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Анализ перспективных направлений создания вакцин против COVID-19
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На начало ноября 2020 г. в мире зарегистрировано 50 млн случаев COVID-19. Для формирования кол-
лективного иммунитета, который будет препятствовать возникновению повторных вспышек заболева-
ния, этот показатель является явно недостаточным. Карантинные мероприятия способны лишь в какой-то 
мере ограничить распространение заболевания, поэтому актуальным является вопрос о создании спе
цифических средств профилактики в отношении данной нозологической формы, направленных на ис-
кусственное формирование коллективного иммунитета против COVID-19. В основе коллективного им-
мунитета лежит непрямая защита человеческой популяции в целом при иммунизации определенной его 
части. Вакцинация является наиболее действенным способом предотвращения развития эпидемической 
вспышки. Цель работы — анализ перспективных направлений создания вакцин против новой корона-
вирусной инфекции COVID-19. Представлены результаты обобщения информации о разработке и кли-
нических исследованиях вакцин против COVID-19 в  различных странах, проведен анализ достоинств 
и недостатков различных платформ для создания вакцин (аттенуированные, инактивированные, субъ
единичные, ДНК- и  РНК-вакцины, векторные рекомбинантные вакцины). Представлен возможный ди-
зайн вакцин нового поколения. Сделан вывод о том, что вакцины против COVID-19 могут быть созданы 
как для иммунизации групп высокого риска, так и для проведения массовой иммунизации. Приоритетное 
положение при решении второй из указанных задач занимает создание векторных рекомбинантных вак-
цин на основе аденовируса человека или обезьян, массовое производство которых уже анонсировано.
Ключевые слова: COVID-19; вирус SARS-CoV-2; аттенуированные вакцины; инактивированные вакци-
ны; субъединичные вакцины; ДНК-вакцины; РНК-вакцины; векторные рекомбинантные вакцины; клини-
ческие исследования; коллективный иммунитет
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The number of confirmed COVID-19 cases worldwide amounted to 50 million at the beginning of November 2020. 
This is clearly not enough for the formation of herd immunity, which will prevent repeated outbreaks of the disease. 
Quarantine measures can only curb the spread of the disease to some extent, therefore specific preventive 
measures are needed to create collective immunity to COVID-19.The underlying principle of collective immunity is 
indirect protection of the whole of the population by immunising a certain part of it. Vaccination is the most effective 
approach to prevention of epidemic outbreaks. The aim of the study was to analyse promising approaches to 
the development of vaccines against novel coronavirus COVID-19 infection. The paper summarises data on 
development studies and clinical trials of COVID-19 vaccines conducted in different countries. It analyses the 
pros and cons of different platforms for vaccine development (attenuated vaccines, inactivated vaccines, subunit 
vaccines, DNA and RNA vaccines, recombinant vector vaccines). The paper presents a potential design of novel 
vaccines. It was concluded that COVID-19 vaccines might be developed both for immunising high-risk groups and 
for mass immunisation. An optimal solution for the second task would be to develop human or monkey adenovirus 
vector-based vaccines whose mass production has already been unveiled.
Key words: COVID-19; SARS-CoV-2 virus; attenuated vaccines; inactivated vaccines; subunit vaccines; DNA 
vaccines; RNA vaccines; recombinant vector vaccines; clinical trials; herd immunity
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Вспышка нового коронавирусного заболевания, впослед-
ствии получившего название COVID-19, начавшаяся в декабре 
2019 г. в г. Ухань (КНР)1 [1], переросшая в объявленную ВОЗ 
11 марта 2020 г. пандемию, охватившую свыше 200 стран, по-
прежнему продолжает оказывать огромное воздействие на со-
циальную, экономическую, политическую и культурную сферы 
деятельности человечества.

Быстрому распространению заболевания способствовали 
следующие факторы:

-  человечество столкнулось с  новым зооантропонозом; 
коллективный иммунитет, необходимый для предотвращения 
распространения заболевания, отсутствует;

-  при отсутствии эффективных средств специфической 
профилактики и  лечения заболевания в  качестве основного 
средства борьбы с  распространением COVID-19 стали огра-
ничительные меры  — изоляция больных, эффективность 
которой естественным образом является сниженной ввиду 
характерного для COVID-19 большого числа легких и даже бес-
симптомных случаев, при которых тем не менее происходит 
трансмиссия возбудителя, а также общее снижение числа со-
циальных контактов в популяции, для эффективного контроля 
которого, однако, требуется введение жестких ограничитель-
ных мер.

На начало ноября 2020 г. в мире зарегистрировано 50 млн 
случаев заболевания2. Даже с  учетом того, что реальное ко-
личество больных COVID-19 намного выше, тем не менее оно 
недостаточно для формирования коллективного иммунитета, 
который будет препятствовать дальнейшему распространению 
заболевания.

Очевидно, что карантинные мероприятия способны лишь 
в  какой-то мере ограничить распространение заболевания 
COVID-19 [2], поэтому актуальным является вопрос о  созда-
нии специфических средств профилактики в отношении дан-
ной нозологической формы, направленных на искусственное 
формирование популяционного иммунитета против COVID-19. 
Трансмиссия вируса SARS-CoV-2 может быть блокирована по-
средством коллективного иммунитета, приобретенного при 
иммунизации определенной доли популяции, при этом вакцина 
защищает не только подвергшегося вакцинации, но и косвенно 
неиммунизированных людей.

Концепция «коллективного иммунитета» опирается на 
непрямую защиту человеческого коллектива в целом с помо-
щью иммунизации определенной его части [3]. В результате 
достижения необходимого уровня коллективного иммунитета 
происходит обрыв цепочек распространения инфекции, что 

препятствует расширению масштабов эпидемии. Вакцинация 
является наиболее действенным способом предотвращения 
распространения заболевания. Ее проведение может снизить 
риск заражения вирусом SARS-CoV-2, долю тяжелых случаев 
и летальных исходов.

Цель работы — анализ перспективных направлений созда-
ния вакцин против новой коронавирусной инфекции COVID-19.

При разработке вакцины против COVID-19 актуальной за-
дачей является не только создание препарата, предназначенно-
го в качестве профилактического средства для ограниченных 
по численности групп риска (медицинские работники, а также 
лица, непосредственно контактировавшие с  больными) [4], 
но и создание препарата, пригодного для проведения массо-
вой иммунизации.

Интенсивная разработка вакцин против COVID-19 прово-
дится в ряде стран. Согласно прогнозу ВОЗ (февраль 2020 г.), 
вакцина против COVID-19 может быть доступна не ранее чем 
через 18 месяцев (то есть в августе 2021 г.)3. Необходимо от-
метить, что на создание вакцины против инфекционных забо-
леваний обычно уходит несколько лет. Например, в  области 
создания средств специфической профилактики коронави-
русных инфекций проводились исследования по разработке 
вакцин против MERS и SARS. Так, для вакцины против MERS 
(Оксфордский университет, Великобритания) в  клинических 
исследованиях II фазы была показана высокая иммуноген-
ность4. Однако до августа 2020 г. не было ни одной зарегистри-
рованной вакцины от коронавирусных инфекций5.

