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При помощи методов иммуноинформатики и молекулярной динамики рассчитана субъединич-
ная вакцина против вируса африканской чумы свиней (АЧС). Смоделирована трехмерная струк-
тура выбранного иммуногенного белка вируса АЧС – CD2v, предсказана его топология отно-
сительно мембраны. Предсказаны B- и Т-клеточные эпитопы для надмембранной части CD2v, 
проведена оценка их иммуногенности, аллергенности и токсичности. Для разработки субъеди-
ничной вакцины выделен наименее вариабельный участок на основе анализа консервативности 
предсказанных эпитопов. Для выбранного надмембранного участка методами молекулярной ди-
намики проведены расчеты его стабильности в водно-солевом растворе и показана его структур-
ная стабильность. Методом иммуномоделирования показано, что разработанная вакцина-канди-
дат способна вызывать стойкий иммунный ответ и не приводит к цитокиновому шторму.
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ВВЕДЕНИЕ
Африканская чума свиней (АЧС) – смертель-

ное заболевание, поражающее домашних свиней 
и диких кабанов, несущее серьезные экономиче-
ские последствия для пострадавших стран. АЧС 
является естественным заболеванием для стран 
Африки к югу от Сахары и на острове Сардиния 
в Италии. С 2007 г. вирус появился в Грузии, а за-
тем распространился по всему Кавказскому реги-
ону и России. Вспышки также были зарегистри-
рованы на всем постсоветском пространстве [1]. 
Ввиду высокой контагиозности и вирулентности 
вируса АЧС для предотвращения риска заражения 
при выявлении вируса хотя бы у одной особи из 
поголовья умерщвляется поголовье целиком. Ви-
рус не опасен для человека, но люди могут быть 
его переносчиками. Основными источниками воз-
будителя АЧС являются больные, переболевшие  
и/или погибшие от АЧС домашние свиньи или ди-
кие кабаны, а также их органы, кровь, ткани, се-
креты, экскреты, объекты внешней среды с кото-
рыми они контактируют [2].

Вирион вируса АЧС имеет диаметр от 175 до 
215 нм [3]. Внешняя оболочка (суперкапсид) ви-
руса состоит из нескольких белков, таких как p12 
и CD2v [4]. Внешний капсид состоит из основных 
белков p72, образующих гексамеры, и второстепен-
ных белков, таких как пентон, который способ-
ствует икосаэдрической форме [3]. Размер генома 
вируса АЧС составляет от 171 до 190 пар оснований 
и состоит из 151–167 открытых рамок считывания, 
кодирующих 68 белков, ассоциированных с вири-
онами [5]. Большинство белков, кодируемых ге-
номом вируса АЧС, участвуют в сборке вирионов, 
иммунной модуляции, репликации и репарации 
генома [5].

Работы над созданием вакцины от вируса афри-
канской чумы свиней (ВАЧС) активно ведутся в стра-
нах с развитым животноводством с конца 1950-х гг.  
Однако в настоящее время в мире нет ни одной 
сертифицированной вакцины против ВАЧС. Су-
ществует ряд [6–15] вакцин, находящихся на раз-
ных стадиях испытаний. Большинство из них явля-
ются аттенуированными или инактивированными 
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вирионами, общей чертой которых является ха-
рактерность рисков нежелательных иммунных ре-
акций [16, 17].

На этом фоне выгодно выделяется стратегия 
разработки субъединичных вакцин на основе им-
муногенных компонентов исследуемого вируса. 
Они конструируются из надмембранной части 
трансмембранного патогена-мишени и являются 
необходимыми для генерации соответствующего 
иммунного ответа без какого-либо риска зараже-
ния, так как генетический материал в них отсут-
ствует [18].

Большинство из производимых на данный мо-
мент вакцин разрабатывается на основе лабора-
торных экспериментов, что несет в себе высокие 
издержки. Однако с увеличением вычислитель-
ных мощностей и появлением алгоритмов анализа 
больших биологических данных активно развива-
ются in silico-методы анализа и модуляции иммуно-
логических свойств и взаимодействий пептидных 
последовательностей, на основе чего предлагаются 
алгоритмы разработки, в том числе, пептидных и 
субъединичных вакцин [19–21]. 

В настоящем исследовании для разработки вак-
цины-кандидата выбран суперкапсидный белок 
CD2v [22]. Известно, что он вовлечен непосред-
ственно в явление гемадсорбции, вызванное ин-
фицированием восприимчивых клеток ВАЧС [22]. 
Было обнаружено, что CD2v играет важную роль 
в вирулентности, индукции защитных иммунных 
ответов и формировании клеточного ответа. Удале-
ние CD2v в ряде изолятов приводило к аттенуации 
вируса и индуцировало защиту от заражения виру-
лентным вирусом [23].

