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Резюме. Адъюванты являются важными компонентами вакцинных препаратов, в том числе ал-
лерговакцин, позволяющими повысить их эффективность и безопасность. В настоящее время инте-
рес мирового научного сообщества вызывает подход, основанный на включение адъюванта в состав 
молекулы иммуногена. Такие ковалентные адъюванты могут быть представлены веществами разных 
химических классов и, в частности, пептидами. Пептиды обладают такими преимуществами перед 
веществами других классов, как высокая эффективность и биодеградация, при этом дендримерные 
катионные пептиды зачастую способны к усиленной по сравнению с линейными пептидами транс-
портной способностью. В рамках данной работы была изучена способность усиливать индукцию IgG 
двух катионных дендримерных клеточно-проникающих пептидов с показанной ранее трансмембран-
ной активностью: LTP и SA-40. Пептиды были получены твердофазным синтезом, охарактеризованы 
методами масс-спектрометрии и зонного капиллярного электрофореза. Для изучения адъювантной 
активности пептиды были конъюгированы с рекомбинантным протеином Bet v 1, представляющим 
собой мажорный аллерген пыльцы березы, полученным биотехнологически с использованием проду-
цента E. coli и очищенным хелатной хроматографией. Конъюгация проводилась по реакции Михаэля 
после модификации протеина малеимидной функцией. Очистка конъюгатов производилась гелевой 
хроматографией и диализом, эффективность конъюгации оценивалась электрофорезом в полиакри-
ламидном геле. Конъюгаты и чистый rBet v 1 использовались для иммунизации лабораторных мышей 
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BALB/c для сравнения уровней IgG к rBet v 1 после четырех инъекций без использования иных адъ-
ювантов. Сыворотки крови мышей изучались иммуноферментным анализом на уровне IgG против 
rBet v 1, что было целевым показателем, а также против самих конъюгатов и свободных пептидов LTP 
и SA-40. Установлено, что оба конъюгата ощутимо повышали уровень IgG к исходному протеину, при 
этом один из них, LTP-rBet v 1, также вызывал реактивность сыворотки как к самому себе, так и к 
свободному пептиду LTP. Повышение уровня IgG к rBet v 1 в случае LTP-rBet v 1 было приблизетльно 
четырехкратным, в случае SA-40-rBet v 1 – трехкратным. По результатам исследования сделаны вы-
воды о наличии у исследуемых пептидов адъювантной активности, о возможных причинах наблюда-
емых явлений и о перспективности дальнейших работ в данном направлении, при этом мы считаем, 
что структуры пептидов LTP и SA-40 могут быть впоследствии использованы в качестве референтных 
при разработке новых пептидных адъювантов, и в качестве ковалентного адъюванта может быть ис-
пользован сам SA-40. В свою очередь, LTP, вероятно, может иметь перспективы использования также 
в качестве нековалентного адъюванта.

Ключевые слова: катионные дендримерные пептиды, конъюгаты пептидов, пептидные адъюванты, аллергены, 
рекомбинантные белки, Bet v 1
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Abstract. The adjuvant agents represent important components of vaccines, including medications for 
specific immunotherapy, which improve their efficacy and safety. Current scope of vaccines development 
includes approaches based on inclusion of adjuvant into the immunogenic molecule. Such covalent adjuvants 
vary greatly in chemical structure, and are found among particular peptides. Peptides have distinct advantages 
over substances of other chemical classes, e.g., high efficiency and biodegradability, whereas dendrimeric 
cationic peptides are often capable of enhanced translocation ability when compared to linear peptides. In this 
work, the ability to enhance IgG induction was studied for two cationic dendrimeric cell-penetrating peptides 
with previously reported transmembrane activity, i.e., LTP and SA-40. The peptides were obtained by solid-
phase synthesis and characterized by mass-spectrometry and zone capillary electrophoresis. To study adjuvant 
activity, the peptides were conjugated with recombinant protein Bet v 1, a major birch pollen allergen, produced 
as biotechnology product, using E.  coli. Chemical conjugation was carried out with Michael reaction after 
maleimide functionalization of the protein. The conjugates were purified by gel chromatography and dialysis, 
followed by estimation of conjugation efficiency with SDS-PAGE. Conjugates and pure rBet v 1 were used to 
immunize BALB/c mice to compare IgG levels to rBet v 1 after 4 injections without using other adjuvants. 
Mouse blood sera were studied with ELISA for IgG levels against rBet v 1, being the target criterion of the 
study, as well as against the conjugates and free LTP and SA-40. It was found that both conjugates significantly 
increased the IgG level to the initial protein, while one of them, LTP-rBet v 1, also induced serum reactivity 
both to itself and to free LTP. The increase in IgG level to rBet v 1 was approximately four-fold in the case of 
LTP-rBet v 1, and three-fold with SA-40-rBet v 1. Based on the results of this study, it was concluded that both 
LTP and SA-40 possess adjuvant activity. We believe that LTP and SA-40 structures can be used as reference 
agents in development of new peptide adjuvants, and SA-40 itself may be used as a covalent adjuvant. Moreover, 
LTP may be considered a prospective non-covalent adjuvant.