Быстрое распространение заболевания послужило стиму-
лом для национальных правительств и международных альян-
сов, финансирующих процесс создания вакцин. Объединением 
по инновационным технологиям в области противоэпидемиче-
ских препаратов (The Coalition for Epidemic Preparedness Inno-
vations, CEPI) совместно с Глобальным альянсом по вакцинам 
и иммунизации (Global Alliance for Vaccines and Immunisation, 
GAVI) был создан фонд, предназначенный для проведения ис-
следований кандидатных вакцин [5].

4 мая 2020  г. ВОЗ анонсировала развертывание между-
народной программы Solidarity Trial6 для проведения одно-
временной оценки вакцин, находящихся на этапе клиниче-
ских исследований II–III фазы. Предпринятые усилия привели 
к определенным результатам. В марте 2020 г. были разработа-
ны кандидатные вакцины, с четырьмя из которых были начаты 
клинические исследования [5].

В апреле 2020  г. поступила информация о  разработке 
115 вакцин против COVID-19, по меньшей мере 6 из которых, 

1  В Китае обнаружен новый вид коронавируса. 10.01.2020. ВОЗ. https://www.euro.who.int/ru/health-topics/health-emergencies/coronavirus-cov-
id-19/news/news/2020/01/novel-coronavirus-emerges-in-china

2  WHO Coronavirus Disease (COVID-19) Dashboard. https://covid19.who.int
3  Grenfell R, Drew T. Here’s why it’s taking so long to develop a vaccine for the new coronavirus. 17.02.2020. ScienceAlert. https://www.sciencealert.

com/who-says-a-coronavirus-vaccine-is-18-months-away
4  MERS vaccine shows promise in clinical trial, say researchers. 27.04.2020. EPR. https://www.europeanpharmaceuticalreview.com/news/117962/

mers-vaccine-shows-promise-in-clinical-trial-say-researchers
5  Минздрав России зарегистрировал первую в мире вакцину от COVID-19. 11.08.2020. Минздрав России. https://minzdrav.gov.ru/

news/2020/08/11/14657-minzdrav-rossii-zaregistriroval-pervuyu-v-mire-vaktsinu-ot-covid-19
6  Вступительное слово «Объединение усилий для ускорения разработки, производства и справедливого распределения вакцин, средств диа-

гностики и лечения COVID-19». Онлайновое мероприятие Европейской комиссии по объявлению взносов. 04.05.2020. ВОЗ. https://www.who.int/ru/
dg/speeches/detail/who-director-general-s-opening-remarks-at-on-line-pledging-event-hosted-by-the-european-commission

https://www.who.int/ru/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/global-research-on-novel-coronavirus-2019-ncov/solidarity-clinical-trial-for-
covid-19-treatments

https://www.euro.who.int/ru/health-topics/health-emergencies/coronavirus-covid-19/news/news/2020/01/novel-coronavirus-emerges-in-china
https://www.euro.who.int/ru/health-topics/health-emergencies/coronavirus-covid-19/news/news/2020/01/novel-coronavirus-emerges-in-china
https://covid19.who.int
https://www.sciencealert.com/who-says-a-coronavirus-vaccine-is-18-months-away
https://www.sciencealert.com/who-says-a-coronavirus-vaccine-is-18-months-away
https://www.europeanpharmaceuticalreview.com/news/117962/mers
https://www.europeanpharmaceuticalreview.com/news/117962/mers
https://minzdrav.gov.ru/news/2020/08/11/14657
https://minzdrav.gov.ru/news/2020/08/11/14657
https://www.who.int/ru/dg/speeches/detail/who-director-general-s-opening-remarks-at-on-line-pledging-event-hosted-by-the-european-commission
https://www.who.int/ru/dg/speeches/detail/who-director-general-s-opening-remarks-at-on-line-pledging-event-hosted-by-the-european-commission
https://www.who.int/ru/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/global-research-on-novel-coronavirus-2019-ncov/solidarity
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согласно оценке SEPI, могут быть одобрены для проведения 
клинических исследований. Согласно другим данным, для про-
ведения одновременных исследований могут быть отобраны 
10 вакцин, из которых в дальнейшем следует выбрать наибо-
лее перспективные для заключительного лицензирования их 
производства [5].

В мае 2020 г. ВОЗ сообщила о находящихся в стадии раз-
работки 159 кандидатных вакцинах против COVID-19, 5 из ко-
торых проходили фазу I–II и еще 7 — фазу I клинических ис-
следований. По данным ВОЗ, на начало июля 2020 г. на стадии 
клинических исследований находились 17 различных видов 
вакцин против COVID-197.

На начало ноября 2020  г. клинические исследования I–
III фазы проходят 7 различных видов вакцин против COVID-19.

В частности:
-  биофармацевтическая компания Altimmune (США) раз-

работала интраназальную вакцину против COVID-19 на основе 
технологической платформы, аналогичной противогриппозной 
вакцине NasoVAX™, разработанной данной компанией8;

- компания Medicago (Канада) разрабатывает вакцину против 
COVID-19 на основе вирусоподобных частиц вируса SARS-CoV-29;

-  компании Inovio Pharmaceuticals (США) и  Институт здра-
воохранения Кореи  (Южная Корея) разрабатывают новую ко-
ронавирусную вакцину INO-4800. Уже к  3  марта 2020  г. было 
подготовлено 3000 доз препарата для проведения клинических 
исследований в США, КНР и Южной Корее. Для проведения фазы 
III клинических исследований (или использования в экстренных 
случаях) Inovio Pharmaceuticals изготовила 1 млн доз вакцины10;

- компания Entos Pharmaceuticals (США) разрабатывает ДНК-
вакцину Fusogenix на основе платформы доставки лекарств Fu-
sogenix для предотвращения COVID-19, представляющей собой 
протеолипидный носитель, предназначенный для доставки не-
скольких эпитопов структурных белков вируса SARS-CoV-2, ко-
торые будут стимулировать иммунный ответ в организме11;

- Институт в Сиэтле Vaccine Research Center и компания Mod-
erna, Inc. (США) разработали вакцину мРНК-1273, которая пред-
ставляет собой РНК, кодирующую S белок вируса SARS-CoV-2. 
Клинические исследования начались в марте 2020 г. в трех цен-
трах на территории США. В исследованиях фазы I участвовали 
45 мужчин и женщин в возрасте от 18 до 45 лет. При проведе-
нии исследований изучено влияние величины иммунизирующей 
дозы (25, 100 или 250 мкг с интервалом 28 сут)12. Moderna, Inc. 
завершила набор 30000 участников для исследования фазы 
III кандидатной вакцины мРНК-1273 против COVID-19, кото-
рое проводится в сотрудничестве с Национальным институтом 
аллергии и  инфекционных заболеваний. На 22.10.2020 более 
25650 участников получили вторую вакцинацию13;

