
ВВЕДЕНИЕ

Поверхностный плазмонный резонанс (SPR) —
мощный аналитический метод, обычно используемый
при анализе широкого спектра межмолекулярных
взаимодействий. По сравнению с различными
биофизическими методами, такими как ядерный
магнитный резонанс [1, 2], рентгеновская
кристаллография [3], масс-спектроскопия [4],
изотермическая титрационная калориметрия [5],
аффинный капиллярный электрофорез [6], аффинная
хроматография [7], SPR позволяет отслеживать
молекулярные взаимодействия в режиме реального
времени, требует небольших количеств образца 
для анализа (обычно микрограммов) и, в основном, 
не требует никаких модификаций или мечения
иммобилизованных лигандов.

Биосенсорный анализ служит одним из важнейших
инструментов для мониторинга процесса или
проверки целостности партий при разработке и
производстве вакцин. Биосенсоры Biacore были
использованы при разработке следующих вакцин
против COVID-19: мРНК-вакцины (Moderna/NIAD,
Curevac), ДНК-вакцина (Inovio), векторная
нереплицирующаяся (J&J), рекомбинантная вакцина
(Sanofi/Barda), вакцина на основе вирусоподобных
частиц (Medicago), адъювантные системы (GSK),
рекомбинантная пептидная вакцина (Epivax).

С помощью Biacore также оценивали
антигенность вакцин против гепатита Е [8, 9] измеряли
концентрации гемагглютинина в мультивалентных

вакцинах против гриппа [10], причём внедрение
такого метода тестирования, может ускорить 
доставку вакцины против гриппа населению 
как минимум на 6 недель. Результаты показали, 
что метод на основе SPR, разработанный 
с использованием Biacore, является надёжным и 
не зависит от типа референсных антигенов
(инактивированный цельный вирус, расщеплённый или
субъединичный материал, полученный из вакцины), 
и от того, используются ли они в виде моновалентных
или мультивалентных препаратов. 

Biacore играет значительную роль в разработке
вакцин против ВИЧ [11]. С помощью SPR также
оценивали наличие конформационно-зависимых
нейтрализующих эпитопов наVLP L1 (вирусоподобных
частицах, полученных из белка L1 HPV-16 и HPV-18),
входящих в состав профилактической вакцины против
вируса папилломы человека (HPV) [12].

Полиомиелит — высококонтагиозное вирусное
заболевание. Вирус полиомиелита поражает нервную
систему человека и может в считанные часы вызвать
полный паралич. Для профилактики полиомиелита
долгие годы применяют два типа вакцин: живую
пероральную вакцину (ППВ) и инактивированную
вакцину (ИПВ). Для производства ППВ 
применяются аттенуированные штаммы Сэбина
(штамм Сэбина типа 1 LSc 2ab, штамм Сэбина типа 2
Р712 Ch 2ab, штамм Сэбина типа 3 Leon 12a1b). 
Для производства инактивированной вакцины 
долгое время использовались только дикие штаммы
(тип 1 — Mahoney, тип 2 — MEF-1, тип 3 — Saukett) [13].
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Исследовали взаимодействие инактивированных вакцинных аттенуированных штаммов вируса полиомиелита
с антителами, ориентированно иммобилизованными за Fc-фрагмент через протеин А. С помощью SPR-биосенсора
определены кинетические и равновесные параметры взаимодействия вакцинных аттенуированных штаммов вируса
полиомиелита типа 1 и 2 (штаммов Сэбина), инактивированных различными способами. Наиболее прочным было
взаимодействие поликлональных антител к вирусу полиомиелита типа 2 (штамм Сэбина), со штаммом Сэбина 
вируса полиомиелита типа 2, инактивированным β-пропиолактоном, КD = 1,04⋅10-11 M, а также взаимодействие
моноклональных антител к вирусу полиомиелита типа 1 (штамм Сэбина) со штаммом Сэбина вируса полиомиелита
типа 1, инактивированным формальдегидом, КD = 1,39⋅10-11 M. Высокоаффинное взаимодействие инактивированных
вакцинных штаммовСэбина вируса полиомиелита типов 1 и 2 с иммобилизованными антителами свидетельствует о том,
что D-антиген сохранил свою структуру после инактивации вируса β-пропиолактоном или формальдегидом.
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В ФГАНУ “Федеральный научный центр
исследований и разработки иммунобиологических
препаратов им. М.П. Чумакова РАН” была разработана
инактивированная вакцина против полиомиелита 
на основе штаммов Сэбина ПолиовакСин [14], которая
на данный момент применяется для профилактики
полиомиелита в России. При производстве ИПВ 
как на основе диких штаммов, так и на основе
аттенуированных штаммов, для инактивации вируса
полиомиелита применяется формальдегид [14, 15].
Инактивация вируса формальдегидом — длительная и
трудоёмкая стадия технологического процесса.
Однако для инактивации вируса полиомиелита может
применяться также β-пропиолактон [16], который
потенциально может сократить время производства
вакцины [17]. Псевдовирусные частицы на основе
вирусов, инактивированных различными методами,
могут быть основой перспективной платформы 
для создания вакцин нового типа. [18]. 

