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РЕЗЮМЕ ВВЕДЕНИЕ. Несмотря на существующие подходы к терапии инфекции, вызываемой ви-
русом иммунодефицита человека (ВИЧ), полное излечение остается труднодостижимым 
из-за высокой изменчивости ВИЧ типа 1 (ВИЧ-1), что требует пожизненного приема анти-
ретровирусных препаратов, обладающих серьезными побочными эффектами. Разработка 
генотерапевтических препаратов с использованием векторов на основе аденоассоцииро-
ванных вирусов (adeno-associated virus, AAV), кодирующих нейтрализующие антитела ши-
рокого спектра действия (широко нейтрализующие антитела), является перспективным 
направлением для создания долгосрочной терапии в отношении большого количества 
вариантов вируса.
ЦЕЛЬ. Оценка защитной эффективности препарата КомбиМаб-2, представляющего собой 
комбинацию трех AAV-векторов (AAV9-VRC07-523, AAV9-10-1074 и AAV9-PGDM1400), коди-
рующих широко нейтрализующие антитела против ВИЧ-1, на модели гуманизированных 
мышей.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. В исследовании использована животная модель ВИЧ-инфекции 
на основе иммунодефицитных мышей линии B-NDG, гуманизированных человеческими 
CD4+ Т-лимфоцитами в количестве 1,5×107 клеток на мышь, полученными из лейкоконцен-
трата здорового донора. В эксперименте использовали две группы мышей. Контрольной 
группе животных (3 особи) вводили физиологический раствор, опытной группе (5 осо-
бей) — Комбимаб-2. Препарат в виде трех отдельных компонентов вводили в разные мыш-
цы за 6 нед. до инфицирования животных вирусом. CCR5-тропный ВИЧ-1 получали путем 
трансфекции клеток HEK293FT плазмидой рNL4-3(AD8), кодирующей полноразмерный ви-
рус. В течение 4 нед. после заражения проводили мониторинг вирусной нагрузки в плазме 
крови методом ПЦР с обратной транскрипцией и числа CD4+ Т-лимфоцитов методом про-
точной цитометрии в периферической крови животных.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Установлено, что через 6 нед. после введения исследуемого препарата гу-
манизированным мышам уровень широко нейтрализующих антител в сыворотке крови 
животных варьировал от 0,17 до 4,0 мкг/мл. После заражения ВИЧ-1 в контрольной группе 
мышей уровень вирусной нагрузки составил 105 копий/мл через 1 нед., далее наблюдалось 
увеличение показателя в течение последующих 3 нед. В группе животных, получавших 
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препарат, инфекция развилась только у одной мыши, имевшей самый низкий титр антител. 
У остальных мышей вирусная нагрузка не детектировалась, что указывает на эффектив-
ность препарата при условии достижения концентрации широко нейтрализующих антител 
в сыворотке крови от 0,5 мкг/мл и выше.
ВЫВОДЫ. Препарат на основе трех AAV-векторов (AAV9-VRC07-523, AAV9-10-1074 
и AAV9-PGDM1400) обладает защитной эффективностью в отношении ВИЧ-1 в исследо-
вании на гуманизированных мышах. Представленные данные позволяют рассматривать 
препарат как перспективное противовирусное средство, что может послужить основой 
для дальнейшей фармацевтической разработки.
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ABSTRACT INTRODUCTION. Despite existing treatment methods, complete eradication of human immu-
nodeficiency virus (HIV) infection remains an unattainable goal due to the high variability of 
HIV type 1 (HIV-1). HIV infection necessitates life-long administration of antiretroviral medic-
inal products, which cause serious adverse drug reactions. The development of gene therapy 
products based on adeno-associated virus (AAV) vectors encoding broadly neutralising anti-
bodies represents a promising direction for creating long-term therapies capable of countering 
a wide range of viral variants.
AIM. This study aimed to evaluate the protective efficacy of CombiMab-2, a medicinal product 
consisting of a combination of three AAV vectors (AAV9-VRC07-523, AAV9-10-1074, and 
AAV9-PGDM1400) encoding broadly neutralising antibodies against HIV-1, in a humanised 
mouse model.
MATERIALS AND METHODS. The study used an HIV infection model based on immunodeficient 
B-NDG mice humanised with human CD4+ lymphocytes (1.5×107 cells per animal) from a leuko-
concentrate of a healthy donor. The experiment used two groups of mice, including a control 
group (3 animals) receiving saline solution and an experimental group (5 animals) receiving 
CombiMab-2. The medicinal product was administered into different muscles as three separate 
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components six weeks prior to infection. The CCR5-tropic HIV-1 strain was obtained by trans-
fecting HEK293FT cells with the pNL4-3(AD8) plasmid encoding the full-length virus. The au-
thors monitored viral loads in the plasma of animals by reverse transcription polymerase chain 
reaction and CD4+ lymphocyte counts in the peripheral blood of animals by flow cytometry for 
four weeks after infection.
RESULTS. Six weeks after CombiMab-2 administration, the levels of broadly neutralising 
antibodies in the serum of humanised mice ranged from 0.17 μg/mL to 4.0 μg/mL. In the con-
trol group, the viral load reached 105 copies/mL one week after HIV-1 infection and continued 
to rise over the next three weeks. In the treatment group, infection developed only in one 
mouse, which had the lowest antibody titre before infection. No viral load was detected in the 
remaining mice of the treatment group, which indicated that the medicinal product was ef-
fective if serum concentrations of broadly neutralising antibodies reached 0.5 μg/mL or higher.
CONCLUSIONS. The tested medicinal product based on three AAV vectors (AAV9-VRC07-523, 
AAV9-10-1074, and AAV9-PGDM1400) exhibits protective activity against HIV-1 in humanised 
mice. The presented data allow the authors to consider CombiMab-2 as a promising antiviral 
agent that can serve as a basis for further pharmaceutical development.

