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Область техники 

Настоящее изобретение относится к вакцинным композициям, содержащим пептиды гриппа, и 
применению таких композиций для лечения и предотвращения инфекции вирусом гриппа. 

Уровень техники 

Грипп представляет собой значительную мировую медицинскую проблему, ежегодно инфицирует-
ся более 20% населения Земли, что приводит к более, чем 5 миллионов случаев серьезных заболеваний и 
>300000 смертей по всему миру. Согласно оценкам, только в США каждый год с инфекцией гриппом 
связывают >30000 смертей и приблизительно 300000 случаев госпитализации. Учитывая недавнее появ-
ление нового тяжелого и потенциально рецидивирующего сезонного заболевания, Всемирная Организа-
ция Здравоохранения рекомендует проводить широкомасштабные кампании по вакцинации, которые 
снижают частоту возникновения вызванного гриппом воспаления легких. Для эффективного снижения 
частоты возникновения гриппа потребуется непрерывный и интенсивный эпидемический надзор, увели-
чение использования доступных на сегодняшний день вакцин против гриппа и наличие альтернативных 
вакцин и противовирусных лекарственных средств, способных обеспечивать более широкую защиту от 
штаммов гриппа с антигенным сдвигом и дрейфом генов. Успешные кампании по вакцинации против 
гриппа могут иметь огромное социальное и экономическое значение. 

Иммунный ответ на грипп регулируется как врожденным, так и адаптивным иммунитетом. Врож-
денный иммунный ответ на грипп ограничивает начальную репликацию вируса, но является относитель-
но неспецифическим. Для эффективного выведения вируса гриппа требуется устойчивый адаптивный 
иммунный ответ, активирующий как гуморальный, так и клеточный иммунитет. Гуморальный иммуни-
тет, который опосредуется секреторными антителами IgA и IgM, обеспечивает защиту от установления 
начальной инфекции, тогда как антитела IgG нейтрализуют вновь реплицирующийся вирус при устано-
вившейся инфекции. 

Целью стандартных вакцин против гриппа является индукция гуморального иммунитета против ви-
руса гриппа. Однако эти вакцины не являются полностью протективными из-за возникновения антиген-
ных вариаций. Помимо этого считают, что Т-клеточные ответы могут играть ключевую роль в защите от 
гриппа. CD4+ Т-клетки играют важную роль в переключении изотипов на IgG и в продукции антител с 
более высокой аффинностью и ЦТЛ (цитотоксических лимфоцитов) памяти. У людей гемагглютинин 
(ГА)-специфичные CD4+ Т-клетки пролиферируют после вакцинации против гриппа и способствуют 
развитию гетеросубтипических ответов антител (гуморального иммунитета) против гриппа. CD8+ цито-
токсические Т лимфоциты (ЦТЛ) опосредуют выведение вируса и, как было показано, характеризуются 
перекрестно-реактивными ответами на различные субтипы вируса гриппа А. Это может объяснить отно-
сительную редкость заболевания среди людей старшего поколения, которые ранее получали вакцинацию 
против гриппа или которые ранее подвергались воздействию гриппа. 

Вакцины против гриппа, представленные на сегодняшний день на рынке, ежегодно обновляются. 
Их разработка основывается на ежегодных рекомендациях ВОЗ относительно штаммов, и их производят 
до начала сезона гриппа или пандемии. Имеющиеся на сегодняшний день вакцины против гриппа вызы-
вают защитный гуморальный иммунный ответ против гликопротеинов ГА и нейраминидазы (НА) на по-
верхности вириона. Однако вирусные гликопротеины ГА и НА в большой степени подвержены частому и 
непредсказуемому антигенному сдвигу и менее частым, но более серьезным мутациям дрейфа генов, кото-
рые приводят к отсутствию распознавания антителами. В связи с этим требуется частая разработка новых 
вакцин, соответствующих актуальному серотипу или серотипам вируса, инфицирующих популяцию лю-
дей. Соответственно, существующие вакцины против гриппа являются дорогостоящими в производстве, и 
маловероятно, что они будут защищать от новых штаммов, которые возникают в межсезонье (например, 
свиной грипп H1N1 2009 года, H5N1, H7N9). Более того, данные вакцины разработаны для обеспечения 
защиты на основе антител, и лишь незначительное внимание было уделено индукции Т-клеточных ответов, 
которые являются важными для устранения инфицированных вирусом клеток из организма. 

Несколько четырехвалентных вакцин (защищающих от двух вирусов гриппа А и от двух вирусов 
гриппа В) были одобрены FDA (Food and Drug Administration, Управлением по контролю качества продук-
тов питания и лекарственных средств США). Хотя эти вакцины обеспечивают более широкую защиту по 
сравнению с обычными вакцинами против гриппа, все же маловероятно, что они будут защищать от новых 
штаммов, которые возникают в межсезонье; также эти вакцины являются дорогостоящими в производстве. 
Кроме того, как и обычные вакцины против гриппа, четырехвалентные вакцины не позволяют вызывать Т-
клеточные ответы, которые важны для устранения инфицированных вирусом клеток из организма. 

Вследствие этого желательно иметь "универсальную" вакцину против гриппа, обеспечивающую 
широкую защиту от всех сезонных штаммов гриппа и пандемических штаммов на годы, если не на всю 
жизнь. Разработка эффективной универсальной вакцины против гриппа уменьшит страх перед будущими 
пандемиями гриппа и будет более экономически выгодной, чем разработка и производство ежегодных 
сезонных вакцин против гриппа, как происходит в текущей практике. 

Несколько составов универсальных вакцин находятся на стадии разработки. Эти универсальные 
вакцины можно в общем смысле охарактеризовать по типу защитного иммунного ответа, который они 
стимулируют: 1) В-клеточные ответы (антитело), 2) Т-клеточные ответы, или 3) как В-, так и Т-
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клеточные ответы. Kanekiyo с соавторами создали наночастицы ГА (ГА, слитый с ферритином), индуци-
рующие высокий титр ответов антитела, которые обеспечивают охват множества штаммов гриппа. Кли-
нические исследования данной вакцины еще не начаты. Вакцина на основе Т-клеток, нацеленная на че-
тыре относительно консервативных эпитопа в вирусном геноме, также находится в процессе разработки. 
Т-клеточную вакцину на основе высококонсервативных CD4-эпитопов оценивали в провокационном 
исследовании II фазы с положительными защитными ответами против различных штаммов гриппа, 
включая пандемические штаммы. Рекомбинантная полиэпитопная вакцина, называемая Multimeric-001, 
которая содержит В-клеточный, CD4 Т-клеточный и CD8 Т-клеточный консервативные эпитопы из девя-
ти различных белков гриппа, исследуется на ранней стадии клинических исследований. Вакцина на ос-
нове слитого белка, состоящего из нуклеопротеина (НП) и В-клеточного эпитопа М2е, связанных с адъ-
ювантом и пептидом М2е в наночастице золота, в комбинации с CpG, также находится на стадии разра-
ботки. Большинство из упомянутых выше вакцин применяют совместно с различными адъювантами, 
которые часто вызывают побочные эффекты при клиническом применении. 

Краткое описание изобретения 

Настоящее изобретение относится к композиции вакцины против гриппа, которая стимулирует им-
мунный ответ, одновременно позволяя избежать побочных клинических эффектов, часто связанных с 
вакцинами, содержащими адъювант. В одном аспекте композиция вакцины стимулирует как продукцию 
антител, специфичных к вирусу гриппа, так и Т-клеточный ответ против вируса гриппа. Стимуляция как 
гуморальных, так и клеточных ответов позволяет вакцине имитировать иммунный ответ на природную 
вирусную инфекцию (Фиг. 1). Композиция вакцины может обеспечить защиту как от сезонных, так и от 
пандемических штаммов гриппа, например, композиция вакцины может представлять собой универсаль-
ную вакцину. 

Авторы настоящего изобретения неожиданно обнаружили, что наночастицу, например, наночасти-
цу золота, можно применять для индукции эффективного ответа на композицию вакцины, разработан-
ную для стимуляции как продукции антител, специфичных к вирусу гриппа, так и Т-клеточного ответа 
против вируса гриппа. Применение наночастицы устраняет необходимость добавлять в композицию вак-
цины традиционный адъювант. Это позволяет снизить вероятность нежелательных реакций у индиви-
дуума после введения композиции вакцины. 

Авторы настоящего изобретения также идентифицировали множество консервативных пептидов, 
которые являются консервативными у различных вирусов гриппа и презентируются молекулами ГКГС 
на клетках, инфицированных данными вирусами. Включение в композицию вакцины таких консерватив-
ных пептидов может обеспечивать защитную способность против как сезонных, так и пандемических 
штаммов гриппа. Включение в композицию вакцины множества консервативных пептидов, которые свя-
зываются с различными супертипами HLA, приводит к получению вакцины, которая является эффектив-
ной у индивидуумов с различными типами HLA. 

Соответственно, в настоящем изобретении предложена композиция вакцины, содержащая один или 
более иммуногенных пептидов вируса гриппа, присоединенных к наночастице. 

В настоящем изобретении также предложены: композиция вакцины, содержащая пептид вируса 
гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, и пептид вируса гриппа, который содержит В-
клеточный эпитоп, причем каждый пептид присоединен к наночастице; композиция вакцины, содержа-
щая пептид вируса гриппа, который содержит один или более CD8+ Т-клеточных эпитопов, представ-
ленных в SEQ ID NO: 1-18, причем пептид присоединен к наночастице; 

способ предотвращения или лечения инфекции вирусом гриппа, включающий введение компози-
ции вакцины согласно настоящему изобретению индивидууму, инфицированному или подверженному 
риску инфицирования вирусом гриппа; и композиция вакцины согласно настоящему изобретению для 
применения в способе предотвращения или лечения инфекции вирусом гриппа у индивидуума. 

Краткое описание фигур 

Фиг. 1. Вакцина для имитации адаптивного иммунного ответа, вызываемого вирусной инфекцией. 
Фиг. 2. Подтверждение грипп-специфичных пептидных последовательностей. 
Фиг. 3. ЦТЛ, специфичные к эпитопам (Р1-Р5), полученные in vitro с применением МКПК (моно-

нуклеарных клеток периферической крови) человека, распознают как нагруженные пептидом (изображе-
ние А), так и инфицированные различными вирусами гриппа (изображение В) клетки-мишени. 

Фиг. 4. ЦТЛ, специфичные к эпитопам (Р1-Р5), полученные in vivo в трансгенных мышах HLA A2, 
распознают как нагруженные пептидом (изображение В), так и инфицированные различными вирусами 
гриппа (изображение С) клетки-мишени. 

Фиг. 5. Эпитопы, встроенные в НЧ (наночастицы, НЧ 1-5), активируют специфичные к различным 
вирусам гриппа ЦТЛ в трансгенных мышах HLA A2. Изображение А и В: ELISpot (метод иммунофер-
ментных пятен); Изображение С: экспрессия CD107. 

Фиг. 6. Иммунизация пептидом М2е + адъювантом (Пеп.6) или в НЧ (НЧ 6) индуцирует специфич-
ный ответ антител (изображение А). На свободный пептид без адъюванта ответ антител отсутствует 
(изображение В). 

Фиг. 7. Антисыворотка, специфичная к пептиду М2е, связывается с эпитопом М2е на клетках, ин-



045224 

- 3 - 

фицированных вирусом гриппа (PR8, Х-31 или JAP (зеленый, голубой, красный, соответственно). 
Фиг. 8. Нейтрализация инфекции, опосредованная антителами против М2е. Сыворотка, использо-

ванная на верхних изображениях, была выделена от мышей, иммунизированных пептидом, на нижний 
изображениях - от мышей, иммунизированных НЧ. 

Фиг. 9. Встречающийся в природе ответ антител против М2е у здоровых индивидуумов, которые 
подвергались воздействию вируса гриппа. 

Фиг. 10. Обнаружение заранее существующих эпитоп-специфичных ЦТЛ с помощью анализа 
МКПК от сероположительных к лихорадке денге индивидуумов на основе декстрамера. 

Фиг. 11. Эпитоп-специфичные ЦТЛ у сероположительных индивидуумов распознают нагруженные 
пептидом (Пеп.) и инфицированные вирусом лихорадки денге (DV2) клетки-мишени. 

Фиг. 12. CD8-эпитопы, встроенные в более длинные пептиды, процессируются и презентируются на 
АПК (антигенпрезентирующих клетках). Верхнее изображение, комплексы SIIN:Kb, обнаруженные с 
помощью проточной цитометрии. Нижнее изображение, SIIN-специфичная активация Т-клеток в анализе 
гибридомы. 

Подробное описание изобретения 

Вакцинные композиции, стимулирующие гуморальные и клеточные ответы. 
В настоящем изобретении предложена композиция вакцины, содержащая один или более иммуно-

генных пептидов вируса гриппа, присоединенных к наночастице. В частности, композиция вакцины со-
держит пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, и пептид вируса гриппа, 
который содержит В-клеточный эпитоп, причем каждый пептид присоединен к наночастице. 

Эта композиция вакцины характеризуется множеством преимуществ по сравнению с обычными 
вакцинами против гриппа, известными в данной области техники. Ключевые преимущества обобщены в 
настоящем документе. Однако другие преимущества будут очевидны из приведенного ниже обсуждения. 

Во-первых, композиция вакцины согласно настоящему изобретению в качестве преимущества со-
держит пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, и пептид вируса гриппа, 
который содержит В-клеточный эпитоп. Вследствие этого композиция вакцины способна стимулировать 
как клеточные, так и гуморальные иммунные ответы на вирус гриппа. Как описано выше, гуморальные 
иммунные ответы обеспечивают первую линию защиты от инфекции вирусом гриппа. В частности, сек-
реторные антитела IgA и IgM защищают от установления начальной инфекции вирусом гриппа, напри-
мер, путем предотвращения присоединения вируса к эпителиальным клеткам на слизистых поверхно-
стях. Затем во время установившейся инфекции антитела IgG нейтрализуют вновь реплицирующийся 
вирус, чтобы помочь минимизировать размножение вируса. Вследствие этого гуморальные ответы игра-
ют важную роль в предотвращении и лечении инфекции вирусом гриппа. Однако клеточные ответы, в 
особенности, Т-клеточные ответы, также важны. CD4+ Т-клетки контролируют переключение изотипов 
на IgG и, вследствие этого, нейтрализацию реплицирующегося вируса. CD4+ Т-клетки также способст-
вуют продукции антител с более высокой аффинностью и цитотоксических Т-лимфоцитов (ЦТЛ) памяти. 
CD8+ ЦТЛ сами по себе опосредуют выведение вируса благодаря своей цитотоксической активности в 
отношении инфицированных клеток. Вследствие этого стимуляция как гуморального, так и клеточного 
иммунитета обеспечивает выгодную двунаправленную атаку против инфекции вирусом гриппа. 

Во-вторых, каждый пептид вируса гриппа в композиции вакцины присоединен к наночастице, напри-
мер, наночастице золота. Как более подробно описано ниже, присоединение к наночастице снижает или уст-
раняет необходимость добавлять в композицию вакцины адъювант. Таким образом, композиция вакцины с 
меньшей вероятностью вызовет побочные клинические эффекты после введения индивидууму. 

Пептиды вируса гриппа. 
Композиция вакцины согласно настоящему изобретению содержит один или более иммуногенных 

пептидов вируса гриппа. Композиция вакцины может содержать от приблизительно одного до приблизи-
тельно 50 пептидов вируса гриппа, например, приблизительно от 2 до 40, от 30 до 30, от 4 до 25, от 5 до 
20, от 6 до 15, 7, 8, 9 или 10 пептидов вируса гриппа. Каждый пептид содержит один или более эпитопов, 
которые могут представлять собой CD8+ Т-клеточный эпитоп, CD4+ Т-клеточный эпитоп и/или В-
клеточный эпитоп. 

В одном аспекте композиция вакцины содержит пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-
клеточный эпитоп, и пептид вируса гриппа, который содержит В-клеточный эпитоп. 

Пептид вируса гриппа представляет собой пептид, который экспрессируется одним или нескольки-
ми вирусами гриппа. Вирусы гриппа являются хорошо известными членами семейства Orthomyxovirdae. 
Существуют сотни штаммов вируса гриппа, которые можно классифицировать на три основные катего-
рии, грипп А, грипп В или грипп С, в зависимости от белков ГА и НА, которые они экспрессируют. 
Композиция вакцины может содержать пептиды вируса гриппа из множества штаммов гриппа, напри-
мер, от 1 до 2000, от 100 до 1900, от 200 до 1800, от 300 до 1700, от 400 до 1600, от 500 до 1500, от 600 до 
1400, от 700 до 1300, от 800 до 1200 или от 900 до 1100 штаммов гриппа. Например, композиция вакци-
ны может содержать один или более пептидов вируса гриппа из гриппа А, гриппа В и/или гриппа С. Та-
ким образом, пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, может представлять 
собой пептид, который экспрессируется вирусом гриппа А, гриппа В и/или гриппа С. Пептид вируса 
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гриппа, который содержит В-клеточный эпитоп, может представлять собой пептид, который экспресси-
руется вирусом гриппа А, гриппа В и/или гриппа С. Пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-
клеточный эпитоп, и пептид вируса гриппа, который содержит В-клеточный эпитоп, могут представлять 
собой пептиды, которые экспрессируются одним и тем же штаммом гриппа, таким как грипп А, грипп В 
или грипп С. В качестве альтернативы, пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный 
эпитоп, и пептид вируса гриппа, который содержит В-клеточный эпитоп, могут представлять собой пеп-
тиды, которые экспрессируются различными штаммами гриппа. 

Если пептид вируса гриппа представляет собой пептид, который экспрессируется вирусом гриппа 
А, вирус гриппа А может представлять собой, например, H1N1, H5N1, Н7Н9 или H3N2. В предпочти-
тельном варианте пептид вируса гриппа экспрессируется двумя или более вирусами гриппа A H1N1, 
H5N1, Н7Н9 и H3N2, такими как, например, H1N1 и H3N2. Пептид вируса гриппа может представлять 
собой пептид, который экспрессируется вирусом гриппа человека, вирусом гриппа свиней и/или вирусом 
гриппа птиц. Вирус гриппа может представлять собой пандемический вирус гриппа или потенциально 
пандемический вирус гриппа. Вирус гриппа может представлять собой зоонозный вирус гриппа. 

