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Â ñòàòüå îïèñàíî ïåðâîå èñïîëüçîâàíèå ñîêà è ýêñòðàêòà êëóáíåé öèêëàìåíà åâðîïåéñêîãî (Cyclamen purpurascens)

â êà÷åñòâå àäúþâàíòà ïðè èíòðàíàçàëüíîé èììóíèçàöèè ìûøåé ãðèïïîçíûìè àíòèãåíàìè. Äëÿ èììóíèçàöèè èñ-

ïîëüçîâàëè êîíöåíòðàöèþ àíòèãåíîâ 300 ìêã/ìë êàæäîãî ñóáòèïà. Àäúþâàíò äîáàâëÿëñÿ â êîíöåíòðàöèè 10 è

20 ìã/ìë. Ñûâîðîòêè êðîâè èçó÷àëè â ðåàêöèè òîðìîæåíèÿ ãåìàããëþòèíàöèè (ÐÒÃÀ) è èììóíîôåðìåíòíîì àíàëèçå

(ÈÔÀ). Ïîñëå äâóõ èììóíèçàöèé äîçîé 7,5 ìêã ìàêñèìàëüíûå îáðàòíûå òèòðû ê H1/H3/B-êîìïîíåíòàì â ÐÒÃÀ ñî-

ñòàâèëè 320/80/80 ñîîòâåòñòâåííî. Ââåäåíèå èíòðàíàçàëüíîãî ïðåïàðàòà ñðàâíåíèÿ áåç àäúþâàíòà íå ïðèâåëî ê

ñåðîêîíâåðñèè, äåòåêòèðóåìîé â ÐÒÃÀ. Â ñûâîðîòêàõ êðîâè ìûøåé, èììóíèçèðîâàííûõ èíòðàíàçàëüíî ïðåïàðàòîì

ñðàâíåíèÿ áåç àäúþâàíòà, íå îòìå÷åíî äîñòîâåðíîãî íàðàñòàíèÿ óðîâíÿ àíòèòåë ìåæäó ïåðâûì è âòîðûì ââåäåíè-

åì. Â ãðóïïàõ, èììóíèçèðîâàííûõ èíòðàíàçàëüíî ïðåïàðàòîì, ñîäåðæàùèì 10 ìã/ìë (0,5 ìã â 1 äîçå, îáúåìîì

50 ìêë) àäúþâàíòà, îòìå÷åíî çíà÷èìîå íàðàñòàíèå óðîâíÿ àíòèòåë ìåæäó îäíîêðàòíîé è äâóêðàòíîé èììóíèçàöè-

åé äëÿ âñåõ êîìïîíåíòîâ, äåòåêòèðîâàííûõ â ÈÔÀ, à ñðåäíèå óðîâíè àíòèòåë ñîïîñòàâèìû ñ îòâåòîì, ïîëó÷åííûì

íà îäíîêðàòíîå âíóòðèìûøå÷íîå ââåäåíèå äîçû ïðåïàðàòà, ñîäåðæàùåé 5 ìêã êàæäîãî àíòèãåíà. Íåñìîòðÿ íà

ðàçáðîñ çíà÷åíèé òèòðîâ ñûâîðîòîê êðîâè ìåæäó æèâîòíûìè, êîòîðûé ìû ñâÿçûâàåì ñ íåâîçìîæíîñòüþ ñòàíäàðò-

íîãî âíåñåíèÿ 50 ìêë ïðåïàðàòà â íîñîãëîòêó ìûøè, ïðèìåíåíèå ýêñòðàêòà â êà÷åñòâå àäúþâàíòà ïðè èíòðàíàçàëü-

íîé èììóíèçàöèè ìûøåé âûñîêîêîíöåíòðèðîâàííûìè ãðèïïîçíûìè àíòèãåíàìè ïîêàçàëî âûðàæåííûé ãóìîðàëü-

íûé îòâåò. Óðîâåíü ýòîãî îòâåòà ïîñëå äâóêðàòíîé èììóíèçàöèè ó íåêîòîðûõ æèâîòíûõ ñðàâíèì ñ îòâåòîì íà ãðèïïîç-

íûå âàêöèíû ïðè âíóòðèìûøå÷íîì ââåäåíèè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü ñîê è ýêñòðàêò êëóáíåé

öèêëàìåíà åâðîïåéñêîãî èëè åãî ñèíòåòè÷åñêèå àíàëîãè äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé íà ìîðñêèõ ñâèíêàõ, õîðüêàõ

èëè äðóãèõ æèâîòíûõ-ìîäåëÿõ ñ öåëüþ ðàçðàáîòêè ýôôåêòèâíîãî àäúþâàíòà äëÿ èíòðàíàçàëüíîé âàêöèíàöèè.
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íîâ ÀÃ, Ðûæèêîâ ÀÁ. Ýêñòðàêò öèêëàìåíà åâðîïåéñêîãî (Cyclamen purpurascens ) â êà÷åñòâå àäúþâàíòà ïðè èí-

òðàíàçàëüíîé èììóíèçàöèè ìûøåé ãðèïïîçíûìè àíòèãåíàìè. ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå-

÷åíèå 2017; 17(4): 233–239.

Âèðóñ ãðèïïà åæåãîäíî ïðèâëåêàåò âíèìàíèå ìåäèöèí-

ñêîãî ñîîáùåñòâà è îáùåñòâåííîñòè, âûçûâàÿ ëîêàëüíûå

âñïûøêè è ýïèäåìèè. Ïîìèìî ãèáåëè ëþäåé, òÿæåëûõ îñ-

ëîæíåíèé è äðóãîãî óùåðáà çäîðîâüþ, çàáîëåâàíèå âû-

çûâàåò íåòðóäîñïîñîáíîñòü çíà÷èòåëüíîãî ÷èñëà ëþäåé, à

êàê ñëåäñòâèå — ýêîíîìè÷åñêèå ïîòåðè. Â íàñòîÿùèé ìî-

ìåíò äëÿ âàêöèíàöèè èñïîëüçóþòñÿ êàê æèâûå, òàê è èíàê-

òèâèðîâàííûå âàêöèíû. Ê æèâûì âàêöèíàì îòíîñÿò

Flumist («MedImmune», ÑØÀ), øèðîêî ïðèìåíÿåìóþ â

ÑØÀ, Êàíàäå è Óëüòðàâàê («Ìèêðîãåí», Ðîññèÿ), äîëÿ êî-

òîðîé íåâåëèêà. Â îñíîâå ýòèõ âàêöèí ëåæèò ðåàññîðòàíò

õîëîäîàäàïòèðîâàííîãî âàðèàíòà âèðóñà ãðèïïà è àêòó-

àëüíûõ øòàììîâ âèðóñà ãðèïïà A(H3N2), A(H1N1)pdm09

è Â. Â íàñòîÿùèé ìîìåíò äîñòóïíà è ÷åòûðåõâàëåíòíàÿ

âåðñèÿ Flumist («MedImmune», ÑØÀ), ñîäåðæàùàÿ ïîìè-

ìî àíòèãåíîâ A(H3N2), A(H1N1)pdm09, àíòèãåíû âèðóñîâ

äâóõ îñíîâíûõ ãðóïï (ëèíèé) ãðèïïà B — Yamagata è

Victoria.

Èíàêòèâèðîâàííûõ âàêöèí çíà÷èòåëüíî áîëüøå. Îíè
ïðåäñòàâëåíû íåñêîëüêèìè âàðèàíòàìè, ðàçëè÷àþùèìè-

ñÿ ïî ñòåïåíè ïîäãîòîâêè àíòèãåíà (öåëüíîâèðèîííûå,

ðàñùåïëåííûå, ñóáúåäèíè÷íûå), íàëè÷èþ àäúþâàíòà è

ñóáñòðàòà, íà êîòîðîì êóëüòèâèðóþòñÿ àíòèãåíû (ðàçâè-

âàþùèåñÿ êóðèíûå ýìáðèîíû (ÐÊÝ), êóëüòóðû êëåòîê).