Keywords: humanised mice; human immunodeficiency virus type 1; HIV-1; CD4+ T-lymphocytes; adeno-
associated virus; AAV vector; gene therapy; broadly neutralising antibodies; protective efficacy; 
antiviral activity
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ВВЕДЕНИЕ
Пандемия инфекции, вызываемой вирусом 

иммунодефицита человека (ВИЧ), остается гло-
бальной проблемой здравоохранения: по все-
му миру ВИЧ инфицировано более 38 млн че-
ловек1. В Российской Федерации на 31.12.2022 
более 1 млн человек имели подтвержденный 
диагноз ВИЧ-инфекции, что составляло около 
0,8% от населения России2. Хотя антиретрови-
русная терапия способствует значительному 
повышению продолжительности жизни инфи-
цированных людей, она не приводит к полному 
излечению и требует пожизненного приема пре-
паратов [1]. Кроме того, быстрая изменчивость 
ВИЧ позволяет ему развивать лекарственную 
устойчивость. Для решения указанных проблем 
необходимо разрабатывать новые и эффектив-
ные методы лечения ВИЧ-инфекции [2, 3].

Перспективными для разработки новых под-
ходов терапии ВИЧ-инфекции являются нейтра-
лизующие антитела широкого спектра действия 
(широко нейтрализующие антитела, broadly 

neutralising antibodies, bNAbs) [4]. Эти антитела 
обладают способностью распознавать и нейтра-
лизовать широкий спектр штаммов ВИЧ-1 [5].

Результаты ряда клинических исследований 
показали, что применение широко нейтрали-
зующих антител в виде белковых препаратов 
имеет терапевтический потенциал при лечении 
ВИЧ-инфекции, значительно снижая уровень ви-
русной нагрузки у пациентов [6, 7]. Однако эф-
фект носил временный характер, что обуслов-
лено наличием двух ограничивающих факторов: 
развитием резистентности вируса и относитель-
но коротким периодом полужизни антител в ор-
ганизме [6]. Проблема резистентности вируса 
может быть решена путем применения комби-
наций из нескольких широко нейтрализующих 
антител. Комбинация из двух и более антител 
позволяет значительно снижать вирусную на-
грузку и предотвращает появление резистент-
ных штаммов [8, 9].

Короткий период полужизни антител 
in  vivo требует частых повторных введений 

1 Путь к победе над СПИДом: Доклад ЮНЭЙДС о глобальной эпидемии СПИДа 2023. Женева: Объединенная программа 
Организации Объединенных Наций по ВИЧ/СПИДу (ЮНЭЙДС); 2023.