Пептид вируса гриппа может представлять собой пептид, который экспрессируется на поверхности 
одного или нескольких вирусов гриппа, или внутриклеточно в одном или нескольких вирусах гриппа. 
Пептид может представлять собой структурный пептид или функциональный пептид, такой как пептид, 
участвующий в метаболизме или репликации вируса гриппа. В предпочтительном варианте пептид пред-
ставляет собой внутренний пептид. В предпочтительном варианте пептид является консервативным сре-
ди двух или более различных штаммов гриппа. 

Пептид вируса гриппа может содержать любое число аминокислот, т.е. его длина может быть лю-
бой. Как правило, пептид вируса гриппа составляет от приблизительно 8 до приблизительно 30, 35 или 
40 аминокислот в длину, например, от приблизительно 9 до приблизительно 29, от приблизительно 10 до 
приблизительно 28, от приблизительно 11 до приблизительно 27, от приблизительно 12 до приблизи-
тельно 26, от приблизительно 13 до приблизительно 25, от приблизительно 13 до приблизительно 24, от 
приблизительно 14 до приблизительно 23, от приблизительно 15 до приблизительно 22, от приблизи-
тельно 16 до приблизительно 21, от приблизительно 17 до приблизительно 20 или от приблизительно 18 
до приблизительно 29 аминокислот в длину. 

Пептид вируса гриппа может быть получен химическим способом из полипептида антигена вируса 
гриппа, например, путем протеолитического расщепления. Более часто пептид вируса гриппа может 
быть синтезирован с помощью способов, хорошо известных в данной области техники. 

Термин "пептид" включает не только молекулы, в которых аминокислотные остатки связаны пеп-
тидными (-CO-NH-) связями, но также молекулы, в которых пептидная связь реверсирована. Такие рет-
ро-инверсированные пептидомиметики можно получить с применением способов, известных в данной 
области техники, например, таких как способы, описанные в публикации Meziere et al (1997) J. 
Immunol.159, 3230-3237. Этот подход включает получение псевдопептидов, содержащих изменения, за-
трагивающие остов, но не ориентацию боковых цепей. Meziere с соавторами (1997) продемонстрировали, 
что данные псевдопептиды подходят по меньшей мере для ГКГС класса II и ответов клеток Т-хелперов. 
Ретро-инверсированные пептиды, которые содержат связи NH-CO вместо пептидных связей CO-NH, яв-
ляются в значительной степени более устойчивыми к протеолизу. 

Аналогично, можно обойтись совсем без пептидной связи при условии, что применяют соответст-
вующий линкерный фрагмент, который обеспечивает расстояние между атомами углерода аминокислот-
ных остатков; данный подход является особенно предпочтительным, если линкерный фрагмент характери-
зуется по существу таким же распределением заряда и по существу такой же планарностью, что и пептид-
ная связь. Также понятно, что пептид может быть обычным способом заблокирован на N- или С-конце так, 
чтобы способствовать снижению восприимчивости к экзопротеолитическому расщеплению. Например, N-
концевую аминогруппу пептидов можно защитить путем осуществления реакции с карбоновой кислотой, а 
С-концевую карбоксильную группу пептида можно защитить путем осуществления реакции с амином. 
Другие примеры модификаций включают гликозилирование и фосфорилирование. Другой потенциальной 
модификацией является то, что водороды на аминах боковых цепей R или К можно заменить метиленовы-
ми группами (-NH2 можно модифицировать с получением -NH(Me) или -N(Me)2). 

Термин "пептид" также включает варианты пептидов, которые увеличивают или уменьшают период 
полужизни пептида in vivo. Примеры аналогов, способных увеличивать период полужизни пептидов, 
применяемых согласно настоящему изобретению, включают пептоидные аналоги пептидов, производные 
пептидов на основе D-аминокислот и гибриды пептид-пептоид. Следующий вариант реализации вариан-
та полипептидов, применяемых согласно настоящему изобретению, включает формы полипептида на 
основе D-аминокислот. Получение полипептидов с применением D-аминокислот вместо L-аминокислот 
в значительной степени снижает нежелательное расщепление такого средства нормальными метаболиче-
скими процессами, что позволяет снизить количества средства, которое необходимо ввести, а также час-
тоту его введения. 

CD8+ Т-клеточные эпитопы. 
Композиция вакцины согласно настоящему изобретению предпочтительно содержит пептид вируса 
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гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп. CD8+ Т-клеточный эпитоп представляет собой 
пептид, способный (i) быть презентированным молекулой ГКГС класса I и (ii) распознаваться Т-
клеточным рецептором (ТКР), присутствующим на CD8+ Т-клетке. В предпочтительном варианте распо-
знавание ТКР приводит к активации CD8+ Т-клетки. Активация CD8+ Т-клетки может привести к увели-
чению пролиферации, продукции цитокинов и/или цитотоксических эффектов. 

Как правило, длина CD8+ Т-клеточного эпитопа составляет приблизительно 9 аминокислот, хотя 
CD8+ Т-клеточный эпитоп может быть более коротким или длинным. Например, CD8+ Т-клеточный 
эпитоп может составлять приблизительно 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 или 15 аминокислот в длину. CD8+ Т-
клеточный эпитоп может составлять приблизительно от 8 до 15, от 9 до 14 или от 10 до 12 аминокислот в 
длину. 

Пептиды вируса гриппа, которые содержат CD8+ Т-клеточный эпитоп, известны в данной области 
техники. Способы идентификации CD8+ Т-клеточных эпитопов известны в данной области техники. 
Способы картирования эпитопов включают рентгеновскую со-кристаллографию, олигопептидное скани-
рование на основе матриц (иногда называемое перекрывающимся пептидным сканированием или анали-
зом Pepscan), сайт-направленный мутагенез, высокоэффективное картирование на основе мутагенеза, 
обмен водород-дейтерий, масс-спектрометрию с поперечно-сшитым сочетанием, фаговый дисплей и ог-
раниченный протеолиз. Также можно применять методики предсказания мотива ГКГС. 

В предпочтительном варианте CD8+ Т-клеточные эпитопы, презентируемые инфицированными ви-
русом гриппа клетками, можно идентифицировать, чтобы напрямую идентифицировать CD8+ Т-
клеточные эпитопы для включения в композицию вакцины. Данный подход представляет собой эффек-
тивный и логичный способ, который можно применять отдельно или для подтверждения пригодности 
потенциальных CD8+ Т-клеточных эпитопов, идентифицированных с помощью методик предсказания 
мотива ГКГС. Для осуществления данного способа клетки инфицируют вирусом гриппа и поддерживают 
в культуре в течение периода времени приблизительно 24 часа. Затем клетки собирают и промывают. 
После этого клетки лизируют, и выделяют комплексы ГКГС/пептид методом иммуноаффинной хромато-
графии с помощью антител, специфичных к молекуле ГКГС. Пептиды, очищенные из молекул ГКГС, 
разделяют на фракции, например, с применением колонки С-18 с обращенной фазой (ОФ) методом 
ВЭЖХ в режиме "офлайн". Содержащие пептид фракции собирают, высушивают под вакуумом и иссле-
дуют методом масс-спектрометрии для идентификации последовательностей фракций. Затем проводят 
поиск для полученных спектральных данных во всех базах данных белков гриппа для идентификации 
пептидных последовательностей, связанных с вирусом гриппа. После этого на основании идентифициро-
ванных последовательностей можно получить синтетические пептиды и провести их анализ методом 
масс-спектрометрии для подтверждения их идентичности пептидам в содержащих пептид фракциях. 

В данном способе вирусом гриппа можно инфицировать любой тип клеток. Клетки могут представ-
лять собой антигенпрезентирующие клетки. Клетки могут представлять собой клетки гепатомы, такие 
как клетки HepG2, трансформированные ВЭБ (вирусом Эпштейна-Барр) лимфобластоидные В-клетки, 
такие как клетки JY, или лимфобласты, такие как клетки Т2. 

Аналогично, можно применять любой вирус гриппа, представляющий интерес, чтобы инфициро-
вать клетки. Например, вирус гриппа может представлять собой вирус гриппа А, гриппа В или гриппа С. 
Вирус гриппа А может, например, представлять собой H1N1, H5N1, Н7Н9 или H3N2. 

Прямая идентификация CD8+ Т-клеточных эпитопов, презантируемых клетками, инфицированны-
ми вирусом гриппа, характеризуется преимуществом по сравнению с методиками предсказания мотива 
ГКГС. База данных иммунных эпитопов (IEDB; http://www.iedb.org) создана способами предсказания 
мотива, а не функциональными способами, и содержит более сотен предсказанных HLA-специфичных Т-
клеточных эпитопов гриппа, включая множество общих эпитопов с высокими показателями связывания 
ГКГС и ограниченными характеристиками ЦТЛ. Поскольку клетками, инфицированными вирусом грип-
па, презентируются как доминантные, так и субдоминантные эпитопы, сложно отсортировать иерархию 
доминантности эпитопов, презантируемых в природе, с применением базы данных. Таким образом, из 
базы данных иммунных эпитопов самой по себе не очевидно, какие из перечисленных эпитопов, как 
можно ожидать, будут эффективно индуцировать CD8+ Т-клеточный ответ при включении в компози-
цию вакцины. Способ прямой идентификации, изложенный выше, обеспечивает механизм подтвержде-
ния пригодности эпитопов. 

Кроме того, способ прямой идентификации можно применять для идентификации консервативных 
CD8+ Т-клеточных эпитопов, презантируемых клетками, инфицированными различными вирусами 
гриппа. Таким способом можно идентифицировать CD8+ Т-клеточные эпитопы, подходящие для вклю-
чения в универсальную вакцину. Как изложено в примерах, авторы настоящего изобретения применяли 
способ прямой идентификации для идентификации CD8+ Т-клеточных эпитопов, консервативных среди 
штаммов гриппа A (H1N1 и H3N2) и гриппа В. Идентифицированные последовательности представлены 
в табл. 1. 
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Таблица 1 

 
Авторы настоящего изобретения также подтвердили, что известные пептиды YINTALLNA (P1; 

SEQ ID NO: 19), AIMDKNIIL (P5; SEQ ID NO: 20) и LPFDRTTIM (SEQ ID NO: 21) представляют собой 
CD8+ Т-клеточные эпитопы, консервативные среди штаммов гриппа A (H1N1 и H3N2) и гриппа В. 

Вследствие этого пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, может со-
держать одну или более из SEQ ID NO: 1-21. Например, пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ 
Т-клеточный эпитоп, может содержать две или более, три или более, четыре или более, пять или более, 
десять или более, пятнадцать или более или двадцать или более из SEQ ID NO: 1 - 21 в любой комбина-
ции. Пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, может содержать все из SEQ 
ID NO: 1-21. 

Аналогично, композиция вакцины может содержать один или более пептидов вируса гриппа, каж-
дый из которых содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, который содержит отличную последовательность, 
выбранную из SEQ ID NO: 1-21. Например, композиция вакцины может содержать два или более, три 
или более, четыре или более, пять или более, десять или более, пятнадцать или более или двадцать или 
более пептидов вируса гриппа, каждый из которых содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, содержащий 
отличную последовательность, выбранную из SEQ ID NO: 1 - 21, в любой комбинации. Композиция вак-
цины может, например, содержать 21 пептид вируса гриппа, каждый из которых содержит CD8+ Т-
клеточный эпитоп, содержащий отличную последовательность, выбранную из SEQ ID NO: 1-21. 

В-клеточные эпитеты. 
Композиция вакцины согласно настоящему изобретению может содержать пептид вируса гриппа, 

который содержит В-клеточный эпитоп. В-клеточный эпитоп представляет собой пептид, способный к 
распознаванию В-клеточным рецептором (ВКР), присутствующим на В-клетке. В предпочтительном ва-
рианте распознавание ВКР приводит к активации и/или созреванию В-клетки. Активация В-клетки мо-
жет привести к увеличению пролиферации и/или продукции антитела. 

Пептиды вируса гриппа, которые содержат В-клеточный эпитоп, известны в данной области техни-
ки. В-клеточный эпитоп может представлять собой линейный эпитоп, т.е. эпитоп, который определяется 
первичной аминокислотной последовательностью конкретной области белка вируса гриппа. В качестве 
альтернативы, эпитоп может представлять собой конформационный эпитоп, т.е. эпитоп, который опре-
деляется конформационной структурой нативного белка гриппа. В данном случае эпитоп может быть 
непрерывным (т.е. компоненты, которые взаимодействуют с антителом, расположены на белке последо-
вательно рядом друг с другом) или прерывистым (т.е. компоненты, которые взаимодействуют с антите-
лом, расположены на различных частях белка, которые сближаются друг с другом в свернутой нативной 
структуре белка). 

Как правило, В-клеточный эпитоп составляет приблизительно от 5 до 20 аминокислот в длину, на-
пример, от 6 до 19, от 7 до 18, от 8 до 17, от 9 до 16, от 10 до 15, от 11 до 14 или от 12 до 13 аминокислот 
в длину. 

Способы идентификации В-клеточных эпитопов также известны в данной области техники. Напри-
мер, для идентификации В-клеточных эпитопов можно применять способы картирования эпитопов. Дан-
ные способы включают структурные подходы, в которых известную или смоделированную структуру 
белка используют в подходе на основе алгоритма для предсказания эпитопов поверхности, и функцио-
нальные подходы, в которых связывание целых белков, фрагментов белков или пептидов с антителом 
можно количественно определить, например, с применением твердофазного иммуноферментного анали-
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за (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA). Также можно применять способы конкурентного кар-
тирования, модификации антигена или фрагментации белка. 

В-клеточный эпитоп может, например, представлять собой эпитоп матриксного белка гриппа 2 
(М2е). Внеклеточный домен белка М2е является эволюционно консервативной областью в вирусах грип-
па А. Таким образом, включение в композицию вакцины пептида гриппа, который содержит В-
клеточный эпитоп М2е, может способствовать обеспечению свойства универсальности. 

Композиции универсальной вакцины. 
В настоящем изобретении также предложена композиция вакцины, содержащая пептид вируса 

гриппа, который содержит один или более CD8+ Т-клеточных эпитопов, представленных в SEQ ID NO: 1 
- 21, причем пептид присоединен к наночастице. 

Включение в композицию вакцины пептида вируса гриппа, содержащего один или более CD8+ Т-
клеточных эпитопов, представленных в SEQ ID NO: 1-21, обеспечивает преимущество. Как изложено 
выше, CD8+ Т-клеточные эпитопы, представленные в SEQ ID NO: 1-21, являются консервативными 
CD8+ Т-клеточными эпитопами, которые презентируются молекулами ГКГС на клетках, инфицирован-
ных различными вирусами гриппа. Соответственно, иммунный ответ, образованный в результате вакци-
нации композицией, которая содержит любой из данных эпитопов, защитит от последующей инфекции 
любым вирусом гриппа, который содержит данный эпитоп. Другими словами, композиция вакцины ха-
рактеризуется "встроенной" перекрестной эффективностью в отношении разных субтипов, т.е. она пред-
ставляет собой универсальную композицию вакцины против гриппа. Такая композиция может предот-
вратить значительное распространение внезапно возникшего или повторно возникшего штамма гриппоз-
ной инфекции. 

Кроме того, вакцинные композиции на основе эпитопов, презантируемых клетками, инфицирован-
ными вирусом гриппа, такие как композиция вакцины согласно настоящему изобретению, превосходят 
вакцины на основе субъединиц вирусного белка или эпитопа с предсказанным мотивом. Процессинг 
белка иммунной системой, вероятно, изменяет нативные вирусные эпитопы. Композиция вакцины на 
основе пептидов, которые, как было продемонстрировано, презентируются инфицированными клетками, 
устраняет данный источник неопределенности, поскольку пептиды уже подверглись процессингу белка. 

Присоединение пептида вируса гриппа к наночастице, например, наночастице золота, также обес-
печивает преимущество. Как описано более подробно ниже, присоединение к наночастице снижает или 
устраняет необходимость добавлять в композицию вакцины адъювант. Таким образом, композиция вак-
цины после введения индивидууму с меньшей вероятностью вызовет побочные клинические эффекты. 

Пептиды гриппа, содержащие SEQ ID NO: 1-21. 
Композиция вакцины содержит пептид вируса гриппа, содержащий один или более CD8+ Т-

клеточных эпитопов, представленных в SEQ ID NO: 1-21. Пептиды вируса гриппа, содержащие SEQ ID 
NO: 1-21, подробно описаны выше применительно к вакцинным композициям, стимулирующим гумо-
ральные и клеточные ответы. Пептид вируса гриппа может содержать два или более, например, три или 
более, четыре или более, пять или более, десять или более, пятнадцать или более или 20 или более из 
CD8+ Т-клеточных эпитопов, представленных в SEQ ID NO: 1-21. В данном случае пептид вируса грип-
па может содержать любую комбинацию CD8+ Т-клеточных эпитопов, представленных в SEQ ID NO: 1-
21. Пептид вируса гриппа может содержать все из CD8+ Т-клеточных эпитопов, представленных в SEQ 
ID NO: 1-21. 

Композиция вакцины может содержать два или более пептидов вируса гриппа, причем все они со-
держат разные CD8+ Т-клеточные эпитопы. Все из двух или более пептидов может содержать разные 
CD8+ Т-клеточные эпитопы, представленные в SEQ ID NO: 1-21. В качестве альтернативы, один или бо-
лее двух или более пептидов может содержать CD8+ Т-клеточный эпитоп, который не представлен в 
SEQ ID NO: 1-21. CD8+ Т-клеточные эпитопы известны в данной области техники. 

Наночастицы. 
Как в композиции вакцины, содержащей пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-

клеточный эпитоп, и пептид вируса гриппа, который содержит В-клеточный эпитоп, так и в композиции 
вакцины, содержащей пептид вируса гриппа, содержащий один или более CD8+ Т-клеточных эпитопов, 
представленных в SEQ ID NO: 1-21, каждый из пептидов вируса гриппа присоединен к наночастице. 

