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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Ближневосточный респираторный синдром (БВРС) – это острое воспалительное заболевание 
дыхательной системы, возбудителем которого является коронавирус БВРС-КоВ. Летальность при БВРС 
составляет 34.5%. В связи с высокой летальностью, отсутствием терапевтических и профилактических 
средств и сохраняющейся угрозой распространения БВРС за пределы эндемичных районов разработка 
вакцинного препарата является актуальной задачей, а вакцинопрофилактика против БВРС позволит 
ограничить распространение БВРС и снизить летальность. Нами была разработана комбинированная век-
торная вакцина для профилактики БВРС на основе рекомбинантных аденовирусов человека 26 и 5 сероти-
па. Проведенные исследования иммуногенности показали, что вакцинация животных (мыши и приматы) 
позволяет сформировать мощный гуморальный иммунный ответ, который сохраняется на протяжении 
не менее 6 месяцев. Исследования клеточного иммунного ответа у мышей после вакцинации показали 
формирование выраженного специфического CD4+ и CD8+ ответа. По результатам исследования протек-
тивности вакцины на модели трансгенных мышей, несущих ген рецептора DPP4 человека, было показано, 
что вакцинация обеспечивает защиту 100% животных от летальной инфекции, вызванной вирусом БВРС-
КоВ (MERS-CoV EMC/2012, 100 ЛД50/мышь). Проведенные исследования безопасности и переносимости 
разработанной вакцины у грызунов, кроликов и приматов показали хорошую переносимость вакцины 
у животных и не выявили противопоказаний для проведения клинических исследований.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА аденовирусный вектор, ближневосточный респираторный синдром (БВРС), иммуноген-
ность, оценка безопасности.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 95% ДИ – 95% доверительный интервал; Ad5 – рекомбинантный вектор на основе 
аденовируса человека серотипа 5; Ad26 – рекомбинантный вектор на основе аденовируса человека серотипа 
26; Ad41 – рекомбинантный вектор на основе аденовируса человека серотипа 41; APC – аллофикоцианин; 
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ChAdOx1 – рекомбинантный вектор на основе аденовируса шимпанзе; DPP4 – дипептидилпептидаза 4; 
MVA – модифицированный вирус осповакцины Анкара; RBD – рецепторсвязывающий домен гликопроте-
ина S БВРС-КоВ; RBD-Fc – рецепторсвязывающий домен гликопротеина S БВРС-КоВ, слитый с Fc IgG1 
человека; RBD-G – рецепторсвязывающий домен гликопротеина S БВРС-КоВ, слитый с трансмембранным 
доменом гликопротеина G вируса везикулярного стоматита; S – гликопротеин БВРС-КоВ; S-G – гликопро-
теин БВРС-КоВ с трансмембранным доменом гликопротеина G вируса везикулярного стоматита; АЛТ – 
аланинаминотрансфераза; АСТ – аспартатаминотрансфераза; БВРС (MERS) – ближневосточный респи-
раторный синдром; БВРС-КоВ (MERS-CoV) – коронавирус ближневосточного респираторного синдрома; 
в.ч. – вирусные частицы; ИФН-гамма – интерферон гамма; ЩФ – щелочная фосфатаза.

ВВЕДЕНИЕ
Ближневосточный респираторный синдром (БВРС) – 
это острое воспалительное заболевание дыхатель-
ной системы, которое было впервые диагностиро-
вано в июне 2012 года в Саудовской Аравии [1, 2]. 
Возбудителем данного заболевания является коро-
навирус БВРС-КоВ, относящийся к семейству коро-
навирусов, род бетакоронавирусов. Естественным ре-
зервуаром вируса являются одногорбые верблюды, 
заражение человека происходит при контакте с вер-
блюдами, употреблении непастеризованного верблю-
жьего молока, возможен аэрозольный путь передачи 
инфекции [3, 4]. Согласно данным ВОЗ, на 12 сен-
тября 2019 года зарегистрировано 2458 лаборатор-
но подтвержденных случаев БВРС, в том числе 848 
со смертельным исходом, летальность составляет 
около 34.5% [5]. Большинство случаев БВРС зареги-
стрировано в Саудовской Аравии [6], однако заболе-
вание также выявляли в 27 странах (Объединенные 
Арабские Эмираты, Южная Корея, Йемен и др.), за-
возные случаи инфекции были зарегистрированы 
в Европе, Северной Африке и Северной Америке [5]. 
В силу отсутствия эффективных профилактических 
и терапевтических препаратов против БВРС, высо-
кого уровня летальности и широкого распростране-
ния резервуара инфекции эксперты ВОЗ относят 
вирус БВРС-КоВ к агентам с пандемическим потен-
циалом. В России случаи БВРС не зафиксированы. 
Однако в связи с высокой летальностью и сохраня-
ющейся угрозой распространения БВРС за пределы 
эндемичных районов [5], разработка вакцинного пре-
парата является актуальной задачей, а вакцинопро-
филактика против БВРС позволит ограничить рас-
пространение БВРС и снизить летальность [7].