Òàêæå â íåêîòîðûõ ñòðàíàõ äîñòóïíû ÷åòûðåõâàëåíòíûå

èíàêòèâèðîâàííûå âàðèàíòû âàêöèí.

Èç-çà ìàëûõ îáúåìîâ ïðîèçâîäñòâà ïðèìåíåíèå âàê-

öèí îò ãðèïïà èçíà÷àëüíî ïðåäïîëàãàëî çàùèòó ëþäåé èç

ãðóïï ðèñêà. Ñ ïîÿâëåíèåì òåõíîëîãèé ìàññîâîãî ïðîèç-

âîäñòâà, âàêöèíàöèÿ îò ãðèïïà ñòàëà ñïîñîáîì ôîðìèðî-

âàíèÿ ïðîòåêòèâíîé èììóííîé ïðîñëîéêè, ïðåïÿòñòâóþ-

ùåé ýïèäåìè÷åñêîìó ïðîöåññó, è ñðåäñòâîì óïðàâëåíèÿ

çàáîëåâàåìîñòüþ â ìàñøòàáàõ ãîñóäàðñòâà. Â íåêîòîðûõ

áëàãîïîëó÷íûõ ñòðàíàõ èçáåæàòü ýïèäåìèé, ãèáåëè ëþ-

äåé è çíà÷èòåëüíîãî ýêîíîìè÷åñêîãî óùåðáà íå óäàåòñÿ,

íåñìîòðÿ íà îõâàò íàñåëåíèÿ ïðèâèâêàìè ïðîòèâ ãðèïïà â

ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèåé

çäðàâîîõðàíåíèÿ (ÂÎÇ).

Èññëåäîâàíèÿ, ïðîâîäèâøèåñÿ â ÑØÀ, ïîêàçàëè ñëå-

äóþùèå îðèåíòèðîâî÷íûå äàííûå ïî ýôôåêòèâíîñòè
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ãðèïïîçíûõ âàêöèí. Äëÿ âîçðàñòíîé ãðóïïû 18–64 ëåò ýô-
ôåêòèâíîñòü èíàêòèâèðîâàííûõ òðèâàëåíòíûõ âàêöèí
âàðüèðîâàëà îò 16 äî 75 %. Äëÿ äåòåé âîçðàñòà 6–24 ìåñÿ-
öåâ — îò 7 äî 66 %. Ïðèìåíåíèå æèâûõ âàêöèí ïîêàçàëî
ñëåäóþùèå ðåçóëüòàòû. Äëÿ ãðóïïû âîçðàñòà 6 ìåñÿ-
öåâ–7 ëåò — îò 57 äî 93 %, 18–49 ëåò — îò 8 äî 48 %, äëÿ
âçðîñëûõ ñòàðøå 60 ëåò — â ñðåäíåì 42 %. Ñóùåñòâåííûé
ðàçáðîñ îïðåäåëÿåòñÿ ñòåïåíüþ ñîîòâåòñòâèÿ âàêöèííûõ
øòàììîâ ïàòîãåííûì öèðêóëèðóþùèì âèðóñàì â ðàçëè÷-
íûå ïåðèîäû èññëåäîâàíèé è ìåòîäèêàì ïðîâåäåíèÿ èñ-
ñëåäîâàíèé [1]. Ïî äàííûì, ïîëó÷åííûì â Íèäåðëàíäàõ, ñ
ó÷åòîì äèàãíîñòè÷åñêè ïîäòâåðæäåííûõ ñëó÷àåâ çàáîëå-
âàíèÿ ãðèïïîì áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî óñðåäíåííàÿ ýôôåê-
òèâíîñòü ñîâðåìåííûõ ãðèïïîçíûõ âàêöèí ñîñòàâëÿåò
îêîëî 40 % â ñëó÷àå ïîëíîãî ñîîòâåòñòâèÿ âàêöèí ýïèäå-
ìè÷åñêèì âèðóñàì è 20 %, åñëè õîòÿ áû îäèí êîìïîíåíò
òðåõâàëåíòíîé âàêöèíû ñåðîëîãè÷åñêè íå èäåíòè÷åí [2].
Ó÷èòûâàÿ ïîâñåìåñòíîå ïðèìåíåíèå âàêöèí íà îñíîâå àí-
òèãåíîâ, ïðîèçâåäåííûõ íà ÐÊÝ, è ôîðìèðóþùèõ ãóìî-
ðàëüíûé îòâåò, èìåþùèé íèçêóþ íåéòðàëèçóþùóþ àêòèâ-
íîñòü â îòíîøåíèè öèðêóëèðóþùèõ âàðèàíòîâ, òðåáóåòñÿ
ïî-íîâîìó ðàññìîòðåòü ïåðñïåêòèâû èñïîëüçîâàíèÿ ïðå-
ïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ íà êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ, à òàêæå ðàç-
ëè÷íûå ñïîñîáû äîñòàâêè àíòèãåíà [3, 4].

Â íà÷àëå 2000-õ ãîäîâ êîìïàíèåé «Berna Biotech»
(Áåðí, Øâåéöàðèÿ) íà åâðîïåéñêèé ðûíîê áûëà âûâåäåíà
èíàêòèâèðîâàííàÿ èíòðàíàçàëüíàÿ âèðîñîìàëüíàÿ ïðîòè-
âîãðèïïîçíàÿ âàêöèíà NasalFlu. Ýòà âàêöèíà áûëà ïîëó-
÷åíà ïóòåì âêëþ÷åíèÿ ãåìàããëþòèíèíà è íåéðàìèíèäàçû
â ìåìáðàíû ëèïîñîì, ñîñòîÿùèõ èç ôîñôàòèäèëõîëèíà è
èíòðàíàçàëüíîãî àäúþâàíòà íà îñíîâå òåðìîëàáèëüíîãî
òîêñèíà Escherichia coli (Heat-labile toxin, HLT). Äâóêðàòíîå
èíòðàíàçàëüíîå ââåäåíèå àäúþâàíòíîé-HLT âèðîñîìàëü-
íîé âàêöèíû ãðèïïà èíäóöèðîâàëî ãóìîðàëüíûé èììóí-
íûé îòâåò, êîòîðûé ñðàâíèì ñ òàêîâûì ïðè îäíîêðàòíîé
ïàðåíòåðàëüíîé âàêöèíàöèè. Âûñîêàÿ èíäóêöèÿ ñïåöèôè-
÷åñêîãî äëÿ âèðóñà ãðèïïà èììóíîãëîáóëèíà À áûëà îò-
ìå÷åíà â ñëþíå ïîñëå äâóõ íàçàëüíûõ ïðèìåíåíèé. Ýòî
ïîêàçàëî, ÷òî èñïîëüçîâàíèå HLT â êà÷åñòâå àäúþâàíòà
äëÿ ñëèçèñòîé îáîëî÷êè íåîáõîäèìî äëÿ ïîëó÷åíèÿ ãóìî-
ðàëüíîãî èììóííîãî îòâåòà, ñðàâíèìîãî ñ ïàðåíòåðàëü-
íîé âàêöèíàöèåé [5, 6]. Âñå ñåðèè ïîêàçàëè õîðîøóþ ïå-
ðåíîñèìîñòü è ñîîòâåòñòâîâàëè íåîáõîäèìûì êðèòåðèÿì,
ïðåäúÿâëÿåìûì ê ãðèïïîçíûì âàêöèíàì, ïðîøëè êëèíè-
÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ íà âçðîñëûõ è äåòÿõ è áûëè ðàçðå-
øåíû ê ïðèìåíåíèþ â Øâåéöàðèè. Â 2000–2001 ãã. â
Øâåéöàðèè áûëî çàôèêñèðîâàíî 46 ñëó÷àåâ ïàðàëè÷à
Áåëëà. Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî íîðìàëüíàÿ âñòðå÷àåìîñòü çà-
áîëåâàíèÿ ñîñòàâëÿåò îò 15 äî 40 ñëó÷àåâ íà 100000 íàñå-
ëåíèÿ, çàôèêñèðîâàííûå ñëó÷àè íåêîòîðûå èññëåäîâàòå-
ëè ñâÿçàëè ñ ïðèìåíåíèåì âàêöèíû NasalFlu [7]. Ïóáëèêà-
öèÿ ýòèõ äàííûõ â íàó÷íîé ëèòåðàòóðå è ñðåäñòâàõ
ìàññîâîé èíôîðìàöèè ïðèâåëà ê èñ÷åçíîâåíèþ âàêöèíû
NasalFlu è åå ïðîèçâîäèòåëÿ — êàìïàíèè «Berna Biotech»
(Áåðí, Øâåéöàðèÿ). Â òîæå âðåìÿ áûëà ïîêàçàíà âûñîêàÿ
ïåðñïåêòèâíîñòü äàííîãî ïîäõîäà â ñëó÷àå èñïîëüçîâà-
íèÿ áåçîïàñíûõ èíòðàíàçàëüíûõ àäúþâàíòîâ.

