с результатами ИФА указана средняя оптическая 

плотность образца при разведении сыворотки 1:800 (Mean ± SD, n = 10).  

 

 Как показано на рис. 24, интраназальная иммунизация мышей линии C57/Black-6 

вирусами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 в дозе 2.5 и 6 log[ТИД50], соответственно, индуцировала 

приблизительно одинаковый уровень антительного иммунного ответа в обеих группах. 

Достоверных различий между группами NSfull и NS124 не было выявлено ни по титру 

гемагглютинирующих антител, ни по общему уровню IgG.  
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4.5.3. Интраназальная иммунизация штаммом А/PR/8/34-NS124 предотвращает 

летальность и снижает патологию при заражении вирусом A/Aichi/2/68 

Интраназальная иммунизация мышей линии C57/Black-6 вирусом гриппа с укороченным 

белком NS1 в дозе 6log[ТИД50]/мышь приводила к существенному сокращению потери массы 

тела при заражении штаммом A/Aichi/2/68. Животные, перенесшие инфекцию, вызванную 

введением 2.5log[ТИД50] вируса дикого типа, а также не иммунизированные животные 

характеризовались выраженной потерей веса до 80-75% от исходных значений. В обеих группах 

летальность составила 40%. При этом, что выжившие животные из группы NSfull быстрее 

восстанавливали массу тела, по сравнению с контрольной группой (Рис. 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 25. Динамика летальности и изменения массы тела мышей, интраназально 

иммунизированных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 (NS124) после 

гетерологичного челленджа. Показаны процентные доли средней массы тела животных в 

группе относительно исходного значения массы тела (Mean ± SEM). Кривые Каплана-Майера, 

отражают долю выживших животных на различных сроках после введения вируса. Число 

животных: n=5 во всех группах.   Вирусовыделение анализировалось путем титрования 

гомогенатов легочной ткани на культуре клеток MDCK Гистограммы отражают средний уровень 

вирусной нагрузки в экспериментальных группах. (log10 [ТИД50]/мл ± SD, n = 5). ***: p<0.001, t-

критерий Стьюдента 

 

Анализ вирусовыделения показал, что через 2 дня после заражения у иммунизированных 

и не иммунизированных животных титр вируса в гомогенатах легких составлял 6.16 – 6.79 

log[ТИД50]/мл.  Наименьшие значения были получены для группы NS124, однако достоверных 

различий между тремя группами на данном сроке выявлено не было. Через 4 дня после заражения 

были выявлены статистически-значимые различия между контролем и группой NS124 (p = 0.03). 

Для группы NSfull были характерны промежуточные значения вирусной нагрузки (6.29 ± 0.98 

log[ТИД50]/мл) (Рис. 25).  

* 

* 
♦ 

C. A. B. 
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Таким образом, иммунизация вирусом А/PR/8/34-NS124 не позволяла предотвратить 

заражение гетерологичным штаммом A/Aichi/2/68, однако существенно снижала тяжесть 

заболевания и способствовала выживанию зараженных животных. Полученные результаты 

могут быть объяснены формированием в легких животных, иммунизированных вирусом 

А/PR/8/34-NS124 специфического микроокружения, приводящего к снижению 

иммунопатологии при заражении гетерологичным штаммом. Для проверки данной гипотезы в 

гомогенатах легочной ткани иммунизированных мышей была измерена концентрация цитокинов 

воспаления через 2 и 4 дня после заражения вирусом A/Aichi/2/68, а также оценена динамика 

относительного содержания клеток врожденного иммунитета.  

 

4.5.4. Интраназальная иммунизация вирусом А/PR/8/34-NS124 снижает уровень 

цитокинового ответа на заражение штаммом A/Aichi/2/68 

Через 2 и 4 дня после гетерологичного заражения в группе NS124 было отмечено 

существенное снижение концетрации ряда провоспалительных цитокинов, а также повышение 

уровня регуляторного фактора IL-10. Основные различия между группами, получавшими вирус 

с укороченным или полноразмерным белком NS1, были связаны с уровнем IFN I типа. В 

частности, концентрация IFNα в группе NS124 была в 12 раз ниже, чем в группе NSfull (p = 0.02). 

Кроме того, достоверные различия между группой NS124 и NSfull через 2 д.п.и. были получены 

по уровню IL-6 (p = 0.05), IFNβ (p = 0.03), IL-23 (p = 0.05) и GM-CSF (p = 0.006) (Рис. 26). Через 

4 д.п.и. в группе NS124 отмечалось небольшое увеличение концентрации указанных факторов, в 

результате чего различия с группой NSfull приобретали менее выраженный характер. Как в 

группе NSfull, так и в группе NS124 отмечался существенный прирост концентрации IFNγ по 

сравнению с контролем. Наиболее выраженные различия были получены через 4 д.п.и. (p = 0.01, 

0.05, соответственно), что свидетельствует о развитии у животных из данных групп адаптивного 

иммунного ответа типа Th-1. При этом, общий уровень IFNγ в группе NSfull был выше, чем в 

группе NS124 (различия не достоверны), что, однако, не приводило к снижению 

вирусовыделения в группе NSfull (Рис. 25). На сроке 4 д.п.и. у иммунизированных животных из 

обеих групп отмечался значительный прирост уровня регуляторного цитокина IL-10 по 

сравнению с контролем, что может свидетельствовать о более высокой активности Т-

регуляторных лимфоцитов в группах NS124 и NSfull по сравнению с контролем. 
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Рисунок 26. Концентрация цитокинов в гомогенатах легочной ткани мышей, 

иммунизированных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 (NS124) через 2 и 4 дня 

после заражения вирусом A/Aichi/2/68 Представлены средние значения концентрации 

исследуемых цитокинов, а также стандартная ошибка среднего (Mean ± SEM, n = 4). Символ * 

означает наличие достоверных различий с контрольной группой. Символом ♦ отмечены 

достоверные различия между группами NSfull и NS124 (*: р<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, 

критерий Тьюки). 

 

В целом, на основании полученных данных можно заключить, что в группе NSfull, 

несмотря на наличие антигенспецифичных Т-лимфоцитов, сохраняется повышенный уровень 

экспрессии цитокинов острой фазы врожденного иммунного ответа, в то время, как у животных 

из группы NS124 реализуется, преимущественно, адаптивный иммунный ответ типа Th1. 

Полученные данные подтверждают гипотезу о том, что выживаемость животных из группы 

NS124 после заражения гетерологичным штаммом обуславливается снижением 

* 
* 

* 

* * * 

* 

♦ 

* 
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иммунопатологии. Пониженный уровень факторов MCP-1 и GM-CSF в группе NS124 по 

сравнению с контролем и с группой NSfull позволяет ожидать уменьшение инфильтрации легких 

у мышей из данной группы клетками врожденного иммунитета, такими как нейтрофилы и 

макрофаги.  

 

4.5.5. Снижение инфильтрации легких при заражении A/Aichi/2/68 после иммунизации 

штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 

Для выявления основных клеток врожденного иммунитета в легких была использована 

панель флуоресцентно-меченных антитела к маркерам CD45, MHCII, CD11b, CD11c, CD24, CD64 

и Ly6G. Данная панель позволила идентифицировать альвеолярные макрофаги, 

интерстициальные макрофаги, моноциты, нейтрофилы и две популяции дендритных клеток 

(CD11b- и CD11b+). Описание тактики гейтирования с указанием фенотипа изучаемых популяций 

приведено на рис. 27. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 27. Схема последовательного гейтирования при оценке основных клеточных 

популяций врожденного иммунитета в легких. После отсечения дублетов по FSC-A/FSC-H (не 

показано на рисунке) и выделения популяции живых одиночных клеток на основании 
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характеристик светорассеяния (FSC-A/SSC-A -Cells) и связывания красителя Zombie Red (Live 

cells) иммуноциты гейтировали по наличию маркера CD45 (CD45+). При дальнейшем анализе 

выделяли следующие клеточные популяции: нейтрофилы - SSChiCD45+Ly6G+ (Neutrophils); 

моноциты -MHCII-CD64+CD24+ (Moncytes); Альвеолярные макрофаги - MHCII+CD64+ 

CD11c+CD11b- (Alveolar MP); Интерстициальные макрофаги - MHCII+CD64+CD11b+ CD11c+/- 

(Interstitial MP); ДК1 – CD45+CD11c+CD11b-MHCII+CD64-CD24+ (CD11b- DC) и ДК2 – 

CD45+CD11c+CD11b+MHCII+CD64-CD24+ (CD11b+ DC). Прочие условные обозначения: nonAPC 

- не АПК; APC - АПК; DC -ДК; MP- макрофаги.  