На сегодняшний день известно несколько канди-
датных вакцинных препаратов на основе протектив-
ного антигена – гликопротеина S вируса БВРС-КоВ 
и его производных (субъединицы S1, рецепторсвязы-
вающего домена): векторные вакцины (на основе ре-
комбинантных аденовирусов и вируса осповакцины), 
ДНК-вакцина на основе плазмидной ДНК, вакцины 
на основе рекомбинантных белков и вирусоподобных 
частиц [8–15]. Поскольку в защите от БВРС-КоВ важ-
но формирование гуморального и клеточного иммун-
ного ответа, перспективным направлением в разра-

ботке вакцин против БВРС является использование 
рекомбинантных вирусных векторов для доставки 
антигена. Такие векторы обеспечивают длительную 
экспрессию антигена в клетках иммунизируемого 
организма, что приводит к развитию протективного 
иммунного ответа уже после одной-двух иммуни-
заций. Для формирования наиболее выраженного 
и длительного иммунного ответа целесо образно про-
водить двукратную вакцинацию, при этом наиболее 
оптимальной схемой является гетерологичная вак-
цинация, когда для первичной и вторичной имму-
низации используют различные вирусные векторы. 
Такая схема была успешно реализована при разра-
ботке вакцины против болезни, вызванной вирусом 
Эбола, которая зарегистрирована на территории РФ 
для медицинского применения и в настоящее время 
уже завершены пострегистрационные клинические 
исследования в Республике Гвинея [16].

Нами была разработана комбинированная вектор-
ная вакцина на основе рекомбинантных аденовирусов 
человека 26 и 5 серотипов для профилактики БВРС, 
экспрессирующих гликопротеин вируса БВРС-КоВ 
(изолят MERS-CoV EMC/2012). В статье представ-
лены результаты исследования поствакцинального 
гуморального и клеточного иммунного ответа у мы-
шей и приматов, а также результаты доклинических 
исследований безопасности разработанной вакцины 
против БВРС.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Исследуемый препарат
Комбинированная векторная вакцина для профилак-
тики БВРС состоит из двух компонентов.

Компонент 1 – рекомбинантные частицы на основе 
аденовируса человека 26 серотипа, несущие ген ре-
цепторсвязывающего домена гликопротеина БВРС-
КоВ, 1011 вирусных частиц (в.ч.) на дозу.

Компонент 2 – рекомбинантные частицы на основе 
аденовируса человека 5 серотипа, несущие ген пол-
норазмерного гликопротеина БВРС-КоВ и ген рецеп-
торсвязывающего домена гликопротеина БВРС-КоВ, 
1011 вирусных частиц (в.ч.) на дозу.

Оба компонента представляют собой лиофилизаты 
для приготовления растворов для внутримышечного 
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введения. Препарат произведен в условиях биотех-
нологического производства филиала «Медгамал» 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России.

Лабораторные животные
Все эксперименты на животных проводились в стро-
гом соответствии с рекомендациями Национального 
стандарта Российской Федерации (ГОСТ Р 53434-
2009, «Принципы надлежащей лабораторной прак-
тики»). Шестинедельные самки мышей C57BL/6 
(18–20 г) получены из питомника Пущино (Россия). 
Трансгенные мыши-гибриды F1 получены в ре-
зультате скрещивания трансгенных гомозиготных 
самцов +/+, несущих ген рецептора DPP4 человека 
(hDPP4) (Медицинский университет Техаса, США) 
и нетрансгенных самок линии C57BL/6 (Пущино, 
Россия). Экспрессия трансгена у мышей-гибридов F1 
была подтверждена методом иммуноблота. Все мыши 
имели свободный доступ к воде и пище, размещались 
в системе содержания животных ISOcage (Tecniplast, 
Италия).