Ïåðñïåêòèâíîé ãðóïïîé èììóíîñòèìóëèðóþùèõ àäú-
þâàíòîâ ÿâëÿþòñÿ òðèòåðïåíîèäíûå ãëèêîçèäû èëè ñàïî-
íèíû, ïîëó÷åííûå èç ðàñòèòåëüíûõ èñòî÷íèêîâ. Õàðàêòåð-
íîé îñîáåííîñòüþ ñàïîíèíîâ ÿâëÿåòñÿ ñïîñîáíîñòü ê
ãåìîëèçó. Ãèäðîôîáíàÿ ÷àñòü ìîëåêóëû ñàïîíèíà èíòåã-
ðèðóåòñÿ â êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó. Ñòåðè÷åñêàÿ èíòåðôåðåí-
öèÿ ýòèõ êîìïëåêñîâ âûçûâàåò êðèâèçíó ìåìáðàíû, âåäó-
ùóþ ê îáðàçîâàíèþ ïîð â ìåìáðàíå. Ýòè ïðîöåññû íîñÿò

äîçîçàâèñèìûé ýôôåêò. Äëÿ ñòàíäàðòèçàöèè ìåäèöèí-
ñêèõ ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå ñàïîíèíîâ èñïîëüçóþò ãåìîëè-
òè÷åñêèé èíäåêñ. Ñàïîíèíû øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â
êà÷åñòâå àäúþâàíòîâ â òå÷åíèå ìíîãèõ ëåò è âêëþ÷åíû â
íåñêîëüêî âåòåðèíàðíûõ âàêöèí. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
QS21, âûñîêîî÷èùåííàÿ ôðàêöèÿ èç Quil A (Quillaja sapo-
naria), ÿâëÿåòñÿ àäúþâàíòîì äëÿ Th1 öèòîêèíîâ (IL-2 è
IFN-�) è àíòèòåë èçîòèïà IgG2a, ÷òî óêàçûâàåò íà Th1-îòâåò
ó ìûøåé [8, 9].

Èññëåäîâàëàñü âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ íàíî-
ýìóëüñèé ãðèïïîçíûõ àíòèãåíîâ äëÿ èíòðàíàçàëüíîé âàê-
öèíàöèè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû çàëîæåíû â îñíîâó ïåð-
ñïåêòèâíûõ èíòðàíàçàëüíûõ âàêöèí îò ãðèïïà, ðåñïèðà-
òîðíî-ñèíöèòèàëüíîãî âèðóñà, âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà,
ðàçðàáàòûâàåìûõ êîìïàíèåé «NanoBio» (ÑØÀ) [10]. Òàêæå
ïîäòâåðæäàþò öåëåñîîáðàçíîñòü ýòîãî íàïðàâëåíèÿ äàí-
íûå îá àäúþâàíòíûõ ñâîéñòâàõ ìàííàòèäà (Mannatide, ãå-
òåðîïîëèñàõàðèä, âûäåëåííûé èç ãåìîëèòè÷åñêîãî øòàì-
ìà Streptococcus) ïðè èíòðàíàçàëüíîé èììóíèçàöèè ìû-
øåé ãðèïïîçíûìè àíòèãåíàìè [11]. Îñîáûé èíòåðåñ ê
èíòðàíàçàëüíîìó ââåäåíèþ èíàêòèâèðîâàííûõ ãðèïïîç-
íûõ àíòèãåíîâ âûçâàí ôîðìèðîâàíèåì êðîññ-ïðîòåêòèâ-
íîãî èììóíèòåòà â îòíîøåíèè ðàçëè÷íûõ ñóáòèïîâ âèðó-
ñîâ ãðèïïà [12].

Ïðè âûáîðå ïîòåíöèàëüíûõ ñóáñòàíöèé íà ðîëü èí-
òðàíàçàëüíîãî àäúþâàíòà ó÷èòûâàëèñü ñëåäóþùèå ôàêòî-
ðû: ïðåïàðàò äîëæåí áûòü çàðåãèñòðèðîâàí êàê ëåêàðñò-
âåííîå ñðåäñòâî, ïîäòâåðäèâøåå ñâîþ áåçîïàñíîñòü è
ñâîáîäíî îáðàùàþùååñÿ â àïòå÷íîé ñåòè; èìåòü î÷åâèä-
íûé ìåõàíèçì âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ýïèòåëèåì. Ñîê è ýêñ-
òðàêò êëóáíåé öèêëàìåíà åâðîïåéñêîãî (Cyclamen
purpurascens) ñîäåðæàò òðèòåðïåíîèäíûå ãëèêîçèäû, êî-
òîðûå îïðåäåëÿþò åãî ãåìîëèòè÷åñêèå ñâîéñòâà, è øèðî-
êî ïðèìåíÿþòñÿ äëÿ ëå÷åíèÿ ñèíóñèòîâ.

Öåëü èññëåäîâàíèÿ — îöåíêà ñåðîêîíâåðñèè ïîñëå
îäíîêðàòíîãî è äâóêðàòíîãî èíòðàíàçàëüíîãî ââåäåíèÿ
ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ïðåïàðàòà, ñîäåðæàùåãî àíòèãåíû
âèðóñà ãðèïïà, ñîê è ýêñòðàêò êëóáíåé öèêëàìåíà åâðî-
ïåéñêîãî (Cyclamen purpurascens) â êà÷åñòâå èììóíîñòè-
ìóëèðóþùåãî àäúþâàíòà.

Äëÿ äîñòèæåíèÿ öåëè ðàáîòû ïðåäïîëàãàëîñü ðå-
øèòü ñëåäóþùèå çàäà÷è: ïîäãîòîâèòü ýêñïåðèìåíòàëüíûå
è êîíòðîëüíûå ïðåïàðàòû; ïðîâåñòè èíòðàíàçàëüíóþ èì-
ìóíèçàöèþ ìûøåé ýêñïåðèìåíòàëüíûìè è êîíòðîëüíûìè
ïðåïàðàòàìè, âíóòðèìûøå÷íóþ èììóíèçàöèþ ìûøåé ðàç-
íûìè äîçàìè àíòèãåíà, íå ñîäåðæàùèìè àäúþâàíò, ñî-
ãëàñíî ñõåìå èììóíèçàöèè; ïîëó÷èòü ñûâîðîòêè êðîâè
ìûøåé, ïðîâåñòè èõ àíàëèç ìåòîäàìè ÐÒÃÀ, ÈÔÀ è îöå-
íèòü óðîâåíü ñåðîêîíâåðñèè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ïîäãîòîâêà ïðåïàðàòîâ

Äîçèðîâêó àíòèãåíà äëÿ âíóòðèìûøå÷íîé èììóíèçàöèè
ìûøåé âûáèðàëè ñ öåëüþ êâàëèôèêàöèè àíòèãåíà, èñ-
ïîëüçîâàâøåãîñÿ ïðè èçãîòîâëåíèè èíòðàíàçàëüíîãî
ïðåïàðàòà, è ïîäòâåðæäåíèÿ åãî èììóíîãåííûõ ñâîéñòâ.