2 ВИЧ-инфекция в Российской Федерации на 31 декабря 2022 г. Справки по ВИЧ-инфекции в России. Федеральный науч-
но-методический центр по профилактике и борьбе со СПИДом. https://www.hivrussia.info/wp-content/uploads/2023/09/
Spravka-VICH-v-Rossii-na-31.12.2022.pdf

https://www.hivrussia.info/wp-content/uploads/2023/09/Spravka-VICH-v-Rossii-na-31.12.2022.pdf
https://www.hivrussia.info/wp-content/uploads/2023/09/Spravka-VICH-v-Rossii-na-31.12.2022.pdf
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для поддержания их терапевтической концен-
трации в плазме крови, что затрудняет прове-
дение лечения и приводит к его удорожанию 
[10, 11]. Для решения этой проблемы разраба-
тываются новые подходы, одним из которых яв-
ляется использование векторов на основе аде-
ноассоциированных вирусов (adeno-associated 
virus, AAV) для доставки в клетки организма 
трансгенов, кодирующих широко нейтрализу-
ющие антитела [12, 13]. Эта стратегия может 
обеспечить долгосрочную (не менее одного 
года) экспрессию антител в организме челове-
ка и в перспективе стать более эффективным 
подхо дом к лечению ВИЧ-инфекции [14].

Ранее авторами данной статьи был разра-
ботан экспериментальный генотерапевтиче-
ский препарат КомбиМаб-2 на основе трех 
AAV-векторов 9 серотипа (AAV9): AAV9-VRC07-523, 
AAV9-10-1074, AAV9-PGDM1400, кодирующих 
три широко нейтрализующих антитела [15]. 
Введение такой комбинации рекомбинант-
ных векторов мышам приводило к выработке 
и длительной циркуляции антител в крови жи-
вотных. Образцы сыворотки крови, полученные 
от животных, обладали нейтрализующей актив-
ностью в отношении глобальной панели штам-
мов ВИЧ-1 [15].

Для исследования защитных свойств раз-
работанного препарата в данной работе 
в качестве модели in vivo применялись мыши 
с врожденным иммунодефицитом линии B-NDG 
(NOD.CB17-PrkdcscidIL2rgtm1/Bcgen). Выбор мо-
дели обусловлен возможностью обеспечить 
длительную циркуляцию человеческих лимфо-
цитов в организме мышей, что создает условия 
для заражения животных ВИЧ-1 и оценки эф-
фективности тестируемого препарата. В отличие 
от общепринятого метода гуманизации мышей 
фракцией мононуклеарных клеток (peripheral 
blood mononuclear cells, PBMC) [16], в данной 
работе животным вводили выделенные челове-
ческие CD4+ T-лимфоциты. Такая модификация 
стандартного протокола гуманизации иммуно-
дефицитных мышей основана на данных иссле-
дования [17], подтверждающих, что использо-
вание фракции CD4+ Т-лимфоцитов замедляет 
наступление реакции «трансплантат против 
хозяина», характерной для мышей, гуманизиро-
ванных PBMC.

Цель работы  — оценка защитной эффек-
тивности препарата КомбиМаб-2, пред-
ставляющего собой комбинацию трех AAV-
векторов (AAV9-VRC07-523, AAV9-10-1074 
и AAV9-PGDM1400), кодирующих широко ней-
трализующие антитела против ВИЧ-1, на модели 
гуманизированных мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Экспериментальные животные

Исследования на животных проводились 
в соответствии с Протоколом биоэтической 
комиссии ФГБУ «Центр стратегического плани-
рования и управления медико-биологическими 
рисками здоровью» ФМБА России (Протокол 
№  2 от 15.02.2024). В работе были использова-
ны самки и самцы иммунодефицитных мышей 
линии B-NDG (Biocytogen, Китай) весом 20–23 г. 
Животные содержались в индивидуально венти-
лируемых клетках ISOCage (Тecniplast, Италия) 
для обеспечения микробиологического барьера 
и поддержания SPF-статуса иммунодефицитных 
животных. Все манипуляции с ВИЧ-1 и инфици-
рованными животными проводили с соблюдени-
ем правил работы с микроорганизмами II груп-
пы патогенности.