-  Научно-исследовательский институт MIGAL (Израиль) 
модифицировал для профилактики COVID-19 вакцину против 

вируса инфекционного бронхита (IBV), разработанную для 
профилактики заболевания, этиологическим агентом которого 
является коронавирус птиц. Фрагмент НК, включенный в вак-
цину, имеет высокое генетическое сходство с коронавирусом 
человека. При проведении доклинических исследований была 
показана активность данной вакцины14;

-  компания Tonix Pharmaceuticals (США) создала вакцину 
TNX-1800, которая представляет собой модифицированный 
вирус оспы лошадей, экспрессирующий S белок SARS-CoV-215;

-  компания Clover Biopharmaceuticals (США) разработала 
рекомбинантную субъединичную вакцину, при этом трансля-
ция вирусспецифического белка проводится при использова-
нии культур клеток млекопитающих. Данная вакцина проходит 
I фазу клинических исследований16;

-  ФГБУ «НИЦЭМ им.  Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России 
разработало вакцину Гам-КОВИД-Вак Комбинированная век-
торная вакцина для профилактики коронавирусной инфекции, 
вызываемой вирусом SARS-CoV-2, и Гам-КОВИД-Вак-Лио Ком-
бинированная векторная вакцина для профилактики коронави-
русной инфекции, вызываемой вирусом SARS-CoV-2 («Спут-
ник  V»), которая стала первой в  мире зарегистрированной 
вакциной против COVID-1917.

Необходимо отметить, что основные элементы стратегии 
получения защитных препаратов против COVID-19 были уже 
разработаны ранее применительно к  другим эмерджентным 
инфекционным заболеваниям, в  отношении которых отсут-
ствовали эффективные медицинские средства защиты, напри-
мер лихорадки Эбола [6].

Потенциальные вакцины могут быть разделены на следую-
щие типы: аттенуированные, инактивированные, ДНК- и РНК-
вакцины, субъединичные (пептидные) на основе наночастиц 
и векторные рекомбинантные вакцины. В последних в качестве 
вектора используют какой-либо апатогенный либо слабопато-
генный для человека вирус (вирус везикулярного стоматита, 
аденовирусы, вирус вакцины, лентивирусы). Сведения о техно-
логических платформах для создания вакцин против COVID-19 
представлены в таблице 1.

Прежде чем рассматривать достоинства и недостатки приве-
денных в таблице 1 технологических платформ, рассмотрим об-
щие требования, предъявляемые к препаратам данного класса.

В идеале вакцина должна:
- вызывать долговременный иммунитет при однократном 

введении;
-  обладать перекрестной реактивностью по отношению 

к различным генетическим линиям возбудителя;
-  иметь незначительный риск возникновения поствакци-

нальных осложнений.
При всем этом стоимость вакцины не должна быть ограни-

чительным фактором для ее массового применения.

7  COVID-19 Virtual Press conference. 2 July 2020. WHO.
8  Single dose intranasal COVID-19 vaccine. Altimmune; 2020. https://altimmune.com/adcovid/
9  Medicago announces positive results in animal trials for its vaccine candidate against COVID-19. 14.05.2020. Press release. Medicago; 2020.
10  Safety, tolerability and immunogenicity of INO-4800 for COVID-19 in healthy volunteers (NCT04336410). https://clinicaltrials.gov/ct2/show/

NCT04336410
11  Лечение коронавируса 2020: вакцины и лекарственные препараты для борьбы с COVID-19. https://b-mag.ru/lechenie-koronavirusa-2020-vakci-

ny-i-lekarstvennye-preparaty-dlja-borby-s-covid-19/
12  mRNA-1273 Clinical Development Program. https://www.cdc.gov/vaccines/acip/meetings/downloads/slides-2020-08/COVID-02-Miller-508.pdf
13  mRNA-1273 SARS-CoV-2 vaccine. https://www.precisionvaccinations.com/vaccines/mrna-1273-sars-cov-2-vaccine
14  Safety, tolerability and immunogenicity of INO-4800 for COVID-19 in healthy volunteers (NCT04336410). https://clinicaltrials.gov/ct2/show/

NCT04336410
15  TNX-1800 (Coronavirus Vaccine). Scientific rationale for TNX-1800 as a vaccine for coronavirus. https://www.tonixpharma.com/pipeline/tnx-

1800-coronavirus-vaccine
16  Clover biopharmaceuticals starts phase I COVID-19 vaccine trial. https://www.clinicaltrialsarena.com/news/clover-vaccine-covid-19-trial 
17  http://grls.rosminzdrav.ru

https://altimmune.com/adcovid
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04336410
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04336410
https://b-mag.ru/lechenie
https://www.cdc.gov/vaccines/acip/meetings/downloads/slides-2020-08/COVID-02-Miller-508.pdf
https://www.precisionvaccinations.com/vaccines/mrna-1273-sars-cov-2-vaccine
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04336410
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04336410
https://www.tonixpharma.com/pipeline/tnx-1800-coronavirus-vaccine
https://www.clinicaltrialsarena.com/news/clover
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Следовательно, приоритетами при создании вакцин явля-
ются их безопасность и эффективность, а также возможность 
производства большого количества, измеряемого в миллиар-
дах доз, для проведения глобальной вакцинации18.

В качестве основных методических проблем при создании 
вакцины против COVID-19 следует отметить следующие:

-  отсутствие лабораторных животных, которые при экспе-
риментальной инфекции адекватно воспроизводят признаки 
заболевания человека. В частности, при проведении доклиниче-
ских исследований вакцин против COVID-19 на низших приматах 
возможно проведение оценки безопасности и иммуногенности, 
но не защитной эффективности вакцины. Возможным (но не 
исчерпывающим) решением данной проблемы может быть ис-
пользование при проведении доклинических исследований вак-
цин против COVID-19 иммунодефицитных белых мышей, инфи-
цирование которых вирусом SARS-CoV-2 заканчивается гибелью 
животных, либо оценка эффективности по достоверному сниже-
нию уровня накопления вируса в органах-мишенях животных [7];

-  при проведении клинических исследований при оценке 
возможных последствий вакцинации против COVID-19 необхо-
димо определить риски возникновения феномена АDЕ (антите-
лозависимого усиления инфекции, развивающегося в ответ на 
белок S коронавирусов), заключающегося в усилении инфек-
ционного процесса вследствие образования инфекционных 
комплексов вирус–антитело, которые потенциально могут при-
вести к  изменению тропности возбудителя, то есть связыва-
ние вирионов становится возможным не только АСЕ2 альвео
лярными пневмоцитами типа 2, но и (через FcγRIIA-рецептор) 
с моноцитами и макрофагами [8, 9].

Феномен АDЕ может проявляться при снижении концен-
трации вирусспецифических антител до уровня субнейтрали-

зующего спустя определенное время после проведенной им-
мунизации.