Обыкновенные игрунки (Callithrix jacchus) были 
рождены и содержались в специализированном ви-
варии ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН (Москва, 
Россия). Животные содержались в Лаборатории 
моделирования иммунобиологических процессов 
с экспериментальной клиникой игрунковых обе-
зьян («ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН») в со-
ответствии с требованиями к условиям содержания 
лабораторных приматов. Все экспериментальные 
манипуляции с игрунками проводились специали-
стом, имеющим сертификат Федерации европейских 
научных ассоциаций по лабораторным животным 
(FELASA), прошедшим курс обучения работе с при-
матами (Каролинский институт, Стокгольм, Швеция) 
по программе Laboratory Animal Science for 
Researchers – Non-Human Primates (Наука о лабо-
раторных животных для исследователей – Приматы 
помимо человека). Все животные идентифицирова-
лись путем подкожного введения радиочипа с уни-
кальным 15-значным кодом (Globalvet, Москва).

Иммунизация и сбор образцов сывороток крови 
мышей и обыкновенных игрунок
Мышей иммунизировали внутримышечно, при этом 
использовали максимально широкий диапазон доз 
от 5×1011 до 105 в.ч./мышь. Иммунизацию проводили 
двукратно последовательно компонентом 1 и компо-
нентом 2 с интервалом в 21 день. Образцы сыворотки 
крови мышей собирали в следующие временные точ-
ки: через 14 и 28 дней, 3 и 6 месяцев после иммуни-
зации.

Игрунок иммунизировали внутримышечно в дозе 
1011 в.ч./животное. Иммунизацию проводили двукрат-

но последовательно компонентом 1 и компонентом 2 
с интервалом в 21 день. Образцы плазмы крови соби-
рали в следующие временные точки: до иммунизации 
и через 7 и 24 дня, 3 и 6 месяцев после иммунизации.

Определение титра антител методом 
иммуноферментного анализа (ИФА)
Определение титра гликопротеин-специфических 
антител в сыворотке/плазме крови проводили ме-
тодом иммуноферментного анализа. Использовали 
рекомбинантные белки: гликопротеин S (40069-V08B; 
Sino Biological, США) и RBD (40071-V08B1; Sino 
Biological). Забивку проводили раствором ФСБ в 0.1% 
Твин-20 (ФСБ-Т), содержащим 5% обезжиренного 
молока (A0830; AppliChem, Испания). Сыворотку/
плазму титровали двукратным шагом в растворе 
ФСБ-Т с 3% обезжиренным молоком. Для детек-
ции IgG мыши использовали вторичные антитела, 
специфические к IgG мыши, конъюгированные с пе-
роксидазой хрена (NXA931; GE Healthcare, США). 
Для детекции IgG игрунок использовали сыворотку 
кролика, иммунизированного IgG мармозет, и вто-
ричные антитела, специфические к IgG кролика, 
конъюгированные с пероксидазой хрена (NA934V; 
GE Healthcare, США). Проявляли с использованием 
раствора тетраметилбензидина (НИИОПиК, Россия). 
Реакцию останавливали, добавляя 1 M H2

SO
4
, опти-

ческую плотность измеряли при длине волны 450 нм 
(OD

450
) на планшетном спектрофотометре Multiscan 

FC (Thermo Fisher Scientific, США). Титр IgG опре-
деляли как максимальное разведение сыворотки, 
при котором значение OD

450
 сыворотки иммунизи-

рованного животного превосходит значение кон-
трольной сыворотки/плазмы (сыворотка/плазма 
контрольного животного или животного до иммуни-
зации) более чем в 2 раза.

Определение титра вируснейтрализующих антител
Титр вируснейтрализующих антител (ВНА) в плаз-
ме крови иммунизированных животных определяли 
в реакции нейтрализации (РН) по подавлению цито-
патического действия, вызванного вирусом БВРС-
КоВ (MERS-CoV EMC/2012) в монослое клеток Vero 
B. Реакцию нейтрализации проводили в варианте: 
постоянная доза вируса – разведения сыворотки. 
Плазму крови обезьян инактивировали при темпе-
ратуре 56оС в течение 30 мин для удаления неспеци-
фических ингибиторов. Разведения всех сывороток 
готовили на среде DMEM с 2% инактивированной 
фетальной сывороткой крупного рогатого скота, на-
чиная с 1 : 10, затем двукратным шагом до 1 : 5120. 
Разведения вируссодержащей суспензии на основе 
вируса БВРС-КоВ готовили на среде DMEM с 2% 
инактивированной фетальной сывороткой круп-
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ного рогатого скота. В приготовленном разведении 
концентрация вируса БВРС-КоВ составила 1000 
ТЦД50/мл. Смесь равных объемов плазмы и суспен-
зии вируса инкубировали в течение 60 мин при 37оС. 
Клетки Vero B рассевали в 96-луночные планшеты 
в количестве 4 × 104 клеток/лунку в объеме 100 мкл, 
затем к ним добавляли 100 мкл смеси плазмы и су-
спензии вируса. Через 4 сут оценивали развитие ци-
топатического действия. За титр ВНА исследуемой 
плазмы принимали высшее ее разведение, при ко-
тором происходит подавление цитопатического дей-
ствия в двух лунках из трех (по сравнению с кон-
трольными сыворотками).