Äîçèðîâêà àíòèãåíà â èíòðàíàçàëüíîì ïðåïàðàòå
áûëà îáóñëîâëåíà ñëåäóþùèìè ôàêòîðàìè. Öåëåñîîáðàç-
íî èñïîëüçîâàòü òî êîëè÷åñòâî àíòèãåíà, êîòîðîå âõîäèò â
ïðèìåíÿþùèåñÿ èíàêòèâèðîâàííûå ãðèïïîçíûå âàêöèíû,
ââîäèìûå ïàðåíòåðàëüíî. Çà îðèåíòèð áûëè âçÿòû âàêöè-
íû, ñîäåðæàùèå â äîçå 15 ìêã êàæäîãî àíòèãåíà. Èñõîäÿ
èç äàííûõ î íåîáõîäèìîñòè äâóêðàòíîãî èíòðàíàçàëüíîãî

234 ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå. 2017. Ò. 17. ¹ 4

À. Ñ. Ãóäûìî, Ñ. Â. Ìàëüöåâ, Â. À. Åâñååíêî, Í. Â. Äàíèëü÷åíêî, Â. Þ. Ìàð÷åíêî, À. Ã. Äóðûìàíîâ, À. Á. Ðûæèêîâ



ââåäåíèÿ ïðåïàðàòà äëÿ äîñòèæåíèÿ çíà÷èìîé ñåðîêî-
âåðñèè, ïðèâåäåííûõ â ðàáîòå R. Gluck [6], áûëà âûáðàíà
äîçà 7,5 ìêã êàæäîãî àíòèãåíà.

Êîíöåíòðàöèÿ àäúþâàíòà áûëà âûáðàíà â ñîîòâåòñò-
âèè ñ èíñòðóêöèåé ê ëåêàðñòâåííîìó ïðåïàðàòó, èñïîëüçî-
âàâøåìóñÿ êàê èñòî÷íèê ñîêà è ýêñòðàêòà êëóáíåé öèêëà-
ìåíà, ðåêîìåíäîâàííîìó äëÿ ëå÷åíèÿ ñèíóñèòîâ ó äåòåé
ñòàðøå 5 ëåò è âçðîñëûõ, ò.å. 10 ìã/ìë (0,5 ìã/äîçà). Äëÿ
îöåíêè ïîòåíöèàëüíîãî óñèëåíèÿ ýôôåêòà áûëà âûáðàíà
äîçà 20 ìã/ìë (1 ìã/äîçà).

Ïåðåä âàêöèíàöèåé ìûøåé ïðåïàðàò êîììåð÷åñêè
äîñòóïíîé òðåõâàëåíòíîé èíàêèâèðîâàííîé ðàñùåïëåí-
íîé ãðèïïîçíîé âàêöèíû, ñîäåðæàùèé àíòèãåíû øòàì-
ìîâ, ïîäîáíûõ A/California/7/2009 (H1N1)pdm09, A/Swit-
zerland/9715293/2013 (H3N2), B/Phuket/3073/2013, íàòðèÿ
õëîðèä, êàëèÿ õëîðèä, íàòðèÿ ãèäðîôîñôàòà äèãèäðàò, êà-
ëèÿ äèãèäðîôîñôàò è âîäó, ñêîíöåíòðèðîâàëè â 10 ðàç (äî
èòîãîâîé êîíöåíòðàöèè ãåìàããëþòèíèíà êàæäîãî ñóáòèïà
300 ìêã/ìë) ïðè ïîìîùè öåíòðèôóæíûõ ìåìáðàííûõ êîí-
öåíòðàòîðîâ ñ äèàìåòðîì ïîð 100 êÄà («Millipore», ÑØÀ) â
ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèåé ïðîèçâîäèòåëÿ. Èñïîëüçîâàâ-
øàÿñÿ êîììåð÷åñêè äîñòóïíàÿ âàêöèíà ÿâëÿëàñü ñòåðèëü-
íîé. Êîíöåíòðàöèþ àíòèãåíîâ ïîäòâåðæäàëè â ðåàêöèè
îäèíî÷íîé ðàäèàëüíîé èììóíîäèôôóçèè (ÎÐÈÄ) ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòîâ àíòèãåíîâ è ñûâîðîòîê, ïîëó-
÷åííûõ èç Íàöèîíàëüíîãî èíñòèòóòà áèîëîãè÷åñêèõ ñòàí-
äàðòîâ è êîíòðîëÿ, Ñîåäèíåííîå Êîðîëåâñòâî (NIBSC, UK)
[13]. Ëèîôèëèçàò ñîêà è ýêñòðàêòà êëóáíåé öèêëàìåíà åâ-
ðîïåéñêîãî ñâåæèõ 50 ìã («FARMA MEDITERRANIA», S. L.,
Èñïàíèÿ) ðàçâîäèëè âîäîé äëÿ èíúåêöèé â îáúåìå
500 ìêë. Ñòåðèëüíîñòü àäúþâàíòà íå ïðîâåðÿëè. Àäúþ-
âàíò õðàíèëè äî èñïîëüçîâàíèÿ ïðè òåìïåðàòóðå 4 °Ñ. Àê-
òèâíîñòü ïðåïàðàòà ïîäòâåðæäàëè â ãåìîëèòè÷åñêîé ðå-
àêöèè. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â ìèêðîïëàíøåòàõ. Òèòðîâàëè
ïî ñõåìå 50 ìêë âîäû äëÿ èíúåêöèé + 50 ìêë ïðåïàðàòà.
Âî âñå ëóíêè äîáàâëÿëè 50 ìêë 0,5 % ñóñïåíçèè ýðèòðîöè-
òîâ ïåòóõà â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðå (ÔÑÁ), pH 7,4. Êîí-
òðîëü íåñïåöèôè÷åñêîãî ëèçèñà ïðîâîäèëè â 4 ëóíêàõ, ñî-
äåðæàùèõ 50 ìêë âîäû, 50 ìêë 0,5 % ñóñïåíçèè ýðèòðîöè-
òîâ ïåòóõà â ÔÑÁ, pH 7,4. ×åðåç 45 ìèí ôèêñèðîâàëè

ðàçâåäåíèå, ïðè êîòîðîì íàáëþäàëñÿ ïîëíûé ëèçèñ ýðèò-
ðîöèòîâ, è ðàçâåäåíèå, â êîòîðîì ëèçèñà íå íàáëþäàëîñü.
Ãåìîëèòè÷åñêóþ ðåàêöèþ èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîäòâåðæäå-
íèÿ ñòàáèëüíîñòè õðàíåíèÿ àäúþâàíòà ìåæäó èììóíèçà-
öèÿìè. Â äàííîé ðåàêöèè èíäåêñ èñïîëüçîâàâøåãîñÿ
àäúþâàíòà ñîñòàâèë 1:512–1:1024 ïîñëå ðåãèäðàòàöèè
ïðåïàðàòà è ñîõðàíÿëñÿ â òå÷åíèå 2 íåäåëü. Ñâåäåíèå
êîìïîíåíòîâ ïðîâîäèëè íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä èììóíè-
çàöèåé â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ.

