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На сегодняшний день доказано, что вирус папилломы человека 16 типа (ВПЧ16) играет важную роль в развитии рака шейки матки и опухолей области головы и шеи. Действенной мерой для предотвращения инфекции ВПЧ16 и других типов вируса является профилактическая вакцинация. Применяемые на сегодняшний день анти-ВПЧ вакцины «Гардасил», «Гардасил-9» и «Церварикс» основаны на использовании псевдовирусных частиц (ПВЧ), формируемых белком вирусного капсида L1. Однако,  несмотря на высокую эффективность, широкое применение этих вакцин ограничено их высокой стоимостью, обусловленной использованием в производстве дрожжевых или бакуловирусных экспрессионных систем. Одним из путей удешевления вакцин является синтез белка L1 в E. coli. При этом необходимо, чтобы белок L1, полученный в E. coli, по своей иммуногенности не уступал белку, полученному в клетках эукариот.

В данной работе проводилось изучение иммуногенных свойств ПВЧ, сформированных белком L1 ВПЧ16, синтезированным в E. coli. Ген полноразмерного белка L1 был клонирован в состав экспрессионного вектора pQE6 под контроль промотора бактериофага Т5. Белок накапливался в нерастворимой форме и составлял около 20% от всех белков клетки. Рефолдинг проводился путем солюбилизации телец включения в буферном растворе 10 мМ Tris-HCl, 3,5% Sodium Lauroylsarcosinate, pH 7,5 с последующим диализом против буферного раствора 10 мМ Tris-HCl, 0.06% Sodium Lauroylsarcosinate, 0,02% Твин-20 и 2 мМ DTT, pH 7,5. Рефолдированный белок распознавался антителами к антигенам коммерческой вакцины «Гардасил». Очистку белка проводили методом гель-фильтрации на колонке 16x600 мм с сорбентом Toyopearl HW65 (Tosoh, Japan), уравновешенной в буферном растворе 10 мМ Tris-HCl, pH 7,5, 0,06% Sodium Lauroylsarcosinate, 0,02% Tween-20, 2 мM DTT. Сборка L1 в ПВЧ проводилась в фосфатно-солевом буфере и была подтверждена методом электронной микроскопии.
Изучение иммуногенных свойств препарата ПВЧ проводили на мышах линии Balb/c. В работе было задействовано 8 групп по 5 животных в каждой, различавшихся по количеству вводимого антигена (0,5 или 5 мкг белка L1 в виде ПВЧ) и присутствию адъювантов (аморфного гидроксида алюминия и/или монофосфорил липида А1 из Salmonella enterica - MPLA). Иммунизацию проводили 3 раза с интервалом в две недели, затем через неделю у животных отбирали кровь и проводили резекцию селезенки с выделением спленоцитов для определения клеточного иммунного ответа. 

Наилучшие результаты по количеству интерферона-гамма, секретируемого стимулированными белком L1 спленоцитами, были получены в группах иммунизации белком L1 с обоими адъювантами. Из группы иммунизации 0,5 мкг L1, 200 мкг Al, 1 мкг MPLA ответ на стимуляцию антигеном был получен в культурах спленоцитов всех пяти животных и составил от 250 до 1500 пг/мл в зависимости от животного. Сравнимый ответ был получен в культурах спленоцитов двух животных группы 5 мкг L1, 200 мкг Al, 1 мкг MPLA. При этом наибольший титр специфических антител (примерно 1/60000) наблюдался в группе иммунизации 5 мкг антигена с двумя адъювантами. Таким образом, с точки зрения индукции иммунного ответа, наиболее эффективной представляется комбинация 5 мкг белка L1 с обоими адъювантами. Полученные данные свидетельствуют о том, что препарат ПВЧ белка L1, полученного в экспрессионной системе E.coli, способен индуцировать гуморальный и клеточный иммунный ответ.