Антигенность ИПВ выражается в единицах 
D-антигена.Производители и официальные лаборатории
по контролю за лекарственными средствами
используют свои собственные антитела и методики.
Исследования показали, что существует проблема
унификации показателей в случае, когда необходимо
количественно охарактеризовать образцы ИПВ. 
Это справедливо как для оценки концентрации 
D-антигена [19], так и для оценки иммуногенных
свойств вакцин [20]. Керстен и соавт. [21]
продемонстрировали, что Biacore можно использовать
для определения содержания D-антигена в ИПВ. 
В более поздних исследованиях [22, 23] описан метод
на основе биосенсора Biacore для оценки концентрации
D-антигена. Результаты были сопоставимы 
с результатами иммуноферментного анализа (ИФА).
Это указывает на то, что SPR-биосенсор 
является альтернативным средством для оценки
эффективности ИПВ. В отличие от ИФА
улавливающие антитела являются моноклональными,
а детектирующие антитела или конъюгаты 
не требуются, поскольку сигнал биосенсора зависит 
от массы. Вариации между анализаторами 
в различных лабораториях могут быть уменьшены 
за счёт автоматизированного характера биосенсоров.
Также биосенсоры позволяют быстро охарактеризовать
антитела, что в свою очередь позволяет 
лабораториям быстро проводить скрининг и выбирать
оптимальные антитела. 

Целью данной работы было исследование
аффинности взаимодействия инактивированных
различными способами аттенуированных штаммов
вируса полиомиелита типов 1 и 2 с антителами 
с помощью SPR-биосенсора.

МЕТОДИКА

Анализ взаимодействия исследуемых
инактивированных аттенуированных штаммов 
вируса полиомиелита типов 1 и 2 с антителами
выполняли на оптическом биосенсоре Biacore X-100
(“Cytiva”, США), работающем на эффекте
поверхностного плазмонного резонанса (SPR). 

Сигнал биосенсора регистрировали в резонансных
единицах RU (1 RU соответствует связыванию 
1 пг белка на поверхности оптического чипа).
Использовали чипы с укороченным декстраном CM3
(“Cytiva”), рекомендованные для работы с вирусными
частицами [23].

Реагенты

Следующие реагенты были получены 
от фирмы “Cytiva”: HBS-N (150 мМ NaCl, 
10 мМ HEPES, pH 7,4); 10 мМ ацетатный 
буфер, pH 4,5; набор реагентов для ковалентной
иммобилизации белков за первичные аминогруппы 
(1-этил-3-(3-диметиламинопропил)-карбодиимид-HCl,
N-гидроксисукцинимид, 1 М этаноламин-HCl, pH 8,5),
10 мМ глициновый буфер, рН 1,5. Белок А получен 
от фирмы “ИМТЕК” (Россия). Моноклональные
антитела α-Polio1 Mab234 (Mab1), α-Polio2 Mab1050
(Mab2) и α-Polio3 Mab520 (Mab3) к вакцинным
штаммам Сэбина вируса полиомиелита типов 1, 2 и 3,
соответственно, были получены от National Institute
for Biological Standards and Control (Великобритания).
Концентрацию D-антигена в вакцинных штаммах
Сэбина вируса полиомиелита типов 1 и 2,
инактивированных β-пропиолактоном (SI бпл, SII бпл)
или формальдегидом (SI форм, SII форм), а также
инактивированных формальдегидом с последующим
диализом (SI форм (д), SII форм (д)) определяли
методом ИФА в Федеральном научном центре
исследований и разработки иммунобиологических
препаратов им. М.П. Чумакова РАН [24].