 

 

Сравнение относительного состава клеток врожденного иммунитета у 

экспериментальных животных через 32 дня после иммунизации (до заражения вирусом 

A/Aichi/2/68) показало, что у мышей, иммунизированных штаммом гриппа с укороченным 

белком NS1, сохраняется повышенный уровень альвеолярных макрофагов в легочной ткани. В 

контрольной группе и у животных, иммунизированных штаммом с полноразмерным NS-геном, 

указанная популяция составляла 0.86 ± 0.09 и 1.03 ± 0.07% от общего числа CD45+ клеток, 

соответственно. В то же время, в группе NS124 доля данной популяции через 32 дня после 

введения вируса оказалась равной 1.55 ± 0.23%. Через 24ч после заражения вирусом A/Aichi/2/68 

в группе NS124 происходило статистически-значимое увеличение относительного содержания 

альвеолярных макрофагов по сравнению с контролем (p = 0.0006) и с группой NSfull (p = 0.0045), 

однако через 4 дня рассматриваемый показатель принимал значения, близкие к исходным (1.21 

± 0.10%). Аналогичная динамика была характерна для популяции CD11b- дендритных клеток: 

через 24ч после заражения в группе NS124 отмечался достоверный прирост относительного 

содержания данных клеток по сравнению с контролем (p = 0.0006) и с группой NSfull (p = 0.013), 

однако через 4 дня доля CD11b- ДК принимала исходные значения. При этом, на позднем сроке 

также были выявлены различия с контрольной группой, в которой происходило снижение 

относительного содержания указанной популяции (p = 0.007) (Рис. 28).  
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Рисунок 28. Динамика относительного состава основных популяций врожденного 

иммунитета в легких мышей, иммунизированных штаммами А/PR/8/34 (NSfull) и 

А/PR/8/34-NS124 (NS124) на разных сроках после заражения вирусом A/Aichi/2/68. На 

графиках представлены значения доли различных популяций врожденного иммунитета от 

общего числа CD45+ Т-лимфоцитов (Mean ± SEM, n = 4). Символ * означает наличие достоверных 

различий с контрольной группой. Символом ♦ отмечены достоверные различия между группами 

NSfull и NS124 (*: р<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, критерий Тьюки). 

 

Интраназальное введение вируса гриппа A/Aichi/2/68 сопровождалось существенным 

увеличением доли интерстициальных макрофагов и нейтрофилов в легких через 4 дня после 

заражения. У животных, которые не были предварительно иммунизированы штаммами 

А/PR/8/34 или А/PR/8/34-NS124 реакция на заражение носила гораздо более выраженный 

характер, чем у иммунизированных мышей. Доля интерстициальных макрофагов у животных из 

контрольной группы на 4 день после заражения составила 26.91 ± 0.98 % от общего числа CD45+ 

клеток. В то же время у мышей из групп NSfull и NS124 данный показатель был почти в 2 раза 

ниже: 15.73 ± 1.28 и 14.30 ± 2.18 соответственно (Рис. 28).  

* 
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Сходная динамика была показана для нейтрофилов: на 4 день после заражения отмечалось 

3-х кратное увеличение относительного содержания клеток данной популяции в легких 

животных из контрольной группы по сравнению со значениями, полученными до заражения (6.01 

± 1.86% через 32 дня после иммунизации; 19.49 ± 0.53% после заражения, p <<0.0001). У 

животных из групп NSfull и NS124 также был выявлен небольшой прирост числа нейтрофилов, 

однако достоверных различий между значениями, полученными на 4 день после заражения и 

исходными значениями в данных группах отмечено не было.  

Известно, что нейтрофилы и макрофаги – основные индукторы иммунопатологии, 

приводящей к развитию пневмонии при гриппе [505]. Согласно полученным данным, вакцинация 

вирусом с укороченным белком NS1 позволяет предотвратить развитие иммунопатологии при 

заражении гетерологичным штаммом.  

В целом, на основании полученных данных можно заключить, что у животных из группы 

NS124 реализовался, выраженный CD8+ Т-клеточный иммунный ответ на гетерологичное 

заражение. В группе NSfull адаптивный иммунный ответ характеризовался меньшей 

интенсивностью. Кроме того, несмотря на наличие антигенспецифичных Т-лимфоцитов, в 

группе NSfull сохранялся повышенный уровень экспрессии цитокинов острой фазы врожденного 

иммунного ответа.  

 

4.5.6. Мыши, иммунизированные штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124, обладают 

повышенным содержанием T-регуляторных клеток в легких 

Т-регуляторные клетки играют важнейшую роль в предотвращении нежелательных 

последствий иммунного ответа. На основании экспрессии транскрипционных факторов Helios и 

FOXP3 выделяют популяции периферических Т-регов (pTreg, FOXP3+Helios-) и Т-регуляторных 

лимфоцитов тимического происхождения (tTreg, FOXP3+Helios+). Тактика гейтирования, 

использованная для анализа указанных популяций и результаты исследования представлены на 

рис. 29. 
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Рисунок 29. Схема последовательного гейтирования при оценке Т-регуляторных клеток в 

легких мышей. После отсечения дублетов по FSC-A/FSC-H (не показано на рисунке) и 

выделения популяции живых одиночных клеток на основании характеристик светорассеяния 

(FSC-A/SSC-A - гейт Клетки). На основе флуоресценции по Zombie Red из анализа исключены 

нежизнеспособные клетки. Популяция живых Т-лимфоцитов разделена на две основные 

субпопуляции Т-хелперов (CD4+) и цитотоксических Т-клеток (CD8+). Относительное 

количество (%) тимических Т-регуляторных клеток определяли в субпопуляции Т-хелперов как 

популяцию, одновременно положительную по FoxP3 (Alexa 488) и Helios (ECD) (tTreg), 

популяцию периферических Т-регуляторных клеток определяли как положительную по FoxP3 

(Alexa 488) и отрицательную по Helios (ECD) (рTreg). На графиках представлены результаты 

сравнения относительного содержания популяций тимических и периферически Т-регуляторных 

клеток в исследуемых группах. Знаком * отмечены достоверные различия между 

экспериментальными группами и контролем (**: p <0.01; критерий Тьюки). 

 

Анализ относительного содержания Т-регуляторных клеток в легких мышей через 4 дня 

после заражения штаммом A/Aichi/2/68 показал существенное увеличение доли tTreg у животных 

из групп NSfull и NS124 по сравнению с контролем (p = 0.007; 0.001, соответственно). При этом 

уровень периферических Т-регов на данном сроке был примерно одинаков во всех трех группах. 

** 
** 
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Согласно литературным данным [506], FOXP3+Helios+ Т-реги характеризуются наиболее 

выраженной иммуносупрессорной активностью. Не исключено, что Т-регуляторные лимфоциты 

могут вносить существенный вклад в наблюдаемые различия в уровне нейтрофильной и 

макрофагальной инфильтрации легких у иммунизированных и не иммунизированных животных 

через 4 дня после вторичного заражения. Активностью Т-регуляторных лимфоцитов может быть 

также объяснено снижение уровня провоспалительных цитокинов в группе NS124. При этом, 

несмотря на сходный уровень регуляторных Т-клеток и наличие антигенспецифичных Т-

лимфоцитов как в группе NS124, так и в группе NSfull, только у животных, иммунизированных 

штаммом с укороченным белком NS1, отмечалась 100% выживаемость при заражении вирусом 

A/Aichi/2/68. С одной стороны, это может быть связано с формированием более выраженного 

антигенспецифичного Т-клеточного иммунного ответа в группе NS124. С другой стороны, 

полученные результаты могут быть объяснены повышенной активностью Т-reg, 

индуцированных вирусом А/PR/8/34-NS124. Косвенным подтверждением данной гипотезы 

является повышенная иммуногенность данного вируса в отношении эффекторных Т-

лимфоцитов.  