Преобладающая часть разрабатываемых в настоящее вре-
мя вакцин (табл. 1) относится к  так называемым вакцинам 
нового поколения. Основой для их разработки послужила опу-
бликованная 11 января 2020  г. нуклеотидная последователь-
ность геномной РНК вируса SARS-CoV-219.

В таблице 2 представлены достоинства и недостатки каж-
дого конкретного вида препаратов в  плане возможности ис-
пользования в  качестве вакцины против COVID-19. При этом 
необходимо иметь в  виду, что данные вакцины могут быть 
предназначены как для иммунизации групп высокого риска, 
так и для проведения массовой иммунизации.

В первую очередь вакцинации подлежат представители 
группы риска (медицинские работники, а также люди, непо-
средственно контактировавшие с  лицами с  подтвержденным 
диагнозом COVID-19) [4].

В этой связи необходимо отметить, что из всех перечислен-
ных в таблице 1 платформ векторные рекомбинантные вакцины 
на основе реплицирующегося вирусного вектора обладают пре-
имуществом в плане возможности их получения в промышлен-
ных масштабах, что обеспечит возможность проведения массо-
вой иммунизации. Важность решения задачи вакцинации групп 
высокого риска обуславливает необходимость мониторинга 
всех (независимо от используемой платформы) разработок по 
созданию вакцины против COVID-19.

Молекулярно-биологические характеристики коронавиру-
сов, в частности роль белка S в механизме адсорбции вирусов 
на клетки (на поверхности вириона SARS-CoV-2 находятся до 
40 подвижных «шипов», образуемых данным белком [10]), 
определяют дизайн вакцин нового поколения.

Таблица 1. Перечень технологических платформ для создания вакцин против COVID-19
Table 1. List of technological platforms for COVID-19 vaccine development

Технологическая платформа
Technological platform

Общее количество 
кандидатов

Total number of candidates

Количество вакцин, 
проходящих клинические 

исследования
Number of vaccines in 

clinical trials

Нереплицирующийся вирусный вектор
Non-replicating viral vector 15 8

РНК-вакцины
RNA vaccines 19 5

ДНК-вакцины
DNA vaccines 11 4

Инактивированные вакцины
Inactivated vaccines 7 7

Субъединичные вакцины
Subunit vaccines 47 13

Реплицирующийся вирусный вектор
Replicating viral vector 13 3

Вирусоподобные частицы
Virus-like particles 7 2

Живая аттенуированная вакцина
Live attenuated vaccine 3 0

Реплицирующийся бактериальный вектор
Replicating bacterial vector 1 0

Платформа не идентифицирована
Platform not identified 36 0

Общее количество
Total number 159 42

18  R&D Blueprint and COVID-19. WHO. https://www.who.int/teams/blueprint/covid-19
19  Wuhan seafood market pneumonia virus isolate Wuhan-Hu-1, complete genome. NCBI Reference Sequence: NC_045512.2. https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/nuccore/NC_045512.1

https://www.who.int/teams/blueprint/covid-19
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_045512
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_045512
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Таблица 2. Достоинства и недостатки технологических платформ для создания вакцин против COVID-19
Table 2. Benefits and drawbacks of the technological platforms for COVID-19 vaccine development 

Технологическая 
платформа

Technological 
platform

Достоинства
Benefits

Недостатки
Drawbacks

Живая аттенуиро-
ванная вакцина
Live attenuated 
vaccine

Потенциально самый эффектив-
ный вид вакцины для проведения 
иммунизации. Простота получения. 
Возможность получения в промыш-
ленных масштабах
Potentially the most effective type of 
vaccine for immunisation. Easy to pro-
duce. Possibilities for industrial-scale 
production

Применительно к вакцинам против COVID-19 использование 
данной платформы маловероятно ввиду наличия большой 
доли бессимптомных форм протекания заболевания и свя-
занной с этим неопределенностью данных, которые могли бы 
быть получены при проведении клинических исследований. 
Возможность реверсии аттенуированного штамма к дикому 
типу ввиду генетической пластичности коронавирусов
The platform is unlikely to be used for COVID-19 vaccines due 
to the high proportion of asymptomatic cases and the associated 
uncertainty of data that could be obtained from clinical trials. Pos-
sibility of the attenuated strain reversion to the wild type due to 
genetic flexibility of coronaviruses

Инактивированные 
вакцины
Inactivated vaccines

Простота получения. Реципрокность 
эпитопов инактивированного и на-
тивного возбудителя
Easy to produce. Reciprocity of 
epitopes of the inactivated and native 
pathogens 

Относительно низкий уровень накопления вируса in vitro. 
Необходимость использования культуры клеток, лицензиро-
ванной для получения вакцин.
Относительно слабая иммуногенность и связанная с ней не-
обходимость проведения повторной иммунизации
Relatively low level of virus accumulation in vitro. The need to use 
a cell culture licensed for vaccine production.
Relatively low immunogenicity and the associated need for re-
immunisation

РНК-вакцины
RNA vaccines

Наиболее простая конструкция, 
необходимая для производства 
специфического антигена в макро-
организме. Отсутствие возможности 
интеграции в геном человека
The simplest construct that can pro-
duce specific antigen in a macroorgan-
ism. It is not capable of integrating into 
the human genome

Необходимость использования специальной аппаратуры для 
вакцинации. Относительно слабая иммуногенность и связан-
ная с ней необходимость проведения повторной иммуниза-
ции. Сложность получения в промышленных масштабах
The need to use special equipment for vaccination. Relatively low 
immunogenicity and the associated need for re-immunisation. Dif-
ficulties associated with industrial-scale production

ДНК-вакцины
DNA vaccines

Оценены для целого ряда заболева-
ний, безопасны, слабореактогенны
These vaccines have already been 
evaluated for a variety of diseases, 
they are safe and have low reactoge-
nicity

Необходимость использования специальной аппаратуры для 
вакцинации (gene gun — генная пушка), относительно слабая 
иммуногенность и связанная с ней необходимость высоких 
иммунизирующих доз и проведения повторной иммунизации 
для достижения требуемого иммунного ответа
The need to use special equipment for vaccination (gene gun), 
relatively low immunogenicity and the associated need for high 
immunisation doses and repeat immunisation in order to achieve 
the desired immune response

Субъединичные 
вакцины
Subunit vaccines

Безопасны, слабореактогенны
Safety, low reactogenicity

Относительно слабая иммуногенность и связанная с ней не-
обходимость проведения повторной иммунизации
Relatively low immunogenicity and the associated need for re-
immunisation

Вирусоподобные 
частицы
Virus-like particles

Безопасны
Safety

Необходимость многократной иммунизации. Высокая стои-
мость вакцины. Сложный процесс получения, препятствую-
щий ее серийному производству
The need for multiple immunisations. A high cost of the vaccine. 
A complicated production process that hinders mass production

Кандидатные вакцины против COVID-19 должны быть ос-
нованы на использовании в  качестве антигенов отдельных 
субъединиц структурных белков S (обязательный компонент) 
и  N  (возможный дополнительный компонент) вируса SARS-
CoV-2 (взятых отдельно или в  комбинации), которые при 
введении обуславливают выраженный иммунный ответ (гумо-
ральный и Т-клеточный). При этом желательно, чтобы вставка 
гена структурного белка S кодировала аминокислотную после-
довательность аргинин–аргинин–аланин–серин–валин–ала-
нин–серин, которая является идентичной соответствующему 
участку белка человека ENaC-α [11].