В данной работе исследован В-субдомен белка 
CD2v (рис. 1), А-субдомен данного белка исследо-
ван в [24, 25].

Смоделирована трехмерная структура исследуе-
мого белка, рассчитана его топология относитель-
но мембраны, предсказаны B- и Т-клеточные эпи-
топы для надмембранной части, проведена оценка 
их аллергенности и токсичности. Для данного над-
мембранного участка проведена проверка его ста-
бильности в водно-солевом растворе. После чего 
было проведено иммуномоделирование. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Поиск аминокислотной последовательности. 

Аминокислотная последовательность белка CD2v 
взята из базы данных UniProt [26].

Анализ пространственной структуры и тополо-
гии относительно мембраны. Пространственную 
структуру белка CD2v смоделировали при помощи 
программы на основе глубокого обучения: Alpha-
Fold2 [27]. Исследование расположения белка от-
носительно мембраны проводили при помощи сер-
виса DeepTMHMM [28]. Для дальнейшей работы 
на основе предсказанной топологии был выделен 
надмембранный фрагмент белка с использованием 
программы PyMol [29]. 

Предсказание Т- и B-эпитопов. Для предска-
зания цитотоксических Т-эпитопов использова-
ли иммуноинформатический веб-сервис NetCTL 
[30]. Предсказание проводили со следующими 
параметрами:

–	 супертип – A1;
–	 порог протеасомного расщепления – 0.15;
–	 относительная эффективность транспорти-

ровки антигена – 0.05;
–	 порог идентификации эпитопов – 0.75.
Линейные и конформационные В-эпитопы 

предсказаны при помощи иммуноинформатиче-
ского веб-сервиса ElliPro [31]. 

Порог идентификации эпитопов и максималь-
ное расстояние между аминокислотами были вы-
браны с использованием значений по умолчанию: 

–	 порог идентификации – 0.5;
–	 максимальное расстояние – 6 Å.
Для предсказания использовали пространствен-

ную структуру, смоделированную ранее при помо-
щи AlphaFold2.

Анализ иммунологических свойств найденных эпи-
топов. Анализ аллергенности предсказанных ра-
нее эпитопов проводили при помощи веб-сервиса  
AlgPred2 [32], анализ токсичности – ToxinPred2 [33]. 
Иммуногенность оценивали с использованием им-
муноинформатического веб-сервиса VaxiJen [34].

Анализ консервативности предсказанных эпи-
топов. При помощи алгоритма BLAST [35] были 
найдены гомологи белка CD2v, из которых вы-
брали семь, принадлежащих к другим вариантам 
ВАЧС. Консервативность предсказанных ранее  
Т- и В-линейных и В-конформационных эпитопов 
проанализирована при помощи сервиса Epitope 
Conservacy Analysis [36].

Выделение надмембранного домена исследуемо-
го белка. При помощи программы PyMol выделен 
надмембранный богатый эпитопами B-субдомен 
исследуемого белка. Далее на основе первичной 
последовательности выделенного субдомена про-
вели повторное предсказание его пространствен-
ной структуры, предсказание Т- и В-клеточных 
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Рис. 1. Пространственная структура белка CD2v с отме-
ченными субдоменами. Цветом показана топология отно-
сительно мембраны: синим – надмембранная часть, крас-
ным – мембрана, розовым – подмембранная часть.
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эпитопов и анализ их иммунологических свойств, 
ввиду того что участки связывания с рецепторами 
клеток иммунной системы у исследуемого субдо-
мена могут варьироваться из-за незначительных 
изменений в конформации. 

Иммуномоделирование проводили при помощи 
веб-сервиса C-IMMSIMM [37]. Промоделированы 
две инъекции вакцины-кандидата с разницей в 25 
дней.