  

4.5.7. Мыши, иммунизированные штаммом А/PR/8/34-NS124, характеризуются усилением 

адаптивного иммунного ответа при заражении вирусом A/Aichi/2/68 

Через 4 дня после заражения иммунизированных животных гетерологичным штаммом 

A/Aichi/2/68 был оценен уровень цитокинового ответа лимфоцитов легких на стимуляцию 

пептидом NP366-374. Согласно данным, представленным на рис. 30, животные, иммунизированные 

вирусом с укороченным белком NS1, характеризовались более высоким уровнем 

цитокинпродуцирующих CD8+ эффекторных Т-лимфоцитов по сравнению с группой, 

иммунизированной штаммом дикого типа. Следует отметить, что различия между группами 

NS124 и NSfull через 4 дня после заражения штаммом A/Aichi/2/68 носили гораздо более 

выраженный характер, чем до заражения. График, иллюстрирующий динамику адаптивного 

иммунного ответа на пептид NP366-374, позволяет заключить, что число антигенспецифичных 

клеток, сформировавшихся через 8 дней после иммунизации штаммами А/PR/8/34 или 

А/PR/8/34-NS124, снижалось приблизительно в 2 раза к 32 дню после иммунизации. Заражение 

гетерологичным штаммом A/Aichi/2/68 приводило к тому, что в группе NS124 уровень Т-

клеточного иммунного ответа усиливался, принимая значения, близкие к тем, которые были 

получены на 8 день после иммунизации (15.57 ± 2.20%), в то время как в группе NSfull доля 

цитокинпродуцирующих Т-лимфоцитов не изменялась.  
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Рисунок 30. Популяционный состав цитокинпродуци-рующих эффекторных CD8+ Т-

лимфоцитов мышей, иммунизированных вирусами А/PR/8/34 (NSfull) и А/PR/8/34-NS124 

(NS124) через 4 дня после заражения вирусом A/Aichi/2/68. A. Графики отражают уровень 

иммунного ответа CD8+ Т-лимфоцитов легких и селезенки через 32 дня после иммунизации 

штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 с последующим заражением штаммом A/Aichi/2/68. На 

столбчатых диаграммах представлены средние значения (Mean ± SE, n = 4) доли различных 

популяций цитокин-продуцирующих Т-лимфоцитов от общего числа эффекторных CD8+ Т-

клеток (CD8+ CD44+CD62L). На круговых диаграммах представлено относительное содержание 

популяций, продуцирующих 1, 2 или 3 цитокина одновременно в общем пуле 

цитокинпродуцирующих эффекторных CD8+ Т-лимфоцитов. Символом * отмечены достоверные 

различия между группами NSfull и NS124 (*: р<0.05, **: p<0.01, критерий Тьюки. Результаты 

сравнения с контролем не показаны на рисунке). B. Динамика относительного содержания 

антигенспецифичных цитокин-продуцирующих эффекторных CD8+ T-лимфоцитов на разных 

A.                                                                                        B. 

* 

*

** 

С. 

** 
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сроках после иммунизации. С. Показано распределение Т-лимфоцитов экспериментальных 

животных по уровню флуоресценции IFNγ. Представлены объединенные значения по каждой 

группе.  Символом * отмечены достоверные различия между группами NSfull и NS124 (*: р<0.05, 

**: p<0.01, t-критерий Стьюдента).     

 

Основными участниками цитокинового ответа выступили полифункциональные Т-

лимфоциты (IFNγ+IL2-TNFα+ и IFNγ+IL2+TNFα+). По относительному содержанию клеток 

данных популяций между группами NSfull и NS124 наблюдались статистически-значимые 

различия (p = 0.004; 0.00003). При этом, доля монопродуцентов IFNγ+IL2-TNFα-  и IFNγ-IL2-

TNFα+ в группе NS124 также была выше, чем в группе NSfull, хотя достоверных различий 

выявлено не было. В целом, соотношение цитокинпродуцирующих популяций у 

экспериментальных животных соответствовало полученному на сроке 8 дней после 

иммунизации. Также следует отметить, что в группе NS124 отмечалось увеличение не только 

процентного содержания цитокинпродуцирующих клеток, но и уровня экспрессии IFNγ в 

популяциях полифункциональных Т-лимфоцитов. Указанные различия иллюстрирует рис. 30.C, 

на которым изображено распределение IFNγ+IL2-TNFα- и IFNγ-IL2-TNFα+ Т-клеток по значениям 

флуоресценции IFNγ для указанных популяций в группах NSfull и NS124. 

  

5. Обсуждение 

Современные гриппозные вакцины представляют собой мультикомпонентные препараты, 

состав которых должен каждый год корректироваться в соответствии с рекомендациями ВОЗ. 

Инактивированные вакцины, подразделяющиеся на цельновирионные, расщепленные и 

субъединичные, индуцируют, преимущественно, гуморальный иммунный ответ, в следствие 

чего эффективная вакцинация возможна только при совпадении структуры поверхностных 

антигенов циркулирующих штаммов гриппа и штаммов, входящих в состав препарата. Живые 

гриппозные вакцины, благодаря мукозальному применению и способности к ограниченной 

пролиферации в верхних дыхательных путях вызывают формирование системного и локального 

иммунитета к вирусу гриппа, затрагивающего как B-, так и Т-клеточное звено иммунной 

системы. При этом, все существующие живые гриппозные вакцины обладают полноценным 

молекулярным механизмом подавления иммунного ответа организма-хозяина. Не исключено, 

что активность полноразмерного белка NS1, входящего в состав ЖГВ препятствует 

формированию иммунного ответа на слабоиммуногенные консервативные антигенные 

детерминанты вируса и не дает возможности вакцинному штамму индуцировать перекрестную 

защиту от широкого спектра штаммов гриппа. В настоящем исследовании изучалась 

возможность усиления иммуногенности антигенных детерминант вируса гриппа A/PR8/34 путем 
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подавления иммуносупрессорной функции белка NS1. Для этого на мышиной модели был 

проведен сравнительный анализ врожденного, а также адаптивного Т- и В-клеточного 

иммунного ответа на вирус гриппа с укороченным до 124 а.к. белком NS1 и на аналогичный 

штамм с полноразмерным белком NS1. На первом этапе работы была изучена патогенность и 

репликативная активность штаммов А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 в мышиных легких. Затем был 

оценен врожденный и системный адаптивный иммунный ответ на указанные штаммы при 

интраперитонеальной иммунизации, позволившей скомпенсировать различия в 

пролиферативном потенциале изучаемых вирусов. Была изучена возможность индукции 

гетеросубтипической и гетеротипической перекрестной защиты от вирусов A/Aichi/2/68 и 

B/Malaysia/06/04 при интраперитонеальной и интраназальной иммунизации. Были изучены 

локальные реакции врожденного и адаптивного иммунитета у иммунизированных животных 

после гетерологичного челленджа вирусом A/Aichi/2/68.  

Результаты, полученные на первом этапе работы, согласуются с литературными данными 

о различиях в репродуктивной активности штаммов с укороченным и полноразмерным белком 

NS1 в интерферон-компетентных системах, таких как респираторный тракт мышей [16,17]. 

Вирус А/PR/8/34-NS124 имел частично аттенуированный фенотип: данный штамм вызывал 

менее интенсивную потерю массы тела у зараженных животных, по сравнению с вирусом дикого 

типа. Вирус А/PR/8/34 характеризовался высокой патогенностью и вызывал гибель 

экспериментальных животных при заражении в дозе 3 log[ТИД50]/мышь. Уровень репликации 

А/PR/8/34-NS124 в легких мышей был, приблизительно, в 1500 раз ниже, чем у штамма А/PR/8/34 

при заражении в дозе 6 log[ТИД50]/мышь (см. рис 2). В то же время, интраназальное введение 

штаммов вируса гриппа с укороченным и полноразмерным белком NS1 индуцировало сходный 

уровень цитокинового ответа в легочной ткани через 24 ч после иммунизации, несмотря на 

значительную разницу в вирусной нагрузке (Рис. 3).  

Было показано, что инфекция патогенным штаммом с полноразмерным белком NS1 в 

дозе, вызывающей 36% летальность, индуцировала у выживших животных защиту не только от 

гетеросубтипического штамма A/Aichi/2/68, но и от гетеротипического вируса B/Malaysia/06/04. 