Однако количество возможных путей создания вакцин 
нового поколения, включающих выбор платформы, выбор 
дизайна вакцины и  способа ее получения, а также оценки 
предполагаемой эффективности вакцины при проведении до-

клинических исследований настолько велико, что каждую от-
дельную методику получения вакцины можно рассматривать 
в качестве самостоятельной научной разработки.

Вакцина становится доступной для использования только 
после завершения всего цикла клинических исследований. 
Основной составляющей предрегистрационных клинических 
исследований является мониторинг нежелательных реак-
ций на вакцину. В клинических исследованиях фазы I про-
водят определение в первую очередь безопасности, а также 
иммуногенности кандидатной вакцины на ограниченной по 
численности (10–100) группе добровольцев (обычно здо-
ровые взрослые). При проведении клинических исследо-
ваний фазы  II проводят оценку опасности потенциального 
побочного действия, иммунных реакций, а также определе-
ние оптимальной схемы иммунизации. Объем выборки при 
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Технологическая 
платформа

Technological 
platform

Достоинства
Benefits

Недостатки
Drawbacks

Вектор-
ные ре-
комби-
нантные 
вакцины
Recom-
binant 
vector 
vaccines

на основе 
аденови-
руса
adenovi-
rus-based

Наличие апробированных техноло-
гических платформ.
Установленная эффективность 
вакцин на данной платформе.
Возможность получения в промыш-
ленных масштабах
Availability of time-tested technological 
platforms.
Proven effectiveness of vaccines cre-
ated using this platform.
Possibilities for industrial-scale produc-
tion

Неопределенность иммунного статуса макроорганизма 
(ранее перенесенное заболевание, вызванное аденовирусом, 
может негативно влиять на эффективность вакцины). Эф-
фективный иммунный ответ при однократной иммунизации 
развивается при использовании высоких иммунизирующих 
доз, для повышения эффективности иммунизации необходи-
мо проведение бустирования
Lack of information about the macroorganism’s immune status 
(a previous adenovirus infection may affect the vaccine’s effec-
tiveness). High immunisation doses are needed to elicit an effec-
tive immune response from single immunisation. Booster doses 
are required in order to increase immunisation effectiveness

на основе 
вируса 
везику-
лярного 
стома-
тита
vesicular 
stomatitis 
virus-
based

Наличие апробированных техноло-
гических платформ.
Для получения иммунного ответа 
достаточно проведения однократной 
иммунизации.
Возможность получения в промыш-
ленных масштабах
Availability of time-tested technological 
platforms.
A single immunisation is sufficient for 
eliciting immune response.
Possibilities for industrial-scale produc-
tion

Возможны побочные действия: лейкопения, лимфопения 
и нейтропения в течение первых трех дней после вакцина-
ции, артралгия, артриты примерно у 20% иммунизированных
Potential side effects: leukopenia, lymphopenia and neutropenia 
during the first three days after vaccination, arthralgia, arthritis in 
about 20% of the vaccinated individuals

на основе 
ортопокс
вирусов
ortho-
poxvirus-
based

Информационная емкость генома 
вектора, позволяющая проводить 
вставку нескольких гетерологичных 
последовательностей
The information capacity of the vector 
genome allows for insertion of several 
heterological sequences

Неопределенность иммунного статуса макроорганизма. 
Возможное отсутствие эффекта при иммунизации наиболее 
уязвимой возрастной группы (люди пожилого возраста) вви-
ду того, что они прошли вакцинацию против оспы
Lack of information about the macroorganism’s immune status. 
Potential lack of effect when immunising the most vulnerable 
age group (elderly people) due to previous vaccination against 
smallpox

на основе 
лентиви-
русов
lentivirus-
based

Способность лентивирусов к репли-
кации в неделящихся клетках
Lentiviruses are capable of replicating 
in non-proliferating cells

Отсутствие апробированных технологических платформ для 
создания на основе лентивирусов вакцин против вирусных 
инфекционных заболеваний
Lack of time-tested technological platforms for production of 
lentivirus-based vaccines against viral infections 

этом составляет 100–1000 человек. Фаза III клинических ис-
следований включает оценку эффективности кандидатной 
вакцины при профилактике заболеваний, сбор информации 
о разнородной иммунизированной популяции в течение про-
должительного времени (обычно не менее 1 года). Объем вы-
борки на этой стадии клинических исследований составляет 
1000–10000 человек. Лишь после получения положительных 
данных фазы III осуществляется подача заявки на лицензиро-
вание в контролирующий орган о применении вакцины и раз-
решении ее использования.

Следует отметить, что в условиях чрезвычайной ситуации 
возможна регистрация вакцины по ускоренной схеме20. Так, 
вакцина Гам-КОВИД-Вак и Гам-КОВИД-Вак-Лио (коммерческое 
название «Спутник V») зарегистрирована после проведения 
фазы I/II клинических исследований21, завершенных 1 августа 

2020 г. [12]. Вакцина получила свидетельство о регистрации от 
Минздрава России 11 августа 2020 г. и в соответствии с прави-
лами, принятыми во время пандемии, может использоваться 
для вакцинации населения в России.

Данная вакцина, созданная на основе рекомбинантных аде-
новирусов человека 26 и 5 типа, в  ходе нерандоминизирован-
ных клинических исследований фазы I/II на 76 добровольцах 
в возрасте от 18 до 60 лет показала выработку как гуморально-
го, так и Т-клеточного иммунного ответа у 100% иммунизиро-
ванных [13]. Выработка гуморального иммунного ответа была 
подтверждена выявлением вирусспецифических антител, в том 
числе и вируснейтрализующих антител в сыворотке крови вак-
цинированных. Наличие клеточного иммунного ответа в резуль-
тате вакцинации подтверждено активацией иммунных клеток до-
бровольцев при взаимодействии с S белком вируса SARS-CoV-2. 

20 Постановление Правительства Российской Федерации от 03.04.2020 № 441 (ред. от 01.09.2020) «Об особенностях обращения лекарственных 
препаратов для медицинского применения, которые предназначены для применения в условиях угрозы возникновения, возникновения и ликви-
дации чрезвычайной ситуации и для организации оказания медицинской помощи лицам, пострадавшим в результате чрезвычайных ситуаций, 
предупреждения чрезвычайных ситуаций, профилактики и лечения заболеваний, представляющих опасность для окружающих, заболеваний и 
поражений, полученных в результате воздействия неблагоприятных химических, биологических, радиационных факторов». 