Наработка КомбиМаб-2
Наработку AAV-векторов проводили в культу-

ре клеток HEK293FT (Invitrogen, США) путем 
трансфекции тремя плазмидами (в эквимолярном 
соотношении) — pAAV-Helper (Cell Biolabs, США), 
pAAV-RC-9 (Cell Biolabs, США) и векторной плаз-
мидой, кодирующей одно из антител [15]. Клетки 
трансфицировали с помощью полиэтиленимин 
гидрохлорида PEI MAX 40000 (Polysciences, 
США) в среде DMEM (Thermo Fisher Scientific, 
США), содержащей 10% фетальной бычьей сы-
воротки (Gibco, США). На следующий день после 
трансфекции заменяли ростовую среду на бес-
сывороточную OptiMEM (Gibco, США) и культи-
вировали при 37 °C и 5% CO2. Через 72 ч после 
трансфекции клетки собирали, лизировали пу-
тем трехкратного замораживания- оттаивания 
и обрабатывали бензоназой (Merck Life 
Science, США). Лизат клеток центрифугировали 
при 2300 g в течение 5 мин, полученный супер-
натант фильтровали через PES-мембрану с раз-
мером пор 0,45 мкм (TPP, Швейцария). Очистку 
AAV-векторов проводили ультрацентрифугиро-
ванием при 175000 g в течение 2 ч в градиенте 
плотности йодиксанола (Unique Pharmaceuticals 
Laboratories, Индия) с дальнейшим диали-
зом и концентрированием с использованием 
фильтров Amicon Ultra 50 kDa (Merck Life Science, 
США). Полученные препараты AAV-векторов раз-
деляли на аликвоты и хранили при минус 70 °С. 
Число копий векторных геномов (вг) в образ-
цах AAV-векторов определяли, используя ме-
тод капельной цифровой ПЦР (droplet digital 
PCR) с праймерами GGAACCCCTAGTGATGGAGTT, 
CGGCCTCAGTGAGCGA и зондом FAM-
CACTCCCTCTCTGCGCGCTCG-BHQ1 (синтезиро-
ваны АО «ГенТерра», Россия), которые были 
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комплементарны последовательностям ко-
ротких инвертированных повторов (inverted 
terminal repeat, ITR) AAV.

Проведение пассивной иммунизации 
с использованием КомбиМаб-2

Экспериментальных животных вне зави-
симости от пола разделяли на две группы: 
контрольная группа (n=3) и опытная группа (n=5). 
За 6 нед. до введения Т-лимфоцитов и зараже-
ния животным опытной группы вводили иссле-
дуемый препарат КомбиМаб-2. Каждый из трех 
AAV-векторов, входящих в состав препарата, вво-
дили по отдельности в разные мышцы: 100 мкл 
AAV9-VRC07-523  — в левую бедренную мышцу; 
100 мкл AAV9-10-1074  — в правую бедренную 
мышцу; по 50 мкл AAV9-PGDM1400 — в правую 
и левую трехглавые мышцы передних лап. Доза 
каждого AAV-вектора составила 4×1011 вг/мышь. 
Животным контрольной группы вводили 0,9% 
раствор NaCl в эквивалентном объеме.

Для подтверждения экспрессии широко ней-
трализующих антител спустя 28 сут после вве-
дения препарата оценивали концентрацию 
антител в сыворотке животных с помощью ком-
мерческого набора для определения общего 
количества IgG человека  — Human IgG ELISA 
Antibody Pair Kit (StemCell, Канада) в соответ-
ствии с инструкцией производителя.

Гуманизация животных
Мононуклеарные клетки человека выделяли 

из лейкоконцентрата здорового донора, полу-
ченного из цельной крови в тот же день, когда 
производился забор крови. Выделение фракции 
мононуклеаров проводили с помощью центри-
фугирования в градиенте плотности фиколла 
(Р050Е, ПанЭко, Россия) в соответствии с ре-
комендациями производителя. Из полученных 
мононуклеаров крови выделяли фракцию CD4+ 
Т-лимфоцитов методом негативной магнит-
ной сепарации с помощью набора CD4+ T Cell 
Isolation Kit, human (кат. № 130-096-533, Miltenyi 
Biotec, Германия), клетки после выделения за-
мораживали и хранили в жидком азоте.

