
26 1
2026

www.biopreparations.ru

Б
И

О
п

р
еп

ар
ат

ы
. П

р
о

ф
и

л
ак

ти
к

а,
 д

и
аг

н
о

ст
и

к
а,

 л
еч

ен
и

е 
№

 1
 (2

0
2

6
)

ТЕМА НОМЕРА

Инновационные биологические 
лекарственные препараты: 
от фундаментальных исследований 
к реальной клинической практике

ЛЕТ

ЖУРНАЛУ



10 лет журналу «Биопрепараты. Профилактика, диагностика, 
лечение»
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2011;1(41):4–5

Прощай, ГИСК
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2011;1(41):6–14 

Творчество Льва Александровича Тарасевича в области 
иммунологии и вакцинологии. К 150-летию со дня рождения
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2018;18(2):72–74

К 100-летию со дня создания в России Государственного 
контрольного института вакцин и сывороток
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2019;19(1):6–9

100 лет ФГБУ «Научно-исследовательский институт стандар-
тизации и контроля медицинских биологических препаратов 
им. Л.А. Тарасевича». Его роль в совершенствовании системы 
государственного контроля качества иммунобиологических 
препаратов в России
Иммунология. 2019;40(4):77–83

К 20-летию журнала «БИОпрепараты. Профилактика, 
диагностика, лечение»
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2021;21(1):6–9

История создания и развития контрольно-разрешительной 
системы лекарственных средств в Российской Федерации 
(Хронология становления ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России) 

Страницы истории…



Дорогие коллеги, читатели, друзья!

Журналу «БИОпрепараты. Профилактика, 
диагностика, лечение» исполняется 25 лет. 
Основанный в 2001 году, журнал прошел этот 
путь достойно, всегда оставаясь на передовых 
рубежах науки и оперативно реагируя на самые 
актуальные вызовы времени.

Научная повестка выпусков журнала в нача-
ле века определяла лицо биотехнологии того 
периода. Это было время, когда новаторскими 
считались исследования в области создания мо-
ноклональных антител и рекомбинантных моле-
кул. Разрабатывались подходы к генной терапии, 

создавались дендритно-клеточные вакцины. Именно в те годы закладывались тео-
ретические основы и практические подходы к конструированию принципиально но-
вых иммунобиологических лекарственных препаратов. Все эти и другие направления 
находили отражение на страницах журнала, который чутко улавливал эти тренды, 
формируя профессиональное сообщество вокруг самых современных на тот момент 
биологических технологий.

Сегодня, четверть века спустя, научный ландшафт издания изменился до неузна-
ваемости. Современная повестка журнала — это сложнейшие области молекулярной 
медицины, включая вопросы генной терапии наследственных и онкологических за-
болеваний, создания терапевтических микроРНК, использования клеточных техно-
логий и разработки биомедицинских клеточных продуктов.

Этот впечатляющий путь от первых моноклональных антител до сложнейших гено-
терапевтических конструкций — наглядная иллюстрация того, что журнал во многом 
является отражением биофармацевтической науки в России. 

Сегодня «БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение» — это авторитет-
ное издание, включенное в Перечень ВАК, Белый список и индексируемое в россий-
ских и международных базах данных (RSCI, Scopus). Это признание высокого качества 
публикаций и их соответствия международным стандартам научной коммуникации.

Дорогие друзья! Четверть века для научного издания — это возраст зрелости 
и бесценного опыта, но в стремительном мире биотехнологий это еще и фундамент 
для новых свершений.

От имени ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России и от себя лично поздравляю редак-
цию, редакционную коллегию, авторов, рецензентов и, конечно, наших преданных 
читателей с этим знаменательным юбилеем. Именно ваш профессионализм и интерес 
делают журнал живым, авторитетным и востребованным.

Желаю журналу дальнейшего развития, расширения аудитории и укрепления пози-
ций в ряду ведущих научно-практических изданий. 

С уважением и наилучшими пожеланиями,
В.В. Косенко, 

руководитель ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России
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Интервью | Interview

— Вадим Анатольевич, ваш научный путь из-
начально тесно связан с изучением опасных 
вирусных инфекций и военно-научной деятель-
ностью, за эту работу вы были награждены ор-
деном Мужества и медалями ордена «За заслуги 
перед Отечеством» (I и II степени). Как этот 
уникальный опыт, включая полевую диагностику, 
повлиял на ваше понимание биологической безо-
пасности и подходы к экспертизе лекарств?

Да, действительно, в определенный период 
своей жизни я служил и работал в вирусологи-
ческом центре микробиологии Министерства 
обороны Российской Федерации, где занимался 
такой глобальной проблемой, как обеспечение 
биологической безопасности страны, в част-
ности выполнял задачи по выявлению причин 
вспышек неясных инфекционных заболеваний. 
К примеру, в 1999 году в составе мобильной ди-
агностической группы мы в полевых условиях 
определили переносчика и идентифицировали 
возбудителя Конго-Крымской геморрагической 
лихорадки, что позволило оперативно принять 
меры по предотвращению распространения 
эпидемии опасной инфекции. Именно за эту 
работу я и мои коллеги были награждены ор-
деном Мужества.

По роду деятельности мне также довелось уча-
ствовать в разработке современных диагности-
ческих систем и препаратов для профилактики 

Вадим МЕРКУЛОВ:

«Свою работу строю 
на принципах 
доказательной 
медицины»

Vadim MERKULOV:

“My work is grounded in the 
principles of evidence-based 
medicine”

Доктор медицинских наук, профессор Вадим 
Анатольевич МЕРКУЛОВ принадлежит к той ред-
кой категории ученых, чья профессиональная 
биография органично соединяет фундаменталь-
ную науку, практическую экспертизу и научную 
коммуникацию. Заместитель генерального ди-
ректора по экспертизе лекарственных средств 
ФГБУ «Научный центр экспертизы средств ме-
дицинского применения» Минздрава России, 
профессор кафедры фармакологии Института 
фармации Первого МГМУ им. И.М. Сеченова, 
член комиссии Экспертного совета РАН по мо-
дернизации и инновационному развитию ме-
дицинской науки в области нанобиотехнологий, 
главный редактор журнала «БИОпрепараты. 
Профилактика, диагностика, лечение» — на-
правления, вмещающие в себя почти три десяти-
летия служения отечественной медицине и фар-
мации. Вклад В.А. Меркулова в медицинскую 
науку высоко оценен государством: он награж-
ден орденом Мужества, дважды — медалью ор-
дена «За заслуги перед Отечеством» (I и  II  сте-
пени), медалью «Гиппократ» и орденом 
Пирогова. За каждой из этих и других наград 
стоят самоотверженность и высокий профессио
нализм, проявленные при исполнении врачеб-
ного долга. Сегодня под руководством Вадима 
Анатольевича осуществляется экспертиза са-
мых сложных и инновационных категорий ле-
карственных препаратов: генотерапевтических 
средств, биомедицинских клеточных продуктов, 
высокотехнологичных вакцин и др. В интервью 
нашему журналу В.А. Меркулов рассказывает 
о том, как опыт работы в «полевых условиях» 
помогает в экспертной оценке, почему совре-
менная регуляторная практика невозможна 
без риск-ориентированного подхода и как три 
ипостаси: ученого, регулятора и главного редак-
тора — обогащают друг друга в его повседнев-
ной работе.
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﻿Меркулов В.А.
﻿«Свою работу строю на принципах доказательной медицины»

и лечения инфекционных заболеваний, прежде 
всего основанных на молекулярно-биологи-
ческих принципах. Этот опыт дал мне главное: 
понимание того, как отдельные аспекты био-
логической безопасности формируются в еди-
ную систему и как ее необходимо выстраивать 
в дальнейшем исходя из современных угроз 
в этой области.

Участие в разработке диагностических си-
стем и препаратов, профилактических средств, 
вакцин, иммуноглобулинов, лекарственных 
препаратов для лечения инфекционных за-
болеваний позволило мне изнутри увидеть, 
как это все работает, понять механизм их дей-
ствия. Для того чтобы понять, как работает та 
или иная система, тот или иной механизм, его 
надо сначала разобрать на составные части, 
а затем снова собрать. А экспертиза — это, 
по сути дела, разбор доказательной базы эф-
фективности и безопасности лекарственных 
препаратов, четкое понимание того, что с чем 
и на каких принципах взаимодействует и как та 
или иная система работает. Поэтому прежний 
опыт создания лекарственных средств и диа-
гностических систем для меня как для эксперта 
имеет колоссальное значение.

— Вы являетесь автором более 300 научных ра-
бот, патентов и разработчиком диагностиче-
ских препаратов и тест-систем. Какие из ваших 
научных открытий или практических разрабо-
ток вы считаете наиболее значимыми для меди-
цины и почему?

Как руководитель больших научных коллек-
тивов я достаточно продолжительное время был 
непосредственным соучастником процесса раз-
работки лекарственных препаратов и соавтором 
научных работ, в том числе патентов, которые 
защищают достаточно уникальные разработки 
в нашей стране. Трудно сказать, какие из них 
самые важные, потому что все они были связа-
ны с задачами, поставленными Министерством 
обороны и Министерством здравоохранения 
Российской Федерации по обеспечению биоло-
гической безопасности страны. В основе реше-
ния этой глобальной задачи лежит обеспечение 
диагностики еще неизвестных инфекционных 
заболеваний, выявление новых агентов, ранее 
не идентифицированных. Начальная карти-
на любого инфекционного заболевания абсо-
лютно общая, и для того, чтобы понять, какие 
карантинные мероприятия проводить, как ле-
чить, как профилактировать, необходимо иметь 
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достаточно эффективные, современные диагно-
стические средства. Собственно говоря, этими 
задачами прежде всего и занимался большой 
коллектив исследователей, которые работали 
и служили под моим началом. По совокупности 
большое количество диагностических тест-си-
стем было разработано в тот период для выявле-
ния, идентификации или лабораторной диагно-
стики опасных и особо опасных инфекционных 
заболеваний. Вся эта плеяда диагностических 
систем, а их около полутора десятков, созда-
валась под моим непосредственным руковод-
ством. Наверное, это и есть основное достиже-
ние и мой вклад в медицину на тот период.

— В 2020 году вы участвовали в разработке ме-
тодических требований для исследований пре-
паратов против COVID-19, за эту работу были 
награждены орденом Пирогова. Как опыт борьбы 
с пандемией изменил подходы к оценке безопасно-
сти и эффективности вакцин и других биопрепа-
ратов в регуляторной практике?

Разработка методических требований для ис-
следования препаратов против COVID-19 — это 
значимый результат работы не только наше-
го ФГБУ «Научный центр экспертизы средств 

медицинского применения» Минздрава России, 
но и большого количества других коллекти-
вов, врачей, ученых, исследователей, которые 
принимали участие в обеспечении мер борьбы 
с пандемией COVID-19 в тот период. Этот колос-
сальный опыт борьбы с пандемией явился своего 
рода локомотивом не только для разработчиков 
высокоэффективных современных лекарствен-
ных препаратов, вакцин, моноклональных ан-
тител, препаратов для химиотерапии, но и спо-
собствовал совершенствованию регуляторной 
практики, применению порой нестандартных, 
гибких подходов в регулировании обращения 
лекарственных средств.

В итоге это позволило нам сформировать та-
кие новые инструменты регулирования, как дис-
танционные экспертизы, экспертиза с выездом 
на площадку разработчика лекарственного пре-
парата, а также использование высокотехноло-
гичных методов доказательства соответствия 
препарата нормативным требованиям по каче-
ству. А такие передовые инструменты, как оцен-
ка доказательства соотношения пользы и риска 
лекарственных препаратов, вакцин, синтетиче-
ских препаратов для цели химиотерапии, сыво-
роток, моноклональных антител и ряда других, 
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которые использовались в тот период для лече-
ния COVID-19, в настоящее время применяются 
для терапии уже других острых респираторных 
вирусных инфекционных заболеваний.

— Ваши научные интересы, такие как разработ-
ка противовирусных средств, молекулярная ди-
агностика и регенеративная медицина, носят 
прикладной характер. Как вам удается находить 
баланс между фундаментальными исследовани-
ями и практическими задачами, которые стоят 
перед ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России как клю-
чевым экспертно-регуляторным центром?

Такой баланс, безусловно, очень важен. 
Основная практическая задача, которой зани-
мается наш коллектив по заданию Минздрава 
России, это проведение экспертизы лекарствен-
ных препаратов с доказательством их эффектив-
ности и безопасности для последующей их реги-
страции. То, что наш научный центр занимается 
не только экспертизой, но и фундаментальной 
наукой в области регулирования лекарственных 
препаратов, позволяет нам вырабатывать чет-
кие, легитимные механизмы оценки качества, 
эффективности и безопасности лекарственных 
средств. Я уже вначале говорил: чтобы систему 
«разобрать», нужно понимать, как она собрана. 
Именно понимание, с точки зрения фундамен-
тальной науки, как разрабатывается препарат, 
как он производится, как обращается на рын-
ке и т.д., дает возможность нашему коллективу 
комплексно смотреть на проблему экспертизы, 
учитывая все возможные аспекты регулирова-
ния лекарственных препаратов.

— На посту заместителя генерального директора 
по экспертизе лекарственных средств вы отве-
чаете за ключевой процесс — экспертизу препа-
ратов в целях их государственной регистрации. 
Какие основные вызовы и тренды вы видите се-
годня в экспертизе, особенно в отношении вы-
сокотехнологичных лекарственных препаратов, 
таких как генотерапевтические и клеточные 
продукты?

Основные вызовы диктуют нам потребно-
сти современной системы здравоохранения. 
У нас, как и во всем мире, главные вызовы 
и тренды формируются в отношении спектра 
высокотехнологичных лекарственных пре-
паратов, генотерапевтических и клеточных 
продуктов для лечения тех же инфекционных 
заболеваний, которые, к сожалению, никуда 
не исчезли, онкологических, наследственных 
и орфанных патологий. Эти инновационные пре-
параты направлены для решения одной задачи: 
эффективно лечить болезни, которые являются 

вызовами как для человечества в целом, так 
и для российского национального здравоохра-
нения в частности.

— А каковы, на ваш взгляд, основные принципы, 
на которых строится современная регулятор-
ная оценка таких инновационных препаратов?

Главный принцип в общем-то достаточно 
стандартный — это риск-ориентированный под-
ход. Этот принцип выработался сравнительно 
недавно и характерен практически для всех 
стран. Дело в том, что современные инновацион-
ные препараты, как правило, являются персона-
лизированными и не подлежат серийному про-
изводству. Их использование, эффективность 
и безопасность основываются не на высокой до-
казательной статистической базе в рамках кли-
нических исследований, а на индивидуальных 
особенностях конкретного пациента. Поэтому 
приходится применять различные ортогональ-
ные методы оценки качества препаратов, скру-
пулезно изучать их в рамках доклинических 
исследований. Все это позволяет нам выводить 
на рынок препараты для лечения онкологи-
ческих, наследственных, орфанных и других 
серьезных заболеваний с высокой степенью 
эффективности.

— Вы являетесь профессором Сеченовского Уни
верситета и руководили подготовкой множе-
ства диссертационных работ. Насколько важно, 
на ваш взгляд, совмещение практической регу-
ляторной деятельности с подготовкой научных 
кадров для будущего отечественной фармации 
и биотехнологий?

Специалисты, которые работают в обла-
сти регулирования и экспертизы, как правило, 
приходят в экспертные учреждения, уже имея 
за плечами достаточно богатый опыт научно-ис-
следовательской работы, что зачастую связано 
также с подготовкой кадров. Я уже много лет 
занимаюсь научно-педагогической деятель-
ностью: с 2008 года работал в Российском на-
циональном исследовательском медицинском 
университете им. Н.И.  Пирогова в должности 
профессора кафедры медицинских нанобиотех-
нологий, а с 2017 года и по настоящее время пре-
подаю в Первом Московском государственном 
медицинском университете им. И.М.  Сеченова 
в должности профессора кафедры фармако-
логии Института фармации. Таким образом, 
я имею честь участвовать в учебно-подгото-
вительном процессе специалистов, которые 
ориентированы на всю фармацевтическую от-
расль, включая регулирование лекарственных 
средств, и, конечно же, участвовать в подготовке 
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будущих молодых сотрудников для нашего уни-
кального, единственного в стране экспертного 
учреждения.

— Вадим Анатольевич, на протяжении ряда лет 
вы возглавляете научно-практический журнал 
«БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, 
лечение», заявленный как единственное в России 
издание, посвященное полному циклу разработ-
ки биологических лекарственных препаратов. 
Какова, по-вашему, его особая миссия в усло-
виях текущего развития биотехнологической 
отрасли?

Главная миссия журнала — это агрегирова-
ние или аккумулирование самых последних 
достижений в области разработки, создания, 
производства, экспертизы, доказательства эф-
фективности и безопасности биологических, 
биотехнологических, генотерапевтических, кле
точных препаратов. Это комплексный журнал 
с точки зрения данной проблематики, другого 
такого нет.

— В качестве главного редактора вы отвечаете 
за формирование контента, который охваты-
вает все темы — от доклинических исследова-
ний лекарственных средств до их клинического 
применения. На какие ключевые направления, 
например вакцинологию, клеточную терапию 
или моноклональные антитела, вы делаете 
стратегическую ставку и почему?

Я бы никаким образом не разделял эти на-
правления. Уже в самом названии журнала за-
ложен комплексный подход: профилактика, 
диагностика, лечение. Фокус на профилактику 
обеспечивают вакцинные препараты, диагно-
стические системы позволяют выявить забо-
левание, а использование клеточной терапии 
и моноклональных антител реализует совре-
менные подходы к лечению ранее не излечимых 
заболеваний, в том числе имеющих генетиче-
скую предрасположенность. Мы с большим ин-
тересом изучаем рукописи, поступающие к нам 
в редакцию по всем этим направлениям — вак-
цинологии, биотехнологии, генотерапии и дру-
гим. Они все важны.

— Как вам удается обеспечивать баланс между 
научной строгостью, актуальностью публи-
каций и необходимостью быстро реагировать 
на запросы практикующих врачей и ученых?

Считаю, что мне как главному редактору 
в этом смысле очень повезло: над созданием 
журнала работает высокопрофессиональный 
коллектив. Научные редакторы помогают авто-
рам довести их рукопись до соответствия самым 

высоким публикационным стандартам; двойное 
слепое рецензирование, следование рекомен-
дациям и правилам COPE, WAME и ICMJE обеспе-
чивает научную строгость, а редакционная кол-
легия выстраивает стратегию и тактику журнала, 
что позволяет очень гибко реагировать на за-
просы профессионального сообщества — прак-
тических врачей, ученых, разработчиков и про-
изводителей лекарственных препаратов.

За 25 лет своего существования журнал на-
копил значительный потенциал для того, чтобы 
занять достойное место в плеяде передовых 
международных журналов по биомедицине.

— Вадим Анатольевич, ваша деятельность уни-
кальным образом соединяет фундаментальную 
науку, прикладную экспертизу и научную комму-
никацию. Как эти три ипостаси — ученый, регу-
ляторный эксперт и главный редактор — взаим-
но обогащают друг друга в вашей работе?

Все эти три ипостаси очень органично свя-
заны между собой. Не занимаясь практической 
наукой, наверное, я бы не смог стать экспер-
том, знающим, как мне кажется, многие аспек-
ты экспертизы различного класса лекарствен-
ных препаратов. А будучи главным редактором, 
я имею возможность знакомиться с передовыми 
достижениями в области разработки, производ-
ства и регулирования лекарственных средств. 
Получается такая триединая концептуальная 
модель: научная деятельность — эксперти-
за — транслирование научных знаний. Еще раз 
напомню, что каждое из этих направлений ре-
ализуется мной не в одиночку, а в рамках боль-
ших профессиональных коллективов. Главное, 
чтобы все это развивалось эффективно и гар-
монично для обеспечения одной цели — раз-
работки и выпуска в гражданский оборот вы-
сокоэффективных и безопасных лекарственных 
препаратов для решения всех вызовов нашего 
здравоохранения.

— Могли бы вы сформулировать единый прин-
цип, который лежит в основе вашей работы 
и как ученого, и как регулятора, и как главного 
редактора?

Принцип достаточно простой и лаконичный: 
это принцип доказательности. В настоящее вре-
мя именно доказательная медицина является 
основной и естественной формой клинической 
практики в области биомедицины, и не только.

Беседовала Ольга Федотова
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К 25-летию журнала  
«БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение»

Ровно 25 лет назад, в первом квартале 
2001 г., увидел свет первый выпуск журнала 
«БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, 
лечение». В то время журнал назывался про-
ще  — «Биопрепараты». Официальными учре-
дителями журнала числились ООО «МЕДЭП — 
центр иммунопрофилактики» и «Гелла-Принт», 
но вся работа по формированию журнала, его 
продвижению в профессиональном сообществе, 
привлечению новых авторов и редактированию 
рукописей была теснейшим образом связана 
с Государственным институтом стандартизации 
и контроля медицинских иммунобиологиче-
ских препаратов им. Л.А. Тарасевича, в отноше-
нии которого чаще использовалось сокращен-
ное устоявшееся название «ГИСК», или «ГИСК 
им. Л.А. Тарасевича», или еще проще — «ГИСК 
Тарасевича».

ГИСК им. Л.А. Тарасевича выполнял функции 
Национального органа контроля качества ме-
дицинских иммунобиологических препаратов. 
Основная деятельность института заключалась 
в проведении работ в рамках экспертизы и стан-
дартизации иммунобиологических лекарствен-
ных препаратов, как выпускаемых отечествен-
ными предприятиями всех форм собственности, 
так и импортируемых из-за рубежа.

Идея создания научного журнала принадле-
жала директору ГИСК им. Л.А. Тарасевича вы-
дающемуся российскому иммунологу, доктору 
медицинских наук, академику РАН Николаю 
Васильевичу Медуницыну, который руково-
дил институтом на протяжении 20 лет — с 1989 
до конца 2009 года, — в крайне непростое 
для нашей страны время. Имя Н.В. Медуницына 
хорошо знакомо не только профильным специ-
алистам, но и всем выпускникам медицинских 
вузов нашей страны как одного из авторов 
учебника по основам микробиологии, иммуно-
логии и вакцинологии. В 1990-е годы, несмотря 
на сложнейшие вызовы времени и, казалось 
бы, неразрешимые проблемы, ГИСК под его ру-
ководством стабильно работал, обеспечивая 
надзор за качеством иммунобиологических ле-
карственных препаратов, в том числе вакцин.

Цель издания профильного научного журна-
ла, посвященного биологическим препаратам, 
состояла именно в том, чтобы и сотрудники ин-
ститута, и представители иммунобиологической 
индустрии имели возможность публиковать ре-
зультаты своих научных исследований в области 
разработки и производства биопрепаратов.

Главным редактором журнала «Биопрепа
раты» в первые 8 лет его существования — 
с 2001 по 2010 г. — был Николай Васильевич 
Медуницын. Заместителем главного редак-
тора стал доктор медицинских наук, про-
фессор Тагир Абдуллаевич Бектемиров, ко-
торый, будучи заместителем директора 
ГИСК им. Л.А. Тарасевича, на этапе становления 
журнала сыграл огромную роль в формирова-
нии его научной тематики и редактировании 
рукописей, используя для этого весь свой об-
ширный опыт и знания.

Руководство журналом в 2010 г. пере-
шло к доктору медицинских наук, профессо-
ру Игорю Владимировичу Борисевичу. Всего 
лишь за год с небольшим ему удалось немало 
сделать для развития издания: сформировать 
профессиональную редакцию, получить ISSN, 
включить журнал в РИНЦ, создать веб-страни-
цу журнала на сайте учреждения. Была введе-
на обязательная процедура рецензирования 
рукописей, разработаны единые требования 
к оформлению статей, а объем журнала увели-
чился в полтора раза. Именно в этом году на из-
дательских страницах журнала появляется фото 
Л.А. Тарасевича  — дань огромного уважения 
к талантливому учителю.

В декабре 2010 года ГИСК им. Л.А. Тарасевича 
в результате ряда реорганизаций был присоеди-
нен к ФГБУ «Научный центр экспертизы средств 
медицинского применения» Минздрава России. 
Целью такого слияния стало создание единой 
мощной отечественной структуры, предназна-
ченной для осуществления экспертизы качества, 
эффективности и безопасности всех лекар-
ственных средств, включая иммунобиологиче-
ские препараты.

Исторически так сложилось, что функция 
главного редактора журнала «БИОпрепараты…» 
передавалась от одного руководителя ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России к другому.

Пришедший в 2012 г. к руководству журналом 
доктор медицинских наук, профессор Александр 
Николаевич Миронов предпринял очень важный 
на тот момент шаг: провел все необходимые ре-
гистрационные процедуры, сделав учредителем 
журнала ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России. 
И хотя в 2012 г. был издан всего лишь один вы-
пуск, дальнейшее развитие журнала уже шло 
планомерно и последовательно.

С 2015 по 2021 г. журнал возглавлял доктор 
медицинских наук Юрий Витальевич Олефир, 
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а с июня 2021 г. по настоящее время главным ре-
дактором журнала выступает доктор медицин-
ских наук, профессор, заместитель генераль-
ного директора по экспертизе лекарственных 
средств ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России 
Вадим Анатольевич Меркулов.

С первых лет своего существования «БИО
препараты…» отличались активностью редак-
ционной коллегии. В разные годы в состав ред-
коллегии журнала входили известные советские 
и российские ученые: выдающиеся микробио-
логи и иммунологи академики  РАН Анатолий 

Андреевич Воробьев и Борис Федорович 
Семенов; вакцинологи профессора Николай 
Аркадьевич Озерецковский и Владимир 
Кириллович Таточенко; уже упомянутый про-
фессор Тагир Абдуллаевич Бектемиров и осно-
ватель российской школы эпидемиологии ака-
демик РАН Валентин Иванович Покровский.

На протяжении многих лет и по сегодняш-
ний день активное участие в работе журнала 
принимают стоявшие у его истоков профессо-
ра А.А. Мовсесянц, В.П. Бондарев, Р.А. Хамитов, 
Г.М. Игнатьев, Ж.И. Авдеева, С.В. Борисевич и др.

Лев Александрович Тарасевич
2 [14] февраля 1868, Тирасполь, Херсонская губерния — 12 июня 1927, Дрезден 
Русский и советский иммунолог, эпидемиолог, микробиолог, патолог, организатор 
здравоохранения и медицинской науки. Доктор медицины, профессор, Герой Труда.
Создание журнала «БИОпрепраты. Профилактика, диагностика, лечение» нераз-
рывно связано с работой Государственного института стандартизации и контро-
ля медицинских иммунобиологических препаратов им. Л.А. Тарасевича.
В память об этой исторической связи портрет Льва Александровича Тарасевича 
традиционно долгие годы размещался на издательских страницах журнала.

Отметим основные жизненные вехи нашего замечательного соотечественника.
Л.А. Тарасевич в 1893 г. начал обучение на медицинском факультете Парижского университета, ко-
торый окончил в 1897 г. и, в том же году защитил диссертацию на соискание степени доктора меди-
цины. В 1900—1902 гг. работал в Институте Пастера в Париже в лаборатории другого выдающегося 
выходца из Российской империи — Ильи Ильича Мечникова, под чьим началом изучал различные 
аспекты теории клеточного иммунитета.
Вернувшись в Россию, Лев Александрович продолжал преподавательскую работу — сначала 
в Одессе, затем в Москве. Однако важнейшей жизненной вехой Л.А. Тарасевича является его ра-
бота в качестве эпидемиолога Юго-Западного фронта российской армии в Первой мировой войне. 
Лев Александрович добился массовых прививок военнослужащих против брюшного тифа и холе-
ры, но был убежден, что это лишь частичная мера и что для победы над болезнями необходимо 
вакцинировать все население страны. «Прививки не являются, конечно, ни абсолютным, ни иде-
альным средством, но они представляют по обстоятельствам настоящего времени наиболее су-
щественную предупредительную меру по отношению к целому ряду заболеваний, и проведение 
их надо признать обязательным», — писал ученый в своих работах.
Именно Л.А. Тарасевич вместе с Николаем Александровичем Семашко стал родоначальником про-
граммы массовой вакцинации населения (в первую очередь — новорожденных против туберкулеза 
с применением БЦЖ-вакцины), с годами приобретшей форму Национального календаря профилак-
тических прививок. Впоследствии Лев Александрович стал автором программы противоэпидеми-
ческих мероприятий для Медицинского совета при Временном правительстве, а затем — в моло-
дой Советской России. Именно работы Л.А. Тарасевича заложили основы российской и советской 
эпидемиологических школ, традиционно посвященных изучению и предотвращению распростране-
ния инфекционных болезней.
Не менее значимы заслуги Л.А. Тарасевича как основателя системы государственного надзора за ка-
чеством вакцин и сывороток. В октябре 1918 г. на Первом съезде бактериологов и эпидемиологов 
России было принято решение о необходимости организации в стране специального Контрольного 
института. В январе 1919 г. по приказу народного комиссара здравоохранения Н.А. Семашко был 
организован сыгравший большую роль в широком внедрении специфической профилактики ин-
фекционных заболеваний Государственный контрольный институт сывороток и вакцин (до 2010 г.— 
Государственный научно-исследовательский институт стандартизации и контроля медицинских 
биологических препаратов ), где Тарасевич был директором.
В 2027-м исполнится 100 лет, как не стало Льва Александровича Тарасевича, 16 лет назад перестал 
существовать ГИСК его имени, но живы люди, бережно хранящие память об этом человеке и так же, 
как он, преданные науке и раз и навсегда выбранному пути. И продолжает жить и развиваться науч-
ный журнал «БИОпрепараты…» — как связующее звено между прошлым и будущим…
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География участников редакционной колле-
гии неизменно расширяется, и к настоящему 
времени в состав редколлегии журнала входят 
не только российские ученые, но и представи-
тели других государств: Беларуси, Казахстана, 
Словакии, США, Австрии, Никарагуа.

За четверть века своего существования жур-
нал «БИОпрепараты. Профилактика, диагно-
стика, лечение» прошел большой путь разви-
тия, и сделал это достойно, всегда оставаясь 
на передовых рубежах науки и оперативно ре-
агируя на самые актуальные вызовы времени. 
По содержанию журнала можно изучать исто-
рию формирования биотехнологии как науки: 
от первых моноклональных антител до сложней-
ших генотерапевтических конструкций. В насто-
ящее время журнал «БИОпрепараты…» является 
единственным изданием в России, отражающим 
полный жизненный цикл биологических ле-
карственных препаратов — от их разработки 
до производства и медицинского применения. 
На его страницах публикуются статьи, посвя-
щенные актуальным вопросам разработки регу-
ляторных процедур, стандартизации, контроля 
качества, производства терапевтических, про-
филактических и диагностических биологиче-
ских лекарственных препаратов и биомедицин-
ских клеточных продуктов.

Последние несколько лет журнала «БИОпре
параты. Профилактика, диагностика, лечение» 
были наполнены новыми позитивными измене-
ниями. Радикально улучшен его дизайн, более 

чем в два раза увеличен объем, усовершенство-
ван интернет-сайт журнала, отработаны алго-
ритмы работы с рукописями, взаимодействия 
с авторами и рецензентами, введена практика 
тематического планирования выпусков журнала 
и его продвижения в научном информационном 
пространстве, значительно повысились требо-
вания к уровню оформления статей, но самое 
главное — повысилось качество публикуемых 
работ.

Знаком признания высокого качества пу-
бликаций и их соответствия международным 
стандартам научной коммуникации является 
то, что журнал «БИОпрепараты. Профилактика, 
диагностика, лечение» сегодня представляет 
собой по-настоящему авторитетное издание, 
включенное в Перечень ВАК, Белый список и ин-
дексируемое в российских и международных 
базах данных (RSCI, Scopus). А лицензия откры-
того доступа делает контент журнала открытым 
всему миру.

Понятно, что за всеми этими достижениями 
стоит большая работа учредителя и главного 
редактора, коллектива редакции и рецензентов, 
редакционной коллегии и издательства.

Пожелаем нашему любимому журналу 
«БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, 
лечение» успехов в его дальнейшем пути!

А.С. Коровкин
О.Ф. Федотова

О.Ю. Гойкалова
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Двухкомпонентная векторная 
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 Борисевич Сергей Владимирович; 48cnii@mil.ru

РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Существующие вакцины против лихорадки Эбола обладают высокой реактоген-
ностью, что обусловливает необходимость разработки более безопасных и эффективных 
препаратов. Решением проблемы является применение новых рекомбинантных векторных 
вакцин, таких как Ad26.ZEBOV (вакцина на основе нереплицирующегося аденовируса чело-
века серотипа 26 со встроенным геном гликопротеина штамма Zaire ebolavirus), MVA-BN-Filo 
(вакцина на основе модифицированного вируса осповакцины штамма Ankara), изучаемых 
в клинических исследованиях для подтверждения их эффективности и безопасности.
ЦЕЛЬ. Систематизация данных клинических исследований по оценке эффективности, 
безопасности и иммуногенности двухкомпонентной рекомбинантной векторной вакцины 
Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo для профилактики лихорадки Эбола у различных групп населения.
ОБСУЖДЕНИЕ. Анализ литературных источников проводили в базах данных PubMed, 
ScienceDirect и eLIBRARY.RU за период 2009–2024 гг. Результаты клинических исследо-
ваний I–III фаз подтвердили, что двухкомпонентная схема вакцинации против лихорадки 
Эбола (Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo) обеспечивает выраженный и стойкий иммунный ответ. 
Сероконверсия достигала 87–95% через 3 нед. после введения первой дозы и до 100% 
после ревакцинации, при этом иммунитет сохранялся не менее года. Нежелательные яв-
ления (местные и системные в легкой или средней степени выраженности) наблюдались 
примерно у половины участников; серьезные нежелательные явления не были связаны 
с вакцинацией и встречались менее чем у 1% вакцинированных. У беременных женщин 
вакцинация не увеличивала риск неблагоприятных исходов и обеспечивала передачу 
антител плоду. У детей и подростков сероконверсия превышала 90%, а ревакцинация 
значительно усиливала иммунный ответ. У ВИЧ-инфицированных сероконверсия дости-
гала 80–85%, что сопоставимо с общей популяцией. Малярия и гельминтозы не снижали 
эффективность иммунизации. На основании полученных данных Всемирная организация 
здравоохранения и Европейское агентство по лекарственным средствам в 2020 г. одо-
брили данную схему вакцинации для применения у взрослых и детей старше одного года, 
включая пациентов с сопутствующими инфекциями.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Двухкомпонентная вакцина Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo характеризуется 
высокой иммуногенностью и благоприятным профилем безопасности. Схема первичной 
вакцинации и ревакцинации эффективна для взрослых, детей старше одного года, бере-
менных женщин и лиц с сопутствующими инфекциями, включая ВИЧ, малярию и гельмин-
тозы. Применение вакцины позволяет снизить риск распространения лихорадки Эбола 
и может служить основой для стратегии массовой иммунизации в эндемичных регионах 
и при вспышках заболевания.

Ключевые слова:	 лихорадка Эбола; вирус Эбола; вакцина; векторная вакцина; двухкомпонентная вакцина; 
вакцинация; ревакцинация; клинические исследования; иммуногенность; безопасность
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. High reactogenicity of the existing Ebola vaccines necessitates the develop-
ment of safer and more efficacious alternatives. A solution is to use new recombinant vector-
based vaccines, such as Ad26.ZEBOV (a recombinant vaccine based on non-replicating human 
Ad26 serotype with an inserted glycoprotein gene of Zaire ebolavirus strain) and MVA-BN-Filo 
(a recombinant vaccine based on modified vaccinia Ankara strain), currently undergoing clinical 
trials to confirm their efficacy and safety.
AIM. This study aimed to systematize clinical trial data in order to assess efficacy, safety, and 
immunogenicity of the two-component recombinant Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo vaccine used 
to prevent Ebola hemorrhagic fever in various population groups.
DISCUSSION. Literary sources were analyzed in the PubMed, ScienceDirect, and eLIBRARY.RU 
databases over the period of 2009–2024. Phase I–III clinical trials confirmed that the two-
component Ebola vaccination regimen (Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo) provides a strong and sus-
tained immune response. Seroconversion reached 87–95% three weeks after the first adminis-
tration and up to 100% after revaccination, with immunity lasting for at least a year. Adverse 
events (local and systemic, mild to moderate severity) were observed in half of the participants; 
serious adverse events were not associated with vaccination and occurred in less than 1%. In 
pregnant women, the vaccination did not increase the risk of adverse outcomes while ensur-
ing the transmission of antibodies to the fetuses. In children and adolescents, seroconversion 
exceeded  90%; revaccination significantly enhanced the immune response. In HIV-infected 
individuals, seroconversion reached 80–85%, which is comparable to the general population. 
Malaria or helminthiasis did not reduce the immunization effectiveness. Considering the above, 
the World Health Organization and the European Medicines Agency approved this vaccination 
schedule in 2020 in adults and children over one year of age, including those with concomitant 
infections.
CONCLUSIONS. The two-component Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo vaccine shows high immuno-
genicity and a good safety profile. The primary and booster vaccination schedule is effective 
in adults, children over one year of age, pregnant women, and individuals with concurrent 
infections, including HIV, malaria, and helminthiasis. The vaccine reduces the risk of Ebola 
transmission and can be used for a mass immunization strategy in endemic regions and during 
the disease outbreaks.

Keywords:	 Ebola virus disease; Ebolavirus; vaccines; virus-based vaccines; heterologous prime-boost 
vaccination; vaccination; revaccination; clinical trials; immunogenicity, vaccine; safety

https://orcid.org/0000-0002-7985-5516
https://orcid.org/0000-0002-2603-0860
https://orcid.org/0000-0003-3204-1897
https://orcid.org/0009-0003-7760-6019
https://orcid.org/0009-0008-1858-8689
https://orcid.org/0000-0002-9714-2085
https://orcid.org/0000-0002-6742-3919
mailto:48cnii@mil.ru


17

Stovba L.F., Chukhralya O.V., Paveliev D.I., Soldatenkova M.I., Belozerov D.P., Petrov A.A., Borisevich S.V.
Two-component vector-based vaccine Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo against Ebola fever: A review of clinical studies

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2026, V. 26, No. 1

For citation:	 Stovba L.F., Chukhralya O.V., Paveliev D.I., Soldatenkova M.I., Belozerov D.P., Petrov A.A., Borise-
vich S.V. Two-component vector-based vaccine Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo against Ebola fever: 
A review of clinical studies. Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2026;26(1):15–27. 
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-15-27

Funding. The study was performed without external funding.
Disclosure. S.V. Borisevich has been a member of the Editorial Board of Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment since 2021. The other 
authors declare no conflict of interest.

1	 Preliminary results on the efficacy of rVSV-ZEBOV-GP Ebola vaccine using the ring vaccination strategy in the control of an 
Ebola outbreak in the Democratic Republic of the Congo: an example of integration of research into epidemic response. WHO; 
2019.

2	 Ebola virus disease vaccine target product profile. WHO; 2016.
3	 Zabdeno. EPAR — product information. EMA; 2020.

ВВЕДЕНИЕ
Лихорадка Эбола (болезнь, вызванная виру-

сом Эбола, БВВЭ) — тяжелое зооантропоноз-
ное заболевание, впервые зарегистрированное 
в 1976 г. в Демократической Республике Конго 
(ДРК)1 [1]. Спорадические вспышки с летально-
стью до 70% возникали в Габоне, Республике 
Конго и ДРК [1]. Крупнейшая вспышка БВВЭ 
в Западной Африке (2013–2016 гг.) стимулиро-
вала ускоренную разработку средств профи-
лактики и лечения [1]. Заболевание отнесено 
Всемирной организацией здравоохранения 
(ВОЗ) к группе особо опасных вирусных инфек-
ций, характеризующихся высокой летальностью 
и значительным эпидемическим потенциалом, 
что подчеркивает необходимость разработки 
эффективных вакцин2.

До 2014 г. не существовало одобренных ВОЗ 
вакцин для профилактики БВВЭ. В 2019 г. первой 
одобренной вакциной стала rVSV-ZEBOV-GP  — 
рекомбинантная живая векторная вакцина 
на основе вируса везикулярного стоматита (VSV) 
с встроенным геном гликопротеина (GP) штамма 
Zaire ebolavirus (ZEBOV) (Merck, США). Препарат 
был рекомендован ВОЗ для применения 
при вспышках в ДРК. Вакцина показала высокую 
эффективность, но обладала выраженной реак-
тогенностью [2, 3]. В связи с этим Стратегическая 
консультативная группа экспертов ВОЗ по имму-
низации (Strategic advisory group of experts on 
immunization, SAGE) рекомендовала разработку 
новых безопасных вакцин, способных индуциро-
вать полноценный иммунный ответ [4]. В резуль-
тате была разработана двухкомпонентная схема 
иммунизации на основе рекомбинантных век-
торных ДНК-вакцин Ad26.ZEBOV и MVA-BN-Filo. 
Ad26.ZEBOV  — рекомбинантная векторная вак-
цина на основе нереплицирующегося аденови-
руса человека серотипа 26 (Ad26) со встроенным 
геном GP вируса ZEBOV; MVA-BN-Filo  — реком-
бинантная векторная вакцина на основе моди-
фицированного вируса осповакцины штамма 

Ankara (MVA) (Janssen Vaccines & Prevention B.V., 
Нидерланды) [5–8]. Клинические исследования 
(КИ) проводились после одобрения данных вак-
цин ВОЗ и Европейским агентством по лекар-
ственным средствам (EMA) в 2020 г. [8].

Цель работы — систематизация данных кли-
нических исследований по оценке эффективно-
сти, безопасности и иммуногенности двухком-
понентной рекомбинантной векторной вакцины 
Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo для профилактики ли-
хорадки Эбола у различных групп населения.

Поиск литературных источников прово-
дился в базах данных PubMed, ScienceDirect 
и eLIBRARY.RU за период 2009–2024 гг. Были 
отобраны публикации, посвященные оценке эф-
фективности, безопасности и иммуногенности 
двухкомпонентной вакцины против лихорадки 
Эбола Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo. Использовались 
ключевые слова на английском и русском языках: 
«Ad26.ZEBOV», «MVA-BN-Filo», «Ebola virus vac-
cine», «clinical trial», «immunogenicity», «safety», 
«вакцина против лихорадки Эбола», «клиниче-
ское исследование», «иммуногенность», «безо-
пасность». В PubMed было выявлено 102 публи-
кации (релевантных — 47), в ScienceDirect — 86 
(релевантных — 39), в eLIBRARY.RU — 11. 
Дополнительно использованы официальные ма-
териалы ВОЗ и ЕМА3.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Обоснование разработки вакцин против 
лихорадки Эбола

Лихорадка Эбола — заболевание, вызываемое 
вирусами рода Ebolavirus семейства Filoviridae. 
Высокий уровень летальности при заболевании 
и значительная скорость трансмиссии возбуди-
теля обусловили необходимость разработки эф-
фективной вакцины.

Попытки создания классических вакцин на ос-
нове инактивированного вируса оказались неу-
дачными из-за отсутствия защитного иммунитета 
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на моделях заболевания с использованием жи-
вотных [9]. Основной причиной низкой эффек-
тивности является молекулярная организация 
гена GP вируса Эбола, который кодирует три 
белка — GP1,2, sGP и ssGP. Секреторный белок 
sGP имеет участки аминокислотной последова-
тельности, общие со структурным гликопротеи-
ном GP1,2, и способен связывать вирус-специ-
фические антитела, подавляя нейтрализующий 
иммунный ответ [10]. Кроме того, sGP может вы-
ступать как фактор вирулентности, способствуя 
адаптации вируса при серийных пассажах и ин-
фекции животных [11].

Разработка рекомбинантных гетерологичных 
вирусных векторов, кодирующих целевые гены 
или их фрагменты, позволила преодолеть ука-
занные ограничения и создать вакцины, способ-
ные индуцировать полноценный гуморальный 
и клеточный иммунный ответ. Векторные вак-
цины обеспечивают высокую и длительную экс-
прессию целевого трансгена [1], демонстрируя 
в исследованиях на животных до 100% защиты, 
что позволило им стать перспективными канди-
датами для КИ [2].

Первой живой рекомбинантной вакциной 
для однократного применения стала вакцина 
rVSV-ZEBOV-GP, содержащая ген GP штамма Zaire 
ebolavirus, которая показала эффективность 
97,5–100% при кольцевой вакцинации в Гвинее 
во время вспышки 2014–2016 гг. и была реко-
мендована ВОЗ при вспышках в ДРК. Вакцина 
использовалась для иммунизации взрослого 
населения в США и ряде африканских стран [3]. 
Несмотря на высокую иммуногенность, приме-
нение вакцины сопровождалось выраженной 
реактогенностью: наблюдались кожные реакции 
в виде сыпи и везикул, а также более чем в 20% 
случаев — артралгии и артриты [4]. В связи с этим 
эксперты ВОЗ (SAGE) рекомендовали разработку 
вакцин с более благоприятным профилем безо-
пасности и высокой иммуногенностью [5].

Двухкомпонентная вакцина
Для профилактики лихорадки Эбола была 

предложена гетерологичная схема иммуниза-
ции, включающая две рекомбинантные вектор-
ные вакцины. Первый компонент, Ad26.ZEBOV, 
представляет собой нереплицирующуюся век-
торную вакцину на основе аденовируса (Ad26), 
кодирующую GP вируса Эбола штамма Mayinga. 
Второй компонент, MVA-BN-Filo, нереплициру-
ющийся вектор на основе вируса MVA, коди-
рующего GP вирусов Эбола видов Заир (штамм 
Mayinga) и Судан (штамм Gulu), GP вируса 

4	 Zabdeno. EPAR — product information. EMA; 2020.

Марбург (штамм Musoke), а также нуклеопро-
теин вируса Эбола вида Tai Forest ebolavirus. 
Вакцина Ad26.ZEBOV применялась для первич-
ной вакцинации, а MVA-BN-Filo — для ревак-
цинации через 56  сут. Выбор векторов вакцин 
определяется их коммерческой доступностью 
[5] и благоприятным профилем безопасности 
MVA [6]. Поскольку MVA-BN-Filo индуцирует от-
носительно слабый иммунный ответ при первич-
ной иммунизации, данный вектор используется 
преимущественно для гетерологичной ревакци-
нации, обеспечивая экспрессию целевых белков 
и выработку вируснейтрализующих антител [7]. 
Данная схема была одобрена ВОЗ и ЕМА в 2020 г. 
для экстренной профилактики лихорадки Эбола; 
дальнейшие КИ препарата были продолжены [4].

Клинические исследования вакцины 
у различных групп населения

Первое КИ фазы III (NCT02509494) было 
проведено в Сьерра-Леоне в 2015–2016 гг. [8] 
на 106 взрослых добровольцах: Ad26.ZEBOV 
вводили внутримышечно в дозе 5×1010 вирус-
ных частиц (в.ч.); ревакцинация через 56 сут 
MVA-BN-Filo внутримышечно в дозе 1×108 БОЕ. 
Через 7 и 28 сут после каждой иммунизации 
отмечены легкие нежелательные явления по-
сле введения каждой из вакцин (головная боль, 
утомление, миалгия, артралгия, снижение уров-
ня гемоглобина). Иммунный ответ оценивали 
методом ИФА по уровню антител к GP вируса 
Эбола. Отмечено формирование антител уже 
после первичной вакцинации у 65% доброволь-
цев (средняя геометрическая концентрация, 
GMC=269 EU/мл), а после ревакцинации — у 98% 
(GMC=3810 EU/мл). Через год антитела выяв-
лялись у 77% участников (GMC=325 EU/мл) [8]. 
Сходная динамика наблюдалась по уровню ви-
руснейтрализующих антител (тест in vitro [8]): 
после первичной вакцинации антитела выявля-
лись у 2% добровольцев, а через 21 сут после 
ревакцинации — у 98%; через год — у 77% до-
бровольцев, а через два — у 68%. Таким образом, 
двухкомпонентная схема вакцинации показала 
высокую безопасность и иммуногенность, ин-
дуцируя как гуморальный, так и клеточный им-
мунный ответ. После одобрения EMA в 2020  г. 
схемы для профилактики заболеваний у лиц 
в эпидемических очагах она была рекомендова-
на к применению у взрослых и детей в возрасте 
от 1 года и старше4.

Поскольку уровень антител к GP вируса 
Эбола со временем снижается, было прове-
дено КИ для оценки иммунного ответа после 
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ревакцинации [8]. Добровольцы после курса 
вакцинации (Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo с интер-
валом 56 сут) через 2 года получали вторично 
дозу Ad26.ZEBOV. В ходе КИ отмечались легкие 
нежелательные явления, аналогичные таковым 
при первичной иммунизации (головная боль, 
утомление, миалгия, артралгия, снижение уров-
ня гемоглобина). Иммунный ответ на ревакцина-
цию оценивали на 7 и 21 сут. К 7 сут у 96% добро-
вольцев наблюдалось значительное повышение 
титра антител (показатель GMC вырос в 40 раз – 
с 279 до 11166 EU/мл). К 21 сут антитела выяв-
лялись у всех добровольцев (GMC=30411 EU/мл, 
рост более чем в 110 раз). С течением време-
ни титр антител постепенно снижался, однако 
через 1 и 2 года их уровень оставался в 9 раз 
выше, чем через аналогичный период после 
первичной двухкомпонентной иммунизации. 
Эти данные свидетельствуют, что схема имму-
низации Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo с интервалом 
56 сут формирует иммунологическую память, 
способную к быстрой реактивации при контакте 
с вирусом [8].

Вакцинация во время беременности
Беременные женщины относятся к группе 

высокого риска при заражении лихорадкой 
Эбола. Для оценки безопасности, иммуногенно-
сти и реактогенности двухкомпонентной схемы 
вакцинации в группе беременных женщин было 
проведено КИ фазы III (NCT02509494)  [12,  13]. 
Показано, что частота самопроизвольных вы-
кидышей (13,9%) соответствовала показателям 
для первого триместра беременности у невак-
цинированных женщин. Повышение темпера-
туры наблюдалось у 1% женщин. Пик уровня 
антител к GP вируса Эбола отмечался на 21 сут 
после введения второго компонента, и иммун-
ный ответ сохранялся в течение 1–2 лет. У 75 но-
ворожденных оценивали уровень материн-
ских антител, переданных трансплацентарно. 
Установлена зависимость между сроком вакци-
нации матери и титром антител у ребенка: чем 
раньше в течение беременности была проведе-
на вакцинация матери, тем выше был титр анти-
тел у ребенка к моменту рождения [12, 13]. Это 
связано с тем, что активный перенос IgG от мате-
ри к плоду начинается с конца I триместра (при-
мерно с 13 нед.) [14]. При вакцинации в ранние 
сроки у матери успевает сформироваться высо-
кий уровень антител к началу этого процесса. 
Антитела классов IgA, IgG и IgM секретирова-
лись в грудное молоко.

Таким образом, на основании данных 
КИ, проведенных в Европе, США и Африке 
(764 участниц в возрасте 18–50 лет), вакцинация 

рекомендуется во втором и третьем триместрах 
беременности [12, 13].