Keywords: cationic dendrimer peptides, peptide conjugates, peptide adjuvants, allergens, recombinant proteins, Bet v 1
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Исследование проведено в рамках задания 
ФМБА России «Адъювант-24».

Введение
Адъюванты широко используются как в экс-

периментальной биологии, так и в составе вак-
цин, позволяя усилить индукцию антител и со-
кратить дозы антигена и курс иммунизации [6, 
21]. Разработка новых адъювантов является ак-
туальным направлением исследований в обла-
стях иммунологии и фармации, и к настоящему 
моменту адъювантные свойства обнаружены у 
веществ разных классов [3, 8, 9, 14], в том числе 
пептидов [12, 16, 17, 19]. К преимуществам син-
тетических пептидов можно отнести высокую 
эффективность и биосовместимость [10,  13], а 
также возможность их получения с применением 
конвенциальных технологий, как твердофазный 
пептидный синтез [20].

Особой значимостью поиск и испытание но-
вых адъювантов обладает в перспективах раз-
работки аллерговакцин для специфической им-
мунотерапии ввиду использования в последней 
антигенов, способных вызывать тяжелые не-
желательные лекарственные реакции, вплоть до 
анафилаксии [7, 15, 18]. В настоящей работе про-
изведена концептуальная оценка возможности 
применения клеточно-проникающих катионных 
дендримерных пептидов LTP и SA-40 [1] в каче-
стве адъювантов для рекомбинантного протеина 
rBet v 1, соответствующего мажорному аллергену 
пыльцы березы Bet v 1 – одному из наиболее зна-
чимых аэроаллергенов центральной России [2].

Цель данной работы – получение конъюгатов 
рекомбинантного Bet v 1 с клеточно-проникаю-
щими дендримерными пептидами LTP и SA-40 и 
оценка уровня индукции конъюгатами антител у 
лабораторных животных в сравнении с исходным 
rBet v 1.

Материалы и методы
Получение пептидов
Пептидный синтез осуществлялся на синте-

заторе PS3 (Protein Technologies Inc., США) с ис-
пользованием Fmoc-защищенных аминокислот 
и смолы H-Rink-Amide-ChemMatrix (Iris Biotech, 
Германия). Растворитель на всех стадиях – N,N-
диметилформамид (Scharlau, Испания), актива-
ция аминокислот – гексафторфосфат бензотриа-
золилтетраметилурония (HBTU) (Acros Organics, 
Бельгия) и N-метилморфолин (Fischer Scientific, 
США), отщепление Fmoc-защиты  – 4-метил-
пиперидин (Sigma-Aldrich, США). Отщепле-
ние пептидов от смолы осуществлялось в смеси 
концентрированной трифторуксусной кислоты 
(ТФУ) (Carl Roth, Германия), 1,2-этандитиола, 

тиоанизола (Sigma-Aldrich, США) и воды деи-
онизованной. Пептиды выделялись из реакци-
онной смеси осаждением диэтиловым эфиром 
(ООО «Химмед», Россия). Для очистки пептидов 
применяли метод высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ) с использованием 
системы LC-20 Prominence с фотометрической 
детекцией при 226 и 280 нм (Shimadzu, Япония). 
Стационарная фаза  – Kromasil Eternity-5-C18, 
250  ×  30 mm (Nouryon, Швеция). Элюция – мед-
ленный градиент от 5% до 70% ацетонитрила 
(ООО «Компонент-Реактив», Россия) в 0,1%-
ном водном растворе ТФУ.