Получение поликлональных антител

Поликлональные антитела кштамму Сэбина вируса
полиомиелита типа 2 (Pab2) получали из сыворотки
иммунизированных кроликов породы советская
шиншилла. Животных иммунизировали троекратно 
с промежутком 21 день.Для иммунизации использовали
очищенные в градиенте CsCl антигены вируса
полиомиелита типа 2 в концентрации 300–1260 мкг/мл.
Наличие антител к D-антигену проверяли 
в реакции нейтрализации на культуре клеток Vero. 
IgG фракцию антител получали из сывороток 
с титром не менее 1:2000. Очистку проводили 
с помощью аффинной хроматографии на колонках 
HiTrap, Protein G HP (“Cytiva”). Целевую фракцию
элюировали 0,1 М глицин-HCl-буфером (рН 2,7) 
и немедленно доводили до pH 7,0, добавляя 
1 М Трис-HCl (рН 9,0). Для дальнейшего
использования очищенные антитела переводили 
в 0,1 М карбонат-бикарбонатный буфер (“Sigma”,
США) или фосфатный буферный раствор, pH 7,2 
(ФГАНУ “ФНЦИРИП им.М.П.Чумакова РАН”,Россия)
с помощью диализа.

Получение инактивированного вируса

Вакцинные штаммы Сэбина вируса полиомиелита
типов 1 и 2 получали при заражении монослойной
культуры клеток Vero. Проводили фильтрацию
вирусной суспензии, концентрирование [14, 25] и
хроматографическую очистку [13, 26]. Инактивацию
формальдегидом проводили, как описано ранее [24].
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Дополнительно инактивированный вирус был
диализован против фосфатно-солевого буферного
раствора (pH 7,2) с помощью центрифужных
концентраторов с мембраной 30 кДа (“Jet Biofill”,
Китай), используя рекомендации производителя. 
Для инактивации β-пропиолактоном (“Molecula”,США)
использовали вирусную суспензию, которую
инкубировали в течение 48 ч при температуре 2–8°С
при перемешивании с инактивирующим агентом 
в концентрации 0,2% (v/v). Очистку проводили 
путём последовательных процедур фильтрации,
концентрирования и хроматографии как описано
ранее [13, 14, 25, 26].

Иммобилизация белка А на чипе CM3

Иммобилизацию белка А в обоих каналах 
чипа оптического биосенсора осуществляли 
путём формирования ковалентных связей между
карбоксильными группами на поверхности
оптического чипа СМ3 и аминогруппами белка.
Карбоксильные группы чипа активировали путём
инжекции смеси 0,2 М 1-этил-3-(3-диметил-
аминопропил)-карбодиимид-HCl/0,05 М N-гидрокси-
сукцинимид в течение 7 мин при скорости 
потока 5 мкл/мин. Инжекцию раствора белка А 
(100 мкг/мл) в 10 мМ ацетатном буфере (рН 4,5)
выполняли со скоростью 5 мкл/мин в течение 7 мин.
Непрореагировавшие активированные группы
блокировали 1 M раствором этаноламина гидрохлорида
(pH 8,5) в течение 3мин при скорости потока 5мкл/мин.
В качестве буфера использовали HBS-N.

Иммобилизация антител на чипе CM3 через белок А

Моноклональные антитела α-Polio1 Mab234
(Mab1) или α-Polio2 Mab1050 (Mab2), или 
α-Polio3 Mab520 (Mab3), или поликлональные
антитела (Pab2) в разведении 1:20 инжектировали 
в рабочий канал биосенсора со скоростью 5 мкл/мин 
в течение 3 мин. Затем следовала инжекция рабочего
буфера. В качестве буфера использовали HBS-N.

Взаимодействие вакцинных штаммов вируса
полиомиелита типов 1 и 2, инактивированных 
β-пропиолактоном или формальдегидом, c антителами

SI бпл, SII бпл, SI форм, SII форм, SI форм (д), 
SII форм (д) инжектировали через 5 мин после
инжекции антител Mab1 или Mab2, или Pab2,
соответственно, со скоростью 5 мкл/мин 
в течение 3 мин. Взаимодействие инактивированных
вакцинных штаммов вируса полиомиелита 
с антителами исследовали в диапазоне концентраций
D-антигена от 0,05 нМ до 5 нМ. Регистрацию
взаимодействий инактивированных частиц вакцинных
штаммов Сэбина вируса полиомиелита типов 1 и 2 
с иммобилизованными антителами выполняли 
в режиме реального времени путём инжекций
образцов через контрольный (без антител) и рабочий
каналы оптического биосенсора. Результирующие
сенсограммы представляли собой разность сигналов 
в рабочем и контрольном каналах. Поверхность чипа
после каждого цикла взаимодействия антител 
с иммобилизованным белком А и последующего