21 О вакцине для профилактики новой коронавирусной инфекции COVID-19 «Гам-КОВИД-Вак», разработанной ФГБУ «НИЦЭМ им. Н. Ф. Гама-
леи» Минздрава России. https://roszdravnadzor.gov.ru/news/22768

Продолжение таблицы 2
Table 2 (continued)

https://roszdravnadzor.gov.ru/news/22768
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Все добровольцы хорошо перенесли исследования, не было за-
регистрировано серьезных нежелательных реакций.

В таблице 3 представлен перечень кандидатов в вакцины 
против COVID-19, находящихся на стадии клинических иссле-
дований. Испытуемые вакцины сгруппированы по странам-
производителям.

На возможность проведения массовой вакцинации против 
COVID-19 в будущем могут влиять несколько факторов, из ко-
торых главным является материальное обеспечение. Необхо-
димо отметить, что используемая технологическая платформа 
для создания вакцины не оказывает существенного влияния на 
затраты.

В настоящее время уже анонсированы исследования, ре-
зультаты которых в дальнейшем могут быть использованы при 
создании вакцины против COVID-19, пригодной для проведе-
ния массовой иммунизации38.

Наиболее значимыми исследованиями при разработке 
вакцины против COVID-19 (потенциально пригодной для мас-
сового применения) являются следующие. В КНР в мае 2020 г. 
на 2575 добровольцах было проведено исследование 5 раз-
личных вакцин. Следует отметить проведенную Академией 
военно-медицинских наук КНР разработку генно-инженерной 
вакцины против COVID-19 на основе человеческого рекомби-
нантного аденовируса типа 5. Вакцина признана безопасной, 
при выраженной иммуногенности нежелательные реакции при 
иммунизации отсутствовали39.

Вакцина против COVID-19, разработанная Институтом био-
логических продуктов (г. Ухань), в ходе клинических плацебо-
контролируемых исследований фазы I/II на 1120 добровольцах 
показала выраженную иммуногенность. В экспериментах были 
использованы 3 иммунизирующие дозы (низкая, средняя и вы-
сокая) при двукратном введении с интервалом 14, 21 и 28 сут. 
Установлено, что частота сероконверсии на 28-е сут после за-
ключительной иммунизации при любой из изученных схем 
составила 100%. При проведении клинических исследований 
фазы III предполагается кооперация с другими странами. Ком-
пания Sinopharm Group Co., Ltd (КНР) планирует производить 
200 млн доз вакцины в год40.

В мае 2020 г. после получения результатов I фазы клини-
ческих исследований вакцины мРНК-1273 компания Moderna 
приступила к проведению II фазы, в которой приняли участие 
600 добровольцев, из которых половина имеет возраст старше 
60 лет. 27 июля 2020 г. компания начала проведение III фазы 
клинических исследований. В рамках III фазы до конца октя-
бря предполагается привить 30000 добровольцев из США, сре-
ди которых также будут пожилые люди. Вакцинацию 100 мкг 

мРНК-1273 или плацебо проведут дважды с  промежутком 
в 28 сут, а затем исследователи (6 раз в течение двух лет) про-
ведут определение уровня антител и будут наблюдать заболев-
ших и отслеживать интенсивность проявления заболевания41.

Оксфордский университет объявил о  разработке вакци-
ны ChAdOx1 nCoV-19 на основе аденовирусного вектора42. 
С 27 марта 2020 г. начаты клинические исследования фазы  I 
с  участием 510  добровольцев в  возрасте от 18 до 55 лет43. 
Результатом проведенных исследований явилось создание 
вакцины, получившей коммерческое название AZD1222,  — 
векторной рекомбинантной вакцины на основе аденовируса 
шимпанзе, содержащей вставку гена белка S вируса SARS-
CoV-2. Предполагается, что эта вакцина будет использована при 
двукратном введении: праймирование в дозе 5,0×1010, бусти-
рование — 2,5×1010 вирусных частиц (в пересчете на рекомби-
нантный вирус)44. В настоящее время проводятся клинические 
исследования III фазы вакцины AZD1222 на  30000  взрослых 
добровольцах.

В настоящее время создаются производственные мощности 
для наработки необходимых объемов вакцин против COVID-19. 
Британско-шведская компания AstraZeneca создала производ-
ственные линии для выпуска вакцин в США, Европе, Индии, пла-
нируется создание такой линии и в КНР45.

В конце августа в США начата III фаза клинических иссле-
дований вакцины ChAdOx1 nCoV-19 (AZD1222), однако испы-
тания были приостановлены после того, как в ходе испытаний 
в  Британии у  одного из волонтеров был диагностирован по-
перечный миелит, воспаление спинного мозга, обычно вызы-
ваемое инфекциями. Несмотря на то что не установлена связь 
между получением экспериментальной вакцины и заболевани-
ем миелитом, данное обстоятельство может задержать сроки 
поступления вакцины на рынок46.

Проблемы, возникшие при исследованиях вакцины ChAdOx1 
nCoV-19, к сожалению, не являются уникальным явлением при 
создании медицинских средств защиты в отношении COVID-19. 
Управление по контролю за качеством продуктов питания и ле-
карственных средств (FDA) уведомило компанию Inovio о  том, 
что имеет ряд вопросов до получения разрешения на проведение 
II фазы клинических исследований кандидатной вакцины INO-
4800. Заявка на проведение клинических исследований нового 
лекарственного препарата в рамках фазы II/III приостановлена до 
октября 2020 г.47

До конца 2020  г. компания AstraZeneca планирует выпу-
стить 300 млн доз вакцины в США, 100 млн доз в Великобрита-
нии, а затем довести ежегодный выпуск до 2 млрд доз48. Такое 
количество выпускаемой вакцины может быть рентабельным 

38  Gavi. The vaccine alliance. COVAX. https://www.gavi.org/covax-facility
39  В Китае рассказали об испытании пяти вакцин от коронавируса. 15.05.2020. https://ria.ru/20200515/1571527457.html
40  Вакцина против SARS-CoV-2 от Sinopharm демонстрирует многообещающие результаты. https://gmpnews-ru.turbopages.org/gmpnews.

ru/s/2020/06/vakcina-protiv-sars-cov-2-ot-sinopharm-demonstriruet-mnogoobeshhayushhie-rezultaty/
41  A study to evaluate efficacy, safety, and immunogenicity of mRNA-1273 vaccine in adults aged 18 years and older to prevent COVID-19 (ClinicalTrials.

gov Identifier: NCT04470427). https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04470427
42  «АстраЗенека» и Оксфордский университет объявили о соглашении по разработке вакцины от COVID-19 https://gmpnews-ru.turbopages.org/

gmpnews.ru/s/2020/05/astrazeneka-i-oksfordskij-universitet-obyavili-o-soglashenii-po-razrabotke-vakciny-ot-covid-19/
43  В Институте исследования вакцин им. Эдварда Дженера начали испытания вакцины от коронавируса на людях. Успех не гарантирован, про-