Как изложено выше и продемонстрировано в примерах ниже, присоединение пептидов вируса 
гриппа к наночастице (такой как наночастица золота) снижает или устраняет необходимость добавлять в 
композицию вакцины адъювант. Наночастицы могут содержать иммунные "сигналы опасности", кото-
рые помогают эффективно индуцировать иммунный ответ на пептиды вируса гриппа. Наночастицы мо-
гут вызывать активацию и созревание дендритных клеток (ДК), необходимых для устойчивого иммунно-
го ответа. Наночастицы могут содержать чужеродные компоненты, улучшающие захват наночастиц и, 
таким образом, пептидов вируса гриппа клетками, такими как антигенпрезентирующие клетки. Вследст-
вие этого присоединение пептида вируса гриппа к наночастице может усиливать способность антиген-
презентирующих клеток стимулировать вирус-специфичные В- и/или Т-клетки. Присоединение к нано-
частице также способствует доставке вакцинных композиций подкожным, внутридермальным, транс-
дермальным и пероральным/буккальным путями, обеспечивая более широкие возможности при введе-
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нии, чем в случае обычных вакцин против гриппа. 
Наночастицы представляют собой частицы размером от 1 до 100 нанометров (нм), которые можно 

использовать в качестве субстрата для иммобилизации лигандов. В вакцинных композициях согласно 
настоящему изобретению наночастица может характеризоваться средним диаметром от 1 до 100, от 20 до 
90, от 30 до 80, от 40 до 70 или от 50 до 60 нм. В предпочтительном варианте наночастица характеризу-
ется средним диаметром от 20 до 40 нм. Средний диаметр от 20 до 40 нм способствует захвату наноча-
стицы в цитозоль. Средний диаметр можно измерять с применением методик, хорошо известных в дан-
ной области техники, таких как трансмиссионная электронная микроскопия. 

Наночастицы, подходящие для доставки антигена, такого как пептид вируса гриппа, известны в 
данной области техники. Способы получения таких наночастиц также известны. 

Наночастица может, например, представлять собой полимерную наночастицу, неорганическую на-
ночастицу, липосому, иммуностимулирующий комплекс (immune stimulating complex, ISCOM), вирусо-
подобную частицу (ВПЧ) или самособирающийся белок. Наночастица, в предпочтительном варианте, 
представляет собой наночастицу фосфата кальция, наночастицу кремния или наночастицу золота. 

Наночастица может представлять собой полимерную наночастицу. Полимерная наночастица может 
содержать один или более синтетических полимеров, таких как поли(d,1-лактид-ко-гликолид) (PLG), 
поли(d,1-молочная-ко-гликолевая кислота) (PLGA), поли(g-глутаминовая кислота) (g-PGA)m по-
ли(этиленгликоль) (PEG) или полистирол. Полимерная наночастица может содержать один или более 
природных полимеров, таких как полисахарид, например, пуллулан, альгинат, инулин и хитозан. Приме-
нение полимерной наночастицы может характеризоваться преимуществом благодаря свойствам полиме-
ров, которые могут быть включены в наночастицу. Например, природные и синтетические полимеры, 
указанные выше, могут характеризоваться хорошей биологической совместимостью и способностью к 
биологическому разложению, нетоксичной природой и/или способностью принимать желаемые формы и 
размеры. Полимерная наночастица может образовывать гидрогелевую наночастицу. Гидрогелевые нано-
частицы представляют собой тип наноразмерной гидрофильной трехмерной полимерной сети. Гидроге-
левые наночастицы обладают благоприятными свойствами, включая адаптируемый размер ячеек, боль-
шую площадь поверхности для поливалентной конъюгации, высокое содержание воды и высокую ем-
кость загрузки антигенов. Полимеры, такие как поли(L-молочная кислота) (PLA), PLGA, ПЭГ и полиса-
хариды, являются особенно подходящими для получения гидрогелевых наночастиц. 

Наночастица может представлять собой неорганическую наночастицу. Как правило, неорганиче-
ские наночастицы обладают жесткой структурой и не подвергаются биологическому разложению. Одна-
ко неорганическая наночастица может подвергаться биологическому разложению. Неорганическая нано-
частица может содержать оболочку, в которую может быть инкапсулирован антиген. Неорганическая 
наночастица может содержать сердцевину, к которой может быть ковалентно присоединен антиген. 
Сердцевина может содержать металл. Например, сердцевина может содержать атомы золота (Au), сереб-
ра (Ag) ИЛИ меди (Cu). Сердцевина может быть образована более чем одним типом атомов. Например, 
сердцевина может содержать сплав, такой как сплав Au/Ag, Au/Cu, Au/Ag/Cu, Au/Pt, Au/Pd или 
Au/Ag/Cu/Pd. Сердцевина может содержать фосфат кальция (СаР). Сердцевина может содержать полу-
проводниковый материал, например, селенид кадмия. 

Другие примеры неорганических наночастиц включают наночастицы углерода и наночастицы на 
основе диоксида кремния. Наночастицы углерода характеризуются хорошей биологической совместимо-
стью, и их можно синтезировать в нанотрубках и мезопористых сферах. Наночастицы на основе диокси-
да кремния (SiNP) являются биологически совместимыми, и их можно получить с настраиваемыми 
структурными параметрами для соответствия вариантам их терапевтического применения. 

Наночастица может представлять собой наночастицу кремния (силикон), такую как наночастица 
элементарного кремния. Наночастица может являться мезопористой или характеризоваться сотовидной 
пористой структурой. В предпочтительном варианте наночастица представляет собой наночастицу эле-
ментарного кремния, которая характеризуется сотовидной пористой структурой. Такие наночастицы из-
вестны в данной области техники и обеспечивают настраиваемую и контролируемую загрузку лекарст-
венным средством, нацеливание и высвобождение, которые можно приспособить практически к любому 
грузу, пути введения, цели или профилю высвобождения. Например, такие наночастицы могут увеличить 
биологическую доступность своего груза и/или улучшить проницаемость кишечника и всасывание ак-
тивных компонентов, вводимых пероральным способом. Наночастицы могут характеризоваться исклю-
чительно высокой емкостью загрузки благодаря своей пористой структуре и большой площади поверх-
ности. Наночастицы могут высвобождать свой груз в течение дней, недель или месяцев в зависимости от 
их физических свойств. Поскольку кремний представляет собой природный элемент тела человека, на-
ночастицы могут не вызывать ответ иммунной системы. Это свойство обеспечивает преимущество для 
безопасности наночастиц in vivo. 

Любая из SiNP, описанных выше, может подвергаться биологическому разложению или не подвергаться 
биологическому разложению. Способная подвергаться биологическому разложению SiNP может растворять-
ся до ортокремниевой кислоты, биологически доступной формы кремния. Было показано, что ортокремниевая 
кислота является благоприятной для здоровья костей, соединительной ткани, волос и кожи. 
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Наночастица может представлять собой липосому. Липосомы, как правило, состоят из биоразлагае-
мых нетоксичных фосфолипидов и содержат самособирающуюся фосфолипидную двухслойную оболоч-
ку с водной сердцевиной. Липосома может представлять собой однослойный пузырек, который содержит 
один фосфолипидный бислой, или многослойный пузырек, который содержит более концентрических 
фосфолипидных оболочек, разделенных слоями воды. Как следствие, липосомы могут быть приспособ-
лены для включения гидрофильных молекул в водную сердцевину или гидрофобных молекул в фосфо-
липидные бислой. В липосомах в сердцевину можно инкапсулировать антиген для доставки. В липосо-
мах в оболочку можно встроить гликопротеины оболочки вируса для получения виросом. Множество 
продуктов на основе липосом созданы в данной области техники и одобрены для применения у человека. 

Наночастица может представлять собой иммуностимулирующий комплекс (ISCOM). ISCOM пред-
ставляют собой частицы, подобные решетке, которые, как правило, образованы из коллоидных содер-
жащих сапонин мицелл. ISCOM могут содержать холестерол, фосфолипид (такой как фосфатидилэтано-
ламин или фосфатидилхолин) и сапонин (такой как Quil А из дерева Quillaia saponaria). ISCOM традици-
онно использовали для захвата вирусных белков оболочки, таких как белки оболочки из вируса простого 
герпеса 1 типа, гепатита В или вируса гриппа. 

Наночастица может представлять собой вирусоподобную частицу (ВПЧ). ВПЧ представляют собой 
самособирающиеся наночастицы, в которых отсутствует инфекционная нуклеиновая кислота, получен-
ные в результате самосборки биологически совместимого белка капсида. ВПЧ, как правило, составляют 
от приблизительно 20 до приблизительно 150 нм, например, от приблизительно 20 до приблизительно 40 
нм, от приблизительно 30 до приблизительно 140 нм, от приблизительно 40 до приблизительно 130 нм, 
от приблизительно 50 до приблизительно 120 нм, от приблизительно 60 до приблизительно 110 нм, от 
приблизительно 70 до приблизительно 100 нм или от приблизительно 80 до приблизительно 90 нм в 
диаметре. ВПЧ в качестве преимущества используют возможности эволюционировавшей вирусной 
структуры, которая природным способом оптимизирована для взаимодействия с иммунной системой. 
Оптимизированный природным способом размер наночастицы и повторяющийся структурный порядок 
означают, что ВПЧ индуцируют мощные иммунные ответы даже при отсутствии адъюванта. 

Наночастица может представлять собой самособирающийся белок. Например, наночастица может 
содержать ферритин. Ферритин представляет собой белок, который может самособираться в почти сфе-
рические структуры размером 10 нм. Наночастица может содержать главный белок свода (major vault 
protein, MVP). Девяносто шесть единиц MVP могут самособираться в бочкообразную наночастицу со 
сводом, размер которой составляет приблизительно 40 нм в ширину и 70 нм в длину. 

Наночастица может представлять собой наночастицу фосфата кальция (СаР). Наночастицы СаР мо-
гут содержать сердцевину, содержащую одну или более (например, две или более, 10 или более, 20 или 
более, 50 или более, 100 или более, 200 или более или 500 или более) молекул СаР. Наночастицы СаР и 
способы их получения известны в данной области техники. Например, стабильную наносуспензию нано-
частиц САР можно получить путем смешивания растворов неорганических солей кальция и фосфатов в 
заранее определенных соотношениях при постоянном перемешивании. 

Наночастица СаР может характеризоваться среднеарифметическим размером частицы от приблизи-
тельно 80 до приблизительно 100 нм, например, от приблизительно 82 до приблизительно 98 нм, от при-
близительно 84 до приблизительно 96 нм, от приблизительно 86 до приблизительно 94 нм или от при-
близительно 88 до приблизительно 92 нм. Данный размер частицы может обеспечить лучшие рабочие 
характеристики в отношении захвата иммунными клетками и иммунного ответа, чем другие, большие 
размеры частиц. Размер частицы может быть стабильным (т.е. не демонстрировать значительного изме-
нения), например, при измерении в течение периода времени 1 месяц, 2 месяца, 3 месяца, 6 месяцев, 12 
месяцев, 18 месяцев, 24 месяца, 36 месяцев или 48 месяцев. 

Наночастицы СаР могут быть объединены с одним или несколькими антигенами, адсорбированны-
ми на поверхности наночастицы или совместно осажденными с СаР в процессе синтеза частицы. Напри-
мер, пептид, такой как пептид вируса гриппа, можно присоединить к наночастице СаР путем растворе-
ния пептида в DMSO (диметилсульфоксиде, например, в концентрации приблизительно 10 мг/мл), до-
бавления к суспензии наночастиц СаР вместе с N-ацетилглюкозамином (GlcNAc) (например, в концен-
трации 0,093 моль/л) и сверхчистой воды, и перемешивания при комнатной температуре в течение пе-
риода времени приблизительно 4 часа (например, 1 час, 2 часа, 3 часа, 5 часов, 6 часов, 7 часов, 8 часов, 9 
часов или 10 часов). 

Композиция вакцины может содержать от приблизительно 0,15 до приблизительно 0,8%, например, 
от 0,2 до приблизительно 0,75%, от 0,25 до приблизительно 0,7%, от 0,3 до приблизительно 0,6%, от 0,35 
до приблизительно 0,65%, от 0,4 до приблизительно 0,6% или от 0,45 до приблизительно 0,55% наноча-
стиц СаР. В предпочтительном варианте композиция вакцины содержит приблизительно 0,3% наноча-
стиц СаР. 

Наночастицы СаР характеризуются высокой степенью биологической совместимости благодаря их 
химическому подобию твердым тканям человека, таким как кости и зубы. Вследствие этого в качестве 
преимущества наночастицы СаР являются нетоксичными при использовании для терапевтических вари-
антов применения. Наночастицы СаР являются безопасными для введения с помощью внутримышечно-
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го, подкожного, перорального пути или с помощью ингаляции. Наночастицы СаР также легко коммерче-
ски синтезировать. Кроме того, наночастицы СаР могут обеспечивать медленное высвобождение антиге-
на, что может усилить индукцию иммунного ответа на пептид вируса гриппа, присоединенный к наноча-
стице. Наночастицы СаР можно применять как в качестве адъюванта, так и в качестве носителя для дос-
тавки лекарственного средства. 

Наночастица может представлять собой наночастицу золота. Наночастицы золота известны в дан-
ной области техники и описаны, в частности, в публикациях WO 2002/32404, WO 2006/037979, WO 
2007/122388, WO 2007/015105 и WO 2013/034726. Наночастица золота, присоединенная к каждому пеп-
тиду вируса гриппа, может представлять собой наночастицу золота, описанную в любой из публикаций 
WO 2002/32404, WO 2006/037979, WO 2007/122388, WO 2007/015105 и WO 2013/034726. 

Наночастицы золота содержат сердцевину, которая содержит атом золота (Аи). Сердцевина может 
дополнительно содержать один или более атомов Fe, Си ИЛИ Gd. Сердцевина может быть образована 
сплавом золота, таким как Au/Fe, Au/Cu, Au/Gd, Au/Fe/Cu, Au/Fe/Gd или Au/Fe/Cu/Gd. Общее число ато-
мов в сердцевине может составлять от 100 до 500 атомов, например, от 150 до 450, от 200 до 400 или от 
250 до 350 атомов. Наночастица золота может характеризоваться средним диаметром от 1 до 100, от 20 
до 90, от 30 до 80, от 40 до 70 или от 50 до 60 нм. В предпочтительном варианте наночастица золота ха-
рактеризуется средним диаметром от 20 до 40 нм. 

Один или более лигандов, отличных от пептидов вируса гриппа, могут быть присоединены к нано-
частице, которая может представлять собой любой тип наночастицы, описанный выше. Лиганды могут 
образовывать "корону" - слой или покрытие, которое может частично или полностью покрывать поверх-
ность сердцевины. Корону можно рассматривать как органический слой, который окружает или частично 
окружает сердцевину наночастицы. Корона может обеспечивать пассивирование или участвовать в пасси-
вировании сердцевины наночастицы. Таким образом, в определенных случаях корона может представлять 
собой в достаточной степени полный слой покрытия для стабилизации сердцевины. Корона может способ-
ствовать растворимости наночастиц согласно настоящему изобретению, такой как растворимость в воде. 

Наночастица может содержать по меньшей мере 10, по меньшей мере 20, по меньшей мере 30, по 
меньшей мере 40 или по меньшей мере 50 лигандов. Лиганды могут включать один или более пептидов, 
белковых доменов, молекул нуклеиновой кислоты, липидных групп, углеводных групп, анионных групп 
или катионных групп, гликолипидов и/или гликопротеинов. Углеводная группа может представлять со-
бой полисахаридную, олигосахаридную или моносахаридную группу (например, глюкозу). Один или 
более лигандов может представлять собой чужеродный компонент, который повышает вероятность за-
хвата наночастицы антигенпрезентирующими клетками благодаря подобию патогенному компоненту. 
Например, один или более лигандов могут содержать углеводный фрагмент (такой как бактериальный 
углеводный фрагмент), поверхностно-активный фрагмент и/или фрагмент глутатиона. Примеры лиган-
дов включают глюкозу, N-ацетилглюкозамин (GlcNAc), глутатион, 2'-тиоэтил-β-D-глюкопиранозид и 2'-
тиоэтил-D-глюкопиранозид. Предпочтительные лиганды включают гликоконъюгаты, которые образуют 
гликонаночастицы. 

Присоединению лигандов к сердцевине может способствовать линкер. Линкер может содержать ти-
ольную группу, алкильную группу, гликольную группу или пептидную группу. Например, линкер может 
содержать С2-С15 алкил и/или С2-С15 гликоль. Линкер может содержать серосодержащую группу, амино-
содержащую группу, фосфатсодержащую группу или кислородсодержащую группу, способную кова-
лентно присоединяться к сердцевине. В качестве альтернативы, лиганды могут быть напрямую присое-
динены к сердцевине, например, с помощью серосодержащей группы, аминосодержащей группы, фос-
фатсодержащей группы или кислородсодержащей группы, которая содержится в лиганде. 

Присоединение к наночастицам. 
Пептиды вируса гриппа могут быть присоединены к наночастице на своем N-конце. Как правило, 

пептиды вируса гриппа присоединены к сердцевине наночастицы, однако также возможно присоедине-
ние к короне или лиганду. 

Один или более пептидов вируса гриппа могут быть напрямую присоединены к наночастице, на-
пример, путем ковалентного присоединения атома в серосодержащей группе, аминосодержащей группе, 
фосфатсодержащей группе или кислородсодержащей группе в пептиде, к атому в наночастице или ее 
сердцевине. 

Для присоединения одного или нескольких пептидов вируса гриппа к наночастице можно приме-
нять линкер. Линкер может содержать серосодержащую группу, аминосодержащую группу, фосфатсо-
держащую группу или кислородсодержащую группу, способную ковалентно присоединяться к атому в 
сердцевине. Например, линкер может содержать тиольную группу, алкильную группу, гликольную груп-
пу или пептидную группу. 