взаимодействия инактивированных штаммов 
с антителами регенерировали глициновым буфером,
pH 1,5, со скоростью 30 мкл/мин в течение 30 c.
Экспериментальные кривые были обработаны 
с помощью программы Biaevaluation 4.1.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В системе SPR одна из взаимодействующих
биомолекул (лиганд) иммобилизуется на поверхности
сенсорного чипа. Два подхода используются 
для иммобилизации лигандов: ковалентная
иммобилизация и нековалентный захват. В первом
случае функциональные группы на поверхности чипа
реагируют с соответствующей функциональной
группой лиганда (амино-, карбоксильные,
сульфгидрильные группы и т.д.) с образованием
стабильных связей [27, 28]. В последнем случае 
захват предполагает использование лигандов 
с высокоаффинным tag [29, 30] или антител [23, 31], 
а также белков А, G [32]. Нами был выбран 
метод ориентированной иммобилизации антител 
за Fc-фрагмент через белок А [32], который 
позволяет удалять иммобилизованные антитела и
связавшийся с ними антиген, т.е. регенерировать 
белок А для следующего взаимодействия. Белок А 
был иммобилизован в рабочем и контрольном каналах,
чтобы исключить неспецифическое взаимодействие
инактивированных вакцинных штаммов вируса
полиoмиелита с этим белком. Иммобилизовано 
1530 RU в рабочем и 1120 RU в контрольном каналах.
Далее антитела Mab1 или Mab2, или Pab2 были
иммобилизованы через белок А в рабочем канале
биосенсора. В отличие от этих антител Mab3 
не взаимодействовали с белком А. Их не удалось
иммобилизовать этим методом. 

Был выполнен SPR-анализ образцов SI бпл, 
SI форм, SI форм(д) в случае иммобилизованных Mab1
(рис. 1), и SII бпл, SII форм, SII форм(д) в случае
иммобилизованных Mab2 (рис. 2), а также SII бпл, 
SII форм в случае иммобилизованных Pab2.
Взаимодействие аналита (т.е. D-антигена) с антителами
контролировали в реальном времени, а специфическое
связывание отражалось изменением величины 
ответа до и после инжекции антигена (рис. 1, 2).
Кроме того, мы не наблюдали взаимодействия
инактивированного вакцинного штамма Сэбина
вируса полиомиелита типа 2 c Mab1. В результате
обработки экспериментальных кривых были получены
константа скорости ассоциации (ka), константа
скорости диссоциации (kd), равновесная константа
диссоциации KD и аффинность KA (табл. 1).

Значения KA комплексов антиген-антитело
убывали в следующем порядке (Pab2/SII бпл) ≈
(Mab1/SI форм) > (Pab2/SII форм) > (Mab2/SII бпл) >
(Mab1/SI форм(д)) > (Mab1/SI бпл) > (Mab2/SII форм) ≈
(Mab2/SII форм(д)). Наиболее аффинным было
взаимодействие поликлональных антител к штамму
Сэбина вируса полиомиелита типа 2 с этим штаммом,
инактивированным β-пропиолактоном (SII бпл), а также
взаимодействие моноклональных антител к штамму
Сэбина вируса полиомиелита типа 1 и этим штаммом,
инактивированным формальдегидом (SI форм).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

SPR-анализ взаимодействия инактивированных
вакцинных аттенуированных штаммов Сэбина 
вируса полиомиелита типов 1 и 2 c соответствующими
антителами выполнен с использованием
ориентированной иммобилизации антител 
за Fc-фрагмент через белок А. Выявлена 
сопоставимая аффинность взаимодействия вакцинных
штаммов вируса полиомиелита, инактивированных
различными способами (β-пропиолактоном или
формальдегидом), с антителами. Высокоаффинное
взаимодействие инактивированных вакцинных
аттенуированных штаммов Сэбина вируса
полиомиелита типов 1 и 2 с иммобилизованными
антителами свидетельствует о том, что D-антиген
сохранил свою структуру после инактивации вируса.
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The interaction of inactivated poliovirus vaccine strains with oriented antibodies immobilized to protein A 
via Fc fragments has been investigated. Using an SPR biosensor, the kinetic and equilibrium parameters of the interaction
of vaccine attenuated polioviruses of the Sabin strains type 1 and type 2, inactivated by various methods 
were determined. The strongest interaction was observed between polyclonal antibodies to Sabin strain type 2 poliovirus
and Sabin strain type 2 poliovirus inactivated with β-propiolactone, KD = 1.04⋅10-11 M, as well as the interaction 
of monoclonal antibodies to Sabin strain type 1 poliovirus and Sabin strain type 1 poliovirus inactivated 
with formaldehyde, KD = 1.39⋅10-11 M. The high-affinity interaction of inactivated vaccine polioviruses 
of the Sabin strains type 1 and type 2 with immobilized antibodies indicates that the D-antigen retained its structure
after virus inactivation with β-propiolactone or formaldehyde. 
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