Вакцинация пациентов с ВИЧ-инфекцией
Учитывая высокую распространенность 

ВИЧ-инфекции в эндемичных по лихорадке 
Эбола регионах, было проведено КИ фазы II 
(NCT02509494) для оценки двухкомпонентной 
схемы вакцинации у данной группы [15]. В срав-
нительное КИ были включены 668 здоровых 
взрослых добровольцев (возраст 18–70  лет) 
и 142 ВИЧ-инфицированных добровольца 
(возраст 18–50 лет). Проводилась оценка вак-
цинации с разным интервалом между пер-
вичной вакцинацией и ревакцинацией: 28, 56, 
84  сут для здоровых добровольцев и 28, 56 
сут — для ВИЧ-инфицированных. Определялась 
безопасность, переносимость и иммуногенность 
схем вакцинации и ревакцинации (на 365 сут). 
Оценка безопасности показала, что при введе-
нии первичной вакцины (Ad26.ZEBOV) наблюда-
лись нежелательные явления легкой и средней 
степени тяжести у 54,9% здоровых доброволь-
цев и у 58,5% ВИЧ-инфицированных; при ре-
вакцинации (MVA-BN-Filo) — у 57,2% здоровых 
добровольцев и у 43,6% ВИЧ-инфицированных. 
Нежелательные явления отмечены в виде бо-
лезненности в месте введения, головной боли, 
усталости, лихорадки и миалгии. При ревакци-
нации реактогенность не отличалась от тако-
вой при первичной вакцинации. Один леталь-
ный случай у ВИЧ-инфицированного участника 
не был связан с вакцинацией.

Иммуногенность после первичной вакцина-
ции оценивалась на 29, 57 и 85 сут перед ревак-
цинацией по уровню В-клеточного иммунного 
ответа (в ИФА по титру антител, специфичных 
к GP вируса Эбола) [8]. В группе здоровых до-
бровольцев с интервалом 28, 56 и 84 сут антите-
ла были выявлены у 77% (GMC=332 EU/мл), 80% 
(GMC=361 EU/мл) и 81% (GMC=242 EU/мл) участни-
ков соответственно. После первичной вакцина-
ции наблюдалось значительное повышение GMC: 
3085 EU/мл (28 сут, 98% участников), 7518 EU/мл 
(56 сут, 99% участников) и 7300  EU/мл (85 сут, 
100% участников). Через год антитела сохраня-
лись у 80, 78 и 88% добровольцев (для интерва-
лов 28, 56, 84 сут соответственно) при значениях 
GMC от 313 до 363 EU/мл. Ревакцинация приводи-
ла к увеличению концентрации антител у здоро-
вых добровольцев (на 28 сут GMC=29 315 EU/мл, 
на 56 сут GMC=41 643 EU/мл) [8].

У ВИЧ-инфицированных добровольцев по-
казатели индуцированного иммунного отве-
та были сопоставимы с таковыми у здоровых 
участников  КИ: после первичной вакцинации 
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для интервала 28 сут — 81% добровольцев 
(GMC=368 EU/мл), для интервала 56  сут  — 88% 
(GMC=291 EU/мл); после ревакцинации для ин-
тервала 28 сут — 100% (GMC=4 207 EU/мл), для ин-
тервала 56 сут  — 100% (GMC=5 283 EU/мл)  [15]. 
Через год антитела сохранялись у 86% 
(GMC=459 EU/мл) и 88% (GMC=338 EU/мл) до-
бровольцев при интервалах 28 и 56 сут со-
ответственно. Таким образом, ревакцинация 
MVA-BN-Filo приводила к увеличению концен-
трации антител и у ВИЧ-инфицированных до-
бровольцев, однако при интервале между пер-
вичной вакцинацией и ревакцинацией в 56 сут 
показатель GMC был ниже, чем у здоровых до-
бровольцев [15].

В отдельном исследовании (NCT02509494) 
оценивались более короткие схемы иммуниза-
ции за счет уменьшения интервала между пер-
вичной вакцинацией и ревакцинацией до 14 
или 28 сут [16]. В слепом рандомизированном 
плацебо-контролируемом КИ фазы II участво-
вали 249 здоровых и 250 ВИЧ-инфицированных 
добровольцев в возрасте 18–70 лет (средний 
возраст 33,4 года). ВИЧ-инфицированные до-
бровольцы получали антивирусную терапию. 
Доза Ad26.ZEBOV — 5×1010 в.ч. и MVA-BN-Filo — 
1×108 БОЕ. Две группы добровольцев (здоро-
вые и ВИЧ-инфицированные) были разделены 
на 2 подгруппы, с разными интервалами между 
первичной вакцинацией и ревакцинацией (14 
и 28 сут) [16]. Нежелательные явления во всех 
группах (независимо от ВИЧ-статуса доброволь-
цев) были легкой или средней степени тяжести 
и проявлялись в первые 3 сут в виде боли и зуда 
в месте введения, а на 2–4 сут в виде головной 
боли, миалгии и лихорадки.

Через 21 сут после иммунизации второй 
вакциной антитела к GP вируса Эбола (ИФА) 
были выявлены у 99% здоровых и 98% ВИЧ-
инфицированных добровольцев при схеме 
с интервалом 14 сут [16]. У здоровых добро-
вольцев значение GMC составило 5168 EU/мл, 
а у ВИЧ-инфицированных — 2509 EU/мл. У 98% 
добровольцев обеих групп, иммунизированных 
по второй схеме (интервал 28 сут), регистри-
ровались антитела с GMC, равным 6037 EU/мл 
у здоровых добровольцев и 2 939 EU/мл у ВИЧ-
инфицированных. Через год уровень GMC сни-
зился до 635 EU/мл у здоровых добровольцев 
и 514 EU/мл у ВИЧ-инфицированных (схема с ин-
тервалом 14 сут) и до 331 и 360 EU/мл (схема 
с интервалом 28 сут) соответственно. Иммунный 
ответ сохранялся в течение 3,8 года после вве-
дения первого компонента. Анализ клеточного 

5	 World malaria report 2024. WHO; 2024.

иммунитета у добровольцев показал формиро-
вание GP-специфических CD4+ и CD8+ Т-клеток, 
продуцирующих интерферон гамма (IFN-γ): CD4+ 
Т-клетки обнаруживались на 21 сут у 26–32% 
добровольцев, через 1 год — 0–25% при интер-
вале 14 сут; на 21 сут — 41–52%, через 1 год — 
23–49% при интервале 28 сут; CD8+ Т-клетки об-
наруживались на 21 сут у 5–21% добровольцев 
и через 1 год — 5–13%.

Таким образом, применение ускоренных схем 
в режиме вакцинации-ревакцинации индуци-
ровало иммунный ответ как у здоровых добро-
вольцев, так и у ВИЧ-инфицированных лиц, фор-
мируя иммунную память, способную к быстрой 
реактивации при контакте с вирусом Эбола [17].

Влияние на вакцинацию сопутствующих 
инфекций (малярия и гельминтозы)

Поскольку вспышки лихорадки Эбола про-
исходят в регионах, эндемичных по малярии 
(95% случаев заболевания малярией5), изуча-
лось влияние этого заболевания на вакцина-
цию. Известно, что малярия может ослаблять 
иммунный ответ на некоторые вакцины (против 
столбняка, Haemophilus influenzae, менингококка) 
вследствие нарушения функции В-клеток памя-
ти [18]. Однако малярия не снижала иммуноген-
ность вакцин на основе вирусоподобных частиц 
HPV-16/18 [19] и рекомбинантной векторной 
вакцины rVSV-ZEBOV-GP [20]. В исследовании 
D. Ishola  с соавт. [21] показано, что у детей 1–3 лет 
с бессимптомным течением малярии после пер-
вой дозы вакцины Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo ти-
тры антител к GP вируса Эбола были ниже, чем 
у здоровых детей, однако после введения вто-
рой дозы различия нивелировались. Эти данные 
указывают на необходимость дальнейшего из-
учения влияния малярии на формирование по-
ствакцинального иммунитета.

Исследование в Сьерра-Леоне в регионе, эн-
демичном по малярии (КИ фазы II, NCT02509494, 
2015–2018 гг.), включало две стадии [22]. На пер
вой стадии КИ проводили иммунизацию не-
большой группы взрослых добровольцев 
по двухкомпонентной схеме [14]. На втором 
этапе участвовало 188 взрослых доброволь-
цев и 399 детей, разделенных на 3 возрастные 
группы (1–3 года  — 125, 4–11 лет — 133 и 12–
17  лет  — 141 человек). Участников также ка-
тегоризировали по времени заражения маля-
рией: перед, во время и после вакцинации (но 
до оценки иммуногенности). Сравнивали иммун-
ный ответ у добровольцев, зараженных маляри-
ей, и у здоровых одной возрастной категории. 
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Различий в уровне антител к GP вируса Эбола 
после первой (57 сут) и второй дозы вакцины 
(78 сут) обнаружено не было. Однако у взрослых 
добровольцев, заразившихся во время вакци-
нации (между 1 и 57 сут), наблюдалось неболь-
шое снижение концентрации антител. На 21 сут 
после второй дозы вакцины показатели почти 
не различались. В других возрастных группах 
явных различий не наблюдалось. Таким обра-
зом, зараженность малярией при иммунизации 
Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo не влияет на выработ-
ку антител к GP вируса Эбола, что исключает 
необходимость отбора добровольцев по этому 
признаку.

При двухкомпонентной вакцинации у европей
ских добровольцев уровень антител к GP вируса 
Эбола был в среднем на 23% выше, чем у запад-
ноафриканских добровольцев. В качестве одной 
из возможных причин снижения эффективности 
вакцинации рассматривалось наличие гельмин-
тозов [23], распространенность которых состав-
ляет 10–60% [24].

Для оценки влияния гельминтозов на вак-
цинацию проведено рандомизированное сле-
пое плацебо-контролируемое КИ фазы II 
(NCT02509494) с участием 367 добровольцев 
(взрослые 18–70 лет, подростки 12–17 лет, дети 
6–11 лет) [25], у которых отмечалось наличие 
хотя бы одного вида гельминтов. Вакцины вво-
дились с интервалом между первичной вакцина-
цией и ревакцинацией 28, 56 и 84 сут. Результаты 
показали отсутствие связи между гельминтозом 
и уровнем специфического иммунного ответа 
к вирусу Эбола. Более низкий уровень иммунно-
го ответа у добровольцев из африканских стран, 
по-видимому, обусловлен комплексом причин, 
включая генетические особенности, состояние 
окружающей среды, демографию, наличие па-
разитарных инфекций и предсуществующий им-
мунитет к вирусным векторам [25].

Иммуногенность и безопасность вакцины 
у детей и подростков

Дети составляли около 20% от заболев-
ших лихорадкой Эбола, причем у детей млад-
ше 5 лет болезнь прогрессировала быстрее, 
чем у взрослых, и с более высоким риском 
для жизни, что обусловило необходимость раз-
работки схем вакцинации у детей [26]. В насто-
ящее время схема, утвержденная EMA6, при-
меняется как для взрослых, так и для детей 
от 1 года и старше [27, 28]. С учетом снижения 
поствакцинального иммунитета со временем 
было проведено КИ фазы II (NCT02509494) 

6	 Zabdeno. EPAR — product information. EMA; 2020.

для оценки безопасности и иммуногенности 
ревакцинации Ad26.ZEBOV, проводимой не ра-
нее чем через 2 года после первичного курса 
Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo.

В 2021 г. в открытом нерандомизированном 
исследовании в Сьерра-Леоне участвовали 50 
здоровых детей 1–11 лет, ранее получивших 
полный курс вакцинации [26]. При ревакцина-
ции Ad26.ZEBOV участники были разделены 
на 2 группы: 1–3 года и 4–11 лет (на момент пер-
вичной вакцинации). Дозу вакцины Ad26.ZEBOV 
(5×1010 в.ч.) вводили не менее чем через 3 года 
после первичной вакцинации. Нежелательные 
явления были легкой степени тяжести (боль 
и зуд в месте введения вакцины, головная боль, 
утомление, озноб, лихорадка) и проходили 
через 3 сут; снижение уровня гемоглобина нор-
мализовалось к 10 сут.

Перед ревакцинацией показатель GMC со-
ставлял 640 EU/мл в общей группе, 934 EU/мл 
у детей 1–3 лет и 416 EU/мл у детей 4–11 лет. 
Через 7 сут после ревакцинации показатель 
GMC возрастал до 28561 EU/мл (общая группа), 
при этом в группе 1–3 лет его значение увеличи-
валось в 32 раза, до 30 463 EU/мл, а в группе 4–11 
лет — в 63 раза, до 26 478 EU/мл. Через 21 сут 
показатель GMC достигал 64 690 EU/мл (общая 
группа), в группе 1–3 лет — до 71 143 EU/мл 
(в 76 раз), в группе 4–11 лет — до 57 564 EU/мл 
(в  137 раз). Эти данные показывают, что ревак-
цинация Ad26.ZEBOV вызывает значительное 
повышение количества антител против GP ви-
руса Эбола, оцениваемых в ИФА [26]. Следует 
отметить, что титры нейтрализующих антител 
в данном исследовании не определялись.

В многоцентровом рандомизированном пла-
цебо-контролируемом КИ фазы II (NCT02509494; 
2016–2018 гг.) оценивали безопасность, перено-
симость и иммуногенность двухкомпонентной 
схемы вакцинации у здоровых детей и под-
ростков в Африке [28]. В исследовании прини-
мали участие 131 подросток (11–17 лет; сред-
ний возраст 14 лет) и 132 ребенка (4–11  лет; 
средний возраст 7 лет). Дозы составляли 
5×1010 в.ч. Ad26.ZEBOV и 1×108 БОЕ MVA-BN-Filo. 
Оценивали схемы вакцинации при интервалах 
между первичной вакцинацией и ревакцинаци-
ей в 28 и 56 сут.

Нежелательные явления (болезненность 
в месте введения, головная боль, лихорадка) 
чаще наблюдались при введении Ad26.ZEBOV 
как у подростков, так и у детей и не зависели 
от интервала между первичной вакцинацией 
и ревакцинацией.
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Антитела к GP вируса Эбола (ИФА) у под-
ростков после ведения Ad26.ZEBOV определя-
лись у 93% (группа с интервалом 28 сут) и у 94% 
(группа с интервалом 56 сут) участников [28]. 
Через 21  сут после ревакцинации MVA-BN-Filo 
антитела были выявлены у 100% подростков; 
GMC составили 6,993 EU/мл (интервал 28 сут) 
и 13,532 EU/мл (интервал 56 сут). Через год ан-
титела сохранялись у 92% (группа с интервалом 
28  сут) с GMC, равным 593 EU/мл, и у 90% под-
ростков (группа с интервалом 56 сут) с GMC  — 
541 EU/мл. У детей антитела к GP вируса Эбола 
после ведения Ad26.ZEBOV определялись у 96% 
(группа с интервалом 28 сут) и у 98% (группа с ин-
тервалом 56 сут). Через 21 сут после ревакци-
нации MVA-BN-Filo антитела регистрировались 
у 100% детей с GMC 8007 EU/мл и 17 388 EU/мл 
в группах с интервалами 28 и 56 сут соответ-
ственно, что незначительно отличалось от пока-
зателей в группах подростков. Через год антите-
ла детектировались у 96% (группа с интервалом 
28 сут) и у 95% детей (группа с интервалом 
56 сут) с GMC, равными 981 и 637 EU/мл соответ-
ственно [28].

Нейтрализующие антитела после ревакцина-
ции MVA-BN-Filo регистрировались у подрост-
ков через 21 сут у 96% (группа с интервалом 
28 сут) и у 100% (группа с интервалом 56 сут) 
с GMC, равными 1879 и 6403 IC50 соответствен-
но. Через год нейтрализующие антитела опре-
делялись у 54% (группа с интервалом 28 сут; 
GMC=218 IC50) и у 44% подростков (группа с ин-
тервалом 56 сут; GMC=275 IC50). Отмечена корре-
ляция между уровнем антител в ИФА и уровнем 
нейтрализующих антител к GP вируса Эбола [28].

Помимо антител к GP вируса Эбола форми-
ровался гуморальный и клеточный иммунитет 
к аденовирусу (Ad26.VNA). Наличие предсуще-
ствующего иммунитета к аденовирусу у под-
ростков и детей не препятствовало формирова-
нию антител к GP вируса Эбола.

Таким образом, двухкомпонентная схема им-
мунизации Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo индуцирует 
у детей и подростков иммунный ответ к GP виру-
са Эбола, причем интервал 56 сут между дозами 
обеспечивал более высокие показатели имму-
ногенности по сравнению с интервалом 28 сут. 
Схема вакцинации характеризовалась благо-
приятным профилем безопасности [28].

В клиническом исследовании фазы II 
(NCT02509494; 2019 г.) оценивали безопасность 
и иммуногенность вакцины у детей младше 1 года 
[27]. Дети были рандомизированы 1:1 для им-
мунизации либо Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo (под-
группы 4–8 и 9–11 мес.), либо менингококко-
вой вакциной (контрольная группа) [29]. Было 

показано, что схема Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo 
продемонстрировала хорошую переносимость: 
нежелательные явления были легкой или уме-
ренной степени тяжести (болезненность в месте 
введения, снижение аппетита, кратковременная 
лихорадка и снижение активности) и сопоста-
вимы с таковыми у детей других возрастных 
групп  [27]. Серьезных нежелательных явлений, 
связанных с вакцинацией, не зафиксировано.

Двухкомпонентная схема вакцинации инду-
цировала повышение уровня антител к GP виру-
са Эбола (ИФА) у 100% младенцев через 21 сут 
после введения второй дозы [29]. Уровень ан-
тител сохранялся через 12 мес. у 93% детей 
возрастной подгруппы 4–8 мес. и 100% — под-
группы 9–11  мес. Предсуществующий иммуни-
тет к аденовирусу (по титру нейтрализующих 
антител) не влиял на формирование иммунного 
ответа. Титры антител у младенцев были сопо-
ставимы с таковыми у детей в возрасте 1–3 лет 
в Сьерра-Леоне [27, 29]. Показатели GMC у мла-
денцев через 21 сут после введения второго 
компонента и через 12 мес. после введения пер-
вого компонента были выше, чем у детей в воз-
расте от 4 до 11 лет и у подростков в возрасте 
12–17  лет согласно данным ранее проведенно-
го КИ [28, 29]. Выявлена обратная зависимость 
между возрастом и уровнем иммунного ответа: 
с уменьшением возраста значения GMC повы-
шались [29].

Наблюдались географические различия в уров-
не иммунного ответа на вакцинацию. Показатели 
GMC у младенцев (подгруппа 4–8 мес.) в Уганде 
были выше по сравнению с участниками анало-
гичного возраста из Сьерра-Леоне [29]. Более 
высокие показатели GMC (после введения вто-
рого компонента) отмечались у детей в возрасте 
4–11 лет и подростков 12–17 лет в Буркина-Фасо 
по сравнению с их сверстниками из Кот-д’Ивуара, 
Кении и Уганды [29].

Представленные результаты исследований 
свидетельствуют о безопасности и иммуноген-
ности вакцины у детей и подростков, обосновы-
вая возможность ее включения в национальные 
календари прививок в соответствии с рекомен-
дациями EMA по применению двухкомпонент-
ной схемы вакцинации для взрослых и детей 
старше 1 года [8].

В таблице 1 суммированы данные КИ по ко-
личественным показателям иммунного отве-
та после вакцинации двухкомпонентной вак-
циной Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo у различных 
групп населения. Качественные показатели 
по особым группам (беременные, лица с сопут-
ствующими инфекциями, младенцы) представ-
лены в таблице 2.



23

Stovba L.F., Chukhralya O.V., Paveliev D.I., Soldatenkova M.I., Belozerov D.P., Petrov A.A., Borisevich S.V.
Two-component vector-based vaccine Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo against Ebola fever: A review of clinical studies

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2026, V. 26, No. 1

Та
бл

иц
а 

1.
 П

ок
аз

ат
ел

и 
им

м
ун

но
го

 о
тв

ет
а,

 и
нд

уц
ир

ов
ан

но
го

 д
ву

хк
ом

по
не

нт
но

й 
ва

кц
ин

ой
 A

d2
6.

ZE
BO

V,
 M

VA
-B

N
-F

ilo
 у

 з
до

ро
вы

х 
вз

ро
сл

ы
х 

до
бр

ов
ол

ьц
ев

, В
И

Ч-
ин

ф
иц

ир
ов

ан
ны

х,
 з

до
ро

-
вы

х 
де

те
й 

и 
по

др
ос

тк
ов

Ta
bl

e 
1.

 Im
m

un
e 

re
sp

on
se

 in
du

ce
d 

by
 t

w
o-

do
se

 A
d2

6.
ZE

BO
V,

 M
VA

-B
N

-F
ilo

 v
ac

ci
ne

 in
 h

ea
lt

hy
 a

du
lt

s,
 H

IV
-i

nf
ec

te
d 

pa
ti

en
ts

, h
ea

lt
hy

 c
hi

ld
re

n,
 a

nd
 a

do
le

sc
en

ts

№
Ст

ат
ус

  
до

бр
ов

ол
ьц

ев
Vo

lu
nt

ee
r g

ro
up

Ко
ли

че
ст

во
 

до
бр

ов
ол

ьц
ев

 
с 

ан
ти

те
ла

м
и*

 
по

сл
е 

пе
рв

ич
-

но
й 

ва
кц

ин
а-

ци
и,

 %
Q

ua
nt

ity
 o

f 
vo

lu
nt

ee
rs

 
w

ith
 b

in
di

ng
 

an
tib

od
ie

s 
af

te
r p

rim
ar

y 
va

cc
in

at
io

n,
 %

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 
ан

ти
те

л 
(G

M
C)

 
по

сл
е 

пе
рв

ич
-

но
й 

ва
кц

ин
а-

ци
и,

 E
U/

м
л

Co
nc

en
tr

at
io

n 
of

 
an

tib
od

ie
s 

(G
M

C)
 

af
te

r p
rim

ar
y 

va
cc

in
at

io
n,

 
EU

/m
L

Ко
ли

че
ст

во
 

до
бр

ов
ол

ьц
ев

 
с 

ан
ти

те
ла

м
и 

по
сл

е 
ре

ва
кц

и-
на

ци
и,

 %
Q

ua
nt

ity
 o

f 
vo

lu
nt

ee
rs

 
w

ith
 b

in
di

ng
 

an
tib

od
ie

s 
af

te
r 

bo
os

tin
g, 

%

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 
ан

ти
те

л 
(G

M
C)

 
по

сл
е 

ре
ва

кц
и-

на
ци

и,
 E

U/
м

л
Co

nc
en

t r
at

io
n 

of
 

an
tib

od
ie

s 
(G

M
C)

 
af

te
r b

oo
st

in
g, 

EU
/m

L

И
нт

ер
ва

л 
м

еж
-

ду
 п

ер
ви

чн
ой

 
ва

кц
ин

ац
ие

й 
и 

ре
ва

кц
ин

ац
ие

й,
 

су
т

Th
e 

in
te

rv
al

 
be

tw
ee

n 
pr

im
ar

y 
va

cc
in

at
io

n 
an

d 
re

va
cc

in
at

io
n,

 
da

ys

Ре
ва

кц
ин

ац
ия

Re
va

cc
in

at
io

n

И
нт

ер
ва

л 
до

 
ре

ва
кц

ин
ац

ии
In

te
rv

al
 u

nt
il 

re
va

cc
in

at
io

n 

И
сс

ле
до

ва
ни

е,
 

ф
аз

а
Tr

ia
l p

ha
se

Ко
ли

че
ст

во
 

до
бр

ов
ол

ьц
ев

 с
 

ан
ти

те
ла

м
и,

 %
Q

ua
nt

ity
 o

f 
vo

lu
nt

ee
rs

 
w

ith
 b

in
di

ng
 

an
tib

od
ie

s, 
%

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 
ан

ти
те

л 
(G

M
C)

, 
EU

/м
л

Co
nc

en
tr

at
io

n 
of

 
an

tib
od

ie
s, 

GM
Cs

, 
EU

/m
L

1
Зд

ор
ов

ы
е 

вз
ро

сл
ы

е
H

ea
lth

y 
ad

ul
ts

65
26

9
98

38
12

0
56

10
0

30
41

1
2 

го
да

2 
ye

ar
s

Ф
аз

а 
II

Ph
as

e 
II

N
CT

02
50

94
94

2

Зд
ор

ов
ы

е 
вз

ро
сл

ы
е

H
ea

lth
y 

ad
ul

ts

77
33

2
98

30
85

28
80

31
3–

36
1

1 
го

д
1 

ye
ar

Ф
аз

а 
II

Ph
as

e 
II 

N
CT

02
50

94
94

80
36

1
99

75
18

56
78

81
24

21
10

0
73

00
84

88

ВИ
Ч-

ин
ф

иц
ир

ов
ан

-
ны

е 
вз

ро
сл

ы
е

H
IV

-in
fe

ct
ed

 a
du

lt
s

81
36

8
10

0
42

07
28

86
45

9

88
29

1
10

0
52

83
56

88
33

8

3

ВИ
Ч-

ин
ф

иц
ир

ов
ан

-
ны

е 
вз

ро
сл

ы
е

H
IV

-in
fe

ct
ed

 a
du

lt
s

16
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

98
25

09
14

Н
е 

оп
ре

де
ля

ли
N

ot
 d

et
er

m
in

ed
Н

е 
оп

ре
де

ля
ли

N
ot

 d
et

er
m

in
ed

Н
е 

оп
ре

де
ля

ли
N

ot
 d

et
er

m
in

ed

Ф
аз

а 
II

Ph
as

e 
II 

N
CT

02
50

94
94

82
98

29
39

28

Зд
ор

ов
ы

е 
вз

ро
сл

ы
е

H
ea

lth
y 

ad
ul

ts
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e

99
51

68
14

99
60

37
28



24

Стовба Л.Ф., Чухраля О.В., Павельев Д.И., Солдатенкова М.И., Белозеров Д.П., Петров А.А., Борисевич С.В.
Двухкомпонентная векторная вакцина против лихорадки Эбола Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo: обзор клинических исследований

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2026, Т. 26, № 1

№
Ст

ат
ус

  
до

бр
ов

ол
ьц

ев
Vo

lu
nt

ee
r g

ro
up

Ко
ли

че
ст

во
 

до
бр

ов
ол

ьц
ев

 
с 

ан
ти

те
ла

м
и*

 
по

сл
е 

пе
рв

ич
-

но
й 

ва
кц

ин
а-

ци
и,

 %
Q

ua
nt

ity
 o

f 
vo

lu
nt

ee
rs

 
w

ith
 b

in
di

ng
 

an
tib

od
ie

s 
af

te
r p

rim
ar

y 
va

cc
in

at
io

n,
 %

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 
ан

ти
те

л 
(G

M
C)

 
по

сл
е 

пе
рв

ич
-

но
й 

ва
кц

ин
а-

ци
и,

 E
U/

м
л

Co
nc

en
tr

at
io

n 
of

 
an

tib
od

ie
s 

(G
M

C)
 

af
te

r p
rim

ar
y 

va
cc

in
at

io
n,

 
EU

/m
L

Ко
ли

че
ст

во
 

до
бр

ов
ол

ьц
ев

 
с 

ан
ти

те
ла

м
и 

по
сл

е 
ре

ва
кц

и-
на

ци
и,

 %
Q

ua
nt

ity
 o

f 
vo

lu
nt

ee
rs

 
w

ith
 b

in
di

ng
 

an
tib

od
ie

s 
af

te
r 

bo
os

tin
g, 

%

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 
ан

ти
те

л 
(G

M
C)

 
по

сл
е 

ре
ва

кц
и-

на
ци

и,
 E

U/
м

л
Co

nc
en

t r
at

io
n 

of
 

an
tib

od
ie

s 
(G

M
C)

 
af

te
r b

oo
st

in
g, 

EU
/m

L

И
нт

ер
ва

л 
м

еж
-

ду
 п

ер
ви

чн
ой

 
ва

кц
ин

ац
ие

й 
и 

ре
ва

кц
ин

ац
ие

й,
 

су
т

Th
e 

in
te

rv
al

 
be

tw
ee

n 
pr

im
ar

y 
va

cc
in

at
io

n 
an

d 
re

va
cc

in
at

io
n,

 
da

ys

Ре
ва

кц
ин

ац
ия

Re
va

cc
in

at
io

n

И
нт

ер
ва

л 
до

 
ре

ва
кц

ин
ац

ии
In

te
rv

al
 u

nt
il 

re
va

cc
in

at
io

n 

И
сс

ле
до

ва
ни

е,
 

ф
аз

а
Tr

ia
l p

ha
se

Ко
ли

че
ст

во
 

до
бр

ов
ол

ьц
ев

 с
 

ан
ти

те
ла

м
и,

 %
Q

ua
nt

ity
 o

f 
vo

lu
nt

ee
rs

 
w

ith
 b

in
di

ng
 

an
tib

od
ie

s, 
%

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 
ан

ти
те

л 
(G

M
C)

, 
EU

/м
л

Co
nc

en
tr

at
io

n 
of

 
an

tib
od

ie
s, 

GM
Cs

, 
EU

/m
L

4

Зд
ор

ов
ы

е 
де

ти
 

(о
бщ

ая
 г

ру
пп

а)
H

ea
lth

y 
ch

ild
re

n 
in

 
th

e 
w

ho
le

 g
ro

up

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e
64

0
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e
64

69
0

3,
2 

го
да

3.
2 

ye
ar

s

Ф
аз

а 
II

Ph
as

e 
II

N
CT

02
50

94
94

1–
3 

го
да

1–
3 

ye
ar

s
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

93
4

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

71
14

3

4–
11

 л
ет

4–
11

 y
ea

rs
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

41
6

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

57
56

4

5

Зд
ор

ов
ы

е 
по

д-
ро

ст
ки

H
ea

lth
y 

ad
ol

es
ce

nt
s

93

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e

10
0

69
93

28
92

59
3

1 
го

д
1 

ye
ar

Ф
аз

а 
II

Ph
as

e 
II 

N
CT

02
50

94
94

94
10

0
13

53
2

56
90

54
1

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e

Зд
ор

ов
ы

е 
де

ти
H

ea
lth

y 
ch

ild
re

n
96

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e
10

0
80

07
28

Н
е 

оп
ре

де
ля

ли
N

ot
 d

et
er

m
in

ed
Н

е 
оп

ре
де

ля
ли

N
ot

 d
et

er
m

in
ed

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

4-
11

 л
ет

4–
11

 y
ea

rs
98

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e
10

0
17

38
8

56
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

Н
ет

 д
ан

ны
х

N
ot

 a
va

ila
bl

e
Н

ет
 д

ан
ны

х
N

ot
 a

va
ila

bl
e

Та
бл

иц
а 

со
ст

ав
ле

на
 а

вт
ор

ам
и 

/ 
Th

e 
ta

bl
e 

w
as

 p
re

pa
re

d 
by

 t
he

 a
ut

ho
rs

П
ри

м
еч

ан
ие

. *
 а

нт
ит

ел
а 

ре
ги

ст
ри

ро
ва

ли
 с

 и
сп

ол
ьз

ов
ан

ие
м

 И
Ф

А
. G

M
C,

 с
ре

дн
ее

 г
ео

м
ет

ри
че

ск
ое

 з
на

че
ни

е 
ко

нц
ен

тр
ац

ии
 а

нт
ит

ел
, и

зм
ер

яе
м

ое
 в

 е
ди

ни
ца

х 
И

Ф
А 

на
 1

 м
л 

(E
U

/м
л)

.
N

ot
es

. *
 a

nt
ib

od
ie

s 
w

er
e 

de
te

ct
ed

 u
si

ng
 E

LI
SA

. G
M

C,
 g

eo
m

et
ri

c 
m

ea
n 

co
nc

en
tr

at
io

ns
 o

f a
nt

ib
od

ie
s 

m
ea

su
re

d 
in

 E
LI

SA
 u

ni
ts

 p
er

 1
 m

L 
(E

U
/m

L)
.

П
ро

до
лж

ен
ие

 т
аб

ли
цы

 1
Ta

bl
e 

1 
(c

on
tin

ue
d)



25

Stovba L.F., Chukhralya O.V., Paveliev D.I., Soldatenkova M.I., Belozerov D.P., Petrov A.A., Borisevich S.V.
Two-component vector-based vaccine Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo against Ebola fever: A review of clinical studies

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2026, V. 26, No. 1

Безопасность вакцины в условиях 
массовой вакцинации

В масштабной программе UMURINZI 
(NCT04556526; 2019–2021 гг.) по исследова-
нию двухкомпонентной схемы вакцинации 
Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo оценивались нежела-
тельные явления после иммунизации первой 
дозой (Ad26.ZEBOV). В программе принимали 
участие 216113 пациентов из Руанды (район, 
пограничный с Демократической Республикой 
Конго): взрослые пациенты, подростки и дети 
старше 1 года без серьезных хронических за-
болеваний [30]. Выявлено, что после первичной 
вакцинации отмечались нежелательные явления 
легкой и средней степени тяжести (в основном 
лихорадка, головная боль) у 0,7% взрослых па-
циентов, у 1,2% детей в возрасте 2–8 лет, у 0,4% 
детей в возрасте 9–17 лет. Серьезные нежела-
тельные явления (угрожающие жизни) зафикси-
рованы у 174 человек (0,04%), включая фебриль-
ные судороги у 10 детей (7 лет и младше) сразу 
после вакцинации, которые проходили при ме-
дикаментозном лечении в течение 48 ч. Данная 
реакция ранее не регистрировалась при ру-
тинной вакцинации. Отмечены 7 случаев тяже-
лых нежелательных явлений (лихорадка, рвота, 
и/или диарея) у детей старше 8 лет. Все 20 за-
регистрированных летальных исходов не были 
связаны с иммунизацией.

Таким образом, для схемы вакцинации 
с использованием Ad26.ZEBOV и MVA-BN-Filo 
с интервалом 56 сут подтвержден благоприят-
ный профиль безопасности и эффективности. 

В проведенных КИ показано формирование 
устойчивого иммунитета у различных групп на-
селения, включая взрослых, детей, беременных, 
ВИЧ-инфицированных, а также у лиц с малярией 
и гельминтозами. Иммунный ответ сохранял-
ся до трех лет, а повторная вакцинация значи-
тельно повышала уровень антител, что свиде-
тельствует о формировании иммунологической 
памяти. Представленные результаты исследова-
ний позволяют рекомендовать включение пре-
парата в национальные календари профилакти-
ческих прививок.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Двухкомпонентная схема вакцинации против 

лихорадки Эбола, предусматривающая первич-
ную вакцинацию Ad26.ZEBOV с последующей 
ревакцинацией MVA-BN-Filo (с интервалом 
56 сут), одобрена ВОЗ и ЕМА для применения 
у лиц в эпидемических очагах, включая взрос-
лых и детей старше одного года. Безопасность 
и эффективность вакцины подтверждены 
в серии клинических исследований с участием 
различных групп населения: здоровые взрос-
лые; беременные женщины; младенцы, дети 
и подростки; лица с ВИЧ-инфекцией, малярией 
и гельминтозами.

Схема вакцинации характеризуется благопри-
ятным профилем безопасности. Нежелательные 
явления были легкой и средней степени тя-
жести (болезненность в месте введения, го-
ловная боль, утомление, лихорадка, миалгия, 
артралгия, снижение уровня гемоглобина) 

Таблица 2. Показатели иммунного ответа у особых групп населения
Table 2. Immune response in specific patient groups

№
Статус  

добровольцев
Volunteer group

Уровень иммунного ответа (ИФА) 
после первичной вакцинации

Immune response level in ELISA after 
primary vaccination

Уровень иммунного ответа (ИФА) 
после ревакцинации

Immune response level in ELISA after 
revaccination

Исследование, 
фаза

Trial phase

1
Беременные 
женщины
Pregnant women

Нет данных
Not available

Наличие антител, пиковая концентрация 
антител определялась в первом триместре
Presence of antibodies and peak antibodies 
in the first trimester 

Фаза III
Phase III

NCT02509494

2

Больные 
малярией
Patients with 
malaria

Концентрация антител была мень-
ше, чем у здоровых добровольцев
Concentration of lower smaller than 

in healthy volunteers

Концентрация антител через 1 год не отли-
чалась от здоровых добровольцев
Concentration of antibodies after one year 
equal to healthy volunteers

Фаза II
Phase II

NCT02509494

3

Больные 
гельминтозами
Patients with 
helminthiasis

Нет данных
Not available

Концентрация антител ниже, чем у здоро-
вых добровольцев.
Через 1 год концентрация антител не отли-
чалась от здоровых добровольцев
Concentration of antibodies lower than 
in healthy adult volunteers. Concentration 
of antibodies after one year equal to healthy 
volunteers

Фаза II
Phase II

NCT02509494

4

Младенцы 
до 1 года
Infants under one 
year

93–100% 100%
Фаза II
Phase II

NCT02509494

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors
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и проходили через 3 сут после вакцинации. 
Продемонстрирована безопасность вакцинации 
у беременных женщин. Иммунный ответ у здо-
ровых добровольцев после двухкомпонентной 
вакцинации сохранялся на высоком уровне в те-
чение года и удерживался на протяжении трех 
лет. Ревакцинация вызывала резкое увеличение 
уровня антител, что свидетельствует о наличии 
иммунологической памяти, способной активи-
роваться при естественном инфицировании ви-
русом Эбола.

Результаты исследований показали, что схема 
вакцинации эффективна у ВИЧ-инфицированных 
лиц, хотя пиковые концентрации антител у них 
были примерно в два раза ниже, чем у здоро-
вых участников. Изменение интервала меж-
ду первичной вакцинацией и ревакцинацией 
не оказывало существенного влияния на харак-
теристики иммунного ответа. Наличие малярии 

или гельминтозов у иммунизированных лиц 
не оказывало значимого влияния на формирова-
ние поствакцинального иммунитета по сравне-
нию со здоровыми участниками исследований.

При иммунизации вакциной детей и подрост-
ков нежелательные явления (боль и зуд в месте 
введения, головная боль, утомление, озноб, ли-
хорадка, снижение уровня гемоглобина) были 
сопоставимы с таковыми у взрослых.

Таким образом, двухкомпонентная схема вак-
цинации Ad26.ZEBOV, MVA-BN-Filo является без-
опасной и иммуногенной для различных групп 
населения, включая особые группы. Применение 
данной схемы вакцинации способно существен-
но снизить риск распространения лихорадки 
Эбола и может рассматриваться как элемент 
стратегических программ массовой иммуни-
зации в эндемичных регионах и при вспышках 
заболевания.
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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Лекарственные препараты (ЛП) на основе плазмы крови человека применя-
ют при лечении ряда системных заболеваний, иммунодефицитных и жизнеугрожающих 
состояниях. Рост потребления таких ЛП предопределяет масштабирование производств 
и обеспечение стабильных поставок плазмы крови, качество которой должно соответ-
ствовать международным стандартам.
ЦЕЛЬ. Систематизация и анализ национальных и международных фармакопейных тре-
бований к качеству плазмы крови человека, в том числе используемой для производства 
ЛП, в рамках гармонизации национальных требований с мировыми стандартами качества 
и разработка проектов фармакопейных статей.
ОБСУЖДЕНИЕ. Анализ нормативных правовых документов и научной литературы показал, 
что в различных странах частоты донаций плазмы крови в расчете на донора составляют 
от 24 до 104 раз в год, а допустимые объемы донаций — от 650 до 850 мл. Двухэтапная 
система отбора доноров по результатам двух последовательных лабораторных иссле-
дований обеспечивает высокий уровень вирусной безопасности ЛП, что соответствует 
требованиям международных стандартов, в том числе стандартов PPTA. В Российской 
Федерации установленный срок обязательной карантинизации плазмы крови человека 
составляет 120 сут. В США производители плазмы добровольно внедрили протокол каран-
тинного хранения плазмы в течение 60 сут для дальнейшего производства. Во Франции 
сроки карантинизации плазмы также составляет 2 мес. Анализ контроля и обеспечения 
вирусной безопасности индивидуальных донаций, минипула и производственного пула 
плазмы для фракционирования (ПДФ) на вирусные маркеры в национальных и региональ-
ных стандартах качества выявил различные подходы к стандартизации. В Европейской 
и Индийской фармакопеях предусмотрены испытания индивидуальных донаций плазмы 
на наличие антител к ВИЧ-1 и ВИЧ-2, вирусу гепатита С (ВГС) и поверхностного антигена 
вируса гепатита В (HBsAg). Свод законов США устанавливает испытания индивидуальных 
донаций плазмы на наличие HBsAg, антител к ВИЧ-1, ВИЧ-2, ВГС и нуклеиновых кислот 
ВИЧ и ВГС. В Государственной фармакопее Российской Федерации (ГФ РФ) предусмотрено 
проведение испытаний каждой индивидуальной донации плазмы на наличие HBsAg, анти-
тел к ВГС, антигена р24 ВИЧ-1, антител к ВИЧ-1 и ВИЧ-2 и возбудителю сифилиса. В рамках 
гармонизации ГФ РФ с монографиями зарубежных фармакопей установлены требования 
к качеству плазмы крови человека, в том числе используемой для производства ЛП.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Результаты сравнительного анализа национальных и международных 
требований к качеству ПДФ и вирусинактивированной плазмы крови человека указали 
на необходимость создания современных подходов к стандартизации и контролю каче-
ства. Подготовлены проекты фармакопейных статей «Плазма человека для фракциониро-
вания» и «Плазма человека вирусинактивированная».
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Plasma-derived medicinal products (PDMPs) are used to treat a number of sys-
temic diseases, immunodeficiency disorders, and life-threatening conditions. The growing 
PDMP consumption necessitates the scaling of production and the provision of a stable supply 
of plasma, with the quality meeting international standards.
AIM. This study aimed to systematize and analyze national and international compendial re-
quirements for the quality of human plasma, including that used for PDMP production, within 
harmonization process of national requirements with global quality standards for the develop-
ment of draft pharmacopeial monographs.
DISCUSSION. Analyzed regulatory documents and scientific literature revealed that plasma 
donation rates per donor ranged from 24 to 104 times per year in various countries, while ac-
ceptable donation volumes ranged from 650 to 850 mL. A two-stage donor selection system 
based on the results of two consecutive laboratory tests ensures high viral safety of medicinal 
products, which complies with international standards, including those of Plasma Protein Ther-
apeutics Association. In the Russian Federation, the mandatory quarantine period for human 
blood plasma is 120 days. In the United States, plasma producers have voluntarily implement-
ed a 60-day plasma quarantine protocol for further production. In France, plasma quarantine 
also lasts for two months. Analyzed viral safety control and assurance of individual donations, 
minipools, and fractionation pools (FPs) for viral markers in the national and regional quality 
standards revealed different approaches to standardization. The European and Indian Phar-
macopoeias require testing of individual plasma donations for antibodies to HIV-1 and HIV-2, 
hepatitis C virus (HCV), and HBsAg. The US Code of Federal Regulations requires testing of in-
dividual plasma donations for HBsAg, antibodies to HIV-1, HIV-2, HCV, and HIV and HCV nucleic 
acids. The State Pharmacopoeia of the Russian Federation (SP RF) requires testing of each in-
dividual plasma donation for HBsAg, antibodies to HCV, HIV-1 p24 antigen, antibodies to HIV-1 
and HIV-2, and the Treponema pallidum. As part of harmonizing SP RF with the monographs 
of foreign pharmacopoeias, requirements were established for the quality of human plasma, 
including that used for PDMP production.
CONCLUSIONS. The results of a comparative analysis of national and international quality re-
quirements for fractionated plasma and virus-inactivated human plasma indicate the need to de-
velop modern approaches to standardization and quality control. Draft pharmacopoeial mono-
graphs Human plasma for fractionation and Human virus-inactivated plasma have been prepared.
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ВВЕДЕНИЕ
Лекарственные препараты (ЛП), которые 

получают из плазмы крови человека, напри-
мер препараты иммуноглобулинов, альбуми-
на, факторов свертывания крови, применяют 
для лечения пациентов с иммунодефицитными 
состояниями различного генеза [1, 2]; аутоим-
мунными, воспалительными, онкологическими, 
дегенеративными заболеваниями [3, 4]; с нару-
шениями гемостаза [5], пациентов с обширными 
ожогами, травмами, кровопотерей, шоком. Такие 
ЛП включены в Перечень жизненно необходи-
мых и важнейших лекарственных препаратов 
для медицинского применения1, производство 
которых зависит от обеспечения плазмой крови 
человека.

Существуют значительные национальные 
и региональные различия в объемах заго-
товки плазмы. По состоянию на 2022 г. боль-
шинство мощностей находились в Северной 
Америке, Западной Европе и Юго-Восточной 
Азии. Около 80% мирового рынка плазмы при-
ходится на США [6]. Это означает зависимость 
других стран от импорта и обосновывает необ-
ходимость как более сбалансированного сбора 
плазмы на национальном уровне, так и увели-
чения поставок плазмы [7]. В Европейском со-
юзе  (ЕС) объем собранной плазмы крови чело-
века не удовлетворяет потребности пациентов 
в ЛП из плазмы крови, поэтому страны ЕС за-
висят от импорта плазмы, собранной в центрах 
плазмафереза США. Частные центры плазмафе-
реза Германии, Австрии, Чешской Республики 
и Венгрии собирают в пропорциональном 

отношении в три раза больший объем плазмы, 
чем в любой другой стране ЕС [7]. На Латинскую 
Америку и Африку приходится очень небольшая 
доля заготовок плазмы [7]. В странах Азиатско-
Тихоокеанского региона объем собираемой 
плазмы тоже не удовлетворяет растущий спрос 
на производимые из нее ЛП [8].

В Российской Федерации удовлетворение 
потребности населения в ЛП из плазмы крови 
человека является приоритетной задачей здра-
воохранения. Утверждена концепция2 увеличе-
ния заготовки плазмы крови для производства 
ЛП на период до 2030 г. В документе отмечает-
ся необходимость создания инфраструктурных 
и технологических условий, которые позволили 
бы расширить ассортимент отечественных ЛП, 
полученных из плазмы крови человека, на рос-
сийском рынке, а также обеспечения незави-
симости фармацевтического рынка Российской 
Федерации и укрепления национальной безо-
пасности3. Потребность в ЛП из плазмы крови 
в значительной степени удовлетворяется за счет 
закупок за рубежом. Так, например, подавляю-
щее большинство ЛП, содержащих концентраты 
факторов свертывания крови (ФСК), закупаются 
за рубежом и только ЛП ФСК VIII и IX произво-
дят в России. Доля ЛП ФСК VIII российского про-
изводства на внутреннем фармацевтическом 
рынке составляет около 20%, ЛП ФСК IX — 20%, 
ЛП альбумина — 65,5%, а ЛП иммуноглобули-
нов человека — 49%4. Однако комплексные ЛП, 
например ФСК VIII в комбинации с фактором 
Виллебранда и ФСК II, VII, IX и X — все зарубеж-
ного производства5.

https://grls.rosminzdrav.ru
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Для снабжения рынка Российской Федерации 
отечественными ЛП из плазмы крови человека 
важна организация масштабного современ-
ного производства этих ЛП с обеспечением 
фармацевтических предприятий необходимым 
объемом плазмы крови, соответствующей 
международным стандартам. В соответствии 
с Концепцией6 одним из главных направлений 
государственной политики в сфере увеличе-
ния заготовки плазмы крови является совер-
шенствование нормативной правовой базы. 
Необходима система обеспечения качества 
плазмы крови человека, гарантирующая по-
лучение стандартизированного и безопасного 
исходного сырья в подходящих условиях его 
заготовки.

Заготовленная свежезамороженная плазма 
крови человека применяется как для перели-
вания реципиентам, так и используется в про-
изводстве ЛП при соответствии ее качества 
требованиям плазмы человека для фракци-
онирования (ПДФ)7. Для переливания также 
применяют свежезамороженную плазму, инак-
тивированную различными методами пато-
генредукции. Требования к качеству ПДФ 
регламентированы фармакопеей. В настоя-
щее время в Государственную фармакопею 
Российской Федерации (ГФ РФ) включена 
ФС.3.3.2.0001.198, которая нуждается в актуали-
зации из-за различий в требованиях к качеству 
плазмы крови для фракционирования с между-
народными стандартами.

Цель работы — систематизация и анализ на-
циональных и международных фармакопейных 
требований к качеству плазмы крови человека, 
в том числе используемой для производства ЛП, 
в рамках гармонизации национальных требова-
ний с мировыми стандартами качества, и разра-
ботка проектов фармакопейных статей.

Поиск информации осуществлялся по базам 
данных eLIBRARY.RU, PubMed, ГФ РФ XIV изд., 
монографиям ведущих зарубежных фарма-
копей (Европейская, Британская, Индийская, 
Китайская, Японская фармакопеи и фармакопея 
США) и Google Scholar.
6	 Распоряжение Правительства Российской Федерации от 09.02.2023 № 291-р «Об утверждении Концепции увеличения 

заготовки плазмы крови для производства лекарственных препаратов учреждениями Службы крови Федерального ме-
дико-биологического агентства России и субъектов Российской Федерации на период до 2030 года».

7	 Постановление Правительства Российской Федерации от 02.02.23 № 153 «Об утверждении правил передачи организа-
циям, осуществляющим производство лекарственных средств и (или) медицинских изделий, донорской крови и (или) ее 
компонентов».

8	 ФС.3.3.2.0001.19 Плазма человека для фракционирования. Приложение к Государственной фармакопее Российской Фе-
дерации XIV изд.; 2019.

9	 Распоряжение Правительства Российской Федерации от 09.02.2023 № 291-р «Об утверждении Концепции увеличения 
заготовки плазмы крови для производства лекарственных препаратов учреждениями Службы крови Федерального ме-
дико-биологического агентства России и субъектов Российской Федерации на период до 2030 года».

10	 Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components. 22th ed. Strasbourg: EDQM, Council of Europe; 2025.
11	 https://www.pptaglobal.org/material/international-quality-plasma-program-iqpp

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

Контроль качества при заготовке плазмы крови
Заготовка необходимого объема плазмы кро-

ви человека для обеспечения организаций, осу-
ществляющих производство ЛП, гарантирует 
безопасность и мобилизационную готовность 
страны9, поскольку ЛП из плазмы крови челове-
ка широко используются в чрезвычайных ситуа-
циях. Качество и безопасность таких ЛП зависит 
как от исходного сырья — плазмы, так и от по-
следующих этапов производства ЛП.

