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На основе анализа надмембранных доменов капсидного белка вируса лихорадки Денге спро-
ектирован прототип вакцины против данного вируса. Для предсказания структуры эпитопов с 
помощью нейронной сети AlphaFold2 смоделированы пространственные структуры доменов. В 
результате моделирования молекулярной динамики вакцин-кандидатов с использованием про-
граммного пакета Gromacs-2023 показано сохранение структурной стабильности всех исследуе-
мых субдоменов. С помощью программы C-IMMSIMM предсказана способность вакцины-кан-
дидата вызывать выраженный первичный и устойчивый вторичный клеточный иммунный ответ.
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ВВЕДЕНИЕ
Вирусы рода Flavivirus представляют собой об-

ширную группу РНК-содержащих патогенов, вы-
зывающих широкий спектр заболеваний у людей и 
животных [1]. Наиболее распространенными пред-
ставителями этого рода являются вирусы: Денге 
типов 1–4, гепатита С, лихорадки Западного Нила, 
желтой лихорадки, японского и клещевого энцефа-
литов. Эти вирусы способны вызывать серьезные, 
потенциально опасные для жизни состояния, ди-
агностика которых представляет сложность даже 
для высококвалифицированных специалистов [2]. 
В настоящей работе рассмотрены четыре типа ви-
руса лихорадки Денге, которой ежегодно заражает-
ся около 5 млн человек [3].

Представители всех четырех типов вирусов ли-
хорадки Денге имеют общие структурные харак-
теристики. Их вирионы обладают схожим строе-
нием и используют аналогичный механизм про-
никновения в клетки хозяина, осуществляемый 
путем слияния вирусных оболочек с клеточными 
мембранами.

Особый интерес представляют внешние доме-
ны, отвечающие за переход белка в активную фор-
му, поскольку они играют важную роль в процес-
се слияния мембран. Анализ последовательностей 

надмембранных доменов различных типов вируса 
лихорадки Денге показывает высокую степень кон-
сервативности, что подчеркивает его значимость 
для жизненного цикла вирусов и открывает пер-
спективы для разработки универсальных вакцин 
против всех типов лихорадок Денге (табл. 1). 

В процессе разработки вакцин против вируса 
лихорадки Денге было предпринято множество по-
пыток на разных этапах исследований — от фун-
даментальных научных работ и доклинических ис-
пытаний до продвинутых стадий клинических ис-
следований. Тем не менее в Российской Федерации 
до сих пор не одобрено ни одной вакцины для про-
филактики или лечения этого вируса [4], несмотря 
на многолетние усилия ученых и рост количества 
заболевающих [5, 6], а также наличие смертельных 
случаев [7].

В современных условиях, благодаря накопле-
нию обширных генетических и структурных дан-
ных о патогенах в специализированных базах, по-
явилась возможность использовать информацию о 
пространственных структурах вирусных белков для 
выявления потенциальных иммуногенных детер-
минант — эпитопов. Применение к этим данным 
методов иммуноинформатики, структурной био-
логии и молекулярной динамики (МД) позволяет 
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конструировать и прогнозировать новые эффек-
тивные субъединичные вакцины-кандидаты. Бо-
лее того, развитие биоинформационных инстру-
ментов позволяет проводить in silico оценку им-
мунного ответа организма на предполагаемые 
вакцины, что значительно ускоряет процесс их 
разработки.

Важно отметить, что использование техноло-
гии рекомбинантной ДНК (рДНК) для произ-
водства субъединичных вакцин существенно со-
кратило время, необходимое для их создания и 
внедрения [8–10].

Данное исследование представляет инноваци-
онный алгоритм разработки субъединичной вак-
цины-кандидата против лихорадки Денге, полно-
стью реализованный методами in silico [11]. Алго-
ритм включает в себя применение методов анализа 
больших данных к пространственным структурам 
трансмембранных вирусных белков для предска-
зания Т- и В-эпитопов и конструирование потен-
циальных субъединичных вакцин, которые могут 
быть эффективно произведены с использованием 
технологии рДНК.

Ключевым преимуществом данного алгоритма 
является глубокий анализ структуры целевого анти-
гена, позволяющий учитывать иммунологические 
свойства субдоменов и воспроизводить их в моде-
лируемых вакцинах-кандидатах. В результате при-
менения этого подхода предложена вакцина-канди-
дат, наиболее полно отвечающая всем необходимым 
требованиям среди остальных кандидатов: отсут-
ствие токсичных элементов, гипоаллергенность, 
структурная стабильность в водной среде, способ-
ность вызывать стойкий иммунный ответ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Аминокислотная последовательность капсид-

ного белка вируса лихорадки Денге A0A6B7HXR6 
получена из базы данных Uniprot [12] с использо-
ванием алгоритма BLAST [13], который показал ее 
значительную консервативность по сравнению с 

остальными капсидными белками всех типов ли-
хорадки Денге. 