Èììóíèçàöèÿ ìûøåé

Ðàáîòû ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ «Ïîëèòèêîé Ôåäå-
ðàëüíîãî áþäæåòíîãî ó÷ðåæäåíèÿ íàóêè «Ãîñóäàðñòâåí-
íûé íàó÷íûé öåíòð âèðóñîëîãèè è áèîòåõíîëîãèè (ÔÁÓÍ
ÃÍÖ ÂÁ) «Âåêòîð» Ðîñïîòðåáíàäçîðà â îáëàñòè ðàáîòû ñ
ëàáîðàòîðíûìè æèâîòíûìè». Ñàìîê àóòáðåäíûõ ìûøåé
ICR âåñîì 16–18 ã ïîëó÷àëè èç âèâàðèÿ ÔÁÓÍ ÃÍÖ ÂÁ
«Âåêòîð». Äî íà÷àëà èììóíèçàöèè ýêñïåðèìåíòàëüíûå
æèâîòíûå íàõîäèëèñü íà àäàïòàöèîííîì êàðàíòèíå è
ñòàíäàðòíîì ðàöèîíå âèâàðèÿ àd libitum. Ýêñïåðèìåíòû
âêëþ÷àëè 10 ãðóïï ïî 4 ìûøè â êàæäîé (òàáë. 1).

Âíóòðèìûøå÷íîå ââåäåíèå îñóùåñòâëÿëè ñ ñîáëþäå-
íèåì ñòåðèëüíîñòè. Èíòðàíàçàëüíîå ââåäåíèå ïðîâîäèëè
áåç ïðåäâàðèòåëüíîé ïîäãîòîâêè æèâîòíûõ. Íàðêîòèçà-
öèþ æèâîòíûõ ïðè âíóòðèìûøå÷íîé è èíòðàíàçàëüíîé
âàêöèíàöèè íå ïðîâîäèëè.

Èììóíèçàöèþ òðåõ ãðóïï ìûøåé îñóùåñòâëÿëè ïóòåì
âíóòðèìûøå÷íîãî ââåäåíèÿ 50 ìêë ïðåïàðàòîâ, ñîäåðæà-
ùèõ 15, 5 è 1 ìêã êàæäîãî àíòèãåíà âèðóñà ãðèïïà ñîîò-
âåòñòâåííî, â áåäðåííóþ ìûøöó îáåèõ çàäíèõ êîíå÷íî-
ñòåé â îáúåìå 25 ìêë íà èíúåêöèþ (ñóììàðíî 50 ìêë). Äëÿ
ââåäåíèÿ ìàëîãî îáúåìà ïðåïàðàòà è ÷åòêîé äîçèðîâêè
èñïîëüçîâàëè 1-ìë øïðèö ñ äîïîëíèòåëüíî íàäåâàåìûì
íà ïîðøåíü ïëàñòèêîâûì îãðàíè÷èòåëåì, êîòîðûé íå ïî-
çâîëÿë ââåñòè áîëüøå çàáðàííîé èç ïðîáèðêè äîçû
(25 ìêë). Äîçó 25 ìêë ïðåäâàðèòåëüíî âíîñèëè â ïðîáèðêó
îáúåìîì 0,2 ìë àâòîìàòè÷åñêîé ïèïåòêîé, îòêóäà 1-ìë
øïðèöåì, ñîäåðæàùèì îêîëî 150 ìêë ïðåïàðàòà áåç âîç-
äóøíûõ ïóçûðåé, ïîëíîñòüþ îòáèðàëè. Ïðîâîäèëè èíòðà-
íàçàëüíóþ èììóíèçàöèþ 6 ãðóïï ïðåïàðàòîì, ñîäåðæà-
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Òàáëèöà 1. Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ñûâîðîòîê êðîâè â ÐÒÃÀ

¹ ãðóïïû Ïðåïàðàò
Äîçà àíòèãåíà,

ìêã
Ñïîñîá èììóíèçàöèè

Êðàòíîñòü

èììóíèçàöèè
ÑÃÒ (H1) ÑÃÒ (H3) ÑÃÒ (B)

1 Àíòèãåí 15 Âíóòðèìûøå÷íî 1 57 (20–80) 5 12 (5–20)

2 Àíòèãåí 5 Âíóòðèìûøå÷íî 1 20 (10–80) 5 6 (5–10)

3 Àíòèãåí 1 Âíóòðèìûøå÷íî 1 14 (10–20) 5 5

4 Àíòèãåí 7,5 Èíòðàíàçàëüíî 1 5 5 5

5 Àíòèãåí 7,5 Èíòðàíàçàëüíî 2 5 5 5

6 Àíòèãåí + Àäúþâàíò 10 ìã/ìë

(0,5 ìã/äîçà)

7,5 Èíòðàíàçàëüíî 1 10 (5–80) 5 5

7 Àíòèãåí + Àäúþâàíò 10 ìã/ìë

(0,5 ìã/äîçà)

7,5 Èíòðàíàçàëüíî 2 40 (5–320) 20 (5–80) 64 (20–80)

8 Àíòèãåí + Àäúþâàíò 20 ìã/ìë

(1 ìã/äîçà)

7,5 Èíòðàíàçàëüíî 1 16,8 (5–80) 5 5

9 Àíòèãåí + Àäúþâàíò 20 ìã/ìë

(1 ìã/äîçà)

7,5 Èíòðàíàçàëüíî 2 160 5 80

10 Àäúþâàíò 10 ìã/ìë

(0,5 ìã/äîçà)

0 Èíòðàíàçàëüíî 2 5 5 5

Ïðèìå÷àíèå. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå ãåîìåòðè÷åñêèå çíà÷åíèé îáðàòíûõ òèòðîâ (ÑÃÒ) è èíòåðâàë çíà÷åíèé. Çíà÷åíèÿ â ÐÒÃÀ <10 â ðàñ÷åòàõ
ñ÷èòàëè ðàâíûìè 5. Äàííûå äëÿ ãðóïïû 9 ïðèâåäåíû äëÿ 1 æèâîòíîãî.



ùèì 7,5 ìêã àíòèãåíà âèðóñà ãðèïïà è äîïîëíèòåëüíî ýêñ-
òðàêò öèêëàìåíà â êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ìë (0,5 ìã/äîçà) è
20 ìã/ìë (1 ìã/äîçà) (òàáë. 1). Äîçó 50 ìêë ïðåïàðàòà ñ ïî-
ìîùüþ àâòîìàòè÷åñêîé ïèïåòêè íàíîñèëè íà íîñîâîé õîä
çàôèêñèðîâàííîé ìûøè, ïîêà âåñü îáúåì íå ïðîõîäèë ÷å-
ðåç íîñîãëîòêó â ðîò æèâîòíîãî. Òî÷íîãî äîçèðîâàíèÿ íå
ïðåäïîëàãàëîñü. Ïîâòîðíóþ èíòðàíàçàëüíóþ èììóíèçà-
öèþ ïðîâîäèëè ÷åðåç 14 ñóòîê. Ýêñïåðèìåíòàëüíûì æè-
âîòíûì, ñîñòàâëÿþùèì ãðóïïó ñðàâíåíèÿ îòðèöàòåëüíîãî
êîíòðîëÿ, èíòðàíàçàëüíî ââîäèëè 50 ìêë ðàñòâîðà àäúþ-
âàíòà ñ êîíöåíòðàöèåé 10 ìã/ìë (0,5 ìã/äîçà).

Êðîâü ó ìûøåé, àíåñòåçèðîâàííûõ çîëåòèëîì, áðàëè
èç ðåòðîîðáèòàëüíîãî ñèíóñà íà 21-å ñóòêè ïîñëå íà÷àëà
èììóíèçàöèè. Ñûâîðîòêó îò ñãóñòêà îòäåëÿëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè 1500 îá/ìèí (200g ) â òå÷åíèå 10 ìèí. Ñû-
âîðîòêó êðîâè ïåðåíîñèëè â íîâûå ïðîáèðêè è õðàíèëè â
íèçêîòåìïåðàòóðíîì õîëîäèëüíèêå ïðè ìèíóñ 20 °Ñ.