Мировая практика характеризуется наличи-
ем государственных, некоммерческих и част-
ных центров, осуществляющих сбор плазмы 
крови человека; наличием современного обо-
рудования, технологий и подходов к заготовке 
плазмы крови человека; соблюдением требова-
ний надлежащей производственной практики 
(GMP), организацией системы заготовки, хра-
нения и транспортировки плазмы. При этом, 
помимо выполнения нормативных требований 
Руководства Европейского директората по ка-
честву лекарственных средств и здравоохра-
нения (EDQM)10, заготовители используют в ра-
боте и другие стандарты. Так, для обеспечения 
качества и безопасности заготавливаемой 
плазмы разработаны добровольные стандар-
ты безопасности, устанавливающие необхо-
димые параметры сбора, заготовки, хранения 
и транспортировки плазмы крови человека, 
а также контроля на гемотрансмиссивные ин-
фекции  (ГТИ). К таким стандартам, обеспечива-
ющим качество плазмы во время ее заготовки, 
относится Международная программа качества 
плазмы (International Quality Plasma Program, 
IQPP)11 Международной Ассоциации терапии 
белками плазмы (Plasma Protein Therapeutics 
Association, РРТА). Другим стандартом, приме-
няемым на этапе фракционирования, является 
программа «Стандарты качества, совершен-
ства, гарантии и лидерства» (Quality Standards 
of Excellence Assurance and Leadership), которая 
устанавливает необходимость внутрипроиз-
водственного тестирования на вирус гепатита 

https://www.pptaglobal.org/material/international-quality-plasma-program-iqpp
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А и парвовирус  B19, использование скрининга 
с применением технологии амплификации ну-
клеиновых кислот (НК) на уровне донорства 
или пула, а также стандарта вирусного маркера12.

Всемирная организация здравоохранения 
(ВОЗ) призывает государства-члены к разработ-
ке, внедрению и поддержке координируемых 
в национальных масштабах программ по заго-
товке крови и плазмы в соответствии с наличием 
ресурсов для достижения самообеспеченности. 
В бюллетене ВОЗ13 подчеркивается, что прави-
тельства стран несут ответственность за доста-
точную обеспеченность запасами получаемых 
из плазмы лекарственных средств, необходи-
мых для лечения пациентов с различными за-
болеваниями. Обеспечение функционирования 
системы отбора доноров плазмы на националь-
ном или региональном уровне для удовлетво-
рения потребности в стабильном снабжении 
безопасным исходным сырьем для фракциони-
рования имеет решающее значение для готов-
ности к чрезвычайным ситуациям и поддержа-
нию стабильности системы здравоохранения.

Донорство
Одним из показателей качества ПДФ является 

содержание целевых белков, которые, как прави-
ло, представлены альбумином, ФСК, различными 
классами иммуноглобулинов, преимущественно 
класса G. К факторам, влияющим на содержа-
ние целевых белков в ПДФ, относятся индиви-
дуальные особенности донора, частота и объем 
донаций плазмы, способы заготовки плазмы, ее 
замораживание, хранение и транспортировка. 
Плазму получают центрифугированием цель-
ной крови, собранной от здоровых доноров, 
или методом автоматического плазмафереза. 
В отличие от плазмы, выделенной из цельной 
крови, метод плазмафереза позволяет собирать 
большие объемы плазмы благодаря комбинации 
более высокой частоты донаций и увеличения 
объемов за донацию [7]. Допустимая часто-
та донации плазмы/крови в расчете на донора 
и допустимый объем на донацию и/или донора 
регулируются национальным законодатель-
ством и отличаются в разных странах (табл. 1). 
Большинство учреждений по сбору крови в ЕС 
следуют Руководству EDQM14.

Как следует из таблицы 1, частота донаций на-
много выше в трех странах мира: до 50 раз в год 

12	 Там же.
13	 https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/blood-safety-and-availability
14	 Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components. 20th ed. Strasbourg: EDQM, Council of Europe; 2020.
15	 https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/blood-safety-and-availability 
16	 Там же.
17	 https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/90809/9789244599693_rus 

в Австрии, до 60 раз — Германии и до 104 раз — 
США. Только 0,3% доноров в США сдают плазму 
≥100 раз, 14% — ≥50 раз, тогда как 49% сдают 
≤10 раз в год [9]. В странах Европы максималь-
ное количество донаций составляет от 24 до 60 
в год. Объем собираемой плазмы составляет 
от 625 до 850 мл за одну донацию. В некоторых 
странах объем собираемой плазмы пропорцио-
нален массе тела человека.

В США, Австрии, Чешской Республике, Герма
нии, Венгрии и Китае плазму заготавливают 
от платных доноров [10]. ВОЗ и Международ
ный комитет Красного Креста выступают за до-
бровольное безвозмездное донорство15. «Над
лежащие и надежные запасы крови доноров 
могут быть обеспечены на устойчивой основе 
регулярного, добровольного, безвозмездно-
го донорства крови. Это наиболее безопасная 
группа доноров, так как среди них отмечается 
самый низкий уровень распространенности ГТИ. 
Резолюция Всемирной ассамблеи здравоохра-
нения WHA63.12 от 21.05.2010 призывает все 
государства-члены развивать национальные си-
стемы обеспечения крови из добровольного без-
возмездного донорства крови и работать над до-
стижением цели по самообеспеченности»16.

В странах, где распространено только добро-
вольное донорство, отмечено более высокое 
количество регулярных, так называемых «ка-
дровых» доноров крови, причем это положе-
ние поддерживается на протяжении ряда лет. 
В тех странах, где отмечался рост доброволь-
ного донорства крови, наблюдалась тенденция 
к повышению процентного содержания регуляр-
ных донаций крови. Из этого следует, что до-
бровольные доноры крови чаще сдают кровь 
на регулярной основе, чем семейные и/или за-
местительные доноры, а также платные доноры. 
Проблема заключается в том, что доноры могут 
не проходить повторное обследование, поэто-
му важно не только привлечь новых доноров, 
но и обеспечить регулярность их обследований 
на ГТИ. Создание такого контингента регуляр-
ных добровольных доноров крови экономи-
чески более выгодно, чем привлечение новых 
доноров17. По данным ВОЗ, в ряде исследований 
среди добровольных доноров зарегистрирована 
более низкая выявляемость маркеров инфекций, 
передающихся при переливании крови, по срав-
нению с другими видами донорства, причем 

https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/blood-safety-and-availability
https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/blood-safety-and-availability
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/90809/9789244599693_rus
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самые низкие уровни зарегистрированы среди 
регулярных доноров18.

Отбор доноров и допуск доноров к донациям 
плазмы

Инфекционная безопасность — основной 
критерий качества ПДФ. Система обеспече-
ния вирусной безопасности на предприятиях 
РРТА включает: строгий и тщательный отбор 
доноров; серологический скрининг индиви-
дуальных донаций; обязательное сочетание 

18	 Там же.
19	 http://www.pptaglobal.org

иммунологических и молекулярно-генетических 
методов испытания на маркеры ГТИ; карантин-
ное хранение плазмы в течение определенного 
промежутка времени, после которого доноры 
повторно обследуются; испытание индивиду-
альных донаций, минипулов и производствен-
ного пула на маркеры ГТИ; обязательное вклю-
чение в производственный процесс не менее 
2 стадий инактивации и/или элиминации виру-
сов19. Каждый этап вносит свой вклад в сниже-
ние вирусной нагрузки ЛП.

Таблица 1. Частота и объем донации плазмы крови на одного донора
Table 1. Plasma donation frequency and volume per donor

Страны
Countries

Разрешенная частота донаций на одного донора
Permitted donation frequency per donor

Разрешенный объем донаций на одного донора
Permitted donation volume per donor

Источник
Reference

Нидерланды
Netherlands

Максимум 26 раз в год с интервалом ≥14 сут 
между донациями
A maximum of 26 times per year within interval of 
≥14 days between donations

≤650 мл
≤650 mL

Сноскаa

Footnotea

Австрия
Austria

50 раз в год, или 3 раза в 2 нед., или 2 раза в 7 
сут, или 1 раз в 72 ч
50 times a year or 3 times every 2 weeks or 2 times 
every 7 days or once every 72 h

≤700 мл
≤700 mL

Сноскаa

Footnotea

Чешская 
Республика
Czech 
Republic

Максимум 25 л (24 раза) в год с интервалом ≥14 
сут между донациями
A maximum of 25 L (24 times) per year within 
interval of ≥14 days between donations

≤650 мл, но не более 1,5 л/нед.
≤650 mL, but no more than 1.5 L per week

Сноскаb

Footnoteb

Германия
Germany

Максимум 60 раз в год с интервалом ≥2 сут 
между донациями
A maximum of 60 times per year within interval of 
≥2 days between donations

Вес донора ≤60 кг: ≤650 мл
Donor weight ≤60 kg: ≤650 mL
Вес донора >60 кг и ≤80 кг: ≤750 мл
Donor weight >60 kg and ≤80 kg: ≤750 mL
Вес донора >80 кг: ≤850 мл
Donor weight >80 kg: ≤850 mL

Сноскаc

Footnotec

Венгрия
Hungary

Максимум 45 раз в год
A maximum of 45 times per year
1 донация в 72 ч
One donation every 72 hours

≤850 мл
≤850 mL

Сноскаd

Footnoted

США
USA

Максимум 104 раза в год
A maximum of 104 times per year
Не более 2 раз в 7 сут с интервалом в 2 сут
Not more than twice every 7 days with a 2-day 
interval

Вес донора 50–67 кг: ≤625 мл
Donor weight 50–68 kg: ≤625 mL
Вес донора 68–79 кг: ≤750 мл
Donor weight 68–79 kg: ≤750 mL
Вес донора >79 кг: ≤800 мл
Donor weight >79 kg: ≤800 mL

Сноскаe

Footnotee

Франция
France

Максимум 24 раза в год с интервалом ≥14 сут
A maximum of 24 times per year within interval of 
≥14 days

≤750 мл
≤750 mL

Сноскаf

Footnotef

Япония
Japan

Максимум 24 раза в год с интервалом ≥14 сут
A maximum of 24 times per year within interval of 
≥14 days

≤600 мл
≤600 mL

Сноскаg

Footnoteg

Россия
Russia

Максимум 16 л (24 раза) в год с интервалом 
≥14 сут
A maximum of 16 L (24 times) per year within 
interval of ≥14 days between donations

10 мл/кг массы тела, но не более 750 мл (без 
учета консервантов)
10 mL/kg of body weight, but not more than 750 
mL (excluding preservatives) 

Сноскаh

Footnoteh

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

a	 https://www.europlasma.at/en/donate-plasma/information-for-donors
b	 https://www.plasmaplace.cz
c	 https://www.drk-blutspende.de/informationen-zur-blutspende/die-plasmaspende.php
d	 Согласно данным [10] / According to [10].
e	 Kluszczynski T, Rohr S, Ernst R. Key economic and value considerations for Plasma-Derived Medicinal Products (PDMPs) in 

Europe. White paper. Baarn, Netherlands: Vintura; 2020.
f	 https://dondesang.efs.sante.fr/le-don-de-plasma
g	 Japanese Red Cross Society; 2023.
h	 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 28.10.2020 № 1166н. / Order of Ministry of Health of the 

Russian Federation No. 1166n of 10/28/2020.

http://www.pptaglobal.org
https://www.europlasma.at/en/donate-plasma/information-for-donors
https://www.plasmaplace.cz
https://www.drk-blutspende.de/informationen-zur-blutspende/die-plasmaspende.php
https://dondesang.efs.sante.fr/le-don-de-plasma
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Международный опыт по обеспечению ин-
фекционной безопасности ПДФ обобщен в Реко
мендациях по производству, контролю плазмы 
и регулированию плазмы человека для фрак-
ционирования20 ВОЗ. Изложенная в документе 
стратегия обеспечения качества и безопасности 
плазмы направлена на максимальное снижение 
вероятности попадания в производственный 
пул инфицированной плазмы и включает следу-
ющий комплекс мер: отбор здоровых доноров 
плазмы, тестирование плазмы доноров на нали-
чие маркеров ГТИ, эпидемиологическое наблю-
дение за популяцией доноров, соблюдение тре-
бований GMP. Правильный отбор доноров ПДФ 
является одним из ключевых факторов, обеспе-
чивающих безопасность получаемых из плазмы 
ЛП, и позволяет снизить остаточный риск конта-
минации для вируса иммунодефицита человека 
(ВИЧ), гепатитов В и С ≥100 раз21. Таким обра-
зом, хорошо охарактеризованная база доноров 
и разработанные процедуры отбора доноров 
из групп населения с низким риском заражения 
патогенами имеют важное значение для обеспе-
чения инфекционной безопасности ПДФ.

Отбор доноров. Обеспечение качества плазмы 
на этапе ее заготовки в первую очередь связано 
с отбором доноров, прошедших тщательный ме-
дицинский скрининг. В Российской Федерации от-
бор доноров осуществляется в соответствии с тре-
бованиями действующих нормативных правовых 
документов. Законодательная поддержка донор-
ства на государственном уровне осуществляет-
ся на основании Федерального закона 125-ФЗ22. 
Приказом Минздрава России23 утвержден поря-
док медицинского осмотра доноров, перечень 
противопоказаний и сроки отвода, допуск к дона-
ции; указаны нормы состава крови, объемы забо-
ра крови, интервалы между процедурами и др.

Национальные регуляторные органы играют 
главную роль в разработке гармонизирован-
ной системы критериев отбора доноров, учи-
тывающей соответствующие инфекционные 
риски и эпидемиологическую ситуацию в стра-
не, в которой заготавливают плазму24. Анализ 
опыта зарубежных заготовителей плазмы 
показал, что ПДФ собирают через двухэтап-
ную систему допуска доноров к донациям 
ПДФ, включающую «квалифицированных» до-
норов. Квалифицированный донор должен 

20	 Recommendations for the production, control and regulation of human plasma for fractionation. TRS No 930. WHO; 2007.
21	 Там же.
22	 Федеральный закон Российской Федерации от 20.07.2012 № 125-ФЗ «О донорстве крови и ее компонентов».
23	 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 28.10.2020 № 1166н.
24	 Там же.
25	 http://www.pptaglobal.org
26	 Парамонов ИВ. Система обеспечения качества и инфекционной безопасности плазмы для фракционирования в услови-

ях ее массовой заготовки: автореф. дис. … д-ра мед. наук. СПб.; 2017. 

дважды успешно пройти медицинское обследо-
вание и подтвердить отсутствие маркеров ГТИ25. 
Интервал между обследованиями составляет 
≥2 нед., но не должен превышать 6 мес. Если до-
норы не имеют донаций на протяжении >6 мес., 
они лишаются статуса квалифицированных 
и должны снова пройти процедуру подтвержде-
ния статуса по результатам двукратного обсле-
дования. Следовательно, заготовку ПДФ не про-
водят при первом обращении донора и в случае 
утраты им статуса квалифицированного донора. 
Такую систему заготовки от квалифицированных 
доноров, регулярно обследуемых на ГТИ, при-
меняют многие зарубежные заготовители плаз-
мы. Для организаций, участвующих в програм-
ме IQPP, реализуемой РРТА, внедрение данной 
системы является обязательным [11]. Стандарт 
PРТА позволяет определить предельно допусти-
мую частоту встречаемости (тревожный уровень) 
подтвержденных случаев выявления маркеров 
ГТИ (суммарную и по каждому возбудителю от-
дельно) у регулярных доноров ПДФ в зависимо-
сти от возможности заготовителя плазмы [12]. 
В Российской Федерации двухэтапная система 
допуска доноров к донациям ПДФ не является 
обязательной.

В ФГБУ «Российский медицинский научно-
производственный центр «Росплазма» Феде
рального медико-биологического агентства» 
была разработана и внедрена собственная 
система утверждения доноров ПДФ на осно-
ве международного стандарта РРТА, которая 
предусматривает допуск потенциального доно-
ра к донации ПДФ только по результатам двух 
клинико-лабораторных обследований, включая 
определение маркеров ГТИ. Разработчики реко-
мендовали внедрение системы утверждения до-
норов в других учреждениях, осуществляющих 
массовую заготовку ПДФ [11].

Парамонов И.В. с соавт. установили, что в ус-
ловиях массовой заготовки ПДФ двухэтапная 
система отбора доноров обеспечивает фор-
мирование пула регулярных доноров с низким 
риском выявления маркеров ГТИ. Суммарная ча-
стота обнаружения маркеров вируса гепатита В, 
вируса гепатита С и вируса иммунодефицита че-
ловека первого и второго типов (ВИЧ-1, ВИЧ-2) 
составляет от 0,05 до 0,07%26. Внедренная 
на региональном уровне система обеспечивает 

http://www.pptaglobal.org
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уровень инфекционной безопасности плазмы, 
соответствующий требованиям PPTA.

Карантинизация плазмы
Полученная плазма крови человека по-

сле донации замораживается и помещается 
в карантинную зону. Карантинизация свежеза-
мороженной плазмы — важный этап обеспече-
ния ее вирусной безопасности. В соответствии 
с Постановлением Правительства Российской 
Федерации27 карантинизацию плазмы опреде-
ляют как хранение плазмы с запретом ее ис-
пользования до повторного исследования об-
разца крови донора на ГТИ. Карантинизация 
может быть активной — с обязательным по-
вторным обследованием донора или пассивной, 
когда ожидают сигнал о выявлении инфекции 
у донора [13]. Каждая индивидуальная донация 
плазмы хранится в карантине до получения ре-
зультатов лабораторных исследований.

При положительных результатах исследова-
ний на ГТИ индивидуальную донацию плазмы 
использовать нельзя. Если результаты исследова-
ний удовлетворительные, то далее индивидуаль-
ные донации плазмы подвергают карантинизации 
в течение определенного промежутка времени 
в соответствии с действующими национальными 
стандартами до повторного испытания на мар-
керы ГТИ. Это связано с тем, что серонегативное 
окно или скрытый период вирусоносительства 
невозможно определить даже с помощью со-
временных методов лабораторного исследова-
ния. Если организации, осуществляющие произ-
водство ЛП из ПДФ, имеют в технологическом 
процессе производства не менее двух ортого-
нальных стадий инактивации и/или элиминации 
вирусов, то допускается передача им плазмы, 
которая не прошла карантинизацию или которая 
находится на карантинном хранении28.

Международная практика карантинизации 
плазмы

Подходы к карантинизации плазмы раз-
личаются в разных регионах мира и странах. 
Точные и своевременные результаты испытаний 
на маркеры ГТИ важны для предотвращения 

27	 Постановление Правительства Российской Федерации от 14.05.2025 № 641 «Об утверждении правил заготовки, хране-
ния, транспортировки и клинического использования донорской крови и ее компонентов».

28	 Постановление Правительства Российской Федерации от 02.02.2023 № 153.
29	 Руководство по приготовлению, использованию и контролю качества компонентов крови, 21th ed. Strasbourg: EDQM, 

Council of Europe; 2023. 
30	 Постановление Правительства Российской Федерации от 14.05.2025 № 641.
31	 Там же. 
32	 ФС.3.3.2.0001.19 Плазма человека для фракционирования. Приложение к Государственной фармакопее Российской Фе-

дерации. XIV изд.; 2019.
33	 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении Правил проведения исследований биологических лекар-

ственных средств Евразийского экономического союза» (ред. от 15.07.2022).

инфицирования реципиентов крови и ее компо-
нентов. Выбор подходящих лицензированных 
и валидированных тестов для скрининга должен 
соответствовать действующим национальным 
стандартам. Алгоритмы тестирования должны 
быть разработаны с учетом эпидемиологиче-
ской ситуации в популяции доноров, в которой 
заготавливают плазму, поскольку это влияет 
на вероятность получения точного результата 
до начала теста и его эффективность29.

В Российской Федерации до 2019 г. срок каран-
тинизации плазмы составлял 180 сут. Однако 
внедрение современных высокочувствитель-
ных молекулярно-генетических методов выяв-
ления НК вирусов при использовании техноло-
гии амплификации НК (nucleic acid amplification 
technologies, NAT) и эффективных методов 
патогенредукции плазмы позволило пересмо-
треть сроки карантинизации. В настоящее вре-
мя установленный срок карантинизации плаз-
мы составляет 120 сут30. Во время первой 
донации (период серонегативного окна), если 
донор уже мог быть инфицирован и вирус ак-
тивно размножался в организме, но титр спец-
ифических антител к антигенам ГТИ в момент 
донации находится ниже предела обнаруже-
ния методики, то через 120 сут антитела будут 
выявлены с гораздо большей вероятностью. 
По окончании срока карантинизации донор, 
сдавший данную порцию плазмы, должен вновь 
пройти медицинское обследование для под-
тверждения отсутствия инфицирования гепа-
титом В, гепатитом С, ВИЧ и сифилисом. В слу-
чае неявки донора на повторное обследование, 
а также при выявлении у донора маркеров ГТИ 
в период карантинизации или на момент исте-
чения ее срока, все индивидуальные донации 
плазмы крови, заготовленные от этого донора, 
уничтожаются31. В соответствии с требования-
ми ФС.3.3.2.0001.1932 предусмотрена процеду-
ра карантинизации согласно с действующими 
нормативными правовыми документами, регла-
ментирующими заготовку, хранение, транспор-
тировку плазмы крови.

ЕАЭС. В Решении Совета Евразийской эко-
номической комиссии33 в разделе «Процедура 
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карантинного хранения» отмечается, что в ос-
новном досье плазмы крови должна быть под-
робно описана действующая процедура каран-
тинного хранения или хранения запасов плазмы 
с обоснованием выбранного срока хранения 
плазмы.

США. Согласно монографии «Плазма крови че-
ловека»34 Фармакопеи США «каждая отдельная 
единица плазмы, предназначенная для перели-
вания или дальнейшего производства, хранится 
на карантине до тех пор, пока не будут заверше-
ны все необходимые испытания. Производители 
плазмы добровольно внедрили протокол хране-
ния плазмы (карантинизацию) до производства 
в течение 60 дней». Основанием для карантин-
ного хранения является тот факт, что доноры, 
которые недавно были инфицированы пато-
геном, возможно, не выработали уровень ан-
тител на момент донорства, тем самым сдавая 
инфицированную кровь, несмотря на отрица-
тельные результаты испытаний на маркеры ГТИ. 
Карантинное хранение дает достаточно време-
ни для того, чтобы у инфицированного донора 
выработался уровень антител, который будет 
обнаружен во время последующего донорства. 
Карантинное хранение в течение 60 сут также 
снижает вероятность попадания инфекционного 
материала в производственный процесс.

Согласно Руководству FDA35 исходная плаз-
ма, полученная от платных доноров и признан-
ная пригодной для дальнейшего производства 
ЛП, должна находиться на карантине не менее 
60 календарных дней, прежде чем будет разре-
шена к дальнейшему использованию в произ-
водстве. Управление по контролю за качеством 
продуктов питания и лекарственных средств 
(FDA, США) не намерено предпринимать ника-
ких регулирующих действий относительно сро-
ка хранения, если исходная плазма будет вы-
пущена после карантина продолжительностью 
45  календарных дней вместо 60, при условии 
соблюдения всех остальных требований к при-
годности донора и донации.

Страны Европы. Карантинизация плазмы 
во Франции осуществляется согласно стандар-
там, указанным в Руководстве FDA36. Сроки каран-
тинизации сокращены в 2011 г. с 3 до 2 мес. [14]. 
В Германии в 1993 г. был введен карантинный 
срок хранения плазмы для переливания про-
должительностью 6 мес., который в 2003 г. был 
34	 1180 Human plasma. United States Pharmacopeia. 2025.
35	 Compliance policy regarding blood and blood component donation suitability, donor eligibility and source plasma quarantine 

hold requirements. Guidance for industry. FDA; 2023. 
36	 Там же.
37	 https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/blood-safety-and-availability 
38	 WHO recommendations for the production, control and regulation of human plasma for fractionation. Annex. 4, TRS No 941. 

WHO; 2005.

сокращен до 4 мес. в связи с усовершенствова-
нием методов скрининга, используемых в уч-
реждениях по переливанию крови [15].

Патогенредукция плазмы крови
Большие объемы заготовленной плазмы унич-

тожаются вследствие неявки доноров на повтор-
ное обследование. Для снижения потерь плазмы 
применяют различные методы патогенредукции. 
Плазма патогенредуцированная — это свежеза-
мороженная плазма, инактивированная подхо-
дящим методом. Применяют фотодинамический 
метод с обработкой метиленовым синим, од-
нако некоторые реципиенты имеют индивиду-
альную непереносимость метиленового синего, 
что является ограничением метода [14]. Другой 
метод патогенредукции плазмы заключается 
в использовании растворителей-детергентов. 
Так, в Нидерландах в 2014 г. карантинизиро-
ванная плазма была заменена на плазму, инак-
тивированную сольвент-детергентным мето-
дом [16]. Широко применяют ультрафиолетовое 
облучение плазмы с добавлением рибофлавина 
или амотосалена [17].

Обнаружение вирусов методами на основе NAT 
не зависит от титра антител. Тем не менее мето-
ды NAT не могут обеспечить обнаружение всего 
спектра вирусов и характеризуются определен-
ными, хотя и очень низкими, пределами обнару-
жения, поэтому карантинизация плазмы по-преж-
нему актуальна и продолжает применяться.

Практика определения маркеров 
гемотрансмиссивных инфекций 
в донациях плазмы крови

Испытание индивидуальных донаций плазмы 
является обязательным условием минимизации 
риска вирусной контаминации. Согласно реко-
мендациям ВОЗ для каждой индивидуальной 
донации крови (плазмы) проводят исследование 
маркеров вирусных инфекций: антител к ВИЧ; 
поверхностного антигена вируса гепатита B 
(HBsAg); антител к вирусу гепатита С; возбуди-
телю сифилиса37. В Рекомендациях ВОЗ38 обяза-
тельными являются испытания на ВИЧ-1, ВИЧ-2, 
HBsAg и антитела к вирусу гепатита С, а также 
испытания индивидуальных донаций или ми-
нипулов методом на основе NAT на наличие НК 
вирусов иммунодефицита человека, вирусов ге-
патитов B и С. В Европе методы на основе NAT 

https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/blood-safety-and-availability 
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используют для тестирования как индивидуаль-
ных донаций, так и нескольких донаций, объе-
диненных в минипулы. Испытания на антитела 
к возбудителю сифилиса не предусмотрены 
в указанных Рекомендациях ВОЗ39.

G. Kaur с соавт. отмечали, что с 1966 г. в мире 
не было зарегистрировано ни одного случая пе-
редачи сифилиса вследствие переливания крови 
и/или плазмы [18]. Для предупреждения риска 
инфицирования сифилисом вследствие гемо-
трансфузии достаточны следующие меры: анке-
тирование кандидатов в доноры, включающее 
специально разработанные вопросы (выявление 
лиц с потенциальным риском инфицирования 
сифилисом; самоотвод доноров крови, больных 
сифилисом со спирохетемией; отвод потенци-
альных доноров, у которых выявлено поведение 
высокого риска заражения сифилисом); обяза-
тельное индивидуальное серологическое иссле-
дование образцов крови донора, чтобы подтвер-
дить ее безопасность для принятия решения 
о ее пригодности или непригодности для даль-
нейшего использования при положительном 
результате исследования. Существует также 
предположение, что низкий риск инфицирова-
ния сифилисом вследствие переливания плазмы 
связан с гибелью, а также с потерей или резким 
снижением вирулентности Treponema рallidum 
при хранении плазмы в течение нескольких ча-
сов при комнатной температуре, в холодильни-
ке и при замораживании. Однако по результатам 
метаанализа 10 исследований, проведенных 
с использованием кроликов (8), крыс (1), а также 
с привлечением людей (1), T. D’aes с соавт. [19] 
заключили, что пока не ясно, устраняет ли дли-
тельное хранение риск сифилиса, передающе-
гося через кровь. Несмотря на то что инфекци-
онность крови, содержащей T. pallidum, может 
снижаться после 72 ч хранения в холодильнике, 
вероятность передачи сифилиса при перелива-
нии крови может сохраняться в течение несколь-
ких суток. Отсутствие достаточно обоснованных 
исследований, в том числе на людях, подчерки-
вает необходимость дальнейшего изучения вли-
яния температуры хранения на вирулентность T. 
pallidum [19].

Национальные регуляторные органы могут 
потребовать проведения дополнительных ис-
пытаний на наличие других маркеров с учетом 
эпидемиологической ситуации в конкретном 

39	 Там же. 
40	 Глобальный доклад по текущей ситуации в отношении безопасности донорской крови и ее наличия. ВОЗ; 2021. 

https://iris.who.int/server/api/core/bitstreams/f83ea916-d056-4f2a-a6c6-597fa27123b0/content 
41	 ФС.3.3.2.0001.19 Плазма человека для фракционирования. Приложение к Государственной фармакопее Российской 

Федерации. XIV изд.; 2019.
42	 Там же.

регионе или стране. Так, в докладе ВОЗ 14 стран, 
включая Австрию, Канаду, Кипр, Германию, 
Грецию, Великобританию и США, сообщили о по-
литике тестирования на вирус Западного Нила. 
Канада и США проводили тестирование всех до-
наций крови на наличие РНК вируса Западного 
Нила, в то время как в других странах тестирова-
ние проводили выборочно. США сообщили так-
же о политике тестирования на вирус Зика, а че-
тыре страны — Финляндия, Япония, Люксембург 
и Швейцария — сообщили о политике тестирова-
ния всех донаций крови на наличие парвовируса 
человека B19. Швейцария указала, что данная по-
литика проводится в соответствии с требовани-
ями индустрии фракционирования. Люксембург 
и Швейцария сообщили также о политике тести-
рования на вирус гепатита А. Франция, Япония 
и Люксембург сообщили о политике выборочно-
го тестирования на вирус гепатита E40.

В Российской Федерации индивидуальные 
донации плазмы контролируют на наличие 
антител к вирусу иммунодефицита человека 
(ВИЧ-1 и ВИЧ-2) и антигена р24 ВИЧ-1, HBsAg, 
антител к вирусу гепатита С и к возбудителю 
сифилиса41. После объединения в минипулы об-
разцов плазмы, показавших отрицательные ре-
зультаты, их подвергают испытаниям методами 
на основе NAT на наличие НК вируса ВИЧ, виру-
са гепатита B и С42. Определение ДНК парвови-
руса B19 и РНК вируса гепатита А в Российской 
Федерации не является обязательным.

Таким образом, роль скрининговых испыта-
ний заключается в снижении до минимального 
уровня патогенной нагрузки в производствен-
ном пуле. Международные практики, направ-
ленные на обеспечение качества и безопасность 
плазмы, различаются в зависимости от нацио-
нальных законодательных актов. Эти отличия 
проявляются, в частности, в различных алго-
ритмах сбора плазмы, которые предполагают 
как платное, так и безвозмездное донорство, 
в различных частотах и объемах донаций, рас-
пространенности частных и/или государствен-
ных центров сбора, а также возможности фрак-
ционирования плазмы.

Сравнительный анализ фармакопейных 
требований к плазме человека

В зарубежных фармакопеях требования 
к качеству плазмы крови человека изложены 

https://iris.who.int/server/api/core/bitstreams/f83ea916-d056-4f2a-a6c6-597fa27123b0/content
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в соответствующих монографиях. В Европейской 
фармакопее (Ph. Eur.) это требования к ПДФ43 
и вирусинактивированной плазме44. В фарма-
копее США (USP) требования к плазме при-
ведены в монографии45, а также требования 
к заготовке и обработке плазмы установлены 
FDA (США) и подробно изложены в Своде зако-
нов США46 (Code of Federal Regulations (21 CFR)). 
В Индийскую фармакопею (IP) включены две мо-
нографии — на плазму для фракционирования47 
и плазму вирусинактивированную48, также две 
монографии49 включены и в Британскую фарма-
копею (BP). Монографии BP гармонизированы 
с монографиями Ph. Eur. Индивидуальные моно-
графии с требованиями к плазме крови человека 
отсутствуют в Японской фармакопее (JP), однако 
в JP приведены требования к ее вирусной безо-
пасности согласно Руководству по обеспечению 
вирусной безопасности препаратов белковых 
фракций плазмы крови50. В Китайскую фармако-
пею (ChP) включена одна монография51 на ПДФ. 
ФС.3.3.2.0001.1952 ГФ РФ XIV изд. содержит тре-
бования к качеству субстанции, предназначен-
ной для производства ЛП.

Важным критерием качества ПДФ является ее 
безопасность. Анализ контроля и обеспечения 
вирусной безопасности индивидуальных дона-
ций, минипулов и производственных пулов ПДФ 
в национальных и региональных стандартах ка-
чества выявил различия (табл. S1, опубликована 
на сайте журнала53). Как указано выше, в Европе 
существуют отдельные стандарты качества 
на плазму вирусинактивированную, для получе-
ния которой используют технологический про-
цесс, и плазму для фракционирования.

В Ph. Eur. и IP индивидуальные донации 
плазмы обязательно испытывают с целью вы-
явления следующих маркеров: антител к ВИЧ-
1, ВИЧ-2, HBsAg и антител к вирусу гепатита С. 
В ГФ РФ предусмотрено проведение испыта-
ний каждой индивидуальной донации плазмы 
на наличие HBsAg, антител к вирусу гепатита 
С, антигена  р24 ВИЧ-1, антител к ВИЧ-1, ВИЧ-
2 и к возбудителю сифилиса. В ходе анализа 

43	 0853 Human plasma for fractionation. European Pharmacopoeia. 11.8. Strasbourg: EDQM; 2025.
44	 1646 Human plasma (pooled and treated for virus inactivation). European Pharmacopoeia. 11.8. Strasbourg: EDQM; 2025.
45	 1180 Human plasma. United States Pharmacopoeia. 2025.
46	 https://www.ecfr.gov/current/title-21/chapter-I/subchapter-F 
47	 Plasma for fractionation. Indian Pharmacopoeia. 9.0. 2022.
48	 Plasma (Pooled and treated for virus inactivation). Indian Pharmacopoeia. 9.0. 2022.
49	 Plasma for fractionation. British Pharmacopoeia. 10.5. 2022. Plasma (Pooled and treated for virus inactivation). British 

Pharmacopoeia. 10.5. 2022.
50	 G3-13-141 Basic requirements for viral safety of biotechnological/biological products listed. Japanese Pharmacopoeia. 18th еd. 2022. 
51	 Human source plasma for blood products. Pharmacopoeia of the People’s Republic of China. 2020.
52	 ФС.3.3.2.0001.19 Плазма человека для фракционирования. Приложение к Государственной фармакопее Российской 

Федерации. XIV изд.; 2019.
53	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-28-41-table-s1
54	 https://www.ecfr.gov/current/title-21/chapter-I/subchapter-F

монографий выявлено, что в USP в одном стан-
дарте качества приведены требования к виру-
синактивированной плазме, предназначенной 
для прямого переливания пациентам и полу-
ченной из цельной крови, и к плазме, использу-
емой для дальнейшего производства ЛП. В США 
регулирование качества плазмы осуществля-
ется также в соответствии со Сводом законов 
США54. Свод законов США устанавливает испы-
тания индивидуальных донаций плазмы на со-
держание HBsAg, антител к ВИЧ-1, ВИЧ-2, анти-
тел к вирусу гепатита С и на наличие НК ВИЧ 
и вируса гепатита С.

В отличие от Ph. Eur. в монографии ChP 
предусмотрен контроль индивидуальных до-
наций плазмы на наличие возбудителя сифи-
лиса, а при амплификации НК для выявления 
РНК вируса гепатита В и РНК вируса гепатита С 
не предусмотрено применение соответствую-
щего стандартного образца. В ChP определе-
ние содержания общего белка проводят толь-
ко биуретовым методом; также предусмотрено 
определение содержания аланинаминотранс-
феразы (АЛТ) в индивидуальных донациях, 
которое отсутствует в других мировых стан-
дартах. Однако национальные регуляторные 
органы могут принять решение о необходимо-
сти проведения дополнительного испытания 
на содержание АЛТ. В Ph. Eur. предусмотрен ме-
тод определения общего белка с помощью ми-
нерализации серной кислотой с последующим 
расчетом количественного содержания бел-
ка по массовой доле азота (метод Кьельдаля). 
Также предусмотрено определение активности 
ФСК человека VIII, которое проводят в плазме, 
предназначенной для получения концентратов 
лабильных белков. 

В соответствии с Ph. Eur. производственные 
пулы ПДФ контролируют на наличие HBsAg, 
антител к ВИЧ-1, ВИЧ-2 и на наличие РНК ви-
руса гепатита С. В отличие от Ph. Eur. в USP от-
сутствуют серологические испытания пулов 
плазмы, серологическое тестирование прово-
дят на индивидуальных донациях, а минипулы 

https://www.ecfr.gov/current/title-21/chapter-I/subchapter-F
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-28-41-table-s1
https://www.ecfr.gov/current/title-21/chapter-I/subchapter-F
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и производственные пулы тестируют методами 
на основе NAT. Согласно ГФ РФ производствен-
ный пул плазмы обязательно контролируют им-
мунологическими методами (определение анти-
гена р24 ВИЧ-1, антител к ВИЧ-1, ВИЧ-2, антител 
к вирусу гепатита С, HBsAg, возбудителя сифи-
лиса) и методами на основе NAT (определение 
НК ВИЧ, вируса гепатита В и С). В соответствии 
с монографией ChP в производственном пуле 
предусмотрены испытания на наличие HBsAg, 
антител к ВИЧ-1, ВИЧ-2 и НК ВИЧ, вируса гепати-
та В и С, а также определение содержания анти-
тел к HBsAg. В монографии IP производственные 
пулы ПДФ контролируют на наличие HBsAg, ан-
тител к ВИЧ, вирусу гепатита С и на наличие НК 
вируса гепатита С.

Условия замораживания и хранения плазмы 
влияют на сохранность белков и, следователь-
но, на выход целевых продуктов. Требования 
к условиям замораживания и хранения ПДФ 
в Ph. Eur. и USP различны. В монографии USP 
указано, что ПДФ должна быть заморожена 
до температуры минус 20 °С. В Ph. Eur. требо-
вания к температуре заморозки плазмы приве-
дены в зависимости от вида фракционирующих 
белков: лабильные белки — ФСК; стабильные 
белки — альбумин и иммуноглобулины. В ГФ РФ 
требования к температурному режиму гармони-
зированы с Ph. Eur. По мнению A. Farrugia с соавт., 
требования, содержащиеся в Ph. Eur., больше от-
ражают вопросы выхода продукта, чем вопро-
сы безопасности, поэтому они не должны быть 
отражены в стандартах качества. Для этой цели 
достаточно хранения ПДФ при температуре 
не выше минус 20 °C, как изложено в моногра-
фии USP [20]. Качество ЛП, которые получают 
из ПДФ, зависит как от особенностей техноло-
гии производства, так и от стандартизации и ка-
чества ПДФ. Таким образом, анализ междуна-
родных фармакопейных требований позволил 
установить необходимость формирования со-
временных подходов к отечественной фармако-
пейной стандартизации плазмы крови.

Совершенствование национальных 
фармакопей ных стандартов качества 
на плазму крови человека
Проект фармакопейной статьи (ФС) «Плазма 
человека для фракционирования»

Внесение изменений в подготовленный проект 
ФС «Плазма человека для фракционирования» 

55	 0853 Human plasma for fractionation. European Pharmacopoeia. 11.8. Strasbourg: EDQM; 2025.
56	 ФС.3.3.2.0001.19 Плазма человека для фракционирования. Приложение к Государственной фармакопее Российской 

Федерации. XIV изд.; 2019.
57	 Там же.

обусловлено необходимостью усовершенство-
вания стандартизации ПДФ, гарантирующего 
качество и вирусную безопасность.

Структура проекта ФС гармонизирована 
с аналогичной монографией Ph. Eur.55 с учетом 
требований действующих национальных нор-
мативных правовых документов, а также тре-
бований к донорству. Кроме того, учтен уровень 
развития отечественного промышленного фар-
мацевтического производства ЛП из плазмы 
крови человека. Проект ФС содержит следую-
щие разделы: требования к донорам и индиви-
дуальным донациям плазмы (индивидуальным 
единицам плазмы); требования к температур-
ным режимам замораживания плазмы, предна-
значенной для выделения лабильных или ста-
бильных белков; предусмотрена обязательная 
карантинизация; предусмотрено определение 
активности ФСК человека VIII и определение 
содержания общего белка; предусмотрены тре-
бования к объединенной плазме; указаны осо-
бенности температурных режимов хранения 
и транспортировки плазмы; предусмотрены раз-
делы «Описание» и «Информация о маркировке».

Гемотрансмиссивные инфекции. Используемое 
исходное сырье имеет человеческое происхож-
дение, которое может быть контаминировано 
возбудителями ГТИ. Система обеспечения ви-
русной безопасности плазмы крови человека 
организована на этапах производства, что не-
обходимо для снижения вирусной нагрузки го-
тового ЛП, поэтому требования к маркерам ГТИ 
предусмотрены в разделе «Производство». В от-
личие от ФС.3.3.2.0001.1956, в проекте ФС на ПДФ 
исключен раздел «Испытания». Передача ПДФ 
в производство включает испытание индивиду-
альных донаций, минипулов и производственно-
го пула на наличие маркеров вирусных инфек-
ций. В проекте ФС предусмотрено проведение 
испытаний на наличие вирусных маркеров ГТИ 
индивидуальных донаций плазмы, минипу-
лов, если индивидуальные донации были в них 
объединены (при необходимости), и производ-
ственного пула. В проекте ФС на ПДФ, в отличие 
от действующей ФС3.3.2.0001.1957, не предусмо-
трено проведение испытания индивидуальных 
донаций плазмы и пулов плазмы на отсутствие 
возбудителя сифилиса, что гармонизировано 
с ведущими фармакопеями мира.

Карантинизация плазмы. Несмотря на то что 
в Ph. Eur. и ChP информация о карантинизации 
отсутствует, а в USP указывается о добровольном 
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внедрении производителями протокола хра-
нения плазмы, в проекте ФС «Плазма человека 
для фракционирования» сохранено указание 
о необходимости карантинного хранения плаз-
мы. Это согласуется с национальным законода-
тельством Российской Федерации, в соответ-
ствии с которым процедура карантинизации 
плазмы является обязательной58.

Проект фармакопейной статьи (ФС) «Плазма 
человека вирусинактивированная»

В Ph. Eur., BP и IP включены отдельные стан-
дарты качества на плазму вирусинактивиро-
ванную, а в ГФ РФ аналогичная ФС отсутствует. 
В проекте ФС «Плазма человека вирусинактиви-
рованная» предусмотрено, что исходное сырье, 
используемое для получения плазмы человека 
вирусинактивированной, должно соответство-
вать требованиям (где применимо) ФС «Плазма 
человека для фракционирования».

Структура проекта ФС. Структура проекта 
ФС гармонизирована с аналогичной монографи-
ей Ph. Eur.59. В разделе «Производство» способ 
производства должен включать этапы, на кото-
рых инактивируются известные инфекционные 
патогены. В методе инактивации оболочечных 
вирусов растворителем-детергентом предусмо-
трено использование подходящих вирусинак-
тивирующих агентов, например комбинации 
трибутилфосфата и октоксинола 10. В разде-
ле «Испытания», помимо определения pH, ос-
моляльности и общего белка, предусмотрено 
определение активированных факторов свер-
тывания крови, анти-A и анти-B гемагглютини-
нов, антител к вирусу гепатита А, нерегулярных 
эритроцитарных антител, активированного ча-
стичного тромбопластинового времени.

Гемотрансмиссивные инфекции. Испытания 
пула плазмы в подготовленном проекте ФС 

58	 Постановление Правительства Российской Федерации от 14.05.2025 № 641.
59	 1646 Human plasma (pooled and treated for virus inactivation). European Pharmacopoeia. 11.8. Strasbourg: EDQM; 2025.

гармонизированы с Ph. Eur., их проводят им-
мунологическими методами на наличие HBsAg 
и антител к ВИЧ-1 и ВИЧ-2, а также методами 
амплификации НК на наличие РНК вируса гепа-
тита А, РНК вируса гепатита С и Е и ДНК парво-
вируса В19. В отличие от Ph. Eur. в IP не преду
смотрено испытания пула плазмы на наличие 
РНК вируса гепатита Е.

Таким образом, подготовленные проекты 
ФС «Плазма человека для фракционирования» 
и «Плазма человека вирусинактивированная» 
гармонизированы с мировыми стандартами ка-
чества и отражают современный уровень фар-
макопейной стандартизации. Указанные проекты 
утверждены на заседании Совета Министерства 
здравоохранения Российской Федерации 
по Государственной фармакопее и будут включе-
ны в приложение к XV изд. ГФ РФ.

ВЫВОДЫ
1. Результаты сравнительного анализа наци-

ональных и международных требований 
к качеству плазмы крови человека указали 
на необходимость создания современных 
подходов к стандартизации и контролю каче-
ства как ПДФ, так и плазмы вирусинактивиро-
ванной российского производства.

2. В рамках гармонизации ГФ РФ с мировыми 
стандартами качества установлены требова-
ния к качеству плазмы крови человека, в том 
числе используемой для производства ЛП, 
с учетом национальных подходов.

3. На основе проведенного анализа националь-
ных и международных требований к качеству 
плазмы крови человека, в том числе исполь-
зуемой для производства ЛП, подготовлены 
проекты ФС для ГФ РФ XV изд., отражающие 
современный уровень фармакопейной стан-
дартизации. 
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Chikungunya virus (CHIKV) poses a major public health challenge in endem-
ic regions due to the lack of specific preventive measures and effective antiviral therapies. 
Understanding and identifying viral epitopes through rigorous research directly supports the 
development of more effective next-generation vaccines.
AIM. This study aimed to investigate the presence of pre-existing CHIKV-specific T cell memory 
in unexposed individuals and identified the B cell epitopes targeted in both seropositive donors 
and CHIKV-infected murine models.
MATERIALS AND METHODS. Peripheral blood from 34 healthy volunteers and sera from four 
CHIKV-seropositive individuals, as well as from BALB/c mice immunized with a non-lethal CHIKV 
strain, were analyzed to assess T- and B-cell responses. Five synthetic peptides (21–29 aa) de-
rived from nsP2, nsP3, nsP4, and E2 proteins were selected using the immunogenicity prediction 
algorithm from the Immune Epitope Database and synthesized to encompass predicted epitopes 
with flanking residues. Peripheral blood mononuclear cells from unexposed donors were stim-
ulated with peptides (1.2 µg/mL), and CD4+/CD8+ T cell proliferation was evaluated by carboxy-
fluorescein succinimidyl ester (CFSE)-based flow cytometry. Human and mouse sera were tested 
for peptide-specific IgG by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Epitope localization was 
visualized on 3D protein models using UCSF ChimeraX software and web server I-TASSER.
RESULTS. T cell proliferation assays with CFSE labeling revealed preexisting CD4+, but not 
CD8+, T cell responses to peptides from nonstructural (nsP2–4) and structural (E2) CHIKV pro-
teins in seronegative donors (P<0.05, P<0.01). Linear B cell epitopes within nsP3, nsP4, and E2  
were identified by ELISA in sera from CHIKV-seropositive donors and CHIKV-infected mice. 
These epitopes were subsequently mapped onto 3D models of CHIKV proteins (E2, amino acids 
3140–3161; nsP3, amino acids 1801–1823; nsP4, amino acids 2207–2256).
CONCLUSIONS. Our findings indicate the presence of preexisting CD4+ T cell responses in an-
tigen-naïve individuals and underscore the importance of experimentally validating in silico–
predicted epitopes for advancing serological diagnostics and vaccine development.

Keywords:	 Chikungunya virus; T-cells; B-cells; antibody; peptides; epitopes; in silico modeling; immunity; 
immunogenicity
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Чикунгунья у неинфицированных 
доноров и анализ В-клеточных эпитопов 
у серопозитивных лиц и экспериментально 
инфицированных мышей
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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Вирус Чикунгунья (ВЧИК) представляет серьезную проблему для общественно-
го здравоохранения в эндемичных регионах вследствие отсутствия специфических про-
филактических мер и эффективной противовирусной терапии. Идентификация и характе-
ристика вирусных эпитопов играют ключевую роль в разработке вакцин нового поколения.
ЦЕЛЬ. Исследование Т-клеточных иммунных ответов к ВЧИК у серонегативных доноров 
и идентификация В-клеточных эпитопов у серопозитивных лиц и на модели ВЧИК-инфек-
ции у мышей.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Образцы периферической венозной крови 34 здоровых добро-
вольцев, сыворотки крови 4 серопозитивных лиц и мышей линии BALB/c, иммунизирован-
ных нелетальным штаммом ВЧИК, были проанализированы для оценки Т- и В-клеточных 
иммунных ответов. Пять синтетических пептидов длиной 21–29 аминокислотных остат-
ков, соответствующих участкам белков nsP2, nsP3, nsP4 и E2 ВЧИК, были отобраны с ис-
пользованием алгоритма прогнозирования иммуногенности базы данных Immune Epitope 
Database и далее синтезированы с включением фланкирующих аминокислотных остатков, 
охватывающих предсказанные эпитопы. Мононуклеарные клетки периферической крови 
доноров, не подвергавшихся воздействию вируса, стимулировали пептидами в концен-
трации 1,2 мкг/мл, после чего пролиферацию CD4+ и CD8+ Т-клеток оценивали методом 
проточной цитометрии с использованием красителя — сукцинимидилового эфира карбок-
сифлуоресцеина (CFSE). Пептид-специфические иммуноглобулины G в сыворотке крови 
человека и мышей определяли методом иммуноферментного анализа (ИФА). Локализацию 
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эпитопов визуализировали на 3D-моделях белков с использованием программы UCSF 
ChimeraX и веб-сервера I-TASSER.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Анализ пролиферации Т-клеток с использованием CFSE выявил наличие 
CD4+, но не CD8+ Т-клеточных иммунных ответов к пептидам структурного E2 и неструк-
турных nsP2–4 и белков ВЧИК у серонегативных доноров (P<0,05; P<0,01). ИФА показал, 
что в образцах сыворотки крови ВЧИК-серопозитивных доноров и мышей, инфицирован-
ных ВЧИК, были идентифицированы линейные В-клеточные эпитопы, соответствующие 
участкам nsP3, nsP4 и E2 белков. Данные эпитопы были картированы на трехмерные мо-
дели белков ВЧИК: E2 — аминокислотные остатки в положениях 3140–3161, nsP3 — 1801–
1823 и nsP4 — 2207–2256.
ВЫВОДЫ. Анализ результатов исследования позволяет сделать заключение о наличии 
CD4+ Т-клеточных иммунных ответов у лиц, не подвергавшихся воздействию вирусных ан-
тигенов, и подчеркивает важность экспериментальной верификации эпитопов, предска-
занных in silico, для совершенствования серологической диагностики и разработки вакцин 
против ВЧИК.

Ключевые слова:	 вирус Чикунгунья; T-клетки; B-клетки; антитела; пептиды; эпитопы; in  silico моделирова-
ние; иммунитет; иммуногенность
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INTRODUCTION
Chikungunya virus (CHIKV), an Alphavirus of 

the Togaviridae family, is transmitted to humans 
through the bite of female Aedes mosquitoes [1]. It 
is an enveloped virus with a single-stranded, pos-
itive-sense RNA genome of approximately 11.8 kb. 
The genome contains two open reading frames 
that encode four nonstructural proteins (nsP1–4) 
required for viral replication, three major structural 
proteins (Capsid, E1, and E2), and two small cleav-
age products (E3 and 6K) [2]. The first recognized 
outbreak of CHIKV occurred in Tanzania in 1952–
1953 [3]. Since that time, the virus has spread to 
more than 100 countries in tropical and subtropical 
regions, causing millions of reported cases global-
ly [4]. The detection of nearly 8,000 CHIKV cases 
in the Southern China since June 2025 highlights 
the growing public health impact of this arboviral 
infection [5]. In humans, CHIKV initially replicates 
in skin fibroblasts and subsequently disseminates 
to the liver, muscle, joints, lymph nodes, spleen, 
and brain [1]. CHIKV infection causes inflammatory 
musculoskeletal disease in humans, characterized 
by debilitating symptoms such as arthralgia, ar-
thritis, and myalgia [6].