Топология белка относительно клеточной мем-
браны предсказана с помощью программы DeepT-
MHMM [14]. Далее с помощью сервиса AlphaFold2 
[15] была предсказана пространственная структура 
надмембранной части исследуемого белка. Даль-
нейший структурный анализ расположения эпи-
топов выполняли с использованием PyMol [16].

Эпитопы Т-клеток были предсказаны с по-
мощью программного обеспечения NetCTL [17] 
только для HLA класса I с использованием сле-
дующих параметров: вес tap (transporter associated 
with antigen processing) – 0.05, вес MHC (major 
histocompatibility complex) – 1; вес расщепления – 
0.15, порог идентификации эпитопа – 0.75.

Как прерывистые (конформационные), так и 
линейные эпитопы В-клеток были предсказаны с 
помощью инструмента прогнозирования ElliPro 
[18], расположенного на сервере IEDB (Immune 
Epitope Database [19]). Пороговое значение суще-
ствования иммунной реакции и максимальное 
расстояние откалиброваны с использованием зна-
чений по умолчанию: пороговое значение суще-
ствования иммунной реакции – 0.5, максимальное 
расстояние – 6 Å. Смоделированная трехмерная 
структура белка использовалась для прогнозиро-
вания как конформационных (прерывистых), так 
и линейных эпитопов В-клеток.

Для анализа аллергенности и токсичности об-
наруженных эпитопов использовали программы 
AllerTOP2 [20] и ToxinPred2 [21] соответственно. 
Иммуногенность найденных эпитопов оценивали 
с помощью VaxiJen [22]. 

С использованием программы PyMol [16] выде-
лен надмембранный субдомен исследуемого белка, 
богатый эпитопами. На основе первичной после-
довательности выделенного субдомена проведено 
повторное предсказание его пространственной 
структуры, предсказание Т- и В-клеточных эпи-
топов и анализ их иммунологических свойств, по-
скольку участки связывания с рецепторами клеток 
иммунной системы субдомена могут варьироваться 
из-за незначительных изменений в конформации. 

Для проверки структурной стабильности пред-
ложенной субъединичной вакцины-кандидата, 
сконструированной на основе второго исследуемо-
го домена, проведено моделирование МД. Модели-
рование МД каждой системы проводили с исполь-
зованием пакета Gromacs-2023 [23] в силовом поле 
AMBER99SB-ILDN [24]. Минимальное расстояние 
между молекулой белка и гранью ячейки составля-
ло 10 Å. В ячейку добавили воду модели TIP3P [25], 
а также ионы Cl− для нейтрализации общего заряда 
системы. После процедуры минимизации энергии 

Таблица 1. Процент совпадения последовательно-
стей протеомов, полученный с помощью алгоритма 
BLAST в Uniprot

Лихорадка Денге
Тип 1 Тип 2 Тип 3 Тип 4

Лихорадка  
Денге

Тип 1 100.0 79.5 74.1 68.6
Тип 2 79.5 100.0 74.5 73.2
Тип 3 74.1 74.5 100.0 73.6
Тип 4 68.6 73.2 73.6 100.0
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[26] методом наискорейшего спуска [27] систе-
му уравновешивали при постоянной температуре 
300 К с использованием улучшенного термостата 
Берендсена [28] в течение 100 пс, а затем при по-
стоянном давлении (1 атм) с помощью баростата 
Паринелло–Рахмана [29] в течение 100 пс. Моде-
лирование продуктивной МД продолжительностью 
100 нс проводили с использованием алгоритма 
PME (Particle Mesh Ewald [30]) и радиуса отсечки, 
составляющего 1 нм. Изменения в укладке бел-
ка вдоль траекторий оценивали с помощью сред-
неквадратичных отклонений (СКО) атомов остова 
основной цепи, радиуса гирации (Rg) полипептида, 
а также среднеквадратичных флуктуаций остатков 
(СКФ) аминокислот полипептидной цепи. Значе-
ния для указанных выше параметров были полу-
чены с помощью встроенных команд rms, gyrate и 
rmsf Gromacs-2023 [23] соответственно.