Линкер может содержать пептидную часть и непептидную часть. Пептидная часть может содержать 
последовательность X1X2Z1, где X1 представляет собой аминокислоту, выбранную из А и G; Х2 представ-
ляет собой аминокислоту, выбранную из А и G; и Z1 представляет собой аминокислоту, выбранную из Y 
и F. Пептидная часть может содержать последовательность AAY или FLAAY. Пептидная часть линкера 
может быть присоединена к N-концу пептида вируса гриппа. Непептидная часть линкера может содер-
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жать С2-С15 алкил и/ С2-С15 гликоль, например, тиоэтильную группу или тиопропильную группу. 
Линкер может представлять собой (i) HS-(CH2)2-CONH-AAY; (ii) HS-(CH2)2-CONH-LAAY; (iii) HS-

(CH2)3-CONH-AAY; (iv) HS-(CH2)3-CONH- FLAAY; (v) HS-(CH2)10-(CH2OCH2)7-CONH-AAY; и (vi) HS-
(CH2)10-(CH2OCH2)7-CONH-FLAAY. В данном случае тиольная группа непептидной части линкера при-
соединяет линкер к сердцевине. 

Другие подходящие линкеры для присоединения вируса гриппа к наночастице известны в данной 
области техники, и специалист может легко их идентифицировать и реализовать. 

Когда композиция вакцины содержит пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный 
эпитоп, и пептид вируса гриппа, который содержит В-клеточный эпитоп, каждый пептид вируса гриппа 
может быть присоединен к отличной наночастице. В данном случае наночастица, к которой присоединен 
каждый пептид вируса гриппа, может представлять собой один и тот же тип наночастицы. Например, 
каждый пептид вируса гриппа может быть присоединен к наночастице золота. Каждый пептид вируса 
гриппа может быть присоединен к наночастице СаР. Наночастица, к которой присоединен каждый пеп-
тид вируса гриппа, может представлять собой различные типы наночастицы. Например, один пептид 
вируса гриппа может быть присоединен к наночастице золота, а другой пептид вируса гриппа может 
быть присоединен к наночастице СаР. Однако В предпочтительном варианте что пептид вируса гриппа, 
который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, и пептид вируса гриппа, который содержит В-клеточный 
эпитоп, присоединены к одной и той же наночастице. Например, пептид вируса гриппа, который содер-
жит CD8+ Т-клеточный эпитоп, и пептид вируса гриппа, который содержит В-клеточный эпитоп, можно 
присоединить к одной и той же наночастице золота. Это обеспечивает получение одной частицы, спо-
собной стимулировать как специфичный к вирусу гриппа клеточный ответ, так и специфичный к вирусу 
гриппа гуморальный ответ. 

CD4+ Т-клеточные эпитопы. 
Композиция вакцины согласно настоящему изобретению может дополнительно содержать пептид виру-

са гриппа, который содержит CD4+ Т-клеточный эпитоп. CD4+ Т-клеточные эпитопы определены выше. 
Композиция вакцины может содержать два или более, например, три или более, четыре или более, 

пять или более, десять или более, пятнадцать или более или двадцать или более пептидов вируса гриппа, 
которые содержат CD4+ Т-клеточный эпитоп. Такие пептиды известны в данной области техники. 

Пептид вируса гриппа, который содержит CD4+ Т-клеточный эпитоп, может представлять собой 
пептид, отличный от пептида вируса гриппа, кодирующего CD8+ Т-клеточный, и пептида вируса гриппа, 
кодирующего В-клеточный эпитоп. Пептид вируса гриппа, который содержит CD4+ Т-клеточный эпи-
топ, может содержать тот же пептид, что и пептид вируса гриппа, кодирующий CD8+ Т-клеточный. То 
есть, пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, может дополнительно содер-
жать CD4+ Т-клеточный эпитоп. 

Когда пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, содержит CD4+ Т-
клеточный эпитоп, CD8+ эпитоп может быть вложен в CD4+ Т-клеточный эпитоп. CD4+ Т-клеточные 
эпитопы, как правило, длиннее CD8+ Т-клеточных эпитопов. Вследствие этого увеличение одного или 
обоих концов CD8+ Т-клеточного эпитопа может позволить получить более длинный CD4+ Т-клеточный 
эпитоп, последовательность которого все еще содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп. Вследствие этого 
CD4+ Т-клеточный эпитоп может содержать CD8+ Т-клеточный эпитоп, такой как CD8+ Т-клеточный 
эпитоп, представленный в SEQ ID NO: 1-21, удлиненный на N-конце или С-конце. CD8+ Т-клеточный 
эпитоп может быть удлинен на 1, 2, 3, 4 или 5 аминокислот на N-конце. CD8+ Т-клеточный эпитоп мо-
жет быть удлинен на 1, 2, 3, 4 или 5 аминокислот на С-конце. В предпочтительном варианте CD8+ Т-
клеточный эпитоп удлинен на 3 аминокислоты на N-конце, и на 3 аминокислоты на С-конце. Однако 
CD8+ Т-клеточный эпитоп не обязательно должен быть удлинен на одинаковое число аминокислот на 
каждом конце. 

CD8+ Т-клеточный эпитоп, вложенный в удлиненные пептиды, может быть способен вызывать ус-
тойчивый ответ ЦТЛ. Удлиненный пептид (CD4+ Т-клеточный эпитоп) способен индуцировать опосре-
дованные Т-хелперами цитокиновые ответы. Таким образом, включение в композицию вакцины пептида 
вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп и CD4+ Т-клеточный эпитоп, может позво-
лить композиции вакцины индуцировать как цитотоксические ответы, так и ответы Т-клеток хелперов, 
обеспечивая улучшенный иммунитет против гриппа. 

Как изложено в примерах, авторы настоящего изобретения идентифицировали множество потенци-
альных CD4+ Т-клеточных эпитопов, в которые вложен CD8+ Т-клеточный эпитоп, представленный в 
SEQ ID NO: 1-21. Данные эпитопы представлены в табл. 2. 
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Таблица 2 

 
Таким образом, пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп и CD4+ Т-

клеточный эпитоп, может содержать один или более пептидов, представленных в SEQ ID NO: 22-27. 
Пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп и CD4+ Т-клеточный эпитоп, мо-
жет содержать два или более, три или более, четыре или более или пять или более пептидов, представ-
ленных в SEQ ID NO: 22 - 27, в любой комбинации. Пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-
клеточный эпитоп и CD4+ Т-клеточный эпитоп, может содержать все пептиды, представленные в SEQ ID 
NO: 22-27. 

Пептид вируса гриппа, который содержит CD4+ Т-клеточный эпитоп, может быть присоединен к 
наночастице. Наночастица может представлять собой наночастицу золота. Наночастицы и присоедине-
ние к ним описаны выше. 

Взаимодействие с супертипами HLA. 
Композиция вакцины может содержать по меньшей мере два пептида вируса гриппа, которые со-

держат CD8+ Т-клеточный эпитоп, каждый из которых взаимодействует с отличным супертипом HLA. 
Включение в композицию вакцины множества таких пептидов позволяет композиции вакцины вызывать 
CD8+ Т-клеточный ответ у большей доли индивидуумов, которым вводят композицию вакцины. Это 
обусловлено тем, что композиция вакцины должна быть способна вызывать CD8+ Т-клеточный ответ у 
всех индивидуумов супертипа HLA, который взаимодействует с одним из CD8+ Т-клеточных эпитопов, 
содержащихся в множестве пептидов вируса гриппа. Каждый CD8+ Т-клеточный эпитоп может взаимо-
действовать с HLA-A1, HLA-A2, HLA-A3, HLA-A24, HLA-B7, HLA-B8, HLA-В27, HLA-B44, HLA-B58 
или HLA-B62, или с любым другим супертипом HLA, известным в данной области техники. Возможна 
любая комбинация пептидов вируса гриппа, содержащих такой CD8+ Т-клеточный эпитоп. 

Композиция вакцины может содержать по меньшей мере один иммуногенный пептид, который вза-
имодействует по меньшей мере с двумя различными супертипами HLA. Вновь, это позволяет компози-
ции вакцины вызывать CD8+ Т-клеточный ответ у большей доли индивидуумов, которым вводят компо-
зицию вакцины. Композиция вакцины может содержать по меньшей мере два, по меньшей мере три, по 
меньшей мере четыре, по меньшей мере пять, по меньшей мере два, по меньшей мере пятнадцать или по 
меньшей мере двадцать иммуногенных пептидов, каждый из которых взаимодействует по меньшей мере 
с двумя различными подтипами HLA. Каждый иммуногенный пептид может взаимодействовать по 
меньшей мере с двумя, по меньшей мере с тремя, по меньшей мере с четырьмя, по меньшей мере с пя-
тью, по меньшей мере с шестью, по меньшей мере с 7, по меньшей мере с 8, по меньшей мере с 9 или по 
меньшей мере с 10 различными супертипами HLA. Каждый иммуногенный пептид может взаимодейст-
вовать с двумя или более из HLA-A1, HLA-A2, HLA-A3, HLA-A24, HLA-B7, HLA-B8, HLA-B27, HLA-
B44, HLA-B58 или HLA-B62, или с любым другим супертипом HLA, известным в данной области техни-
ки, в любой комбинации. В предпочтительном варианте композиция вакцины содержит иммуногенный 
пептид, который взаимодействует с HLA-A2 и HLA-24. В данном случае композиция вакцины может, 
например, содержать пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, содержащий 
один или более пептидов, представленных в SEQ ID NO: 3-5. 

Лекарственные средства, способы и терапевтическое применение. 
В настоящем изобретении предложен способ предотвращения или лечения инфекции вирусом 

гриппа, который включает введение вакцинных композиций согласно настоящему изобретению индиви-
дууму, инфицированному или подверженному риску инфицирования вирусом гриппа. В настоящем изо-
бретении также предложена композиция вакцины согласно настоящему изобретению для применения в 
способе предотвращения или лечения инфекции вирусом гриппа у индивидуума. 

Вирус гриппа может представлять собой вирус гриппа А, гриппа В и/или гриппа С. Вирус гриппа А 
может, например, представлять собой H1N1, H5N1, Н7Н9 или H3N2. Вирус гриппа может представлять 
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собой вирус гриппа человека, вирус гриппа свиней или вирус гриппа птиц. Вирус гриппа может пред-
ставлять собой пандемический вирус гриппа или потенциально пандемический вирус гриппа. 

Композиция вакцины может быть предложена в виде фармацевтической композиции. Фармацевти-
ческая композиция в предпочтительном варианте содержит фармацевтически приемлемый носитель или 
разбавитель. Фармацевтическая композиция может быть приготовлена в состав с применением любого 
подходящего способа. Приготовление в состав клеток со стандартными фармацевтически приемлемыми 
носителями и/или вспомогательными веществами можно осуществлять с помощью обычных в фарма-
цевтической области способов. Точная природа состава будет зависеть от нескольких факторов, включая 
клетки, в которые планируется введение, и желаемый путь введения. Подходящие типы составов полно-
стью описаны в руководстве Remington's Pharmaceutical Sciences, 19th Edition, Mack Publishing Company, 
Eastern Pennsylvania, USA. 

Композицию вакцины или фармацевтическую композицию можно вводить любым путем. Подхо-
дящие пути включают, без ограничения, внутривенный, внутримышечный, интраперитонеальный, под-
кожный, внутридермальный, трансдермальный и пероральный/буккальный пути. 

Композиции могут быть приготовлены вместе с физиологически приемлемым носителем или разба-
вителем. Как правило, такие композиции приготовлены в виде жидких суспензий наночастиц, связанных с 
пептидом. Наночастицы могут быть перемешаны с вспомогательным веществом, которое является фарма-
цевтически приемлемым и совместимым с активным компонентом. Подходящие вспомогательные вещест-
ва представляют собой например, воду, солевой раствор, декстрозу, глицерол и т.п. и их комбинации. 

Помимо этого, при необходимости, фармацевтические композиции могут содержать незначитель-
ные количества вспомогательных материалов, таких как смачивающие или эмульгирующие средства 
и/или рН-буферные средства. 

Связанные с пептидом наночастицы вводят способом, совместимым с лекарственной формой, и в 
таком количестве, которое будет терапевтически эффективным. Количество, подлежащее введению, за-
висит от субъекта, лечение которого проводят, заболевания, лечение которого проводят, и активности 
иммунной системы субъекта. Точные количества наночастиц, необходимые для введения, могут зависеть 
от мнения практикующего врача и могут быть индивидуальными для каждого субъекта. 

Субъекту можно ввести любое подходящее число наночастиц. Например, можно ввести по меньшей 
мере или приблизительно 0,2 × 106, 0,25 × 106, 0,5 × 106, 1,5 × 106, 4,0 × 106 или 5,0 × 106 наночастиц на кг 
пациента. Например, можно ввести по меньшей мере или приблизительно 105, 106, 107, 108, 109 клеток. В 
качестве рекомендации число наночастиц согласно настоящему изобретению, подлежащее введению, 
может составлять от 105 до 109, в предпочтительном варианте, от 106 до 108. 

Следует понимать, что различные варианты применения раскрытых продуктов и способов можно 
приспособить к конкретным потребностям данной области техники. Также следует понимать, что терми-
нология, используемая в настоящем документе, предназначена исключительно для описания конкретных 
вариантов реализации настоящего изобретения и не предназначена для ограничения. 

Помимо этого, в настоящем описании и прилагаемой формуле изобретения формы единственного 
числа включают упоминания объектов во множественном числе, если контекст однозначно не диктует 
обратное. Таким образом, например, упоминание "CAR" включает "несколько CAR", упоминание "Т-
клетки" включает две или более таких Т-клеток, упоминание о "компоненте" включает два или более 
таких компонентов и т.п. 

Все публикации, патенты и заявки на патент, упоминаемые в настоящем документе, будь то выше 
или ниже, полностью включены в настоящий документ посредством ссылки. 

Дополнительные варианты реализации настоящего изобретения. 
1. Выделенный олигопептид или пептид в фармацевтической композиции, который содержит по 

меньшей мере один пептид, содержащий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, 
состоящей из SEQ ID NO: 1-18, причем указанный олигопептид или пептид состоит из от 8 до приблизи-
тельно 30 аминокислотных остатков, причем указанный олигопептид или пептид связывается с молеку-
лами ГКГС класса I или может быть процессирован для связывания с молекулами ГКГС класса I и акти-
вации ответа Т-лимфоцитов, и причем олигопептид или пептид находится в форме фармацевтически 
приемлемой соли. 

2. Олигопептид по п.1, отличающийся тем, что указанный олигопептид содержит по меньшей мере 
два эпитопных пептида. 

3. Олигопептид по п.1, отличающийся тем, что указанный олигопептид содержит по меньшей мере 
три эпитопных пептида. 

4. Олигопептид по п.1, отличающийся тем, что указанный олигопептид содержит по меньшей мере 
четыре эпитопных пептида. 

5. Олигопептид или пептид по п.1, отличающийся тем, что указанный олигопептид или пептид от-
личается от SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 13, 14, 15, 16, 17 или 18, причем указанное отли-
чие касается не более чем одной единицы аминокислоты. 

6. Олигопептид или пептид по п.5, отличающийся тем, что указанное отличие на одну аминокисло-
ту является результатом консервативной замены аминокислоты. 
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7. Олигопептид или пептид по п.5, отличающийся тем, что указанное отличие на одну аминокисло-
ту представляет собой замену одной гидрофобной аминокислоты другой гидрофобной аминокислотой. 

8. Олигопептид или пептид по п.5, отличающийся тем, что указанное отличие аминокислоты пред-
ставляет собой добавление одной аминокислоты к указанному эпитопному пептиду или делецию одной 
аминокислоты из указанного эпитопного пептида. 

9. Полинуклеотид в фармацевтической композиции, содержащей полинуклеотид, выбранный из 
группы, состоящей из: (а) полинуклеотида, который кодирует олигопептид или пептид по п.1, и (b) пол-
ного комплемента (а), причем полинуклеотид находится в форме фармацевтически приемлемой соли. 

10. Полинуклеотид по п.9, отличающийся тем, что полинуклеотид (а) представляет собой ДНК. 
11. Полинуклеотид по п.9, отличающийся тем, что полинуклеотид (а) представляет собой РНК. 
12. Способ вакцинирования и лечения субъекта от инфекции гриппа, причем указанные инфициро-

ванные клетки экспрессируют любую молекулу ГКГС класса I, причем указанный способ включает вве-
дение указанному субъекту композиции, которая связывается с молекулами МНС класса I или может 
быть преобразована для связывания с молекулами ГКГС класса I, содержащей: по меньшей мере один 
полипептид, который содержит эпитопный пептид, содержащий аминокислотную последовательность, 
выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1-18, в количестве, достаточном для индукции ответа 
ЦТЛ в указанных инфицированных клетках, и в форме фармацевтически приемлемой соли; или по 
меньшей мере один полипептид, который содержит эпитопный пептид, отличающийся по меньшей мере 
одной аминокислотой от аминокислотной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ 
ID NO: 1-18, в количестве, достаточном для индукции ответа ЦТЛ в указанных инфицированных клет-
ках, и в форме фармацевтически приемлемой соли. 

13. Способ вакцинирования и лечения субъекта от инфекции гриппа, причем указанные инфициро-
ванные клетки экспрессируют любую молекулу ГКГС класса I, причем указанный способ включает вве-
дение указанному субъекту композиции, которая связывается с молекулами МНС класса I или может 
быть процессирована для связывания с молекулами ГКГС класса I, содержащей: полинуклеотид, кото-
рый содержит последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую по меньшей мере один полипеп-
тид, содержащий аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID 
NO: 1-18, в количестве, достаточном для индукции ответа ЦТЛ в указанных инфицированных клетках, и 
в форме фармацевтически приемлемой соли; или по меньшей мере один полипептид, который содержит 
эпитопный пептид, содержащий отличие на одну аминокислоту от аминокислотной последовательности, 
выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1-18, в количестве, достаточном для индукции ответа 
ЦТЛ в указанных инфицированных клетках, и в форме фармацевтически приемлемой соли. 

14. Способ обеспечения иммунного ответа ex vivo с применением Т-клеток от субъекта, инфициро-
ванного гриппом, причем указанный способ включает: стимуляцию продукции ответа ЦТЛ для примене-
ния в пассивной иммунотерапии, причем указанные Т-клетки взаимодействуют по меньшей мере с од-
ним полипептидом, который содержит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, со-
стоящей из SEQ ID NO: 1-18, и в форме фармацевтически приемлемой соли; или по меньшей мере с од-
ним полипептидом, содержащим отличие на одну аминокислоту от аминокислотной последовательности, 
выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1-18, и в форме фармацевтически приемлемой соли. 