В тоже время, иммунизация вирусом с укороченным белком NS1 обеспечивала столь же 

эффективную защиту от указанных гетерологичных штаммов, несмотря на то что вирус 

А/PR/8/34-NS124 имел аттенуированный фенотип и характеризовался сниженным по сравнению 

с патогенным штаммом уровнем репликации. Таким образом, вирус с укороченным белком NS1 

показал преимущество по способности к индукции перекрестной защиты перед аналогичным 

штаммом с полноразмерным белком NS1, поскольку вызывал аналогичный уровень протекции, 

не приводя, при этом, к выраженной патологии.  
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Для эффективного сравнения иммуногенности штаммов с выраженными различиями в 

репродуктивной активности была использована интраперитонеальная иммунизация.  Анализ 

продукции цитокинов воспаления в перитонеальных смывах мышей, иммунизированных 

штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124, показал, что укорочение белка NS1 приводит к 

подавлению иммуносупрессорной активности вируса гриппа, что сопровождается значительным 

повышением продукции IFNβ, IL6, TNFα, IL12p70, IL27, MCP1, IL-10 и IL1β в ответ на 

иммунизацию (Рис. 6). Полученные данные свидетельствуют о дозозависимом характере 

цитокинового ответа на вируc гриппа, а также о более высокой иммуногенности штамма с 

укороченным белком NS1.  

Наиболее выраженные различия между вирусами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 были 

связаны с продукцией IFNβ, которая подавляется за счет взаимодействия белка NS1 с 

внутриклеточным паттерн-распознающим рецептором RIG-I и другими компонентами 

сигнального пути, активирующего экспрессию IFN I типа [507,508]. Поскольку продукция IFNα/β 

начинается на самых ранних этапах врожденного противовирусного иммунного ответа и влечет 

за собой активацию экспрессии множества IFN-индуцируемых генов (ISG), наблюдаемая в 

данной работе повышенная продукция интерлейкинов и хемокинов после иммунизации вирусом 

А/PR/8/34-NS124 является, вероятно, следствием высокой интерфероногенности данного 

штамма. Действие IFN I типа оказывает влияние на все звенья иммунитета и может повлечь за 

собой как положительные, так и отрицательные последствия для организма. С одной стороны, 

IFNα/β выступают в роли мощных стимуляторов созревания, дифференцировки и миграции 

профессиональных АПК. Показано, что под действием IFN I происходит усиление экспрессии 

MHCI/II и костимуляторных молекул CD40, CD80, CD83, CD86 [108]. Данные факторы являются 

связующим звеном между системами врожденного и адаптивного иммунитета. Взаимодействие 

наивных Т-лимфоцитов с IFNα/β-стимулированными АПК индуцирует поляризацию иммунного 

ответа по Th1-типу. Под воздействием IFN I интенсивно дифференцируются CD8+ 

цитотоксические Т-лимфоциты [114,115]. В целом, эффект от IFN I типа зависит от 

продолжительности воздействия и концентрации данных цитокинов в очаге инфекции. 

Кратковременное повышение концентрации IFN I на начальных этапах инфекции активирует 

иммунную систему, способствует элиминации патогена и формированию адаптивного 

иммунного ответа [111,113–115]. С другой стороны, длительное воздействие IFN I может 

привести к иммуносупрессии за счет активации синтеза противовоспалительных факторов IL-10 

и PDL1. Кроме того, интерфероны нередко обуславливают развитие иммунопатологии при 

острых вирусных инфекциях, а также являются одной из причин вторичных бактериальных 

осложнений при гриппе [509,510], поскольку угнетают продукцию IL-17 и дифференцировку 

Th17-лимфоцитов [510–512]. В настоящей работе было показано, что внутрибрюшинное 
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введение исследуемых штаммов вызывает незначительное увеличение концентрации IL-17A в 

перитонеальных смывах по сравнению с контролем. При этом, несмотря на ярко выраженные 

различия между группами NSfull и NS124 по продукции IFNβ, различий по уровню IL-17A 

выявлено не было. Поскольку вирусы гриппа с укороченным белком NS1 обладают 

ограниченной способностью к пролиферации в легочной ткани, иммунизация такими штаммами 

не приводит к хроническому усилению продукции IFN I в респираторном тракте, формированию 

иммунопатологии или иммуносупрессии. Как показано на рис. 3, интраназальное введение 

вируса А/PR/8/34-NS124 приводит к выраженной продукции IFN I и других провоспалительных 

цитокинов только на ранних сроках после иммунизации, после чего происходит снижение 

интенсивности цитокинового ответа. Напротив, в группе NSfull концентрация 

провоспалительных факторов с течением времени нарастает, что приводит к развитию 

иммунопатологии и может повлечь гибель животного, а также ослабить резистентность к 

бактериальным патогенам.  Тем не менее, вопрос о влиянии иммунизации вирусами с 

укороченным белком NS1 на развитие бактериальных инфекций респираторной системы тербует 

отдельного изучения.    

Заслуживают внимания также более выраженная способность штамма А/PR/8/34-NS124 

стимулировать продукцию IL-27 по сравнению с вирусом дикого типа (Рис. 6). IL-27 играет 

весьма неоднозначную роль в противовирусном иммунном ответе. С одной стороны, данный 

цитокин предотвращает развитие иммунопатологии: воздействие IL-27 препятствует чрезмерной 

инфильтрации легких нейтрофилами, а также регулирует ответ Th1 и Th17-лимфоцитов за счет 

непосредственного влияния на данные клетки, а также за счет усиления продукции IL-10 и 

дифференцировки популяции CD8+ Т-лимфоцитов, выполняющих регуляторную функцию. 

Показано, что введение IL-27 на пике развития инфекции существенно облегчает симптомы 

заболевания, снижает инфильтрацию легких и увеличивает выживаемость без существенного 

влияния на вирусовыделение [513]. С другой стороны, показано участие IL-27 в патогенезе 

вторичных бактериальных осложнений при гриппе. Мыши, не экспрессирующие рецептор IL-27 

обладали повышенной устойчивостью к заражению Streptococcus pneumoniae после гриппозной 

инфекции. У таких животных отмечалось увеличение доли γδT-лимфоцитов, продуцирующих IL-

17A, что способствовало усилению активности нейтрофилов на раннем этапе бактериальной 

инфекции. При этом, введение IL-27 подавляло дифференцировку γδT-клеток и снижало 

продукцию IL-17A [512]. Следует подчеркнуть, что все исследования, демонстрирующие 

ключевую роль IFN I типа и IL-27 в развитии вторичных бактериальных осложнений, были 

проведены на животных, перенесших естественную инфекцию, вызванную штаммами вируса 

гриппа с полноразмерным геном NS. Изучения вторичных бактериальных инфекций у животных, 

иммунизированных штаммами с нарушенной функцией белка NS1, не проводилось. 
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Исследования в данной области представляют большой интерес, поскольку для живой 

гриппозной вакцины FluMist была показана способность к индукции существенных изменений в 

структуре микробиома верхних дыхательных путей у человека. Изменения были ассоциированы 

с усилением экспрессии IFN-стимулированных генов и приводили к существенному увеличению 

доли таксонов Staphylococcus и Bacteroides в составе микробного сообщества носовых секретов 

[514]. С учетом высокго интерфероногенного потенциала вирусов с укороченным белком NS1, 

изучение влияния данных штаммов на состав микробиоты организма-хозяина имеет важное 

значение для оценки перспектив их клинического применения в качестве живых 

аттенуированных вакцин. 

Регуляторная функция IL-27 может объяснять усиление продукции IL-10, наблюдаемое в 

группе NS124 по сравнению с NSfull (Рис. 6). Показано, что IL-27 совместно с IL-2 стимулирует 

экспрессию IL-10 цитотоксическими Т-лимфоцитами за счет активации Blimp-1-зависимого 

сигнального пути [515]. Если предположить, что сходный характер цитокинового ответа имеет 

место и при внутрилегочном заражении, гиперпродукция IL-27 в группе NS124 по сравнению c 

NSfull может объяснить отсутствие летальной иммунопатологии у мышей, иммунизированных 

штаммом с укороченным белком NS1, несмотря на существенное повышение концентрации 

цитокинов TNFα, IL-1β и IL-6, действие которых может оказывать негативное влияние на 

организм при респираторных инфекциях [123,133,136].  