Анализ Т-клеточного ответа 
(лимфопролиферативный анализ) и продукции 
интерферона гамма (ИФН-гамма) у мышей
Животных забивали на 8 день после иммунизации 
и отбирали селезенки, которые гомогенизировали 
через сито с диаметром пор 100 мкм в стерильном 
ФСБ. Спленоциты выделяли с помощью центрифу-
гирования (800 g, 30 мин) на подушке раствора фи-
колла (1.09 г/мл, «ПанЭко», Россия). Для анализа 
пролиферации Т-клеток спленоциты окрашивали 
карбоксифлуоресцеином с использованием набора 
Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) tracer 
kit (Invitrogen, США) по описанной ранее методике 
[17]. Клетки рассевали в 96-луночные планшеты в ко-
личестве 200000 клеток на лунку в среде RPMI1640, 
рестимулировали рекомбинантным S БВРС-КоВ 
(40071-V08B1; Sino Biological) в количестве 1 мкг/лун-
ку. Через 72 ч собирали среду для последующего ана-
лиза ИФН-гамма, в это же время клетки собирали, 
промывали ФСБ и окрашивали антителами, специ-
фическими к CD3, CD4 и CD8: меченные аллофико-
цианином (APC) антитела к CD3, APC-Cy7-меченные 
антитела к CD8 и фикоэритрин-меченные антитела 
к CD4 (BD Biosciences, США) фиксировали в раство-
ре 1% параформальдегида. Пролиферирующие CD4+ 
и CD8+ Т-лимфоциты определяли в клеточной смеси 
с использованием проточного цитофлуориметра BD 
FACS Aria III (BD Biosciences). Результирующий про-
цент пролиферирующих клеток (Х) рассчитывали 
по формуле Х = %st – %, где %st – процент пролифе-
рирующих клеток после рестимуляции спленоцитов 
рекомбинантным гликопротеином S вируса БВРС-
КоВ, а % – процент пролиферирующих клеток без ре-
стимуляции (интактные клетки).

Концентрацию ИФН-гамма в среде измеряли ме-
тодом ИФА с помощью коммерческого набора (mouse 
IFN-γ ELISA kit; Invitrogen) по протоколу фирмы-
производителя. Прирост концентрации ИФН-гамма 
определяли по формуле Х = Сst/Сint, где Х – прирост 
концентрации ИФН-гамма (разы), Сst – концентрация 

ИФН-гамма в среде от стимулированных клеток (пг/
мл), Сint – концентрация ИФН-гамма в среде от не-
стимулированных (интактных) клеток (пг/мл).

Исследование протективной эффективности
Протективную эффективность вакцины изуча-
ли на модели летальной инфекции у трансгенных 
мышей, несущих ген рецептора hDPP4 человека, 
полученных от скрещивания гомозиготных транс-
генных самцов hDPP4+/+ и нетрансгенных самок ли-
нии C57BL/6. Животных иммунизировали внутри-
мышечно двукратно последовательно компонентом 
1 и компонентом 2 с интервалом 21 день. Через 7 
дней после введения компонента 2 мышей заража-
ли интраназально вирусом БВРС-КоВ (MERS-CoV 
EMC/2012) в дозе 100 ЛД

50
 на животное, затем на-

блюдали выживаемость в течение 30 дней.

Доклинические исследования безопасности
Доклинические исследования безопасности комби-
нированной векторной вакцины против БВРС были 
проведены совместно с АНО «ИМБИИТ» и ФГАОУ 
ВО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова согласно 
«Руководству по проведению доклинических иссле-
дований лекарственных средств» [18] и «Руководству 
по экспериментальному (доклиническому) изучению 
новых фармакологических веществ» [19]. В рамках 
исследований безопасности было проведено изуче-
ние токсичности при однократном и повторном вве-
дении, изучение репродуктивной и онтогенетической 
токсичности, иммуногенности и аллергенности. Всего 
в доклинических исследованиях безопасности было 
использовано: мышей – 670 особей, крыс – 725 осо-
бей, кроликов – 24 особи, морских свинок – 120 осо-
бей, обыкновенных игрунок – 6 особей.