Физико-химическая характеристика пептидов
Идентификация пептидов производилась ме-

тодом матрично-активированной лазерной де-
сорбции/ионизации с времяпролетным анали-
затором с использованием спектрометра Bruker 
Microflex LT (Bruker, Германия). Матрица  – 
α-циано-4-гидроксикоричная кислота (Sigma-
Aldrich, США).

Чистоту пептидов определяли с помощью 
капиллярного электрофореза (Капель 105М, 
ООО «Люмекс», Россия) на незаполненном квар-
цевом капилляре (lобщая – 60 см, lэффективная – 50 см, 
dвнутренний  – 75 мкм) методом нормализации. Бу-
фер – 0,1 М фосфорная кислота (Acros Organics, 
Бельгия), 0,05 М трис(гидроксиметил)аминоме-
тана (Tris) (ООО «Хеликон», Россия) в деиони-
зованной воде, ввод пробы гидродинамический, 
напряжение +20 кВ, детекция фотометриче-
ская – 226 нм.

Получение белка
Рекомбинантный продуцент rBet  v  1 (изо-

форма 1.0101, UniProt: P15494, с гистидиновым 
повтором на C-конце, продуцент E.  coli) был пре-
доставлен профессором Р. Валентой (ФГБУ «ГНЦ 
«Институт иммунологии» ФМБА России)  [5]. 
Клетки растили в жидкой питательной среде 
ГРМ-1 (2,5 г / 100 мл) (Оболенск, Россия) содер-
жащей 25 мкг/мл канамицина при температуре 
37  °С до достижения оптической плотности куль-
туры ≥ 0,060 AU при длине волны 600 нм NanoDrop 
2000 (Thermo Scientific, США). Экспрессию белка 
индуцировали добавлением изопропил-β-D-1-
тиогалактопиранозида (ИПТГ) (Thermo Scien
tific, США) конечной концентрацией 1 мМ; в 
процессе наращивания биомассы pH поддержи-
вался на уровне 7,0-8,0 добавлением 0,1 М NaOH 
(ООО «Химмед», Россия). После получения био-
массы клетки концентрировали центрифуги-
рованием при 4000  g 20 минут, +4  °С (Beckman 
Coulter, США). Затем клетки подвергали ультра-
звуковой обработке с помощью ультразвукового 
гомогенизатора Sonicator Q500 (Qsonica, США) 
на холоде 5 минут в лизирующем буфере (300 мМ 
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NaCl (ООО «Химмед», Россия), 50 мМ NaH2PO4 
(ООО  «Химмед», Россия), 10  мМ имидазо-
ла (Sigma-Aldrich, США), pH  =  8,0). Разрушен-
ные клетки осаждали центрифугированием при 
18 000 g 20 минут, +4 °С. Надосадочную жидкость 
собирали и выделяли белок с помощью метал-
лоафинной хроматографии на агарозной смоле 
Ni- NTA (Qiagen, Германия). Смолу уравновеши-
вали лизирующим буфером, затем переносили на-
досадочную жидкость на смолу и перемешивали в 
течение 2 часов при температуре +4 °С. Затем на-
досадочную жидкость удаляли, смолу промывали 
трехкратно лизирующим буфером, затем трижды 
буфером А (300 мМ NaCl, 50 мМ NaH2PO4, 50 мМ 
имидазола, pH = 8,0) и буфером В (300 мМ NaCl, 
50 мМ NaH2PO4, 500  мМ имидазола, pH  =  8,0), 
все фракции собирали для дальнейшего анали-
за. Анализ полученных фракций после очистки 
проводили электрофоретически в 14%-ном по-
лиакриламидном геле (ПААГ) (ООО  «Хеликон», 
Россия) и окрашивали раствором Кумасси (Serva, 
Германия), затем гель отмывали. Фракции, со-
держащие наибольшие количества чистого бел-
ка, были объединены. Имидазол из фракций 
rBet v1 удаляли с помощью диализа против 0,1 М 
NaH2PO4 с pH = 7,4 с пятью сменами раствора во 
внешнем контуре диализера. Подлинность полу-
ченного rBet  v  1 определялась иммунофермент-
ными анализом (ИФА) с использованием моно-
клональных антител mAb BV16 IgG1 (Biorbyt Ltd., 
США) в сравнении с природным Bet v 1 (Indoor 
Biotechnologies, США).