За 8 сут до введения животным клетки раз-
мораживали и культивировали в бессыворо-
точной среде X-VIVO 15 (Lonza, Швейцария). 
На 2 сут после разморозки клетки активирова-
ли магнитными частицами CD3/CD28 Dynabeads 
Human T-Activator (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 
США) и добавляли IL-2 до конечной концентра-
ции 100 МЕ/мл (ООО «Биотех», Россия). На 4 сут 
магнитные частицы удаляли и далее каждые два 
дня клетки рассевали в среде X-VIVO 15, содер-
жащей 100 МЕ/мл IL-2, до плотности 1 млн кл/мл.  

На 9 сут культивирования клетки осаждали цен-
трифугированием при 300 g в течение 5 мин, 
ресуспендировали в фосфатно-солевом буфере 
(DPBS, Gibco, США) до плотности 7,5×107 кл/мл. 
Жизнеспособность клеток перед введением жи-
вотным оценивали в камере Горяева, окраши-
вая клетки 0,1% раствором трипанового синего. 
В работе использовали одну партию клеток, по-
лученных от одного донора, жизнеспособность 
которых составляла не менее 93%, содержание 
CD4+ Т-лимфоцитов — не менее 95%.

Трансплатацию CD4+ Т-лимфоцитов человека 
мышам (гуманизацию) проводили путем вве-
дения клеток в хвостовую вену в количестве 
1,5×107 кл/мышь в объеме 200 мкл. Через 3 нед. 
для временного купирования реакции «транс-
плантат против хозяина» всем животным вну-
трибрюшинно вводили нормальный человече-
ский иммуноглобулин (АО «НПО «Микроген», 
Россия) в дозе 2 г/кг.

Наработка ВИЧ-1
Штамм ВИЧ-1 NL4-3(AD8), тропный к рецеп-

тору CCR5, получали в клетках HEK293FT путем 
трансфекции клеток плазмидой рNL4-3(AD8), 
кодирующей полноразмерный вирус, предо-
ставленной по программе Национальных 
институтов здравоохранения США (National 
Institutes of Health AIDS Research and Reference 
Reagent Program). Для получения вируса клет-
ки культивировали в флаконах площадью 
75 см2 в ростовой среде DMEM (Thermo Fisher 
Scientific, США), содержащей 10% фетальной 
бычьей сыворотки в условиях, обеспечивающих 
формирование на следующий день 50% кле-
точного монослоя. На следующий день клетки 
трансфицировали с помощью реагента FuGENE 
(Promega, США) плазмидной ДНК pNL4-3(AD8) 
в дозе 13 мкг на один культуральный флакон. 
Через 16 ч после трансфекции проводили заме-
ну среды на бессывороточную среду OptiMEM 
(Thermo Fisher Scientific, США). На 3 сут после 
трансфекции собирали клеточный суперна-
тант, который фильтровали с использованием 
0,45 мкм фильтра (TPP, Швейцария), обрабаты-
вали бензоназой при 37 °C в течение 1 ч и кон-
центрировали в 10 раз с помощью центрифуж-
ных концентраторов (Amicon® Ultra-15, Merck 
Life Science, США) с размером пор 100 кДа. 
Вирусную суспензию разделяли на аликво-
ты по 200 мкл и хранили при температуре 
минус 70 °C. Концентрацию антигена p24 ВИЧ 
в вирусной суспензии определяли с помо-
щью набора реагентов р24-антиген-ИФА-БЕСТ 
(Вектор-Бест, Россия) в соответствии с инструк-
цией производителя.
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Заражение животных ВИЧ-1 и отбор 
образцов крови

Заражение животных проводили на следую-
щий день после введения CD4+ Т-лимфоцитов 
человека. Животных из опытной и контрольной 
групп заражали штаммом ВИЧ-1 NL4-3(AD8) 
в дозе 500 нг p24/мышь путем внутрибрюшин-
ной инъекции. Кровь для мониторинга вирус-
ной нагрузки и количества T-клеток отбирали 
из бедренной вены животных, предваритель-
но анестезированных изофлураном. Отбирали 
не менее 70 мкл крови с помощью капиллярных 
пробирок (Microvette 200, Sarstedt, Германия).