Ðåàêöèÿ òîðìîæåíèÿ ãåìàããëþòèíàöèè

Ïîëó÷åííóþ ñûâîðîòêó êðîâè ïåðåä ïîñòàíîâêîé ÐÒÃÀ â
òå÷åíèå 18 ÷ îáðàáàòûâàëè ïðåïàðàòîì íåéðàìèíèäàçû
õîëåðíîãî âèáðèîíà (receptor destroying enzyme, RDE,
ïðîèçâîäñòâà «Denka Seiken», ßïîíèÿ) ñîãëàñíî èíñòðóê-
öèè ïðîèçâîäèòåëÿ äëÿ óäàëåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêèõ òåð-
ìîñòàáèëüíûõ èíãèáèòîðîâ, çàòåì ïðîãðåâàëè íà âîäÿíîé
áàíå ïðè 56 °Ñ äëÿ óäàëåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêèõ òåðìîëà-
áèëüíûõ èíãèáèòîðîâ è èíàêòèâàöèè ôåðìåíòàòèâíîé
àêòèâíîñòè RDE. Ñûâîðîòêè êðîâè èññëåäîâàëè â ÐÒÃÀ
ïðîòèâ 4 ãåìàããëþòèíèðóþùèõ åäèíèö àíòèãåíà âèðóñà
ñîîòâåòñòâóþùåãî ñåðîòèïà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ òèòðà ñû-
âîðîòîê êðîâè ñåðîòèïîâ H1/B â ÐÒÃÀ èñïîëüçîâàëè 0,5 %
ñóñïåíçèþ ýðèòðîöèòîâ ïåòóõà â ÔÑÁ, pH 7,4 è 96-ëóíî÷-
íûé ïëàíøåò ñ V-îáðàçíûì äíîì (Greiner Bio-One GmbH,
Ãåðìàíèÿ); äëÿ àíòèãåíà ñóáòèïà H3 èñïîëüçîâàëè 1 %
ñóñïåíçèþ ýðèòðîöèòîâ ìîðñêîé ñâèíêè [14]. Ïðè ðàñ÷åòå
ñðåäíèõ ãåîìåòðè÷åñêèõ òèòðîâ (ÑÃÒ), çíà÷åíèÿ â ÐÒÃÀ
<1/10 ñ÷èòàëè ðàâíûìè 5. Â êà÷åñòâå àíòèãåíîâ èñïîëüçî-
âàëè èíàêòèâèðîâàííûå áåòà-ïðîïèîëàêòîíîì âèðóñû
ãðèïïà øòàììîâ A/California/07/09 (H1N1)pdm09, A/Swit-
zerland/9715293/2013 (H3N2), B/Phuket/3073/2013 (Inter-
national Reagent Resource, ÑØÀ). Òàêæå â ÐÒÃÀ èñïîëüçî-
âàëè êîìïëèìåíòàðíûå ýòèì øòàììàì õîðüêîâûå àíòè-
ñûâîðîòêè, ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ êîíòðîëÿ èììóíîãåííî-
ñòè ñóùåñòâóþùèõ ãðèïïîçíûõ âàêöèí (International
Reagent Resource, ÑØÀ).

Èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç

Èíàêòèâèðîâàííûé âèðóñíûé àíòèãåí (International
Reagent Resource, ÑØÀ) ðàçáàâëÿëè â 25 ðàç ÔÑÁ, pH 7,4
(ÎÎÎ «ÁèîëîÒ», Ðîññèÿ), ðàñòâîð âíîñèëè â ïîëèñòèðîëî-
âûå ïëàíøåòû (SPL Lifesciences, Ðåñïóáëèêà Êîðåÿ) ïî
50 ìêë â ëóíêó è îñòàâëÿëè íà íî÷ü ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå äî ïîëíîãî âûñûõàíèÿ. Ïëàíøåò ñ ñîðáèðîâàííûì
àíòèãåíîì ïðîìûâàëè 3 ðàçà ÔÑÁ-Ò (ÔÑÁ ñ äîáàâëåíèåì
0,05 % Òâèí-20). Ñûâîðîòêè êðîâè âíîñèëè â ñåðèéíûõ
äâóêðàòíûõ ðàçâåäåíèÿõ, íà÷èíàÿ ñ 1:100 ïî 100 ìêë â
ëóíêó è èíêóáèðîâàëè 1,5 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Ïîñëå îòìûâêè îò ñûâîðîòêè ïëàíøåò çàïîëíÿëè ðàñòâî-
ðîì àíòèòåë êîçû ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíú-
þãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà («Abcam», ÑØÀ) â ðàç-
âåäåíèè 1:20000 è èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå 40 ìèí. Ïîñëå î÷åðåäíîé ïðîìûâêè çàïîëíÿëè ëóíêè
ãîòîâûì ê èñïîëüçîâàíèþ ðàñòâîðîì òåòðàìåòèëáåíçèäè-
íà è îñòàâëÿëè â òåìíîòå íà 30 ìèí. Ðåàêöèþ òîðìîçèëè
5 % ðàñòâîðîì ñåðíîé êèñëîòû è îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü

èçìåðÿëè íà ïëàíøåòíîì ôîòîìåòðå (Multiscan EX, Thermo
Scientific, ÑØÀ) ïðè 450 íì. Òèòð ñûâîðîòêè îïðåäåëÿëè
êàê ìàêñèìàëüíîå ðàçâåäåíèå, ïðè êîòîðîì îïòè÷åñêàÿ
ïëîòíîñòü ïðåâûøàëà ôîíîâûé ñèãíàë êîíúþãàòà â 2 ðàçà.

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà äàííûõ

Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ îáðàáàòûâàëè ñòàòèñòè÷åñêè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû Excel Microsoft. Äëÿ äàííûõ ÐÒÃÀ îï-
ðåäåëÿëè ñðåäíåå ãåîìåòðè÷åñêîå çíà÷åíèé îáðàòíûõ
òèòðîâ. Äàííûå ÈÔÀ ïðèâåäåíû â äèàãðàììå ñðåäíèõ
ãåîìåòðè÷åñêèõ çíà÷åíèé îáðàòíûõ òèòðîâ ñ äîâåðèòåëü-
íûì èíòåðâàëîì (ÄÈ) (ðèñ. 1). ÄÈ äëÿ ñðåäíèõ ãåîìåòðè-
÷åñêèõ áûë îïðåäåëåí ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ïîëó÷åííûå
çíà÷åíèÿ òèòðîâ ÈÔÀ ëîãàðèôìèðîâàëè ïî îñíîâàíèþ 2,
ïîñëå ÷åãî îïðåäåëÿëè ñðåäíåå àðèôìåòè÷åñêîå çíà÷åíèå
ëîãàðèôìîâ è ÄÈ95 ïðè p = 0,95 äëÿ íèõ. Ìàêñèìàëüíîå
çíà÷åíèå ÄÈ95max ðàññ÷èòûâàëè ïóòåì äîáàâëåíèÿ ê ñðåä-
íåìó çíà÷åíèþ ÄÈ, à ìèíèìàëüíîå çíà÷åíèå ÄÈ95min —
ïóòåì âû÷èòàíèÿ èç ñðåäíåãî ÄÈ. Ïîñëå ýòîãî ïðîâîäèëè
ïîòåíöèðîâàíèå ñðåäíåãî àðèôìåòè÷åñêîãî çíà÷åíèÿ
ìàêñèìàëüíîé è ìèíèìàëüíîé âåëè÷èíû ÄÈ ïóòåì âîçâå-
äåíèÿ â ñòåïåíü 2 çíà÷åíèé ñðåäíåãî àðèôìåòè÷åñêîãî
ÄÈ95max è ÄÈ95min.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â õîäå ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà îòìå÷àëîñü ïàòîëîãè÷å-
ñêîå âëèÿíèå àäúþâàíòà ïðè èíòðàíàçàëüíîì ïðèìåíåíèè
íà îðãàíèçì ìûøè. Â ÷àñòíîñòè, ïîñëå èììóíèçàöèè ïðå-
ïàðàòîì, ñîäåðæàùèì àäúþâàíò â êîíöåíòðàöèè 20 ìã/ìë
(1 ìã/äîçà), ÷åðåç 1–3 ÷ íàáëþäàëîñü áåñïîêîéíîå ïîâå-
äåíèå ìûøåé, ÷èõàíèå, ïîêðàñíåíèå íîñà, âçúåðîøåííàÿ
øåðñòü íà ãîëîâå. Îòäåëüíûå æèâîòíûå ýòîé ãðóïïû ïåðå-
ñòàâàëè ïèòàòüñÿ è ïðàêòè÷åñêè íå äâèãàëèñü. Íàáëþäà-
ëîñü ðàçâèòèå îòåêà ãîëîâû, îäûøêà. Ãèáåëü íàñòóïàëà â
òå÷åíèå äâóõ-òðåõ ñóòîê ïîñëå ïðèìåíåíèÿ ïðåïàðàòà. Â òî
æå âðåìÿ äðóãèå ìûøè ýòîé ãðóïïû ïðîÿâëÿëè òîëüêî
áåñïîêîéíîå ïîâåäåíèå; ÷èõàíèÿ, ïîêðàñíåíèÿ íîñà, îòå-
êà è ãèáåëè íå ïðîèñõîäèëî. Ìû ñâÿçûâàåì ýòî ñ âîçìîæ-
íûì ïîïàäàíèåì ïðåïàðàòà â áðîíõè ñ ïîñëåäóþùèì ïî-
ðàæåíèåì è ðàçâèòèåì îòåêà ëåãêîãî, çàòðóäíåíèåì äû-
õàíèÿ, ïðèâîäèâøåãî ê ãèïîêñèè è ãèáåëè æèâîòíîãî. Ïðè
ïðèìåíåíèè ïðåïàðàòà, ñîäåðæàùåãî àäúþâàíò â êîíöåí-
òðàöèè 10 ìã/ìë (0,5 ìã/äîçà), íàáëþäàëèñü òå æå ïðèçíà-
êè, íî ãèáåëü æèâîòíûõ íå ïðîèñõîäèëà. Èç 8 ìûøåé, èì-
ìóíèçèðîâàííûõ äàííûì ïðåïàðàòîì, ïîãèáëà òîëüêî
îäíà ìûøü.