Переносимость вакцины приматами анали-
зировали ежедневно по оценке физического со-
стояния животных, а также наличию общих сим-
птомов интоксикации, которые включали оценку 
поведения, внешнего вида и физиологических функ-
ций. Лабораторную оценку переносимости вакцины 
у игрунок проводили на основе мониторинга массы 
тела, ректальной температуры и биохимических по-
казателей крови: общего билирубина, прямого били-
рубина, аспартатаминотрансферазы (АСТ), аланина-
минотрансферазы (АЛТ), креатинина, общего белка 
и щелочной фосфатазы (ЩФ). Исследования прово-
дили на полностью автоматических анализаторах 
СА-180 и В-200 (Furuno, Япония) с использованием 
наборов реагентов DiaSys (Германия). 

Статистический анализ
Статистическую обработку результатов проводи-
ли с помощью компьютерных программ GraphPad 



118 | ACTA NATURAE |  ТОМ 12  № 3 (46)  2020

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

7.0. При анализе данных несвязанных выборок ис-
пользовали t-критерий Стьюдента для независи-
мых выборок или критерий Манна–Уитни в зависи-
мости от нормальности распределения данных [20]. 
При анализе данных связанных выборок исполь-
зовали t-критерий Стьюдента для парных выборок 
или критерий Уилкоксона в зависимости от нормаль-
ности распределения данных [20]. Для определения 
нормальности распределения данных использовали 
обобщенный тест Дагостино–Пирсона [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Иммунизация животных комбинированной 
векторной вакциной индуцирует формирование 
длительного выраженного гуморального 
иммунного ответа к гликопротеину БВРС-КоВ 
у мышей и приматов
Для подбора эффективной дозы мышей внутримы-
шечно иммунизировали вакциной в дозах: 105–1010, 
5 × 1010 в.ч./мышь, через 2 и 4 недели после иммуни-
зации собирали сыворотки крови и анализировали 
титры гликопротеин-специфических антител. Далее 
у животных отбирали сыворотки крови через 2 и 4 
недели и исследовали напряженность поствакци-
нального гуморального иммунного ответа по титру 
гликопротеин-специфических IgG (рис. 1).

Анализ полученных результатов позволяет заме-
тить дозозависимое увеличение титра гликопротеин-
специфических IgG в сыворотке крови. При этом ми-
нимальная доза комбинированной векторной вакцины, 
необходимая для формирования напряженного гумо-
рального иммунного ответа у всех вакцинируемых 
животных, – 106 в.ч./мышь. Определение длительно-
сти поствакцинального гуморального иммунного отве-

та показало, что через 6 месяцев после иммунизации 
в сыворотке крови мышей детектируются гликопроте-
ин-специфические антитела в высоком титре (среднее 
геометрическое титра составило 1 : 182456, рис. 2).

Далее мы изучили напряженность гуморального 
иммунного ответа у приматов, вакцинированных раз-
работанной вакциной. Для определения напряженно-
сти гуморального иммунитета обыкновенных игрунок 
(C. jacchus) иммунизировали комбинированной вак-
циной согласно схеме, предполагаемой для исполь-
зования в клинической практике, – последовательно 
компонентом 1 (в дозе 1011 в.ч./животное) и компонен-
том 2 (в дозе 1011 в.ч./животное) вакцины с интерва-
лом 21 день. Далее через 7 и 24 дня, а также 3 и 6 ме-
сяцев после бустирующей иммунизации у животных 
отбирали плазму крови для анализа титра гликопро-
теин-специфических IgG (рис. 3А). Показано, что им-
мунизация приматов приводит к формированию вы-

Рис. 1. Титры гликопротеин-специфических IgG в сыворотках крови иммунизированных животных через 2 (А) и 4 не-
дели (Б) после бустирующей вакцинации. По оси абсцисс представлены иммунизирующие дозы (в.ч./мышь), по оси 
ординат – реципрокные титры IgG. Также отмечены геометрические средние титров и 95% доверительный интервал
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раженного гуморального иммунного ответа, который 
сохраняется не менее 6 месяцев. Так, титры глико-
протеин-специфических IgG у приматов через 6 ме-
сяцев после иммунизации не отличались от титров 
через 3 месяца, что свидетельствует о формировании 
длительного иммунного ответа. При анализе титра 
вируснейтрализующих антител к вирусу БВРС-КоВ 
в плазме крови иммунизированных обезьян мы об-
наружили, что уже через 7 дней после бустирующей 
иммунизации у животных детектируются ВНА, мак-
симальный титр которых достигался через 3 и 6 ме-
сяцев после иммунизации (рис. 3Б). В плазме крови 
контрольных животных и животных до иммунизации 
ВНА не выявлены.

Таким образом, изучение напряженности поствак-
цинального иммунного ответа показало, что иммуни-
зация мышей и приматов приводит к формированию 
мощного гуморального иммунного ответа, который 
сохраняется на протяжении не менее полугода после 
иммунизации животных.