блемы — почти наверняка. https://www.bbc.com/russian/features-52395916
44  AZD1222 SARS-CoV-2 Vaccine. https://www.precisionvaccinations.com/vaccines/azd1222-sars-cov-2-vaccine
45  Британская AstraZeneca начала производство вакцины от COVID-19, не закончив тестирование. https://us.vesti.news/britanskaya-astrazeneca-

nachala-proizvodstvo-vaktsiny-2020060514480716.htm
46  Phillips N, Cyranoski D, Mallapaty S. A leading coronavirus vaccine trial is on hold: scientists react. Nature. 2020. https://www.nature.com/articles/

d41586-020-02594-w 
47  https://finance.rambler.ru/other/44919952-amerikanskaya-kompaniya-priostanovila-ispytaniya-vaktsiny-protiv-koronavirusa/
48  AstraZeneca advances response to global COVID-19 challenge as it receives first commitments for Oxford’s potential new vaccine. https://www.

astrazeneca.com/media-centre/articles/2020/astrazeneca-advances-response-to-global-covid-19-challenge-as-it-receives-first-commitments-for-
oxfords-potential-new-vaccine.html

ClinicalTrials.gov
ClinicalTrials.gov
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04470427
https://gmpnews-ru.turbopages.org/gmpnews.ru/s/2020/05/astrazeneka-i-oksfordskij-universitet-obyavili-o-soglashenii-po-razrabotke-vakciny-ot-covid-19/
https://gmpnews-ru.turbopages.org/gmpnews.ru/s/2020/05/astrazeneka-i-oksfordskij-universitet-obyavili-o-soglashenii-po-razrabotke-vakciny-ot-covid-19/
https://www.bbc.com/russian/features-52395916
https://www.precisionvaccinations.com/vaccines/azd1222
https://www.nature.com/articles/d41586-020-02594-w
https://www.nature.com/articles/d41586-020-02594-w
https://www.astrazeneca.com/media-centre/articles/2020/astrazeneca-advances-response-to-global-covid-19-challenge-as-it-receives-first-commitments-for-oxfords-potential-new-vaccine.html
https://www.astrazeneca.com/media-centre/articles/2020/astrazeneca-advances-response-to-global-covid-19-challenge-as-it-receives-first-commitments-for-oxfords-potential-new-vaccine.html
https://www.astrazeneca.com/media-centre/articles/2020/astrazeneca-advances-response-to-global-covid-19-challenge-as-it-receives-first-commitments-for-oxfords-potential-new-vaccine.html
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лишь в случае ее глобального использования. Поэтому финан-
сирование разработок по созданию вакцин против COVID-19 
можно рассматривать как борьбу за перспективный рынок 
сбыта препарата, который при возникновении новой пандемии 
заболевания будет востребован системой здравоохранения во 
всем мире.

В КНР и Великобритании уже анонсировано массовое про-
изводство данных вакцин.

Пострегистрационные клинические исследования вак-
цины «Спутник V» в России начаты 7 сентября 2020 г. В ран-
домизированных слепых исследованиях принимают участие 
40000 человек старше 18 лет, случайным образом разделен-
ных на 2  группы: опытную (30000 человек) и  контрольную 
(10000  человек) с  введением плацебо. Добровольцы распре-
делены по следующим возрастным группам: 18–30, 31–40, 41–
50, 51–60 лет и старше 60 лет. Каждый проходит наблюдение 
в течение 180 ± 14 сут после первой иммунизации. Проведено 
двукратное внутримышечное введение добровольцам вакцины 
(опытная группа) и  плацебо (контрольная группа), интервал 
между введениями составил 21 ± 2 сут. Наблюдение за состо-
янием добровольцев проводится и будет проведено на 28 ± 2, 
42 ± 2, и  180 ± 14 сут после первой иммунизации. У  добро-
вольцев будет проведено определение титра вируснейтрали-
зующих антител (ВНА), титра антител к S-белку вируса SARS-
CoV-2, интерферона γ, CD4+ и  CD8+ Т-клеток и  динамика их 
изменений. Основным результатом проводимых исследований 
будет сравнение доли заболевших COVID-19 в опытной и кон-
трольной группах. В связи с выходом второй волны пандемии 
COVID-19 с конца сентября 2020 г. на фазу экспоненциального 
роста имеется реальная возможность доказательства эффек-
тивности вакцины путем регистрации «значимых» различий 
между опытной и контрольной группами. Срок окончания ис-
следований — 1 мая 2021 г.49 Массовое производство вакцины 
«Спутник V» начато в  конце сентября 2020  г. До настоящего 
времени у вакцинированных не отмечено ни одного случая тя-
желой формы COVID-19. Согласно предварительным данным 
эффективность вакцины превышает 92%50.

13 октября 2020 г. в Государственном реестре лекарствен-
ных средств зарегистрирована однокомпонентная пептид-
ная вакцина против COVID-19 ЭпиВакКорона, разработанная 
в  ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора51. Предполагае-
мый способ применения вакцины — двукратное внутримышеч-
ное введение препарата в объеме 0,5 мл с интервалом 21 сут. 
I и II фазы клинических исследований были проведены с июля 
по сентябрь 2020 г. на 100 добровольцах. Следующую, третью 
фазу клинических исследований планируется проводить с но-
ября 2020 г. на 3000 добровольцев.

Заключение

На основании анализа информации о разработке и клини-
ческих исследованиях вакцин против COVID-19 в  различных 
странах, достоинств и  недостатков различных платформ для 
создания вакцин и возможном дизайне вакцин нового поколе-
ния сделан вывод о том, что вакцины против COVID-19 могут 
быть созданы как для иммунизации групп риска, так и  для 
проведения массовой иммунизации с  целью предотвраще-
ния повторной пандемии заболевания. С нашей точки зрения, 

приоритетное положение при решении задачи по разработке 
вакцины, пригодной для проведения массовой иммунизации, 
в  настоящее время занимает создание векторных рекомби-
нантных вакцин на основе аденовируса человека или обезьян, 
производство которых уже сейчас возможно в промышленных 
масштабах.
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Международные и отечественные нормативные рекомендации к разработке 
и регистрации вакцин против COVID-19 в условиях пандемии
А. А. Солдатов1, Ж. И. Авдеева1, В. П. Бондарев1, В. А. Меркулов1,2, В. Д. Мосягин1, В. Б. Иванов1, Д. В. Горенков1,*, 
Л. М. Хантимирова1

1 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
2 Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования  
«Первый Московский государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова»  
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Трубецкая ул., д. 8, стр. 2, Москва, 119991, Российская Федерация