Иммуномоделирование единичной инъек-
ции вакцины-кандидата проводили при помощи 
веб-сервиса C-IMMSIMM [31].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В данном исследовании, направленном на раз-

работку субъединичных вакцин против вируса ли-
хорадки Денге, был применен комплексный под-
ход, включающий в себя последовательность вы-
числительных процедур. Этот подход во многом 
аналогичен методологии, успешно использованной 

в [11], что подтверждает его эффективность и на-
дежность. Ключевые этапы вычислительного 
каскада представлены в табл. 2.

Анализ доменной организации белка A0A6B7HXR6 
вируса лихорадки Денге

На основе функциональных свойств, опреде-
ленных с помощью базы данных UniProt [12], были 
выбрано три домена белка A0A6B7HXR6. Распо-
ложение этих доменов над клеточной мембраной, 
подтвержденное сервисом DeepTMHMM [14], де-
лает их более уязвимыми для иммунного ответа 
организма (рис. 1). Эти домены играют ключевую 
роль в активации белка с помощью фуринов, сиг-
нальной пептидазы [32]. Благодаря своей доступ-
ности для иммунной системы они представляют 
особый интерес для разработки вакцины.

Разработка субъединичной вакцины  
на основе Т- и В-клеточных эпитопов

Эпитопы В-клеток классифицированы на два 
типа в зависимости от пространственной структу-
ры эпитопов: непрерывные (линейные) и преры-
вистые (конформационные). Полные списки пред-
сказанных эпитопов обоих типов представлены в 
дополнительных материалах.

Поиск антигенных детерминант в доменах про-
водили с использованием программы ElliPro [18], 
которая идентифицирует антигенные остатки на 
основе трехмерной структуры белка.

Для поиска Т-клеточных эпитопов последова-
тельности доменов разделили на участки длиной 
девять аминокислот, из которых 18 были иденти-
фицированы как антигенные детерминанты. Спи-
сок всех предсказанных эпитопов приведен в до-
полнительных материалах. Аффинность к главно-
му комплексу гистосовместимости рассчитывали 
по формуле

1 – log50000(aff),

где aff – аффинность в нМ.
Согласно общему прогнозу антигена, получен-

ному с помощью VaxiJen [22], и рис. 2–4, из кото-
рых видно, что все домены достаточно богаты эпи-
топами, данные домены могут быть протестирова-
ны в качестве вакцины. Но третий домен показал 
несоответствие критериям аллергенности, а пер-
вый – токсичности в результате анализа AllerTOP2 
[20] и ToxinPred2 [21] соответственно. Таким обра-
зом, только второй домен, прошедший обе провер-
ки, является перспективным кандидатом для даль-
нейшей разработки вакцины.

Однако потенциальная иммуногенность вто-
рого домена может быть невысокой из-за его 

Таблица 2. Блок-схема разработки субъединичных 
вакцин in silico

Вычислительные процедуры Программы  
и базы данных

Поиск целевого антигена  
и его валидация UniProtKB

Построение 3D-модели 
выбранного белка AlphaFold2

Анализ олигомерного состояния 
топологии и доменной организации

PyMol2.4, 
DeepTMHMM

Поиск В- и Т-клеточных эпитопов  
и оценка их локализации 

NetCTL, 
ElliPro

Анализ иммуногенности, 
аллергенности, токсичности 
выбранных эпитопов

VaxiJen, 
AllerTOP, 
ToxinPred

Моделирование кандидатов  
на субъединичную вакцину AlphaFold2

Проверка стабильности 
смоделированных полипептидов  
с использованием  
МД-моделирования

Gromacs-2023

Прогнозирование иммунных 
реакций хозяина C-IMMSIM
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значительного размера (462 аминокислоты). Для 
повышения иммуногенности и усиления иммунно-
го ответа в качестве вакцины-кандидата выбрали 
наиболее насыщенный эпитопами субдомен дли-
ной ~100 аминокислот (рис. 5).

Моделирование и валидация вакцины-кандидата

Поскольку база данных UniProtKB/TrEMBL [12] 
содержит более 200 миллионов белковых последо-
вательностей, а база данных PDB [30] включает в 

себя лишь около 200 тыс. экспериментально опре-
деленных структур белков, моделирование третич-
ной структуры белка становится критически важ-
ным этапом разработки вакцин in silico. Одним из 
наиболее передовых и точных инструментов для 
такого моделирования является AlphaFold2 [15], 
основанный на технологиях глубокого обуче-
ния и нейронных сетях. В данном исследовании 
AlphaFold2 использовали для моделирования до-
менов и субъединичной вакцины-кандидата.