Анализ стабильности в водно-солевом растворе. 
Моделирование молекулярной динамики прове-
ли для вакцины-кандидата с использованием про-
граммного пакета GROMACS [38]. Силовое поле 
AMBER99SB-ILDN использовали с моделью воды 
TIP3P и добавлением 0.15 М KCl к системе. Для ней-
трализации общего заряда системы к ней были до-
бавлены некоторые дополнительные ионы. Чтобы 
расслабить структуру и избежать стерических стол-
кновений в дальнейшем моделировании, потенци-
ально минимизацию энергии проводили с шагом 
1 фс до максимальной силы 1000.0 кДж/моль/нм.  
После этого давление и температура системы были 
уравновешены до 1 атм и 310 K путем запуска мо-
делирования в NVT- и NPT-ансамбле (100 пс каж-
дый) соответственно. Кроме того, давление и тем-
пературу системы контролировали с помощью мо-
дифицированного термостата Берендсена [39] и 
баростата Паринелло–Рахмана [40] с постоянной 
времени tau_t 1/4 = 0.1 пс и tau_p 1/4 = 2 пс соот-
ветственно. Продуктивное 200 нс моделирование 
МД проводили в изотермическо-изобарическом 

ансамбле с временным шагом 2 фс. LINCS [41] 
алгоритм использовали для ограничения связей 
с участием атомов водорода. И, наконец, дально-
действующие электростатические взаимодействия 
рассчитывали с использованием схемы суммирова-
ния Particle-Mesh Ewald [42].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка иммуногенности выбранного белка, 

проведенная при помощи иммуноинформатиче-
ского веб-сервиса VaxiJen, показала, что исследу-
емый белок – вероятный антиген.

Предсказанная при помощи AlphaFold2 простран-
ственная структура CD2v представлена на рис. 1. 

На основании предсказанной структуры прове-
ден анализ топологии белка относительно клеточной 
мембраны при помощи веб-сервиса DeepTMHMM. 
Результаты анализа представлены на рис. 2, где ви-
дим, что наиболее перспективным для разработки 
вакцины фрагментом исследуемого белка-антигена 
является надмембранная часть, выделенная синим 
цветом на рис. 1. Поскольку она является раствори-
мой в воде, именно надмембранная часть взаимо-
действует с клетками иммунной системы.

Предсказание Т-клеточных эпитопов проводи-
ли на основе первичной структуры CD2v при по-
мощи веб-сервиса NetCTL. Результаты предска-
зания Т-эпитопов для исследуемого белка пред-
ставлены в [24], табл. 1. Предсказанные эпитопы 
отмечены светлым цветом на рис. 3.

Membrane
Inside

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Outside
DeepTMHMM — Most Likely Topology | Type: alpha SP + TM

Рис. 2. Расположение белка относительно клеточной мембраны.
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Рис. 3. Пространственная структура надмембранного домена белка CD2v. Светлым цветом отмечена локализация пред-
сказанных Т-линейных эпитопов.
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На следующем шаге были предсказаны B-кле-
точные эпитопы, которые, в свою очередь, подраз-
деляются на два вида: линейные и конформацион-
ные [43] (табл. 2, 3).

На рис. 4 в В-субдомене светлым цветом выде-
лены В-клеточные линейные эпитопы, представ-
ленные в табл. 2.

После предсказания Т- и В-клеточных эпитопов 
провели анализ аллергенности, токсичности Т-ли-
нейных эпитопов, связывающихся со специфиче-
скими рецепторами Т-клеток (табл. 4).

На следующем этапе оценивали консерватив-
ность предсказанных эпитопов для вывода о целе-
сообразности разработки вакцины с их использо-
ванием. С помощью алгоритма BLAST, встроен-
ного в UniProt, найдены гомологи исследуемого 
белка CD2v (UniProt ID: Q89501, D4I5P6, P0C9V8, 
P0C9V6, P0C9V9, P0C9V7, A0A0A7W5A6), принад-
лежащие другим вариантам ВАЧС. Результаты рас-
чета консервативности предсказанных эпитопов к 
гомологам, принадлежащим другим вариантам ви-
руса, представлены в табл. 5, 6.

Результаты анализа позволяют сделать заклю-
чение, что большинство из предсказанных ранее 
эпитопов подходит для конструирования вакцины 
против ВАЧС ввиду их высокой консервативности 
относительно исследуемых вариантов вируса.

Далее при помощи методов иммуномоделиро-
вания была проведена оценка предполагаемого от-
вета врожденной и адаптивной иммунной системы 
модельного организма на дважды вводимую в него 
вакцину-кандидата с промежутком в 25 дней. Ре-
зультаты (рис. 5) показывают, что происходит акти-
вация дендритных клеток, макрофагов и лимфоци-
тов, которые, в свою очередь, способны представ-
лять антигены в специализированных рецепторах 
главного комплекса гистосовместимости (ГКГ) I и 
II типов. Это также указывает на то, что CD4 Т-хел-
перные лимфоциты, CD8+ Т-киллерные лимфоци-
ты будут умеренно активированы в течение первых 
нескольких дней после приема данной вакцины. 