Оценка вирусной нагрузки в образцах плазмы 
крови мышей

Образцы крови центрифугировали при 1000 g 
в течение 10 мин и отделяли плазму. Клеточный 
осадок использовали для цитометрическо-
го анализа. Определение концентрации 
РНК ВИЧ-1 в плазме крови эксперименталь-
ных животных проводили методом ОТ-ПЦР 
с помощью набора реагентов «АмплиСенс® 
ВИЧ-Монитор-FRT» (ФБУН «Центральный науч-
но-исследовательский институт эпидемио-
логии» Роспотребнадзора) в соответствии 
с инструкцией производителя.

Цитометрический анализ
Полученные после центрифугирования 

клетки крови ресуспендировали в фосфатно-
солевом буфере в объеме удаленной плазмы 
и окрашивали с помощью флуоресцентно-ме-
ченных антител, специфичных к человеческим 
рецепторам: hCD45-FITC, hCD3-APC, hCD4-PE 
(BD Biosciences, США). Цитометрический анализ 
образцов клеток и определение абсолютного 
числа CD3+/CD4+ Т-лимфоцитов проводили с ис-
пользованием проточного цитометра Bio-Rad 
ZE5 (Bio-Rad, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Дизайн эксперимента

Схема дизайна эксперимента по оценке про-
тективных свойств препарата КомбиМаб-2 на гу-
манизированных мышах представлена на рис.	1.

Пассивная иммунизация
В соответствии с дизайном эксперимента 

(рис.	1) на 1 этапе животным вводили препарат 
КомбиМаб-2. Введение осуществлялось за 6 нед. 
до трансплатации CD4+ Т-лимфоцитов и зара-
жения животных вирусом, так, чтобы к моменту 
инфицирования в крови мышей была достаточ-
ная для нейтрализации вируса концентрация 
антител. Схема эксперимента обусловлена вре-
менны́м ограничением периода его проведения 
(не более 4–5 нед.) из-за возможности развития 
у мышей реакции «трансплантат против хозяи-
на». Через 4 нед. после введения препарата был 
достигнут детектируемый уровень широко ней-
трализующих антител в сыворотке крови мы-
шей — диапазон от 0,17 до 4,0 мкг/мл (табл.	1).

Результаты цитометрического анализа 
лимфоцитов периферической крови

Через 6 нед. после введения исследуемого 
препарата мышам опытной и контрольной групп 
проводили трансплантацию CD4+ Т-лимфоцитов 
человека, на следующий день всех животных 
инфицировали ВИЧ-1. Спустя 1 нед. после за-
ражения и далее еженедельно проводили цито-
метрическое исследование образцов перифери-
ческой крови. На рисунке	2 показана стратегия 
гейтирования (выбора исследуемой популяции 
клеток) при проведении цитометрического 
анализа. Показано наличие у всех гуманизи-
рованных мышей CD4+ Т-лимфоцитов человека 
на протяжении всего срока наблюдения (табл. 2), 
что обеспечивает физиологические условия 
для заражения и протекания инфекции [16]. 

Пассивная иммунизация
Passive immunisation

Гуманизация
Humanisation

Заражение
Infection

Оценка вирусной нагрузки
Viral load assessment

–42 –1 0 7 14 21 28Дни / Days:

КомбиМаб-2
CombiMab-2

CD4+ Т-лимфоциты
CD4+ T-lymphocytes

ВИЧ-1
HIV-1

Введение иммуноглобулина (в/б)
Immunoglobulin administration (i/p)

Отбор крови на анализ вирусной нагрузки
и проточную цитометрию

Blood sampling for viral load analysis and flow
cytometry

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Схема эксперимента.

Fig. 1. Experimental timeline.
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К концу срока наблюдения в обеих группах на-
блюдалось снижение числа CD4+ Т-лимфоцитов 
человека, что, видимо, связано с ограниченным 
периодом полужизни данных клеток после их 
активации и пролиферации в культуре.

Мониторинг вирусной нагрузки
У всех мышей контрольной группы после зара-

жения ВИЧ-1, несмотря на неоднородное содер-
жание человеческих CD4+ Т-лимфоцитов, разви-
валась инфекция. Вирусная нагрузка составила 
>105 копий/мл уже через 1 нед. после заражения 

и увеличивалась на протяжении 3 нед. (табл.	1). 
Уменьшение вирусной нагрузки в контрольной 
группе наблюдалось на 4 нед. у двух выживших 
мышей (№ 3 и 4), что совпало со снижением числа 
лимфоцитов. Применение мышей линии B-NDG, 
гуманизированных CD4+ Т-лимфоцитами чело-
века, в качестве модельных животных позволяет 
адекватно воспроизводить ВИЧ-инфекцию.