Модификация белка пептидами 
Модификацию rBet v 1 проводили в две стадии: 

на первой стадии белок был функционализиро-
ван N-гидроксисукцинимидным эфиром 3-(ма-
леимидо)пропионовой кислоты (Sigma-Aldrich, 
США), продукт был выделен гель-фильтрацией 
на колонке Sephadex G-10 (Pharmacia, Швеция) 
с помощью гелевого хроматографа BioLogic LP 
(Bio-Rad, США), детекция  – фотометрическая 
при 254 нм. На второй стадии к малеимидо-функ-
ционализированному белку были присоединены 
пептиды SA-40 и LTP (рис. 1) по реакции Михаэля 
в среде ДМСО (Merck, Германия) с добавлением 
фосфатного буфера (9/1, pH  =  8,0). Финальная 
очистка проводилась диализом против воды, ре-
тентат лиофилизировался. Полученные конъюга-
ты SA-40 – rBet v 1 и LTP – rBet v 1 анализирова-
ли с помощью электрофореза в 14% и 15% ПААГ 
(ООО «Хеликон», Россия) в сравнении с rBet v 1. 
Стандарты – лизоцим (~13 кДа) и куриный оваль-
бумин (~42 кДа) (Sigma-Aldrich, США).

Иммунизация лабораторных животных
Растворы для иммунизации готовились по-

средством растворения 1 мг антигена в 12 мл 

стерильного физиологического раствора (НПП 
«ПанЭко», Россия) в асептических условиях. 
В исследовании использовались самки мышей 
линии BALB/c весом 18-20 г, возрастом 6-8 не-
дель, которые после получения были помещены 
в карантин на две недели и имели неограничен-
ный доступ к еде и воде. Мыши были распреде-
лены по 4 группам для иммунизации: 1 – LTP – 
rBet v 1; 2 – SA-40 – rBet v 1; 3 – rBet v 1 (все по 
9 мышей), 4  – интактные (5 мышей). Иммуни-
зацию проводили трехкратно подкожно и одно-
кратно внутрибрюшинно в дозе 25 мкг/мышь 
(25  мкг в 300  мкл), с двухнедельными интерва-
лами, интактным мышам вместо антигенов вво-
дили 300 мкл физиологического раствора. Через 
7 дней после и 4 иммунизации у мышей отбирали 
кровь из ретроорбитального синуса. Кровь цен-
трифугировали 10 минут при 2000 g (Eppendorf, 
Германия) и +8 °С, и отбирали сыворотку. Сыво-
ротку крови мышей хранили при +4 °С. 

Оценка уровня индукции IgG
Определение индукции IgG полученными 

конъюгатами после полной иммунизации про-
водился методом иммуноферментного анали-
за (ИФА) на среднесорбционных планшетах 
(Greiner, Австрия). В лунки планшета наносили 
растворенные в фосфатном буфере с pH  =  7,4 
(НПП «ПанЭко», Россия) конъюгаты SA-40  – 
rBet  v  1 и LTP  – rBet  v  1, rBet  v  1, бычий сыво-
роточный альбумин (БСА) (НПП «ПанЭко», 
Россия) в концентрации 10 мкг/мл (100 мкл на 
лунку) при +37º°С в течение 1 часа. Затем план-
шет пятикратно отмывали фосфатным буфером с 
добавлением 0,1%-ном Tween-20 (Sigma-Aldrich, 
США) 150 мкл на лунку. Затем незанятые участ-
ки связывания на поверхности лунок планшета 
блокировали 5%-ным обезжиренным сухим мо-
локом, (Sigma-Aldrich, США) в фосфатном бу-
фере с добавлением 0,1%-ного Tween-20, 200 мкл 
на лунку, при комнатной температуре в течение 
1 часа и отмывали планшет, как указано выше. 
В лунки планшета вносили сыворотку крови мы-
шей в разведении 1/100 в фосфатном буфере с 
добавлением 0,05%-ного Tween-20 и 0,1%-ного 
БСА (100 мкл на лунку) и инкубировали 1 час при 
комнатной температуре. После пятикратной от-
мывки вносили по 100 мкл на лунку вторичные 
противомышиные антитела овцы, меченные 
пероксидазой хрена (ООО  «Сорбент», Россия). 
После пятикратной отмывки в лунки планшета 
вносили по 100 мкл раствора 3,3’,5,5’-тетраме-
тилбензидина гидрохлорида (ТМБ) (BD, США) и 
инкубировали 30 минут. Реакцию останавливали 
добавлением 50 мкл на лунку 0,5М H2SO4. Опти-
ческую плотность (ОП) измеряли на планшетном 
фотометре Multiskan GO (Thermo Fisher, США) 
при двух длинах волн: 450 (ОП450) и 620 (ОП620) 
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Рисунок 1. Схема модификации rBet v 1 пептидами
Примечание. 1 – N-гидроксисукцинимидный эфир 3-(малеимидо)пропионовой кислоты; 2 – rBet v 1; 3 – rBet v 1 
функционализированный 3-(малеимидо)пропионовой кислотой; 4 – SA-40 или LTP; 5 – конъюгат rBet v 1 с пептидом.
Figure 1. Scheme of modification of rBet v 1 with peptides
Note. 1, 3-Maleimidopropionic acid N-hydroxysuccinimide ester; 2, rBet v 1; 3, rBet v 1 functionalized with 3-(maleimido)propionic acid; 4, SA-40  
or LTP; 5, rBet v 1 conjugate with peptide.