Рис. 2. Пространственная структура первого исследуемого домена белка A0A6B7HXR6 (Т-клеточные эпитопы выделены 
темно-серым, В-клеточные эпитопы – светло-серым, черным кругом выделен наиболее богатый эпитопами субдомен).

Рис. 1. Расположение белка относительно клеточной мембраны, цифрами 1, 2 и 3 выделены исследуемые надмембранные домены.
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Стабильность смоделированной структуры была 
подтверждена методом МД. Анализ СКО, СКФ и Rg 
показал достаточную стабильность вакцины-кан-
дидата на протяжении 100 нс моделирования 
(рис. 6–8). 

В заключительном этапе валидации был смоде-
лирован иммунный ответ на предложенную вак-
цину-кандидата (рис. 9). Результаты показали, что 
она способна вызывать значительное повышение 

титров антител и стимулировать умеренную про-
дукцию цитокинов, что указывает на ее потенци-
альную эффективность в качестве вакцины.

Таким образом, проведенное исследование по-
зволило выявить перспективного кандидата для 
субъединичной вакцины против лихорадки Денге, 
который показал высокую структурную стабиль-
ность и способность вызывать иммунный ответ в 
in silico-моделях.

Рис. 3. Пространственная структура второго исследуемого домена белка A0A6B7HXR6 (Т-клеточные эпитопы выделены 
темно-серым, В-клеточные эпитопы – светло-серым, черным кругом выделен наиболее богатый эпитопами субдомен).

Рис. 4. Пространственная структура третьего исследуемого домена белка A0A6B7HXR6 (Т-клеточные эпитопы выделены 
темно-серым, В-клеточные эпитопы – светло-серым, черным кругом выделен наиболее богатый эпитопами субдомен).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Вакцинация является одной из наиболее успеш-

ных инициатив общественного здравоохранения, 
однако разработка вакцин против многих заболе-
ваний до сих пор представляет собой сложную за-
дачу. Например, несмотря на десятилетия иссле-
дований, в Российской Федерации отсутствуют 
утвержденные вакцины для профилактики инфек-
ций, вызванных вирусом лихорадкой Денге.

В данном исследовании описан in silico-алго-
ритм разработки рекомбинантной субъединичной 
вакцины, основанный на сочетании детального 
структурного анализа кристаллической структуры 
поверхностного домена вируса и последних дости-
жений иммуноинформатических методов прогно-
зирования вакцин с помощью искусственного ин-
теллекта и структурного моделирования.

Предложенная вакцина-кандидат представляет 
собой небольшой мономерный полипептид (~100 
аминокислот), оптимальный для рекомбинантной 
экспрессии в виде слитого белка с использованием 
технологии рДНК. Предложенный белок обладает 
высокой структурной стабильностью, обеспечива-
ющей его эффективное продуцирование в системе 
бактериальной экспрессии, а также демонстрирует 

Рис. 5. Пространственная структура вакцины-кандидата 
(темные части – эпитопы, светлые части – не эпитопы).
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Рис. 6. Среднеквадратичное отклонение атомов вакци-
ны-кандидата в процессе молекулярной динамики.
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Рис. 7. Среднеквадратичная флуктуация аминокислотных 
остатков вакцины-кандидата в процессе молекулярной ди-
намики.
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лекулярной динамики.
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значительный антигенный потенциал для актива-
ции как клеточного, так и гуморального иммунно-
го ответа.

Работа проведена в рамках выполнения государ-
ственного задания НИЦ “Курчатовский институт”.

Работа выполнена с использованием оборудова-
ния центра коллективного пользования “Комплекс 
моделирования и обработки данных исследова-
тельских установок мега-класса” НИЦ “Курчатов-
ский институт”, http://ckp.nrcki.ru/. 
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DEVELOPMENT OF A SUBMIT CANDIDATE VACCINE 
FOR THE PREVENTION OF DENGUE FEVER USING 

IMMUNOINFORMAICS METHODS

A. A. Tuleneva,*,  A. A. Cherniavskya,  A. S. Ivanovskya,  V. I. Timofeeva, 
Y. V. Kordonskayaa,  Y. V. Pisarevskya,  Y. A. Dyakovaa

aNational Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, Russia
*E-mail: tiulenev.aa@phystech.edu

Abstract. The prediction of epitopes was carried out. The structural stability of the candidate vaccine 
was studied by the molecular dynamics method using the Gromacs-2023 software package. The results 
showed the preservation of the structural stability of all the studied subdomains. The final stage was the 
simulation of the cellular immune response using the C-IMMSIMM program. The results predict the 
ability of candidate vaccines to elicit both a vibrant primary and persistent secondary immune response.
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