В опытной группе только у одной мыши (№ 7) 
было отмечено развитие инфекции, которое 
началось с задержкой на 1 нед. по сравне-
нию с контрольной группой. Следует отметить, 

Таблица 1. Концентрация широко нейтрализующих антител и вирусной РНК в плазме крови мышей
Table 1. Plasma levels of broadly neutralising antibodies and viral RNA in mice

Группа
Group

Номер мыши 
в группе
Mouse No.

Концентрация 
IgG, мкг/мл

IgG concentration, 
μg/mL

Вирусная нагрузка, копии/мл
Viral load, copies/mL

1 нед.
Week 2

2 нед.
Week 2

3 нед.
Week 3

4 нед.
Week 4

Опытная группа — 
КомбиМаб-2
CombiMab-2	group

1 4,00 3,2×103 0 0 0

2 0,55 0 0 * *

6 0,50 0 0 0 2,9×104

7 0,17 0 4,8×103 2,6×106 *

8 1,80 0 0 0 *

Контрольная группа
Control	group

3 – 1,4×106 1,5×106 1,8×107 8,0×106

4 – 2,5×105 1,8×106 1,8×107 8,2×105

5 – 1,8×105 1,9×106 * *

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание.	* — отсутствие данных вследствие гибели животного.
Note.	* missing data due to the death of the animal.
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Рис. 2. Цитометрический анализ клеток периферической крови гуманизированной мыши через 1 нед. после трансплантации 
CD4+ Т-лимфоцитов человека. Стратегия гейтирования (выбора исследуемой популяции клеток) включала: А — выделение 
популяции (гейта) лимфоцитов по боковому и прямому светорассеиванию (side scattering/forward scattering, SSC/FSC); В — 
отделение популяции CD45+ клеток человека (hCD45+, квадрант R10) от популяции CD45+ мыши (mCD45+); С — выделение 
популяции CD3+/CD4+ Т-лимфоцитов человека (hCD3+/hCD4+, квадрант R4).

Fig. 2. Flow cytometry of peripheral blood cells obtained from a humanised mouse one week after transplantation of human CD4+ 
T-lymphocytes. The gating strategy included the following: A, selection of the lymphocyte population (gate) based on side and 
forward light scattering (SSC/FSC); separation of the human CD45+ cell population (hCD45+, quadrant R10) from the mouse CD45+ 
population (mCD45+); C, identification of the human CD3+/CD4+ T-lymphocyte population (hCD3+/hCD4+, quadrant R4).
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что в сыворотке крови этого животного наблю-
далась самая низкая концентрация человече-
ских антител до инфицирования — 0,17 мкг/мл 
(табл.	 1). У остальных четырех мышей из опыт-
ной группы устойчивого развития инфекции 
не наблюдалось: у двух мышей (№ 2 и 8) вирус-
ная нагрузка не детектировалась ни в одной 
временной точке; у одной мыши (№  1) низкое 
число вирусных копий выявлено спустя 1 нед. 
после инфицирования, однако все дальнейшие 
пробы были отрицательные; у одной мыши (№ 6) 
невысокая вирусная нагрузка (2,9×104 копий/мл) 
обнаружилась только в последнюю неделю экс-
перимента. Таким образом, можно сделать вы-
вод, что действие препарата КомбиМаб-2 при-
водит к блокированию развития ВИЧ-инфекции 
у гуманизированных мышей при достижении 
в крови концентрации антител 0,5 мкг/мл.

В настоящее время минимальный уровень ан-
тител, необходимый для эффективной нейтрали-
зации ВИЧ-1, пока не определен. Согласно дан-
ным экспериментальных исследований in vitro 
разные комбинации антител могут быть эффек-
тивны в различных концентрациях, в том числе 
при <1 мкг/мл [18]. Диапазон эффективных кон-
центраций антител в исследованиях in vivo также 
отличается от данных, полученных in vitro, что по-
казано, например, в работе Y.U.  van der Velden 
с соавт. [19]. В других исследованиях in vivo 
было продемонстрировано, что некоторые ши-
роко нейтрализующие антитела могут подавлять 
ВИЧ-1 при концентрации от 8,3 мкг/мл и выше [20, 
21]. В нашей работе при использовании комбини-
рованного препарата КомбиМаб-2 эффективное 