The host response to CHIKV infection begins lo-
cally in the skin at the site of the mosquito bite, 

where the cutaneous immune system provides the 
first line of defense. During the acute phase, the 
virus disseminates from this initial site of replica-
tion to primary target tissues. This phase lasts for 
7–14 days and is characterized by viremia, clinical 
symptoms, and the production of anti-CHIKV IgM 
antibodies [1, 7]. Active viral replication triggers 
the innate immune response, characterized by the 
production of type I interferons [1]. The early acute 
phase is mediated by CD8+ T cell responses, fol-
lowed by a predominance of CD4+ T cells at later 
stages of infection [8]. The post-acute phase of 
CHIKV infection is characterized by viral clearance 
mediated by neutralizing antibodies (predomi
nantly IgG) and elimination of infected cells by 
NK cells, CD8+ T cells, and neutrophils, leading to 
disease resolution [9].

Approximately 30% of individuals develop 
chronic disease characterized by persistent ar-
thralgia and arthritis [1, 10]. Multiple studies indi-
cate that CHIKV can evade CD8+ T cell responses, 
which may promote chronic infection within joint 
tissues  [11]. Due to T cell receptor (TCR) cross-
reactivity, pre-existing memory phenotype T cells 
have been identified among human antigen-specif-
ic CD4+ lymphocytes, even in the absence of known 
viral exposure [12].
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1	 Federal Law No. 323-FZ “On the Fundamentals of Health Protection of Citizens in the Russian Federation”.

Despite significant progress in understanding 
humoral responses to CHIKV, the role of cellu-
lar immunity in protection and pathogenesis 
remains insufficiently defined. In particular, it 
is unclear whether pre-existing T cell memory 
against CHIKV exists in antigen-naïve individuals 
and how different viral proteins contribute to an-
tibody recognition. This lack of knowledge limits 
the development of immunodiagnostic tools and 
rational vaccine design. We hypothesized that 
predicted in silico CHIKV peptides could contain 
epitopes capable of activating pre-existing CD4+ 
T cells in unexposed donors and inducing B cell 
responses in seropositive individuals and infect-
ed mice.

The aim of this study was to investigate the pres-
ence of pre-existing CHIKV-specific T cell memory 
responses in unexposed individuals and to identify 
B cell epitopes targeted in seropositive donors and 
CHIKV-infected murine model.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Human samples сollection. Peripheral blood 
samples were collected from 34 healthy volun-
teers (age 31±10 years; 11 women and 23 men) 
residing in the Moscow region. Ethics approval 
for both human and animal studies (Protocol 
No. 6, dated March 4, 2023) was obtained from 
the Local Research Ethics Committee of the 
I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and 
Sera. Written informed consent was obtained 
from all human participants in accordance with 
the Declaration of Helsinki (2013 revision), the 
International Council for Harmonisation Good 
Clinical Practice (ICH-GCP) guidelines, and the 
national regulations of the Russian Federation, 
including Federal Law No. 323-FZ1, On the 
Fundamentals of Health Protection of Citizens in 
the Russian Federation.

Animals. All animal procedures, including eutha-
nasia by cervical dislocation under light ether an-
esthesia, were performed in accordance with the 
institutional guidelines of the Mechnikov Research 
Institute for Vaccines and Sera, the EU Directive 
2010/63/EU for animal experiments. Female 
BALB/c mice (6–8 weeks old; Stolbovaya, Moscow, 
Russia) were randomly assigned to two groups: 
CHIKV-infected (n=9) and PBS-treated control 
(n=9) (Phosphate-Buffered Saline, Cat. No. Р060Е, 
Paneco, Russia). Each group consisted of three 
independent pools (3 mice per pool). Animals were 
housed in a pathogen-free facility under standard 
conditions (22±2  °C, 50–60% humidity, 12 hours 

light/dark cycle) with free access to food and wa-
ter. Environmental enrichment was provided with 
nesting material and shelters.

All manipulations, including virus inoculation 
and blood collection, were performed under ether 
anesthesia to minimize pain and distress. No an-
imals were excluded from the study, and daily 
health monitoring was conducted by trained 
personnel.

Virus strain. The CHIKV strain Nika2021 
(GenBank Acc. No. OQ320495) [13] was propagated 
in Aedes albopictus clone C6/36 cells (ATCC) and 
used for mouse immunization.

Methods
Mouse immunization. BALB/c mice were immun-

ized intraperitoneally with a non-lethal CHIKV 
strain Nika2021 (100 TCID50 per mouse) twice at 
two-week intervals. Serum samples were collected 
two weeks after the final immunization. Control 
mice received PBS injections. Sera from three mice 
per group were pooled, and experiments were re-
peated independently three times (n=3 pools). Sera 
were analyzed for peptide-specific IgG by ELISA as 
described below.

Peptides design and synthesis. Five synthetic 
peptides derived from nsP2, nsP3, nsP4, and 
E2 proteins of CHIKV were selected from the 
Immune Epitope Database (IEDB) as regions with 
predicted high immunogenic potential [14]. The 
IEDB immunogenicity algorithm, trained on a 
large dataset of experimentally validated T cell 
epitopes, distinguishes immunogenic from non-
immunogenic sequences by evaluating amino acid 
properties and their positional context within the 
peptide. For each viral protein, the peptide region 
with the highest immunogenicity score (0.18–0.26)  
was selected. To enable natural processing and 
presentation across multiple HLA alleles, and to 
evaluate both T and B cell responses, extended 
peptides of 21–29 aa encompassing the predicted 
core epitopes and adjacent flanking residues 
were synthesized. Peptides were produced by the 

"Human proteome" Core Facility at the Institute of 
Biomedical Chemistry (Moscow, Russia) (Table  1) 
and dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) at 

~1800 pmol/µL.
T cell proliferation assay. Peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) were isolated from 
healthy donors (n=12) by Ficoll-Hypaque den-
sity gradient centrifugation. Cells were resus-
pended in serum-free medium (Cat. No. 12-725F, 
UltraCULTURE™, Lonza, Switzerland) and seeded 
in 96-well round-bottom plates (2×105 cells/well).  
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Carboxyfluorescein succinimidyl ester, CFSE,  
(Cat. No. C34554, Invitrogen, USA) was added 
at a final concentration of 0.00002 mM. CFSE-
labeled cells were stimulated with peptides 
at concentrations 1.2 µg/mL for 7 days. Anti-
CD3/CD28 Dynabeads™ (Cat. No. 11131D, Gibco, 
USA) were used as positive control, and medium 
alone as negative control.

After culture, cells were stained with the 
eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 
660 (Cat. No. 65-0865-14, eBioscience, USA) and 
surface anti-human CD3, CD4, CD8 antibodies 
(Cat. No. 12-0038-42, 25-0049-42, A15448, re-
spectively, eBioscience). Nonspecific binding 
was blocked with 10% normal mouse serum (Cat. 
No. 10410, Invitrogen, USA). Flow cytometry was 
performed on a BD FACSCanto II (BD Biosciences, 
USA), and data were analyzed using FlowJo 
v10.6.2 (BD Biosciences, USA). To quantify pro-
liferation, viable CD3+CD4+ and CD3+CD8+ T cells 
were gated, and the proportion of CFSElow cells 
was determined (Figure 1).

Identification of CHIKV B-cell epitopes by ELISA. 
Five peptides (Table 1) were biotinylated using a 
Biotin Protein Labeling Kit (Roche, Switzerland). 
Streptavidin-coated plates (Biomat, Italy) were 
loaded with 12 pmol/well of peptide and in-
cubated with serum samples (human or mu-
rine). Human sera included CHIKV-IgG–positive 
(n=4) and negative (n=18) samples confirmed by 

Table 1. Sequences of linear peptides identified by in silico 
analysis
Таблица 1. Последовательности линейных пептидов, 
идентифицированных in silico 

Peptide name
Название пептида

Sequence
Последовательность

D03-NSP1 CPMRSAEDPERLANYARKLAS

C04 -NSP2 TDEESYELVRAERTEHEYVYDVD

D01-NSP3 GASSETFPITFGDFNEGEIESL

C02-NSP4 LFDMSAEDFDAIIAAHFKPGDTVLETDIA

D02-E2 LSTNGTAHGHPHEIILYYYEL
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Fig. 1. Gating strategy for analysis of CD4+ or CD8+ T cells proliferation using cell-tracking dye carboxyfluorescein succinimidyl ester 
(CFSE). Flow cytometry was performed on human peripheral blood mononuclear cells (n=12). The lymphocytes were gated based 
on the forward versus side scatter (A) and after the exclusion of debris, doublets and dead cells (A–C), CD4+ and CD8+ T cells were 
identified on the gated CD3+ cells (D, E). The intensity of CFSE was evaluated on the gated CD3+CD4+ (F, H, J, L) and CD3+CD8+ T cells 
(G, I, K, M). To determine T cell proliferation the percentages of CFSE positive and negative cells were determined on the gated 

Continued on the next page / Продолжение на следующей странице
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cells. Dot plot and histogram examples showing the percentage of CFSE positive and negative CD3+CD4+ and CD3+CD8+ T cells 
from one of the analyzed samples (A–M) treated with Dynabeads™ (F and G, positive control), media (H and I, negative control),  
C04-NSP2 peptide at 1.2 µg/mL (J and K), respectively. Histograms (L, M) demonstrating CFSE unstained cells.

Рис. 1. Алгоритм анализа пролиферации CD4+ или CD8+ Т-клеток с использованием красителя сукцинимидилового эфира 
карбоксифлуоресцеина (CFSE). Проточную цитометрию проводили с использованием мононуклеаров периферической 
крови человека (n=12). Идентификация лимфоцитов проводилась с помощью диаграммы бокового  — прямого (FSS–
SSC) светорассеяния (А), после исключения дуплетов и мертвых клеток из анализа (A–С) идентифицировали популя-
ции CD3+CD4+ и CD3+CD8+ Т-клеток (D, E). Интенсивность окрашивания CFSE оценивали в CD3+CD4+ (F, H, J, L) и CD3+CD8+ 
Т-клетках (G, I, K, M). Для оценки пролиферации Т-клеток определяли процентное соотношение CFSE-положительных 
и отрицательных клеток в идентифицированных лимфоцитах. На рисунке представлены примеры точечных диаграмм 
и гистограмм, отражающих долю CFSE-положительных и CFSE-отрицательных CD3+CD4+ и CD3+CD8+ Т-клеток в одном 
из анализируемых образцов (A–M): стимуляция Dynabeads™ (F, G — положительный контроль), культивирование в пита-
тельной среде (H, I — отрицательный контроль) и обработка пептидом C04-NSP2 в концентрации 1,2 мкг/мл (J, K). Гисто-
граммы (L, M) демонстрируют клетки, не окрашенные CFSE.
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commercial ELISA (Bioservice BTC, Russia). Mouse 
sera were collected from CHIKV-infected or PBS-
treated animals. Bound IgG was detected with 
HRP-conjugated anti-human or anti-mouse IgG 
(Bioservice BTC, Russia) and developed with TMB 
substrate. Absorbance was read at 450 nm with a 
620 nm reference in a microplate autoreader (Erba 
Mannheim, Germany). A peptide was considered to 
contain a positive B cell epitope when OD values 
obtained with CHIKV-positive sera exceeded the 
mean +3 SD of negative sera.

Computational modeling of protein structures. 
Structural data for nsP4 were obtained from the 
Protein Data Bank (PDB ID: 7Y38) [15] and visual-
ized with UCSF ChimeraX software [16]. Predicted 
3D structures of nsP3 and E2 were generated 
using I-TASSER [17] and visualized with UCSF 
ChimeraX [16].

Statistical analysis. The Shapiro — Wilk test for 
normality was performed. Data were presented 
as means ±SD (standard deviation) for parametric 
analyses and as medians ± interquartile range for 
nonparametric analyses, as indicated in the figure 
legends. Statistical analyses were performed using 
Prism 8 (GraphPad Software). For not normally dis-
tributed data the Kruskall — Wallis test followed 
by post-hoc testing (if the Kruskal — Wallis was sig-
nificant) using un-paired Mann — Whitney U-tests 
was performed, as mentioned in the respective 
figure legends. Data were accepted as significantly 
different when p-value <0.05.

RESULTS
Ex vivo CHIKV-specific CD4+ and CD8+ T cell 
responses in unexposed donors

Predicted CHIKV peptides (Table 1) were test-
ed for their ability to induce T cell proliferation 
in PBMCs from seronegative donors. Cells were 
CFSE-labeled, cultured with peptides at 1.2 µg/mL  
for 7 days and analyzed by flow cytometry 
(Figure. 2A). Significant proliferation of CD4+ T cells 
was observed in response to peptides C04-NSP2, 
D01-NSP3, C02-NSP4, and D02-E2 (P<0.05, P<0.01) 
compared with unstimulated control (Figure 2A). 
No significant proliferation of CD8+ T cells was de-
tected at either peptide concentration. As expect-
ed, stimulation with anti-CD3/CD28 Dynabeads™ 
(Gibco, USA) induced robust proliferation of both 
CD4+ and CD8+ T cells (P<0.0001).

Mapping of CHIKV protein regions recognized by 
human and mouse antibodies

Biotinylated peptides were tested by ELISA with 
sera from CHIKV-seropositive and seronegative 

donors (Figure 3A). Three peptides D01-NSP3, C02-
NSP4 and D02-E2 were consistently recognized by 
antibodies from CHIKV-positive individuals but not 
by seronegative controls. The same peptides were 
further analyzed using sera from CHIKV-infected 
mice. At both 1:100 and 1:200 dilutions, sera from 
infected animals showed strong reactivity to these 
peptides, whereas sera from PBS-treated controls 
did not (Figure 3B).

Structural localization of antigenic regions 
recognized by CD4+ T cells and antibodies

Epitope-containing regions identified in func-
tional assays were mapped onto the 3D structure 
of nsP4 (PDB ID: 7Y38) and onto I-TASSER–pre-
dicted models of nsP3 and E2 (Figure 4A–C). The 
epitope within the E2 protein (amino acids resi-
dues 3140–3161) was located on the protein sur-
face (Figure 4A, D). In contrast, the regions mapped 
to nsP3 (amino acids residues 1801–1823) and 
nsP4 (amino acids residues 2207–2256) were em-
bedded within the folded structures (Figure 4B–D).

DISCUSSION
In November 2023, the FDA approved the first 

live-attenuated CHIKV vaccine, marking an import-
ant step toward controlling this disease2. Several 
other vaccine candidates are in development or 
clinical trials, underscoring the continued global 
relevance of CHIKV [18]. However, these vaccines 
are not yet widely accessible, and detailed under-
standing of the immune mechanisms that contrib-
ute to protection remains limited.

A better understanding of T cell immunity and 
precise definition of immunogenic epitopes remain 
critical for vaccine design and diagnostic tools. 
CHIKV persistence in lymphoid and joint-associ-
ated tissues is thought to result from incomplete 
viral clearance despite the presence of specific an-
tibodies [19]. Evidence also suggests that CHIKV 
can evade CD8+ T cell and B cell responses [20, 21].

While in silico analyses have identified numerous 
candidate CHIKV B cell and T cell epitopes [22, 23],  
only a limited number of these predictions have been 
experimentally validated to date [24]. In this study, 
we sought to evaluate preexisting T cell responses 
in healthy donors using linear peptides derived 
from CHIKV proteins (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4, and 
E2). Particular attention was given to the repertoire 
of CD8+ T cells in previously unexposed individuals, 
given the potential role of preexisting cell-mediated 
immunity in facilitating viral clearance [25].

T cells with a memory phenotype can be detected 
even in antigen-naïve individuals, a phenomenon 

2	 https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-first-vaccine-prevent-disease-caused-chikungunya-virus 

https://www.fda.gov/news-events/press-announcements/fda-approves-first-vaccine-prevent-disease-caused-chikungunya-virus
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explained by T cell cross-reactivity and described 
for several viral infections [12, 26, 27]. Based on 
this concept, we tested in silico-selected CHIKV 
peptides ex vivo in seronegative donors to assess 
the presence of preexisting T cell responses. The 
peptides were selected using the IEDB immuno-
genicity prediction algorithm, which evaluates 
amino acid composition and positional context to 
distinguish immunogenic from non-immunogenic 
regions [14]. For each protein, we chose one of the 
top-scoring regions and synthesized extended 21–
29 aa peptides. The use of such extended peptides 

is consistent with previous strategies applied in 
both viral immunology and cancer vaccine research, 
where synthetic long peptides are deliberately de-
signed to include the predicted epitope core and 
additional flanking residues. These long peptides 
can be naturally processed by antigen-presenting 
cells, thereby allowing simultaneous stimulation 
of CD4+ and CD8+ T cell responses as well as recog-
nition by B cells [28, 29]. Although this differs from 
the minimal epitope approach commonly used in 
CD8+ T cell assays, it provides a physiologically rel-
evant framework to validate in silico predictions.

Fig. 2. Activation of Chikungunya virus (CHIKV)-specific CD4+ (A) and CD8+ (B) T lymphocytes isolated from blood of healthy donors 
(n=12). A, proliferation level of CD3+CD4+ T lymphocytes; B, proliferation level of CD3+CD8+ T lymphocytes. The proliferation was 
evaluated by flow cytometry using carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE). Peripheral blood mononuclear cells were isolated 
from the blood of healthy donors by Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation and stimulated with CHIKV-derived peptides at 
concentrations 1.2 µg/mL for 7 days. The Dynabeads™ Human T-Activator CD3/CD28 and cells treated with media alone were used 
as positive and negative control, respectively. Differences between multiple groups were estimated using a Kruskal — Wallis test 
followed by post-hoc testing (if the Kruskal — Wallis criterion was significant) using un-paired Mann — Whitney U-tests. Horizontal 
bars and error bars are medians + interquartile range (12 donors). * P<0.05, ** P<0.01, **** P<0.0001. Abbreviations: nsP1, nsP2, 
nsP3, nsP4, nonstructural protein 1, 2, 3, 4, respectively; E2, envelope protein 2.

Рис. 2. Активация CD4+ (A) и CD8+ (B) Т-лимфоцитов, специфичных к вирусу Чикунгунья (ВЧИК), выделенных из крови здоровых 
доноров (n=12). А — уровень пролиферации Т-лимфоцитов CD3+CD4+; B — уровень пролиферации Т-лимфоцитов CD3+CD8+. Про-
лиферацию оценивали методом проточной цитометрии с использованием сукцинимидилового эфира карбоксифлуоресцеи-
на (CFSE). Мононуклеарные клетки периферической крови выделяли из крови здоровых доноров путем центрифугирования 
в градиенте плотности фиколл-гипак и стимулировали специфичными пептидами к ВЧИК в концентрации 1,2 мкг/мл в течение 
7 сут. В качестве положительного и отрицательного контролей использовали реагент Dynabeads™ Human T-Activator CD3/CD28 
и клетки, обработанные только питательной средой, соответственно. Различия между группами оценивали с помощью крите-
рия Краскела — Уоллиса с последующим апостериорным тестированием (если критерий Краскела — Уоллиса был значимым) 
с использованием непарных U-критериев Манна — Уитни. Горизонтальные полосы и планки погрешностей представляют со-
бой медианные значения и межквартильные размахи (n=12). * P<0,05, ** P<0,01, **** P<0,0001. Сокращения: nsP1, nsP2, nsP3, 
nsP4 — неструктурные белки 1, 2, 3, 4, соответственно; E2 — оболочечный белок 2; media — питательная среда.

%
 o

f a
ct

iv
at

ed
 C

D
3+ C

D
4+

%
 а

кт
ив

ир
ов

ан
ны

х 
CD

3+ C
D

4+  к
ле

т
ок

 

Peptides / Пептиды

CD4

* * **

0

10

100

80

60

90

70

50
15

5

 D03 NSP1 C04 NSP2  D01 NSP3 C02 NSP4  D02 E2 Media
Среда

CD3+/CD28+

Dynabeads™

****

%
 o

f a
ct

iv
at

ed
 C

D
3+ C

D
4+

%
 а

кт
ив

ир
ов

ан
ны

х 
CD

3+ C
D

4+  к
ле

т
ок

 

Peptides / Пептиды

0

10

100

80

60

90

70

50
15

5

 D03 NSP1 C04 NSP2  D01 NSP3 C02 NSP4  D02 E2 Media
Среда

CD3+/CD28+

Dynabeads™

CD8

****
B

A



50

Никонова А.А., Порошина А.С., Самарцева Т.Г., Самарцева А.Г., Адельфинская А.Д.,  
Тахан Б., Шершакова Н.Н., Хаитов М.Р., Оксанич А.С., Игнатьев Г.М., Зверев В.В. 
Т-клеточные иммунные ответы к вирусу Чикунгунья у неинфицированных доноров и анализ В-клеточных эпитопов...

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2026, Т. 26, № 1

Our results demonstrated that several peptides, 
initially predicted as CD8 epitopes, induced prolif-
eration of CD4+ T cells in unexposed donors, but 
not CD8+ responses. However, given that exten-
ded peptides (21–29 aa) are not optimal for direct 
CD8+ T cell stimulation, these findings should not 
be interpreted as evidence of an absence of CD8+ 
responses to CHIKV. Rather, they highlight the 
need for further studies using minimal epitopes 
and HLA-matched donors to comprehensively as-
sess the CD8+ repertoire.

Furthermore, biotinylated peptides were tested 
in ELISA with CHIKV-seropositive and seroneg-
ative human serum samples as well as sera from 
CHIKV-infected and uninfected mice. These exper-
iments demonstrated that the same CHIKV-derived 
peptides (nsP3, nsP4, and E2) were recognized by 
antibodies in both humans and mice (Figure 3). 
Notably, the regions identified included both struc-
tural (E2 glycoprotein) and nonstructural proteins 
(nsP3 and nsP4), indicating that humoral responses 
to CHIKV are not restricted to structural antigens. 

Fig. 3. Identification of Chikungunya virus (CHIKV) B cell epitopes. A, human blood sera from CHIKV-IgG-positive donors (n=4) and 
CHIKV-IgG-negative controls (n=18) were tested at 1:100 dilution in peptide-based enzyme-linked immunosorbent assay using 
peptides derived from structural (E2) and nonstructural (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4) proteins. B, mouse blood sera collected from 
CHIKV infected animals (CHIKV+, n=3 pools of 3 mice each) or phosphate saline treated (CHIKV-, n=3 pools) were tested at dilutions 
of 1:100 and 1:200. Peptides were considered positive linear B-cell epitopes when optical density at 450 nm (OD450) values from 
CHIKV-IgG-positive samples exceeded the mean plus 3 standard deviations of negative controls (cut-off values indicated above 
the chart bars). Data are shown as individual values with median and interquartile range. * P<0.05. Abbreviations: nsP1, nsP2, nsP3, 
nsP4, nonstructural protein 1, 2, 3, 4, respectively; E2, envelope protein 2.

Рис. 3. Идентификация В-клеточных эпитопов вируса Чикунгунья (CHIKV). A — образцы сыворотки крови CHIKV-IgG-пози-
тивных доноров (n=4) и CHIKV-IgG-негативных лиц, контроль (n=18) анализировали в разведении 1:100 методом пептид-
специфического иммуноферментного анализа с использованием пептидов, соответствующих участкам структурного (E2) 
и неструктурных (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4) белков CHIKV. B  — образцы сыворотки крови мышей, инфицированных CHIKV 
(CHIKV+, n=3 пула по 3 особи в каждом), а также животных контрольной группы, обработанных фосфатно-солевым буфером 
(CHIKV-, n=3 пула), тестировали в разведениях 1:100 и 1:200. Пептиды расценивали как положительные линейные В-кле-
точные эпитопы в случае, если значения оптической плотности при длине волны 450 нм (OD450) в образцах CHIKV-IgG-пози-
тивных сывороток превышали среднее значение отрицательных контролей более чем на три стандартных отклонения (по-
роговые значения указаны над столбцами). Данные представлены в виде индивидуальных значений с указанием медианы 
и межквартильного размаха. * P<0,05. Сокращения: nsP1, nsP2, nsP3, nsP4 — неструктурные белки 1, 2, 3, 4, соответственно; 
E2 — оболочечный белок 2; ВЧИК — вирус Чикунгунья.
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These findings are consistent with the work of Yiu-
Wing Kam et al., who demonstrated in experimen-
tally infected macaques that antibody responses 
target multiple CHIKV proteins, including C, E2, 
nsP1, nsP3, and nsP4 [30].

Mapping of these epitopes onto structural mod-
els provided further biological context. The epitope 
within the E2 glycoprotein was surface-exposed, 
consistent with its role as the main structural target 
of the humoral response [30–32]. In contrast, the 
identified regions within nsP3 and nsP4 were locat-
ed in buried regions of the folded proteins, which 
may influence their accessibility in vivo. Interestingly, 
the nsP3 epitope overlapped with the hypervariable 

C-terminal region, a domain implicated in virus–host 
interactions and pathogenesis  [33, 34].

This study has several limitations. Only a small 
number of peptides were tested, thus the results 
cannot be generalized to the entire CHIKV pro-
teome. The use of extended 21–29 amino acid 
peptides differs from the typical lengths of CD8  
(8–11 aa) and CD4 (≤20 aa) epitopes and may have 
influenced the pattern of T cell activation. The 
number of CHIKV-seropositive human samples was 
small, and larger cohorts are needed to confirm the 
findings. Finally, functional antibody assays were 
restricted to peptide binding and did not directly 
assess neutralization.

Nonstructural protein
Неструктурный белок

Structural protein
Структурный белок

1801-1823 2207-2056 3140-3161

nsP1 nsP2 nsP3 C E2E3 6k E1nsP4

Fig. 4. Structural localization of Chikungunya virus (CHIKV) CD4+ T- and B-cell epitopes. A–C, identified epitope-containing regions 
are mapped onto models of CHIKV E2 (A), nsP4 (B), and nsP3 (C) proteins. D, schematic representation of the CHIKV proteome 
indicating the positions of the identified CD4+ T cell and B cell epitopes. Structural mapping was performed using UCSF ChimeraX; 
the nsP4 structure was retrieved from the Protein Data Bank (PDB ID: 7Y38), while E2 and nsP3 models were generated using the 
I-TASSER server. Abbreviations: nsP1, nsP2, nsP3, nsP4, nonstructural protein 1, 2, 3, 4, respectively; C, capsid protein; E1, E2, E3, 
envelope protein 1, 2, 3, respectively; 6k, 6k protein.

Рис. 4. Структурная локализация CD4+ Т- и В-клеточных эпитопов вируса Чикунгунья (CHIKV). A–C — участки белков, содер-
жащие идентифицированные эпитопы, картированы на 3D-модели белков E2 (A), nsP4 (B) и nsP3 (C) вируса CHIKV. D — схе-
матическое представление протеома вируса CHIKV с указанием расположения выявленных CD4+ Т- и В-клеточных эпитопов. 
Структурное картирование выполнено с использованием программы UCSF ChimeraX; структура белка nsP4 была получена 
из базы данных Protein Data Bank (PDB ID: 7Y38), тогда как 3D модели белков E2 и nsP3 были построены с использованием 
веб-сервера I-TASSER. Сокращения: nsP1, nsP2, nsP3, nsP4 — неструктурные белки 1, 2, 3, 4, соответственно; C — белок капси-
да; E1, E2, E3 — оболочечный белок 1, 2, 3, соответственно; 6k — 6k белок.
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CONCLUSIONS
In summary, this study demonstrates the pres-

ence of preexisting CD4+ T cell responses to select-
ed CHIKV-derived peptides in unexposed individuals 
and identifies linear B cell epitopes within both struc-
tural (E2) and nonstructural (nsP3 and nsP4) proteins 
recognized by sera from seropositive donors and in-
fected mice. While current CHIKV vaccine strategies 
mainly emphasize CD8+ T cell-mediated protection, 

CD4+ T cells play a central role in supporting cytotox-
ic T lymphocyte responses, antibody maturation, and 
long-term immune memory. Therefore, the identifica-
tion of CHIKV-specific CD4+ T cell and B cell epitopes 
may contribute to a broader understanding of pro-
tective immunity and complement CD8-focused ap-
proaches. This fact may stimulate the development 
of diagnostic tools and support the rational design of 
next-generation vaccines.
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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Пассивная иммунотерапия с использованием антител широкого спектра дей-
ствия является перспективным направлением разработки новых лекарственных средств 
для борьбы с гриппом. Однако технологии получения, очистки и хранения рекомби-
нантных антител, пригодных для клинического применения, по-прежнему сопряжены со 
значительными трудностями. scFv-фрагменты антител (одноцепочечные вариабельные 
фрагменты) являются более простой, надежной и гибкой альтернативой полноразмерным 
аналогам антител.
ЦЕЛЬ. Разработка экспрессионных конструкций для синтеза scFv-фрагментов рекомби-
нантных антител к вирусу гриппа А и В, получение белковых препаратов scFv и оценка их 
функциональной активности in vitro.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Экспрессионные конструкции, кодирующие scFv-фрагменты ан-
тител, получали методом ПЦР с использованием перекрывающихся праймеров и метода-
ми генной инженерии. Построение 3D-моделей разработанных scFv-фрагментов прово-
дили по первичной аминокислотной последовательности на сервере AlfaFold. Наработку 
антител проводили в клеточной линии HEK293 в ходе транзиентной экспрессии. Препара-
ты антител очищали из культуральной жидкости методом металл-аффинной хроматогра-
фии. Иммуноферментный анализ (ИФА) использовали для изучения вирус-специфической 
активности антител. Вируснейтрализующую активность антител изучали на монослойной 
культуре клеток MDCK по цитопатическому действию и регистрировали в реакции гемаг-
глютинации.
РЕЗУЛЬТАТЫ. На основе рекомбинантных антител, специфичных к вирусу гриппа А и В, был 
осуществлен дизайн и предсказана пространственная структура scFv-фрагментов, получе-
ны три генетические конструкции для экспрессии белков scFv в культуре эукариотических 
клеток. scFv-фрагменты были наработаны и очищены методом аффинной хроматографии 
с никелевым сорбентом в количестве не менее 0,5 мг и концентрации около 1 мг/мл каждо-
го. Методом электрофореза белков в полиакриламидном геле было подтверждено соответ-
ствие выделенных scFv-фрагментов ожидаемому значению молекулярной массы — около 
28  кДа. Методом  ИФА было показано специфическое связывание scFv-фрагментов с раз-
личными штаммами вируса гриппа А и B. Установлено, что 50% вируснейтрализующая доза 
scFv-фрагмента антитела к поверхностному гемагглютинину вируса гриппа (170 нг/мл) со-
поставима с нейтрализующей дозой для исходного полноразмерного антитела (179 нг/мл).
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ВЫВОДЫ. Разработан дизайн и получены scFv-фрагменты двух антител, одного — обла-
дающего широкой нейтрализующей активностью против вируса гриппа A, другого — спе-
цифичностью в отношении вируса гриппа В. Благодаря малым размерам scFv-фрагменты 
могут эффективно проникать через слизистые оболочки при интраназальном введении. 
Указанное свойство определяет потенциал использования scFv-фрагментов в экстренной 
профилактике и ранней терапии ОРВИ. Перспективным направлением для усиления ней-
трализующей активности является создание биспецифических scFv-фрагментов, способ-
ных одновременно нацеливаться на два вирусных эпитопа.

Ключевые слова:	 рекомбинантные антитела; антитела широкого спектра действия; scFv-фрагменты; вирус 
гриппа; противовирусные препараты; пассивная иммунотерапия; вируснейтрализующая 
активность
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Passive immunotherapy using broad-spectrum antibodies is a promising de-
velopment vector of new drugs against influenza. However, production process, purification, 
and storage of clinically suitable recombinant antibodies still face significant challenges. An-
tibody scFv (single-chain variable fragments) represent a more reliable, flexible, and simpler 
alternative to full-length antibody analogues.
AIM. This study aimed to develop expression constructs used to synthesize scFv fragments of 
recombinant antibodies against influenza A and B viruses, produce scFv protein preparations, 
and evaluate their in vitro functional activity.
MATERIALS AND METHODS. Expression constructs encoding antibody scFv fragments were 
obtained by PCR using overlapping primers and genetic engineering methods. 3D models of 
the developed scFv fragments were constructed from the primary amino acid sequence us-
ing AlfaFold Server. Antibodies were produced in a HEK293 cell line via transient expression. 
Antibody preparations were purified from the culture fluid by metal affinity chromatography. 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to study the virus-specific activity of 
the antibodies. Virus neutralising activity was studied in Madine-Darbi canine kidney (MDCK) 
cell monolayer culture based on cytopathic effect and recorded in a haemagglutination assay.
RESULTS. Based on recombinant antibodies specific to influenza A and B viruses, configuration 
of scFv fragments was designed and predicted, and three genetic constructs were obtained for 
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expression of scFv proteins in a eukaryotic cell culture. The scFv fragments were produced and pur-
ified by affinity chromatography using Ni sorbent (no less than 0.5 mg) at a concentration of about 
1 mg/mL of each fragment. Protein polyacrylamide gel electrophoresis confirmed that the isolated 
scFv fragments matched the expected size of approximately 28 kDa. ELISA demonstrated specific 
binding of scFv fragments to various influenza A and B strains. It was established that a 50% virus 
neutralising dose of the scFv antibody fragment against the influenza virus surface haemagglutinin 
(170 ng/mL) is comparable to that of the original full-length antibody (179 ng/mL).
CONCLUSIONS. The scFv fragments have been designed and obtained for two antibodies; the 
one has broad neutralising activity against influenza A virus, the other is specific for influenza 
B virus. Due to their small size, scFv fragments can effectively penetrate mucous membranes 
upon intranasal administration. This makes scFv fragments potentially useful in the emergency 
prophylaxis and early therapy of acute respiratory viral infections. A promising decision for 
enhanced neutralising activity is to create bispecific scFv fragments capable of simultaneously 
targeting two viral epitopes.

Keywords:	 recombinant antibodies; broad-spectrum antibodies; scFv fragments; influenza virus; antiviral 
drugs; passive immunotherapy; virus neutralizing activity
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ВВЕДЕНИЕ
Вирусы гриппа ежегодно вызывают до 70% 

случаев сезонных респираторных инфекций 
и имеют крайне высокий пандемический потен-
циал  [1]. Современная стратегия противодей-
ствия гриппу в значительной степени опирает-
ся на вакцинопрофилактику. Формирующиеся 
в ответ на вакцинный или инфекционный штамм 
антитела могут обеспечить полную иммун-
ную защиту от повторного заражения тем же  
(гомосубтипичным) штаммом вируса гриппа  [2]. 
Однако эволюционно выработанные вирусом 
гриппа механизмы, такие как высокая антиген-
ная изменчивость и реассортация геномных сег-
ментов, существенно затрудняют предсказание 
циркуляции эпидемически значимых штаммов 
гриппа, а ошибки в выборе вакцинных штаммов 
приводят к значительному снижению профилак-
тической эффективности  [3]. Пассивная имму-
нотерапия с использованием моноклональных 
антител широкого спектра действия является 
альтернативным подходом в борьбе с инфекци-
ями, вызванными вирусами гриппа.

Модульная структура антител дает возмож-
ность создавать более компактные функцио-
нальные фрагменты, такие как антигенсвязы-
вающие фрагменты (fragment antigen binding, 
Fab), одноцепочечные вариабельные фрагменты 
(single chain variable fragments, scFv), однодомен-
ные антитела, а также кристаллизуемые фраг-
менты антитела (fragment crystallizable, Fc)  [4].  

Молекулы scFv представляют собой химерные 
рекомбинантные белки, состоящие из вариа-
бельных участков тяжелой (VH) и легкой (VL) 
цепей полноразмерного антитела, которые 
соединены друг с другом гибким пептидным 
линкером  [5, 6]. Вариабельные участки VH 
и VL, локализованные совместно, формиру-
ют вариабельный фрагмент, который непо-
средственно участвует в связывании антигена. 
scFv-фрагменты демонстрируют аффинность 
связывания, сравнимую с исходными полнораз-
мерными антителами  — иммуноглобулинами 
класса G (IgG). Производство scFv-фрагментов 
менее затратно благодаря компактным разме-
рам; scFv-фрагменты лучше проникают в ткани 
и органы и достигают стерически скрытых и кон-
формационно сложных эпитопов антигена  [4]. 
scFv-фрагменты не содержат константные об-
ласти Fc, которые есть в полноразмерных моле-
кулах антител, поэтому scFv-фрагменты харак-
теризуются сниженной иммуногенностью из-за 
отсутствия эффекторных функций [4, 7].

Для выделения scFv-фрагментов из культу-
рального супернатанта не подходит стандарт-
ный для хроматографической очистки иммуно-
глобулинов Fc-рецепторный белок G Streptococcus 
pyogenes. Очистку и иммобилизацию scFv-
фрагментов осуществляют с использовани-
ем белка L (взаимодействует с вариабельной 
областью легких κ-цепей), а в случае наличия 
в scFv-фрагменте человеческого домена  VH3  —  
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с использованием белка А  [8]. Наиболее рас-
пространенным подходом при конструирова-
нии является добавление к С-концу молекулы 
scFv последовательности из шести гистидинов 
(6×His-tag) для дальнейшей очистки методом ме-
талл-аффинной хроматографии [9, 10].

Использование scFv-фрагментов антител 
для лечения и профилактики острых респира-
торных вирусных инфекций (ОРВИ) перспектив-
но в силу ряда ключевых преимуществ. Малый 
размер scFv-фрагментов способствует лучшему 
проникновению через слизистые оболочки ды-
хательных путей при интраназальном введении 
препарата. Низкая иммуногенность и быстрое 
выведение из организма делают scFv-фрагменты 
идеальными кандидатными препаратами 
для экстренной профилактики во время эпиде-
мий и терапии ОРВИ на ранних стадиях.

Наше научное исследование посвящено 
конструированию и созданию молекулярно- 
биологическими методами панели 
scFv-фрагментов высокоаффинных монокло-
нальных антител, связывающих гемагглютинин 
(HA) и нуклеопротеин (NP) вируса гриппа А и B. 
Первый scFv-фрагмент был создан на основе че-
ловеческого иммуноглобулина G (IgG) FI6, кото-
рый характеризуется широкой нейтрализующей 
активностью против штаммов вируса гриппа  А 
(ВГА), относящихся к первой и второй филогене-
тическим группам  [11]. Как установлено ранее, 
антитело FI6 взаимодействует с остатками пеп-

тида слияния и гидрофобной областью спирали 
НА ВГA, но не связывается с вирусом гриппа В 
(ВГВ)  [11–13]. Другие два белковых варианта 
scFv были разработаны на основе моноклональ-
ных IgG мыши (клон 2/3), впервые полученных 
в ФГБУ  «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» 
Минздрава России при инфицировании экспе-
риментальных животных ВГВ. IgG 2/3 специфи-
чески связывают головной домен NP Ямагатской 
и Викторианской антигенных линий ВГВ, но не яв-
ляются нейтрализующими и широко использу-
ются в диагностических тест-системах [14].

Цель работы  — разработка экспрессионных 
конструкций для синтеза scFv-фрагментов ре-
комбинантных антител к вирусу гриппа А и В, 
получение белковых препаратов scFv и оценка 
их функциональной активности in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Полимеразная цепная реакция

ПЦР с перекрывающимися геноспецифиче-
скими праймерами проводили с использовани-
ем высокоточной полимеразы Phusion™ High-
Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, 
США) и специально разработанных четырех 
пар специфических праймеров (табл.  1), син-
тезированных ЗАО «Евроген» (Россия) в три 
этапа: получение первичных фрагментов, от-
жиг первичных фрагментов, достраивание 
до полноразмерного фрагмента и финальная 
амплификация [15]. Второй и третий этапы ПЦР 

Таблица 1. Последовательности разработанных праймеров для получения scFv-фрагментов
Table 1. Sequences of the designed primers for amplification of scFv fragments

Праймеры
Primers

Последовательности праймеров (5’→3’)
Primer sequences (5’→3’)

Расчетная Tm, °C
Calculated melting 

temperature, °C

Длина ПЦР-фрагмента, п.н.
PCR-restriction fragment 

length, base pairs

F-scFv-SP-23-ClaI TGCGCATCGATGCCACCATGGACTTCCAGGTG* 68,23

467
R-scFv-in-23 GGAGCCGCCGCCGCCAGAACCACCACCACCAGAACCACCAC-

CACCTTTCAGCTCCAGC** 80,88

F-scFv-in-23 GGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCCAGGTTCAGCTGC 79,77
416

R-scFv-23-NotI TTAGCGGCCGCCTAATGATGATGATGATGATGGCTCGAGACG 70,37

F-scFv-SP-FI6-ClaI ATTATCGATGCCACCATGAAGTCACAGACCCAGGCT 64,40

453
R-scFv-in-FI6 GGAGCCGCCGCCGCCAGAACCACCACCACCAGAACCACCAC-

CACCTTTGATTTCCACCT 79,22

F-scFv-in-FI6 GGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCCAGGTGCAGCTG 80,13
449

R-scFv-FI6-NotI TTAGCGGCCGCCTAATGATGATGATGATGATGGGAGCTCACG 70,37

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

Примечание. п.н. — пары нуклеотидов, Tm — температура плавления.
* Жирным шрифтом выделены последовательности узнавания соответствующих эндонуклеаз рестрикции.
** Участки перекрывания первичных scFv-фрагментов выделены подчеркиванием.
Note. Tm, melting temperature.
* Restriction endonuclease recognition sites are highlighted in bold.
** Overlapping regions between primary scFv fragments are underlined.
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с перекрывающимися праймерами проводили 
с использованием в качестве матрицы 20 нг пер-
вичных продуктов и 2 мкМ наружных прямого 
и обратного праймеров со следующими уста-
новками амплификатора Gentier 96E (Tianlong, 
Китай): 1) денатурация  — 98  °С, 30 с; 2) 9 ци-
клов: отжиг  — 98  °С, 40  с; элонгация  — 72  °С 
с понижением температуры на 0,5 °С на каждом 
следующем цикле, 25 с; 3) 15 циклов: денатура-
ция — 98 °С, 15 с; отжиг — 65 °С, 15 с; элонга-
ция — 72 °С, 25 с.

Клонирование
ScFv-фрагменты обрабатывали рестриктазами 

ClaI и NotI (Сибэнзим, Россия) для клонирования 
в экспрессионный вектор pIRESneo3 (Clontech,  
США). Продукты реакции разделяли 
в 1% агарозном геле, содержащем 1х TAE-буфер  
(ЗАО «Евроген», Россия). Для выделения фраг-
ментов нужной длины из геля применяли на-
бор Cleanup S-Cap (ЗАО «Евроген», Россия) 
в соответствии с инструкцией производителя. 
Аналогичным образом обрабатывали рестрикта-
зами вектор pIRESneo3 (Clontech, США), очищая 
его из реакционной смеси с использованием на-
бора Cleanup S-Cap. Затем проводили лигирова-
ние очищенных фрагментов и вектора в моляр-
ном соотношении 3:1 лигазой фага Т4 (T4 DNA 
Ligase, Thermo Fisher Scientific, США) в объеме 
20  мкл в течение 30 мин при 22  °С. Далее ли-
газную смесь сразу использовали для трансфор-
мации химически компетентных бактериальных 
клеток Escherichia coli, штамм HB101, по методу 
H. Inoue c соавт. [16].

Молекулярное моделирование
Построение 3D-моделей разработанных 

scFv-фрагментов проводили по первичной ами-
нокислотной последовательности (транслиро-
ванной из секвенограммы) на сервере AlfaFold 
Server 3  [17]. AlphaFold напрямую предсказы-
вает локальную структуру белка (геометрию 
связей тяжелых атомов), используя в качестве 
входных данных первичную аминокислотную 
последовательность и известные структуры 
белков-гомологов. Моделирование проводи-
ли для стандартных шаблонов MSA (Multiple-
Sequence Alignment), установленных по умолча-
нию, задавая в качестве типа объекта «protein»; 
аминокислотная последовательность белка 
была введена без сигнального пептида.

Получение scFv-фрагментов в эукариотических 
клеточных линиях

Клетки линии НЕК293 культивировали в среде 
DMEM (ООО «БиолоТ», Россия) с добавлением 10% 

эмбриональной телячьей сыворотки (Gibco, США) 
в СО2-инкубаторе при 37 °С во влажной атмосфере, 
содержащей 5% СО2. Для проведения трансфек-
ции клетки засевали в количестве 25×106 клеток 
в культуральные флаконы площадью 175 см2 (Jet 
Biofil, Китай) и на следующие сутки трансфици-
ровали реагентом GenJect-39 (Molecta, Россия) со-
гласно инструкции производителя из расчета 
40 мкг плазмиды на один культуральный флакон 
и с использованием соотношения «ДНК  :  транс-
фекционный агент», равного 1:1 (масса/объем, 
мкг/мкл). Клетки после трансфекции культивиро-
вали в течение 12 сут, поддерживая концентра-
цию глюкозы не менее 4 г/л. 

Уровень глюкозы в культуральной среде из-
меряли с использованием медицинского глю-
кометра Accu-Chek Active (Roche Diabetes Care, 
Германия) с соответствующими тест-полосками.

Получение стабильных клеток-продуцентов
Для получения стабильных продуцентов ре-

комбинантных белков использовали переви-
ваемую клеточную линию ExpiHEK293 (Thermo 
Fisher Scientific, США) и ростовую среду DMEM 
(ООО «БиолоТ», Россия) с добавлением сыво-
ротки крупного рогатого скота до 5% (Gibco, 
США). Трансфекцию суточного монослоя клеток 
(~0,5×106 клеток в лунке) проводили 1 мкг соот-
ветствующей генетической конструкции на осно-
ве вектора pIRESneo3 (Clontech, США) с исполь-
зованием GenJect-39 (Molecta, Россия). Селекцию 
пулов-продуцентов проводили в течение 2 нед. 
с использованием антибиотика G418 (Gibco, 
США), вносимого в культуральную среду до ко-
нечной концентрации 150 мкг/мл. Продукцию 
scFv-фрагментов в супернатантах клеток оцени-
вали каждые 3–5 сут методом иммунофермент-
ного анализа (ИФА). Отбор стабильных клонов-
продуцентов проводили методом предельных 
разведений, рассевая пул стабильных проду-
центов в лунки 96-луночного планшета из рас-
чета одна клетка на лунку. Подсчет клеток про-
водили в автоматическом счетчике клеток TC-10 
(Bio-Rad, США). Клоны, показавшие наибольшую 
продуктивность и жизнеспособность, были раз-
множены и депонированы в Коллекцию ФГБУ 
«НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава 
России.

Хроматографическая очистка
Очистку рекомбинантных антител из культу-

ральной среды проводили с использованием ме-
тода металл-аффинной хроматографии на системе 
ӒKTA pure (Cytiva, Швеция) с колонкой Polac MC60-
Ni Excel объемом 1 мл (Sepax, Китай). Элюцию 
scFv-фрагментов выполняли 15  мл (15 объемов 
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колонки) 100% элюирующего буфера (50 мМ трис-
HCl, 500 мМ натрия хлорид, 500 мМ имидазол, рН 
8,0) при скорости потока 5 мл/мин. Контроль элю-
ции проводили по поглощению раствора при длине 
волны 280 нм. На этапе элюции на автоматическом 
коллекторе отбирали фракцию, соответствующую 
пику оптической плотности >0,05 AU. Далее мате-
риал переводили в фосфатно-солевой буфер обес-
соливанием при помощи картриджа Bio-Scale Mini 
Bio-Gel P-6 (Bio-Rad, США) объемом 10 мл согласно 
инструкции производителя. Полученный препарат 
фильтровали через шприцевой фильтр Sartorius 
(Германия) с размером пор 0,45 мкм. Очищенные 
препараты scFv концентрировали с использовани-
ем центрифужных концентраторов JetSpin 5 kDa 
(Jet Biofil, Китай) и стерилизовали фильтрацией 
через PES-мембрану с размером пор 0,22 мкм (Jet 
Biofil, Китай).

Концентрацию общего белка измеряли на флу-
ориметре Qubit с использованием набора Qubit 
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, США).

Электрофорез белков в полиакриламидном геле 
(ПААГ)

Электрофорез белков в ПААГ выполняли 
по методике Лэммли  [18] в восстанавливающих 
условиях с добавлением β-меркаптоэтанола. 
Применяли градиентный гель Any kD с 15 лунками 
(Кат. № 4568126, Bio-Rad, США). Образцы перед за-
грузкой в лунки смешивали с 4х буфером для об-
разцов (Laemmli sample buffer) и денатурировали 
при 95 °C в течение 10 мин в термостате «Гном» 
(ООО «ДНК-Технология», Россия). Разделение 
белков осуществляли при постоянном токе 25 мА 
на гель в течение 45 мин в вертикальной камере 
Mini-PROTEAN Tetra (Bio-Rad, США). Гель окраши-

вали коллоидным раствором Кумасси по методу 
G. Candiano с соавт.  [19]. Визуализацию окрашен-
ного геля проводили на системе документирова-
ния Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, США).

Иммуноферментный анализ
Иммуноферментный анализ выполняли с ис-

пользованием 96-луночных планшетов Microlon 
High Binding (Greiner Bio-One, Германия) и термо-
шейкера MB100-4A (Allsheng, Китай). Для работы 
использовали вирусы гриппа из Коллекции ФГБУ 
«НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава 
России. Для иммобилизации в качестве антиге-
на были подготовлены вирусные панели (табл. 
2): вирусы гриппа А и В выращивали в 10-днев-
ных куриных эмбрионах, очищали в градиенте 
сахарозы и далее хранили при –80  °С в алик-
вотах, содержащих 2–5 мг/мл общего белка. 
Вирусы сорбировали в концентрации 2–5 мкг 
на 100 мкл на поверхности лунок при 4 °С в тече-
ние 16 ч. Для блокирования неспецифического 
связывания использовали 5% раствор обез-
жиренного молока (Blotting-Grade Blocker, 
Кат. № 1706404, Bio-Rad, США) в фосфатно- 
солевом буфере pH 7,4 (ООО «ПанЭко», Россия) 
с 0,05% Твин-20 при 37 °C в течение 1 ч. Образцы 
scFv в концентрации 200 нг/мл инкубировали 
при 37 °С в течение 2 ч, затем добавляли конъ-
югированные с пероксидазой хрена антитела 
к последовательности 6×His-tag (HyTest, Россия) 
в разведении 1:2000 (рекомендовано произво-
дителем) и инкубировали при 37 °С в течение 1 ч. 
Для выявления референсного образца IgG-FI6 ис-
пользовали антитела Goat Anti-Human IgG H&L,  
конъюгированные с пероксидазой хрена 
(Bio-Rad, США). После стандартной детек-
ции с использованием тетраметилбензидина 
(ООО «Хема», Россия) и 1 Н серной кислоты из-
меряли оптическую плотность при длинах волн 
450 и 655 нм на микропланшетном спектрофото-
метре Multiskan SkyHigh (Thermo Fisher Scientific, 
США). Статистический анализ первичных данных 
проводили в программных пакетах Microsoft 
Office Exсel 2010 и GraphPad Prism 8.