Иммунизация мышей кандидатной вакциной 
индуцирует формирование выраженного 
клеточного иммунного ответа
Для оценки напряженности поствакцинального кле-
точного иммунного ответа мышей иммунизировали 
кандидатной вакциной против БВРС однократно 
в дозе 107 в.ч./мышь. Через 18 дней после иммуниза-
ции у животных отбирали селезенки, выделяли спле-
ноциты, определяли количество пролиферирующих 
CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов в культуре спленоцитов 
in vitro после рестимуляции клеток рекомбинантным 
белком S БВРС-КоВ (рис. 4). По результатам иссле-
дования было показано, что введение комбинирован-
ной векторной вакцины индуцирует формирование 
S-специфических CD4+ и CD8+ Т-клеток.

Активацию клеточного звена иммунитета допол-
нительно анализировали по экспрессии ИФН-гамма. 
Результаты исследования прироста концентрации 
ИФН-гамма в среде in vitro культуры спленоцитов 
мышей после повторной стимуляции клеток рекомби-
нантным белком S БВРС-КоВ представлены на рис. 5. 
Показано, что введение вакцины индуцирует прирост 
концентрации ИФН-гамма в среде при стимуляции 
спленоцитов иммунизированных мышей гликопроте-
ином S БВРС-КоВ. Концентрация ИФН-гамма в среде 
повышается при этом в среднем в 22 раза.

Резюмируя данные анализа антиген-специфиче-
ской лимфопролиферативной активности CD4+ и CD8+ 
клеток и уровня экспрессии ИФН-гамма рестимули-
рованными спленоцитами, можно заключить, что им-
мунизация животных комбинированной вакциной 
против БВРС приводит к формированию гликопро-
теин-специфического клеточного иммунного ответа.
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Рис. 3. А – титры гликопротеин-специфических IgG 
в плазме крови иммунизированных игрунок после 
вакцинации. По оси ординат представлены реципрок-
ные титры IgG, по оси абсцисс – время после иммуни-
зации. Отмечены индивидуальные титры для каждой 
особи, а также геометрическое среднее титра (n = 3). 
Б – титры вируснейтрализующих антител в плазме 
крови иммунизированных игрунок после вакцинации. 
По оси ординат представлены реципрокные титры 
ВНА к вирусу БВРС-КоВ, по оси абсцисс – время после 
иммунизации
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Рис. 4. Исследование лимфопролиферативной актив-
ности спленоцитов у иммунизированных вакциной 
и препаратом плацебо мышей. Отмечены уровни (в %) 
пролиферирующих CD4+ и CD8+ Т-клеток, рестиму-
лированных белком S БВРС-КоВ на 18-й день после 
вакцинации. Отмечены медианы процента пролифери-
рующих клеток после рестимуляции и 95% ДИ медиа-
ны для каждой группы (n = 6). * p < 0.05
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Комбинированная векторная вакцина защищает 
животных от летальной инфекции, вызванной 
вирусом БВРС-КоВ
Исследование проводили на модели летальной ин-
фекции, вызванной БВРС-КоВ, у трансгенных мы-
шей, несущих ген рецептора DPP4 человека. Мышей 
иммунизировали последовательно компонентом 1 
и компонентом 2 с интервалом в 21 день. Через не-
делю после введения компонента 2 вакцины живот-
ных заражали интраназально вирусом БВРС-КоВ 
(MERS-CoV EMC/2012) в дозе 100 ЛД

50
 на живот-

ное и оценивали выживаемость в течение 30 дней. 
Показано, что иммунизация животных комбини-
рованной векторной вакциной позволяет защитить 
100% животных от летальной инфекции, вызванной 
вирусом БВРС-КоВ. В контрольной группе погибли 
все животные (не вакцинированные) (рис. 6).

Комбинированная векторная вакцина 
для профилактики БВРС имеет благоприятный 
профиль безопасности и переносимости у животных
Общую и специфическую токсичность (токсичность 
при однократном и повторном введении, оценка мест-
но-раздражающего действия, иммунотоксичность, 
аллергизирующие свойства и репродуктивная ток-
сичность) оценивали на грызунах (мыши, крысы, 
морские свинки) и крупных животных (кролики). 
Было показано, что комбинированная векторная 
вакцина против БВРС не вызывает токсических эф-
фектов, не оказывает аллергизирующего и имму-
нотоксического действия, не приводит к изменению 

генеративной функции, не обладает местно-раздра-
жающим действием и может быть рекомендована 
для проведения клинических исследований. 