подавление вирусной нагрузки в организме жи-
вотных было достигнуто при более низких зна-
чениях антител — 0,5–4,0 мкг/мл. Однако следует 
отметить, что показатель снижения концентра-
ции вирусной РНК зависит от многих факторов: 
специфической активности исследуемых антител, 
штамма вируса, применяемого для заражения, 
метода измерения IgG в крови и др. В связи с этим 
прямое сравнение результатов, полученных 
в разных экспериментальных условиях, не всегда 
оправдано.

При использовании AAV-векторов, кодиру-
ющих нейтрализующие антитела, обеспечение 
эффективной экспрессии антител в организме 
зависит от серотипа применяемого AAV-вектора. 
AAV-векторы 1 и 8 серотипов, которые ранее 
использовались для экспрессии широко ней-
трализующих антител против ВИЧ-1 в клиниче-
ских исследованиях, обладали ограниченной 
эффективностью. Так, в клиническом исследо-
вании вектора на основе AAV8 для экспрессии 
антитела VRC07 показано, что иммунный ответ 
на вектор и его продукты существенно снижал 
эффективность препарата [22]. При использо-
вании AAV1 были выявлены проблемы с низ-
кой или недетектируемой экспрессией антител 
[23]. В нашей работе при разработке препарата 
КомбиМаб-2 применялся вектор на основе AAV9, 
поскольку согласно ранее полученным данным та-
кой вектор обеспечивает более высокую концен-
трацию антител в крови у мышей, чем AAV8 [15].

Таким образом, согласно представлен-
ным данным разработанный генотерапев-
тический препарат КомбиМаб-2, состоящий 

Таблица 2. Количество CD4+ Т-лимфоцитов человека в образцах крови гуманизированных мышей (объем пробы — 40 мкл)
Table 2. Number of human CD4+ lymphocytes in blood samples (40 μL) from humanised mice

Группа
Group

Номер мыши 
в группе
Mouse No. 

Количество СD4+ Т-лимфоцитов человека
Number of human CD4+ cells

1 нед.
Week 2

2 нед.
Week 2

3 нед.
Week 3

4 нед.
Week 4

Опытная группа — 
КомбиМаб-2
CombiMab-2	group

1 2240 # 397 43

2 491 242 * *

6 64 299 34 9

7 1738 1747 950 *

8 1402 2104 2486 *

Контрольная группа
Control	group

3 3261 1516 215 112

4 1690 474 189 49

5 401 2887 * *

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание.	* — отсутствие данных вследствие гибели животного, # — отсутствие данных по технической причине.
Note.	* missing data due to the death of the animal; # unavailable data due to technical reasons.
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из комбинации AAV-векторов 9 серотипа, обес-
печивает экспрессию трех широко нейтрализу-
ющих антител (VRC07-523, 10-1074 и PGDM1400) 
in vivo, что позволяет эффективно подавлять ре-
пликацию ВИЧ-1 у гуманизированных мышей.

ВЫВОДЫ
1. Гуманизация иммунодефицитных мышей ли-

нии B-NDG зрелыми CD4+ Т-лимфоцитами 
человека обеспечивает физиологические 
условия для успешного заражения живот-
ных, и такой подход может быть использован 
для моделирования ВИЧ-инфекции.

2. Пассивная иммунизация мышей препара-
том КомбиМаб-2, состоящим из комбинации  

AAV9-векторов, кодирующих три широ-
ко нейтрализующих антитела против ВИЧ-1  
(VRC07-523, 10-1074, PGDM1400), в дозе 
4×1011 вг/мышь (для каждого AAV-вектора) при-
водит к эффективной экспрессии антител с до-
стижением уровня концентрации в сыворотке 
крови мышей в диапазоне от 0,17 до 4 мкг/мл.

3. При использовании препарата КомбиМаб-2  
у 4 из 5 животных опытной группы вирусная 
нагрузка в течение трех недель после зара-
жения ВИЧ не детектировалась либо была 
существенно ниже, чем у животных контроль-
ной группы, что свидетельствует о защитной 
эффективности разработанного препарата 
в отношении ВИЧ-1.
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