Оценка вируснейтрализующей активности
Образцы объемом 50 мкл, содержащие 

scFv-фрагменты в концентрациях от 0,001 до  
10 мкг/мл, смешивали с равным объемом об-
разца, содержащего 100 ТЦД50

1 вируса гриппа. 
Полученную смесь в объеме 100 мкл инкубирова-
ли при 37 °С в течение 1 ч, затем наносили на мо-
нослой клеток MDCK2, предварительно промытый 

1	 Тканевая цитопатогенная доза, вызывающая гибель 50% клеток монослоя.
2	 Madin-Darby canine kidney cells, клетки почек собаки Мадина-Дарби.

Таблица 2. Штаммы вируса гриппа A и B, используемые 
в работе
Table 2. Influenza A and B virus strains used in the study

Номер
Number

Штамм
Strain

Подтип вируса
Virus subtype

1 A/Brisbane/02/18 A/H1N1pdm

2 A/California/07/09 A/H1N1pdm

3 A/Texas/50/12 A/H3N2

4 A/СПб-НИИГ-310/23
A/Spb-NIIG-310/23 A/H3N2

5 A/California/MA A/H2N2

6 B/Phuket/3073/13 B/Yamagata

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared 
by the authors using their own data
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фосфатно-солевым буфером рН 7,2, в 96-луночных 
планшетах для клеточных культур (NUNC, Дания). 
Планшеты помещали в СО2-инкубатор при 37  °С 
во влажной атмосфере, содержащей 5% СО2, 
и инкубировали в течение 3 сут. Цитопатическое 
действие вирусов гриппа анализировали визу-
ально и регистрировали в реакции гемагглюти-
нации по стандартной методике [20]. Показатель 
IC50 (полумаксимальная ингибирующая концен-
трация) рассчитывали по результатам построе-
ния 4-параметрической кривой «доза-эффект» 
с использованием программного обеспечения 
GraphPad Prism 8 на основании трех независимых 
повторов. Статистический анализ первичных дан-
ных проводили в программных пакетах Microsoft 
Office Exсel 2010 и GraphPad Prism 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Молекулярный дизайн и получение 
экспрессионных конструкций 
для scFv-фрагментов

Схематическое изображение предложенного 
нами дизайна scFv-фрагментов показано на ри-
сунках 1А и 1В. N-конец scFv-фрагмента содер-
жал сигнальный пептид для секреции белка 
во внеклеточное пространство. Далее к С-концу 
VL-участка IgG через пространственный линкер 
в направлении от N- к C-концу был добавлен 
VH-участок антитела, содержащий на С-конце 
последовательность 6×His-tag. Две линкерные 
последовательности, одна из которых состоит 
из тетрамера G4S ((G4S)4), а другая — из гексаме-
ра G4S ((G4S)6), были предложены для scFv-2/3; 
для scFv-FI6 в качестве линкера был использо-
ван только один олигопептид (G4S)4. В качестве 
сигнального пептида использована последова-
тельность L1 MDMRVPAQLLGLLLLWLSGARC, обес-
печивающая высокопродуктивную сборку реком-
бинантных антител в эукариотических системах 
на основе клеточных линий CHO3 и HEK4 [21, 22].

Синтез последовательностей scFv был осу-
ществлен с использованием ПЦР с перекрываю-
щимися праймерами (табл. 1) в несколько стадий 
(рис. 1В). В качестве ДНК-матрицы использовали 
плазмидные конструкции, кодирующие тяжелую 
и легкую цепи антител 2/3 и FI6, разработан-
ные нами ранее для получения рекомбинантных 
полноразмерных антител. На первой стадии 
была проведена независимая амплификация 
вариабельных участков легкой и тяжелой цепей, 
при этом 3’-конец ПЦР-продукта легкой цепи пе-
рекрывался с 5’-концом ПЦР-продукта тяжелой 
цепи [23, 24]. Как показано на рисунке 1С, длины 

полученных вариабельных последовательно-
стей соответствовали ожидаемым (показано 
для антитела FI6). Фрагменты выделяли из геля 
и использовали в качестве матрицы (в  коли-
честве 20 нг) во второй стадии ПЦР, затем до-
бавляли наружные праймеры, содержащие сай-
ты рестрикции ClaI и NotI. Амплификация всех 
фрагментов осуществлялась высокоточной по-
лимеразой Phusion™.

Полученные scFv-фрагменты очища-
ли из геля (рис. 1С) и клонировали методом 
рестрикции-лигирования (по сайтам узнавания 
эндонуклеаз рестрикции ClaI и NotI) в векторе 
pIRESneo3 (Clontech, США). Полученные плаз-
мидные конструкции были накоплены, очище-
ны, в том числе от бактериального эндотокси-
на, и секвенированы методом Сэнгера в ЗАО 
«Евроген» (Россия). Нуклеотидная и транслиро-
ванная аминокислотные первичные последова-
тельности scFv-фрагментов полностью соответ-
ствовали ожидаемой структуре.

C использованием программного обеспе-
чения AlphaFold 3  [17, 25] была предсказана 
пространственная структура всех трех разра-
ботанных scFv-фрагментов (рис. 1D). Согласно 
полученным нами результатам (рис. 1D), вто-
ричная структура VL и VH участков в струк-
туре scFv-фрагментов представляет собой 
бета-складчатые тяжи (pLDDT>90) подобно 
структуре, описанной для иммуноглобули-
нов  [26]. Наименьшее качество прогнозирова-
ния (pLDDT<50) в структурах scFv-фрагментов 
было показано для сателлитных инженерных 
структур, особенно для линкерных областей, 
состоящих из аминокислотных остатков глици-
на и серина (рис. 1D). Таким образом, представ-
лены модели 3D-структуры scFv-фрагментов. 
Наиболее вероятная доменная организация со-
зданного химерного scFv-FI6 белка в целом от-
ражает экспериментальные структуры, описан-
ные для исходного полноразмерного антитела 
FI6 (PDB 3ZTN) [11].

Получение и характеризация белков scFv
Полученные плазмидные конструкции 

на основе pIRESneo3 (Clontech, США) были ис-
пользованы для трансфекции клеток HEK293. 
Для определения продолжительности про-
дукции, обеспечивающей максимальный вы-
ход рекомбинантных белков при временной 
трансфекции, исследовали кинетику накопле-
ния scFv-фрагментов в культуральной жидко-
сти. Устойчивый прирост наблюдался в течение 

3	 Chinese hamster ovary cells, клетки яичника китайского хомячка.
4	 Human embryonic kidney cells, клетки эмбриональной почки человека.
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6 сут для scFv-FI6-4 и в течение примерно 8 сут 
для обоих фрагментов scFv-2/3 (рис. 2А). Были 
получены и сохранены стабильные линии 
клеток-продуцентов фрагментов scFv-FI6-4, 
scFv-2/3-4 и scFv-2/3-6 с использованием ан-
тибиотика G418 на основе клеточной культу-
ры ExpiHEK293. Был проведен первый этап 

селекции клеток-продуцентов, в результате 
которого удалось депонировать пул постоян-
ных жизнеспособных продуцентов с первичной 
продуктивностью не менее 5 мкг/мл (результаты 
не представлены).

Для выделения и очистки scFv-фрагментов про-
водили транзиентную продукцию в течение 10 сут.  

Рис. 1. Молекулярный дизайн и получение scFv-фрагментов рекомбинантных антител к вирусу гриппа А и В.
A — схема принципиального дизайна белковой молекулы scFv (секретируемая форма не содержит сигнального пептида). 
VL — вариабельный участок легкой цепи, VH — вариабельный участок тяжелой цепи, 6×His — последовательность, состоя-
щая из шести гистидинов.
B — схема нуклеотидной последовательности для получения scFv-фрагмента методом ПЦР с перекрывающимися прайме-
рами. F/R — прямой и обратный наружные праймеры; Fi/Ri — внутренние перекрывающиеся праймеры.
C — электрофоретическое разделение ПЦР-продуктов, кодирующих VL и VH фрагменты (показано слева для scFv-FI6). Ам-
плифицированный scFv-фрагмент для клонирования в вектор pIRESneo3 (справа). M 100 bp и M 1 kb Plus — маркеры молеку-
лярного веса (Fermentas, Латвия); bp — пары оснований.
D — молекулярное моделирование разработанных белковых молекул scFv-FI6-4 на основе антитела к гемагглютинину виру-
са гриппа А с линкером (G4S)4; scFv-2/3-4 и scFv-2/3-6 — на основе антитела к нуклеопротеину вируса гриппа В с линкерами 
(G4S)4 и (G4S)6, соответственно. pLDDT (local distance difference test) — оценка достоверности для каждого атома по шкале 
от 0 до 100 (показана внизу рисунка). pTM — рассчитанный показатель прогнозируемого моделирования шаблона; значение 
рTM>0,5 указывает на то, что общая прогнозируемая структура комплекса может быть похожа на истинную структуру.

Fig. 1. Molecular design and obtaining scFv fragments for recombinant antibodies against influenza A and B viruses.
A, schematic design of scFv protein molecule (the secreted form lacks a signal peptide). VL, variable light chain domain; VH, vari-
able heavy chain domain; 6×His, hexahistidine tag.
B, nucleotide sequence scheme for obtaining scFv fragment by overlap extension PCR. F/R, forward/reverse outer primers; Fi/Ri, 
forward inner/reverse inner overlapping primers.
C, electrophoretic separation of PCR products (shown for scFv-FI6) encoding VL and VH fragments (left), and the amplified scFv 
fragment for cloning into pIRESneo3 vector (right); M 100 bp and M 1 kb Plus, corresponding molecular weight markers (Fermentas, 
Latvia); bp, base pairs.
D, molecular modelling of the designed scFv-FI6-4 protein molecules (based on an anti-HA IAV antibody with a (G4S)4 linker); scFv-
2/3-4 and scFv-2/3-6 (based on an anti-NP IBV antibody with (G4S)4 and (G4S)6 linkers, respectively). pLDDT (local distance differ-
ence test) — per-residue confidence score on a scale from 0 to 100 (shown at the bottom as a color scale). pTM, predicted Template 
Modeling score, is indicated below the protein name. pTM>0.5 suggests that the overall predicted structure of the complex may 
be similar to the true structure.
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Рис. 2. Получение и характеристика белковых scFv-фрагментов рекомбинантных антител к вирусу гриппа А и В.
A — динамика накопления scFv-фрагментов в супернатантах трансфицированных клеток. Оценку уровня продукции про-
водили методом иммуноферментного анализа (ИФА), по оси ординат показаны нормированные значения оптической плот-
ности ввиду отсутствия референс-образца для построения калибровочной кривой. Точками показаны средние значения 
оптической плотности, вертикальными отрезками — стандартные отклонения для трех биологических повторов. OD — оп-
тическая плотность.
B — электрофореграмма экспериментальных образцов scFv в восстанавливающих условиях: scFv-FI6-SP4 (1), scFv-2/3-SP6 (2),  
scFv-2/3-SP4 (3). Стрелками указаны полосы, соответствующие scFv-фрагментам; красные цифры — ожидаемые молекуляр-
ные массы scFv (кДа); крайняя дорожка слева — маркер молекулярных масс Precision Plus Protein Kaleidoscope Prestained 
Protein Standards (Bio-Rad, USA).
C — оценка специфического связывания полученных препаратов scFv и референсного препарата IgG-FI6 с вирусами гриппа 
методом ИФА. По оси абсцисс указаны названия сорбированных штаммов вирусов, сгруппированных по подтипам: вирус 
гриппа А (H1N1pdm, H3N2, H2N2); для вируса гриппа В указана генетическая линия вируса гриппа B/Yamagata, к которой 
относится используемый штамм.
D — нейтрализующая активность полученного scFv-FI6-SP4 и исходного IgG-FI6 препаратов в отношении штамма вируса 
гриппа А/California/07/09 (H1N1pdm09). Определение титра нейтрализующих антител было выполнено в трех повторах, 
для каждой точки на графике представлено среднее значение процента повреждения ± стандартное отклонение.

Fig. 2. Preparation and parameters of scFv protein fragments of recombinant antibodies against influenza A and B viruses.
A, dynamics of scFv fragment accumulation in the supernatants of transfected cells. The production level was assessed by ELISA. 
The ordinate axis shows normalised optical density values due to the lack of a reference sample for constructing a calibration 
curve. The dots represent the mean optical density values, the vertical bars represent standard deviations for three biological 
replicates. OD, optical density.
B, electrophoregram of experimental scFv samples under reducing conditions. Band designations: scFv-FI6-SP4 (1), scFv-2/3-SP6 (2),  
scFv-2/3-SP4 (3). The arrows indicate bands corresponding to scFv fragments; the expected molecular masses of the scFv (kDa) 
are labeled in red below. Molecular weight marker Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards (Bio-Rad, USA) is shown in the 
left band.
C, assessment of the specific binding of the obtained scFv preparations and the reference IgG-FI6 preparation to influenza viruses 
by ELISA. The names of the adsorbed virus strains are indicated at the bottom, grouped by subtype: for influenza A virus (H1N1pdm, 
H3N2, H2N2); for influenza B virus, the genetic lineage of the influenza virus B/Yamagata is indicated, where the used strain belongs.
D, neutralising activity of the obtained scFv-FI6-SP4 preparation and the original IgG-FI6 against the A/California/07/09 
(H1N1pdm09) strain. The neutralisation antibody titer was determined in triplicate; for each data point on the graph, the mean 
percentage of damage value ± standard deviation is presented.
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Далее препараты scFv-фрагментов, получен-
ные в результате хроматографической очистки, 
анализировали методом электрофореза бел-
ков в ПААГ в восстанавливающих условиях 
(рис. 2В). Молекулярные массы полученных 
scFv-фрагментов соответствуют ожидаемым 
значениям, что следует из электрофореграммы.

Способность полученных нами образцов scFv 
к специфическому связыванию с HA ВГА и NP 
ВГВ изучали методом ИФА (рис. 2С). Для этого 
в качестве сорбирующих лигандов использова-
ли панель ВГА, содержащих различные подтипы 
поверхностных HA, и ВГВ (табл. 2). В экспери-
ментах использовали несколько штаммов ВГА:  
H1N1pdm09 и H3N2, наиболее широко рас-
пространенные в человеческой популяции, 
и ВГА подтипа H2N2; в качестве ВГВ использо-
вали штамм B/Phuket/3073/13, относящийся 
к Ямагатской генетической линии.

Согласно полученным результатам, scFv-FI6-4  
специфически связывал все штаммы ВГА, одна-
ко уровень детектируемого сигнала несколько 
варьировал. Предположительно, scFv-FI6 имеет 
наибольшее сродство к ВГА подтипа H1N1pdm, 
что согласуется с литературными данными  [27, 
28]. С ВГВ специфически связывались только 
scFv-фрагменты, полученные из антитела 2/3, 
что было ожидаемо. Уровни сигналов связыва-
ния scFv-2/3-4 и scFv-2/3-6 с ВГВ статистически 
не отличались.

Оценка вируснейтрализующей активности 
разработанных scFv-фрагментов in vitro

Значение показателя IC50 в отношении про-
тестированного штамма рассчитали из кривой 
«доза-эффект» (рис. 2D) на основании трех не-
зависимых повторов. В качестве штамма ВГА 
использовали А/California/07/09 (H1N1pdm09), 
а ВГВ  — B/Phuket/3073/13 (Yam). Для  
scFv-фрагментов на основе антитела 2/3, не об-
ладающего нейтрализующими свойствами, так 
же, как и для исходного иммуноглобулина 2/3, 
было показано отсутствие протективного дей-
ствия в отношении ВГВ (как и ВГА) (результаты 
не представлены).

Полученный нами препарат scFv-FI6-4 прояв-
лял нейтрализующую активность в отношении 
эталонного штамма вируса гриппа. В качестве 
референсного препарата использовали ре-
комбинантный человеческий полноразмерный 
иммуноглобулин IgG-FI6, полученный нами ра-
нее  [29]. Константные области тяжелой и лег-
кой цепей IgG-FI6 были идентичны аминокис-
лотным последовательностям P01857 (IgG1) 

и P01834 (κ-изотип) соответственно, согласно 
базе данных UniProt [30]; вариабельные области 
полностью совпадали с фрагментами в составе 
scFv-FI6-4. Среднее значение показателя IC50,  
рассчитанного по трем сериям эксперимен-
тов для scFv-FI6-4, составило 170 нг/мл (130, 
200 и 180 нг/мл в каждом из экспериментов); 
для референсного препарата (человеческий 
IgG-FI6)  — 179  нг/мл (208, 160 и 169 нг/мл). 
Достоверные различия (тест Манна  — Уитни 
для сравнения двух независимых выборок) меж-
ду полученными значениями IC50 для исходного 
IgG-FI6 и scFv-FI6-SP4 отсутствовали.

ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на значительные достижения 

в создании противовирусных препаратов, грип-
позная инфекция по-прежнему представляет 
серьезную проблему для общественного здра-
воохранения  [31]. Сравнительно новым узко-
направленным терапевтическим подходом 
является использование антител широкого спек-
тра действия. Тем не менее существуют опреде-
ленные трудности, связанные с высокопроизво-
дительным получением и очисткой стабильных 
рекомбинантных иммуноглобулинов [32].

В нашей работе описан доступный и воспроиз-
водимый способ получения scFv-фрагментов 
на основе антител. Наличие вариабельных фраг-
ментов исходного полноразмерного антитела 
в структуре scFv обеспечивает необходимый 
функционал и высокоспецифическое связыва-
ние с мишенью, однако иммуногенность таких 
терапевтических агентов значительно снижена 
из-за отсутствия в их составе Fc-фрагмента  [4]. 
Кроме того, получение рекомбинантных 
scFv-фрагментов происходит с использованием 
моноплазмидной системы, что помогает избе-
жать проблем с неправильным сочетанием лег-
ких и тяжелых цепей [33, 34]. В настоящее время 
на биофармацевтическом рынке представлено 
более 30  наименований терапевтических про-
дуктов на основе scFv-фрагментов5.

Для получения scFv-фрагментов мы применя-
ли метод ПЦР с перекрывающимися праймерами 
и в качестве матрицы использовали плазмидные 
конструкции, кодирующие тяжелую и легкую 
цепи рекомбинантного антитела. Получение 
scFv-фрагментов молекулярно-биологическими 
методами является достаточно простым, деше-
вым и эффективным способом.

Первичная структура scFv может быть выполне-
на в ориентации VL-линкер-VH или VH-линкер-VL, 
а линкер может состоять из разного количества 

5	 WHO Drug Information. WHO; 2025. https://www.who.int/publications/i/item/9789240112650
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повторов G4S. Предпочтительная ориентация 
scFv зависит от аминокислотной последо-
вательности, и в разных публикациях отме-
чены разные подходы  [35]. В нашей работе 
для всех scFv была реализована ориентация 
VL-линкер-VH. Комбинация гибких и гидрофиль-
ных аминокислотных остатков линкеров пре-
дотвращает образование вторичных структур 
и снижает вероятность того, что линкеры будут 
препятствовать сворачиванию и функциониро-
ванию белковых доменов  [36]. Поскольку было 
неизвестно, как повлияет на активность одно-
цепочечных антител длина линкера между до-
менами, для одной из конструкций (scFv-2/3) 
использовали два типа линкеров c 4 и 6 повто-
рами G4S. Эксперименты показали, что длина 
линкера не влияет на продукцию клетками scFv-
фрагментов антитела 2/3 и их функциональные 
свойства. Сигналы взаимодействия очищенных 
scFv-2/3-4 и scFv-2/3-6 со специфическим анти-
геном статистически значимо не отличались.

К недостаткам некоторых рекомбинантных 
антител относятся низкая стабильность, а так-
же сложность их наработки и очистки  [37, 38]. 
В частности, получение и очистка используемого 
нами в качестве исходного антитела полнораз-
мерного иммуноглобулина FI6 были крайне тру-
доемкими [12, 13]. Нейтрализующая активность 
полученного нами scFv-FI6-4 была сопоставима 
с активностью IgG-FI6, но получение и очистка 
scFv были менее трудоемкими.

Наряду с дизайном первичной аминокислот-
ной последовательности было проведено мо-
лекулярное моделирование для предсказания 
3D-структуры разработанных нами молекул. 
Известно, что вариабельные домены иммуногло-
булина состоят из β-тяжей, которые соединяются 
между собой стабилизирующей дисульфидной 
связью  [26]. По данным моделирования, наибо-
лее вероятная структура укладки вариабельных 
участков тяжелой и легкой цепей в разработан-
ных нами scFv-фрагментах представляет собой 
антипараллельные β-нити, что в целом сходно 
с вариабельным фрагментом полноразмерного 
иммуноглобулина.

Таким образом, мы выполнили дизайн и опи-
сали подходы к получению scFv-фрагментов 
антител, обладающих широкой нейтрали-
зующей активностью в отношении HA ВГА 
и высокой специфичностью к NP ВГВ (не яв-
ляются нейтрализующими). Описана дина-
мика экспрессии и характеристика очищен-
ных scFv-фрагментов. Продемонстрировано, 
что полученные scFv-фрагменты специфически 

связываются с заявленными антигенами (ге-
магглютинином ВГА и нуклеопротеином ВГВ). 
При этом scFv-FI6-4 проявляет функциональную 
активность, сопоставимую с исходным IgG-FI6, 
и дозозависимо нейтрализует ВГА в эксперимен-
тах in vitro.

Применение scFv-фрагментов для профи-
лактики и лечения ОРВИ представляет особый 
интерес благодаря ряду преимуществ. Малый 
размер scFv-фрагментов способствует их эф-
фективному проникновению через слизистые 
оболочки при интраназальном введении. Это 
приводит к формированию не только местно-
го иммунного барьера в носоглотке, но и ока-
зывает системный противовирусный эффект, 
предотвращающий распространение возбуди-
теля по организму. Низкая иммуногенность и ко-
роткий период полувыведения снижают риск не-
желательных иммунных реакций, что особенно 
важно для экстренной профилактики и своевре-
менной терапии ОРВИ. В будущем данная стра-
тегия может быть значительно усилена за счет 
создания биспецифических scFv-фрагментов. 
Такие конструкции, нацеленные на два эпито-
па одновременно, могут обеспечить беспреце-
дентную эффективность блокирования вируса 
и преодолеть ограничения моноспецифических 
антител.

ВЫВОДЫ
1.	 На основе рекомбинантных антител, специ-

фичных к вирусу гриппа А и В, осуществлен 
дизайн и предсказана пространственная 
структура scFv-фрагментов.

2.	 Получены три генетические конструкции 
для экспрессии белков scFv в культуре эука-
риотических клеток.

3.	 scFv-фрагменты наработаны и очищены ме-
тодом аффинной хроматографии с никеле-
вым сорбентом в количестве не менее 0,5 мг 
и концентрации около 1 мг/мл каждого.

4.	 Методом электрофореза белков в ПААГ 
подтверждено соответствие выделенных 
scFv-фрагментов ожидаемому значению мо-
лекулярной массы (~28 кДа).

5.	 Методом ИФА показано специфическое свя-
зывание scFv-фрагментов с различными 
штаммами вируса гриппа А и B.

6.	Установлено, что 50% вируснейтрализующая 
доза scFv-фрагмента антитела к поверхностно-
му гемагглютинину вируса гриппа (170 нг/мл)  
сопоставима с 50% вируснейтрализующей 
дозой исходного полноразмерного антитела 
(179 нг/мл).
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Долгосрочная стабильность липосомальной 
формы микобактериофага D29: комплексная 
оценка in vitro
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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Распространение устойчивых к антибиотикам микобактерий создает потреб-
ность в новых терапевтических подходах лечения туберкулеза, одним из которых явля-
ется фаготерапия. Использование липосомальных форм микобактериофагов рассматри-
вается как способ повышения их эффективности, однако для дальнейшего применения 
таких препаратов необходима комплексная оценка их стабильности.
ЦЕЛЬ. Оценить долгосрочную (6 мес.) стабильность липосомальной формы микобактерио-
фага D29 в условиях хранения при 4 °C по комплексу физико-химических и функциональ-
ных показателей для обоснования ее дальнейшего доклинического изучения.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Стабильность липосомальной формы микобактериофага D29 
оценивали в условиях хранения в течение 6 мес. при температуре 4 °C. Отбор проб про-
водили в следующие временные точки: 0; 1,5; 3; 4,5 и 6 мес. Степень инкапсуляции (%) 
фага определяли методом количественной полимеразной цепной реакции в реальном 
времени (ПЦР-РВ). Поверхностный заряд (дзета-потенциал) измеряли методом электро-
форетического рассеяния света (доплеровской электрофоретической подвижности). Мор-
фологию липосом анализировали с помощью просвечивающей электронной микроскопии. 
Функциональную активность оценивали по литической активности методом титрования 
по Грациа с использованием Mycobacterium smegmatis mc2 155.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Продемонстрирована высокая стабильность липосомальной формы фага D29. 
Литическая активность сохранялась на уровне ~109 БОЕ/мл в течение срока хранения 
(6 мес., 4 °C). Степень инкапсуляции снизилась незначительно и составила >88% от исходно-
го значения. Постоянство значения дзета-потенциала (от –6,1±0,3 до –8,2±0,5 мВ) указыва-
ет на коллоидную стабильность суспензии без агрегации частиц в течение срока хранения.
ВЫВОДЫ. Установлена высокая физико-химическая и функциональная стабильность липо-
сомальной формы микобактериофага D29 при длительном хранении (6 мес., 4 °C) с сохра-
нением литической активности и высокой степени инкапсуляции. Полученные результаты 
обосновывают перспективность дальнейшего доклинического и клинического изучения 
разработанной липосомальной формы для терапии микобактериальных инфекций.

Ключевые слова:	 микобактериофаг D29; липосомы; стабильность препарата; инкапсуляция; дзета-
потенциал; просвечивающая электронная микроскопия; длительное хранение; литиче-
ская активность
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Long-term stability of liposomal 
mycobacteriophage D29: A comprehensive 
in vitro assessment
Vadim V. Avdeev    , Marina B. Lapenkova , Mikhail A. Vladimirsky 

National Medical Research Center of Phthisiopulmonology and Infectious Diseases of the Ministry 
of Health of the Russian Federation, 4/1 Dostoevsky St., Moscow 127473, Russian Federation

 Vadim V. Avdeev; vadim.avdeev@rambler.ru

ABSTRACT	 INTRODUCTION. The spread of antibiotic-resistant mycobacteria necessitates new therapeutic 
approaches for tuberculosis, phage therapy being one of them. Liposomal mycobacteriophages 
are considered to be a way to enhance their efficacy; however, a comprehensive assessment 
of their stability is warranted for the further use of such preparations. 
AIM. This study aimed to evaluate the long-term stability (over six months) of a liposomal form 
of mycobacteriophage D29 under storage conditions at 4 °C based on a set of physicochemical 
and functional parameters to substantiate its further preclinical study.
MATERIALS AND METHODS. The stability of liposomal form D29 was assessed over six months 
of storage at 4 °C. Sampling was performed at the following time points: 0; 1.5; 3; 4.5; and 
6 months. The degree of phage encapsulation (%) was quantified by real-time polymerase chain 
reaction (qPCR). The surface charge (zeta potential) was measured by electrophoretic light 
scattering (Doppler electrophoretic mobility). Liposome morphology was analyzed using trans-
mission electron microscopy. Functional activity was assessed by determining lytic activity via 
the Grazia titration method on M. smegmatis mc² 155 culture.
RESULTS. High stability of the liposomal phage D29 form was demonstrated. Lytic activity 
remained at a level of ~109 PFU/mL throughout the storage period (six months, 4 °C). The de-
gree of encapsulation decreased insignificantly (>88% of the initial value). The constant zeta 
potential value (from –6.1±0.3 to –8.2±0.5 mV) confirmed colloidal stability of the suspension 
without particle aggregation throughout the entire storage period.
CONCLUSIONS. The liposomal mycobacteriophage D29 demonstrates high physicochemical 
and functional stability after long-term storage (six months, 4 °C), with preserved lytic activity 
and a high degree of encapsulation. The findings substantiate the prospects for further preclin-
ical and subsequent clinical trial of this preparation designed to treat mycobacterial infections.

Keywords:	 mycobacteriophage D29; liposomes; drug stability; encapsulation; zeta potential; transmission 
electron microscopy; long-term storage; lytic activity
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ВВЕДЕНИЕ
Туберкулез, вызываемый Mycobacterium tubercu-

losis, остается одной из основных причин смертно-
сти от инфекционных болезней в мире. По данным 
Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), 
в 2022 г. было зарегистрировано более 10  млн 
новых случаев заболевания, а число летальных 
исходов составило около 1,3 млн1. Лечение ос-
ложняется ростом числа случаев туберкулеза 
с множественной лекарственной устойчивостью 

и широкой лекарственной устойчивостью [1,  2], 
а также тяжелыми инфекциями, вызванными 
нетуберкулезными микобактериями, такими 
как M. avium complex и M. abscessus complex, у им-
мунокомпрометированных пациентов [3].

Антибиотикотерапия микобактериальных 
инфекций сопряжена с рядом ограничений, к ко-
торым относятся длительность курса лечения (6–
24 мес.), высокая токсичность препаратов и фор-
мирование лекарственной устойчивости  [4,  5], 
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что стимулирует поиск альтернативных методов 
лечения, таких как фаготерапия [6].

Интерес к медицинскому применению бакте-
риофагов (фаготерапия), снизившийся в эру ан-
тибиотиков, возрождается в условиях кризиса 
антибиотикорезистентности [7, 8]. В частности, 
микобактериофаг D29 обладает литической ак-
тивностью в отношении широкого спектра ми-
кобактерий, включая патогенные M. tuberculosis, 
M.  abscessus, а также нетуберкулезные M.  smeg-
matis и др. [9]. Преимуществами фага D29 яв-
ляются высокая специфичность к микобакте-
риям, способность лизировать как быстро-, так 
и медленнорастущие штаммы, а также низкая 
токсичность для эукариотических клеток [10]. 
Однако применение свободных фагов в клини-
ческой практике ограничивается их низкой ста-
бильностью при хранении  [11]. Инкапсуляция 
фагов в липосомы позволяет защитить вирусные 
частицы от деградации и воздействия факто-
ров внешней среды (pH, ферменты, иммунная 
система), а также обеспечить контролируемое 
высвобождение [12, 13]. Липосомальные систе-
мы доставки увеличивают время циркуляции 
фагов в организме [14] и повышают эффектив-
ность доставки в очаг инфекции [15], в том числе 
ингаляционным путем [16]. В то же время иссле-
дования липосомальных форм микобактерио-
фагов, в частности данные об их долгосрочной 
стабильности, остаются ограниченными [17, 18].

Цель работы — оценить долгосрочную (6 мес.) 
стабильность липосомальной формы микобак-
териофага D29 в условиях хранения при 4 °C 
по комплексу физико-химических и функцио-
нальных показателей для обоснования ее даль-
нейшего доклинического изучения.

Для достижения цели были поставлены сле-
дующие задачи:

	– разработать методику получения и контроля 
качества липосомальной формы микобакте-
риофага D29;

	– оценить изменение литической активности 
инкапсулированного фага в течение 6 мес. 
хранения при температуре 4 °C;

	– определить динамику степени инкапсуляции 
фага методом полимеразной цепной реакции 
в реальном времени (ПЦР-РВ);

	– исследовать коллоидную стабильность (дзета-
потенциал) и морфологию липосом с помощью 
просвечивающей электронной микроскопии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение микобактериофага D29

Микобактериофаг D29 размножали в куль-
туре Mycobacterium  smegmatis mc2 155, которую 
выращивали на плотной питательной среде 

Миддлбрука 7H10 (HiMedia, Индия). Суспензию 
M. smegmatis mc2 155 культивировали в 50 мл жид-
кой питательной среды Миддлбрука 7H9 (HiMedia, 
Индия), содержащей 1 мМ CaCl2, до достижения 
оптической плотности 1,0. Инкубацию проводили 
в течение 1 сут при перемешивании (70 об/мин, 
37 °С), затем добавляли 5 мл микобактериофага 
D29 с титром 107–108 бляшкообразующих единиц 
в 1 мл (БОЕ/мл) для обеспечения множественно-
сти заражения, близкой к 0,1, для оптимизации 
выхода зрелых фаговых частиц. После допол-
нительной суточной инкубации в тех же услови-
ях суспензию центрифугировали (3000 об/мин, 
15  мин) и фильтровали супернатант через сте-
рильный мембранный фильтр 0,22 мкм (Merck 
Millipore, США).

Титр фага определяли методом серийных 
десятикратных разведений. Готовили серию 
последовательных десятикратных разведений 
очищенного фагового препарата в стериль-
ном фаговом буферном растворе (0,01 M Tris-
HCl, 5 мМ MgS04, 0,1 М NaCl, pH 7,5). Аликвоту 
каждого разведения (100 мкл) наносили на по-
верхность плотной агаризованной питательной 
среды 7H10 в чашках Петри, предварительно за-
сеянных плотным газоном M. smegmatis mc2 155. 
После адсорбции фага при комнатной темпе-
ратуре в течение 20 мин чашки инкубировали 
при 37 °C 24 ч до появления четких зон лизиса 
(бляшек). Подсчет бляшек проводили в тех раз-
ведениях, в которых их количество составляло 
от 5 до 100 на чашку. Титр фага (БОЕ/мл) рассчи-
тывали по формуле (1):

	 Титр = VN D / , 	 (1)

где N — среднее количество бляшек в разведе-
нии, D — коэффициент разведения, V — объем 
пробы, внесенной на чашку (0,1 мл). Для после-
дующей инкапсуляции использовали препараты 
с титром не менее 1×109 БОЕ/мл. Данный кри-
терий был установлен для обеспечения высокой 
стартовой нагрузки фага в липосомы.
Хроматографическая очистка 
микобактериофага D29

Микобактериофаг D29, полученный в культуре 
M.  smegmatis mc2 155, очищали от компонентов 
лизата микобактерий, содержащего смесь липаз, 
протеаз и разрушенных молекул ДНК, с помощью 
анионообменной хроматографии на сорбенте 
Sepromax (Galak, Китай) на хроматографе BioLogic 
LP (BioRad, США). Препарат микобактериофага D29 
наносили на колонку, предварительно уравнове-
шенную фаговым буферным раствором (0,01 M 
Tris-HCl, 5 мМ MgS04, 0,1 М NaCl, pH 7,5). После сбо-
ра фракций первого пика увеличивали молярность 
раствора до 1 M NaCl и собирали фракции второго 
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пика, содержащие фаговые частицы. Препарат ди-
ализовали против фагового буферного раствора 
в течение 1 сут на магнитной мешалке RCT Basic 
IKA MAG (IKA, Германия) (110 об/мин, 4 °С) и стери-
лизовали фильтрацией (0,22 мкм).
Получение липосом с включением 
микобактериофага D29 методом экструзии

Липидную пленку формировали из смеси 
30  мг фосфатидилхолина (Sigma-Aldrich, США) 
и 10 мг холестерина (Sigma-Aldrich, США) пу-
тем растворения компонентов в 3 мл 95% эта-
нола и высушивания на роторном испарителе 
(RV 3 V-C, IKA Германия). Далее липидную пленку 
ресуспендировали в 3 мл очищенного препарата 
микобактериофага D29 путем встряхивания кол-
бы с компонентами в течение 5 мин. Полученные 
многослойные липосомы последовательно экс-
трудировали через фильтры с помощью сте-
рильного шприца для получения однослойных 
липосом: однократно через фильтр 5 мкм (Merck 
Millipore, США), затем 19 раз через фильтр 
0,45 мкм (Merck Millipore, США) и дополнительно 
однократно через новый фильтр 0,45 мкм.
Оценка стабильности липосомальной формы 
микобактериофага D29

Стабильность липосомальной формы мико-
бактериофага D29 исследовали в течение 6 мес. 
при температуре хранения 4 °C с использовани-
ем следующих методов.

Определение литической активности по Грациа.  
Данный метод является стандартом оценки 

активности фагов [19]. В основе метода лежит 
подсчет БОЕ на M. smegmatis mc2 155 методом 
серийных разведений, что позволяет оценить 
сохранение литической способности фага после 
инкапсуляции и в процессе хранения. Для прове-
дения исследования образец липосомальной су-
спензии предварительно обрабатывали 1%  рас-
твором тритона X-100 (Servicebio, Китай) в течение 
10 мин при комнатной температуре для полного 
разрушения липидных мембран и высвобожде-
ния инкапсулированных фаговых частиц. Далее 
проводили серийные десятикратные разведения 
и определяли титр БОЕ на газоне M. smegma-
tis mc2 155 на плотной питательной среде 7Н10. 
После адсорбции и инкубации при 37 °C в тече-
ние 24 ч проводили подсчет бляшек.

Степень инкапсуляции фага (%) характеризу-
ет эффективность включения вирусных частиц 
в липосомальные везикулы. После центрифуги-
рования липосом при 14000 об/мин (Minispin, 
Eppendorf, Германия) проводили определение 
доли инкапсулированных фагов с помощью ПЦР-
РВ [20]. Для амплификации использовали прайме-
ры (НПК «Синтол», Россия): D29-F (5'-agccgatcagaag-
cacgggc-3') и D29-R (5'-agcggctcttaggaggggcc-3'), 

а также флуоресцентный ДНК-зонд Pb_D29_up_
FAM (5'-(FAM)-agccacgaactcgcgacccacgg-(RTQ1)-3'). 
Амплификацию проводили с использованием 
прибора CFX96 (Bio-Rad, США). Состав реак-
ционной смеси (25 мкл): 5 мкл образца ДНК, 
1× ПЦР-буфер (500 мМ KCl, 10 мМ Tris-НCl, pH 8,8), 
2,5 мМ MgCl₂, смесь dNTP (по 250 мкМ каждо-
го), 3 пмоль ДНК-зонда Pb_D29_up_FAM, 5 пмоль 
каждого праймера (D29-F и D29-R) и 2,5 ед. Taq-
полимеразы. Протокол амплификации: начальная 
денатурация при 95 °C в течение 2 мин, далее 40 
циклов: 15 с — 95 °C (денатурация), 40 с — 63 °C 
(отжиг и элонгация).

Степень инкапсуляции (Е, %) микобактерио-
фага в липосомах рассчитывали по формуле (2):

	E = 
(Ctобщий– Ctосадок) 2 100%Vосадок Vобщий/ , (2)

где Ctобщий — пороговый цикл для исходного пре-
парата, Ctосадок — пороговый цикл для осадка, 
Vосадок — объем осадка, Vобщий — объем препарата.

Дзета-потенциал липосомальных препара-
тов измеряли методом лазерной доплеровской 
электрофоретической подвижности с использо-
ванием анализатора Malvern Zetasizer Nano ZS 
(Malvern Panalytical, Великобритания). Данный 
показатель свидетельствует о коллоидной ста-
бильности и отсутствии агрегации частиц [21].

Просвечивающая электронная микроскопия 
(ПЭМ) позволяет визуализировать морфологию 
бактериофагов и липосом, оценить их разме-
ры и целостность, а также выявить возможные 
структурные изменения липосомальных вези-
кул (агрегация, фрагментация или деформация 
мембраны) при хранении [22]. Образцы липосо-
мальной суспензии готовили методом отрица-
тельного контрастирования с использованием 
2% водного раствора фосфорно-вольфрамовой 
кислоты (pH 7,0). Каплю препарата наносили 
на медные сетки, покрытые формваровой плен-
кой, инкубировали в течение 1 мин, после чего 
удаляли избыток жидкости фильтровальной 
бумагой и наносили контрастирующий раствор 
на 30 с. Избыток красителя удаляли и сетки вы-
сушивали на воздухе. Образцы визуализировали 
на просвечивающем электронном микроскопе 
JEM-1400Plus (JEOL, Япония) с цифровой каме-
рой Gatan Rio (Gatan, США) в режиме светлого 
поля при ускоряющем напряжении 60–80 кВ.

Параметры контроля стабильности липосо-
мальной формы микобактериофага D29 пред-
ставлены в таблице 1.
Дизайн исследования

Исследование включало три последователь-
ных этапа. На первом этапе готовили очищен-
ный препарат микобактериофага D29 (объем 
15 мл). Препарат хранили при температуре 4 °C 
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не более 14 сут до дальнейшего использования. 
За 24 ч до начала второго этапа оценивали лити-
ческую активность препарата методом титрова-
ния по Грациа. В случае если титр фага опреде-
лялся в диапазоне 108–109 БОЕ/мл, переходили 
к следующему этапу. Данная временная точка 
была обозначена как «точка 0».

На втором этапе получали липосомальную 
форму микобактериофага методом экстру-
зии. После приготовления препарата отбирали 
пробы для комплексного анализа: определе-
ния литической активности методом Грациа 
(100 мкл), оценки степени инкапсуляции (2 про-
бы по 100 мкл), измерения дзета-потенциала 
(100 мкл) и ПЭМ (200 мкл). Все пробы хранили 
при 4 °C не более 7 сут.

На третьем этапе исследовали стабильность 
препарата в процессе хранения. Пробы отбира-
ли через 1,5; 3; 4,5 и 6 мес. Объемы проб, усло-
вия анализа и температурный режим (4 °C) были 
идентичны таковым для исходного образца 
(точка 0). Для всех образцов определяли лити-
ческую активность, степень инкапсуляции, дзе-
та-потенциал и морфологию липосом.

Все количественные измерения проводили 
в трех повторностях для каждой временной точ-
ки. Результаты представлены как среднее значе-
ние ± стандартное отклонение (SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование стабильности липосомальной 

формы микобактериофага D29 в течение 6 мес. 
хранения при температуре 4 °C продемонстри-
ровало высокую стабильность липосом (табл. 2). 
Литическая активность липосом сохранялась 
на исходном уровне значений (~109 БОЕ/мл) 
в течение 4,5 мес. с незначительным снижением 
до (7,2±0,4)×108 БОЕ/мл к 6 мес. Степень инкапсу-
ляции фага также оставалась стабильной, не-
значительно снизившись с 34,1±1,5 до 30,2±1,8% 

Таблица 1. Параметры контроля стабильности липосомаль-
ной формы микобактериофага D29
Table 1. Parameters for monitoring stability of the liposomal 
mycobacteriophage D29

Параметр
Parameter

Критерий стабильности
Stability criterion

Активность 
по Грациа
Grazia method

Сохранение титра на уровне 
108–109 БОЕ/мл
Keeping the titer at 108–109 PFU/mL

Степень 
инкапсуляции, %
Encapsulation 
efficiency, %

Снижение эффективности инкапсуля-
ции не более чем на 15% от исходно-
гозначения
Loss of encapsulation degree is no more 
than 15%

Дзета-
потенциал, мВ
Zeta potential, mV

Изменение значения не более чем 
на 15% от исходного значения
Zeta potential change no more than 15% 
of the initial value

Морфология 
(ПЭМ)
Morphology (TEM)

Наличие инкапсулированных фагов 
в липосомах в ≥5 полях зрения
Presence of encapsulated phages 
in liposomes in 5 fields of vision

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

Примечание. БОЕ — бляшкообразующие единицы; ПЭМ — 
просвечивающая электронная микроскопия.
Note. PFU, plaque-forming units; TEM, transmission electron 
microscopy.

Таблица 2. Характеристики липосомальной формы микобактериофага D29 в течение 6 мес. хранения при температуре 4 °C
Table 2. Characteristics of D29 liposomal mycobacteriophage during six months of storage at 4 °C

Параметр
Parameter

Показатель / Value

0 мес. / 0 months 1,5 мес. / 1.5 months 3 мес. / 3 months 4,5 мес. / 4.5 months 6 мес. / 6 months

Литическая активность, 
БОЕ/мл
Phage activity, PFU/mL

(1,02±0,09)×109 (1,05±0,11)×109 (0,98±0,08)×109 (0,95±0,12)×109 (7,2±0,4)×108

Степень инкапсуляции, %
Encapsulation efficiency, % 34,1±1,5 33,7±1,7 32,3±1,9 31,4±2,1 30,2±1,8

Дзета-потенциал, мВ
Zeta potential, mV –6,0±0,3 –6,0±0,3 –8,0±0,6 –8,0±0,5 –8,0±0,5

Морфология (ПЭМ)
Morphology (TEM)

2–3 липосомы 
в поле зрения, 
структура липо-
сом не изменена
2–3 liposomes 
per field of 
vision. Liposome 
structure remains 
unchanged

2–3 липосомы 
в поле зрения, 
структура липосом 
не изменена
2–3 liposomes 
per field of vision. 
Liposome structure 
remains unchanged

2–3 липосомы 
в поле зрения, 
структура липо-
сом не изменена
2–3 liposomes 
per field of 
vision. Liposome 
structure remains 
unchanged

2–3 липосомы 
в поле зрения, 
структура липосом 
частично изменена
2–3 liposomes 
per field of vision. 
Liposome structure 
partially altered

2–3 липосомы 
в поле зрения, 
структура ли-
посом частично 
изменена
2–3 liposomes 
per field of 
vision. Liposome 
structure partially 
altered

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

Примечание. БОЕ — бляшкообразующие единицы; ПЭМ — просвечивающая электронная микроскопия.
Note. PFU, plaque-forming units; TEM, transmission electron microscopy.
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за 6 мес., что соответствует установленному 
критерию (потери <15%).

Показатель дзета-потенциала сохранял ста-
бильные значения (от –6,1±0,3 до –8,2±0,5 мВ) 
на протяжении всего срока хранения, что сви-
детельствует об отсутствии агрегации частиц 
и коллоидной стабильности суспензии.

Данные ПЭМ-микроскопии (рис. 1) подтвер-
дили сохранение липосомальных везикул 
во всех временных точках. После 4,5 и 6 мес. 
хранения у части везикул отмечена измененная 
морфология (деформация, нарушение сфери-
ческой формы), что может быть связано с ча-
стичной дестабилизацией липидной мембра-
ны [23]. Важно, что эти изменения не привели 
к значительному снижению функциональной 
активности или степени инкапсуляции.

Сохранение литической активности в преде-
лах одного порядка величины свидетельствует 
о стабильности разработанной липосомальной 
формы в данных условиях хранения и сохра-
нении способности к специфическому взаимо-
действию с клетками-мишенями. Эти данные 
согласуются с результатами исследований дру-
гих липосомальных фаговых препаратов, де-
монстрирующих сохранение активности фагов 
при длительном хранении [13], что является 

ключевым требованием для разработки и кли-
нического применения лекарственных форм.

Относительно незначительное изменение сте-
пени инкапсуляции микобактериофага D29 в ли-
посомах после 6 мес. хранения (более 88% от ис-
ходной степени инкапсуляции) свидетельствует 
об отсутствии существенной деградации липид-
ных мембран и сохранении целостности липосо-
мальных везикул. Представленные результаты 
коррелируют с данными о высокой стабильности 
липосом на основе фосфатидилхолина и холе-
стерина при хранении, которая обеспечива-
ется низкой проницаемостью и жесткостью 
бислоя, что препятствует деградации инкапсу-
лированных агентов [23]. Метод ПЦР-РВ проде-
монстрировал свою эффективность для точного 
количественного определения доли инкапсули-
рованных фаговых частиц, что ранее было пока-
зано в работе S. Cinquerrui с соавт. [20].

Постоянство дзета-потенциала указывает 
на отсутствие агрегации липосомальных частиц 
и сохранение коллоидной стабильности системы, 
что предотвращает флокуляцию, седиментацию 
и обеспечивает равномерное распределение 
частиц в суспензии. Эти результаты согласуются 
с данными о коллоидной стабильности липосом, 
описанными M. Immordino с соавт. [24].

Рис. 1. Просвечивающая электронная микроскопия липосомальной формы микобактериофага D29. A — исходное состоя-
ние липосом (точка 0): липосомы сферической формы, мембрана четко выражена; В — липосомы после 1,5 мес. хранения: 
сохранена исходная морфология, визуализируются везикулы; С — липосомы после 3 мес. хранения: сохранена исходная 
морфология, визуализируются везикулы; D — липосомы после 4,5 мес. хранения: частичное изменение морфологии липо-
сом (по сравнению с A, B, C) и мембраны; E — липосомы после 6 мес. хранения: частичное изменение морфологии липосом 
(по сравнению A, B, C) и мембраны. Стрелками отмечены липосомы с инкапсулированными частицами микобактериофага. 
Диаметр липосом: 0,3–0,45 мкм. Масштаб шкалы: 200 нм.

Fig. 1. Transmission electron microscopy (TEM) of the liposomal mycobacteriophage D29. A, initial state of liposomes (point 0); 
liposomes have a spherical shape, the membrane is clearly visible. B, liposomes stored for 1.5 months, the original morphology 
of the liposomes is preserved, the vesicles (liposomes) are visible. C, liposomes stored for 3 months, the original morphology 
of the liposomes is maintained, vesicles are visible. D, liposomes stored for 4.5 months, a artial change in liposome morphology 
(compared to A, B, C) and membrane. E, liposomes stored for 6 months, a partial change in liposome morphology (compared to A, 
B, C) and membrane. Arrows point to liposomes with encapsulated mycobacteriophage particles. Liposome diameter: 0.3–0.45 µm. 
Scale bar: 200 nm.

A CB

D E

200 nm 200 nm 200 nm

200 nm200 nm
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Таким образом, липосомальная форма мико-
бактериофага D29 продемонстрировала высокую 
стабильность по уровню литической активности, 
степени инкапсуляции, дзета-потенциалу после 
6 мес. хранения при температуре 4 °C, что удов-
летворяет установленным критериям стабильно-
сти для препаратов длительного хранения.

Настоящее исследование имеет ряд огра-
ничений. Оценка стабильности проводилась 
только в условиях фиксированной температуры 
(4 °C), что не позволяет экстраполировать полу-
ченные данные на иные температурные режимы 
хранения или транспортировки. Кроме того, ис-
пользованная модель in vitro не учитывает вли-
яние биологических жидкостей и ферментов 
макроорганизма на целостность липосомальной 
мембраны. Дальнейшие этапы работы предусма-
тривают оценку стабильности разработанной ле-
карственной формы в условиях, моделирующих 
температурные колебания, а также изучение 
кинетики высвобождения фага in vitro в средах, 

имитирующих бронхоальвеолярный лаваж, 
и ex vivo на изолированных макрофагах.

ВЫВОДЫ
1. Установлена высокая функциональная ста-

бильность липосомальной формы микобакте-
риофага D29 при хранении в течение 6 мес. 
при температуре 4 °C, которая характери-
зуется сохранением литической активности 
на уровне ~109 БОЕ/мл.

2. Показана высокая физико-химическая ста-
бильность препарата: сохранение степени 
инкапсуляции фага (>88% от исходной) и по-
стоянство дзета-потенциала, что свидетель-
ствует о целостности липосом и коллоидной 
стабильности суспензии без агрегации частиц.

3. Полученные результаты обосновывают пер-
спективность дальнейшего доклинического 
и клинического изучения разработанной ли-
посомальной формы в качестве препарата 
для терапии микобактериальных инфекций.