15. Способ по п.14, отличающийся тем, что указанная адоптивная терапия на основе Т-клеток полу-
чена из аутологических субъектов или субъектов с совпадающим HLA. 

16. Способ оценки или диагностики иммунного ответа у субъекта, инфицированного гриппом или 
вакцинированного против гриппа и связанных вирусов, причем указанный способ включает: стимуляцию 
продукции ответа ЦТЛ, причем указанные Т-клетки взаимодействуют по меньшей мере с одним поли-
пептидом, который содержит аминокислотную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 
SEQ ID NO: 1-18, и в форме фармацевтически приемлемой соли; или по меньшей мере с одним полипеп-
тидом, содержащим отличие на одну аминокислоту от аминокислотной последовательности, выбранной 
из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1-18, и в форме фармацевтически приемлемой соли. 

17. Способ вакцинирования людей от инфекции гриппа с применением SEQ ID 1 - 18 в форме фар-
мацевтически приемлемой соли. 

Следующие примеры иллюстрируют настоящее изобретение. 
Пример 1. 
Введение. 
Грипп представляет собой значительную мировую медицинскую проблему, ежегодно инфицирует-

ся более 20% населения Земли, что приводит к более, чем 5 миллионов случаев серьезных заболеваний и 
>300000 смертей по всему миру. Согласно оценкам, только в США каждый год с инфекцией гриппом 
связывают >30000 смертей и приблизительно 300000 случаев госпитализации (1). Учитывая недавнее 
появление нового тяжелого и потенциально рецидивирующего сезонного заболевания, Всемирная Орга-
низация Здравоохранения рекомендует проводить широкомасштабные кампании по вакцинации, которые 
снижают частоту возникновения вызванного гриппом воспаления легких. Для эффективного снижения 
частоты возникновения гриппа потребуется непрерывный и интенсивный эпидемический надзор, увели-
чение использования доступных на сегодняшний день вакцин против гриппа и наличие альтернативных 
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вакцин и противовирусных лекарственных средств, способных обеспечивать более широкую защиту от 
штаммов гриппа с антигенным сдвигом и дрейфом генов (2). Успешные кампании по вакцинации против 
гриппа могут иметь огромное социальное и экономическое значение (3). 

Иммунный ответ на вирус гриппа. 
Иммунный ответ на грипп регулируется как врожденным, так и адаптивным иммунитетом. Врож-

денный иммунный ответ на грипп ограничивает начальную репликацию вируса, но является относитель-
но неспецифическим (3). Для эффективного выведения вируса гриппа требуется устойчивый адаптивный 
иммунный ответ, активирующий как гуморальный, так и клеточный иммунитет. Гуморальный иммуни-
тет, который опосредуется секреторными антителами IgA и IgM, обеспечивает защиту от установления 
начальной инфекции, тогда как антитела IgG нейтрализуют вновь реплицирующийся вирус при устано-
вившейся инфекции (4, 5). Несмотря на то, что целью обычных вакцин против гриппа является индукция 
гуморального иммунитета против вируса гриппа, данные вакцины не являются полностью протективны-
ми из-за возникновения антигенных вариаций (6) (7). Дополнительно, данные свидетельствуют, что Т-
клеточные ответы чрезвычайно важны для защиты от гриппа. CD4+ Т-клетки играют важную роль в пе-
реключении изотипов на IgG и в продукции антител с более высокой аффинностью (8) и ЦТЛ памяти (9-
11). У людей ГА-специфичные CD4+ Т-клетки пролиферируют после вакцинации против гриппа (12) и 
способствуют развитию гетеросубтипических ответов антител против гриппа (13, 14). CD8+ цитотоксиче-
ские Т-лимфоциты (ЦТЛ) опосредуют выведение вируса и, что важно, как было показано, характеризуются 
перекрестно-реактивными ответами на различные субтипы вируса гриппа А (15-17). Это может объяснить 
относительную редкость заболевания среди людей старшего поколения, которые ранее, возможно, получа-
ли вакцинацию против гриппа или которые ранее подвергались воздействию инфекции H1N1. 

Актуальный статус разработки вакцин против вируса гриппа. 
Вакцины против гриппа, представленные на сегодняшний день на рынке, ежегодно обновляются, 

они разрабатываются на основании ежегодных рекомендаций ВОЗ относительно штаммов (16, 18), и их 
производят до начала сезона гриппа или пандемии. Имеющиеся на сегодняшний день вакцины против 
гриппа вызывают защитный гуморальный иммунный ответ против гликопротеинов ГА и НА поверхно-
сти вириона (7, 19, 20). Однако вирусные гликопротеины ГА и НА в большой степени подвержены час-
тому и непредсказуемому антигенному сдвигу и менее частым, но более серьезным мутациям дрейфа 
генов, которые приводят к отсутствию распознавания антителами; в связи с этим требуется частая разра-
ботка новых вакцин, соответствующих актуальному серотипу или серотипам вируса, инфицирующих 
популяцию людей (21-25). Помимо этого, данные вакцины являются дорогостоящими в производстве и 
не будут защищать от новых штаммов, которые могут появиться в межсезонье (т.е. свиной грипп H1N1 
2009 года, H5N1, H7N9). Более важно то, что данные вакцины сфокусированы на защите на основе анти-
тел и индуцируют незначительные Т-клеточные ответы, которые важны для устранения инфицирован-
ных вирусом клеток из организма. 

На сегодняшний день три улучшенные сезонные вакцины против гриппа получили одобрение FDA. 
Эти четырехвалентные вакцины обеспечивают охват двух вирусов гриппа А и двух вирусов гриппа В. (В 
последние годы в течение сезонов гриппа совместно циркулировали два вируса гриппа В, и предложен-
ные трехвалентные вакцины не защищали от одного из данных штаммов). FluMist - это четырехвалент-
ная живая аттенуированная (ослабленная) вакцина, которая может обеспечить больше мишеней для им-
мунной системы благодаря ограниченному синтезу белка (который отсутствует в инактивированных 
вакцинах). На сегодняшний день FluMist (http://www.cdc.gov/flu/protect/vaccine/vaccines.htm) распростра-
няется как альтернатива трехвалентной инактивированной вакцине. Fluarix и FluZone представляют со-
бой четырехвалентные инактивированные вакцины, которые стимулируют иммунный ответ, подобный 
ответу на имеющуюся на сегодняшний день трехвалентную инактивированную вакцину. 

Данные вакцины будут распространяться в течение сезона гриппа 2013 - 2014 годов 
(hhttp://www.fda.gov/BiologicsBloodVaccines/Vaccines/ApprovedProducts/ucm295057.h tm). 

Несмотря на охват, предлагаемый четырехвалентными вакцинами, они все еще являются сезонными и 
страдают от тех же недостатков, что и трехвалентная вакцина, а именно - длительности и высокой стоимо-
сти их получения и отсутствия мощных Т-клеточных ответов, которые устраняют инфицированные клетки, 
а также отсутствия защиты от инфекций, возникающих в межсезонье. Совершенно очевидно, что необхо-
дима универсальная вакцина, обеспечивающая защиту от большинства, если не всех, штаммов гриппа. 

На сегодняшний день несколько составов универсальных вакцин находятся на стадии разработки. 
Эти вакцины можно в общем смысле охарактеризовать по типу защитного иммунного ответа, который 
они стимулируют: 1) В-клеточные ответы (антитело), 2) Т-клеточные ответы, или 3) как В-, так и Т-
клеточные ответы. Kanekiyo с соавторами создали наночастицы ГА (белок гемагглютинин, ГА, гриппа, 
слитый с ферритином), индуцирующие высокий титр ответов антитела, которые обеспечивают охват 
множества штаммов гриппа (26). Клинические исследования данной вакцины еще не начаты. Вакцина на 
основе Т-клеток, нацеленная на четыре относительно консервативных эпитопа в вирусном геноме (27), 
также находится в процессе разработки. Т-клеточную вакцину на основе высококонсервативных CD4-
эпитопов оценивали в провокационном исследовании II фазы с положительными защитными ответами 
против различных штаммов гриппа, включая пандемические штаммы (28). Рекомбинантная полиэпитоп-
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ная вакцина, называемая Multimeric-001, которая содержит В-клеточный, CD4 Т-клеточный и CD8 Т-
клеточный консервативные эпитопы из девяти различных белков гриппа (29), находится на ранней ста-
дии клинических исследований. Вакцина на основе слитого белка, состоящая из нуклеопротеина (НП) и 
В-клеточного эпитопа М2е, связанных с адъювантом и пептидом М2е в наночастице золота в комбина-
ции с CpG (30), также находится на стадии разработки. Большинство из упомянутых выше вакцин приго-
товлены в состав в виде белка или пептидов с различными адъювантами, которые вызывают побочные 
клинические эффекты. Напротив, состав полностью синтетической универсальной вакцины против 
гриппа, предложенной авторами настоящего изобретения, состоит из панели консервативных эпитопов, 
активирующих CD4, CD8 и В-клетки, приготовленных в состав в наночастице золота для доставки вак-
цины, который характеризуется встроенными адъювантными свойствами и разработан для стимуляции 
мощных Т- и В-клеточных иммунных ответов, направленных против множества штаммов вируса гриппа, 
включая вновь возникающие штаммы. 

Концепция синтетической универсальной вакцины от инфекции гриппа. 
Идеальная вакцина должна пытаться имитировать природный иммунитет (фиг. 1), образованный 

под действием инфекции способом, в результате которого формируются адаптивная гуморальная и кле-
точная иммунная память (31). Прилагаются огромные усилия для разработки универсальной вакцины 
против гриппа, которая будет эффективной против всех типов гриппа. 

Целью является обеспечение защиты на годы, если не на всю жизнь, от всех сезонных штаммов 
гриппа и пандемических штаммов, что сделает иммунизацию против гриппа намного более похожей на 
традиционные вакцины. Разработка эффективной универсальной вакцины против гриппа устранит (или 
уменьшит) страх перед будущими пандемиями гриппа и будет более экономически выгодной, чем разра-
ботка и производство ежегодных сезонных вакцин против гриппа. Такая универсальная вакцина должна 
нацеливаться на консервативные эпитопы вируса гриппа, которые не меняются от штамма к штамму и, 
что более важно, должны презентироваться молекулами ГКГС на инфицированных клетках. Наконец, 
наиболее перспективную универсальную кандидатную вакцину против гриппа можно получить в резуль-
тате объединения антигенов как для Т-, так и для В-клеточного иммунитета. На основании исследований 
на моделях на животных и исследований с участием людей имеет смысл объединение всех возможных Т- 
и В-клеточных лигандов (Фиг. 1) для приготовления в состав активной синтетической вакцины. Для то-
го, чтобы быть активной, вакцина должна характеризоваться размером в диапазоне, позволяющем осу-
ществлять захват в цитозоль, и содержать встроенные сигналы опасности для нацеливания антигенпре-
зентирующих клеток. Было показано, что новые гликонаночастицы золота с данными свойствами инду-
цируют эффективные ответы на вакцину (32, 33). Настоящая заявка направлена на разработку синтетиче-
ской универсальной вакцины на основе общих Т-клеточных и В-клеточных эпитопов, встроенных в на-
ночастицу золота. 

Новизна. 
Предложенное решение содержит два основных новых отличия: (1) разработка полностью синтети-

ческой универсальной вакцины, способной индуцировать ответ Т-хелперов, цитотоксических Т-клеток и 
антител против множества штаммов инфекции гриппа, и (2) характеристики новой полностью синтети-
ческой платформы для доставки вакцины на основе новых гликонаночастиц золота, вооруженной моле-
кулами, стимулирующими врожденный и адаптивный иммунитет, которая будет выступать в качестве 
мощного адъюванта для любой субъединичной вакцины. Предложенный подход разработки вакцины 
будет характеризоваться несколькими преимуществами по сравнению с существующими вакцинами. Во-
первых, вакцина будет содержать множество консервативных ограниченных по ГКГС класса I CD8+ Т-
клеточных эпитопов, которые природным образом процессируются и презентируются на инфицирован-
ных клетках (34), CD8-эпитопы, вложенные в CD4-эпитопы, и эпитоп или эпитопы антитела из различ-
ных белков вируса гриппа. Во-вторых, данные эпитопы будут доставлены в синтетической гликонаноча-
стице, которая содержит иммунные "сигналы опасности" (35, 36). Наконец, на данные новые гликонано-
частицы размером 20-40 нм, которые в отличие от других наночастиц содержат чужеродные компоненты 
(такие как углеводы бактерий, GlcNAc) помимо грипп-специфичных эпитопов, активирующих Т- и В-
клетки, с большей вероятностью будут нацеливаться антигенпрезентирующие клетки, и данные гликона-
ночастицы с большей вероятностью будут захвачены антигенпрезентирующими клетками благодаря их 
подобию патогену, для эффективной активации антиген-специфичных Т-клеток и ответов антител. Дан-
ные гликонаночастицы, как ожидается, также индуцируют созревание/активацию ДК, и, таким образом, 
устойчивый иммунный ответ, что является важным для успешного специфического ответа субъединич-
ной вакцины (37, 38). Данные наночастицы также подходят для множества путей доставки, включая 
трансдермальный и пероральный/буккальный, помимо способа доставки с помощью интрадермальной 
(внутрикожной) и подкожной инъекции. 

Настоящая заявка также предназначена для ускорения доклинической разработки новой находя-
щейся на стадии становления стратегии создания вакцины, которая характеризуется "встроенной" пере-
крестной эффективностью в отношении разных субтипов и которая может предотвратить значительное 
распространение внезапно возникшего или повторно возникшего штамма инфекции гриппа. Перекрест-
но-субтипическая вакцина, содержащая эпитопы иммуногенной консенсусной последовательности, мо-
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жет обеспечить достижение данной цели. Все больше данных свидетельствует о том, что эффективная 
универсальная вакцина должна индуцировать активацию как клеточноопосредованного, так и гумораль-
ного иммунитета. Авторы настоящего изобретения высказали предположение, что вакцина на основе 
определенных эпитопов, презантируемых инфицированными клетками, будет намного превосходить 
субъединицу вирусного белка или вакцины на основе эпитопа с предсказанным мотивом, поскольку про-
цессинг белка иммунной системой может изменять нативные вирусные эпитопы. Помимо этого, CD8-
эпитоп, встроенный в удлиненные пептиды, не только вызывает устойчивый ответ ЦТЛ, но удлиненные 
пептиды также способны индуцировать опосредованные Т-хелперами цитокиновые ответы, которые 
важны для борьбы с инфекцией гриппом (28). Добавление к данному составу синтетической вакцины 
универсального эпитопа антитела включает оба направления иммунной системы для обеспечения полной 
защиты. 

Как продемонстрировано предварительными данными, полученными авторами настоящего изобре-
тения, прямая идентификация Т-клеточных эпитопов, презантируемых на инфицированных клетках, 
представляет собой эффективный и логичный способ идентификации Т-клеточных эпитопов для вариан-
тов применения вакцины. Анализ, проведенный авторами настоящего изобретения, подтвердил несколь-
ко Т-клеточных эпитопов, которые были отобраны с помощью методологий предсказания мотива ГКГС. 
Поскольку база данных иммунных эпитопов (TEDB; http://www.iedb.org) содержит несколько сотен 
предсказанных HLA-специфичных Т-клеточных эпитопов гриппа, включая множество общих эпитопов с 
высокими показателями связывания с ГКГС и ограниченными характеристиками ЦТЛ, важно подтвер-
дить и использовать для применения в вакцине эпитопы, которые презентируются инфицированными 
вирусом клетками. Дополнительно, поскольку база данных IEDB была создана способами предсказания 
мотива, а не функциональными способами, сложно отсортировать иерархию доминантности эпитопов, 
презантируемых в природе. Thomas с соавторами (39) изящно продемонстрировали, что клетками, инфи-
цированными вирусом гриппа, презентируются как доминантные, так и субдоминантные эпитопы, и их 
будет сложно отсортировать с применением данных из базы данных IEDB. Еще одним недостатком эпи-
топов с предсказанным мотивом является то, что их скрининг в отношении функциональной специфич-
ности наиболее часто проводили с применением ЦТЛ от инфицированных индивидуумов, которые, воз-
можно, стали толеризированными. 

Значительная инновация будет реализована в первой в истории комбинации Т-клеточных (CD8 и 
CD4) эпитопов и эпитопа антитела (М2е), выполненных в форме нацеленной, активирующей и регули-
рующей иммунитет полностью синтетической, адаптируемой системы для доставки вакцины на основе 
наночастиц. Авторы настоящего изобретения подчеркивают, что применение консервативных Т-
клеточных эпитопов, которые в природе презентируются инфицированными клетками, и В-клеточного 
эпитопа, встроенного в наночастицы, представляет собой большой прорыв в технологии вакцин вместо 
небольшой корректировки компонентов вакцины. В случае успеха данный способ может привести к сме-
не парадигмы получения составов профилактических и терапевтических вакцин. Работа авторов настоя-
щего изобретения также будет полезна для усовершенствования общего понимания опосредуемого Т-
клетками иммунного ответа на инфекцию вирусом гриппа. Данная информация является важной для раз-
работки противовирусных лекарственных средств и профилактических и терапевтических универсаль-
ных вакцин для борьбы и предотвращения тяжелых, а в некоторых случаях летальных инфекций вирусом 
гриппа. 

Результаты. 
Авторы настоящего изобретения идентифицировали панель HLA-A2-специфичных консервативных 

эпитопов из инфицированных клеток. С применением мононуклеарных клеток периферической крови 
(МКПК), полученных от HLA-A2-положительных здоровых доноров, авторы настоящего изобретения 
охарактеризовали выбранные эпитопы в отношении активности ЦТЛ и продемонстрировали перекрест-
ную реактивность in vitro. 