Анализ динамики относительного состава популяций врожденного иммунитета на фоне 

интраперитонеальной иммунизации показал, что внутрибрюшинное введение вирусов вызывает 

активную миграцию в брюшную полость моноцитов, макрофагов и нейтрофилов. Согласно 

литературным данным, именно эти клетки обеспечивают первую линию иммунной защиты при 

гриппе [516]. Резидентные макрофаги осуществляют фагоцитоз инфицированных клеток 

организма-хозяина, ограничивая распространение вируса [517]. Кроме того, они привлекают в 

очаг воспаления моноциты, дифференцирующиеся в макрофаги и дендритные клетки 

моноцитарного происхождения [518]. Нейтрофилы также принимают активное участие в 

фагоцитозе вирусных частиц и апоптотических клеток в очаге инфекции [519]. Помимо этого, им 

принадлежит важная роль в привлечении цитотоксических Т-лимфоцитов: согласно данным, 

полученным в работе Lim et al. [151], при перемещении нейтрофилы оставляют за собой 

хемокиновый след, содержащий преимущественно CXCL12, который направляет миграцию Т-

клеток. Известно, что у мышей нейтрофилы осуществляют MHCI-зависимую презентацию 

вирусных антигенов, а также экспрессируют костимуляторные молекулы CD80 и CD86 [520].  

Несмотря на то, что штамм А/PR/8/34-NS124 вызывал повышенную продукцию 

цитокинов, увеличение доли моноцитов, макрофагов и нейтрофилов в перитонеальных смывах 

происходило быстрее в ответ на иммунизацию штаммом с полноразмерным белком NS1 с 
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последующим выравниванием показателей. Известно, что IFN I типа способны оказывать как 

активирующее, так и ингибирующее влияние на клетки иммунной системы в зависимости от 

концентрации и продолжительности воздействия [521]. Кроме того, помимо провоспалительных 

факторов, концентрация которых оценивалась в данной работе, IFNα/β индуцируют экспрессию 

ряда противовоспалительных цитокинов, а также некоторых генов, отвечающих за индукцию 

апоптоза. Не исключено, что гиперпродукция IFNβ, наблюдавшаяся после введения мышам 

вируса А/PR/8/34-NS124, вызвала подавление миграции нейтрофилов и моноцитов в 

перитонеальную полость. Данный эффект может быть связан со способностью IFN I типа 

ингибировать эксперссию хемокинов CXCL1 и CXCL2 [522]. Кроме того, ингибирующее 

воздействие на миграцию нейтрофилов оказывает IL-27, концентрация которого в 

перитонеальных смывах у мышей из группы NS124 была существенно выше, чем у животных, 

иммунизированных штаммом с полноразмерным белком NS1.  

В работе анализировалась динамика относительного состава различных субпопуляций 

дендритных клеток. Данные иммуноциты гетерогенны по своему составу, происхождению, 

локализации и выполняемым функциям. Согласно литературным данным, CD11b+ и CD103+ ДК 

мигрируют во вторичные органы иммунной системы в процессе развития иммунного ответа. Пик 

интенсивности миграции достигается через 18 ч после заражения. После CCR7-зависимого 

проникновения в периферические органы иммунной системы, дендритные клетки осуществляют 

презентацию антигена наивным CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитам [181,182,186–188].  

Использованная панель флуорохром-конъюгированных антител позволила 

идентифицировать четыре субпопуляции дендритных клеток на основании экспрессии маркеров 

CD11b и CD103. Анализ динамики CD11bhi ДК, CD11b- ДК и CD103+ ДК позволяет 

предположить, что через 24 ч после иммунизации происходит выход дендритных клеток из зоны 

введения вируса. При этом в группе NS124 отмечалось более выраженное сокращение 

содержания ДК, что может являться признаком их усиленной миграции в периферические 

лимфоузлы для осуществления презентации антигена наивным Т-лимфоцитам [183,523]. Для 

проверки данного утверждения необходимы дополнительные исследования, позволяющие 

отследить траффик клеток врожденного иммунитета в периферические лимфоидные органы. Тем 

не менее, большое количество литературных данных, свидетельствующих об активирующем 

воздействии IFN I типа на миграцию АПК подтверждает это предположение [111–113]. Помимо 

интерферонов важную роль в активации дендритных клеток и поляризации иммунного ответа по 

Th1-направлению играет IL-12, уровень которого в группе NS124 также был существенно выше, 

чем в группе NSfull [524].  

Для оценки антигенпрезентирующей активности клеток врожденного иммунитета был 

проанализирован уровень экспрессии молекулы CD86 на поверхности профессиональных АПК 
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(клетки, конститутивно экспрессирующие MHCII). Анализ экспрессии CD86 широко 

применяется для изучения активации клеток врожденного и приобретенного иммунитета. 

Известно, что повышение экспрессии данного маркера сопряжено с созреванием АПК и 

презентацией антигенов [496,497]. Показано, что через 24 ч после иммунизации экспрессия CD86 

у мышей из группы NS124, была достоверно выше, чем в группе NSfull. По-видимому, данный 

эффект связан с отсутствием иммуносупрессорной активности у модифицированного белка NS1, 

что позволяет АПК животных, иммунизированных вирусом А/PR/8/34-NS124, поддерживать 

экспрессию CD86 на высоком уровне, в то время как у мышей, иммунизированных штаммом 

А/PR/8/34, исследуемый показатель снижался через 24 ч после введения вируса. Заслуживает 

внимания тот факт, что усиление экспрессии CD86 на АПК перитонеальной полости 

иммунизированных животных носило долговременный характер. Даже через 8 дней после 

введения вирусов уровень экспрессии исследуемого маркера в обеих экспериментальных 

группах был выше, чем в контроле. При этом между группами NSfull и NS124 также наблюдались 

достоверные различия.  

Данные о сохранении повышенного уровня экспрессии активационного маркера CD86 на 

поверхности антигенпрезентирующих клеток в течение длительного времени после введения 

вируса представляют интерес в контексте имеющихся в литературе сведений о важной роли 

памяти врожденного иммунитета в обеспечении перекрестной защиты. Известно, что многие 

популяции клеток врожденного иммунитета, в особенности макрофаги и NK-клетки, 

претерпевают ряд эпигенетических изменений в ходе воспалительных реакций. 

Ремоделирование хроматина и изменение профиля метилирования гистонов позволяет данным 

клеткам осуществлять более интенсивную продукцию цитокинов воспаления при 

взаимодействии с инфекционными агентами, с которыми организм ранее не контактировал. В 

результате, совокупность реакций, получившая в литературе название Trained innate immunity 

(TII), или память врожденного иммунитета, позволяет усилить неспецифическую резистентность 

организма [451–460,525]. Влияние вакцинации на формирование памяти врожденного 

иммунитета в настоящее время слабо изучено. Интерес исследователей данного вопроса 

сосредоточен, преимущественно, на изучении TII, формирующегося после иммунизации 

вакциной БЦЖ [458–460,526,527]. Роль памяти врожденного иммунитета в формировании 

поствакцинального иммунного ответа на вирус гриппа практически не исследована. Также пока 

не опубликовано ни одной работы, посвященной изучению влияния иммунизации вирусами 

гриппа с нарушенной функцией белка NS1 на формирование TII.  

Проведенный анализ факторов врожденного иммунитета позволяет утверждать, что 

укорочение белка NS1 до 124 а.к. способствует более эффективной презентации вирусных 

антигенов за счет усиления продукции провоспалительных цитокинов, интенсификации 
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миграции дендритных клеток, а также повышения уровня экспрессии костимуляторного фактора 

CD86, что, в совокупности, приводит к более выраженной стимуляции адаптивного иммунного 

ответа у мышей, иммунизированных штаммом А/PR/8/34-NS124. 

Изучение Т-клеточного иммунного ответа на различные антигенные детерминанты вируса 

гриппа продемонстрировало высокую иммуногенность штамма с укороченным белком NS1. При 

интраперитонеальной иммунизации, позволяющей обеспечить равную антигенную нагрузку, 

вирус гриппа А/PR/8/34-NS124 вызывал формирование повышенного числа 

антигенспецифичных эффекторных CD8+ Т-лимфоцитов по сравнению со штаммом с 

полноразмерным белком NS1. Наиболее выраженные различия между группами были выявлены 

по относительному содержанию полифункциональных Т-лимфоцитов, имеющих фенотип 

CD8+IFNγ+IL2-TNFα+ и CD8+IFNγ+IL2+TNFα+. Данное обстоятельство заслуживает особого 

внимания, поскольку, согласно обширным литературным данным, именно антигенспецифичные 

полифункциональные Т-клетки играют ключевую роль в обеспечении защиты от повторной 

инфекции. Полифункциональные Т-лимфоциты обладают высокой продолжительностью 

жизненного цикла. В отличие от монофонкциональных Т-клеток, представленных, в основном, 

IFNγ+IL2-TNFα- Т-лимфоцитами, полифункциональные Т-клетки присутствуют в циркуляции 

более одного года и служат источником для формирования долгоживущих клеток памяти [500]. 

