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Аннотация
Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом (ГЛПС) остается значимой проблемой в эндемичных регионах 

РФ. В ряде случаев антитела не обнаруживаются, что затрудняет диагностику. Мы разработали подход к выявлению Т-кле-
точного ответа при ГЛПС, основанный на стимуляции PBMC рекомбинантным N-белком PUUV с последующей оценкой 
продукции интерферона-γ. Показана специфическая активация иммунных клеток больных ГЛПС и оптимизированы пара-
метры тест-системы.

Abstract
Hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) remains a significant public health concern in endemic regions of Russia. 

In certain cases, specific antibodies are not detected, complicating diagnosis. We developed a test system to assess T-cell responses 
via stimulation of PBMCs with recombinant PUUV N protein and measurement of IFN-γ. Specific immune activation was confirmed 
in HFRS patients, and assay conditions were optimized.

Введение
Ортохантавирусы являются зоонозными патогенами, вызывающими геморрагическую лихорадку с почеч-

ным синдромом (ГЛПС), характеризующуюся лихорадкой, тромбоцитопенией и  нарушением функции почек. 
В РФ основным возбудителем ГЛПС является Orthohantavirus puumalaense (PUUV). Несмотря на высокую эпи-
демиологическую значимость, одобренная вакцина против ГЛПС в РФ на сегодняшний день отсутствует, а воз-
можности ранней и надежной диагностики остаются ограниченными [1].

Геном ортохантавирусов состоит из трех сегментов одноцепочечной РНК отрицательной полярности — S, 
M и L. Сегмент S кодирует нуклеокапсидный белок (N), который является мощным иммуногеном и основным 
диагностическим антигеном  [2]. Целью данного исследования является разработка прототипа IGRA-подобной 
диагностической тест-системы для оценки клеточного иммунного ответа при ГЛПС, основанной на стимуляции 
мононуклеарных клеток периферической крови (PBMC) рекомбинантным N-белком PUUV, и последующего ана-
лиза уровня продукции интерферона-γ (IFN-γ).

Материалы и методы
S-сегмент PUUV, кодирующий N-белок, клонировали в плазмидный вектор pET-28a(+). ORF экспресси-

ровали в Escherichia coli BL21(DE3)pLysS, N-белок очищали с использованием аффинной хроматографии  [3]. 
Очищенный N-белок использовали для стимуляции PBMC. PBMC выделяли из цельной крови пациентов с ГЛПС 
и у здоровых доноров, следуя стандартному протоколу выделения в градиенте плотности фиколла. Проводили 
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титрование числа клеток и концентрации антигена. Клетки инкубировали при 37 °C в атмосфере 5 % CO₂ в те-
чение 24 часов с рекомбинантным N-белком PUUV в конечных концентрациях от 0,1 до 5 мкг/мл. Определение 
IFN-γ в  культуральной жидкости проводили методом ИФА с использованием коммерческого набора, согласно 
инструкции производителя. 

Результаты
Был экспрессирован и  очищен рекомбинантный N-белок PUUV, проявляющий иммуногенные свойства 

in vitro и in vivo [3]. В рамках работы выполнено титрование количества PBMC, выделенных из образцов крови 
пациентов с подтвержденной ГЛПС (n = 10) и здоровых доноров (n = 10), в диапазоне от 50 тыс. до 300 тыс. 
клеток на лунку. Клетки стимулировались рекомбинантным N-белком PUUV в концентрациях от 0,1 до 5 мкг. 
Количественное определение продукции IFN-γ проводилось методом ИФА (рис. 1).

Рис. 1. Титрование PBMC и N-белка для выявления оптимальных условий стимуляции клеточного иммунного ответа

Установлено, что оптимальные параметры стимуляции для разработки диагностической тест-системы со-
ставляют 300 тыс. клеток на лунку и 5 мкг N-белка. При данных условиях в группе пациентов с ГЛПС наблю-
далась достоверно более высокая продукция IFN-γ по сравнению со здоровыми донорами (p < 0,05). В качестве 
отрицательных контролей использовались PBMC без антигена и PBMC, инкубированные с бычьим сывороточ-
ным альбумином (BSA). В качестве положительного контроля применялся митоген — фитогемагглютинин (PHA) 
(рис. 2).

Рис. 2. Продукция IFN-γ клетками PBMC в ответ на стимуляцию N-белком у больных ГЛПС (а) (n = 10)  
и здоровых доноров (б) (n = 10); PHA — фитогемагглютинин; BSA — бычий сывороточный альбумин

Полученные данные подтверждают способность рекомбинантного N-белка PUUV индуцировать специфи-
ческий Т-клеточный ответ у переболевших ГЛПС пациентов. Оптимизированные параметры стимуляции могут 
быть использованы в качестве основы для разработки IGRA-подобного диагностического теста, направленного 
на выявление клеточного иммунитета к PUUV.
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Выводы
Разработан протокол для  оценки продукции IFN-γ клетками PBMC при  стимуляции рекомбинантным 

N-белком PUUV. Показано, что PBMC пациентов, перенесших ГЛПС, продуцируют достоверно более высокие 
уровни IFN-γ в ответ на антигенную стимуляцию по сравнению с PBMC здоровых доноров. Оптимизированы 
параметры постановки теста, включая количество клеток (300 тыс. на  лунку), концентрацию антигена (5 мкг 
на лунку) и условия инкубации (24 ч, 37 °С). Полученные результаты подтверждают возможность применения 
данного подхода в качестве основы для разработки IGRA-подобной диагностической тест-системы, направлен-
ной на выявление специфического Т-клеточного ответа к PUUV.
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