Таблица 1. Т-клеточные эпитопы

Аминокислотная 
последовательность 

эпитопа

Аффинность к 
главному комплексу 

гистосовместимости*

Оценочная 
функция 

[30]

NTEIFNRTY 0.717 3.3352
SVDSPTITY 0.5894 2.8012

DTNGDILNY 0.4773 2.281
NIFTINDTY 0.2081 1.1817
YQYNTPIYY 0.15 0.9481
STQNISLIH 0.2162 0.9027
TTNNCSLII 0.2006 0.8936
LLPKPYSRY 0.1377 0.8704
CCGHNISLY 0.1546 0.8689

STLFYIIIF 0.1279 0.7746
YGGLFWNTY 0.116 0.757
WSTLNQTVF 0.135 0.7535

Примечание. Эпитопы SVDSPTITY и DTNGDILNY лока-
лизованы в В-субдомене.
*Значение рассчитывается как 1 – log50000(aff), где aff – аф-
финность в наномоль (нМ).

Таблица 2. В-клеточные линейные эпитопы

Пептидная 
последовательность Оценочная функция [31]

NCTNS 0.782

NTISSLN 0.733

YWNGNNNFT 0.68

NNNGTN 0.601

SVDS 0.523

Таблица 3. В-клеточные конформационные эпитопы

Аминокислотные 
остатки

Количество 
остатков

Оценочная 
функция [31]

A: N10, A: C11, A: T12,  
A: N13, A: S14, A: Y48 6 0.774

A: W49, A: N50, A: G51, 
A: N52, A: N53, A: T56, 
A: N73, A: N75, A: C76

9 0.662

A: V2, A: D3, A: S4,  
A: N20, A: N21, A: N22, 
A: G23, A: N25, A: N63, 
A: T64, A: I65, A: S66,  
A: S67, A: L68, A: N69

15 0.616

Рис. 4. Пространственная структура надмембранного 
В-субдомена белка CD2v. Светлым цветом отмечена лока-
лизация предсказанных В-линейных эпитопов.
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Прогнозируется, что В-лимфоциты и плазматиче-
ские клетки активируются, вырабатывая изотипы 
антител IgM и IgG, а выделение цитокинов усили-
вается при введении вакцины-кандидата.

Полученные результаты демонстируют наличие 
как первичной яркой реакции иммунной системы 
на введение в нее вакцины-кандидата, так и вто-
ричной с сохранением клеток памяти на длитель-
ный период.

Таким образом, возможно использование раз-
работанной вакцины-кандидата для борьбы с 
ВАЧС. Однако для перехода к процессу синтеза 
предлагаемого участка белка необходимо прове-
сти анализ его предположительной стабильности в 
водно-солевом растворе для подтверждения расче-
тами устойчивости предлагаемой вакцины-канди-
дата, показать, что белок не свернется или не рас-
творится при инъекции в организм.

При помощи метода молекулярной дина-
мики с использованием программного пакета  
GROMACS провели анализ выделенного ранее суб-
домена на стабильность в водно-солевом растворе. 
На рис. 6–8 представлены результаты анализа по-
лученных в процессе моделирования траекторий.

Радиус инерции, характеризующий компакт-
ность полученной структуры, представлен на 
рис. 6. 

Колебания радиуса инерции находятся в диа-
пазоне 4 Å, что говорит о высокой стабильности 
плотности исследуемой субъединицы.

Среднеквадратичные отклонения (СКО) пред-
ставлены на рис. 7. Данная метрика позволяет оце-
нить отклонение атомов в исследуемой субъедини-
це на каждом из моментов времени моделирования 
относительно изначального положения (в момент 
времени t = 0).

Таблица 4. Токсичность, аллергенность предсказанных Т-линейных эпитопов

Пептидная 
последовательность Оценка Предсказание  

(ToxinPred2) Оценка Предсказание
(AlgPred2)

SVDSPTITY 0.54 Non-Toxin 0.32 Non-Allergen
DTNGEIVNY 0.56 Non-Toxin 0.32 Non-Allergen

Примечание. Для обоих случаев порог рассмотрения – 0.6.