Переносимость вакцины изучена также на прима-
тах. За период наблюдения не было выявлено откло-
нений в физическом состоянии животных, иммуни-
зированных комбинированной векторной вакциной 
против БВРС, и животных из контрольной группы 
по анализируемым параметрам (поведенческие ре-
акции, внешний вид, физиологические функции). 
В ходе эксперимента показатели ректальной темпе-
ратуры, изменения массы тела, а также биохимиче-
ские показатели у всех животных находились в рам-
ках нормальных для данного вида значений (рис. 7). 
Резюмируя полученные данные, можно заключить, 
что комбинированная векторная вакцина против 
БВРС показала хорошую переносимость на модели 
обыкновенных игрунок.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящее время в мире не существует специ-
фических профилактических и терапевтических 
средств против ближневосточного респираторного 
синдрома. Интенсивные исследования по разработ-
ке вакцин против этого заболевания сегодня ведутся 
в США, Германии, Корее, Китае, Великобритании 
и других странах. Среди профилактических препа-
ратов, показавших наибольшую эффективность в до-
клинических исследованиях, необходимо отметить 
кандидатные вакцины на основе: аденовирусных 
векторов (Ad5, Ad41, ChAdOx1) [22, 23], модифици-
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Рис. 5. Прирост концентрации ИФН-гамма в среде 
спленоцитов иммунизированных и неиммунизиро-
ванных мышей после рестимуляции рекомбинантным 
полноразмерным белком S вируса БВРС-КоВ. Отмече-
ны медианы прироста концентрации ИФН-гамма после 
рестимуляции и 95% ДИ медианы для каждой группы 
(n = 6). * p < 0.05
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рованного вируса осповакцины Анкара (MVA) [24], 
кодирующих протективный антиген S БВРС-КоВ, 
а также препараты рекомбинантного протективного 
антигена S БВРС-КоВ [25, 26]. Два препарата нахо-
дятся на стадии клинических исследований: две вак-
цины на основе рекомбинантных вирусных векторов 
MERS001 (на основе аденовируса шимпанзе, 1 фаза) 
[27] и MVA-MERS-S (на основе вируса осповакцины, 
2 фаза) [28]. Клинические исследования первой фазы 
вакцины на основе плазмидной ДНК GLS-5300, а так-
же вакцины на основе вируса осповакцины MVA-
MERS-S завершены [29, 30].

Все вакцины, вышедшие в клинические иссле-
дования, основаны на использовании гликопротеи-
на S вируса БВРС-КоВ. Этот гликопротеин выпол-
няет одну из важнейших задач в жизненном цикле 
вируса – обеспечивает его интернализацию путем 
взаимодействия с рецептором DPP4 на поверхности 

клетки. Нейтрализация такого взаимодействия по-
зволяет ограничивать проникновение вируса в клет-
ку, что приводит к снижению его репликации.

Поскольку для защиты от БВРС важно формиро-
вание не только гуморального, но и клеточного им-
мунного ответа, перспективным направлением явля-
ется разработка вакцин на основе рекомбинантных 
вирусных векторов. Такие векторы эффективно до-
ставляют в клетки генетический материал, кодиру-
ющий антиген, что приводит к экспрессии антигена 
непосредственно самими клетками и формированию 
выраженного клеточного и гуморального иммунного 
ответа. Важным свойством рекомбинантных вирус-
ных векторов является и то, что они позволяют сфор-
мировать протективный иммунный ответ уже после 
1–2 иммунизаций, что крайне важно при разработке 
вакцин для профилактики опасных и особо опасных 
инфекций, применение которых планируется в рам-

Рис. 7. Ректальная температура, масса тела и биохимические показатели крови приматов (обыкновенных игру-
нок), иммунизированных комбинированной векторной вакциной против БВРС (отмечены треугольниками), и кон-
трольных животных (отмечены кругами)
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ках разворачивающихся эпидемий или в случае за-
воза инфекции на неэндемичные территории.