Идентификация эпитопов гриппа, презантируемых ГКГС класса I JY, линию HLA-A2- и В7-
положительных трансформированных ВЭБ В-клеток, HLA-A2- и А24-положительную линию клеток ге-
патомы HepG2 и дендритные клетки (ДК), образованные из HLA-А2-положительных лимфоцитов пери-
ферической крови (ЛПК) от здоровых индивидуумов, инфицировали штаммами вируса гриппа А и В 
(А/Новая Каледония/20/99 (H1N1), А/Висконсин/67/2005 (H3N2), В/Малайзия/2506/2004). Как для JY, 
так и для ДК в опубликованных исследованиях была продемонстрирована клеточная инфекция, состав-
ляющая ~50%, после применения ~10 ГАЕ, гемагглютинирующих единиц (40) в течение 16-24 ч, и дан-
ные линии клеток являются наиболее успешными для инфекций гриппа (41). Инфицированные клетки 
использовали для выделения пептидов ГКГС, если они демонстрировали >50% инфекционности. Полу-
чали лизаты клеток, и проводили с ними два этапа иммунопреципитации с применением 1 мг W6/32 
(пан-ГКГС класса I-специфичное антитело), конъюгированного с 1 мг бусин с белком A/G (34). Связан-
ные комплексы ГКГС элюировали с бусин, и смеси пептидов очищали и разделяли на фракции с приме-
нением колонки С18 с обращенной фазой (ОФ). Фракции пептидов инжектировали по отдельности в сис-
тему ЖХ-МС/МС (жидкостной хроматографии-масс-спектрометрии, nanoAcquity UPLC -LTQ orbitrap) 
для идентификации пептидов ГКГС. Пептиды ГКГС и их соответствующие белки идентифицировали 
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путем проведения поиска для необработанных данных в базе данных гриппа NCBI с применением про-
граммного обеспечения Bioworks/Proteome Discoverer (Thermo). Синтетические пептиды были получены 
для валидации и подтверждения последовательностей. Синтетические пептиды подвергали анализу ме-
тодом ЖХ-МС/МС при одинаковых условиях столкновения, что и для экспериментальных пептидов, и 
их последовательности подтверждали путем сравнениях их спектра МС/МС с таковым синтетических 
аналогов. 

В табл. 31 приведены пептиды, связанные с ГКГС класса I, которые авторы настоящего изобрете-
ния идентифицировали в инфицированных вирусом гриппа клетках. Авторы настоящего изобретения 
идентифицировали 7 эпитопов с HLA-A2-связывающим мотивом, и 5 из 7 эпитопов содержали HLA-
А24-перекрестно-связывающий мотив. Помимо этого, авторы настоящего изобретения идентифицирова-
ли несколько эпитопов, содержащих мотив HLA-B7 и В44. Все эпитопы происходят из областей белков, 
которые являются консервативными среди множества штаммов гриппа. Эти пептиды проверяли в экспери-
ментах по совместному элюированию с применением синтетических пептидов. Интересно отметить, что 
авторы настоящего изобретения идентифицировали три эпитопа, о которых сообщалось ранее, два HLA-
А2-специфичных эпитопа (Р1 и Р5) (42), которые идентифицировали с применением предсказания мотива и 
анализа ЦТЛ ex vivo, и один HLA-В7-специфичный эпитоп (LPF в табл. 3), который, как было показано, 
являлся консервативными среди пандемических вирусов гриппа A H1N1-2009 и H1N1-1918 (43). 

Таблица 3 
Эпитопы ГКГС класса I, презентированные клетками,  

инфицированными вирусом гриппа 

 

 
*Эпитопы, о которых сообщалось ранее 

До экспериментов по получению функциональных характеристик на ЦТЛ авторы настоящего изо-
бретения подтвердили аутентичность 5 HLA-А2-специфичных пептидов, Р1-Р5 (табл. 3) с применением 
синтетических аналогов пептидов. Как проиллюстрировано на фиг. 2, большинство фрагментарных ио-
нов в МС/МС спектре экспериментальным способом идентифицированных пептидов (фиг. 2: Р1-А-Р5-А) 
совпадали со спектром их соответствующих синтетических пептидов, что подтверждается указанными 
массами (фиг. 2: Р1-В-Р5-В) (34). Помимо этого, авторы настоящего изобретения дополнительно вруч-
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ную верифицировали МС/МС спектр, чтобы подтвердить идентичность всех экспериментальным спосо-
бом наблюдаемых пептидов. Т-клеточные эпитопы были приготовлены в наночастицы, и их исследовали 
в отношении индукции эпитоп-специфичных ЦТЛ и перекрестной реактивности in vitro. 

Для верификации презентирования данных эпитопов инфицированными клетками получали ЦТЛ, 
специфичные к каждому из 5 пептидов, с применением МКПК от здоровых HLA-A2+ доноров и синте-
тических пептидов, соответствующих идентифицированным эпитопам. В анализе ELISpot функциональ-
ность ЦТЛ измеряли посредством выявления антиген-специфичной секреции ИФНγ. Как проиллюстри-
ровано на фиг. 3А, инфицированные PR8 клетки JY и HepG2 стимулировали все пять специфичных к 
эпитопу гриппа Т-клеток. Дополнительно, с применением клеток-мишеней HepG2, инфицированных 
различными штаммами гриппа А (Х31, H3N2 и JAP, H2N2), была продемонстрирована перекрестная ре-
активность с другими штаммами, которая свидетельствует о презентировании данных эпитопов у клеток, 
инфицированных различными штаммами гриппа (фиг. 3В). 

Чтобы получить дополнительные характеристики иммунного ответа, вызванного данными эпито-
пами in vivo, авторы настоящего изобретения иммунизировали трансгенных мышей HLA-A2+ смесью 
вышеупомянутых пяти эпитопов. Иммунизации проводили с применением данных пептидов в присутст-
вии в качестве адъюванта Montanide ISA 51 (фиг. 4А). Авторы настоящего изобретения определили 
грипп-специфичный Т-клеточный ответ путем измерения секреции ИФНγ мыши в анализе ELISpot. С 
применением клеток Т2, в которые вводили отдельные пептиды 1-5, авторы настоящего изобретения по-
сле иммунизации наблюдали ответ на все 5 пептидов (фиг. 4В). В сочетании с описанными выше резуль-
татами in vitro, образованные in vivo ЦТЛ, специфичные к данным пептидам, стимулировались в равной 
степени хорошо, когда в качестве мишеней использовали клетки HepG2 и JY, инфицированные различ-
ными штаммами гриппа (Фиг. 4С); это свидетельствует, что данные эпитопы процессируются и презен-
тируются при множестве инфекций гриппа. Помимо высвобождения ИФНγ, авторы настоящего изобре-
тения также измеряли фенотипические изменения CD8+ Т-клеток из спленоцитов в отношении CD107а, 
маркера активации, присутствующего на гранулирующих эффекторных ЦТЛ (44, 45). Как проиллюстри-
ровано на фиг. 4D, CD8+ Т-клетки продемонстрировали более высокую интенсивность окрашивания 
CD107а при инкубации с инфицированными мишенями по сравнению с неинфицированными мишенями. 

Авторы настоящего изобретения получили наночастицы (НЧ) золота, содержащие HLA-А2-
специфичные эпитопы (НЧ 1-5), и объединили их с общим эпитопом антитела (НЧ 6) из матриксного 
белка гриппа 2 (М2е). Авторы настоящего изобретения иммунизировали трансгенных мышей HLA-A2 
пептидом + Montanide 51 или пептидами в НЧ и оценивали ответ ЦТЛ на основании высвобождения 
ИФНγ с применением ELISpot (фиг. 5А и В) и экспрессии CD107а (фиг. 5С). Пептиды, встроенные в НЧ, 
активировали мощный противовирусный ответ ЦТЛ in vivo без какого-либо дополнительного адъюванта. 
НЧ сами по себе выступали в качестве адъюванта, помимо доставки пептидов к антигенпрезентирующим 
клеткам. Пептиды без адъюванта Montanide не вызывали ответ ЦТЛ (данные не показаны). 

Помимо получения характеристик ответов ЦТЛ, авторы настоящего изобретения также оценивали 
ответы антитела на универсальный эпитоп антитела из матриксного белка гриппа 2 (М2е). С данной це-
лью авторы настоящего изобретения иммунизировали группу мышей пептидами ГКГС I (P1-5) или пеп-
тидами в НЧЗ, наночастицах золота (НЧ 1-5), помимо пептида (Р6 или НЧ 6) из эктодомена М2 (М2е) 
(46, 47). Т-клеточные ответы, которые измеряли на основании анализа ИФНγ методом ELISpot (фиг. 5А и 
В) и анализа CD107а методом проточной цитометрии (фиг. 5С), были сравнимыми среди групп, которые 
иммунизировали Т-клеточными эпитопами самими по себе (1-5) или Т-клеточными эпитопами с пепти-
дом М2е (1-6). Затем измеряли концентрацию циркулирующего М2е-специфичного антитела с помощью 
стандартного анализа ELISA с применением сыворотки, отобранной в ходе итоговых заборов крови у 
иммунизированных мышей. Как проиллюстрировано на фиг. 6, у мышей, иммунизированных пептидом 
М2е с адъювантом Montanide (Пеп.6) или в НЧЗ (НЧ 6), образовался устойчивый и М2е-специфичный 
ответ IgG (фиг. 6А). Однако, когда пептид М2е объединяли с пептидами ГКГС 1 (Пеп.1-5 или НЧ 1-5), 
титр антитела против М2е незначительно снижался. Разница в ответе антитела между пептидами + адъ-
ювантом Montanide и НЧЗ без какого-либо адъюванта отсутствовала, как авторы настоящего изобретения 
наблюдали и при Т-клеточном ответе. Однако, когда авторы настоящего изобретения сравнивали три 
пептида без какого-либо адъюванта с НЧ, то наблюдали больший ответ антител при использовании НЧ 
(Фиг. 6В). В заключение, авторы настоящего изобретения продемонстрировали, что НЧЗ, в которые были 
включены эпитопы ГКГС I и антитела, вызывали устойчивый как ответ ЦТЛ, так и ответы антител по 
сравнению с эпитопами, для которых требуются адъюванты, вызывающие клиническую токсичность. 

Затем функциональность антисыворотки М2е, образованной под действием пептида + адъюванта 
Montanide (P1-6, Р6) и пептидов в НЧ (НЧ 1-6, НЧ 6), в отношении перекрестной реактивности характе-
ризовали путем инфицирования клеток HepG2 и JY всеми тремя штаммами вируса гриппа (PR8, Х-31 
или JAP), которые авторы настоящего изобретения исследовали до этого. С применением проточной ци-
тометрии авторы настоящего изобретения обработали инфицированные клетки М2е-специфичной анти-
сывороткой, полученной от мышей, иммунизированных пептидом + Montanide или НЧ, и продемонстри-
ровали специфичное связывание антитела на клетках, инфицированных PR8, Х-31 или JAP (зеленый, 
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голубой, красный, соответственно); это свидетельствует о присутствии данного эпитопа в клетках, ин-
фицированных различными штаммами гриппа (фиг. 7). 

Наконец, нейтрализующую способность данных антител определяли путем добавления антисыво-
ротки к клеткам HepG2, инфицированным вирусом PR8. В клетки HepG2 вводили низкую дозу PR8 в 
присутствии сыворотки от мышей, иммунизированных пептидами ГКГС I (P1-5 или НЧ 1-5) или пепти-
дом рМ2е (рМ2е или НЧ М2е), в разведении 1:50 в течение 1 ч. После инкубации в течение ночи с теми 
же уровнями сыворотки клетки фиксировали и внутриклеточно окрашивали в отношении НП гриппа. 
Показан процент положительных клеток. Залитые серым гистограммы представляют собой неинфициро-
ванные контроли. Как проиллюстрировано на фиг. 8, уровни инфекции были ниже, когда использовали 
сыворотку, содержащую антитело против М2е, полученное с помощью пептида М2е с адъювантом Mon-
tanide (Фиг. 8А), или пептида М2е в НЧЗ (Фиг. 8В); это свидетельствует о функциональной способности 
М2е-специфичных антител. 

Краткое описание 

Это первое известное всеобъемлющее исследование по анализу пептидов, связанных с ГКГС класса 
I, на клетках, инфицированных вирусом гриппа. Важно подчеркнуть, что все эпитопы являются общими 
для различных штаммов гриппа. Интересно отметить, что авторы настоящего изобретения также иден-
тифицировали на инфицированных клетках несколько эпитопов с предсказанным мотивом, о которых 
уже сообщалось. В дополнение к получению характеристик эпитопов ГКГС I авторы настоящего изобре-
тения также продемонстрировали широкую противовирусную активность антител против эпитопа анти-
тела М2е. Авторы настоящего изобретения также получили наночастицы золота (НЧЗ), приготовленные 
в состав с эпитопами Т-клеток и эпитопами антител, и охарактеризовали противовирусные ответы Т-
клеток и ответы антител в исследованиях in vitro и in vivo. Данные, полученные авторами настоящего 
изобретения, окажут значительное влияние на разработку, приготовление в состав и получение характе-
ристик универсальной вакцины против гриппа. Работа авторов настоящего изобретения также будет по-
лезной для усовершенствования общего понимания опосредованного Т-клетками иммунного ответа на 
инфекцию вирусом гриппа. Данная информация является важной для разработки противовирусных ле-
карственных средств и профилактических и терапевтических универсальных вакцин для борьбы и пре-
дотвращения тяжелых, а в некоторых случаях летальных инфекций вирусом гриппа. 

Предстоящая работа. 
Авторы настоящего изобретения предлагают оценить частоту Т-клеток, специфичных к данным 

эпитопам, и ответ антител М2е у сезонно вакцинированных индивидуумов для оценки эндогенных кле-
точных и гуморальных ответов при инфекции гриппом. Руководствуясь данной целью, авторы настояще-
го изобретения предварительно исследовали присутствие М2е-специфичных антител в общей популя-
ции, которая подвергалась воздействию инфекции гриппом и получала сезонную вакцинацию. Авторы 
настоящего изобретения получали (заказывали в компании Research Blood Components LLC, Брайтон, 
Массачусетс) образцы сыворотки от 10 здоровых индивидуумов (5 мужчин и 5 женщин). Присутствие 
антител против консервативного эпитопа М2е оценивали с применением стандартного анализа ELISA. 

Различные разведения образцов сыворотки наносили на сенсибилизированные пептидом М2е лунки 
ELISA и обрабатывали вторичными антителами против IgG человека и детектирующим средством Licor 
(34). Фактическое изображение лунок ELISA показано для каждого из индивидуумов с 4 различными 
разведениями. 

Данные, представленные на фиг. 9, однозначно свидетельствуют, что у некоторых из индивидуумов 
продуцируются антитела против консервативного эпитопа М2е. Однако титры у некоторых индивидуу-
мов были очень низкими. Интересно отметить, что инфекция гриппом и, возможно, сезонная вакцинация 
индуцируют эндогенный ответ антител на данный универсальный эпитоп антитела. Иммунизация дан-
ным универсальным эпитопом и вызов устойчивого ответа антитела могут обеспечить эффективную за-
щиту. Авторы настоящего изобретения планируют исследовать данную гипотезу в заявке II фазы. 

Помимо ответа антитела на универсальный В-клеточный эпитоп, авторы настоящего изобретения 
также планируют оценить частоту Т-клеток, специфичных к эпитопам ГКГС I, которые авторы настоя-
щего изобретения идентифицировали и охарактеризовали в заявке I фазы. Для выполнения данной зада-
чи авторы настоящего изобретения предлагают синтезировать тетрамер или декстрамеры ГКГС со спе-
цифичными эпитопами и провести скрининг ЛПК от индивидуумов, которые подвергались воздействию 
вируса гриппа и получили сезонную вакцинацию против гриппа. Авторы настоящего изобретения имеют 
большой опыт анализов декстрамеров ГКГС с применением Т-клеточных эпитопов, полученных в ре-
зультате инфекции вирусом лихорадки денге. Авторы настоящего изобретения провели скрининг не-
скольких пациентов, сероположительных к вирусу лихорадки денге, с применением 3 декстрамеров, со-
держащих HLA-А2-специфичные Т-клеточные эпитопы. Декстрамеры синтезировала компания Immudex 
(Фэрфакс, Вирджиния). МКПК очищали из цельной крови и окрашивали антителами против CD8 и дек-
страмерами. Окрашенные клетки анализировали на проточном цитометре Guava, и процент положитель-
ных данных получали с применением программного обеспечения Guavasoft InCyte. Данные для четырех 
пациентов с декстрамерами, специфичными к трем различным эпитопам (NIQ, VTL, KLA), представлены 
на фиг. 10. У всех пациентов наблюдался некоторый уровень (0,5% - 4%) циркулирующих CD8+ Т-
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клеток, которые специфично связываются с декстрамерами с Т-клеточными эпитопами. Авторы настоя-
щего изобретения также стимулировали данные Т-клетки специфичными пептидами в краткосрочных 
культурах in vitro и получали данные о специфичном ответе ЦТЛ (Фиг. 11). ЛПК от сероположительных 
к лихорадке денге пациентов, у которых наблюдался высокий процент окрашивания декстрамером, р151 
(Фиг. 10), стимулировали пептидами в культуре в течение 7 дней. Активированные Т-клетки оценивали в 
отношении функции ЦТЛ путем внутриклеточного окрашивания продукции ИФНγ и анализа методом 
проточной цитометрии. Как показано на фиг. 11, активность ЦТЛ была значительной (0,7% - 1,1%) про-
тив отдельных мишеней, нагруженных пептидом (пеп. NIQ, пеп. KLA, пеп. VTL), а также мишеней, ин-
фицированных серотипом 2 вируса лихорадки денге (DV2) (NIQ DV2, KLA DV2, VTL DV2). Данные 
анализа декстрамера и ЦТЛ нельзя сравнивать напрямую, однако интересно отметить, что декстрамер-
положительные клетки способны повторно активироваться специфичными эпитопами, а ЦТЛ являются 
функциональными при распознавании инфицированных вирусом клеток. 

Для достижения активации вирус-специфичных CD4 и CD8 Т-клеточных ответов авторы настояще-
го изобретения предлагают синтезировать идентифицированные CD8 Т-клеточные эпитопы, включенные 
в удлиненный 15-мерный пептид, содержащий эндогенные последовательности. Данные более длинные 
пептиды характеризуются потенциалом стимулировать CD4+ Т-клетки. Для оценки эффективности таких 
более длинных пептидов при индукции активации ЦТЛ авторы настоящего изобретения исследовали 
хорошо охарактеризованную модель CD8 Т-клеточного эпитопа из овальбумина (SIINFEKL) (48). Авто-
ры настоящего изобретения синтезировали удлиненный пептид путем включения трех эндогенных флан-
кирующих аминокислотных остатков как на N-, так и на С-конце SIINFEKL (QLE SIINFEKL TEW) и 
оценивали, был ли более длинный пептид процессирован и презентирован CD8-эпитопом для активации 
Т-клеток. 