Таблица 5. Консервативность предсказанных Т- и В-линейных эпитопов

Тип эпитопа Пептидная 
последовательность

Процент совпадений 
идентичных белковых 
последовательностей 

Минимальная 
идентичность

Максимальная 
идентичность

T-линейный
SVDSPTITY 57.14% (4/7) 44.44% 100.00%

DTNGDILNY 57.14% (4/7) 55.56% 100.00%

В-линейный NCTNS 100.00% (7/7) 80.00% 100.00%
NTISSLN 71.43% (5/7) 57.14% 100.00%
NNNGTN 100.00% (7/7) 66.67% 100.00%

SVDS 28.57% (2/7) 50.00% 100.00%
Примечание. Порог рассмотрения идентичности последовательности ≥60%.

Таблица 6. Консервативность предсказанных В-конформационных эпитопов

Пептидная последовательность
Процент совпадений 
идентичных белковых 
последовательностей 

Минимальная 
идентичность

Максимальная 
идентичность

N10, C11, T12, N13, S14, Y48 100.00% (7/7) 66.67% 100.00%
W49, N50, G51, N52, N53,

T56, N73, N75, C76 28.57% (2/7) 44.44% 100.00%

V2, D3, S4, N20, N21, N22, G23, N25,
N63, T64, I65, S66, S67, L68, N69 28.57% (2/7) 33.33% 100.00%

Примечание. Порог рассмотрения идентичности последовательности ≥60%.
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Рис. 5. Антитела и иммуноглобулины. Антитела подразделяются по изотипу (а). Цитокины. Концентрация цитокинов 
и интерлейкинов. D на врезке – сигнал опасности цитокинового шторма (б). Общее количество В-лимфоцитов, клеток 
памяти и их разделение на изотипы (в). Количество В-лимфоцитов в плазме крови, разделенное по изотипам (г). Общее 
количество Т-хелперных лимфоцитов и клеток памяти (д). Общее количество Т-регуляторных лимфоцитов, активных 
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Из графика СКО видно, что начиная с 40 нс 
колебания метрики происходят в диапазоне 1 Å, 
что является показателем высокой стабильности 
вакцины-кандидата.

Среднеквадратичная флуктуация (рис. 8) опи-
сывает стандартное отклонение каждого амино-
кислотного остатка, на основе чего можно оценить 
колебания расстояния остатков относительно ос-
новной цепи.

Результаты молекулярной динамики позволяют 
сделать предположение о возможной структурной 
стабильности разработанной вакцины-кандидата.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты анализа in silico предсказанных эпи-

топов белка-патогена CD2v вируса африканской 
чумы свиней указывают на возможность исполь-
зования некоторых из них для разработки субъе-
диничной вакцины против ВАЧС. Некоторые из 
обнаруженных иммуногенных детерминант не яв-
ляются ни аллергенными, ни токсичными, но в то 
же время являются консервативными для боль-
шинства изученных изолятов вируса, что позволя-
ет использовать их для создания вакцины против 
различных вариантов вируса.

Представленные результаты подтверждают воз-
можность моделирования пептидных вакцин-кан-
дидатов на основе анализа и дальнейшего выделе-
ния фрагментов трансмембранных иммуногенных 
белков. Было установлено, что выделенный фраг-
мент белка-патогена CD2v ВАЧС является стабиль-
ным в водно-солевом растворе и способен вызы-
вать яркий и устойчивый иммунный ответ орга-
низма. На основании представленных результатов 
предложена и обоснована структура возможной 
вакцины-кандидата против ВАЧС.

Работа проведена в рамках выполнения госу-
дарственного задания НИЦ “Курчатовский ин-
ститут”с использованием оборудования центра 
коллективного пользования “Комплекс модели-
рования и обработки данных исследовательских 
установок мега-класса” НИЦ “Курчатовский ин-
ститут”, http://ckp.nrcki.ru/.
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Abstract. A subunit vaccine against the African swine fever virus (ASF) has been designed using 
immunoinformatics and molecular dynamics methods. The three-dimensional structure of the selected 
immunogenic protein of the ASF-CD2v virus was modelled, and its topology relative to the membrane 
was predicted. B- and T-cell epitopes for the supramembrane part of CD2v were predicted, and their 
immunogenicity, allergenicity, and toxicity were evaluated. In order to facilitate the development of a 
subunit vaccine, the least variable site was identified on the basis of an analysis of the conservatism of 
the predicted epitopes. The stability of the selected supramembrane site in an aqueous salt solution was 
evaluated using molecular dynamics methods, and it was demonstrated that the site is structurally stable. 
The immunomodulation method has demonstrated that the developed candidate vaccine is capable of 
eliciting a sustained immune response and does not result in the development of a cytokine storm.
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