При повторных вакцинациях той же вакциной их относительное содержание возрастает [260]. 

Показано также, что полифункциональные Т-лимфоциты вносят значительный вклад в 

формирование иммунного ответа на консервативные эпитопы белков вируса гриппа [260].  

Полученные в настоящей работе данные о повышенном уровне полифункциональных Т-

лимфоцитов, формирующемся в ответ на иммунизацию штаммом А/PR/8/34-NS124 по 

сравнению с вирусом дикого типа, хорошо согласуются с существующими представлениями о 

процессе дифференцировки данных популяций. Показано, что ключевую роль в формировании 

полифункциональных Т-лимфоцитов играют дендритные клетки, активированные в результате 

взаимодействия с агонистами сигнальных путей TLR7/8 и RIG-I.Известно, что мыши с 

нарушенной экспрессией RIG-I характеризуются формированием пониженного числа 

полифункциональных Т-клеток в ответ на иммунизацию и ослабленной защитой от 

гетерологичных штаммов вируса гриппа. При этом, введение таким животным IFN I типа 

приводило к усилению экспрессии CD86 и MHCII на RIG-I-/- ДК и частично восстанавливало 

процесс дифференцировки полифункциональных Т-лимфоцитов [265]. Учитывая, что белок NS1 

является мощным антагонистом IFN-сигналинга и осуществляет свою иммуносупрессорную 

функцию, в том числе, за счет непосредственного взаимодействия с RIG-I, наблюдаемые в 

настоящей работе различия в относительном содержании полифункциональных Т-лимфоцитов 

между группами NSfull и NS124 получают очевидное объяснение. Таким образом, на основании 
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полученных данных можно утверждать, что подавление иммуносупрессорной функции белка 

NS1 приводит к усилению иммуногенности Т-клеточных антигенных детерминант вируса 

гриппа. 

Анализ результатов оценки гуморального иммунитета к вирусам А/PR/8/34 и А/PR/8/34-

NS124 не позволяет сделать однозначных выводов о влиянии модификации белка NS1 на 

способность вирусов гриппа стимулировать B-клеточный иммунный ответ. С одной стороны, 

было показало, что укорочение гена NS1 негативно сказывается на продукции 

гемагглютинирующих антител. Оба штамма вызывали выраженный гуморальный иммунный 

ответ уже на седьмой день после интраперитонеальной иммунизации, однако титр грипп-

специфичных антител в РТГА был выше в группе NSfull. С другой стороны, общий уровень IgG, 

специфичных к вирусу гриппа был выше у мышей, иммунизированных штаммом с укороченным 

белком NS1.  Кроме того, в группе NS124, в отличие от NSfull отмечался существенный прирост 

общего содержания IgG к 21 дню после иммунизации (Рис. 19). Не вызывает сомнений, что 

гиперпродукция IFN I типа, наблюдаемая на ранних стадиях иммунного ответа на штамм 

А/PR/8/34-NS124, а также более выраженная способность вируса гриппа с укороченным белком 

NS1 вызывать Th1-поляризацию иммунного ответа оказывают влияние на В-клеточное звено 

иммунной системы. Не исключено, что повышенная иммуногенность вирусов с 

модифицированным NS-геном приводит к расширению спектра антигенных детерминант, на 

которые вырабатываются антитела. В результате, общий уровень гуморального иммунного 

ответа возрастает, однако относительное содержание гемагглютинирующих антител в общем 

пуле иммуноглобулинов падает, что и объясняет наблюдаемые различия. Для проверки данной 

гипотезы необходимы дальнейшие исследования с использованием отдельных В-клеточных 

эпитопов.  

Анализ литературных данных, посвященных роли IFN в регуляции В-клеточного 

иммунного ответа выявил противоречивость существующих взглядов на данную проблему. С 

одной стороны, существует большое число работ, указывающих на стимулирующую функцию 

IFN-I в отношении В-клеточного иммунитета. Согласно данным Braun et al., IFN-α/β снижают 

порог индукции B-клеток, тем самым способствуя формированию антительного ответа [528]. 

Также было показано, что мыши с нарушенной экспрессией рецепторов IFN-I демонстрируют 

сниженную продукцию антител [529]. Известно, что IFN-I обеспечивают усиление первичного 

антительного ответа на растворимые белки, стимулируя выработку всех подклассов IgG и 

индуцируя формирование долгоживущих В-лимфоцитов памяти [530]. Положительное влияние 

IFN-I на В-клеточный иммунный ответ было показано и в других работах [531–533].  Тем не 

менее, существуют свидетельства и негативного влияния IFN I на формирование B-клеточного 

иммунитета. В частности, в недавних исследованиях было показано, что выраженная экспрессия 
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IFN I в ответ на заражение LCMV подавляла антигензависимую дифференцировку В-

лимфоцитов за счет воздействия на дендритные клетки и CD4+ Т-лимфоциты. Установлено 

также, что в подавлении В-клеточного ответа важную роль играла IFN-зависимая продукция IL-

10 и TGFβ. Кроме того, в исследовании Sammicheli et al [534] было установлено, что введение 

мышам LCMV сопровождалось привлечением в лимфоузлы, дреннирующие область контакта с 

вирусом, IFN-активированных воспалительных моноцитов, экспрессирующих рецептор MCP-1 

(CCR2). Длительное взаимодействие данных клеток с LCMV-специфичными B-лимфоцитами 

приводило к подавлению продукции антител [535]. В настоящей работе отмечалась 

геперпродукция IFN-I в ответ на введение штамма А/PR/8/34-NS124, а также более выраженное 

усиление секреции IL-10 и MCP-1 в группе NS124 по сравнению с NSfull, что, принимая во 

внимание данные Moseman et al. [534], может приводить к подавлению В-клеточного 

иммунитета. Не исключено, что различия по уровню гуморального иммунного ответа на вирусы 

с укороченным и полноразмерным белком NS1 будут сильно зависеть от иммунизирующей дозы. 

Данный вопрос требует дополнительных исследований.  

Для оценки влияния интраперитонеальной иммунизации штаммами А/PR/8/34 и 

А/PR/8/34-NS124 на формирование перекрестной защиты от гетерологичных штаммов вируса 

гриппа мыши были заражены вирусами A/Aichi/2/68 и B/Malaysia/06/04 через 32 дня после 

иммунизации. Полученные данные позволяют заключить, что несмотря формирование 

выраженного Т- и В- клеточного ответа после интраперитонеального введения вирусов и наличие 

цитотоксических CD8+ Т-лимфоцитов, специфичных к высококонсервативным эпитопам белков 

вируса гриппа, присутствующим как в составе антигенов штамма A/PR8, так и в составе белков 

вирусов, использованных для гетерологичного челленджа, формирования перекрестной защиты 

не происходит. С другой стороны, интраназальная иммунизация мышей вирусами А/PR/8/34 и 

А/PR/8/34-NS124 в дозе, соответственно, 3 и 6 log[ТИД50]/мышь позволила полностью 

предотвратить заболевание при заражении штаммами A/Aichi/2/68 и B/Malaysia/06/04. 

Полученные результаты подчеркивают важность формирования локального иммунитета для 

обеспечения гетеросубтипической и гетеротипической защиты и свидетельствуют в пользу 

применения мукозальной вакцинации для профилактики гриппозной инфекции.  