нм. Программным обеспечением прибора высчи-
тывалась разница между ОП450 и ОП620 (ΔОП). 
Число повторов – 3. Значимость различий опре-
делялась по критерию Стьюдента при p ≤ 0,05.

Результаты
Получение пептидов
Были получены C-амиды пептидов с амино-

кислотными последовательностями, приведен-
ными в таблице 1.

Масс-спектры, подтверждающие подлин-
ность синтезированных пептидов, а также элек-
трофореграммы, подтверждающие их чисто-
ту, представлены на рисунке 2. Целевой пик с 
m/z = 2754,4 соответствует расчетной молекуляр-
ной массе 2756 Да для SA-40; пик с m/z = 2337,6 
соответствует расчетной молекулярной массе 
2338 Да для LTP, что говорит об успешном полу-
чении исследуемых пептидов. Чистота для по-
лученных пептидов составила 95% для SA-40 и 
100% для LTP.

Получение конъюгата rBet v 1с пептидами
Электрофорез в ПААГ представлен на рисунке 

3. Из полученных данных видно, что конъюгаты 
SA-40 – rBet v 1 и LTP – rBet v 1 находятся выше 
уровня rBet v 1, что свидетельствует об успешной 
функционализации белка пептидами  – предпо-
ложительно, от 1 до 5 остатками пептидов на мо-
лекулу rBet v 1.

Оценка уровня индукции IgG
Адъювантный эффект пептидов определялся 

по индукции IgG к rBet v 1. Для этого сыворот-
ка животных анализировалась на реактивность к 
антигену, rBet v 1 и пептиду-адъюванту, как ука-
зано в таблице 2.

Полученные результаты приведены на ри-
сунке 4. Из них следует, что во всех иммунизи-
рованных группах был получен специфичный 
антительный ответ к rBet  v  1, при этом конъю-
гаты индуцировали IgG к rBet  v  1 сильнее, чем 
чистый протеин. У сыворотки группы 1, имму-
низированной LTP-rBet v 1, наблюдалась интен-

ТАБЛИЦА 1. СТРУКТУРЫ ПЕПТИДНЫХ ДЕНДРИМЕРОВ

TABLE 1. STRUCTURES OF DENDRIMERIC PEPTIDES

Наименование
Name

Структура
Structure

Расчетная среднеизотопная 
молекулярная масса, Да
Calculated average isotopic 

molecular weight, Da

Заряд
Charge

SA-40 (ArgArgArgLeuIleLysPheIle)2Lys-LysAsnThrCys 2756 +11

LTP (((Arg)2Lys)2Lys)2LysAlaCys 2338 +16

1

N

N

NH2

NH

NH

N

N

SH
S

2 3 4 5
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Рисунок 3. Электрофорез в ПААГ для rBet v 1 и конъюгатов в 14% геле (А) и 15% геле (Б)
Примечание. L-rB – LTP-rBet v 1, S-rB – SA-40-rBet v 1, Lzm – лизоцим, OVA – куриный овальбумин.
Figure 3. Polyacrylamide gel electrophoresis for rBet v 1 and conjugates in 14% gel (A) and 15% gel (B) 
Note. L-rB, LTP-rBet v 1; S-rB, SA-40-rBet v 1; Lzm, lysozyme; OVA, chicken egg ovalbumin.