Как продемонстрировано на фиг. 12А и В, когда модель эпитопа Н2Kb овальбумина, содержащая 
удлиненный пептид, была процессирована и презентирована АПК (клетками LKb) (фиг. 12А), достига-
лось распознавание Т-клетками и активация (Фиг. 12В), которые свидетельствуют, что CD8-эпитоп, вло-
женный в более длинный пептид, способен процессироваться и активировать Т-клетки. Хотя презенти-
рование эпитопа CD8 было ниже в клетках LKb, в которые вводили Ext SIIN, по сравнению с нагрузкой 
свободного пептида, что было ожидаемо, поскольку для Ext SIIN требуется интернализация и дополни-
тельный процессинг, активация Т-клеток была эквивалентной в АПК, в которые вводили Ext SIIN, что 
является более важным. Предположение заключается в том, что данные более длинные пептиды также 
будут выступать в качестве хелперных пептидов in vivo для мощной активации ЦТЛ и В-клеток для от-
вета на вакцину против гриппа. 

Валидация безопасности доставки с помощью наночастиц. 
Хотя композиции вакцин на основе НЧЗ никогда не исследовали на людях, их оценивали в клини-

ческом исследовании I фазы в отношении безопасности и доставки пептида инсулина у здоровых добро-
вольцев, в которых они на сегодняшний день продемонстрировали хорошую безопасность. Помимо это-
го, предшествующие исследования безопасности in vivo и in vitro свидетельствуют, что частицы являют-
ся безопасными в очень высоких концентрациях в токсикологических исследованиях на крупных живот-
ных. Все отдельные компоненты наночастиц являются синтетическими, и они не продемонстрировали 
токсичность при введении по отдельности. Безопасность составов НЧЗ изучали в исследованиях in vitro с 
применением различных линий раковых клеток, цельной крови и слизистой оболочки щеки человека в 
отношении пролиферации клеток, высвобождения цитокинов и цитотоксичности, и при этом нежела-
тельные явления не наблюдались. Различные вакцины и модели метастазирующей опухоли использовали 
для проведения токсикологических исследований с применением составов вакцины на основе наноча-
стиц, и токсичность не была обнаружена. Помимо этого, токсичность не наблюдали в исследованиях ви-
зуализации CSIS in vivo на модели глиомы головного мозга мыши GL261 и в исследованиях сосудов сет-
чатки. Токсикологические исследования проводили согласно GLP (good laboratory practices, надлежащей 
лабораторной практике) с наночастицами, которые ежедневно вводили мышам внутривенно в течение 5 
последовательных дней в теоретической дозе 5,4 мг/кг, и клинические признаки токсичности в моче, фе-
кальных экскрементах или в органах, включая головной мозг, печень, почки, сердце, селезенку и легкие, 
отсутствовали. 

Общее заключение о предшествующей работе. 
Работа, представленная в данном разделе, подчеркивает универсальный характер НЧЗ в качестве 

платформы для доставки мультиэпитопной вакцины и преимущества, достигнутые авторами настоящего 
изобретения в иммунном анализе вирусной инфекции. Для данного исследования в особенности имеет 
значение большой опыт авторов настоящего изобретения в анализах связанных с ГКГС пептидов, иден-
тификации Т-клеточных эпитопов и получении характеристик эпитопов в отношении функций Т-клеток 
в системах для доставки вакцины (49-52). На основании предварительных работ авторов настоящего изо-
бретения, проведенных с раком (53, 54) и инфекционными заболеваниями, включая грипп (34) и лихо-
радку денге (55), авторы настоящего изобретения считают, что они достигнут успеха при реализации 
предложенного проекта. Важно отметить, что методологии платформы для доставки вакцины и иденти-
фикации Т-клеточных эпитопов также широко применимы для других инфекционных заболеваний. 
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Методы. 
Анализ частоты ЦТЛ. 
Образцы лейкоцитарной пленки от HLA-A2- или А24-положительных здоровых индивидуумов, ко-

торые получали сезонную вакцинацию против гриппа, будут заказаны в компании Research Blood Com-
ponents LLC (Брайтон, Массачусетс). Авторы настоящего изобретения предлагают оценивать 6-10 паци-
ентов. Будут получены конструкции тетрамера (Proimmune) и декстрамера (Immudex) пептида ГКГС с 
HLA-A2- и А24-специфичными пептидами. МКПК будут очищать из лейкоцитарных пленок согласно 
стандартным способам. МКПК будут окрашивать конструкциями тетрамера (56) или декстрамера (57) 
согласно протоколу производителя. Клетки будут совместно окрашивать конъюгатом антитела против 
CD8 с ФИТЦ. Окрашенные клетки будут анализировать на проточном цитометре Guava (Millipore), и 
процент положительных данных будут получать с применением программного обеспечения Guavasoft 
InCyte (Фиг. 10). Дважды окрашенные клетки будут подсчитывать в виде процента от суммарных МКПК. 
Не имеет значения, будут ли использованы в качестве отрицательных контролей имеющиеся в наличии 
тетрамеры или декстрамеры пептида ГКГС. 

Активация ЦТЛ памяти и наивных ЦТЛ. 
Для активации наивных Т-клеток будет получена периферическая кровь от HLA-A2- или А24-

положительных здоровых доноров (которую закажут в компании Research Blood Components, LLC. Брай-
тон, Массачусетс). Мононуклеарные клетки периферической крови (МКПК) будут очищать с примене-
нием среды для разделения лимфоцитов (Mediatech) с помощью дифференциального центрифугирования 
согласно стандартным способам. МКПК будут высевать в полной среде RPMI 1640 в течение ночи. Не-
прикрепившиеся клетки удалят и сохранят. В прикрепившиеся к пластику клетки введут 50 мкг/мл син-
тетического пептида и 1,5 мкг/мл β2-микроглобулина человека (ЕМВ Biosciences, Гиббстаун, Нью-
Джерси) в полной среде в течение 2 ч. Затем вновь добавят неприкрепившиеся клетки в 5 мл полной сре-
ды с добавлением ИЛ-7 в концентрации 5 нг/мл, колониестимулирующего фактора гранулоцитов-
моноцитов (Granulocyte Monocyte Colony Stimulating Factor, GM-CSF) в концентрации 25 нг/мл и ИЛ-4 в 
концентрации 50 нг/мл (все цитокины и факторы роста закажут в компании Peprotech, Роки Хилл, Нью-
Джерси). Планшеты будут инкубировать при температуре 37°С в увлажненном инкубаторе с 5% СО2 в 
течение 12 дней. Т-клетки будут повторно стимулировать один раз аутологичными МКПК, истощенны-
ми по CD4+/CD8+ Т-клеткам, в которые вводили синтетический пептид в концентрации 10 мкг/мл и 1,5 
мкг/мл β2-микроглобулина человека в полной среде, содержащей 5 нг/мл ИЛ-7 и 10 Ед./мл ИЛ-2, в тече-
ние 5 дней. Повторную стимуляцию будут повторять трижды перед использованием в анализах ЦТЛ. 
Анализы ЦТЛ будут проводить с применением нагруженных пептидом клеток Т2 и клеток-мишеней, 
инфицированных различными штаммами гриппа, как описано в публикации (34). Для активации Т-
клеток памяти МКПК будут один раз активировать с помощью АПК, в которые вводили пептид, как опи-
сано выше, перед анализами ЦТЛ (фиг. 11). 

Стимулированное антигеном высвобождение интерферона-γ (ИФН-γ) и гранзима В в качестве пока-
зателя активации ЦТЛ будут анализировать в соответствующих анализах ELISPOT (58, 59). Клетки Т2, в 
которые вводили пептид, наряду с клетками Т2, в которые вводили нерелевантный пептид HLA-A2 (1 
микрограмм/мл пептида в течение 2 ч при температуре 37°С), будут использовать в качестве контролей 
вместе с инфицированными и неинфицированными гриппом клетками в качестве мишеней. Помимо это-
го, секрецию различных цитокинов (ИФН-гамма, ФНО-альфа, гранзим В) будут оценивать с помощью 
технологии MagPix Luminex (Millipore). Во все анализы будут включены соответствующие контроли, 
включающие Т2, в которые не вводили пептид, и РНА, для стимуляции неспецифичной индукции ИФН-
гамма под действием ЦТЛ в качестве отрицательного и положительного контролей. 

Ответ М2е-специфичых антител. 
Образцы сыворотки от здоровых индивидуумов, которые получали сезонную вакцинацию против 

гриппа, будут использовать для анализа присутствия специфичных к консервативному эпитопу М2е ан-
тител с применением стандартных методик ELISA (фиг. 9). Дополнительно, образцы сыворотки будут 
использовать для измерения распознавания эпитопа антитела М2е на поверхности инфицированных кле-
ток. Клетки HepG2 будут инфицировать вирусами PR8, Х31 и JAP, как описано ранее (34). После инку-
бации в течение ночи клетки будут окрашивать образцами сыворотки в разведении 1:50, а затем - мечен-
ным ФИТЦ вторичным антителом против IgG мыши (Invitrogen). Образцы будут анализировать с приме-
нением проточного цитометра Guava и программного обеспечения GuavaSoft InCyte. 

Разработка состава НЧ с CD8-эпитопом, вложенным в более длинный пептид, и характеристики от-
ветов CD4 и CD8 in vitro и in vivo. 

Клеточный иммунитет (КИ), который вызывают ограниченные по главному комплексу гистосовме-
стимости (ГКГС) класса I CD8+ цитотоксические Т-лимфоциты (ЦТЛ), играет центральную роль в кон-
троле инфекции вирусом гриппа (60-63) (6). КОИ, образованный в результате первичной инфекции 
гриппом, обеспечивает существенную защиту от серологически различных вирусов благодаря распозна-
ванию перекрестно-реактивных эпитопов, часто из внутренних вирусных белков, консервативных среди 
субтипов вирусов (64-66). Важно отметить, что, помимо роли ЦТЛ в опосредовании выведения вируса 
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(67, 68), было показано, что CD8+ Т-клетки у людей характеризуются перекрестно-реактивными остры-
ми ответами (15-17) и ответами памяти (25) на различные субтипы вируса гриппа А. В исследованиях 
инфекции гриппа на мышах было выявлено, что выведение вируса опосредовано антиген-специфичными 
CD8+ эффекторными Т-клетками, тогда как CD4+ Т-клетки памяти важны для поддержания ответов 
CD8+ Т- и В-клеток памяти (69). Недавно было установлено, что эффекторные CD4+ и CD8+ Т-клетки 
участвуют в контроле воспаления легких и ограничивают чрезмерное повреждение тканей в результате 
продукции интерлейкина-10 (70). В исследованиях in vitro, демонстрирующих реактивность CD4+ Т-
клеток, праймированных сезонными штаммами, против ранее не встречавшихся штаммов, например, 
против H5N1 птиц, было высказано предположение о потенциальной защитной роли CD4+ Т-клеток (71-
74). В контексте пандемий, при которых отсутствуют ранее существующие защитные антитела, Т-клетки 
могут опосредовать защиту или ограничивать тяжесть связанных с гриппом заболеваний у людей (75). 
Было показано, что ранее существующие Т-клеточные ответы модулируют тяжесть гриппа в контексте 
существующих антител (15). Недавно Wilkinson с соавторами исследовали роль КОИ в ограничении 
гриппа с применением удлиненных CD4-активирующих пептидов, полученных из консервативных об-
ластей генома гриппа, на модели стимуляции антигеном человека у здоровых добровольцев, у которых 
отсутствовал обнаруживаемый гуморальный иммунитет на штаммы, которыми проводили стимуляцию, 
и продемонстрировали широкий спектр зашиты (28). Интересно отметить, что в некоторых случаях в 
данные удлиненные пептиды были встроены (введены) эпитопы ГКГС класса I, о которых сообщалось 
ранее, активирующие CD8+ Т-клеточные ответы (28, 34). В свете значительной роли CD4- и CD8-
положительных Т-клеточных ответов в защите от инфекции гриппом авторы настоящего изобретения 
предложили приготовить вакцину в состав с идентифицированными CD8 Т-клеточными эпитопами, 
вложенными в удлиненные пептиды, которые характеризуются потенциалом активировать CD4+ Т-
клетки. С данной целью авторы настоящего изобретения синтезируют удлиненные пептиды путем вклю-
чения трех эндогенных фланкирующих аминокислотных остатков как на N-, и на С-конце эпитопов А2 и 
А24. Данные удлиненные пептиды будут приготовлены в состав в наночастицах золота, и будет проведе-
но их исследование в отношении CD4- и CD8-положительных Т-клеточных ответов in vitro с МКПК че-
ловека и in vivo на трансгенных мышах А2 в отношении ответов ЦТЛ. 

Получение наночастщ с эпитопами. 
На этапе синтеза будут получены как CD8, так и удлиненные пептиды CD4 (табл. 4), содержащие 

смешанный алифатический/полиэтиленовый линкер, присоединенный к отщепляемому катепсином В 
дипептиду, который примыкает к выбранным эпитопам пептида. Конъюгаты пептидов встраивают в на-
ночастицы путем одноступенчатой химической реакции самосборки, которая приводит к получению на-
ночастиц с металлическими сердцевинами из золота размером ~1,6 нм и короной из смешанных лиган-
дов, содержащей глюкозу и два-пять углеродных спейсеров, как описано ранее (35). Смеси пептидов 
(0,94 мг каждого, 0,35 микромоль) будут растворять в ТФУ (трифторуксусной кислоте, 20 микролитров), 
и раствор будут концентрировать в потоке аргона до образования масла. Будут добавлять МеОН  
(1250 микролитров), и реакционную смесь будут встряхивать на вортексе в течение 20 секунд. Затем к 
раствору метанола добавят Glc-лиганд (1,34 мг, 5,60 микромоль) и GlcNHAc-лиганд (1,23 мг, 4,37 мик-
ромоль), рН откорректируют до 2 с помощью ТФУ (2 микролитра). Добавят водный раствор HAuC14 
(300 микролитров, 7,5 микромоль), и раствор будут встряхивать на вортексе в течение 20 секунд. Для 
последующего анализа содержания золота отберут аликвоту 50 микролитров. К оставшемуся раствору 
добавят 1 н водный раствор NaBH4 (165 микролитров, 165 микромоль) в нескольких частях при быстром 
встряхивании. Черную суспензию, которая образуется, будут встряхивать и осаждать центрифугирова-
нием. Затем осадок растворят в воде и диализуют. Соотношение различных лигандов на поверхности 
нанокластера будут оценивать путем сравнения 1Н ЯМР-спектра исходной смеси, образованных НЧ и 
восстановленных материнских жидкостей после процесса самосборки, как было описано ранее (35). 

Таблица 4 
CD8-эпитопы и удлиненные потенциальные CD4-эпитопы. Показана  

рестрикция по HLA для CD8-эпитопа 
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Оценка эпитоп-специфичных CD4+ и CD8+ Т-клеточных ответов in vitro. 
Авторы настоящего изобретения предлагают оценить способность составов вакцины на основе на-

ночастиц активировать специфичные CD4+ и CD8+ Т-клеточные ответы. МКПК будут выделены от доно-
ров, как описано выше, и в них введут состав вакцины на основе НЧ или, в качестве контроля, синтети-
ческие пептиды сами по себе. Эпитоп-специфичные Т-клетки будут очищать с помощью положительно-
го отбора с применением бусин, конъюгированных с антителами против CD4 или CD8 (Dynabeads, Invi-
trogen), отсоединения от бусин (DetahABead, Invitrogen) и использования в последующих вариантах при-
менения. Свежеочищенные эпитоп-специфичные CD4+ или CD8+ Т-клетки будут культивировать в тече-
ние ночи с антигенпрезентирующими клетками, в которые вводили соответствующие пептиды или кото-
рые инфицировали различными штаммами вируса гриппа (PR8, Х31, JAP). Активацию Т-клеток будут 
оценивать тремя способами: 1) Анализ ИФН-гамма ELISpot, 2) анализ секреции цитокинов, выявленной с 
помощью технологии MagPix Luminex (ИФН-гамма, ФНО-альфа, гранзим В, ИЛ-2) и, для CD8+ Т-
клеточных ответов, 3) выявление экспрессии маркера дегрануляции CD 107а на CD8+ Т-клетках методом 
проточной цитометрии. Во всех экспериментах неинфицированные АПК и АПК, в которые ничего не 
вводили, будут использовать в качестве отрицательных контролей. 

Ожидаемый результат и технические задачи. 
Авторы настоящего изобретения прогнозируют, что составы на основе НЧ вызовут более устойчи-

вые CD4+ и CD8+ Т-клеточные ответы, чем пептид сам по себе, и что данные Т-клетки распознают клет-
ки-мишени, инфицированные каждым из различных штаммов вируса гриппа. Однако авторы настоящего 
изобретения могут наблюдать, что удлиненные пептиды не активируют эффективно CD4 Т-клетки. В 
данном случае авторы настоящего изобретения могут увеличить длины пептида для включения большего 
числа остатков или напрямую добавить в состав валидированные CD4 Т-клеточные эпитопы. Авторы 
настоящего изобретения не предвидят проблем с экспериментами самими по себе, поскольку имеют 
большой опыт работы с предложенными методиками, включая инфекцию вирусом гриппа. Если любая 
из вышеописанных методик станет проблематичной, например, в связи с проблемой с числом клеток, 
авторы настоящего изобретения могут применять многопараметровую проточную цитометрию, оцени-
вающую внутренние уровни ключевых цитокинов (ИФН-γ, ФНО-альфа, гранзима В), для идентификации 
активированных CD4 и CD8+ Т-клеток в одной культуре. 