В настоящее время опубликовано множество исследований, демонстрирующих важность 

резидентных клеток врожденного и адаптивного иммунитета для обеспечения защиты от гриппа 

[246–248]. Необходимо отметить, что для предотвращения заболевания необходимо не только 

наличие антигенспецифичных Т-лимфоцитов и антител, но и соблюдение балланса про- и 

противовоспалительных факторов иммунного ответа. Гиперпродукция цитокинов воспаления и 

массированная инфильтрация легких воспалительными моноцитами, макрофагами и 

нейтрофилами оказывают более разрушительное воздействие на легочную ткань, чем 
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пролиферация вируса. Об этом свидетельствуют результаты экспериментов, в которых было 

показано, что мыши с нарушенной экспрессией рецепторов IFN I легче переносят острую 

гриппозную инфекцию, что выражается в снижении патологии в легких и более высокой 

выживаемости, чем у животных дикого типа [119]. Также было установлено, что мыши, не 

экспрессирующие рецептор TNFR1 переносят заражение штаммом H5N1 значительно лучше, 

чем животные дикого типа [134]. Подавление экспрессии TNFα на фоне инфекции вирусом 

A/X31 (H3N2) снижало потерю веса и улучшало состояние зараженных животных [135]. 

Клеточные реакции адаптивного иммунитета также могут вызывать негативные последствия для 

организма. Показано, что адоптивный перенос CD8+ Т-лимфоцитов, специфичных к 

гемагглютинину вируса гриппа в легкие трансгенных мышей, конститутивно экспрессирующих 

HA на поверхности эпителиоцитов приводил к неконтролируемому повреждению легочной 

ткани и гибели животных [536]. Предотвращение иммунопатологии осуществляется за счет 

механизмов иммунного гомеостаза, которые на определенном этапе инфекции переключают 

иммунный ответ с провоспалительного на противовоспалительный. Основными участниками 

регуляторных реакций являются цитокины IL-10 и TGFβ, которые продуцируются Т-

регуляторными CD4+ -лимфоцитами, а также некоторыми популяциями CD8+ Т-клеток. Можно 

утверждать, что для обеспечения эффективной защиты от гриппозной инфекции необходимо 

формирование специфического микроокружения в области контакта с патогеном. Данное 

микроокружение должно сочетать в себе наличие антигенспецифичных Т-клеток и антител, 

обеспечивающих элиминацию патогена, а также регуляторных компонентов, препятствующих 

развитию иммунопатологии.  

Данные, полученные в настоящей работе позволяют заключить, что мукозальная 

иммунизация вирусами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124, в отличие от интраперитонеальной, может 

обеспечить формирование в легочной ткани специфического микроокружения, 

препятствующего развитию заболевания при заражении гетерологичными штаммами 

A/Aichi/2/68 и B/Malaysia/06/04. Следует подчеркнуть, что мукозальная иммунизация не 

предотвращала заражение: через 2 дня после введения A/Aichi/2/68 в легких иммунизированных 

животных наблюдался такой же уровень репликации вируса, как и у контрольных мышей. К 4 

дню после заражения данный показатель снижался в группе NS124, но полной элиминации 

патогена на данном сроке не происходило (Рис. 25). В группе NSfull уровень репликации штамма 

A/Aichi/2/68 достоверно не отличался от контрольной группы.  Тем не менее, уровень 

макрофагов, нейтрофилов и моноцитов  ̶  основных медиаторов иммунопатологии   ̶  у 

иммунизированных животных был существенно ниже, чем в контроле. Различия между группами 

NSfull и NS124 были выявлены по уровню цитокинов IFNα/β, IL-6, IL-23, GM-CSF. У мышей, 

иммунизированных штаммом с укороченным белком NS1, формировался гораздо менее 
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выраженный провоспалительный цитокиновый ответ на заражение гетерологичным штаммом по 

сравнению с группой, получавшей вирус с полноразмерным белком NS1. При этом, только в 

группе NS124 отмечалось достоверное снижение вирусной нагрузки по сравнению с контролем 

на 4 день после заражения. Полученные результаты позволяют предположить, что снижение 

уровня врожденного иммунного ответа на гетерологичное заражение в группе NS124 внесло 

существенный вклад в обеспечение выживаемости животных из данной группы. Похожие 

результаты были получены в работе Li et al., 2010 [537]. Авторы показали, что введение мышам 

аттенуированного штамма бактерии Bordetella pertussis предотвращает развитие 

иммунопатологии при последующем заражении летальной дозой вируса гриппа А. В работе было 

продемонстрировано существенное снижение провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6, TNFα, 

GM-CSF, IL-12 у иммунизированных животных в ответ на введение вируса. В статье Li et al. 

показана зависимость формирующейся перекрестной защиты от иммунизирующей дозы B. 

Pertussis: только высокие дозы (5*106 и 5*107 CFU) облегчали течение последующей гриппозной 

инфекции и частично предотвращали гибель животных, тогда как в группе, получавшей 5*105 

CFU, летальность составила 100%. Учитывая отсутствие общих Т- и В-клеточных эпитопов у 

вируса гриппа А и B. Pertussis можно заключить, что результаты, полученные в работе Li et al. 

связаны с воздействием бактериального агента на систему врожденного иммунитета. В разделе 

2.6 обзора литературы приведены другие примеры формирования перекрестной защиты от 

неродственных патогенов, а также описывается ряд механизмов, обеспечивающих 

неспецифическую резистентность (память врожденного иммунитета, TII).  Не исключено, что 

сходные механизмы обуславливают наблюдаемую в настоящем исследовании перекрестную 

защиту от вирусов A/Aichi/2/68 и B/Malaysia/06/04 после перенесения инфекции, вызванной 

введением штаммов А/PR/8/34 или А/PR/8/34-NS124. При этом, учитывая наличие у вирусов 

H1N1, H3N2 и вируса гриппа B общих эпитопов, необходимо также принимать во внимание 

действие механизмов адаптивного иммунитета.  

В разделе 4.5.6 приводятся данные, демонстрирующие повышенное, по сравнению с 

контролем, содержание Т-регуляторных лимфоцитов в легочной ткани у мышей, 

иммунизированных штаммами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 на 4 день после заражения вирусом 

A/Aichi/2/68. Анализировалось относительное содержание популяций периферических Т-регов 

(pTreg, FOXP3+Helios-) и Т-регуляторных лимфоцитов тимического происхождения (tTreg, 

FOXP3+Helios+). В группе NS124 относительное содержание tTreg было, в среднем, выше, чем в 

группе NSfull, однако статистически-значимых различий между группами выявлено не было. 

Уровень периферических Т-регов (pTreg) на данном сроке был примерно одинаков во всех трех 

группах. Согласно литературным данным [484], FOXP3+Helios+ Т-реги (tTreg) характеризуются 

наиболее выраженной иммуносупрессорной активностью по сравнению с другими популяциями 
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регуляторных лимфоцитов. Не исключено, что Т-регуляторные лимфоциты могут вносить 

существенный вклад в наблюдаемые различия в уровне нейтрофильной и макрофагальной 

инфильтрации легких у иммунизированных и не иммунизированных животных через 4 дня после 

вторичного заражения. Активностью Т-регуляторных лимфоцитов может быть также объяснено 

снижение уровня провоспалительных цитокинов в группе NS124. Учитывая наблюдаемые 

различия между группами NSfull и NS124 по концентрации цитокинов в легочной ткани, можно 

предположить, что регуляторные Т-лимфоциты, дифференцирующиеся после иммунизации 

вирусом с укороченным белком NS1, характеризуются повышенной функциональной 

активностью по сравнению с Т-регуляторными клетками, формирующимися после перенесения 

инфекции, вызванной вирусом с полноразмерным белком NS1. Косвенным подтверждением 

данной гипотезы является установленная в данной работе повышенная иммуногенность вируса 

А/PR/8/34-NS124 в отношении эффекторных Т-лимфоцитов. На рис. 30В показано, что через 21 

день после иммунизации уровень антигенспецифичных Т-лимфоцитов практически совпадает в 

группах NSfull и NS124, однако после заражения вирусом A/Aichi/2/68 в группе NS124 

происходит существенное увеличение доли антигенспецифичных эффекторных Т-клеток, что 

может свидетельствовать о повышенном пролиферативном потенциале клонов, 

сформировавшихся в результате иммунизации штаммом А/PR/8/34-NS124. Также, в рамках 

данного диссертационного исследования было показано, что антигенспецифичные 

полифункциональные Т-лимфоциты, сформировавшиеся после иммунизации штаммом 

А/PR/8/34-NS124, характеризуются повышенной экспрессией IFNγ по сравнению с 

аналогичными клетками у животных из группы NSfull (Рис. 17, Рис. 18D, Рис 30С), что 

свидетельствует о более высокой функциональной активности эффекторных Т-клеток у 

животных из группы NS124. Аналогичный эффект иммунизация вирусом с укороченным белком 

NS1 может оказывать и на Т-регуляторные лимфоциты, индуцируя дифференцировку более 

высокого числа антигенспецифичных Т-регов, усиленно продуцирующих регуляторные 

цитокины, такие как IL-10, TGFβ, IL-35. Для подтверждения этой гипотезы необходимы 

дальнейшие исследования с применением методов, позволяющих оценить антигенную 

специфичность и функциональную активность регуляторных Т-лимфоцитов, формирующихся в 

ходе иммунизации штаммами вируса гриппа с полноразмерным и укороченным белком NS1.   