Рисунок 2. Масс-спектры пептидов SA-40 (А) и LTP (Б), и электрофореграммы SA-40 (В) и LTP (Г)
Figure 2. Mass spectrum of peptides SA-40 (А) and LTP (B) and electrophoregrams SA-40 (C) и LTP (D)
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Рисунок 4. Оценка уровня индукции IgG исследуемыми 
веществами у иммунизированных животных
Примечание. L-rBet v 1 – LTP-rBet v 1, S-rBet v 1 – SA-40-rBet v 1. 
Представлены средние значения ± доверительный интервал 
95%. n – 3. p ≤ 0,05.
Figure 4. Evaluation of IgG induction in mice by compounds 
of interest
Note. L-rBet v 1, LTP-rBet v 1; S-rBet v 1, SA-40-rBet v 1.  
Means ± 95% confidence intervals are presented. n – 3. p ≤ 0.05.

сивная реактивность в отношении LTP-rBet  v  1 
и LTP. Сыворотка группы 2, иммунизированной  
SA-40-rBet v 1, значительно менее активно свя-
зывала SA-40-rBet v 1 и SA-40, чем rBet v 1.

Обсуждение
Из представленных результатов ИФА следует, 

что конъюгаты обладали большей иммуноген-
ностью, чем рекомбинантный протеин, однако 
следует обратить внимание на разницу, наблю-
даемую в ответе сывороток на антигены, исполь-
зованные при иммунизации. Так, на рисунке 4 
заметно, что при иммунизации SA-40-rBet  v  1 
максимальная реактивность сыворотки форми-
руется к rBet v 1, и значительно меньшая – к SA-
40 и SA-40-rBet v 1. В свою очередь, сыворотка 
группы 1, иммунизированной LTP-rBet v 1, имея 
сравнимый со второй группой уровень неспеци-
фичного связывания БСА, наиболее активно ре-
агирует с LTP-rBet v 1, а также интенсивно свя-
зывает чистый LTP, при этом ответ к rBet v 1 был 
несколько сильнее такового у второй группы, и 
в случае обеих групп он был выше, чем у третьей 
группы, иммунизированной rBet v 1, в 3-4 раза. 
На наш взгляд, такие различия обусловлены 
строением дендримерных пептидов (рис.  5) и, 
соответственно, их физико-химическими свой-
ствами.

ТАБЛИЦА 2. СХЕМА ПРОВЕДЕНИЯ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА

TABLE 2. SCHEME OF ELISA EXPERIMENT

Группа
Group

Антиген при иммунизации
Antigen used during immunization

Аналит в иммуноферментном анализе
Analyte used in ELISA

1 LTP-rBet v 1

rBet v 1

LTP-rBet v 1

LTP

BSA – отрицательный контроль специфичности
BSA, negative control for specificity

2 SA-40-rBet v 1

rBet v 1

SA-40-rBet v 1

SA-40

BSA – отрицательный контроль специфичности
BSA, negative control for specificity

3 rBet v 1
rBet v 1

BSA – отрицательный контроль специфичности
BSA, negative control for specificity

4 Интактные
Intact

Сыворотка использовалась как отрицательный 
контроль для других групп

Serum was used as negative control for all other groups

AU
 45

0 n
m

rBet v 1 g1
rBet v 1 g2

rBet v 1 g3
L-rBet v 1

S-rBet v 1
LTP

SA-40
BSA g1

BSA g2
BSA g3

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

-0,5
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Рисунок 5. Структуры LTP (A) и SA-40 (Б)
Figure 5. Structures of LTP (A) and SA-40 (B)