Литература/References
1.	 Dean AS, Tosas Auguet O, Glaziou P, et al. 25 years of 

surveillance of drug-resistant tuberculosis: achieve-
ments, challenges, and way forward. Lancet Infect Dis. 
2022;22(7):e191–6.
	https://doi.org/10.1016/s1473-3099(21)00808-2

2.	 Стерликов СА, Васильева ИА, Михайлова ЮВ и др. Но-
вое определение и эпидемиология туберкулеза с ши-
рокой лекарственной устойчивостью микобактерий 
туберкулеза в 2020 году. Туберкулез и болезни легких. 
2023;101(2):14–9. Sterlikov SA, Vasilyeva  IA, Mikhaylo-
va YuV, et al. The new definition and epidemiology of ex-
tensive drug resistant tuberculosis in 2020. Tuberculosis 
and Lung Diseases. 2023;101(2):14–9 (In Russ.).
https://doi.org/10.58838/2075-1230-2023-101-2-14-19

3.	 Васильева ИА, Панова АЕ, Тинькова ВВ и др. Анти-
биотикорезистентность Mycobacterium avium в пери-
од пандемии. Клиническая микробиология и антими-
кробная химиотерапия. 2024;26(4):462–9. Vasilyeva IA, 
Panova AE, Tinkova VV, et al. Antimicrobial resistance 
of Mycobacterium avium during the COVID-19 pandem-
ic. Clinical Microbiology and Antimicrobial Chemotherapy. 
2024;26(4):462–9.
	https://doi.org/10.36488/cmac.2024.4.462-469

4.	 Можокина ГН, Зюзя ЮР, Петрова ЛЮ и др. Ток-
сичность схем терапии лекарственно устойчи-
вого туберкулеза. Антибиотики и химиотерапия. 
2021;66(11–12):25–30. Mozhokina  GN, Zyuzya  YuR, 
Petrova LYu, et al. Toxicity of treatment regimens for 
drugresistant tuberculosis.  Antibiotics and Chemother-
apy. 2021;66(11–12):25–30 (In Russ.).
https://doi.org/10.37489/0235-2990-2021-66-11-12-25-30

5.	 Абрамченко АВ, Романова МИ, Гайда АИ и др. Эффек-
тивность и безопасность коротких режимов химиоте-
рапии лекарственно-устойчивого туберкулеза: обзор 
литературы и метаанализ. Туберкулез и болезни лег-
ких. 2025;103(2):26–37. Abramchenko AV, Romanova MI, 
Gayda AI, et al. Effectiveness and safety of short-course 
chemotherapy regimens for drug-resistant tuberculosis: 

Literature review and meta-analysis.  Tuberculosis and 
Lung Diseases. 2025;103(2):26–37 (In Russ.).
	https://doi.org/10.58838/2075-1230-2025-103-2-26-37

6.	 Васильева ИА. Достижения и перспективы инно-
вационных исследований в области фтизиатрии. 
Вестник Российской академии наук. 2025;(1):63–74. 
Vasilyeva  IA. Achievements and prospects of innova-
tive research in the field of phthisiology. Herald of the 
Russian Academy of Sciences. 2025;(1):63–74 (In Russ.). 
https://doi.org/10.7868/S3034520025010063

7.	 Abedon ST, Kuhl SJ, Blasdel BG, Kutter EM. Phage treat-
ment of human infections. Bacteriophage. 2011;1(2):66–85.
	https://doi.org/10.4161/bact.1.2.15845

8.	 Lin DM, Koskella B, Lin HC. Phage therapy: An alternative 
to antibiotics in the age of multi-drug resistance. World 
J Gastrointest Pharmacol Ther. 2017;8(3):162–73.
	https://doi.org/10.4292/wjgpt.v8.i3.162

9.	 Jacobs-Sera D, Hatfull GF. On the nature of mycobac-
teriophage diversity and host preference.  Virology. 
2012;434(2):187–201
	https://doi.org/10.1016/j.virol.2012.09.026

10.	 Pope WH, Bowman CA, Russell DA, et al. Expanding the 
diversity of mycobacteriophages: insights into genome 
architecture and evolution. PLoS One. 2011;6(1):e16329.
	https://doi.org/10.1371/journal.pone.0016329

11.	 Flint R, Laucirica DR, Chan HK, et al. Stability consid-
erations for bacteriophages in liquid formulations de-
signed for nebulization. Cells. 2023;12(16):2057.
	https://doi.org/10.3390/cells12162057

12.	Allen TM, Cullis PR. Liposomal drug delivery systems: 
from concept to clinical applications. Adv Drug Deliv Rev. 
2013;65(1):36–48.
	https://doi.org/10.1016/j.addr.2012.09.037

13.	 Colom J, Cano-Sarabia M, Otero J, et al. Liposome-en-
capsulated bacteriophages for enhanced oral phage 
therapy against Salmonella spp. Appl Environ Microbiol. 
2015;81(14):4841–9.
	https://doi.org/10.1128/AEM.00812-15

https://doi.org/10.1016/s1473-3099(21)00808-2
https://doi.org/10.58838/2075-1230-2023-101-2-14-19
https://doi.org/10.36488/cmac.2024.4.462-469
https://doi.org/10.37489/0235-2990-2021-66-11-12-25-30
https://doi.org/10.58838/2075-1230-2025-103-2-26-37
https://doi.org/10.7868/S3034520025010063
https://doi.org/10.4161/bact.1.2.15845
https://doi.org/10.4292/wjgpt.v8.i3.162
https://doi.org/10.1016/j.virol.2012.09.026
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0016329
https://doi.org/10.3390/cells12162057
https://doi.org/10.1016/j.addr.2012.09.037
https://doi.org/10.1128/AEM.00812-15


74

Авдеев В.В., Лапенкова М.Б., Владимирский М.А.
﻿Долгосрочная стабильность липосомальной формы микобактериофага D29: комплексная оценка in vitro

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2026, Т. 26, № 1

14.	 Kumar A, Arun JK, Matta Y, et al. Optimization of nano-
liposome formulations for targeted delivery of hydro-
phobic drugs. Front Health Inform. 2024;13(7):745–57.

15.	Sawant RR, Torchilin VP. Challenges in develop-
ment of targeted liposomal therapeutics.  AAPS  J. 
2012;14(2):303–15.
	https://doi.org/10.1208/s12248-012-9330-0

16.	 Leung SSY, Parumasivam T, Gao FG, et al. Production 
of inhalation phage powders using spray freeze drying 
and spray drying techniques for treatment of respirato-
ry infections. Pharm Res. 2016;33(6):1486–96.
	https://doi.org/10.1007/s11095-016-1892-6

17.	 Avdeev VV, Kuzin VV, Vladimirsky MA, Vasilieva IA. Ex-
perimental studies of the liposomal form of lytic my-
cobacteriophage D29 for the treatment of tuberculosis 
infection. Microorganisms. 2023;11(5):1214.
	https://doi.org/10.3390/microorganisms11051214

18.	Avdeev VV, Vladimirsky MA, Samoilova AG, 
Vasilieva IA. Therapeutic efficacy against a drug-resist-
ant strain of M. tuberculosis in an experimental study on 
inbred mice and associated toxicity evaluation. Phage 
(New Rochelle). 2025;6(2).
	https://doi.org/10.1089/phage.2024.0066

19.	 Šimoliūnas E, Vilkaitytė M, Kaliniene L, et al. Incom-
plete LPS Core-Specific Felix01-Like Virus vB_EcoM_
VpaE1. Viruses. 2015;7(12):6163–81.
	https://doi.org/10.3390/v7122932

20.	 Cinquerrui S, Mancuso F, Vladisavljević GT, et al. Na-
noencapsulation of bacteriophages in liposomes pre-
pared using microfluidic hydrodynamic flow focus-
ing. Front Microbiol. 2018;9:2172.
	https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.02172

21.	 Biltonen RL, Lichtenberg D. The use of differential 
scanning calorimetry as a tool to characterize liposome 
preparations. Chem Phys Lipids. 1993;64(1–3):129–42.
https://doi.org/10.1016/0009-3084(93)90062-8

22.	Steven AC. Visualization of virus structure in three di-
mensions. Methods Cell Biol. 1981;22:297–323.
	https://doi.org/10.1016/S0091-679X(08)61881-6

23.	 Cullis PR, Hope MJ. Lipid nanoparticle systems for en-
abling gene therapies. Mol Ther. 2017;25(7):1467–75. 
https://doi.org/10.1016/j.ymthe.2017.03.013

24.	 Immordino ML, Dosio F, Cattel L. Stealth liposomes: 
review of the basic science, rationale, and clinical ap-
plications, existing and potential. Int J Nanomedicine. 
2006;1(3):297–315. PMID: 17717971

Вклад авторов. Все авторы подтверждают соот-
ветствие своего авторства критериям ICMJE. Наи-
больший вклад распределен следующим образом: 
В.В. Авдеев — проведение экспериментальных работ 
(электронная микроскопия, анализ стабильности); 
валидация методик; анализ данных; участие в ин-
терпретации результатов исследования; оформление 
иллюстративного материала; критический анализ 
и доработка текста рукописи; М.Б. Лапенкова — раз-
работка и оптимизация методик исследования; про-
ведение экспериментальных работ (приготовление 
липосомальных форм, определение титра фагов, 
ПЦР-РВ, измерение дзета-потенциала, хранение об-
разцов); статистическая обработка; визуализация ре-
зультатов; написание и редактирование текста руко-
писи; М.А. Владимирский — концепция и координация 
исследования; формулирование целей и задач; раз-
работка методологии исследования; интерпретация 
полученных данных; написание, критический анализ 
и доработка текста рукописи; утверждение оконча-
тельной версии статьи для публикации.

Authors’ contributions. All the authors confirm that 
they meet the ICMJE criteria for authorship. The most 
significant contributions were as follows: V.V. Avdeev 
performed the experiments (electron microscopy, sta-
bility analysis of suspensions), validated the techniques, 
analyzed the data, participated in the interpretation of 
research results, designed illustrative material, critical-
ly analyzed and revised the manuscript; M.B. Lapenkova 
developed and optimized research methods, performed 
the experiments (preparation of liposomal forms, phage 
titer test, qPCR, zeta potential measurement, sample 
storage), processed statistical data, visualized the re-
sults, drafted and edited the manuscript; M.A. Vladimir-
sky conceptualized and coordinated the research, for-
mulated the aim and objectives, developed research 
methodology, interpreted the data obtained, drafted, 
analyzed and revised the manuscript, and approved the 
final version for publication.

Об авторах / Authors
Авдеев Вадим Вадимович / Vadim V. Avdeev
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4769-5933
Лапенкова Марина Борисовна, канд. мед. наук / Marina B. Lapenkova, Cand. Sci. (Med.)
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8936-4334
Владимирский Михаил Александрович, д-р мед. наук, проф. / Mikhail A. Vladimirsky, Dr. Sci. (Med.), Prof.
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2724-5791

Поступила 04.08.2025
После доработки 05.02.2026
Принята к публикации 13.03.2026

Received August 4, 2025
Revised February 5, 2026
Accepted March 13, 2026

https://doi.org/10.1208/s12248-012-9330-0
https://doi.org/10.1007/s11095-016-1892-6
https://doi.org/10.3390/microorganisms11051214
https://doi.org/10.1089/phage.2024.0066
https://doi.org/10.3390/v7122932
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.02172
https://doi.org/10.1016/0009-3084(93)90062-8
https://doi.org/10.1016/S0091-679X(08)61881-6
https://doi.org/10.1016/j.ymthe.2017.03.013
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17717971/
https://orcid.org/0000-0002-4769-5933
https://orcid.org/0000-0001-8936-4334
https://orcid.org/0000-0002-2724-5791


75
Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2026, V. 26, No. 1

ИННОВАЦИОННЫЕ БИОЛОГИЧЕСКИЕ ЛЕКАРСТВЕННЫЕ ПРЕПАРАТЫ: ОТ ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ К РЕАЛЬНОЙ КЛИНИЧЕСКОЙ ПРАКТИКЕ / INNOVATIVE BIOLOGICAL PRODUCTS: 

TRANSLATING FUNDAMENTAL RESEARCH INTO REAL CLINICAL PRACTICE

© Г.М. Цыганова, Е.Д. Богословская, Г.А. Шипулин, О.Ю. Шипулина, Е.В. Богословская, 2026
Издатель ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России

УДК 577.21:578.831:57.083.2
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-75-84

Оригинальная статья | Original article 

Влияние мутаций в местах посадки 
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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Высокая вариабельность генома РНК-содержащего вируса кори создает риск 
накопления мутаций в местах посадки (комплементарного связывания) праймеров, что мо-
жет повлиять на надежность результатов молекулярной диагностики кори. В настоящей 
работе проведена оценка влияния таких мутаций на эффективность двух молекулярно-
генетических методов — ПЦР и метода петлевой изотермической амплификации (LAMP).
ЦЕЛЬ. Оценить частоту встречаемости мутаций в местах связывания праймеров и их вли-
яние на эффективность методов ПЦР и LAMP в выявлении РНК вируса кори.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Использовали нуклеотидные последовательности вируса кори 
из базы данных NCBI и клинические образцы носоглоточного секрета, предоставленные 
АО «ЛабКвест» (Москва, Россия). Экстракцию РНК вируса кори проводили с использовани-
ем набора реагентов «АмплиТест РИБО-преп». Амплификацию выполняли с использовани-
ем наборов реагентов «АмплиТест Корь» и методики LAMP. Биоинформатический анализ 
проводили с использованием программ MAFFT, Jalview 2.1, CD-HIT, MEGA12 и FigTree v.1.4.3.
РЕЗУЛЬТАТЫ. При анализе 1080 нуклеотидных последовательностей вируса кори было 
обнаружено не более одной замены в областях праймеров и зонда, используемых в ПЦР. 
Анализ последовательностей в местах посадки праймеров, используемых в LAMP, показал 
бóльшую вариабельность по сравнению с методом ПЦР, но и в этом случае 96,5% последо-
вательностей содержало не более одной мутации в месте посадки каждого праймера. В 15 
из 69 клинических образцов была выявлена только одна мутация в области посадки пря-
мого праймера, которая незначительно влияла на эффективность ПЦР при низких концен-
трациях вируса. Для метода LAMP в 18 образцах было обнаружено три мутации в целевых 
последовательностях для праймеров F3, B1c и В2. В модельных экспериментах показано, 
что мисмэтч (несовпадение) во внешнем праймере F3 не влияет на скорость и чувствитель-
ность реакции, в то время как для петлевого праймера BIP была показана аномально высо-
кая эффективность амплификации при наличии двух мутаций в РНК-последовательностях, 
что может косвенно свидетельствовать о наличии конформационных особенностей длин-
ных петлевых праймеров.
ВЫВОДЫ. Оба метода — ПЦР и LAMP — эффективно выявляют РНК вируса кори даже 
при наличии мутаций в области посадки праймеров. Однако метод LAMP требует дальней-
шего изучения для широкого внедрения в диагностику кори.
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Effect of primer binding sites mutations on the 
efficacy of measles virus RNA detection using 
PCR and LAMP techniques
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The high variability of the measles virus RNA genome poses risks of muta-
tions accumulating at primer binding sites (complementary binding site), potentially impacting 
the reliability of molecular measles diagnostics. In this study, we have assessed the impact of 
such mutations on the efficiency of two molecular genetic methods: PCR and loop-mediated 
isothermal amplification (LAMP).
AIM. This study aimed to evaluate the occurrence of mutations at primer binding sites and their 
impact on the efficiency of PCR and LAMP methods in detecting measles virus RNA.
MATERIALS AND METHODS. Clinical samples of nasopharyngeal secretions (LabQuest, Moscow, 
Russia) and nucleotide sequences from NCBI database were used in the study. AmpliTest RI-
BO-prep kit was used for RNA extraction. AmpliTest Measles kit and LAMP-based kit were used 
for amplification. MAFFT, Jalview 2.1, CD-HIT, MEGA1, and FigTree v.1.4.3 software were used 
to perform a bioinformatics analysis.
RESULTS. Having analyzed 1,080 nucleotide sequences of the measles virus, we found no more 
than one mutation in the target primers target sites and probe used for PCR. The analyzed 
LAMP primer binding sites showed greater variability compared to PCR primers; even in this 
case, 96.5% of the sequences contained no more than a single mutation at each site. Out of 69 
clinical samples, only 15 had one mutation in the forward primer binding site, with a minor im-
pact on PCR performance at low virus concentrations. For the LAMP method, three mutations 
were detected in the F3, B1c, and B2 primer target sites in 18 samples. In a model experiment, 
the mismatch in the region of the outer primer F3 did not affect the speed and sensitivity of the 
reaction. Inversely, the loop forming primer BIP performed abnormally well in the presence of 
two mutations in the RNA sequences. This can indirectly prove the existence of conformational 
aspects for long loop primers.
CONCLUSIONS. Both methods (PCR and LAMP) effectively detect samples with mutations; how-
ever, the LAMP method warrants further research to expand its potential for diagnosing measles.

Keywords:	 measles virus; loop-mediated isothermal amplification; LAMP; polymerase chain reaction; PCR; 
mutations; primers; diagnostics; RNA viruses; phylogenetic analysis
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ВВЕДЕНИЕ
Корь остается актуальной проблемой здра-

воохранения во многих странах, в том числе 
в Российской Федерации. Важную роль в сниже-
нии распространения кори, помимо вакцинации, 
играет ранняя диагностика. Поскольку имму-
ноферментный анализ (ИФА) обладает низкой 
чувствительностью при диагностике на ранних 
сроках заболевания корью, когда пациент наи-
более заразен, необходимы прямые методы 
выявления вируса [1–3]. Наиболее эффектив-
ным из таких методов является полимеразная 
цепная реакция (ПЦР) благодаря ее высокой 
чувствительности и специфичности. Метод 
ПЦР рекомендован Всемирной организацией 
здравоохранения (ВОЗ) для обнаружения виру-
са кори в продромальный период заболевания 
и в течение 14 дней после появления сыпи1.

В 2024 г. в Российской Федерации были обнов-
лены клинические рекомендации по ведению 
больных корью, включившие метод ПЦР с целью 
идентификации вируса кори и подтверждения 
диагноза у всех пациентов с подозрением на ко-
ревую инфекцию (подозрительный или вероят-
ный случай), а также у детей, рожденных от ма-
терей, переболевших корью в третьем триместре 
беременности2. Единственным зарегистриро-
ванным в России (2022 г.) набором для молеку-
лярной диагностики кори является «АмлиТест 
Корь». Позднее в ФГБУ «Центр стратегического 
планирования и управления медико-биологиче-
скими рисками здоровью» ФМБА России (ФГБУ 
«ЦСП» ФМБА России) был разработан набор ре-
агентов на основе метода петлевой изотерми-
ческой амплификации (loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP) для выявления РНК вируса 
кори, обладающий аналитическими характери-
стиками, не уступающими зарегистрированному 
набору на основе ПЦР, и значительно превосхо-
дящий его по скорости анализа [4].

Однако методы изотермической амплификации 
до сих пор не получили широкого распространения 
в клинической практике. Это связано с новизной 

метода и малым количеством работ, демонстри-
рующих его эффективность в выявлении высоко-
вариабельных матриц. Несмотря на активное при-
менение LAMP во время пандемии SARS-CoV-2 [5], 
необходимость использования как минимум 6 прай-
меров ограничивает его использование для выяв-
ления вариабельных вирусов [6].

В случае вариабельных вирусов полная ком-
плементарность между нуклеотидными после-
довательностями праймеров и матрицей прак-
тически недостижима независимо от метода 
амплификации. Возникающие несоответствия 
могут приводить к снижению чувствительности 
анализа вплоть до получения ложноотрица-
тельных результатов. Влияние мутаций на эф-
фективность ПЦР было многократно показано 
для различных матриц [7, 8], в том числе в наших 
исследованиях [9]. В то же время работ, демон-
стрирующих влияние мутаций в местах посадки 
праймеров на эффективность LAMP, крайне мало.

Цель работы — оценить частоту встречаемо-
сти мутаций в местах связывания праймеров 
и их влияние на эффективность методов ПЦР 
и LAMP в выявлении РНК вируса кори.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клинический материал

Были исследованы 69 клинических образ-
цов носоглоточного секрета, полученных в 2024  г. 
из лабораторий АО «ЛабКвест» (Москва, Россия), 
в которые образцы поступали из различных клиник 
Российской Федерации. Все образцы имели поло-
жительные результаты на наличие в них РНК вируса 
кори, полученные с использованием набора реаген-
тов «АмплиТест Корь» (ФГБУ «ЦСП» ФМБА России).
Экстракция РНК вируса кори из клинических 
образцов

Экстракцию РНК вируса кори проводили 
с использованием набора реагентов «АмплиТест 
РИБО-преп» (ФГБУ «ЦСП» ФМБА России).
Амплификация

ПЦР, совмещенную с обратной транскрип-
цией, проводили с помощью набора реагентов 
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«АмплиТест Корь» согласно инструкции про-
изводителя. Реакцию LAMP, совмещенную 
с обратной транскрипцией, выполняли c  ис-
пользованием методики, описанной ранее  [4]. 
Амплификацию экстрагированных образцов 
проводили с помощью прибора Rotor-Gene Q 
(QIAGEN GmbH, Германия).
Секвенирование

Для выявления мутаций в местах связывания 
праймеров с матрицей все клинические образ-
цы секвенировали по Сэнгеру с использованием 
набора BigDye™ Terminator v3.1 (Thermo Fisher 
Scientific, США) и генетического анализатора 
Applied Biosystems 3500 (Thermo Fisher Scientific, 
США). Использовали пару праймеров, ограни-
чивающих область амплификации вируса кори 
обоими методами (ПЦР и LAMP): tagtyggtgaat-
ttagattggag и caaagtaagatcgaccraagttc (длина 
ампликона 458 п.н.). Дополнительно полученные 
нуклеотидные последовательности использова-
ли для генотипирования вируса кори.
Базы данных и биоинформатический анализ

Из базы данных Национального центра био-
технологической информации США (National 
Center for Biotechnological Information, NCBI)3 
были выгружены все последовательности 
гена N вируса кори (15476 последовательностей 
на конец апреля 2025 г.). Проводили множе-
ственное выравнивание нуклеотидных после-
довательностей с помощью программы MAFFT4. 
Выравнивание обрезали по области праймеров, 
используемых для секвенирования по Сэнгеру, 
с использованием программы Jalview 2.15 
и повторно выравнивали (MAFFT), удаляя пу-
стые и неполные последовательности. В итоге 
было получено 1080 последовательностей, со-
держащих область амплификации РНК вируса 
кори двумя методами (ПЦР и LAMP).

Для анализа каждого праймера выравнива-
ние обрезали по области того или иного прайме-
ра или зонда. Кластеризацию последовательно-
стей каждого праймера проводили с помощью 
программы CD-HIT-v4.8.1-2019-02286 (порог 
идентичности — 100%). Кластеры ранжирова-
ли по числу включенных в них представителей 
в порядке убывания. Кластеры с одной последо-
вательностью исключали. Если олигонуклеотид 
содержал инозин или вырожденный нуклеотид, 

3	 GenBank. National Library of Medicine. National Center for Biotechnology Information. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
4	 https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/large.html
5	 https://www-test.jalview.org/development/archive/Version-2_1/
6	 https://usegalaxy.eu/?tool_id=cd_hit
7	 https://www.megasoftware.net/
8	 https://www.researchgate.net/figure/FigTree-v143-http-treebioedacuk-software-figtree-Phylogenetic-analysis-of-E1_fig1_353848815
9	 https://clades.nextstrain.org/
10	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-75-84-fig-s1

то такая позиция не считалась мисмэтчем (несо-
ответствием, несовпадением).

Для построения филогенетического дерева 
полученное в MAFFT выравнивание 15 476 по-
следовательностей обрезали справа по 1596 ну-
клеотиду полногеномной последовательности, 
а слева по 721 нуклеотиду (граница левого 
праймера, используемого для секвенирования). 
Последовательности короче заданного порога 
исключали из анализа. В итоге осталось 1078 
последовательней, включающих области, флан-
кированные диагностическими праймерами, 
и регион N-гена, рекомендуемый для генотипи-
рования вируса кори [10, 11]. Для уменьшения 
числа последовательностей проводили класте-
ризацию с идентичностью 98% с использовани-
ем программы CD-HIT-v4.8.1-2019-0228, полу-
чив 42 кластера. К ним добавили референсные 
последовательности 24 известных генотипов 
вируса кори [12]. После выравнивания и обрез-
ки по наименьшей длине последовательности 
был получен фрагмент длиной 455 нуклеоти-
дов (с 1142 по 1596 нуклеотид полногеномной 
последовательности, рекомендуемый для гено-
типирования вируса кори). Филогенетическое 
дерево строили для указанного фрагмента с ис-
пользованием программы MEGA127 и алгоритма 
Neighbor-Joining и Bootstrap анализа (500 повто-
ров). Визуализацию дерева, включая отобра-
жение значений Bootstrap (%) и выделение ре-
ференсных последовательностей, проводили 
при помощи программы FigTree v.1.4.38.

Для генотипирования клинических образцов 
использовали программу Nextclade v3.18.09.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Оценка репрезентативности выборки

Для оценки репрезентативности выборки про-
анализированных нами нуклеотидных последо-
вательностей генома вируса кори из базы данных 
NCBI был проведен анализ их генотипической при-
надлежности и актуальности. Филогенетический 
анализ (рис. S1, опубликован на сайте журнала10) 
показал равномерное распределение последова-
тельностей по всем известным генотипам, вклю-
чая актуальные (выявленные за последние 12 мес. 
на момент последнего обновления номенклатуры 
20.05.2015 [12]).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/large.html
https://www-test.jalview.org/development/archive/Version-2_1/
https://usegalaxy.eu/?tool_id=cd_hit
https://www.megasoftware.net/
https://www.researchgate.net/figure/FigTree-v143-http-treebioedacuk-software-figtree-Phylogenetic-analysis-of-E1_fig1_353848815
https://clades.nextstrain.org/
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Частота встречаемости и расположение мута-
ций в местах посадки праймеров и зонда для ме-
тодов LAMP и ПЦР

В результате анализа 1080 нуклеотидных по-
следовательностей генома вируса кори были 
получены данные по частоте встречаемости 
и положению мутаций для каждого праймера.

Согласно полученным данным для праймеров 
и зонда, используемых в ПЦР (рис. S2, опублико-
ван на сайте журнала11), 85,5% последователь-
ностей полностью комплементарны прямому 
праймеру, 88% — обратному праймеру и 98,8% — 
зонду. Более одной замены в областях прямо-
го, обратного праймера или зонда обнаружено 
не было. Мутации в большинстве случаев значи-
тельно отстоят от 3'-конца праймера и 5'-конца 
зонда (рис. 2). Наиболее близко к 3'-концу прямо-
го праймера расположены мутации в кластерах 
2 и 4, а обратного — в кластерах 1 и 3. Для зонда 
абсолютное большинство последовательностей 
являются консервативными.

Для праймеров, используемых в LAMP (рис. S3, 
опубликован на сайте журнала12), была показана 
бóльшая вариабельность в местах посадки прай-
меров по сравнению с методом ПЦР. Однако по-
давляющее большинство последовательностей 
не имело мутаций или имело только одну мута-
цию в местах посадки праймеров. Для внешних 
праймеров F3 и B3 99,4 и 99,3% последователь-
ностей соответственно консервативны области 
выбранных праймеров или содержали только 
одну мутацию. Праймеры FIP (прямой внутрен-
ний праймер) и BIP (обратный внутренний прай-
мер) имеют по два сайта связывания с матрицей 
(F1c и F2, B1c и B2 соответственно). Они взаи-
модействуют с противоположными цепями ДНК 
и поэтому оценивались как два отдельных оли-
гонуклеотида. Праймеры FIP и BIP показали 
высокую консервативность: для областей F1c 
и F2 праймера FIP — 99,3 и 99,5%, а для областей 
B1c и B2 праймера BIP — 96,5 и 99,7% последо-
вательностей были полностью консервативны 
выбранным праймерам либо имели всего одну 
замену. Петлевые праймеры LF (прямой петле-
вой праймер) и LB (обратный петлевой праймер) 
также высоко консервативны: 99,5% последова-
тельностей для LF и 96,7% последовательностей 
для LB имели не более одной замены.
Частота встречаемости мутаций в нуклеотид-
ных последовательностях вируса кори, выделен-
ных из клинических образцов

Анализ 69 клинических образцов с исполь-
зованием разработанного набора на основе 

11	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-75-84-fig-s2
12	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-75-84-fig-s3

метода LAMP и набора реагентов на основе ПЦР 
(«АмлиТест Корь») показал высокую сходимость 
результатов (98,6%), что согласуется с нашими 
предыдущими данными [4]. Один образец был 
отрицательным в обоих тестах и один образец — 
отрицательным при использовании LAMP и по-
ложительным (Сt 30,52) в ПЦР.

После секвенирования и анализа нуклео
тидных последовательностей с помощью 
программы CD-HIT с порогом идентичности 
100% все образцы разделили на 5 кластеров. 
Использованные нами праймеры для секвени-
рования охватывают общую область расположе-
ния праймеров для обоих методов (нуклеотиды 
721–1179 полногеномной последовательности). 
По данным программы Nextclade v3.18.0, один 
кластер был отнесен к генотипу В3 (18 об-
разцов  — 26,5% от всех изученных изолятов), 
остальные 4 кластера — к генотипу D8.

Детальный анализ по каждому олигонуклеоти-
ду, входящему в состав реакционной смеси ПЦР, 
выявил только одну мутацию для прямого прай-
мера ПЦР в 23 положении относительно 3'-кон-
ца, что соответствует кластеру 3 на рисунке  S2. 
Для олигонуклеотидов, используемых в LAMP, 
было выявлено по одной мутации в трех из восьми 
анализируемых фрагментах (табл. 1), все они со-
ответствовали кластерам 1 и 2 на рисунке S2.
Оценка влияния мутаций в местах посадки прай-
меров на чувствительность методов LAMP 
и ПЦР для обнаружения РНК вируса кори

Для оценки влияния мутаций на чувствитель-
ность методов были отобраны 3 образца с му-
тациями в местах посадки праймеров для LAMP 
(образцы 18а, 31а и 32а, по 3 мутации в каждом 
образце, табл. 2) и 3 образца с мутациями в ме-
стах посадки праймеров для ПЦР (образцы 19а, 
22а и 30а, 1 мутация в прямом праймере в каждом 
образце, табл. 3). При этом образцы с мутациями 
в местах посадки праймеров LAMP не имели му-
таций в местах посадки праймеров, используе-
мых в ПЦР, и наоборот. Тестирование 10-кратных 
разведений РНК, выделенных из этих образцов 
(табл. 2, 3), показало бóльшую чувствительность 
метода ПЦР по сравнению с методом LAMP. 
Число разведений РНК, прошедших в исследова-
нии как положительные, в ПЦР было больше на 
1–2 порядка, чем в LAMP, даже при наличии мута-
ций в местах посадки праймеров, что согласуется 
с ранее полученными данными [4, 13, 14].

Для изучения влияния выявленных мутаций 
на чувствительность обоих методов все пред-
ставленные в таблице 1 мутации были внесены 
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в последовательности праймеров (один прай-
мер для ПЦР и четыре для LAMP) таким обра-
зом, чтобы новые праймеры стали полностью 
или частично комплементарны последователь-
ностям с мутациями. Последующее тестирова-
ние 10-кратных разведений РНК шести ранее 
отобранных образцов с мутациями проводили 
для оценки влияния мутаций на скорость и чув-
ствительность ПЦР и LAMP. Использовали смеси 
со стандартными праймерами из наборов реа-
гентов (смесь А) и с модифицированными прай-
мерами (смеси B, C, D, F, G) (табл. 4).

В ПЦР (табл. 5) использование смеси B с мо-
дифицированным праймером увеличило число 
разведений РНК, прошедших в исследовании 
как положительные, на порядок для одного 
из трех образцов, а для двух других различий 
не было выявлено. При этом для предельных 
разведений с положительным результатом на-
блюдалось наибольшее отставание по порого-
вым циклам в случае мисмэтча, что может ука-
зывать на снижение чувствительности метода 
при тестировании низких концентраций вируса.

В LAMP (табл. 6) праймер F3 (смесь С) практи-
чески не оказывал влияние на скорость реакции. 
При использовании праймера BIP с мутацией 
только в сайте В1с (смесь F) разницы в скорости 
реакции и чувствительности также не наблюда-
лось. Неожиданные результаты были получены 
при использовании праймера BIP с одной мутаци-
ей в сайте В2 (смесь G) и с двумя внесенными му-
тациями (смесь D): в обоих случаях праймеры сра-
ботали аномально хуже, приведя к уменьшению 
чувствительности и скорости реакции, несмотря 
на то что праймер с двумя мутациями был пол-
ностью комплементарен исследуемым образцам.

ОБСУЖДЕНИЕ
Молекулярно-генетические методы (ПЦР 

и LAMP) играют важную роль в ранней диагно-
стике кори, когда пациент наиболее заразен, 
а ИФА малоинформативен [2, 15, 16]. Основным 
фактором при разработке молекулярно-генети-
ческих методик для выявления РНК вируса кори 
является консервативность области генома ви-
руса, на которую направлены диагностические 

Таблица 1. Мутации в местах посадки праймеров и зонда, выявленные в нуклеотидных последовательностях вируса кори, 
выделенных из клинических образцов
Table 1. Mutations in primers and probe sites identified in the nucleotide sequences of measles virus isolated from clinical samples

Метод
Method

Последовательность праймера
Primer sequence

Тип 
несоответствия
Mismatch type

Расстояние 
от 3'-конца 
праймера

Distance from 
3'-end primer

% последова-
тельностей

% of sequences

Количество 
образцов
Samples 

count

Кластер
Cluster 

ПЦР
PCR 

Прямой праймер / Forward primer 
ctgacyattaagtttgggatagara

– – 77,9 53 –

G→A 23 22,1 15 3

Обратный праймер / Backward primer
tatcmacacttgagtccytgatg – – 100 68 –

Зонд / Probe
atgtaycctgctctyggactgcatg – – 100 68 –

LAMP 

Прямой праймер / Forward primer
F3: ccgaaatgatatgygacattga

– – 73,5 50 –

C→T 21 26,5 18 1

Обратный праймер / Backward primer
B3: gagaactcaattcagaacaag – – 100 68 –

Обратный праймер / Backward primer
FIP(F1c): tcttggactgcatgaatttgc – – 100 68 –

Прямой праймер / Forward primer 
FIP(F2): ggcaggaytagccagt – – 100 68 –

Прямой праймер / Forward primer 
BIP(B1c): ggtgagttatccacacttgagtc

– – 73,5 50 –

G→A 18 26,5 18 1

Обратный праймер / Backward primer
BIP(B2): gaaactgcaccctayatg

– – 73,5 50 –

A→G 3 26,5 18 2

Обратный праймер / Backward primer
LF: tgggatagaaactatgtaycctgc – – 100 68 –

Прямой праймер / Forward primer
LB: tgatgaatctttaccagcaaatgg – – 100 68 –

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

Примечание. LAMP — петлевая изотермическая амплификация; «–» отсутствие мутаций в месте посадки праймеров или зонда.
Note. LAMP, loop-mediated isothermal amplification; –, no mutations in primer binding sites or probe.
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олигонуклеотиды. Несмотря на относительно вы-
сокую генетическую стабильность вируса кори 
(скорость накопления мутаций (3,4–9,02)×10-4 за-
мен/основание/год [17]) по сравнению с други-
ми РНК-вирусами, выбор матрицы для прайме-
ров имеет решающее значение для обеспечения 
высокой чувствительности и специфичности 

анализа. В качестве матрицы для обоих методов 
(ПЦР и LAMP) нами был выбран ген внутреннего 
структурного белка нуклеопротеина (N-ген), со-
четающий достаточную консервативность с вы-
соким уровнем транскрипции [18].

Тем не менее несоответствия между прай-
мером и матрицей неизбежны независимо 

Таблица 2. Результаты ПЦР и LAMP при тестировании 10-кратных разведений РНК вируса кори с мутациями в местах свя-
зывания праймеров для метода LAMP
Table 2. PCR and LAMP results for 10-fold dilutions of measles virus RNA with mismatches in LAMP primer binding sites

Разведение
Dilution

Образцы с мутациями в местах связывания праймеров LAMP
Samples with mutations in LAMP primers binding sites

18a 31а 32а 

LAMP, Сt ПЦР, Сt / PCR, Сt LAMP, Сt ПЦР, Сt / PCR, Сt LAMP, Сt ПЦР, Сt / PCR, Сt

10 -1 8,31 20,21 8,25 20,14 12,28 24,31

10 -2 10,37 23,79 10,51 23,80 22,87 28,43

10 -3 17,25 27,91 21,01 28,22 Отриц. / Neg. 32,62

10 -4 19,46 31,89 Отриц. / Neg. 31,33 Отриц. / Neg. 33,84

10 -5 Отриц. / Neg. 33,35 Отриц. / Neg. 34,39 Отриц. / Neg. Отриц. / Neg.

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

Примечание. LAMP — петлевая изотермическая амплификация; Ct — пороговый цикл; отриц. — значение Ct не определено.
Note. LAMP, loop-mediated isothermal amplification; Ct, threshold cycle; neg., threshold cycle not determined.

Таблица 3. Результаты ПЦР и LAMP при тестировании 10-кратных разведений РНК вируса кори с мутациями в местах свя-
зывания праймеров для метода ПЦР
Table 2. PCR and LAMP results for 10-fold dilutions of measles virus RNA with mismatches in PCR primer binding sites

Разведение
Dilution

Образцы с мутациями в местах связывания праймеров ПЦР
Samples with mismatches in PCR primer binding sites

19a 22а 30а 

LAMP, Сt ПЦР, Сt / PCR, Сt LAMP, Сt ПЦР, Сt / PCR, Сt LAMP, Сt ПЦР, Сt / PCR, Сt

10 -1 4,91 19,18 20,13 20,14 6,33 23,36

10 -2 6,27 22,82 24,24 23,80 7,49 27,15

10 -3 9,66 27,52 28,32 28,22 11,21 31,63

10 -4 17,88 31,15 32,00 31,33 Отриц. / Neg. Отриц. / Neg.

10 -5 Отриц. / Neg. 35,12 Отриц. / Neg. 34,39 Отриц. / Neg. Отриц. / Neg.

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

Примечание. LAMP — петлевая изотермическая амплификация; Ct — пороговый цикл; отриц. — значение Ct не определено.
Note. LAMP, loop-mediated isothermal amplification; Ct, threshold cycle; neg., threshold cycle not determined.

Таблица 4. Праймеры, используемые в реакционных смесях для LAMP и ПЦР
Table 4. Primers for LAMP and PCR mixes

Смесь
Mix 

Праймер
Primer

5'–3'-последовательность
5'–3'-sequence

Метод
Мethod 

B Forward mut ctaacyattaagtttgggatagara ПЦР/ PCR

C F3 mut ctgaaatgatatgygacattga

LAMP
D BIP mut ggtgaattatccacacttgagtcttttcatrtagggtgcagtctc

F MlBIPmod1 ggtgaattatccacacttgagtcttttcatrtagggtgcagtttc

G MlBIPmod2 ggtgagttatccacacttgagtcttttcatrtagggtgcagtctc

Таблица составлена авторами / The table was prepared by the authors

Примечание. LAMP — петлевая изотермическая амплификация. Жирным шрифтом выделены внесенные в праймеры мута-
ции, выявленные в клинических образцах.
Note. LAMP, loop-mediated isothermal amplification. Mutations introduced in the primers and identified in clinical samples are 
highlighted in bold.
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от используемой методики. Любое несовпаде-
ние в последовательности праймера снижает 
термическую стабильность дуплекса праймера 
и матрицы и может влиять на чувствительность 
ПЦР или LAMP.

В настоящей работе мы оценили часто-
ту встречаемости мутаций в местах посадки 
праймеров и зонда, используемых в наборах 
реагентов на основе LAMP и ПЦР для выяв-
ления РНК вируса кори. В отличие от нашего 
предыдущего исследования, в котором было 

проанализировано 696 полногеномных нукле-
отидных последовательностей вируса кори [4], 
в настоящей работе были изучены все после-
довательности, представленные в базе данных 
NCBI, что почти вдвое увеличило объем выбор-
ки. Филогенетический анализ этих образцов по-
казал, что выборка включает все генотипы виру-
са кори, в том числе актуальные.

Согласно полученным данным, более 99% по-
следовательностей полностью комплементар-
ны праймерам, используемым в ПЦР, или имеют 

Таблица 5. Результаты ПЦР для 10-кратных разведений РНК вируса кори с мутациями в местах посадки праймеров
Table 5. PCR results for 10-fold dilutions of measles virus RNA with mutations in primer binding sites

Разведение 
образца

Sample dilution

ПЦР, Сt / PCR, Сt

Образец 22a / Sample 22а Образец 19a / Sample 19а Образец 30a / Sample 30а

Смесь А / Mix А Смесь B / Mix B Смесь A / Mix А Смесь B / Mix B Смесь A / Mix А Смесь B / Mix B

10 -1 21,68 20,46 20,72 19,23 25,61 24,08

10 -2 27,88 26,00 25,78 24,23 31,81 29,12

10 -3 35,34 32,08 33,03 29,78 Отриц. / Neg. 35,70

10 -4 40,51 36,61 38,16 34,32 Отриц. / Neg. Отриц. / Neg.

10 -5 Отриц. / Neg. Отриц. / Neg. Отриц. / Neg. Отриц. / Neg. Отриц. / Neg. Отриц. / Neg.

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

Примечание. Ct — пороговый цикл; отриц. — значение Ct не определено. А — реакционная смесь со стандартными праймера-
ми из набора реагентов; B — реакционная смесь с модифицированными праймерами.
Note. Ct, threshold cycle; neg., threshold cycle not determined. A, standard mix with primers from the reagent kit; B, mix with 
modified primers.

Таблица 6. Результаты LAMP для 10-кратных разведений РНК вируса кори с мутациями в местах посадки праймеров
Table 6. LAMP results for 10-fold dilutions of measles virus RNA with mismatches in primer binding sites

Разведение 
образца

Sample dilution

LAMP, Сt

Образец 18а / Sample 18а 

Смесь А / Mix А Смесь C / Mix C Смесь D / Mix D Смесь F / Mix F Смесь G / Mix G

10 -1 11,22 13,33 30,03 11,18 32,44

10 -2 13,10 21,15 36,76 14,53 Отриц. 

10 -3 14,72 Отриц. / Neg. Отриц. / Neg. Отриц. / Neg. Отриц. / Neg.

Образец 31а / Sample 31а

10 -1 11,55 13,59 29,6 11,34 32,49

10 -2 13,40 20,15 35,56 14,62 36,76

10 -3 26,35 Отриц. / Neg. Отриц. / Neg. 36,76 Отриц. / Neg.

Образец 32а / Sample 32а

10 -1 14,02 14,02 34,69 14,87 38,01

10 -2 21,67 16,46 Отриц. / Neg. 22,29 Отриц. / Neg.

10 -3 Отриц. / Neg. Отриц. / Neg. Отриц. / Neg. Отриц. / Neg. Отриц. / Neg.

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

Примечание. LAMP — петлевая изотермическая амплификация; Ct — пороговый цикл; отриц. — значение Ct не определено. 
А — реакционная смесь со стандартными праймерами из набора реагентов; C, D, F, G — реакционные смеси с модифициро-
ванными праймерами.
Note. LAMP, loop-mediated isothermal amplification; Ct, threshold cycle; neg., samples threshold cycle not determined. A, standard 
mix with primers from the reagent kit; C, D, F, G, mixes with modified primers.



83

Tsyganova G.M., Bogoslovskaya E.D., Shipulin G.A., Shipulina O.Yu., Bogoslovskaya E.V.
Effect of primer binding sites mutations on the efficacy of measles virus RNA detection using PCR and LAMP techniques

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2026, V. 26, No. 1

только одну замену в местах их посадки. Для LAMP 
была показана чуть большая вариабельность 
в области посадки праймеров: 96,5% последо-
вательностей, представленных в базе данных 
NCBI, комплементарны праймерам или содержат 
единичные мутации. Таким образом, нам удалось 
выбрать не только максимально консерватив-
ную область в гене нуклеопротеина (919–1008 — 
для ПЦР, 860–1071 — для LAMP), но и подобрать 
праймеры, которые могут эффективно выявлять 
РНК вируса кори в клинических образцах обои-
ми методами, независимо от генотипа.

Анализ последовательностей вируса кори, 
полученных из клинических образцов от паци-
ентов в Российской Федерации, показал нали-
чие одной мутации в области посадки прямого 
праймера для ПЦР и по одной мутации в обла-
стях праймеров F3 и BIP (B1c и B2) для LAMP. 
В модельных экспериментах было показано не-
большое снижение чувствительности ПЦР в слу-
чае единичной мутации при крайне низких кон-
центрациях вируса. Несмотря на расположение 
мутации в прямом праймере достаточно далеко 
от 3'-конца праймера (23-е положение), в край-
них разведениях РНК наблюдалось отставание 
примерно на 4 цикла, где эта мутация присут-
ствовала, а для одного из трех образцов число 
разведений РНК с положительным результатом 
было на одно больше при использовании полно-
стью комплементарного прямого праймера.

В случае использования метода LAMP 
для выявления РНК вируса кори нами уста-
новлено, что замены во внешних праймерах 

F3 и B3, используемых для инициации реак-
ции, не влияют на скорость и чувствительность 
реакции, что согласуется с данными литерату-
ры  [19]. В отличие от внешних праймеров, пет-
левой праймер BIP внес гораздо больший вклад 
в реакцию. Механизм этого влияния остается 
неясным, поскольку праймер с двумя внесен-
ными мутациями и полностью комплементар-
ный РНК вируса кори сработал аномально хуже, 
чем праймер с двумя мисмэтчами к этим РНК-
последовательностям, приводя к уменьшению 
скорости реакции, но не к снижению чувстви-
тельности анализа. Негативное влияние на реак-
цию оказывала только замена в сайте В2 прай-
мера BIP, тогда как замена в сайте В1с не влияла 
на ее скорость. Это может косвенно указывать 
на наличие конформационных особенностей 
длинных петлевых праймеров, негативно влия-
ющих на скорость реакции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Молекулярно-генетические методы — ПЦР 

и LAMP — эффективно выявляют РНК виру-
са кори в клинических образцах независимо 
от генотипа. При использовании метода ПЦР 
в большинстве случаев одиночные мутации 
мало влияли на эффективность амплификации, 
что согласуется с нашими предыдущими дан-
ными по диагностике ВИЧ. В случае LAMP оди-
ночные мутации также в большинстве случаев 
не влияли на чувствительность анализа, однако 
влияние структуры петлевых праймеров на ско-
рость реакции требует дальнейшего изучения.
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Оценка активности филграстима 
биологическим методом in vitro: 
валидация методики
Л.А. Гайдерова , М.Л. Байкова , О.В. Головинская , С.Л. Лысикова , 
В.В. Фоменко , Н.А. Алпатова  

	 Федеральное государственное бюджетное учреждение «Научный центр экспертизы 
средств медицинского применения» Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

 Алпатова Наталья Александровна; alpatova@expmed.ru

РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Филграстим представляет собой гранулоцитарный колониестимулирующий 
фактор человека, изготовленный по технологии рекомбинантных ДНК. Поскольку при про-
изводственном контроле качества филграстима должна применяться валидированная ме-
тодика, первостепенное значение имеет установление ее валидационных характеристик 
методики в полном объеме, а при замене критичных реагентов/материалов/параметров — 
подтверждение ранее установленных.
ЦЕЛЬ. Выбор параметров и подтверждение ряда валидационных характеристик методики 
оценки специфической активности филграстима биологическим методом in vitro при ис-
пользовании клеточной линии NFS-60.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Специфическую активность филграстима оценивали по интен-
сивности флуоресценции красителя аlamarBlue™ при длинах волн возбуждения (530 нм) 
и эмиссии (620 нм), прямо пропорциональной уровню пролиферации клеток линии NFS-60 
под действием филграстима в дозах от 0,1 до 208 МЕ/мл. Полученные данные анализиро-
вали в программе PLA 2.0.0 методом параллельных линий с использованием 4-параметри-
ческой логистической функции 4PL.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Методика охарактеризована как прецизионная: значение коэффициента 
вариации (CV) при изучении повторяемости и внутрилабораторной прецизионности со-
ставляет 6,20 и 1,19% соответственно (критерий приемлемости CV≤25%). Методика ли-
нейна — коэффициент детерминации (R2) линейной функции составляет 0,99 при значе-
нии критерия приемлемости R2≥0,95. Значение степени извлечения составляет 101,6% 
и не превышает отклонения ±10% от ожидаемого значения. Методика устойчива к увели-
чению плотности клеточной суспензии с 1,5×105 до 3,0×105 клеток/мл (CV=0,07%) и увели-
чению продолжительности инкубации образцов филграстима с клеточной суспензией с 48 
до 72 ч (CV=4,2%) или с флуоресцентным красителем с 4 до 6 ч (CV=2,05%).
ВЫВОДЫ. Методика оценки специфической активности препаратов на основе фил-
грастима в условиях in vitro при использовании клеток линии NFS-60 характеризует-
ся линейностью, прецизионностью и правильностью; показана устойчивость методики 
при контролируемом изменении ряда параметров. Исследование подтверждает пригод-
ность использования клеток линии NFS-60 при оценке специфической активности ле-
карственных средств на основе филграстима. Это имеет важное значение для произво-
дителей с точки зрения расширения спектра клеточных линий, применяемых при оценке 
качества препаратов.