Ðåçóëüòàòû ÐÒÃÀ ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå 1. Äàííûå
äëÿ ãðóïïû 9 ïðåäñòàâëåíû òèòðàìè ñûâîðîòêè îäíîãî
æèâîòíîãî è ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêå íå ïîäâåðãàëèñü.
Îäíî æèâîòíîå ýòîé ãðóïïû ïîãèáëî íà 3-è ñóòêè ïîñëå
ïåðâîé âàêöèíàöèè, 2 æèâîòíûõ ïîãèáëî ïîñëå âòîðîé
âàêöèíàöèè íà 2-å è 3-è ñóòêè. Íàèáîëåå âûðàæåííûé îò-
âåò îòìå÷åí äëÿ êîìïîíåíòà À(H1N1)pdm09. Ìàêñèìàëü-
íûé òèòð 1/320 îïðåäåëåí â ñûâîðîòêå êðîâè æèâîòíîãî
ïîñëå äâóêðàòíîé èíòðàíàçàëüíîé èììóíèçàöèè ïðåïàðà-
òîì, ñîäåðæàùèì 7,5 ìêã êàæäîãî àíòèãåíà è àäúþâàíò â
êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ìë (0,5 ìã/äîçà). Íàèìåíüøèì áûë
îòâåò íà À(H3N2) êîìïîíåíò, òîëüêî â îäíîé ãðóïïå ñûâî-
ðîòêè òîðìîçèëè ãåìàããëþòèíàöèþ, ìàêñèìàëüíûé òèòð
ñîñòàâèë 1/80. Ìàêñèìàëüíûé îòâåò íà êîìïîíåíò B îòìå-
÷åí â ãðóïïàõ 7 è 9, îí ñîñòàâèë 1/80. Àíàëèç ñðåäíèõ ãåî-
ìåòðè÷åñêèõ òèòðîâ ãðóïï 4 è 5 ïîêàçûâàåò, ÷òî ïðèðîñòà
ñûâîðîòî÷íûõ òèòðîâ ó æèâîòíûõ, èììóíèçèðîâàííûõ èí-
òðàíàçàëüíî ïðåïàðàòîì áåç àäúþâàíòà, ìåæäó ïåðâîé è
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âòîðîé âàêöèíàöèåé â ÐÒÃÀ íå íàáëþäàëîñü èëè ôèêñèðî-
âàëîñü ñíèæåíèå çíà÷åíèé. Â ãðóïïàõ 6, 7 è 8, 9 îòìå÷åí
ïðèðîñò äëÿ âñåõ ñóáòèïîâ.

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â ÈÔÀ, ñâèäåòåëüñòâóþò î
íàëè÷èè äîçîçàâèñèìîãî ýôôåêòà äëÿ âñåõ êîìïîíåíòîâ â
ãðóïïàõ 1, 2 è 3, â êîòîðûõ æèâîòíûå èììóíèçèðîâàëèñü
âíóòðèìûøå÷íî. Â ñûâîðîòêàõ êðîâè ìûøåé ãðóïï 4 è 5,
èììóíèçèðîâàííûõ èíòðàíàçàëüíî ïðåïàðàòîì ñðàâíåíèÿ
áåç àäúþâàíòà, íå îòìå÷åíî äîñòîâåðíîãî íàðàñòàíèÿ
óðîâíÿ àíòèòåë ìåæäó ïåðâûì è âòîðûì ââåäåíèåì. Â
ãðóïïàõ 6 è 7, èììóíèçèðîâàííûõ èíòðàíàçàëüíî ïðåïàðà-
òîì, ñîäåðæàùèì 10 ìã/ìë (0,5 ìã/äîçà) àäúþâàíòà, îòìå-
÷åíî çíà÷èìîå íàðàñòàíèå óðîâíÿ àíòèòåë ìåæäó îäíî-
êðàòíîé è äâóêðàòíîé èììóíèçàöèåé äëÿ âñåõ êîìïîíåí-
òîâ, à ñðåäíèå óðîâíè àíòèòåë ñîïîñòàâèìû ñ îòâåòîì,
ïîëó÷åííûì íà îäíîêðàòíîå âíóòðèìûøå÷íîåå ââåäåíèå
ïðåïàðàòà, ñîäåðæàùåãî 5 ìêã êàæäîãî àíòèãåíà (àíòèòå-
ëà äåòåêòèðîâàëè â ÈÔÀ). Ãðóïïû 8 è 9, èììóíèçèðîâàí-
íûå ïðåïàðàòîì, ñîäåðæàùèì 20 ìã/ìë (1,0 ìã/äîçà) àäú-
þâàíòà, àíàëèçó íå ïîääàþòñÿ èç-çà ãèáåëè 3 èç 4 æèâîò-
íûõ ãðóïïû 9 â õîäå ýêñïåðèìåíòà.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðåä-
ëàãàåìîå ïðèìåíåíèå èíòðàíàçàëüíîé äâóêðàòíîé èììó-
íèçàöèè ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü ãóìîðàëüíûé îòâåò ó íåêîòî-
ðûõ æèâîòíûõ, ñðàâíèìûé ñ îòâåòîì ïîñëå âíóòðèìûøå÷-
íîé èììóíèçàöèè. Ðàçáðîñ çíà÷åíèé, ñ íàøåé òî÷êè
çðåíèÿ, îáóñëîâëåí èíäèâèäóàëüíûì èììóííûì ñòàòóñîì
ìûøåé ëèíèè ICR è êà÷åñòâåííûì ââåäåíèåì ïðåïàðàòà â
íîñîãëîòêó ìûøè, íå ïðåäïîëàãàâøèì òî÷íîé äîçû ââå-
äåíèÿ. Íà ìûøèíîé ìîäåëè íåâîçìîæíî îáåñïå÷èòü ñòàí-
äàðòíîå ââåäåíèå ïðåïàðàòà èíòðàíàçàëüíî â îáúåìå
50 ìêë. Ìåíüøèé îáúåì òðåáîâàë êîíöåíòðèðîâàíèÿ èñ-
õîäíîãî êîììåð÷åñêîãî ïðåïàðàòà áîëåå ÷åì â 10 ðàç, ÷òî
íåèçáåæíî ïðèâîäèëî áû ê àãðåãàöèè è èñêàæåíèþ ââî-
äèìîé äîçû. Âàæíûì ôàêòîðîì, ñ íàøåé òî÷êè çðåíèÿ,