LTP имеет 16 основных центров, в то время 
как SA-40 лишь 11, при этом у LTP они выраже-
ны 8 гуанидиновыми группами (pKa ~12,48) и 8 
аминогруппами (pKa ~9,04), а у SA-40 есть лишь 
6 гуанидиновых групп и 5 аминогрупп. Расчет-
ные значения pI этих пептидов близки и состав-
ляют: ~12,96 для LTP и ~12,81 для SA-40, однако 
различия в зарядах более наглядны на электро-
фореграммах, полученных для данных пептидов 
в идентичных условиях. Так, при капиллярном 
электрофорезе время миграции LTP меньше та-
кового у SA-40 на 1,75 мин (рис. 2В, Г), а при 
электрофорезе в ПААГ свободный LTP в образ-
це LTP-rBet v 1 при миграции образует мало раз-
делимую зону 0~13 кДа (рис. 3). С учетом повы-
шенного напряжения при капиллярном зонном 
электрофорезе данный факт может говорить о 
склонности LTP, в отличие от SA-40, к образова-
нию супрамолекулярных структур. Данное явле-
ние в настоящее время изучается нами, однако 
можно сделать предположение, что LTP может 
создавать в растворе мицеллы, и, в случае при-
сутствия чистого LTP в составе LTP-rBet  v  1 по 
причине неполного присоединения или протека-
ния ретро-реакции Михаэля, мицеллярный слой 
может образовываться вокруг rBet v 1. Структура 
SA-40, в свою очередь, обладает меньшей поляр-
ностью, чем у LTP, в связи с чем для него мице-
лообразование мы считаем менее вероятным и 
ненаблюдаемым в результатах данного иссле-
дования. Следует отметить, что на полученную 
разницу в уровнях ответа к дендримерам также 
может влиять неодинаковый процесс гидролиза 
конъюгатов в АПК, который может приводить к 
выраженной презентации LTP, но не SA-40. Мы 
считаем, что реактивность антисыворотки к LTP 
и его конъюгату с rBet  v  1 является негативным 
фактором в вопросе его перспективности в ка-
честве адъюванта в сравнении с SA-40, впрочем, 
это также может свидетельствовать о более выра-
женной способности LTP к образованию некова-

лентного комплекса с протеином и проявлению 
адъювантной активности в таком состоянии.

Наблюдаемую повышенную иммуногенность 
конъюгатов, на наш взгляд можно объяснить 
тремя факторами: во-первых, пептиды могут пе-
реносить протеин внутрь АПК, во-вторых, конъ-
югаты могут обладать значительно увеличенным 
поверхностным зарядом, что может провоциро-
вать их захват АПК, в-третьих, конъюгация мог-
ла реструктурировать rBet v 1 предпочтительным 
для процессирования и презентации образом.

В случае первого фактора мы полагаем, что 
конъюгаты могут попасть в АПК благодаря 
трансмембранной активности пептидов, но не 
могут покинуть лизосому. Ввиду основности ис-
пользованных пептидов, на наш взгляд, они мо-
гут действовать как дополнительные «якоря» для 
протеина в лизосоме. Необходимо упомянуть, 
что в настоящее время нами не изучена транс-
мембранная активность конъюгатов на клеточ-
ных культурах.

Второй возможный фактор  – действие ден-
дримеров в качестве приманки для АПК – харак-
терен для описанных в литературе ковалентных 
адъювантов [4, 11] и также может быть экстрапо-
лирован на использованные дендримерные пеп-
тиды, так как их заряд составляет +16 и +11.

Третий фактор  – реструктуризация rBet  v  1 в 
ходе конъюгации – нами в рамках описываемых 
испытаний не изучался, однако можно пред-
положить значительное влияние пептидов на 
структуру протеина ввиду относительно больших 
молекулярных масс пептидов (составляют около 
13% от массы протеина).

Заключение
В настоящей работе были получены два кле-

точно-проникающих пептидных дендримера, их 
подлинность была подтверждена масс-спектро
метрией, а чистота, по данным зонного капил-
лярного электрофореза, составила не менее 95%. 
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Нами показано, что их конъюгация с rBet v 1 по-
высила индукцию IgG к последнему приблизи-
тельно в три раза, что свидетельствует о наличии 
у обоих пептидов адъювантных свойств. Мы пред-
полагаем, что SA-40 предпочтительнее LTP в каче-
стве ковалентного адъюванта, в то время как LTP 
может проявлять более выраженную активность 
в качестве нековалентного адъюванта, и данные 
структурно-обусловленные различия следует при-
нимать во внимание при получении новых пепти-
дов с адъювантной активностью. В работе кратко 

приведена гипотеза, объясняющая адъювантный 
эффект, однако в дальнейшем планируется про-
ведение работ по прояснению механизма имму-
ногенного эффекта таких пептидов. Дальнейшие 
перспективы данной работы мы видим в разработ-
ке и получении стандартных пептидных адъюван-
тов, а также в изучении сопутствующих иммуни-
зации явлений: аллергенности и толерогенности 
таких комплексов и потенциального влияния при-
сутствия пептидов в их составе на эпитопный про-
филь рекомбинантного протеина.
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