Оценка эпитоп-специфичных CD8+ Т-клеточных ответов in vivo. 
Исследования на трансгенных мышах HLA-A2 и А24 (Taconic, Хадсон, Нью-Йорк) будут переданы 

внешнему подрядчику, компании Lampire Biologies Laboratories (Пиперсвилл, Пенсильвания). Вкратце, 
самок мышей в возрасте 4-8 недель будут иммунизировать по 10 мкг каждого состава вакцины, содер-
жащего удлиненные пептиды, в двух местах: в.д. (внутридермально) в основании хвоста и п.к. (подкож-
но) в бок. В качестве контролей мышей будут иммунизировать ФБР или пептидом + адъювантом Mon-
tanide. Всех мышей будут иммунизировать по три раза каждую в дни 0, 10 и 30. Через семь дней после 
итоговой иммунизации селезенки отберут, разотрут между стерильными матовыми предметными стек-
лами и отфильтруют через сетчатый фильтр с размером отверстий 0,45 мкм для получения суспензий 
отдельных клеток. Суспензию отдельных клеток будут использовать для очистки CD8+ Т-клеток с по-
мощью отрицательного отбора. Клетки будут использовать немедленно в тех же анализах в течение но-
чи, описанных выше, в разделе in vitro: ELISpot, секреции цитокинов и проточной цитометрии для выяв-
ления дегрануляции. Помимо функциональных анализов, специфичности CD8+ Т-клеток будут оцени-
вать с применением технологии тетрамера ГКГС I, как описано в Цели 1. 

Ожидаемый результат и технические задачи: Авторы настоящего изобретения ожидают, что будут 
наблюдать активацию Т-клеток, специфичных к пептиду-антигену, in vivo на иммунизированных мышах. 
Также авторы настоящего изобретения прогнозируют, что у мышей, иммунизированных составами на 
основе НЧ, будет наблюдаться более устойчивый Т-клеточный ответ в ответ на АПК, в которые вводили 
пептид или которые инфицировали пептидом, по сравнению с группами ФБР или пептида + Montanide. 
Если авторы настоящего изобретения будут наблюдать, что некоторые пептиды не индуцируют ответ у 
данных мышей, они смогут легко изменить составы вакцины добавлением дополнительных консерва-
тивных эпитопов. Авторы настоящего изобретения имеют большой опыт работы с трансгенными моде-
лями HLA-A2 и HLA-A24 и вследствие этого не предвидят каких-либо проблем при применении данных 
модельных систем на основе трансгенных мышей. 

Оценка защиты составов вакцины на основе НЧ in vivo на модели антигенной стимуляции вирусом 
с применением трансгенных мышей HLA-A2 и А24. 

Актуальность исследования: Для того, чтобы вакцина считалась эффективной, она должна в значи-
тельной степени снижать как длительность, так и тяжесть заболевания, если не полностью предотвра-
жеть установление инфекции патогеном. Вакцины против множества штаммов патогенов, таких как ви-
рус гриппа, будут значительно улучшены, если они смогут индуцировать широкую защиту против боль-
шинства штаммов. С этой целью авторы настоящего изобретения напрямую исследуют состав вакцины 
на основе НЧ, содержащий Т- и В-клеточные эпитопы, на модели антигенной стимуляции вирусом и оп-
ределят, сможет ли данная вакцина снизить заболеваемость и смертность от двух различных штаммов 
гриппа. Авторы настоящего изобретения проведут полное исследование на модели на трансгенных мы-
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шах HLA-A2 и в случае успеха повторят исследования снижения массы тела и летального инфицирова-
ния на модели на трансгенных мышах HLA-A24. 

Методы: Для оценки защиты in vivo после иммунизации вакциной на основе НЧ авторы настоящего 
изобретения будут использовать модель стимуляции антигенами гиппа, разработанную сотрудником ав-
торов настоящего изобретения доктором Питером Кацикисом (Dr. Peter Katsikis) из Дрексельского уни-
верситета (76). Линии трансгенных мышей HLA-A2 (Taconic, Хадсон, Нью-Йорк) будут использовать 
для оценки защиты, вызванной приготовленными в состав с НЧ вакцинами, содержащими специфичные 
к вирусу гриппа Т- и В-клеточные эпитопы. Вкратце, авторы настоящего изобретения планируют ис-
пользовать самок мышей и исследовать предложенную схему вакцинации, состоящую из 3 иммунизации 
(в дни 0, 10 и 30). Мышей будут иммунизировать по 10 мкг каждого из составов вакцины на основе пеп-
тида и НЧ в двух местах: в.д. в основании хвоста и п.к. в бок. В качестве контролей также будут вводить 
пептиды с адъювантом и без него (Montanide ISA 51). 

После вакцинации авторы настоящего изобретения ответят на множество важных вопросов. 1) Ин-
дуцирует ли вакцинация НЧ устойчивый вторичный ответ ЦТЛ после антигенной стимуляции вирусом 
гриппа, 2) снижает ли вакцинация НЧ вирусные нагрузки или ускоряет выведение вируса, 3) защищает 
ли вакцинация НЧ от заболеваемости, вызванной сублетальной инфекцией вируса гриппа, и 4) защищает 
ли вакцинация НЧ от летального инфицирования вирулентным штаммом вируса гриппа? Для исследова-
ний заболеваемости авторы настоящего изобретения будут стимулировать вакцинированных животных 
антигеном через 45 дней после иммунизации сублетальной дозой инфекционного вируса гриппа A PR8 
(H1N1, А/Пуэрто-Рико/8/34). Мышей будут инфицировать и.н. (интраназально), и заболеваемость будут 
оценивать двумя способами: путем оценки массы тела и вызванной вирусом патологии легких. Измене-
ния массы тела будут контролировать путем взвешивания мышей ежедневно в течение 14 дней, начиная 
с дня антигенной стимуляции вирусом (76, 77). Авторы настоящего изобретения будут использовать n=9 
животных на группу (см. раздел "Позвоночные животные" предложения по анализу мощности). Данные 
количества будут использовать в трех независимых экспериментах. На основании предварительных дан-
ных, когда снижение массы тела животных дикого типа с дня 8-10 после инфекции сравнивают с днем 0, 
величина эффекта составляет 20,4%. Величина эффекта для предполагаемого снижения массы тела вак-
цинированных мышей на 50% составляет 10,2%. Для такого различия величины эффекта  со стан-
дартным отклонением  ~5,2% будет требоваться 6 животных на группу, для альфа=0,05 при 80% 
мощности и использовании двухстороннего критерия. Поскольку инфекция не всегда может возникнуть 
или животные могут погибнуть из-за обезболивания или инфекции, авторы настоящего изобретения бу-
дут использовать по 9 мышей на группу эксперимента, чтобы убедиться, что достаточное количество 
животных будет в наличии. 

После инъекции PR8 будут оценивать вызванное вирусом воспаление легких и патологическую 
анатомию. В дни 6 и 10 после инфекции мышей будут умерщвлять и отбирать легкие. Легкие будут ис-
пользовать для патологоанатомического исследования, и некоторые доли будут использовать для полу-
чения расщепленных коллагеназой и ДНКазой суспензий отдельных клеток. Суспензии отдельных кле-
ток будут использовать для количественного определения абсолютных количеств CD4+ Т-клеток, CD8+ 
Т- клеток, клеток NK (natural killer, природных киллеров), В-клеток, ДК, макрофагов и гранулоцитов, 
инфильтрующих легкие. Дополнительно будут исследовать профиль активации данных клеток методом 
проточной цитометрии с окрашиванием суспензий клеток в отношении CD25, CD69, CD80/86 и ГКГС 
класса II. Помимо этого, авторы настоящего изобретения будут оценивать патологическую анатомию 
легких. Будут оценивать как макропатологические изменения на основании размера, внешнего вида и 
цвета легких, так и гистопатологические изменения, оцениваемые с помощью окрашивания гематокси-
лином и эозином (78, 79). Патологическая анатомия легких позволит авторам настоящего изобретения 
оценить, защитила ли вакцинация от повреждения легких. Патологическую анатомию легких будут оце-
нивать гистологическим способом с помощью окрашивания гематоксилином и эозином силами сотруд-
ников Отделения патологической анатомии. Помимо измерений заболеваемости, будут оценивать вирус-
ную нагрузку в легких путем амплификации матриксного гена вируса (76) методом ПЦР в режиме ре-
ального времени в дни 3, 6 и 10 после инфекции. 

При оценке эффективности вакцины важно определить, вызваны ли мощные вторичные ответы ре-
жимом вакцинации. Для оценки того, приводит ли вакцинация мультиэпитопными НЧ, предложенными 
авторами настоящего изобретения, к устойчивым вторичным ответам, авторы настоящего изобретения 
измерят CD8+ Т-клеточный ответ и ответ антител против М2е после инфекции вирусом гриппа. Легкие и 
селезенки отберут в дни 3, 6 и 10 после инфекции, и CD8+ Т-клеточные ответы будут анализировать с 
помощью окрашивания нагруженных пептидом тетрамеров ГКГС класса I и стимулированного пептидом 
внутриклеточного ИФНγ. Кровь будут собирать в момент забора, и антитела против М2е в сыворотке 
будут измерять методом ELISA. Нейтрализующие антитела против гриппа в сыворотке будут анализиро-
вать с применением анализа ингибирования гемагглютинации. 

Наконец, чтобы убедиться, что составы вакцины на основе НЧ могут защитить от диапазона виру-
сов гриппа и от летального инфицирования, авторы настоящего изобретения проведут летальное инфи-
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цирование 10 × LD50 вируса гриппа A Eq/Lon (H7N7 А/Конский/Лондон/1416/73) - штамма, который яв-
ляется высокопатогенным для мышей (80, 81). Как и в случае инфекций PR8, в качестве показателя за-
щиты будут контролировать массу тела и заболеваемость. На обеих вирусных моделях В- и Т-клеточные 
ответы будут анализировать после и.н. антигенной стимуляции. Для исследований летального инфици-
рования инфекциями Eq/Lon авторы настоящего изобретения включат n=15 на группу (см. раздел "По-
звоночные животные" предложения по анализу мощности). Для анализа мощности при вероятности вы-
живаемости 0,6 (60%) в вакцинированной группе и 0,1 (10%) в контрольной группе для альфа 0,05 при 
мощности 0,8 и соотношения групп 1 требуется суммарный размер выборки 30 животных (по 15 на 
группу). После антигенной стимуляции за животными будут наблюдать дважды в день путем визуально-
го наблюдения клинических признаков. Животных будут умерщвлять, когда они будут соответствовать 
следующим критериям: 1) невосприимчивость к внешней стимуляции, 2) прострация в течение >1 ч, 3) 
затрудненное дыхание, 4) постоянный тремор, или 5) постоянная сгорбленность. Все наблюдения будут 
записывать. Животные, потерявшие >25% массы тела, будут исключены и при анализе выживаемости 
будут считаться не выжившими. Смерть не будет являться конечной точкой для данного исследования. 

(IACUC (Institutional Animal Care and Use Committee, Институциональный комитет по содержанию 
и использованию животных) не позволяет использовать смерть в качестве конечной точки). 

Цель 4. Исследования токсикологии и безопасности. 
Актуальность исследования. Хотя безопасность пустых наночастиц и наночастиц с пептидом инсу-

лином была оценена в клинических исследованиях на человеке (предварительные исследования), безо-
пасность НЧ с какими-либо антигенными эпитопами для людей ранее не исследовалась. Поскольку дан-
ные эпитопы являются специфичными к молекулам HLA-A2 и А24 человека и выполняют специфичные 
биологические функции, связанные с иммунными ответами человека, также важно оценить безопасность 
состава вакцины на соответствующей модели на животных. Как описано выше, модель трансгенных 
мышей HLA широко используют для оценки эффективности составов вакцины на основе эпитопов in 
vivo. С данной целью авторы настоящего изобретения оценят безопасность наночастиц с применением 
данных моделей на трансгенных мышах. 

Методы. Составы вакцины на основе наночастиц будут вводить в различных дозах (до 10Х дозы 
вакцины из Цели 3) в течение 5 последовательных дней внутридермально, подкожно или внутривенно. 
Вводимый объем будет составлять 100 мкл/животное. Массу тела и потребление пищи будут контроли-
ровать в течение периодов времени длительностью 48 часов. Образцы мочи и фекалий будут отбирать в 
течение периодов времени 24 часа в различные временные точки в течение исследования, и суммарные 
образцы мочи и фекалий для каждого животного будут отбирать и взвешивать при комнатной темпера-
туре и хранить при температуре -80 ± 10°С. Образцы крови будут получать в заранее установленное вре-
мя, собирать в пробирки с EDTA K3 и хранить на холодной бане до центрифугирования (3500 об/мин,  
10 минут, 4°С). Полученную плазму будут замораживать при температуре -80 ± 10°С. После выделения 
крови животных будут умерщвлять для получения образцов следующих тканей: головной мозг, печень, 
почки, сердце, селезенка и легкие. Образцы ткани будут взвешивать и быстро замораживать в жидком 
азоте, а затем хранить при температуре -80 ± 10°С. Будут проводить токсикологический анализ образцов 
крови и ткани, и все данные будут анализировать в отношении статистической значимости. Будут прово-
дить химический анализ крови отобранных образцов крови. Будут оценивать маркеры функции печени 
(аланиновая трансаминаза, аспартатаминотрасфераза, альбумин, щелочная фосфатаза, общий и прямой 
билирубин, лактатдегидрогеназа), функции почек (азот мочевины крови, креатинин, мочевая кислота и 
общий белок) и функции сердца (аспартатаминотрансфераза и лактатдегидрогеназа). Помимо этого, в 
тест также будут включены панели маркеров аллергии (эозинофилы, глобулин, число лимфоцитов и мо-
ноцитов) и гематологических нарушений (гемоглобин, гематокрит, число ККК (красных клеток крови) и 
БКК (белых клеток крови)). Образцы ткани также будут исследовать в отношении накопления частиц 
золота методом трансмиссионной электронной микроскопии (ТЭМ) (82, 83). 
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Перечень литературных источников. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Композиция вакцины для лечения или предотвращения инфекции вирусом гриппа у индивидуу-
ма, содержащая один или более пептидов вируса гриппа, который содержит один или более CD8+ Т-
клеточных эпитопов, представленных в SEQ ID NO: 1-21, причем указанный пептид присоединен к гли-
конаночастице золота, причем гликонаночастица дополнительно содержит один или более лигандов, со-
держащих моносахаридную углеводную группу, выбранную из группы, состоящей из N-
ацетилглюкозамина (GlcNAc), 2'-тиоэтил-B-D-глюкопиранозида и 2'-тиоэтил-D-глюкопиранозида. 

2. Композиция вакцины по п.1, характеризующаяся тем, что указанный пептид вируса гриппа, кото-
рый содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, присоединен к гликонаночастице линкером. 

3. Композиция вакцины по любому из пп.1 или 2, которая содержит два или более пептидов вируса 
гриппа, причем все из них содержат разные CD8+ Т-клеточные эпитопы, представленные в SEQ ID NO: 1-21. 

4. Композиция вакцины по п.3, отличающаяся тем, что указанные два или более пептидов вируса 
гриппа представляют собой два или более пептидов, представленных в SEQ ID NO: 1-21. 

5. Композиция вакцины по любому из предыдущих пунктов, дополнительно содержащая эпитоп 
матриксного белка гриппа 2 (М2е). 

6. Композиция вакцины по любому из предыдущих пунктов, дополнительно содержащая пептид 
вируса гриппа, который содержит CD4+ Т-клеточный эпитоп, представленный в SEQ ID NO: 22-27. 

7. Композиция вакцины по п.6, характеризующаяся тем, что указанный пептид вируса гриппа, кото-
рый содержит CD4+ Т-клеточный эпитоп, представленный в SEQ ID NO: 22-27, присоединен к наноча-
стице, при этом необязательно указанная наночастица, к которой присоединен пептид вируса гриппа, 
содержащий CD4+ Т-клеточный эпитоп, представляет собой наночастицу золота, наночастицу фосфата 
кальция или наночастицу кремния. 

8. Композиция вакцины по п.7, характеризующаяся тем, что указанный пептид вируса гриппа, кото-
рый содержит CD4+ Т-клеточный эпитоп, представленный в SEQ ID NO: 22-27, присоединен к наноча-
стице линкером. 

9. Композиция вакцины по любому из предшествующих пунктов, характеризующаяся тем, что ука-
занный пептид вируса гриппа, который содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп, дополнительно содержит 
CD4+ Т-клеточный эпитоп, представленный в SEQ ID NO: 22-27. 

10. Композиция вакцины по п.9, характеризующаяся тем, что указанный пептид вируса гриппа, ко-
торый содержит CD8+ Т-клеточный эпитоп и CD4+ Т-клеточный эпитоп, содержит один или более пеп-
тидов, представленных в SEQ ID NO: 22-27. 

11. Композиция вакцины по любому из предыдущих пунктов, содержащая по меньшей мере два 
пептида вируса гриппа, содержащие CD8+ Т-клеточный эпитоп, причем все они взаимодействуют с раз-
личными супертипами HLA. 

12. Композиция вакцины по любому из предыдущих пунктов, характеризующаяся тем, что указан-
ный пептид вируса гриппа взаимодействует по меньшей мере с двумя различными супертипами HLA. 

13. Композиция вакцины по п.11 или 12, характеризующаяся тем, что указанные по меньшей мере 
два различных супертипа HLA выбраны из HLA-A1, HLA-A2, HLA-А3, HLA-A24, HLA-B7, HLA-B8, 
HLA-B27, HLA-B44, HLA-B58 и HLA-B62. 

14. Композиция вакцины по п.13, характеризующаяся тем, что указанные по меньшей мере два раз-
личных супертипа HLA представляют собой HLA-A2 и HLA-А24. 

15. Способ предотвращения или лечения инфекции вирусом гриппа, который включает введение 
композиции вакцины по любому из предшествующих пунктов индивидууму, инфицированному или под-
верженному риску инфицирования вирусом гриппа. 

16. Способ по п.15, характеризующийся тем, что указанный вирус гриппа представляет собой пан-
демический вирус гриппа. 

17. Применение композиции вакцины по любому из пп.1-14 в способе предотвращения или лечения 
инфекции вирусом гриппа у индивидуума. 

18. Применение по п.17, характеризующееся тем, что указанный вирус гриппа представляет собой 
пандемический вирус гриппа. 
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