îáóñëîâèâøèì âûñîêèå òèòðû ñûâîðîòêè êðîâè ó íåêîòî-
ðûõ æèâîòíûõ, ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ êàæäîãî
àíòèãåíà — 300 ìêã/ìë. Äëÿ äàëüíåéøåãî àíàëèçà ïåð-
ñïåêòèâíîñòè îïèñàííîãî ïîäõîäà íåîáõîäèìî ïðîâåäå-
íèå èññëåäîâàíèé íà áîëåå êðóïíûõ æèâîòíûõ, íàïðèìåð,
ìîðñêèõ ñâèíêàõ èëè õîðüêàõ, êîòîðûì âîçìîæíî ïîëíî-
öåííîå èíòðàíàçàëüíîå ââåäåíèå ñïðåÿ. Êðîìå òîãî, íå-
îáõîäèìî èñêëþ÷èòü ïîïàäàíèå ïðåïàðàòà â áðîíõè è
íèæíèå äûõàòåëüíûå ïóòè ìîäåëüíûõ æèâîòíûõ. Ïðîäîë-
æèòåëüíîå èñïîëüçîâàíèå ñîêà è ýêñòðàêòà êëóáíåé öèê-
ëàìåíà åâðîïåéñêîãî (Cyclamen purpurascens) ïðè òåðà-
ïèè ñèíóñèòîâ ó ÷åëîâåêà, ïîäòâåðäèâøåå áåçîïàñíîñòü
åãî ïðèìåíåíèÿ, ïîçâîëÿåò íàì ñôîêóñèðîâàòüñÿ íà èììó-
íîãåííîñòè è ïðîòåêòèâíîñòè ðàçðàáàòûâàåìûõ íàìè ïðå-
ïàðàòîâ [15].

Âûâîäû

Íåñìîòðÿ íà ñóùåñòâåííûé ðàçáðîñ çíà÷åíèé òèòðîâ ñû-
âîðîòîê êðîâè æèâîòíûõ, êîòîðûé ìû ñâÿçûâàåì ñ íåâîç-
ìîæíîñòüþ ñòàíäàðòíîãî âíåñåíèÿ 50 ìêë ïðåïàðàòà â íî-
ñîãëîòêó ìûøè, ïðèìåíåíèå ñîêà è ýêñòðàêòà êëóáíåé
öèêëàìåíà åâðîïåéñêîãî (Cyclamen purpurascens) â êà÷å-
ñòâå àäúþâàíòà ïðè èíòðàíàçàëüíîé èììóíèçàöèè ìûøåé
âûñîêîêîíöåíòðèðîâàííûìè ãðèïïîçíûìè àíòèãåíàìè
ïîêàçàëî âûðàæåííûé ãóìîðàëüíûé îòâåò. Óðîâåíü ýòîãî
îòâåòà ïîñëå äâóêðàòíîé èììóíèçàöèè ó íåêîòîðûõ æè-
âîòíûõ ñðàâíèì ñ îòâåòîì íà ãðèïïîçíûå âàêöèíû ïðè
âíóòðèìûøå÷íîì ââåäåíèè.

Ó÷èòûâàÿ ãèáåëü ïîäàâëÿþùåãî ÷èñëà ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ æèâîòíûõ ïîñëå èíòðàíàçàëüíîãî ââåäåíèÿ ïðå-
ïàðàòà, ñîäåðæàùåãî àäúþâàíò â êîíöåíòðàöèè 20 ìã/ìë
(1 ìã/äîçà), öåëåñîîáðàçíî â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ
èñïîëüçîâàòü ïðåïàðàòû ñ àäúþâàíòîì â êîíöåíòðàöèè
10 ìã/ìë (0,5 ìã/äîçà). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ îáúåêòèâíûõ äàí-
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Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ñûâîðîòîê êðîâè â ÈÔÀ. Ãðóïïû ìàðêèðîâàíû êàê «íîìåð ãðóïïû/äîçà (ìêã). ïóòü ââåäåíèÿ (ÂÌ — âíóòðèìû-
øå÷íî, ÈÍ — èíòðàíàçàëüíî). êðàòíîñòü èììóíèçàöèè (1 èëè 2) + àäúþâàíò â êîíöåíòðàöèè (10 ìã/ìë (0,5 ìã/äîçà) èëè 20 ìã/ìë
(1 ìã/äîçà))».



íûõ ïî èììóíîãåííîñòè è áåçîïàñíîñòè ïðåïàðàòîâ, ñî-
äåðæàùèõ ñîê è ýêñòðàêò êëóáíåé öèêëàìåíà åâðîïåéñêî-
ãî, öåëåñîîáðàçíî èñïîëüçîâàòü æèâîòíûõ, èìåþùèõ ñõî-
æåå ñ ÷åëîâå÷åñêèì ñòðîåíèå íîñîãëîòêè.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü ñîê è
ýêñòðàêò êëóáíåé öèêëàìåíà åâðîïåéñêîãî èëè åãî ñèíòå-
òè÷åñêèå àíàëîãè êàê àäúþâàíò äëÿ ðàçðàáîòêè èíòðàíà-
çàëüíûõ âàêöèí îò îñòðûõ ðåñïèðàòîðíûõ âèðóñíûõ çàáî-
ëåâàíèé.
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Cyclamen europaeum (Cyclamen purpurascens) extract
as adjuvant for nasal immunization of mice with influenza antigens

A. S. Gudymo, S. V. Maltsev, V. A. Evseenko, N. V. Danilchenko, V. Y. Marchenko,
A. G. Durymanov, A. B. Ryzhikov

Federal Budgetary Research Institution «State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector» of Rospotrebnadzor,
Koltsovo 630559, Novosibirsk region, Russian Federation

The article describes the first attempt to use the juice and extract of Cyclamen europaeum (Cyclamen purpurascens) tubers

as an adjuvant for intranasal immunization of mice with influenza antigens. The concentration of antigens used for immu-

nization was 300 �g/ml for each subtype. The adjuvant was added at the concentration of 10 and 20 mg/ml. Blood serum

was studied using the hemagglutination inhibition reaction (HI) and enzyme immunoassay (ELISA). After two immuniza-

tions with a dose of 7.5 �g, the maximum inverse titers to the H1/H3/B components in the HI were 320/80/80, respectively.

The administration of an intranasal comparator without an adjuvant did not result in seroconversion which can be detected

by the HI. The analysis of the blood sera of mice, immunized intranasally by the antigen only, showed no increase in the an-
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tibody levels between the first and second injections. For mice immunized intranasally by a preparation containing

10 mg/ml (0.5 mg per 50 �l dose) of adjuvant the ELISA detected a significant growth of antibody levels for all compo-

nents, and GMT antibody levels were comparable to GMT antibody levels after a single intramuscular injection of 5 �g of

each antigen. Despite a significant serum titer dispersion (which the authors explain by the impossibility of ensuring abso-

lute uniformity in administration of 50 �l of substance via the nasal route) the use of the extract as an adjuvant for

intranasal immunization of mice with highly concentrated influenza antigens showed a significant humoral response. The

level of this response after two immunizations in some animals was comparable to that after intramuscular administra-

tion. The obtained data open the possibility of using Cyclamen europaeum tuber extract or its chemical analogues in fur-

ther studies in guinea pigs, ferrets or other animal models in order to develop an efficacious adjuvant for intranasal immu-

nization.
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