Ключевые слова:	 специфическая активность; биологический метод; валидационные характеристики; 
правильность; линейность; робастность; прецизионность; линия клеток NFS-60; 
гранулоцитарный колониестимулирующий фактор
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Filgrastim is a human granulocyte colony-stimulating factor produced using 
recombinant DNA technology. Since filgrastim quality control necessitates a validated method, 
establishing the entire method validation parameters is of high priority; confirming the previ-
ously established parameters gains primary importance when substituting critical reagents/
materials/parameters.
AIM. This study aimed to select and confirm a number of validation parameters for in vitro bio-
logical method that would assess filgrastim potency using NFS-60 cell line.
MATERIALS AND METHODS. Filgrastim potency was assessed by fluorescence intensity of 
alamarBlue™ reagent at excitation wavelengths of 530 nm and emission of 620 nm directly 
proportional to proliferation level of NFS-60 cells exposed to filgrastim 0.1 to 208 IU/mL. Sta-
tistical analysis of the results was performed using the 4-parameter logistic function 4PL and 
the parallel line analysis in PLA 2.0.0 software.
RESULTS. The method was deemed precise: the coefficient of variation (CV) in the repeatabili-
ty study was 6.20%, and the intermediate precision study showed CV 1.19% (acceptance criteri-
on CV≤25%). The method was linear; the coefficient of determination for the linear function was 
R2=0.99 (acceptance criterion R2≥0.95). The degree of recovery was 101.6% and did not exceed ±10% 
of the expected value. The method was robust to an increased density of the cell suspension from 
1.5×105 to 3.0×105 cells/mL (CV=0.07%) and to prolonged incubation of filgrastim samples with the 
cell suspension (from 48 to 72 h, CV=4.2%) or with fluorescent dye (from 4 to 6 h, CV=2.05%).
CONCLUSIONS. The in vitro method assessing specific potency of filgrastim-based preparations 
using NFS-60 cell line is linear, precise, and accurate, and has proven to be stable under con-
trolled changes of certain parameters. Confirmed applicability of NFS-60 cell line for assessing 
the potency of filgrastim-based preparations is essential for manufacturers, since it expands 
the range of cell cultures used for quality assessment of preparations.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время в мировой фармацевти-

ческой практике сохраняется интерес к произ-
водству биотехнологических лекарственных 
препаратов (ЛП) на основе гранулоцитарного 
колониестимулирующего фактора (Г‑КСФ)  — 
биоаналогичных (биоподобных) филграстимов 
и препаратов, которые благодаря измененной 
структуре молекулы обладают увеличенным пе-
риодом полувыведения, сниженной частотой не-
желательных и побочных эффектов. Филграстим, 
рекомбинантный гранулоцитарный колоние-
стимулирующий фактор человека (рчГ-КСФ),  
представляет собой негликозилированный белок, 
полученный с помощью технологии рекомбинат-
ной ДНК. Продуцентами рчГ-КСФ являются штам-
мы Escherichia coli, в геном которых введен ген 
человеческого Г-КСФ [1]. Филграстим проявляет 
биологическую активность при взаимодействии 
с рецепторами к Г-КСФ, которые экспрессиро-
ваны на поверхности клеток миелоидного ряда. 
Принцип действия Г-КСФ заключается в стиму-
ляции пролиферации клеток-предшественников 
и дифференцировки их в зрелые нейтрофилы, 
что широко используется при лечении нейтро-
пении, вызванной химиотерапией, у пациентов 
с онкологическими заболеваниями [2, 3].

Специфическая активность  — критичный 
показатель качества биотехнологических ЛП, 
который должен объективно и надежно оцени-
ваться на всех этапах жизненного цикла ЛП [4]. 
Целесообразно оценивать относительную спе-
цифическую активность (RP), сравнивая эффект 
ЛП с эффектом соответствующего стандартного 
образца1. Активность ЛП, действующим веще-
ством которых является филграстим, оценивают 
биологическим методом in vitro по уровню про-
лиферации клеточных линий, чувствительных 
к действию филграстима.

Биологические тест-системы (БТС) играют 
важную роль в современных биомедицинских 
исследованиях и разработках биологических 
ЛП и позволяют изучать процессы, определяю-
щие патогенез заболевания. БТС позволяют вос-
производить механизм действия ЛП на молеку-
лярном уровне и выбирать пригодные методики 
оценки специфической биологической активно-
сти ЛП для подтверждения стабильности и по-
стоянства качества ЛП по данному показате-
лю на протяжении всего жизненного цикла ЛП. 
Кроме того, БТС необходимы при доказательстве 
биоподобия биоаналогичного ЛП референтному 

препарату [5–7]. Известно, что результаты, полу-
ченные с использованием БТС, характеризуются 
высокой вариабельностью, достигающей 50%.  
Есть несколько причин вариабельности ре-
зультатов испытаний на клеточных линиях: 
разная чувствительность клеток; уровень жизне-
способности и концентрации клеток; количество 
пассажей; периодичность и условия пересевов 
при рутинном культивировании; продолжитель-
ность культивирования до момента использо-
вания в испытании; состав питательной среды; 
время инкубации клеток с препаратом; парамет-
ры инкубирования и др. [8–10]. Таким образом, 
стандартизации биологических методик, приме-
няемых при оценке специфической активности 
ЛП, следует уделять особое внимание.

Учитывая значимое влияние перечисленных 
выше факторов на надежность и релевантность 
результатов, получаемых при постановке био-
логической методики in vitro, такие факторы 
должны быть изучены при валидации методики 
в процессе ее разработки. Подтверждение пра-
вильности и прецизионности методики способ-
ствует получению валидных результатов2. В тече-
ние жизненного цикла ЛП возможно внесение 
изменений, в том числе критичных, в методику 
оценки специфической активности, что преду-
сматривает проведение исследований по под-
тверждению валидационных характеристик.

При контроле качества ЛП на основе филгра-
стима специфическая активность оценивается 
по стимулирующему действию на пролиферацию 
чувствительных к Г-КСФ клеток, уровень которой 
определяется с помощью различных красителей 
и реагентов [10–14]. В монографии Европейской 
фармакопеи The Filgrastim concentrated solu-
tion предложено применение клеточной линии 
M-NFS-60 (ATCC, No. CRL-1839)3 для оценки спе-
цифической активности филграстима. Однако ак-
тивность ряда ЛП на основе филграстима оцени-
вается с применением клеточной линии NFS-60.  
Обе клеточные линии получены от мышей с мие-
лоидным лейкозом и являются чувствительными 
к Г-КСФ. При этом M-NFS-60 представляет собой 
клеточную сублинию, полученную из NFS-60 
при культивировании в присутствии макрофа-
гального КСФ [15]. Кроме того, клеточную линию 
M-NFS-60 использовали в международных иссле-
дованиях по разработке 2-го Международного 
стандартного образца Г-КСФ [16]. Учитывая, 
что при оценке качества филграстима произво-
дители применяют клеточные линии M-NFS-60 

1	 1032 Design and development of biological assays. United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville; 2024.
2	 ICH Q2(R) Validation of analytical procedures. EMA; 2023.
	 ICH Q14 Analytical procedure development. EMA; 2023.
3	 2206 Filgrastim concentrated solution. European Pharmacopoeia 11.5. Strasbourg: EDQM; 2024. 
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и NFS-60, одна из которых предусмотрена моно-
графией Европейской фармакопеи, целесообраз-
но подтвердить валидационные характеристи-
ки методики с использованием NFS-60 с целью 
включения соответствующей общей фармако-
пейной статьи в Государственную фармакопею 
Российской Федерации.

Цель работы — выбор параметров и подтвер-
ждение ряда валидационных характеристик 
методики оценки специфической активности 
филграстима биологическим методом in vitro 
при использовании клеточной линии NFS-60.

Для достижения поставленной цели были 
сформулированы следующие задачи: подобрать 
оптимальные условия для проведения испыта-
ния и уточнить ряд параметров методики (дозы 
филграстима, концентрация клеток в лунке, 
время инкубации с красителем); изучить вали-
дационные характеристики методики, такие 
как правильность, линейность, прецизионность 
и устойчивость (робастность).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы

В работе использовали следующие мате-
риалы и реагенты: клеточная линия NFS-60 
(СLS, Германия, кат. № 400301)  — цитокинза-
висимые мышиные миелобласты, полученные 
после заражения взрослых мышей вирусом 
Cas-Br-MuLV; 2-й Международный стандарт-
ный образец (МСО) рчГ-КСФ (2nd International 
standard for granulocyte colony stimulat-
ing factor, human rDNA-derived, NIBSC, code 
09/136, 95000 МЕ/ампула, 100 МЕ ≈1 нг бел-
ка); питательная среда RPMI-1640 («ПанЭко», 
Россия, кат. № с330п); фетальная бычья сы-
воротка, термически инактивированная 
(HyClone, США, кат. № SH30070.03); 50 мг/мл 
гентамицин («ПанЭко», Россия, кат. № А011);  
200 мМ GlutaMAX (Gibco, США, кат. № 35050061); 
1 М HEPES (Gibco, США, кат. № 15630-080); ро-
стовой фактор интерлейкин-3 (Sigma-Aldrich, 
Германия, кат. № 14144); флуоресцентный 
краситель alamarBlue™ (Invitrogen, США,  
кат. № DAL1100); 0,4% трипановый синий 
(Sigma-Aldrich, Германия, кат. № T8154); фос-
фатно-солевой буфер Дульбекко (Gibco, США, 
кат. № 141190-144). В работе также использо-
вали 96-луночные полистироловые планшеты 
(Corning, США, кат. № 3599).

Методы
Культивирование  клеток линии NFS-60 осуще-

ствляли в стандартных условиях при 37°С, 5±2% 
СО2 и увлажненной атмосфере в СО2-инкубаторе 
Binder C-150 (BINDER, Германия) в среде  

RPMI-1640, обогащенной интерлейкином-3  
(2 нг/мл), 10% фетальной бычьей сывороткой,  
2 мМ GlutaMAX, 25 мМ HEPES и содержащей  
50 мкг/мл гентамицина для предотвращения бак-
териальной контаминации. Клеточную суспензию 
пассировали каждые 48–72 ч; плотность при пере-
севе составила от 2,5×104 до 5×104 клеток/мл.

Перед началом испытания клетки трижды 
отмывали от интерлейкина-3 путем центри-
фугирования при 250 g в фосфатно-солевом 
буфере Дульбекко. После третьего цикла цен-
трифугирования осадок ресуспендировали 
в среде для анализа (идентична по составу 
среде для культивирования, но не содержит 
интерлейкин-3), затем отбирали аликвоту сус-
пензии, окрашивали 0,4% раствором трипано-
вого синего и подсчитывали количество жизне-
способных клеток. В испытании использовали 
культуру клеток с жизнеспособностью не менее 
90% и плотностью 1,5×105 клеток/мл; при изуче-
нии устойчивости методики — 3,0×105 клеток/мл.  
Непосредственно перед началом испытания 
к клеточной суспензии добавляли 2‑меркапто-
этанол до конечной концентрации 0,1 мМ.

Изучение валидационных характеристик ме-
тодики. В качестве стандартного образца (СО) 
и испытуемого образца (ИО) использовали неза-
висимые разведения одной и той же серии МСО 
рчГ-КСФ. Для одного независимого определе-
ния готовили две независимые серии разведе-
ний МСО от 208 МЕ/мл (≈2 нг/мл) до 0,1 МЕ/мл 
(≈0,001 нг/мл). Каждую серию разведений вно-
сили в лунки культурального планшета в трех 
повторностях (100 мкл/лунка) и добавляли 
равный объем ранее подготовленной клеточ-
ной суспензии. Значения активности образцов 
в лунках после внесения суспензии составили 
104, 52, 26, 13, 6,5, 3,25, 1,63, 0,81, 0,41, 0,20, 
0,10 и 0,05  МЕ/мл, а концентрация клеток  — 
0,75×105 клеток/мл; при изучении устойчивости 
методики использовали 1,5×105 клеток/мл.

Планшеты, содержащие реакционную смесь, 
инкубировали в CO2-инкубаторе в течение 48 ч 
(при изучении устойчивости методики — в тече-
ние 72 ч) при 37°С и 5±2% СО2 и увлажненной 
атмосфере. Далее в лунки с СО и ИО добавляли 
по 20 мкл аlamarBlue™ и инкубировали в тече-
ние 4 ч (при изучении устойчивости методики — 
в течение 6 ч) в тех же условиях. По окончании 
инкубации регистрировали сигналы флуорес-
ценции при длинах волн 530 и 620 нм возбужде-
ния и эмиссии соответственно.

При изучении линейности методики готовили 
модельные растворы МСО с ожидаемой актив-
ностью 80, 90, 100, 110 и 120% относительно 
МСО, выбранного в качестве СО с активностью 
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100%. Остальная процедура испытания остава-
лась без изменений.

Оценка пригодности системы и ИО является 
неотъемлемой частью аналитических методик 
и основана на концепции, что оборудование, ре-
агенты, процедуры и ИО составляют целостную 
систему4. Для обеспечения надежности анали-
за и достоверности результатов устанавливают 
требования к критериям пригодности системы 
(для СО), тогда как для ИО также оценивают сте-
пень его подобия СО в качестве критериев при-
емлемости результатов испытания5 [4].

Статистический анализ данных. Полученные 
в испытаниях данные анализировали в програм-
ме PLA 2.0.0 (Stegmann Systems, Германия) ме-
тодом параллельных линий с использованием 
4-параметрической логистической функции 4PL. 
Проводили аппроксимацию зависимости значе-
ний сигналов флуоресценции от десятичного ло-
гарифма концентрации филграстима. Значения 
средних величин, стандартных отклонений 
и коэффициентов вариации (CV) рассчитывали 
в программе Microsoft Excel. Значения коэффи-
циентов детерминации (R2) кривых зависимости 
«доза–эффект» для СО и ИО рассчитывали ав-
томатически для определения степени зависи-
мости между регрессионной моделью и исход-
ными данными. Средние значения указанных 
параметров рассчитывали для всех независи-
мых определений в рамках испытания с одина-
ковым набором условий.

Критерии пригодности и приемлемости. 
Полученные результаты оценивали на соответ-
ствие критериям пригодности системы и прием-
лемости результатов, чтобы подтвердить надеж-
ность данных6 [17]. Использовали следующие 
критерии: R2≥0,95; динамический диапазон 
анализа, для оценки которого определяли от-
ношение максимального значения сигнала к ми-
нимальному значению (соотношение асимптот 
≥3); наличие линейного участка на дозозави-
симой кривой, содержащего не менее 3 точек; 
CV для 3 повторностей каждого разведения 
образцов7.

При оценке критериев пригодности системы 
использовали следующие параметры8: кривая 

зависимости интенсивности сигнала от концен-
трации СО включает не менее 3 точек в линей-
ном диапазоне; значение R2 кривой зависимости 
ответа от дозы СО должно быть ≥0,95; значения 
CV единиц флуоресценции для повторностей 
каждого разведения СО должны быть ≤25%.

Были установлены следующие критерии 
приемлемости результатов испытания для ИО 
(разведения МСО, взятого в качестве ИО)9: ста-
тистический анализ данных подтверждает от-
сутствие отклонений от линейности и парал-
лельности кривой зависимости ответа от дозы 
ИО по сравнению с СО (Р=0,95); значение R2 кри-
вой зависимости ответа от дозы ИО должно 
быть ≥0,95; значения CV единиц флуоресцен-
ции для повторностей каждого разведения ИО 
должны быть ≤25%.

При соблюдении критериев пригодности си-
стемы и приемлемости результатов рассчиты-
вали значения относительной специфической 
активности (RP) по формуле (1).

	
RP = × 100%,ЕС50 МСО_ИО 

ЕС50 МСО_СО 

	
(1)

где ЕС50 МСО_СО — полумаксимальная эффектив-
ная концентрация международного стандартно-
го образца, взятого в качестве стандартного об-
разца, нг/мл; ЕС50 МСО_ИО — полумаксимальная 
эффективная концентрация международного 
стандартного образца, взятого в качестве испы-
туемого образца, нг/мл.

Валидационные испытания. В соответствии 
с ОФС.1.1.0012 и Решением Коллегии ЕЭК 
№  113 методики оценки специфической актив-
ности биотехнологических лекарственных пре-
паратов относятся к количественным и для обес-
печения достоверности результатов испытания 
должны обладать правильностью, линейностью, 
воспроизводимостью, прецизионностью, специ-
фичностью и устойчивостью10.

Прецизионность методики для оценки из-
менчивости повторяющихся измерений изу-
чали на двух уровнях: повторяемость и вну-
трилабораторная прецизионность. Испытания 
по оценке прецизионности проводили в разные 
дни с участием одного или двух аналитиков. 

4	 1032 Design and development of biological assays. United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville; 2024.
5	 1032 Design and development of biological assays. United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville; 2024.
	 1034 Analysis of biological assays. United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville; 2024.
6	 https://www.pharmtech.com/view/establishing-systems-suitability-and-validity-criteria-for-analytical-methods-and-bioassays
7	 1032 Design and development of biological assays. United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville; 2024. 
8	 1034 Analysis of biological assays. United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville; 2024.
	 ICH Q14 Analytical procedure development. EMA; 2023.
9	 Там же. 
10	 ОФС.1.1.0012. Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд.; 2023. 
	 Решение Коллегии ЕЭК от 17.07.2018 № 113 «Об утверждении Руководства по валидации аналитических методик прове-

дения испытаний лекарственных средств».
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Для подтверждения повторяемости одним ана-
литиком выполнено 9 независимых определе-
ний. Повторяемость оценивали по величине CV 
значений RP, полученных в независимых опре-
делениях. Внутрилабораторную прецизион-
ность оценивали по результатам, полученным 
двумя аналитиками в 6 независимых опреде-
лениях в разные дни. Рассчитывали величину 
CV средних значений RP, полученных разными 
аналитиками11.

Правильность методики подтверждали пу-
тем выполнения 9 независимых определений. 
Для каждого независимого определения ме-
тодом параллельных линий рассчитывали RP. 
Степень извлечения (%) рассчитывали по фор-
муле (2).

Степень извлечения = × 100%,   (2)RP (ожидаемо)
RP (получено)

где RP (получено)  — значение относительной 
специфической активности, полученное в испы-
тании; RP (ожидаемо)  — значение относитель-
ной специфической активности, рассчитанное 
при приготовлении модельных образцов.

В качестве критерия приемлемости результа-
тов использовали критерий степень извлечения 
±25% от ожидаемого значения12.

Линейность разведения образцов, то есть на-
личие линейной зависимости между значения-
ми ожидаемой и полученной RP, изучали на мо-
дельных образцах с ожидаемой активностью 
80, 90, 100, 110 и 120% в пределах аналитиче-
ской области методики (80–125%). Проводили 
3 независимых испытания по определению RP 
для каждого модельного образца. Если значе-
ние R2 из графика зависимости между ожида-
емыми и полученными значениями активности 
в соответствии с установленными критериями 
составляло ≥0,95, методику признавали линей-
ной в заданном диапазоне13.

При изучении робастности методи-
ки оценивали влияние на RP контролируе-
мых изменений параметров при проведении 
испытаний: плотность клеточной суспензии  — 
1,5×105 и 3,0×105 клеток/мл; продолжительность 
инкубации клеток с образцами  — 48 или 72 ч; 
продолжительность инкубации после внесения 

красителя alamarBlue™ — 4 или 6 ч. Отдельное 
испытание каждого из исследуемых параметров 
включало ≥6 независимых определений. В ка-
честве критерия приемлемости использовали 
CV≤25% значений RP, полученных в независи-
мых определениях14.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Любое изменение, вносимое в валидирован-

ную методику анализа биологической актив-
ности, должно оцениваться с точки зрения его 
влияния на валидационные характеристики 
и соответствие методики заявленному назначе-
нию. Изменения можно считать незначительны-
ми, если не затрагивается биологическая основа 
анализа. В таком случае допустимо проведение 
верификационных исследований для подтвер-
ждения отсутствия негативного влияния изме-
нений на валидность методики [18]. Внесение 
значимых изменений требует проведения ва-
лидации методики в полном объеме. Поскольку 
клеточные линии М-NFS-60 и NFS-60 имеют 
общее происхождение, аналогичные харак-
теристики и чувствительны к Г-КСФ, в данном 
исследовании только часть валидационных ха-
рактеристик методики оценки специфической 
активности филграстима изучали на клеточной 
линии NFS-60.

На предварительном этапе были подобра-
ны оптимальные условия проведения испыта-
ний, такие как концентрации образцов филгра-
стима и диапазон их разведений, количество 
клеток на лунку, время инкубации и краситель 
для идентификации пролиферирующих кле-
ток. Оптимальные условия воспроизведения 
методики оценки специфической активно-
сти филграстима с использованием клеток 
линии NFS-60 [14] приведены в таблице 1.

Зависимость пролиферации клеток линии 
NFS-60 от дозы филграстима. Наличие прямой 
зависимости уровня пролиферации клеток ли-
нии NFS-60 от используемых доз филграстима 
подтверждено экспериментально. На рисунке S1  
(опубликован на сайте журнала15) показано, 
что кривая зависимости интенсивности флуо-
ресценции от логарифма доз филграстима (кри-
вая зависимости «доза–эффект») при использо-
вании клеточной линии NFS-60 характеризуется 

11	 ICH Q2(R) Validation of analytical procedures. EMA; 2023.
	 1033 Biological assay validation. United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville; 2024.
12	 1033 Biological assay validation. United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville; 2024.
13	 1033 Biological assay validation. United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville; 2024.
	 ICH Q2(R) Validation of analytical procedures. EMA; 2023.
14	 1033 Biological assay validation. United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville; 2024.
	 1034 Analysis of biological assays. United States Pharmacopeia. USP–NF. Rockville; 2024.
	 ICH Q2(R) Validation of analytical procedures. EMA; 2023.
15	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-85-96-fig-s1
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приемлемыми результатами в диапазоне кон-
центраций от 0,0005 до 0,52 нг/мл или активно-
стей от 0,05 до 52 МЕ/мл.

На графике кривой зависимости интенсив-
ности флуоресценции от логарифма доз образ-
ца филграстима определен линейный участок, 
соответствующий условию R2≥0,95 (табл. S1, 
опубликована на сайте журнала16). Пример ли-
нейного участка кривой зависимости «доза–эф-
фект» представлен на рисунке S2 (опубликован 
на сайте журнала17). Кривая имеет выраженное 
верхнее и нижнее плато — 52 и 0,05 МЕ/мл соот-
ветственно, линейный участок в диапазоне кон-
центраций от 0,008 до 0,0325 нг/мл или актив-
ностей от 0,8–3,25 МЕ/мл и R2=0,99 (рис. S1 и S2, 
опубликованы на сайте журнала). Поскольку 
кривая имеет верхнее и нижнее плато с отноше-
нием асимптот >4, не менее 3 точек на линейном 
участке кривой и R2=0,99, то критерии приемле-
мости были соблюдены.

Повторяемость методики оценивали по бли-
зости результатов, полученных в независимых 
определениях, проводимых одним аналитиком 
в одинаковых условиях на одном оборудова-
нии в пределах короткого промежутка време-
ни. Методику считали соответствующей данной 
характеристике, если значение CV между зна-
чениями RP составляло ≤25% (табл. 2). CV зна-
чений RP между независимыми определениями 
не превышал 9,2%, а между испытаниями соста-
вил 6,2%.

Внутрилабораторную прецизионность оцени-
вали по результатам, полученным разными ана-
литиками на разном оборудовании в разные дни. 

В качестве критерия приемлемости использова-
ли CV≤25%. Средние значения RP и CV представ-
лены в таблице 3.

Данные таблицы 3 демонстрируют воспроиз-
водимость результатов биологической методи-
ки, полученных двумя аналитиками. Значения  
RP   ±   стандартное отклонение составили 
101,6±0,97 и 99,9±0,98% для аналитика № 1 и 2 со-
ответственно, а значение CV=1,19%. Полученные 
результаты свидетельствуют об удовлетвори-
тельной прецизионности методики.

Правильность методики изучали по критерию 
«Степень извлечения». Для каждого независи-
мого определения рассчитывали значения RP. 
В качестве критерия приемлемости результа-
тов рассматривали степень извлечения ±25% 
от ожидаемого значения. Значение степени из-
влечения для образца (табл. 4) составило 101,6% 
и не превышало отклонения ±10% от ожидаемо-
го значения. Таким образом, полученные дан-
ные позволили сделать вывод, что правильность 
методики подтверждена.

Для подтверждения линейности методики 
в пределах аналитического диапазона строили 
графики линейной регрессии, аппроксимируя 
значения полученной активности от ожидае-
мой, при использовании испытуемого образца 
с симулированной активностью от 80% до 120%. 
В качестве критерия приемлемости линейности 
методики рассматривали значение R2≥0,95 меж-
ду измеренными и ожидаемыми значениями RP. 
Средние значения полученных RP для каждого 
из 3 определений представлены в таблице  5. 
На рисунке S3 (опубликован на сайте журнала18) 

16	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-85-96-table-s1
17	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-85-96-fig-s2
18	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-85-96-fig-s3

Таблица 1. Оптимальные условия воспроизведения методики оценки специфической активности филграстима с использо-
ванием клеточной линии NFS-60
Table 1. The optimal conditions for repeating assessment method of filgrastim potency using NFS-60 cell line

Параметры / Parameters Значения параметров / Values

Активность образца в первой лунке, МЕ/мл
Sample potency in the first well, IU/mL 208

Концентрация образца в первой лунке, нг/мл
Sample concentration in the first well, ng/mL 2

Кратность разведений / Dilution factor 1:1

Вносимый объем образцов и суспензии клеток, мкл
Volume of samples and cell suspension introduced, µL 100

Время инкубации, ч / Incubation time, h 48

Краситель / Dye AlamarBlue™

Метод детектирования / Detection method
Длины волн, нм / Wavelengths, nm

Флуориметрия / Fluorimetry
530 и 620 / 530 and 620

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table was prepared by the authors using their own datа
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приведен график зависимости полученных зна-
чений RP от соответствующих значений ожида-
емой активности (теоретические значения RP).

Продемонстрирована линейная зависимость 
между полученными и ожидаемыми значени-
ями RP. Показано, что теоретические значения 
RP (80, 90, 100, 110 и 120%) прямо пропорцио-
нальны экспериментально установленным зна-
чениям RP. Значение R2=0,99 соответствует кри-
терию приемлемости R2≥0,95. Таким образом, 
методика может дифференцировать уровни 

относительной специфической активности ИО 
от 80 до 120% относительно СО (табл. 5).

Значение оценки устойчивости (робастности) 
методики заключается в установлении парамет-
ров пригодности системы для поддержания ее 
валидности. Отдельное испытание для каждого 
из исследуемых параметров методики оценки RP 
филграстима (плотность клеточной суспензии, 
продолжительность инкубации образцов с кле-
точной суспензией и с красителем) включало 
минимум 6 независимых определений.

Таблица 2. Результаты испытаний валидационной характеристики «Повторяемость» методики оценки специфической ак-
тивности филграстима
Table 2. Repeatability of the method for assessing filgrastim potency (test results of a validation parameter)

Независимое определение
Independent determination

Относительная специфическая активность, %
Relative potency, %

Среднее значение
Mean value CV, % 95% ДИ

95% CI 

1 99,3

101,6 6,2 96,77–106,39

2 100,7

3 101,1

1 106,8

2 91,7

3 109,0

1 92,8

2 107,8

3 105,0

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

Примечание. ДИ — доверительный интервал; CV — коэффициент вариации.
Note. CI, confidence interval; CV, coefficient of variation.

Таблица 3. Результаты испытаний валидационной характеристики «Внутрилабораторная прецизионность» методики оцен-
ки специфической активности филграстима
Table 3. Intermediate precision of the method for assessing filgrastim potency (test results of a validation parameter)

№ определения
Test No.

Значения RP (%), полученные разными аналитиками в разные дни
RP values (%) obtained by different analysts on different days

Аналитик № 1 / Analyst No. 1 Аналитик № 2 / Analyst No. 2

1 101,5 99,9

2 101,7 98,9

3 101,2 98,9

4 101,7 100,4

5 103,2 99,7

6 100,2 101,5

Среднее значение RP, %
Mean value of RP, % 101,6 99,9

95% ДИ / 95% CI 99,66–103,54 97,93–101,87

CV, % 1,19

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

Примечание. RP — относительная специфическая активность; ДИ — доверительный интервал; CV — коэффициент вариации.
Note. RP, relative potency; CI, confidence interval; CV, coefficient of variation.
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На первом этапе оценивали, насколько ме-
тодика устойчива к изменению плотности 
клеточной суспензии. В испытаниях исполь-
зовали клеточные суспензии, содержащие 
1,5×105 или 3,0×105 клеток/мл. Полученные ре-
зультаты приведены в таблице 6, из которой 
следует, что увеличение плотности клеточной 
суспензии с 1,5×105 до 3,0×105 клеток/мл не ока-
зывало влияния на результат определения RP.

На втором этапе определяли чувствитель-
ность методики к увеличению продолжитель-
ности инкубации образцов филграстима с кле-
точной суспензией с 48 до 72 ч. Полученные 
значения RP, представленные в таблице 6, ука-
зывают на отсутствие зависимости значений ак-
тивности образцов от увеличения времени ин-
кубации c клеточной суспензией.

На третьем этапе оценивали, насколько мето-
дика устойчива к изменению продолжительно-
сти инкубации с красителем. После добавления 
в анализируемые лунки красителя alamarBlue™ 
планшеты оставляли в CO2-инкубаторе в тече-
ние 4 или 6 ч. Из таблицы 6 видно, что актив-
ность образцов не зависит от увеличения про-
должительности инкубации с красителем.

Таким образом, испытуемая методика устой-
чива к незначительным контролируемым из-
менениям, а именно увеличению плотности 
клеточной суспензии и продолжительности 
инкубации образцов с клеточной суспензией 
или красителем alamarBlue™.

ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ полученных данных показал, что все 

проведенные испытания с использованием в ка-
честве СО и ИО независимых разведений 2-го 
МСО Г-КСФ и клеточной линии NFS-60 соот-
ветствуют критериям пригодности системы, 
критериям приемлемости образца и являются 

валидными. Подтверждена пригодность си-
стемы. В качестве критериев рассматрива-
ли наличие линейности ответа при R2≥0,95, 
не менее 3 точек на линейном участке кривой, 
отношение асимптот ≥3 (отношение макси-
мального значения сигнала к минимальному), 
CV≤25% между повторностями каждого разве-
дения. Подтверждено отсутствие отклонений 

Таблица 5. Результаты испытаний валидационной характеристики «Линейность» методики оценки специфической актив-
ности филграстима
Table 5. Linearity of the method for assessing filgrastim potency (test results of a validation parameter)

Ожидаемое 
значение RP, %
Expected RP, %

Количество 
испытаний

Number of tests

Среднее значение RP 
(полученное), %

Mean RP (obtained), %

Степень извлечения, %
Degree of recovery, %

Степень извлечения, 
95% ДИ

Degree of recovery, 95% CI
CV, % 

80 3 79,59 99,49 97,77–101,21 3,8

90 3 90,61 100,68 98,80–102,56 3,8

100 3 101,04 101,04 99,54–102,54 2,7

110 3 110,08 100,07 98,24–101,90 3,0

120 3 119,76 99,80 97,64–101,96 3,2

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

Примечание. RP — относительная специфическая активность; ДИ — доверительный интервал; CV — коэффициент вариации.
Note. RP, relative potency; CI, confidence interval; CV, coefficient of variation.

Таблица 4. Результаты испытаний валидационной характе-
ристики «Правильность» методики оценки специфической 
активности филграстима
Table 4. Accuracy of the method for assessing filgrastim po-
tency (test results of a validation parameter)

№ определения
Test No. RP, %

1 99,3

2 100,7

3 101,1

4 106,8

5 91,7

6 109,0

7 92,8

8 107,8

9 105,0

Среднее значение RP, %
Mean RP, %

101,6

Ожидаемое значение RP, %
Expected RP, %

100,0

Степень извлечения, %
Degree of recovery, %

101,6

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

Примечание. RP  — относительная специфическая актив-
ность.
Note. RP, relative potency.
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Таблица 6. Результаты испытаний для валидационной характеристики «Робастность» методики оценки специфической ак-
тивности филграстима
Table 6. Robustness of assessment method for filgrastim potency (test results of a validation parameter)

№ определения
Test No.

Значения относительной специфической активности, % / Relative potency, %

Плотность клеточной 
суспензии, клеток/мл
Cell suspension density, 

cells/mL

Продолжительность инкубации 
образцов с клеточной суспензией, ч

Incubation time of samples with cell 
suspension, h

Продолжительность 
инкубации с alamarBlue™, ч

Incubation time with 
alamarBlue™, h

1,5×105 3,0×105 48 72 4 6

1 101,5 102,1 101,5 95,5 101,5 98,6

2 101,7 101,0 101,7 97,5 101,7 98,3

3 101,2 103,0 101,2 94,1 101,2 97,2

4 101,7 101,9 101,7 94,7 101,7 99,1

5 103,2 101,3 103,2 95,8 103,2 98,3

6 100,2 99,8 100,2 97,2 100,2 100,8

Среднее значение RP, %
Mean value of RP, % 101,6 101,5 101,6 95,8 101,6 98,7

CV, % 0,07 4,20 2,05

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

Примечание. RP — относительная специфическая активность; CV — коэффициент вариации.
Note. RP, relative potency; CV, coefficient of variation.

Таблица 7. Валидационные характеристики методики оценки специфической активности филграстима с использованием 
клеточной линии NFS-60
Table 7. Validation parameters of the method for assessing filgrastim potency using NFS-60 cell line

Характеристика
Parameter

Критерий
Criterion

Результат
Result

Заключение
Conclusion

Правильность / Accuracy Степень извлечения ±25%
Degree of recovery ±25% +1,6% Методика охарактеризована как правиль-

ная / The method is characterized as accurate

Линейность / Linearity R2≥0,95 R2=0,99 Методика охарактеризована как линейная  
The method is characterized as linear

Робастность / Robustness

Плотность клеточной суспензии  
Density of cell suspension CV≤25% 0,07%

Методика устойчива к увеличению плот-
ности клеточной суспензии / The method is 
robust to increasing cell suspension density 

Продолжительность инкубации 
образцов с клеточной суспензией
Incubation time of samples with cell 
suspension

CV≤25% 4,2%

Методика устойчива к увеличению про-
должительности инкубации образов с кле-
точной суспензией / The method is robust to 
increasing incubation time of samples with cell 
suspension

Продолжительность инкубации 
с красителем
Incubation time of samples with a dye

CV≤25% 2,05%

Методика устойчива к увеличению продол-
жительности инкубации с красителем   
The method is robust to increasing incubation 
time after the addition of a dye

Прецизионность / Precision

Повторяемость / Repeatability CV≤25% 6,20% Повторяемость и внутрилабораторная 
прецизионность методики подтверждены  
Repeatability and intermediate precision of the 
method are confirmed

Внутрилабораторная 
прецизионность
Intermediate precision

CV≤25% 1,19%

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

Примечание. RP — относительная специфическая активность; CV — коэффициент вариации; R2 — коэффициент детерминации.
Note. RP, relative potency; CV, coefficient of variation; R2, coefficient of determination.
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от линейности и параллельности кривой зависи-
мости специфической активности от дозы фил-
грастима для ИО по сравнению с СО.

Валидационные характеристики методи-
ки оценки специфической активности фил-
грастима биологическим методом на клеточ-
ной линии NFS-60 представлены в таблице 7. 
Сопоставление полученных данных позволяет 
сделать вывод, что валидационные характери-
стики методики правильность, линейность, пре-
цизионность и устойчивость (робастность) соот-
ветствуют установленным критериям.

Оценка специфической активности — одного 
из критичных показателей качества ЛП с при-
менением валидированной методики  — яв-
ляется ключевым аспектом обеспечения без-
опасности и эффективности ЛП. Стабильная 
воспроизводимость методики позволяет мини-
мизировать необходимость в повторных испы-
таниях, что способствует сокращению сроков 
проведения экспертизы качества лекарствен-
ных средств и повышению экономической 
эффективности исследовательских процес-
сов. Приведенная в статье методика оценки 
активности МСО рчГ-КСФ может применяться 

как для рутинного контроля специфической 
активности ЛП, так и для подтверждения био-
подобия новых разрабатываемых препаратов 
на основе филграстима.

ВЫВОДЫ
1.	 Методика оценки специфической биологи-

ческой активности препаратов на основе 
филграстима является валидной при исполь-
зовании клеточной линии NFS-60 в воспроиз-
веденных условиях.

2.	Подобраны оптимальные условия и пара-
метры (дозы филграстима, концентрация 
клеток, время инкубации с красителем) 
методики оценки специфической активно-
сти филграстима биологическим методом  
in vitro при использовании клеточной линии 
NFS-60.

3.	 Подтверждены валидационные характери-
стики методики, такие как правильность, ли-
нейность, прецизионность и робастность.

4.	 Данные, полученные при подтверждении ва-
лидационных характеристик методики, соот-
ветствуют критериям пригодности системы 
и приемлемости результатов испытаний.
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Стандартизация микробиологического 
метода выявления микоплазменной 
контаминации в биологических 
лекарственных препаратах: 
разработка стандартного образца 
Acholeplasma laidlawii PG8
С.М. Суханова  , З.Е. Бердникова , О.В. Фадейкина 

	 Федеральное государственное бюджетное учреждение «Научный центр экспертизы 
средств медицинского применения» Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

 Суханова Светлана Михайловна; suhanovasm@expmed.ru

РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Выявление микоплазм является одной из наиболее сложных проблем при кон-
троле микробной контаминации биологических лекарственных препаратов (БЛП). Для об-
наружения микоплазм в БЛП и стандартизации микробиологического метода контроля 
необходимы высокочувствительные питательные среды и фармакопейные стандартные 
образцы (ФСО) тест-штаммов различных видов микоплазм.
ЦЕЛЬ. Разработка и аттестация нового фармакопейного стандартного образца 
Acholeplasma laidlawii PG8 для проведения испытаний биологических лекарственных пре-
паратов на присутствие микоплазм микробиологическим методом.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Разработку ФСО проводили согласно требованиям Государствен-
ной фармакопеи Российской Федерации (ГФ РФ) с использованием штамма A. laidlawii PG8 
(ГКПМ 930002, ATCC 23206, NCTC 10116), питательной среды Каган, сыворотки крови 
лошади. Аттестация ФСО включала определение значения титра штамма A. laidlawii PG8 
методом наиболее вероятных чисел и испытания по следующим показателям качества: 
«Описание», «Наличие вакуума», «Время растворения», «Внешний вид растворенного об-
разца», «Стерильность», «Потеря в массе при высушивании», «Однородность массы (сред-
няя масса и отклонение от средней массы)».
РЕЗУЛЬТАТЫ. Проведена разработка ФСО A.  laidlawii  PG8 и составлена спецификация 
ФСО. Приготовлены лиофилизированные образцы основного и рабочего банков культу-
ры A.  laidlawii PG8. Установлено, что процедура лиофилизации не оказывает существен-
ного воздействия на жизнеспособность штамма. Показана стабильность значений титра 
штамма (108 КОЕ/мл), культуральных и физико-химических свойств образцов по крити-
чески важным для обеспечения качества и надежности показателям в течение двух лет 
хранения при температуре минус 20–30°С. Аттестованы три серии ФСО A.  laidlawii PG8. 
Значения титра серий ФСО варьировались от 10×108 до 21×108 КОЕ/мл. Показана сопо-
ставимость разработанного ФСО со стандартным образцом Европейской фармакопеи 
BRP A. laidlawii, серия 1 (титр 2,45×106 КОЕ/мл). На основании результатов исследований 
ФСО A. laidlawii PG8 включен в Реестр ФСО ГФ РФ.
ВЫВОДЫ. Разработан и аттестован новый ФСО A. laidlawii PG8. ФСО может быть исполь-
зован для оценки ростовых свойств питательных сред, определения наличия ингибирую-
щего действия, а также в качестве положительного контроля при испытаниях БЛП и био-
логических материалов, применяемых в их производстве, на присутствие микоплазм 
микробиологическим методом согласно требованиям ГФ РФ. Внедрение ФСО будет спо-
собствовать стандартизации и повышению качества контроля БЛП, а также гармонизации 
требований ГФ РФ с международными стандартами.
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Russian Federation
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Mycoplasmas are one of the most challenging types of microbial contamina-
tion to detect in biological products (BP). Detecting micoplasmas in the BPs and standardizing 
microbiological control method necessitates highly sensitive culture media and pharmacopeial 
reference standards (RS) for test strains of various mycoplasmas.
AIM. This study aimed to develop and certify the new pharmacopeial reference standard 
Acholeplasma laidlawii PG8 for mycoplasma identification in the BPs using the microbiological 
method.
MATERIALS AND METHODS. A. laidlawii PG8 (NCPМ 930002, ATCC 23206, NCTC 10116) strain, 
Kagan's medium, and horse serum was used to develop the reference standard in compliance 
with the State Pharmacopoeia of the Russian Federation (SP RF). The certification included de-
termination of strain titre by the most probable number method and quality tests for: Descrip-
tion, Vacuum, Reconstitution time, Description of dissolved sample, Sterility, Loss on drying, 
and Mass homogeneity (average mass and average deviation).
RESULTS. Development and specification of A. laidlawii PG8 reference standard was completed. 
Lyophilised samples of the master and working bank of A.  laidlawii PG8 strain culture were 
prepared. It was established that the lyophilization process does not significantly affect strain 
viability. The stability of strain titers (108 CFU/mL), cultural, and physicochemical properties of 
the samples was demonstrated for critical quality and reliability indicators during two years of 
storage at -20 to -30°C. Three batches of A. laidlawii PG8 RS were certified. The calculated titer 
values ranged from 10×108 to 21×108 CFU/mL. The pharmacopoeial reference standard is found 
to be comparable to the European Pharmacopoeia reference standard A. laidlawii BRP, batch 1 
(titer 2.45×106 CFU/mL). As a result of the conducted research, A. laidlawii PG8 RS was included 
in the Register and Collection of Reference Standards of the Russian Pharmacopoeia.
CONCLUSIONS. A new A.  laidlawii PG8 reference standard has been developed and certified 
that can be used to evaluate the nutritive properties of culture media; determine the inhibitory 
effects; and serve as a positive control in BP and material tests for the presence of mycoplas-
mas using the microbiological method in accordance with SP RF requirements. Introducing the 
new RS will contribute to standardization and improve BP control, as well as harmonization of 
the Russian compendial requirements with the international standards.
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ВВЕДЕНИЕ
Надежность и достоверность выявления ми-

коплазменной контаминации на всех этапах 
производства биологических лекарственных 
препаратов (БЛП) необходимы для обеспече-
ния их качества и безопасности. Микоплазмы 
способны инфицировать клеточные культуры 
и вакцинные препараты, изменяя характеристи-
ки культуры, используемой для производства 
вакцин, и конечного продукта, что обусловлива-
ет необходимость применения особых приемов 
для их выявления1 [1–6].

Государственная фармакопея  Российской 
Федерации (ГФ РФ)2, Европейская фар-
макопея3, Фармакопея США4, Британская5, 
Индийская6 и Китайская фармакопеи7 реко-
мендуют для обнаружения микоплазм в за-
грязненных клеточных субстратах и вирусных 
штаммах применять метод прямого культи-
вирования и метод индикаторной клеточной 
культуры. Международные экспертные орга-
низации, включая Всемирную организацию 
здравоохранения (ВОЗ)8, Европейское агент-
ство по лекарственным средствам (European 
Medicines Agency)9, Международный совет 
по гармонизации технических требований к ле-
карственным средствам для медицинского при-
менения (International Council for Harmonisation 

of Technical Requirements for Pharmaceuticals 
for Human Use)10, рассматривают метод прямо-
го культивирования как основной для тестиро-
вания банка клеток, посевной партии вирусов, 
контрольных клеточных культур, контроля ви-
русного сбора, нерасфасованной (bulk) партии 
или готовой серии вакцины11 [4].

Проведение испытаний предполагает ис-
пользование питательных сред, характеристи-
ки которых зависят от качества биологических 
компонентов, что влияет на результаты. Поэтому 
обязательным условием испытаний является 
достаточный рост штаммов микоплазм на вы-
бранной питательной среде (ПС). Используемые 
микроорганизмы должны представлять рас-
пространенные виды-контаминанты клеточных 
культур [7]: Acholeplasma laidlawii, Mycoplasma 
gallisepticum, M. hyorhinis, M. orale, M. pneumonia, 
M. synoviae. Для адекватной оценки исследу-
емых образцов в качестве тест-штаммов ре-
комендуется применять микроорганизмы, 
выделенные из патогенного материала, или ис-
пользовать соответствующие фармакопейные 
стандартные образцы (ФСО), например стан-
дартные образцы (СО) биологических препара-
тов Европейской фармакопеи (biological refer-
ence preparations, BRP)12 с ограниченным числом 
пассажей [8]. Стандартизация методов контроля 

1	 ГОСТ Р 70610-2022. Национальный стандарт Российской Федерации. Яйца куриные инкубационные для иммунобиоло-
гических производств. Технические условия.

2	 ОФС.1.7.2.0031.15 Испытание на присутствие микоплазм. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 2; 2018. 

3	 2.6.7. Mycoplasmas. European Pharmacopoeia. 11th ed. Suppl. 11.5; 2024. 
4	 <63> USP 46–NF41 Mycoplasma tests. United State Pharmacopeia; 2025.
5	 Test for absence of mycoplasmas. British Pharmacopoeia. Vol. 1; 2024.
6	 2.7.4. Test for absence of mycoplasmas. Indian Pharmacopoeia. Vol. 1; 2022. 
7	 3301 Test for mycoplasma. Pharmacopoeia of the Peoples’ Republic of China. Vol. III; 2020.
8	 Recommendations for the preparation, characterization and establishment of international and other biological reference 

standards, Аnnex 2, TRS No 932. WHO; 2004. 
9	 VICH GL34: Biologicals: testing for the detection of Mycoplasma contamination (EMA/CVMP/VICH/463/2002). EMA; 2013.
10	 Руководства ICH для фармацевтической отрасли. Качество: практическое руководство. СПб: ЦОП «Профессия»; 2017.
11	 ОФС.1.7.2.0031.15 Испытание на присутствие микоплазм. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 

Т. 2; 2018.
	 2.6.7. Mycoplasmas. European Pharmacopoeia. 11th ed. Suppl. 11.5; 2024.
	 <63> USP46-NF41 Mycoplasmas. United State Pharmacopeia; 2025. 
12	 Ph. Eur. Reference Standard — LEAFLET. Acholeplasma laidlawii BRP batch 1. https://crs.edqm.eu/db/4DCGI/

leaflet?leaflet=Y0000693_1.pdf
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БЛП и материалов, используемых в процессе их 
производства, представляет собой эффектив-
ный способ обеспечения качества и безопас-
ности выпускаемого продукта13. Применение 
СО для оценки пригодности ПС и определения 
наличия антимикробного действия самого БЛП 
позволяет повысить сопоставимость и воспро-
изводимость результатов для более полной 
и объективной оценки качества, а также упро-
стить процедуру анализа.

Согласно требованиям ГФ РФ для проведения 
испытания на присутствие микоплазм рекомен-
довано использовать СО штаммов, прежде все-
го Mycoplasma arginini G230, или, в зависимости 
от типа испытуемого препарата, другие виды 
микоплазм14, которые на российском рынке 
отсутствуют. Ранее авторы обосновали необхо-
димость расширения спектра новых СО штам-
мов, включая широко распространенный штамм, 
ферментирующий D-глюкозу, и устойчивый к ан-
тибиотикам A. laidlawii [9].

Создание новых российских ФСО тест-штаммов 
микоплазм в условиях ограниченного доступа 
к зарубежным СО является актуальной задачей. Ее 
решение позволит усовершенствовать существую-
щую методику испытаний и гармонизировать тре-
бования ГФ РФ с международными стандартами.

Цель работы  — разработка и аттестация но-
вого фармакопейного стандартного образца 
Acholeplasma laidlawii PG8 для проведения ис-
пытаний БЛП на присутствие микоплазм микро-
биологическим методом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы

В работе использовали штамм A. laidlawii PG8  
(ГКПМ 930002, ATCC 23206, NCTC 10116) 
из коллекции патогенных микроорганизмов 
ФГБУ «Научный центр экспертизы средств ме-
дицинского применения» Минздрава России 
(ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России), получен-
ный из лаборатории микоплазм и L-форм бакте-
рий ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава 
России (штамм предоставлен Aarhus University, 
Дания). Использовали лиофилизированные 
образцы серии «0» (основной банк) и трех 

рабочих серий кандидата в ФСО  — тест-штам-
ма A. laidlawii PG8 (ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России); питательные среды: жидкую и полужид-
кую Каган (ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России), 
согласно требованиям ГФ РФ15; сыворотку крови 
лошади нормальную для культивирования ми-
коплазм (кат. № 1.1.5.2, ООО «БиолоТ», Россия); 
ФСО.3.2.00378 М. arginini 230 с действующим 
сроком годности (ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России); стандартный образец Европейской 
фармакопеи BRP A. laidlawii, серия 116.

Оборудование
Использовали аттестованное оборудо-

вание: термостат ТС-1/20 СПУ («Смоленское 
СКТБ СПУ», Россия); термошкаф (инкубатор) 
тип B 115 (Binder GmbH); шкаф ламинарный 
II  класса БАВп-01-1,2 (ЗАО «Ламинарные систе-
мы», Россия); морозильная камера «Саратов 127» 
(ООО «СЭПО-ЗЭМ», Россия); дозатор пипеточный 
с переменным объемом доз, одноканальный 
(ДПОПц-1-10-5000, ООО «Ленпипет», Россия).

Методы
Лиофилизацию культуры штамма A. laidlawii PG8  

проводили на аппарате Epsilon 2-4 LSCplus 
(Martin Christ, Германия). Образцы хранили 
при температуре минус 20–30°С.

Качество лиофилизированных образцов оце-
нивали по следующим показателям:

	– «Описание», «Время растворения» и «Внешний 
вид восстановленного образца» — визуально;

	– «Наличие вакуума» (в упаковке для контроля 
попадания воздуха и предотвращения ухуд-
шения свойств культуры) — визуально в поле 
высокочастотного разряда17;

	– «Стерильность» (отсутствие посторонней ми-
крофлоры) — методом прямого посева18;

	– «Потеря в массе при высушивании»  — весо-
вым методом19;

	– «Однородность массы (средняя масса и от-
клонение от средней массы)»  — весовым ме-
тодом20 (для оценки точности проводимого 
розлива, косвенно показывающего равномер-
ность распределения клеток между экзем-
плярами серии).

13	 ГОСТ ISO Guide 35-2015. Стандартные образцы. Общие и статистические принципы сертификации (аттестации). 
14	 ОФС.1.7.2.0031.15 Испытание на присутствие микоплазм. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд.; 2018.
15	 Там же.
16	 Ph. Eur. Reference Standard — LEAFLET. Acholeplasma laidlawii BRP batch 1. https://crs.edqm.eu/db/4DCGI/

leaflet?leaflet=Y0000693_1.pdf
17	 ОФС.1.8.1.0002 Иммунобиологические лекарственные препараты. Государственная фармакопея Российской Федера-

ции. XIV изд. Т. 2; 2018. 
18	 ОФС.1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
19	 ОФС.1.2.1.0010.15 Потеря в массе при высушивании. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд.; 2023.
20	 ОФС.1.4.2.0009 Однородность массы дозированных лекарственных форм. Государственная фармакопея Российской Фе-

дерации. XV изд.; 2023.
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https://crs.edqm.eu/db/4DCGI/leaflet?leaflet=Y0000693_1.pdf
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Значение титра (количественный показатель 
концентрации живых клеток) определяли на по-
лужидкой ПС методом наиболее вероятных чи-
сел (НВЧ), используя десятикратные разведения. 
Каждое разведение высевали в три пробирки 
и инкубировали при температуре 37±1°С в те-
чение 7 сут. Регистрировали предельные кон-
трольные разведения, в которых отмечали нали-
чие роста микоплазм, принимая их за значение 
титра. Расчет титра проводили методом пре-
дельных разведений с использованием таблицы 
Мак-Креди21. При аттестации титр штамма се-
рии «0» (основной банк) устанавливали посевом 
10 образцов на двух партиях ПС, а трех рабочих 
серий  — посевом 5 образцов с последующим 
расчетом среднего арифметического значения 
КОЕ/мл.

Критерии приемлемости результатов значе-
ния титра. С учетом специфики методики и из-
менчивого состава ПС значения коэффициента 
титра в пределах одного порядка (например, 
2,5×108, 4,5×108) считали сопоставимыми. Анализ 
проводили по значениям контрольных разведе-
ний (не менее 107) без учета коэффициента.