Ранее нами было проведено исследование имму-
ногенности различных форм гликопротеина S виру-
са БВРС-КоВ: полноразмерный гликопротеин (S), 
полноразмерный гликопротеин с трансмембранным 
доменом белка G вируса везикулярного стоматита 
(S-G), секретируемый рецепторсвязывающий до-
мен гликопротеина (RBD), секретируемый рецептор-
связывающий домен гликопротеина, слитый с Fc-
фрагментом IgG1 человека (RBD-Fc) и мембранная 
форма рецепторсвязывающего домена гликопро-
теина (RBD-G) [31] – по результатам которых было 
показано, что для формирования наиболее мощного 
гуморального иммунного ответа необходимо исполь-
зовать мембранную форму рецепторсвязывающего 
домена, а для формирования выраженного клеточного 
иммунного ответа – полноразмерный гликопротеин. 
При выборе схемы иммунизации важно учитывать, 
что для формирования длительного иммунного от-
вета целесообразно использовать подход гетероло-
гичной двукратной вакцинации, когда для первич-
ной и для вторичной иммунизации используют два 
разных рекомбинантных вирусных вектора. В связи 
с этим в состав комбинированной вакцины против 
БВРС вошли два рекомбинантных вектора на основе 
аденовирусов человека 26 и 5 серотипов. В состав ком-
понента 1 вошел рекомбинантный вектор rAd26-RBD-
G, а в состав компонента 2 вакцины вошли два реком-
бинантных вектора rAd5-S и rAd5-RBD-G.

Исследования иммуногенности комбинированной 
векторной вакцины показали, что у мышей форми-
руется длительный гуморальный иммунный ответ, 
при этом титр гликопротеин-специфических антител 
через 2 недели после вакцинации в дозе 107 в.ч./мышь 
составил в среднем 1/121775. Схожий титр антител 
наблюдали Alharbi с соавт. у мышей через 28 дней 
после иммунизации вакциной против БВРС на основе 
аденовируса шимпанзе ChAdOx1 MERS [12], одна-
ко для иммунизации мышей они использовали дозу 
108 в.ч./мышь. В дальнейшем исследовании Munster 
с соавт. показали [13], что иммунизация трансген-
ных мышей, несущих ген рецептора DPP4 челове-
ка, вакциной ChAdOx1 MERS в дозе 108 в.ч./мышь 
позволяет защитить 100% животных от летальной 
инфекции, вызванной БВРС-КоВ. В работе Hashem 
с соавт., которые разработали препарат на основе 
rAd5, несущего последовательность S1 БВРС-КоВ, 
показано, что двукратная иммунизация мышей пре-
паратом в дозе 109 в.ч./мышь приводила к формиро-
ванию гуморального иммунного ответа, при этом титр 
гликопротеин-специфических IgG составил 1/70000 
через 3 недели после второй иммунизации (полтора 
месяца от начала иммунизации), а также позволяла 

защитить 100% животных от инфекции, вызванной 
БВРС-КоВ [32].

Показано, что уже через неделю после бусти-
рующей иммунизации у животных в плазме крови 
детектируются гликопротеин-специфические анти-
тела в титре 1/25600 – 1/102400. Важно отметить, 
что в работе Muthumani с соавт. [33] у приматов по-
сле длительной трехкратной иммунизации ДНК-
вакциной на протяжении 6 недель детектируют гли-
копротеин-специфические антитела в титре 1/20000, 
а также показано, что иммунизация приматов ДНК-
вакциной позволяет защитить их от инфекции, вы-
званной БВРС-КоВ.

Исследование поствакцинального гуморально-
го иммунного ответа у мышей и приматов показало, 
что у животных напряженный гуморальный иммун-
ный ответ сохраняется на протяжении не менее 6 меся-
цев после вакцинации. Исследования клеточного звена 
иммунитета у мышей показали, что введение разрабо-
танной вакцины позволяет сформировать полноцен-
ный клеточный ответ, при этом важно, что развивается 
не только CD4+ ответ, но также и CD8+, который может 
играть важную роль в защите от БВРС-КоВ [34, 35].

По завершении исследований иммуногенности 
комбинированной векторной вакцины на модели ле-
тальной инфекции у трансгенных мышей, несущих 
ген рецептора DPP4 человека, была изучена протек-
тивность этой вакцины. Показано, что вакцина за-
щищает 100% животных от летальной инфекции, вы-
званной вирусом БВРС-КоВ. В серии доклинических 
исследований безопасности вакцины не было выяв-
лено противопоказаний к проведению клинических 
исследований разработанной вакцины. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе изучена иммуногенность и без-
опасность комбинированной векторной вакцины 
для профилактики ближневосточного респиратор-
ного синдрома. Проведенные исследования показали 
следующее:

Вакцинация животных индуцирует формирова-
ние напряженного гуморального иммунного ответа 
на гликопротеин S БВРС-КоВ, который сохраняется 
на протяжении не менее 6 месяцев.

Вакцинация животных индуцирует формирование 
напряженного клеточного иммунного ответа на гли-
копротеин S БВРС-КоВ.

Вакцинация животных индуцирует формирование 
протективного иммунного ответа, который защищает 
100% животных от летальной инфекции, вызванной 
вирусом БВРС-КоВ.

Доклинические исследования безопасности вак-
цины не выявили противопоказаний к проведению 
клинических исследований. 
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