Несмотря на сходный уровень регуляторных клеток и наличие антигенспецифичных Т-

лимфоцитов как в группе NS124, так и в группе NSfull, только у животных, иммунизированных 

штаммом с укороченным белком NS1, отмечалась 100% выживаемость при заражении вирусом 

A/Aichi/2/68 (Рис. 25). По-видимому, это связано с формированием более выраженного Т-

клеточного иммунного ответа в группе NS124 (Рис. 30). Наличием большего числа 
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антигенспецифичных CD8+ Т-лимфоцитов может быть также объяснено снижение вирусной 

нагрузки в группе NS124 на 4 день после заражения.  

Была отмечена зависимость уровня протекции от заражающей дозы исследуемых вирусов. 

Введение штамма А/PR/8/34-NS124 в дозе 6 log[ТИД50], вызывавшее небольшое снижение массы 

тела животных (Рис. 2), приводило к формированию полноценной защиты от вирусов 

A/Aichi/2/68 и B/Malaysia/06/04 (Рис. 4). В то же время, использование менее высокой дозы (5 

log[ТИД50]), не вызывавшей симптомов заболевания, не позволило сформировать эффективную 

защиту от вируса B/Malaysia/06/04. Таким образом, можно утверждать, что иммунизация мышей 

вирусом А/PR/8/34-NS124 в дозе, вызывающей лишь незначительную потерю массы тела по 

сравнению с контролем позволяет достичь такого же уровня гетеротипической и 

гетеросубтипической защиты, который индуцирует сублетальная инфекция, вызванная штаммом 

дикого типа, сопровождающаяся существенной потерей массы тела и частичной гибелью 

экспериментальных животных.  

Проведенные исследования свидетельствуют о ключевой роли мукозального иммунитета 

в обеспечении гетерологичной защиты, а также раскрывают механизмы формирования 

иммунного ответа на вирусы гриппа с укороченным белком NS1 и служат теоретическим 

обоснованием использования таких штаммов в качестве живых аттенуированных гриппозных 

вакцин и векторов. Не исключено, что для создания вакцины на основе штамма А/PR/8/34-NS124 

требуется его дополнительная аттенуация. 

Рекомендации и перспективы дальнейшей̆ разработки темы исследования 

Результаты, полученные в рамках проведенного диссертационного исследования, 

расширяют существующие представления о механизмах индукции гетеросубтипического и 

гетеротипического иммунитета при гриппозной инфекции и вакцинации аттенуированным 

штаммом, а также ставят ряд новых вопросов, очерчивающих перспективу дальнейших 

исследований в данной области. В свете полученных данных о формировании гетерологичной 

защиты от вирусов гриппа B в результате мукозальной иммунизации штаммом А/PR/8/34-NS124 

представляется необходимым проведение дальнейших исследований, направленных на 

выявление медиаторов наблюдаемой протекции, изучение вклада Т-регуляторных лимфоцитов, 

резидентных Т-клеток памяти и клеток врожденного иммунитета в формирование перекрестной 

защиты, а также оценки продолжительности полученных эффектов. 

 

ВЫВОДЫ 

1. У мышей, перенесших тяжелую гриппозную инфекцию, вызванную вирусом А/PR/8/34 

(H1N1) формируется перекрестная защита, предотвращающая летальность при заражении 

вирусами гриппа А (H3N2) и В. Равноценный эффект достигается при интраназальной 
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иммунизации аттенуированным вирусом А/PR/8/34-NS124 (H1N1) с удаленным 

эффекторным доменом белка NS1. 

2. При интраперитонеальной иммунизации мышей вирусами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124 

в условиях равной антигенной нагрузки, вирус с укороченным белком NS1 стимулирует 

(i) более высокую продукцию цитокинов IFNβ, IL-27, TNFα, IL-6, IL-1β, IL-12p70, MCP1, 

IL-10 и костимулирующего фактора CD86; (ii) усиленный CD8+ Т-клеточный ответ к 

эпитопам белков  вируса гриппа NP366-374 (p = 0.013),  NP196-210 (p = 0.05), NS1108-124 (p = 

0.015) и HA474-483 (p = 0.03) и (iii) повышенную  продукцию вирус специфических IgG 

антител (р < 0.0001). 

3. Интраперитонеальная иммунизация вирусами А/PR/8/34 и А/PR/8/34-NS124, несмотря на 

формирование выраженного Т-клеточного и антительного ответов, не приводит к 

развитию гетерологичной защиты.  

4. Интраназальная иммунизация мышей вирусом А/PR/8/34-NS124 (H1N1) не 

предотвращает заражение гетерологичным штаммом A/Aichi/2/68 (H3N2), однако 

приводит к уменьшению вирусной нагрузки (p = 0.03), снижению уровня продукции 

провоспалительных цитокинов и ограничению макрофагальной и нейтрофильной 

инфильтрации легочной ткани.  

Список сокращений 

ADCC Антителозависимая цитотоксичность 

ASC Антителосекретирующие клетки 

CD Кластер дифференцировки 

CFU Колониеобразующие единицы 

CTL Цитотоксические лимфоциты 

DPBS Натрий-фосфатный буфер 

GFP Зеленый флуоресцентный белок 

GM-CSF Гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 

HLA Человеческие лейкоцитарные антигены 

BALT Ассоциированная с бронхами лимфоидная ткань 

IFN Интерферон 

IL Интерлейкин 

ISG Интерферон-зависимые гены 

LCMV Вирус лимфоцитарного хориоменингита 

LD50 50% летальная доза 
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MALT Ассоциированная со слизистыми лимфоидная ткань 

MCP Фактор хемотаксиса моноцитов 

MDCK Клетки почки собаки 

MedFI Медианная интенсивность флуоресценции 

MFI Средняя интенсивность флуоресценции 

MHC Молекулы главного комплекса гистосовместимости 

NEP Белок ядерного экспорта 

NK Естественные киллеры 

NLR NOD-подобные рецепторы 

NS1 Неструктурный белок 1 

NS124 Группа, получавшая вирус гриппа А/Puerto Rico/8/1934 (H1N1), 

кодирующий укороченный до 124 а.к. белок NS1  

NSfull Группа, получавшая вирус гриппа А/Puerto Rico/8/1934 (H1N1), 

кодирующий полноразмерный белок NS1 

PBMC Мононуклеары периферической крови человека 

PI Индекс полифункциональности 

PKR Протеин киназа R 

PRR Паттерн-распознающие рецепторы 

pTreg Периферические регуляторные Т-клетки 

RNP Рибонуклеопротеин 

TCR Т-клеточный рецептор 

Tem Эффекторные Т-клетки памяти 

Th Т-хелперы 

TII Память врожденного иммунитета 

TLR Toll-подобные рецепторы 

TNF Фактор некроза опухолей 

TNFR Рецептор фактора некроза опухолей 

tTreg Тимические регуляторные Т-клетки 

WHO Всемирная Организация Здравоохранения (ВОЗ) 

АПК Антигенпрезентирующие клетки 

БЦЖ Бацилла Кальмета - Герена 

ДК Дендритные клетки 

ЖГВ Живая гриппозная вакцина 
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ИГВ Инактивированная гриппозная вакцина 

ИФА Иммуноферментный анализ 

кДК Классические дендритные клетки 

моДК Дендритные клетки моноцитарного происхождения 

пДК Плазмацитоидные дендритные клетки 

РГА Реакция гемагглютинации  

РКЭ Развивающиеся куриные эмбрионы 

РТГА Реакция торможения гемагглютинации 

ТИД50 50% тканевая инфекционная доза 
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