Оценку стабильности образцов проводили 
после лиофилизации и через 6, 12, 18 и 24 мес. 
хранения при температуре минус 20–30°С.

Ростовые свойства питательных сред опре-
деляли согласно требованиям ГФ РФ22 с исполь-
зованием ФСО.3.2.00378 М. arginini 230.

Статистическая обработка результатов. 
Рассчитывали среднее арифметическое значе-
ние (Хср) НВЧ микроорганизмов и относительное 
стандартное отклонение [10].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ стандартного образца Европейской 
фармакопеи A. laidlawii

С учетом значимости Европейской фарма-
копеи для гармонизации российских фармако-
пейных стандартов в работе были определе-
ны основные характеристики BRP A. laidlawii23. 
Экспертный совет Европейской фармакопеи 
рекомендовал его в качестве тестового ми-
кроорганизма для проверки ростовых свойств 
ПС при испытании методом прямого посева, 
особенно для вакцин, в производстве которых 
использовались антибиотики24. Установлено, 
что BRP A. laidlawii, серия 1, представляет собой 
замороженную суспензию штамма, прошедшего 

менее 15 пассажей от исходного клона, выде-
ленного из культуры кератиновых клеток [8]. 
Предполагаемый расчетный титр серии состав-
ляет 2,45×106 КОЕ/мл, с допустимым диапазо-
ном от 3,89×105 до 1,55×107 КОЕ/мл, в условиях 
хранения при температуре не выше минус 60°С. 
При подготовке к испытанию в образце под-
тверждают титр и используют установленное 
разведение (согласно Европейской фармакопее, 
не более 100 КОЕ) для посева на ПС.

Приготовление и изучение свойств образцов 
штамма A. laidlawii PG8 серии «0» — кандидата 
в ФСО

Для получения серии кандидата в ФСО  
лиофилизированную культуру штамма 
A. laidlawii PG8 (ГКПМ 930002, ATCC 23206, NCTC 
10116) инкубировали в ПС с сывороткой крови 
лошади при температуре 37±1°С. Через 24–48 ч 
наблюдали микробный рост, характеризующий-
ся незначительным помутнением и равномер-
ной опалесценцией среды по сравнению с про-
зрачной контрольной средой . Морфологические 
свойства соответствовали паспортным данным 
штамма25.

Для накопления биомассы культуру инку-
бировали до 4 сут, отмечая при этом увеличе-
ние помутнения (рис. 1). Затем полученную су-
спензию разделяли на аликвоты объемом 1 мл 
и подвергали лиофилизации. Приготовленные 

21	 ГОСТ 54653-2011. Удобрения органические. Методы микробиологического анализа. 
22	 ОФС.1.7.2.0031.15 Испытание на присутствие микоплазм. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд.; 2018.
23	 Ph. Eur. Reference Standard — LEAFLET. Acholeplasma laidlawii BRP batch 1. https://crs.edqm.eu/db/4DCGI/

leaflet?leaflet=Y0000693_1.pdf
24	 2.6.7. Mycoplasmas. European Pharmacopoeia. 11th ed. Suppl. 11.5; 2024.
25	 Паспорт штамма Acholeplasma laidlawii ГКПМ 930002. ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России.

Фотография выполнена авторами / The photograph was taken by the authors

Рис. 1. Рост штамма A. laidlawii PG8 серии «0» на жидкой пи-
тательной среде Каган: 1 — контроль (незасеянная среда), 
2 — культура A. laidlawii PG8.

Fig. 1. Growth of A.  laidlawii  PG8 strain (series "0") on 
liquid Kagan’s medium: 1, control (uninoculated medium), 
2, A. laidlawii PG8 culture.

1 2

https://crs.edqm.eu/db/4DCGI/leaflet?leaflet=Y0000693_1.pdf
https://crs.edqm.eu/db/4DCGI/leaflet?leaflet=Y0000693_1.pdf
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образцы герметизировали и хранили при тем-
пературе минус 20–30°С. Изучали морфологи-
ческие свойства и определяли титр образцов 
штамма до и после лиофилизации согласно 
ГФ РФ на полужидкой ПС Каган26. Значения 
титра, рассчитанного на двух партиях ПС 
до и после лиофилизации, представлены в та-
блицах 1 и S1 (опубликована на сайте журнала27).

Для оценки влияния лиофилизации на кон-
центрацию штамма проведен сравнительный 
анализ титра для исходного образца и образ-
ца, подвергшегося процедуре лиофилизации. 
Анализ показал незначительные различия по-
лученных значений в пределах одного порядка: 
от 2,5×108 до 15,0×108 КОЕ/мл до лиофилизации 
и от 5,2×108 до 9,3×108 КОЕ/мл после лиофилиза-
ции (табл. 1, S1). Это свидетельствует о прием-
лемости и сходимости полученных результатов. 
При оценке влияния среды (две партии ПС) показа-
на стабильность среднего значения НВЧ на уров-
не около 108 КОЕ/мл. Рост микоплазм наблю-
дался при максимальных разведениях 10-8–10-9,  
что свидетельствовало о минимальном влиянии 
лиофилизации на жизнеспособность культуры.

Лиофилизированные образцы были допол-
нительно охарактеризованы по показателям 

«Потеря  в массе при высушивании» и «Одно
родность массы». Значение показателя «Потеря 
в массе при высушивании» составило 3,53% 
при норме не более 5%28. Однородность мас-
сы, оцененная как относительное стандарт-
ное отклонение от средней массы образца, 
была равна 1,62% при средней массе образца 
1,0042±0,0163 г29. Полученные результаты под-
твердили соответствие лиофилизатов требова-
ниям ГФ РФ30.

При изучении воздействия условий хранения 
на устойчивость характеристик культуры было 
установлено, что после 6 мес. хранения при тем-
пературе минус 20–30°С параметры образцов 
оставались сопоставимы с исходными. Титр со-
хранился на уровне 15×108 КОЕ/мл (табл. S2, опу-
бликована на сайте журнала31). Среднее содержа-
ние клеток в 1 мл культуры варьировало в узком 
диапазоне в пределах 108, что свидетельство-
вало об однородности суспензии, точности роз-
лива и высокой выживаемости культуры A.  laid-
lawii PG8. Расчет титра образцов серии «0» после 
6 мес. хранения представлен в таблице S2.

Анализ показателей качества образцов серии 
«0», включая сохранение концентрации микроб-
ных клеток на уровне 108–109 КОЕ/мл в течение 

Таблица 1. Определение титра штамма A. laidlawii PG8 серии «0» по таблице Мак-Креди (до лиофилизации)
Table 1. Titre determination of A. laidlawii PG8 strain, batch "0", using McCrady's table (prior to lyophilisation) 

Номер пробирки
Test tube number 

Разведение
Dilution

Наличие роста A. laidlawii PG8 на 7 сут инкубации (три повторности)
Growth of the A. laidlawii PG8 on Day 7 of incubation (in triplicate)

Партия среды 79
Medium batch 79

Партия среды 154
Medium batch 154

1–8 10-1–10-8 + + + + + +

9 10-9 – – – + + –

10 10-10 – – – – – –

Предельное разведение
Limiting dilution 10-8 10-9

Числовая характеристика (Мак-Креди)
Numerical interpretation (McCrady) 300 320

НВЧ в трех повторностях, КОЕ/мл
MPN in triplicate, CFU/mL 2,5×108 15,0×108 

Среднее арифметическое НВЧ, КОЕ/мл
MPN arithmetic mean, CFU/mL 8,7×108

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

Примечание. «+»  — наличие роста микоплазм; «–»  — отсутствие роста микоплазм; НВЧ  — наиболее вероятное число; 
КОЕ — колониеобразующая единица.
Note. +, growth of mycoplasmas; –, no growth of mycoplasmas; MPN, most probable number; CFU, colony-forming unit.

26	 ОФС.1.7.2.0031.15 Испытание на присутствие микоплазм. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд.; 2018.
27	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-97-107-table-s1
28	 ОФС. 1.2.1.0010.15 Потеря в массе при высушивании. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд.; 2023.
29	 ОФС.1.4.2.0009 Однородность массы дозированных лекарственных форм. Государственная фармакопея Российской 

Федерации. XV изд.; 2023.
30	 ОФС.1.4.1.0031 Лиофилизаты. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд.; 2023. 
31	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-97-107-table-s2 
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6 мес. хранения, и сравнение с характеристи-
ками BRP A.  laidlawii, серия 132, позволили уста-
новить ключевые критерии оценки качества СО. 
На основании этого разработана спецификация 
и изготовлены три рабочие серии образцов из се-
рии «0» (основной банк штамма A. laidlawii PG8) 
для дальнейших исследований стабильности.

Разработка спецификации ФСО A. laidlawii PG8
С учетом российских и международных требо-

ваний к СО БЛП и лиофилизатам33 [11, 12], опыта 
аттестации и применения ФСО.3.2.00378 М. arginini 
230 [9, 13], а также характеристик BRP A. laidlawii34, 
авторами были установлены требования к пока-
зателям качества и составлена спецификация 
ФСО ГФ РФ A.  laidlawii  PG8. В спецификацию 
включены методы анализа, нормы и критические 
показатели для оценки качества образцов и про-
ведения их аттестации на соответствие требова-
ниям к ФСО (табл. 2).

Дальнейшую аттестацию и оценку об-
разцов проводили согласно разработанной 
спецификации.

Приготовление рабочих серий штамма 
A. laidlawi PG8 и аттестация кандидатов в ФСО

Рабочие серии получали из образцов ос-
новного банка после 6 мес. хранения по ана-
логичной процедуре. При высеве разведений 
10-1–10-9 на полужидкую ПС образцов всех трех 
серий через 96 ч (4 сут) инкубации наблюдали ха-
рактерный рост в виде колоний светло-желтого 
цвета как в зоне посева, так и по всей глуби-
не ПС, соответствующий паспортным данным 
и культуральным свойствам образцов основного 
банка (рис. 2).

В рамках аттестации образцы трех рабочих 
серий были проанализированы по параметрам 
спецификации. Результаты аттестации показали 
их сопоставимость и воспроизводимость, в пер-
вую очередь по титру штамма (табл. 3).

Оценка значения титра до и после лиофи-
лизации подтвердила незначительное вли-
яние процедуры на устойчивость культуры 
A. laidlawii PG8 (табл. 4).

Для проверки пригодности получен-
ных образцов согласно процедуре, приня-
той в Европейской фармакопее [8], образцы 
были переданы на экспертизу в независимую 

лабораторию (Департамент контроля качества 
ФГУП  «Санкт-Петербургский научно-исследова-
тельский институт вакцин и сывороток и пред-
приятие по производству бактерийных препа-
ратов» ФМБА России). Результаты экспертизы 
подтвердили полное соответствие качества об-
разцов рабочей серии 1 заявленным требова-
ниям спецификации: выявление характерного 
роста тест-штамма после инкубации рабочих 
разведений на полужидкой среде Каган в тече-
ние 7 сут при температуре 37±1оС.

В связи с отсутствием отклонений от установ-
ленных нормативных требований, серии были 
признаны пригодными в качестве ФСО для ис-
следования стабильности.

Изучение стабильности свойств образцов 
основного банка и рабочих серий тест-штамма 
A. laidlawii PG8

Стабильность лиофилизированных образ-
цов основного банка и трех рабочих серий  
A. laidlawii PG8 оценивали после 6, 12, 18 и 24 мес. 
хранения при температуре минус 20–30°С 
на пяти случайно отобранных образцах каждой 
серии (табл. 4). Условия хранения не оказали 
значимого влияния на культуральные свойства. 

32	 Ph. Eur. Reference Standard — LEAFLET. Acholeplasma laidlawii BRP batch 1. https://crs.edqm.eu/db/4DCGI/
leaflet?leaflet=Y0000693_1.pdf

33	 Recommendations for the preparation, characterization and establishment of international and other biological reference 
standards. Аnnex 2. TRS No 932. WHO; 2004. 

	 ГОСТ ISO Guide 35-2015. Стандартные образцы. Общие и статистические принципы сертификации (аттестации). 
	 ОФС.1.4.1.0031 Лиофилизаты. Государственная фармакопея Российской Федерации. XV изд.; 2023.
34	 Ph. Eur. Reference Standard — LEAFLET. Acholeplasma laidlawii BRP batch 1. https://crs.edqm.eu/db/4DCGI/

leaflet?leaflet=Y0000693_1.pdf

Фотография выполнена авторами / The photograph was taken by the authors

Рис. 2. Рост штамма A.  laidlawii  PG8 рабочей серии 1 
на полужидкой питательной среде Каган: 1 — культура 
A. laidlawii PG8, 2 —  контроль (незасеянная среда).

Fig. 2. Growth of A. laidlawii PG8 strain (working bank batches 
1) on semi-liquid Kagan’s medium: 1, A. laidlawii PG8 culture, 
2, control (uninoculated medium).
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https://crs.edqm.eu/db/4DCGI/leaflet?leaflet=Y0000693_1.pdf
https://crs.edqm.eu/db/4DCGI/leaflet?leaflet=Y0000693_1.pdf
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Характер и скорость микробного роста во всех 
образцах в течение срока хранения оставались 
неизменными и соответствовали паспортным 
данным штамма. Титр штамма без учета число-
вых значений коэффициента стабильно сохра-
нялся в пределах одного порядка (108 КОЕ/мл). 
Количественные показатели также демонстри-
ровали сравнимые значения в пределах неопре-
деленности измерений.

Таким образом, в течение двух лет хранения 
характеристики всех серий образцов штамма 
A.  laidlawii PG8 оставались стабильными и соот-
ветствовали спецификации.

На основании результатов аттестации раз-
работаны Паспорт и Инструкция по примене-
нию ФСО A. laidlawii PG8. Данный ФСО, пред-
назначенный для контроля БЛП на присутствие 
микоплазм в соответствии с требования-
ми ОФС.1.7.2.0031.1535, утвержден Приказом 
№ 297 от 25.12.2024 ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России и внесен в Реестр ФСО ГФ РФ под реес
тровым номером ФСО.3.2.0047336.

Разработанный ФСО A.  laidlawii  PG8 предна-
значен для использования в испытаниях БЛП 
на присутствие микоплазм микробиологическим 
методом согласно требованиям ОФС.1.2.4.003.15. 

Таблица 2. Спецификация фармакопейного стандартного образца A. laidlawii PG8
Table 2. Specification of A. laidlawii PG8 reference standard

Показатель
Parameter

Метод
Method

Норма
References

Описание (внешний вид) 
лиофилизата
Description before reconstitution

Визуальный
Visual

Лиофилизированная мелкопористая 
масса светло-желтого цвета в виде 
рыхлой таблетки
Light-yellow finely porous lyophilised 
mass in the form of a friable tablet

Наличие вакуума (герметизация)
Vacuum (container integrity)

Визуальный (ГФ РФ XV изд., 
ОФС.1.7.1.0018.18)
Visual (SP RF XV, OFS. 1.7.1.0018.18)

Свечение в поле высокочастотно-
го разряда должно быть голубым 
или розово-голубым
Blue or pink and blue glow in the high-
frequency discharge 

Время растворения
Reconstitution time

Визуальный
Visual

Время растворения в 1 мл стериль-
ного 0,9% раствора натрия хлорида 
не должно превышать 1 мин
Reconstitution time in 1 mL sterile 0.9% 
sodium chloride solution is less than 1 min

Описание восстановленного образца
Description after reconstitution

Визуальный
Visual

Суспензия светло-желтого цвета, 
без осадка и примесей
Light-yellow suspension free of precipita-
tion and impurities

Стерильность
Sterility

Метод прямого посева (ГФ РФ XIV изд., 
ОФС.1.2.4.0003.15)
Direct inoculation (SP RF XIV, 
OFS.1.2.4.0003.15 

Бактерии и грибы
должны отсутствовать
No bacteria or fungi present

Однородность массы дозированной 
лекарственной формы (средняя мас-
са и отклонение от средней массы)
Mass homogeneity of the weighed dosage 
forms (average mass and deviation)

Весовой (ГФ РФ XV изд., 
ОФС.1.4.2.0009)
Weighing (SP RF XV, OFS.1.4.2.0009)

Не более 5%
Not more than 5%

Потеря в массе при высушивании
Loss on drying

Весовой (ГФ РФ XV изд., 
ОФС.1.2.1.0010)
Weighing (SP RF XV, OFS.1.2.1.0010) 

Не более 5%
Not more than 5%

Титр, КОЕ/мл
Titre, CFU/mL

Метод предельных разведений с со-
ставлением числовой характеристики 
по таблице Мак-Креди или по среднему 
арифметическому значению
Titre calculation by the most probable num-
ber method, with numerical interpretation 
using McCrady’s table or the arithmetic mean

Не ниже 1×107

Not less than 1×107

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

Примечание. ГФ РФ  — Государственная фармакопея Российской Федерации, ОФС  — общая фармакопейная статья, 
КОЕ — колониеобразующая единица.
Note. SP RF, State Pharmacopoeia of the Russian Federation; OFS, general pharmacopoeial chapter; CFU, colony-forming unit.

35	 ОФС.1.7.2.0031.15 Испытание на присутствие микоплазм. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд.; 2018.
36	 Реестр Фармакопейных стандартных образцов Государственной фармакопеи Российской Федерации.
	 https://www.regmed.ru/produkt-n-service/fso/fso-registry/fso-of-biological-origin/

https://www.regmed.ru/produkt-n-service/fso/fso-registry/fso-of-biological-origin/
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С помощью ФСО возможна оценка пригодности 
партии питательной среды с уровнем чувствитель-
ности не более 100 КОЕ. В испытаниях могут при-
меняться любые ПС, обладающие рост-стимули-
рующими свойствами в отношении A. laidlawii PG8, 
включая рекомендованную ГФ РФ полужидкую 
среду Каган. Данная среда обеспечивает мини-
мальные анаэробные условия, благоприятные 
для выделения и культивирования как аргининза-
висимых (M. arginini G230), так и глюкозофермен-
тирующих (A.  laidlawii  PG8) микоплазм, а также 
среда позволяет использовать лиофилизирован-
ные образцы ФСО A.  laidlawii  PG8 без предвари-
тельного накопления на других средах, что упро-
щает методику тестирования образцов.

Введение ФСО A.  laidlawii  PG8 в процедуру 
микробиологических испытаний БЛП расширяет 
спектр обнаруживаемой контаминации. ФСО мо-
жет применяться для оценки качества лекарствен-
ных средств и ветеринарных препаратов, в про-
изводстве которых использовались антибиотики, 
а также для оценки иных материалов животного 
и растительного происхождения, включая сухие 
питательные среды, потенциально контаминиро-
ванные микоплазмами. В качестве альтернативы 
не исключается возможность использования 
ФСО тест-штамма A. laidlawii PG8 при разработке 
метода ПЦР диагностики микоплазменной кон-
таминации в различных материалах биологиче-
ского происхождения.

Таблица 3. Результаты аттестации образцов рабочих серий 1, 2 и 3 тест-штамма A. laidlawii PG8
Table 3. Certification results of working bank batches 1, 2, 3, test strain A. laidlawii PG8

Показатель
Parameter

Требование спецификации
Specification requirement

Результат аттестации образцов
Samples

Рабочая серия 1
Batch 1

Рабочая серия 2
Batch 2

Рабочая серия 3
Batch 3

Описание лиофилизата 
Description before 
reconstitution

Лиофилизированная мелкопори-
стая масса светло-желтого цвета 
в виде рыхлой таблетки
Light-yellow finely porous lyophilised 
mass in the form of a friable tablet

Соответствует
Complies

Соответствует
Complies

Соответствует
Complies

Описание восстановлен-
ного образца
Description after 
reconstitution

Суспензия светло-желтого цвета, 
без осадка и примесей 
Light-yellow suspension free 
of precipitation and impurities

Соответствует
Complies

Соответствует
Complies

Соответствует
Complies

Наличие вакуума
Presence of vacuum

Свечение в поле высокочастотного 
разряда должно быть голубым 
или розово-голубым
Blue or pink-blue glow in the high-
frequency discharge

Розово-голубое 
свечение

Pink and blue 
glow 

Розово-голубое 
свечение

Pink and blue 
glow

Розово-голубое 
свечение

Pink and blue 
glow

Время растворения
Reconstitution time

Время растворения в 1 мл стериль-
ного 0,9% раствора натрия хлори-
да не должно превышать 1 мин
Reconstitution time in 1 mL sterile 
0.9% sodium chloride less than 1 min

Соответствует
Complies

Соответствует
Complies

Соответствует
Complies

Стерильность
Sterility

Посторонние бактерии и грибы 
должны отсутствовать
No extraneous bacteria or fungi 
present

Соответствует
Complies

Соответствует
Complies

Соответствует
Complies

Средняя масса (г) 
и отклонение от средней 
массы (RSD, %)
Аverage mass (g) and 
deviation (RSD, %) 

Не более 5%
Not more than 5%

0,05272±0,00079
RSD=1,5%

0,0505±0,00111
RSD=2,1%

0,0489±0,0019
RSD=3,8%

Потеря в массе 
при высушивании, %
Loss on drying, %

Не более 5%
Not more than 5% 2,91 1,9 2,9

Титр, КОЕ/мл
Titre, CFU/mL

Не ниже 1×107

Not less than 1×107
21×108 19×108 10×108

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

Примечание. КОЕ — колониеобразующая единица; RSD  — относительное стандартное отклонение.
Note. CFU, colony-forming unit; RSD, relative standard deviation.
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ВЫВОДЫ
1.	 Приготовлены лиофилизированные образцы 

основного и рабочего банков культуры штам-
ма A. laidlawii PG8.

2.	 Показана стабильность аттестованных значе-
ний титра штамма (108 КОЕ/мл), культураль-
ных и физико-химических свойств образцов 
по критически важным для обеспечения ка-
чества и надежности показателям в течение 
двух лет хранения при температуре минус 
20–30°С.

3.	 Разработан и аттестован новый ФСО 
A. laidlawii PG8 для оценки ростовых свойств 
питательных сред, определения ингибирую-
щего действия препаратов и использования 
в качестве положительного контроля при ис-
пытаниях на присутствие микоплазм согласно 
требованиям Государственной фармакопеи 

Российской Федерации. По характеристи-
кам ФСО A.  laidlawii PG8 сопоставим со стан-
дартным образцом Европейской фармакопеи 
BRP A. laidlawii, серия 1.

4.	 На основании результатов аттестации 
ФСО A. laidlawii PG8 включен в Реестр ФСО Го-
сударственной фармакопеи Российской Фе-
дерации.

5.	 Внедрение в практику ФСО, предназначен-
ного для стандартизации микробиологи-
ческого метода выявления контаминации 
в БЛП, будет способствовать повышению 
качества контроля БЛП и позволит гармони-
зировать российские и международные под-
ходы в отношении лекарственных средств, 
контаминированных различными видами 
микоплазм.
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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Создание новых эффективных препаратов на основе гранулоцитарно-макро-
фагального колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) остается актуальной задачей, 
поскольку изучение биологических эффектов препарата открывает новые перспективы 
его клинического применения для лечения множества заболеваний — от онкологических 
и гематологических до нейродегенеративных. В связи с разработкой нового лиофили-
зированного препарата рекомбинантного человеческого ГМ-КСФ (рчГМ-КСФ) на основе 
штамма-продуцента Esсherichia coli BL21/pET-GST-6His-GM необходима оценка его специ-
фической активности и токсичности.
ЦЕЛЬ. Изучение специфической пролиферативной (in vitro) и гемопоэзстимулирующей 
(in vivo) активности, а также острой и субхронической токсичности нового лиофилизиро-
ванного препарата рчГМ-КСФ для подкожного введения.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Использовали лиофилизированный рчГМ-КСФ (штамм E. coli 
BL21/pET-GST-6His-GM) производства ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (Рос-
сия). Пролиферативную активность определяли на культуре клеток эритролейкемии че-
ловека TF-1 в ХТТ-тесте. Гемопоэзстимулирующую активность оценивали на мышах ли-
нии СВА/Calaс (самцы, возраст 2,0–2,5 мес.) с моделью миелосупрессии, индуцированной 
циклофосфамидом (200 мг/кг, внутрибрюшинно). Препарат рчГМ-КСФ вводили животным 
подкожно в дозе 90 мкг/кг в течение 4 сут. На 5 сут анализировали лейкограмму. Острую 
токсичность препарата оценивали при однократном подкожном введении самцам и сам-
кам мышей линии ICR (500 и 1000 мкг/кг), субхроническую — при четырехкратном введе-
нии (90 мкг/кг). Через 1 и 7 сут оценивали массу и температуру тела, общий и биохими-
ческий анализы крови, проводили макро- и микроскопические исследования внутренних 
органов, включая сердце, легкое, печень, почки и др.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Препарат рчГМ-КСФ проявлял выраженную пролиферативную активность 
на клетках TF-1 (ЕD50=0,48 нг/мл). На мышах с миелосупрессией препарат приводил к уве-
личению числа сегментоядерных нейтрофилов в 2,1 раза относительно контроля. Одно-
кратное и многократное введение препарата рчГМ-КСФ не вызывало гибель животных, 
не влияло на массу и температуру тела, а также не приводило к значимым изменениям гема-
тологических, биохимических показателей, макро- и микроскопической структуры органов.
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ВЫВОДЫ. Новый лиофилизированный препарат рчГМ-КСФ продемонстрировал высокую 
пролиферативную и гемопоэзстимулирующую активность, а также отсутствие выражен-
ной острой и субхронической токсичности. Полученные результаты обосновывают пер-
спективность дальнейшей фармацевтической разработки данного препарата в качестве 
эффективного и безопасного гемопоэзстимулирующего средства.
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colony-stimulating factor (E. coli BL21/pET-GST-
6His-GM): in vitro and in vivo study
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The development of new effective drugs based on granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor (GM-CSF) remains a relevant objective: the study of the drug’s biolog-
ical effects opens new prospects for its clinical use in the treatment of a wide range of diseas-
es — from oncological and hematological disorders to neurodegenerative conditions. Develop-
ing a new lyophilized recombinant human GM-CSF (rhGM-CSF) based on Esсherichia coli BL21/
pET-GST-6His-GM producer strain warrants an assessment of its specific activity and toxicity.
AIM. This study aimed to examine the specific proliferative activity (in vitro) and hematopoi-
etic stimulatory effect (in vivo), as well as acute and subchronic toxicity of a new lyophilized 
rhGM-CSF preparation for subcutaneous administration.
MATERIALS AND METHODS. Lyophilized rhGM-CSF (strain E. coli BL21/pET-GST-6His-GM) pro-
duced by State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector” (Russia) was used in 
the study. The proliferative activity was assessed in the human erythroleukemia TF-1 cell cul-
ture by XTT assay. Hematopoietic stimulatory activity was assessed in male CBA/Calac mice 
subjected to cyclophosphamide-induced myelosuppression (200 mg/kg, intraperitoneally). The 
rhGM-CSF preparation was administered at a dose of 90 μg/kg subcutaneously daily for 4 days. 
A leukogram was calculated on Day 5. The acute toxicity of the preparation was assessed by 
a single subcutaneous administration to male and female ICR mice at 500 and 1,000 μg/kg, 
subchronic toxicity — by four subcutaneous administrations at 90 μg/kg. On Days 1 and 7, body 
weight, temperature, complete blood count, biochemical markers and internal organ histology 
(heart, lungs, liver, kidneys, etc.) were evaluated.
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RESULTS. The rhGM-CSF preparation demonstrated pronounced proliferative activity on TF-1 
cells (ED50=0.48 ng/mL). In mice with myelosuppression, the preparation resulted in a 2.1-fold 
increase in the number of segmented neutrophils compared to the control group. Single and 
repeated administration did not cause death of animals, did not affect body weight or temper-
ature, nor did it result in significant changes of hematological or biochemical parameters or 
macro- and microscopic anatomy of organs.
CONCLUSIONS. The new lyophilized rhGM-CSF preparation has demonstrated high proliferative 
and hematopoietic stimulatory activity, as well as insignificant acute and subchronic toxicity. 
The obtained results substantiate further pharmaceutical development of the preparation as an 
effective and safe hematopoietic stimulatory agent.

Keywords:	 granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; recombinant proteins; rhGM-CSF; 
lyophilized preparation; cell proliferation; hematopoiesis; acute toxicity; subchronic toxicity; 
myelosuppression; in vitro; in vivo
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ВВЕДЕНИЕ
Гранулоцитарно-макрофагальный колониести

мулирующий фактор (ГМ-КСФ) — гемопоэтический 
фактор роста, стимулирующий пролиферацию 
и активность гранулоцитов и макрофагов  [1–4]. 
Это обусловило клиническое использование 
рекомбинантных аналогов ГМ-КСФ человека 
(рчГМ-КСФ) при заболеваниях, сопровождаю-
щихся миелосупрессией: при последствиях хи-
мио- и радиотерапии онкологических заболева-
ний, тяжелой хронической нейтропении, а также 
для мобилизации клеток периферической кро-
ви при трансплантации костного мозга [5–10]. 
Расширение знаний о биологических эффектах 
ГМ-КСФ открывает новые перспективы для его 
широкого клинического применения [2, 11].

Использование препаратов ГМ-КСФ сдержи-
вается их высокой стоимостью и недостаточ-
ным присутствием на рынке, что обусловлено 
низкой продуктивностью штаммов-продуцен-
тов. Ранее созданный в ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора рекомбинантный штамм 
Esсherichia coli SG20050/p280_2GМ, содержащий 
тандем генов ГМ-КСФ [12], и разработанная тех-
нология очистки позволили получить рекомби-
нантный белок с высокой чистотой и пролифера-
тивной активностью [13]. Однако это не привело 
к полному решению проблемы продуктивности 
из-за нестабильности плазмиды. С использова-
нием нового подхода, основанного на техно-
логии слитых белков [14], была сконструиро-
вана плазмида, обеспечивающая синтез белка, 

который содержал, помимо последовательно-
сти ГМ-КСФ человека, белок глутатион-S-транс-
феразу (GST). Продуктом нового штамма E. coli 
BL21/pET-GST-6His-GM являлся рекомбинант-
ный белок, содержащий на N-конце остаток 
глицина, обладающий гемопоэзстимулирую-
щей и пролиферативной активностью, сравни-
мой с эталонным препаратом (международный 
стандартный образец ГМ-КСФ ВОЗ) [15]. Выход 
белка достигал 8 мг из 1 г биомассы [15]. На ос-
нове этого белка была получена лекарственная 
форма — лиофилизат для подкожного введения. 
Однако для последующего применения препа-
рата требуется его доклиническая оценка.

Цель работы — изучение специфической 
пролиферативной (in vitro) и гемопоэзстиму-
лирующей (in vivo) активности, а также острой 
и субхронической токсичности нового лиофи-
лизированного препарата рчГМ-КСФ для под-
кожного введения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы

Исследуемый препарат. Использовали пре-
парат рчГМ-КСФ в форме лиофилизата 
для подкожного введения на основе субстан-
ции, полученной из штамма E. coli BL21/pET-GST-
6His-GM [15]. Состав лекарственной формы (на 
1 мл раствора): 150 мкг рчГМ-КСФ (ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора); 50 мг маннито-
ла 5% (CAS № 69-65-8, EC № 200-711-8); 2,42 мг 
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трис(гидроксиметил)аминометан (CAS № 77-86-1, 
EC № 201-064-4); вода для инъекций («Гротекс», 
Россия, ЛП-002529) — до 1 мл.

Культура клеток. Для оценки специфической 
активности рчГМ-КСФ in vitro использовали кле-
точную линию TF-1 эритролейкемии костного моз-
га человека (Cell lines service GmbH, Германия)1. 
Клетки культивировали в полной среде RPMI-
1640 с глутамином (ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора, Россия), содержащей 1% пе-
нициллин-стрептомицин (Servicebio, Китай), 10% 
эмбриональную телячью сыворотку (ООО НПП 
«ПанЭко», Россия), а также 3 нг/мл интерлейки-
на 3 (ИЛ-3) или 5 нг/мл рчГМ-КСФ. Условия куль-
тивирования: температура 37 °С, 5%  СО2, влаж-
ность  85%. Для экспериментов использовали 
клетки 3–4 пассажа после разморозки из кри-
охранилища при температуре жидкого азота.

Экспериментальные животные. Изучение ге-
мопоэзстимулирующей активности проводили 
на самцах мышей линии СВА/Calaс (2,0–2,5 мес.) 
массой 19–24 г в соответствии с нормативными 
требованиями2. Для исследования токсичности 
использовали самцов и самок аутбредных мышей 
линии ICR (возраст 2,0–2,5 мес., масса 18–21 г). 
Мыши были получены из питомника ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (р.п.  Кольцово, 
Новосибирская область). Животные прошли 
адаптационный карантин и содержались в стан-
дартных условиях вивария со свободным до-
ступом к пище и воде. Содержание и манипу-
ляции с животными проводили в соответствии 
с требованиями Международной конвенции 
по защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментальных и научных целей3, 
а также Директивы 2010/63/EU Европейского 
парламента и Совета Европейского Союза 
по охране животных, используемых в научных 
целях4. Протокол исследования был утвержден 
Биоэтической комиссией ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора (протокол № 2 от 14.02.2024).

Методы
Определение активности лиофилизированного 

препарата рчГМ-КСФ in vitro. Пролиферативную 
активность рчГМ-КСФ определяли на клетках 
TF-1 микрометодом в 96-луночных планшетах 
(Biologix, Китай) с использованием 2,3-бис-(2-ме-
токси-4-нитро-5-сульфофенил)-2H-тетраз-

1	 https://sputnik-group.com/catalog/section_1398684/
2	 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Часть 1. М.: Гриф и К; 2012. 
3	 European Convention for the protection of vertebrate animals used for experimental and other scientific purposes. Strasbourg; 

1986. https://norecopa.no/media/2iydns5h/ets-123-original.pdf
4	 https://ruslasa.ru/wp-content/uploads/2017/06/Directive_201063_rus.pdf
5	 WHO International Standard. 1st standard for granulocyte macrophage colony stimulating factor (human, rDNA derived). 

NIBSC code: 88/646. https://nibsc.org/documents/ifu/88-646.pdf

олий-5-карбоксанилидa (XTT, CDH, Индия) 
и феназин-метасульфата (PMS, CDH, Индия) 
[16, 17] с модификацией. В качестве эталонно-
го препарата использовали международный 
стандартный образец ГМ-КСФ ВОЗ — 1st  stand-
ard for granulocyte macrophage colony stimu-
lating factor (NIBSC code: 88/646)5. Суспензию 
клеток TF-1 в  полной среде RPMI (50  мкл, 
104 клеток/лунку) инкубировали с препа-
ратами рчГМ-КСФ (диапазон концентраций 
8–0,125 нг/мл, 50 мкл/лунку) в течение 72  ч 
при температуре 37 °С, 5% СО2 и влажности 85%. 
По окончании инкубации в каждую лунку вноси-
ли 50 мкл реагента ХТТ/PMS и через 3 ч измеря-
ли оптическую плотность на планшетном спек-
трофотометре Varioskan LUX (Thermo Scientific, 
Сингапур) при длинах волн 490/620 нм. Каждое 
разведение препарата рчГМ-КСФ (исследуемого 
и стандартного) анализировали в пяти повто-
рах. Рассчитывали среднее значение оптиче-
ской плотности и определяли уровень проли-
феративной активности (индекс пролиферации) 
в процентах относительно контроля (без добав-
ления ГМ-КСФ). На основании графика зависи-
мости индекса пролиферации от концентрации 
рчГМ-КСФ определяли величину ED50 — концен-
трацию препарата, обеспечивающую двукратное 
увеличение пролиферативного ответа. Расчеты 
выполняли с использованием Microsoft Excel.

Определение гемопоэзстимулирующей актив-
ности лиофилизированного препарата рчГМ-КСФ 
in vivo. Исследование проводили на 18 мышах 
линии СВА/Calaс с цитостатической миелосу-
прессией, которую моделировали однократным 
внутрибрюшинным введением циклофосфами-
да (Sigma-Aldrich, США) в дозе 200 мг/кг по ра-
нее описанному методу [18] с модификацией. 
Мышей рандомизировали с учетом массы тела 
на три группы. Через 24 ч после введения ци-
клофосфамида животным опытной группы под-
кожно в течение 4 сут вводили рчГМ-КСФ в дозе 
90 мкг/кг (0,2 мл), которая ранее была опреде-
лена как эффективная [18]; животным контроль-
ной группы — физиологический раствор. Третья 
группа (интактный контроль) не получала препа-
ратов. На 5 сут у всех животных отбирали кровь 
из хвостовой вены. В образцах определяли об-
щее количество лейкоцитов, лейкограмму  [19] 
и абсолютное количество сегментоядерных 

https://sputnik-group.com/catalog/section_1398684/
https://norecopa.no/media/2iydns5h/ets-123-original.pdf
https://ruslasa.ru/wp-content/uploads/2017/06/Directive_201063_rus.pdf
https://nibsc.org/documents/ifu/88-646.pdf
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нейтрофилов. Уровень гемопоэзстимулирую-
щей активности рассчитывали как процентное 
отношение числа нейтрофилов крови опытных 
животных к контролю.

Изучение токсичности лиофилизированного 
препарата рчГМ-КСФ при однократном и много-
кратном введении. Изучение токсичности препа-
рата проводили в соответствии с общеприняты-
ми подходами6. Для оценки острой токсичности 
мышей ICR рандомизировали по массе тела 
на три группы (n=20, 10 самцов и 10 самок). 
Мышам опытных групп 1 и 2 однократно под-
кожно вводили препарат рчГМ-КСФ в дозах 
0,5 и 1 мг/кг, что превышало эффективную дозу 
в 5 и 11 раз соответственно. Животные кон-
трольной группы получали эквивалентный объ-
ем физиологического раствора.

Для изучения субхронической токсичности 
мыши были разделены на 2 группы по 10 самцов 
и 10 самок в каждой. Животным опытной группы 
ежедневно в течение 4 сут подкожно вводили 
рчГМ-КСФ в эффективной дозе 90 мкг/кг (0,2 мл). 
Животные контрольной группы получали экви-
валентный объем физиологического раствора 
по аналогичной схеме.

Через 1 сут после однократного или много-
кратного введения проводили клиническое об-
следование животных (внешний вид, подвиж-
ность, поведенческие характеристики), а также 
физиологическое, гематологическое и биохи-
мическое исследования. При физиологическом 
исследовании определяли температуру (тер-
мометр ТПЭМ-1, Россия) и массу тела (элек-
тронные весы SCОUT II SC 4010, ОHAUS, США). 
Для гематологического и биохимического ана-
лиза у животных отбирали кровь из ретроорби-
тального синуса. В образцах крови с помощью 
автоматического гематологического анализато-
ра MicroCC-20 Plus VET (США) определяли коли-
чество лейкоцитов, эритроцитов и тромбоцитов, 
содержание гемоглобина, показатели гемато-
крита и тромбокрита, а также проводили расчет 
лейкограммы [19]. Биохимические показатели 
определяли с помощью автоматического анали-
затора Miura 200 (I.S.E. S.r.I., Италия) с исполь-
зованием коммерческих наборов (АО «Вектор-
Бест», Россия).

Для патоморфологического исследования 
мышей выводили из эксперимента на 1 и 7 сут 
после однократного и окончания многократно-
го введения препаратов методом дислокации 
шейных позвонков. Извлеченные внутренние 

6	 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств: (иммунобиологические лекарствен-
ные препараты). М.: Гриф и К; 2012. 

7	 Там же.
8	 01/2008:1641 Мolgramostim concentrated solution. European Pharmacopoeia. 11th ed.; 2023.

органы (сердце, легкое, печень, почки, надпочеч-
ники, селезенка, тимус, головной мозг, спинной 
мозг, регионарные лимфоузлы, желудок, тонкий 
и толстый кишечник, ткани из места введения, 
семенники/яичники) взвешивали на электрон-
ных весах GX-200 (AND, Япония) для расчета 
весовых индексов, фиксировали в 10% растворе 
нейтрального формалина («БиоВитрум», Россия) 
в течение 48 ч и подвергали стандартной гисто-
логической обработке с заливкой в парафин7. 
Парафиновые срезы толщиной 4–5 мкм готови-
ли с помощью автоматического ротационного 
микротома НМ–360 (Германия), окрашивали ге-
матоксилином и эозином, проводили микроско-
пию и микрофотосъемку (Axio Imager Z1, Zeiss, 
Германия) с использованием программы Axio 
Vision 4.8.2 (Zeiss, Германия).

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием пакета программ Statgraphics, 
Vers 5.0 (Statistical Graphic Сorp., США). Рассчитывали 
среднее арифметическое и ошибку среднего 
(М±m). Для оценки межгрупповых различий приме-
няли непараметрический H-критерий Краскела  — 
Уоллиса; для попарных сравнений использовали 
U-критерий Манна — Уитни. Критический уровень 
значимости (р) составлял 0,017 для трех попарных 
сравнений и 0,05 для двух [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Пролиферативная активность препарата 
рчГМ-КСФ в культуре клеток TF-1

Специфическую активность препарата in vitro 
оценивали стандартным методом по его спо-
собности стимулировать пролиферацию клеточ-
ной линии TF-1, чувствительной к ГМ-КСФ8 [21]. 
Графики «доза — эффект» для лиофилизиро-
ванного препарата рчГМ-КСФ и стандартного 
образца ГМ-КСФ оказались практически иден-
тичными  (рис.  1). Значения ED50 для рчГМ-КСФ 
и стандартного образца составили 0,48 и 
0,61 нг/мл соответственно, что свидетельствует 
об их эквивалентной активности. Полученные 
данные согласуются с  нашими предыдущими 
результатами (ED50 0,3–0,4 нг/мл) [13] и литера-
турными данными (0,01–0,6 нг/мл) [22].

Гемопоэзстимулирующая активность 
препарата рчГМ-КСФ

На модели цитостатической миелосупрес-
сии, индуцированной циклофосфамидом 
(200 мг/кг), было показано выраженное угнетение 
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кроветворения: снижение уровня лейкоцитов 
и сегментоядерных нейтрофилов в 8 и 40,7 раза 
соответственно к 5 сут (данные не приведены). 
Четырехкратное применение рчГМ-КСФ у мышей 
в дозе 90 мкг/кг вызывало на 5 сут после введе-
ния циклофосфамида статистически значимое 
повышение абсолютного количества сегменто-
ядерных нейтрофилов в 2,1 раза по сравнению 
с контролем (рис. 2А). Общее число лейкоцитов 
также имело выраженную тенденцию к увеличе-
нию под влиянием рчГМ-КСФ (рис. 2В).

Острая токсичность препарата рчГМ-КСФ
Однократное подкожное введение рчГМ-КСФ 

мышам линии ICR в дозах 0,5 и 1 мг/кг (в 5 и 11 раз 
выше эффективной) не вызывало гибели живот-
ных, изменений в их поведении, массе и темпе-
ратуре тела, а также не влияло на гематологи-
ческие показатели по сравнению с контролем 
(табл. S1, S2, опубликованы на сайте журнала 
в Приложении 19).

9	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-108-118-annex1

Биохимический анализ крови мышей (табл. 1) 
не выявил существенного влияния рчГМ-КСФ 
на белковый (по уровню общего белка, альбуми-
на, мочевины, активности аланинаминотранс-
феразы) и липидный обмен (по уровню холе-
стерина и триглицеридов). Оценка углеводного 
обмена по содержанию глюкозы в крови пока-
зала, что в группе самок, получавших препарат 
в дозе 1 мг/кг, отмечалось умеренное повы-
шение уровня глюкозы — на 27,8% через 1 сут 
после введения препарата, который нормали-
зовался к 7 сут (табл. 1). Препарат не вызывал 
изменения активности амилазы крови самок 
и, следовательно, не оказывал токсического эф-
фекта на структуру и функцию поджелудочной 
железы. У самцов существенных изменений этих 
показателей не выявлено. Полученные данные 
указывают на отсутствие токсического действия 
препарата на углеводный обмен.

Биохимические маркеры функции сердца (ас-
партатаминотрансфераза, креатинкиназа), печени 
(аланинаминотрансфераза, аспартатаминотранс-
фераза, щелочная фосфатаза) и поджелудочной 
железы (амилаза) оставались в норме, что ука-
зывает на отсутствие токсического воздействия 
препарата на сердечно-сосудистую и пищева-
рительную системы (табл.  1). Единственным 
статистически значимым изменением было 
незначительное и преходящее повышение 
активности щелочной фосфатазы (примерно 
на 10%) через 1 сут после введения дозы 1 мг/кг, 
отмеченное у самцов и самок. Умеренное транзи-
торное повышение активности фермента не со-
провождалось гистологическими нарушениями 
структуры печени и желчевыводящих путей 
у мышей опытной группы (табл. 1), характерными 
для лекарственного токсического повреждения 
гепатоцитов (печеночно-клеточный механизм) 
или нарушения оттока желчи (холестатический 
механизм) [23]. Согласно данным М.Г. Ипатовой 
с соавт. [23], повышение активности щелочной 
фосфатазы при холестазе коррелирует с ростом 
уровня холестерина и триглицеридов, чего в на-
шем исследовании не наблюдалось. Учитывая 
незначительную величину изменений, можно 
заключить, что они не связаны с токсическим 
воздействием препарата на печень.

Препарат рчГМ-КСФ не вызывал измене-
ний уровня мочевины и электролитов (калий, 
кальций, хлориды) в крови животных (табл. 1), 
а также гистологической картины почек (рис. S1), 
что свидетельствует об отсутствии влияния 
на выделительную систему.

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

Рис. 1. График зависимости пролиферативной активности 
лиофилизированного препарата рчГМ-КСФ и стандартного 
образца ГМ-КСФ в культуре клеток TF-1 от концентрации 
препарата. ED50 — концентрация препарата рчГМ-КСФ, обе-
спечивающая двукратное увеличение пролиферативного 
ответа. Контроль — физиологический раствор.

Fig. 1. Concentration-dependent proliferative activity of rh-
GM-CSF lyophilizate and reference standard for GM-CSF in 
TF-1 cell culture. ED50, drug concentration that provides a two-
fold increase in the proliferative response. Control, saline.
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Весовые индексы внутренних органов самок 
мышей опытных групп не отличались от контроль-
ных значений (табл. S3, Приложение 1). У самцов 
через 1 сут после введения препарата наблюда-
лось снижение весового индекса тимуса на 16,9% 
(59,5±1,9 против 71,6±3,4 мг/г) с сохранением этой 
тенденции к 7 сут. Для селезенки также выявлено 
снижение весового индекса через 7 сут – на 27% 
относительно контроля (табл.  S3). Учитывая им-
муномодулирующие свойства рчГМ-КСФ, можно 
предположить, что эти изменения могут отражать 
перераспределение клеток в организме, связан-
ное с миграцией клеток из органов иммунной си-
стемы. Однако гистологических признаков токси-
ческого воздействия рчГМ-КСФ на органы и ткани, 
в том числе на органы иммунной системы, обна-
ружено не было (рис. S1).

Субхроническая токсичность препарата 
рчГМ-КСФ

Четырехкратное подкожное введение 
рчГМ-КСФ мышам линии ICR в эффективной дозе 
(90 мкг/кг) не приводило к гибели животных и по-
явлению клинических признаков токсической 
реакции. Значимых изменений гематологиче-
ских и биохимических показателей не выявлено, 
что свидетельствует об отсутствии токсического 
воздействия на систему крови, основные физи-
ологические системы (сердечно-сосудистая, пи-
щеварительная и выделительная) и обменные 

10	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-1-108-118-annex2 

процессы (табл. S4, S5, опубликованы на сайте 
журнала в Приложении 210). Обнаруженное не-
значительное снижение уровня калия у сам-
цов на 7 сут (на 12,4%) не позволяет говорить 
о нарушениях электролитного обмена (табл. S5). 
Макроскопическое и гистологическое исследо-
вание органов подтвердили отсутствие патоло-
гических изменений (рис. S2, Приложение 2).

Весовые индексы органов самцов мышей 
через 1 сут после окончания введения препарата 
рчГМ-КСФ не отличались от контрольных показа-
телей. У самок выявлено умеренное статистиче-
ски значимое снижение весового индекса левой 
почки на 7 сут (на 13,3%), что, вероятно, связано 
с изменением тонуса сосудов органа. В этот же 
период в группе самок отмечена тенденция к не-
значительному (на 9–11%) снижению весовых ин-
дексов тимуса и селезенки (табл. 2).

Таким образом, лиофилизированный препа-
рат рчГМ-КСФ не проявлял токсического дей-
ствия как при многократном введении мышам 
в эффективной дозе, так и при однократном 
введении в дозах, в 5–11 раз превышающих эф-
фективную, что подтверждено отсутствием из-
менений в клиническом состоянии, поведении, 
физиологических функциях, обменных процес-
сах, макро- и микроструктуре органов.

В настоящем исследовании продемонстриро-
вана высокая специфическая активность препа-
рата рчГМ-КСФ в культуре клеток и на мышах, 

Рисунки подготовлены авторами по собственным данным / The figures were prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Влияние лиофилизированного препарата рчГМ-КСФ на гематологические показатели крови мышей линии СВА/Calaс 
с цитостатической миелосупрессией (5 сут после введения циклофосфамида): А — абсолютное количество сегментоядер-
ных нейтрофилов; В — общее количество лейкоцитов крови. * — статистически значимое отличие по сравнению с группой 
контроля (физиологический раствор), р≤0,05. 

Fig. 2. Effect of rhGM-CSF lyophilizate on hematological blood parameters in СВА/Calaс mice with cytostatic myelosuppression 
(5 days following cyclophosphamide administration): A, absolute number of segmented neutrophils in peripheral blood; B, total 
number of blood leukocytes. *, statistically significant difference compared to the control group (saline), р≤0.05.
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а также показано отсутствие токсических 
свойств при однократном и многократном вве-
дении мышам. Полученные данные позволяют 
рекомендовать препарат рчГМ-КСФ для даль-
нейших доклинических исследований, включа-
ющих изучение общей токсичности на кроликах, 
иммунологической токсичности, аллергизирую-
щего действия и репродуктивной токсичности.

ВЫВОДЫ
1. Препарат рчГМ-КСФ в форме лиофилиза-

та для подкожного введения, полученный 
из штамма-продуцента E. coli BL21/pET-GST-
6His-GM, продемонстрировал высокую специ
фическую активность: пролиферативную 
активность in vitro на клетках TF-1 и гемопоэзсти
мулирующую активность in vivo на мышах с ци-
тостатической миелосупрессией.

2. Препарат не обладал выраженной острой 
и субхронической токсичностью на мышах 
(самцах и самках) при подкожном введении: 
однократное введение в дозах, в 5–11 раз 
превышающих эффективную, и многократное 
введение в эффективной дозе не вызывали 
гибели животных, клинических признаков 
интоксикации, снижения массы и темпера-
туры тела, а также значимых и стойких из-
менений гематологических, биохимических 
показателей, макро- и микроскопической 
структуры органов.

3. Высокая специфическая активность и благопри
ятный профиль безопасности обосновывают 
перспективность дальнейшей фармацевтиче-
ской разработки лиофилизированного препа-
рата рчГМ-КСФ в качестве гемостимулирую-
щего средства.
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