Развитие пандемии COVID-19 инициировало исследования по разработке вакцин против этой коронави-
русной инфекции. ВОЗ и национальные регуляторные органы многих стран подготовили руководства, по-
зволяющие ускорить разработку и регистрацию вакцин против COVID-19. Цель работы — анализ междуна-
родных и отечественных регуляторных рекомендаций к разработке и ускоренной регистрации вакцин для 
профилактики коронавирусной инфекции COVID-19 в условиях пандемии, а также обобщение предвари-
тельных опубликованных результатов первых этапов доклинических и клинических исследований. В работе 
рассмотрены подходы к процедуре ускоренной регистрации лекарственных средств в условиях пандемии 
в Российской Федерации, ЕС и США. Представлены регуляторные требования к качеству, доклиническим 
и клиническим исследованиям вакцин для профилактики COVID-19. Описаны первые результаты разра-
ботки вакцин против COVID-19. Показано, что, согласно регуляторным документам указанных стран, воз-
можно ускорение регистрационного процесса за счет сокращения сроков экспертизы качества, эффек-
тивности и безопасности вакцины. Также возможна так называемая регистрация на условиях, при этом 
вакцина может быть зарегистрирована на основании неполных доклинических и клинических исследова-
ний при условии, что после регистрации все исследования будут выполнены в полном объеме. Представ-
лены обобщенные результаты клинических исследований вакцин против COVID-19. Единичные опублико-
ванные предварительные результаты первых этапов клинических исследований вакцин против COVID-19 
продемонстрировали их хорошую переносимость, безопасность и иммуногенность. При исследовании вак-
цин на основе аденовируса установлено, что до исследования практически у половины добровольцев опре-
делялись высокие титры антител к аденовирусу, что сопровождалось более мягким развитием побочных 
реакций и низкой иммуногенностью. При этом у лиц старшей возрастной группы (45–60 лет) иммунный 
ответ был слабее, чем в группе лиц младше 45 лет. Результаты анализа нормативных требований, регла-
ментирующих разработку и регистрацию вакцин против COVID-19 в условиях пандемии, а также между-
народных и национальных нормативных подходов для разработки и регистрации вакцин могут послужить 
основой при разработке отечественных требований для вакцины против COVID-19 в условиях пандемии.
Ключевые слова: пандемия COVID-19; вакцины; вирус SARS-CoV-2; нормативные требования; ускорен-
ная регистрация вакцин; регистрация вакцин против COVID-19
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The progress of the COVID-19 pandemic initiated research to develop vaccines against this novel coronavirus 
infection. The WHO and national regulatory authorities in many countries have elaborated guidelines to speed 
up the development and authorisation of COVID-19 vaccines. The aim of the study was to analyse international 
and Russian regulatory recommendations for the development and fast-track approval of COVID-19 vaccines 

©

https://doi.org/10.30895/2221
https://doi.org/10.30895/2221
mailto:diyarl@ya.ru


229

Международные и отечественные нормативные рекомендации к разработке и регистрации вакцин против COVID‑19...
Russian and International Regulatory Recommendations for the Development and Marketing Authorisation of COVID‑19...

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020, Т. 20, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment.  2020, V. 20, No. 4

in the context of the pandemic, as well as to summarise the preliminary published results of the first stages of 
preclinical and clinical studies. The paper analyses approaches to fast-track approval of medicines in the face 
of the pandemic in Russia, the European Union, and the United States. It summarises regulatory requirements 
for the quality of COVID-19 vaccines, as well as for preclinical, and clinical studies. It describes the first results 
of COVID-19 vaccine development. The analysed regulatory documents allow for accelerated authorisation due 
to reduction of time spent on evaluation of vaccine quality, safety, and efficacy. Another option is the so-called 
conditional marketing authorisation when a vaccine is registered based on incomplete preclinical and clinical data 
provided that all the studies will be completed after the vaccine authorisation. The paper summarises the results of 
clinical trials of COVID-19 vaccines. The few published preliminary results of the first phases of COVID-19 vaccine 
clinical trials demonstrate the vaccines’ good tolerability, safety, and immunogenicity. Evaluation of adenovirus-
based vaccines showed that almost half of the volunteers had had high antibody titers to adenovirus before the 
study, which resulted in milder adverse reactions and low immunogenicity. In addition, the immune response was 
weaker in the older group of subjects (45–60 years) as compared to the subjects younger than 45 years. The 
results of the analysis of regulatory requirements for the development and marketing authorisation of COVID-19 
vaccines in the context of the pandemic, as well as of national and international regulatory approaches to vaccine 
development and authorisation can be used as a basis for the development of Russian requirements for COVID-19 
vaccines in the context of the pandemic.
Key words: COVID-19 pandemic; vaccines; SARS-CoV-2 virus; regulatory requirements; fast-track approval of 
vaccines; COVID-19 vaccine authorisation
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В конце 2019 г. было установлено, что причиной острого 
тяжелого респираторного синдрома (позднее обозначенного 
как заболевание COVID-19) является коронавирус, впослед-
ствии получивший название SARS-CoV-2. 11 марта 2020 г. ВОЗ 
объявила о начале пандемии COVID-19, что инициировало ак-
тивный поиск эффективных лекарственных средств для борь-
бы с инфекцией [1]. При этом более чем вековой опыт борьбы 
с  инфекционными заболеваниями показывает, что наиболее 
эффективным и безопасным методом прекращения и предот-
вращения эпидемий является вакцинация.

Разработка, контроль качества, проведение доклинических 
и клинических исследований и процедура регистрации вакцин, 
как и  всех биологических лекарственных препаратов, суще-
ственно отличаются от аналогичных процедур для лекарствен-
ных препаратов, получаемых на основе химического синтеза. 
В отличие от последних, вакцины представляют собой белко-
вые и (или) белково-полисахаридные соединения, получаемые 
с  использованием биологических, биотехнологических или 
генетических методов синтеза целевого антигена. Кроме того, 
вакцины должны содержать в своем составе вспомогательные 
вещества, позволяющие поддерживать стабильность (конфор-
мационную структуру белковых молекул) действующего веще-
ства. Также в состав вакцин могут быть включены адъюванты 
для усиления иммунного ответа на антиген. Учитывая данные 
особенности, для регистрации вакцин требуется проведение 
обширных доклинических и  клинических исследований для 
подтверждения их эффективности и безопасности.

Многие производители разработали универсальные, так 
называемые производственные платформы, позволяющие на 
основе единых технологических подходов создавать антигены 
для разных вакцин. Однако будет ли созданная на основе уже 
разработанной производственной платформы вакцина против 
COVID-19 обладать достаточной эффективностью и  безопас-
ностью — заранее спрогнозировать сложно.

Основные проблемы при разработке вакцины против 
COVID-19 обусловлены, в первую очередь, тем, что в настоя-
щее время имеется недостаточно информации о самом вирусе, 
патогенезе инфекционного процесса, механизмах развития 
иммунного ответа и  длительности его сохранения, участии 
в  иммунном ответе на вакцину гуморального и  клеточного 
звеньев иммунитета. Несмотря на данные особенности, имен-
но с созданием вакцин против COVID-19 связаны надежды на 
прекращение пандемии, при этом массовый выпуск вакцины 
необходимо наладить в очень короткие сроки.

Цель работы — анализ международных и  отечественных 
регуляторных рекомендаций к разработке и ускоренной реги-
страции вакцин для профилактики коронавирусной инфекции 
COVID-19 в условиях пандемии, а также обобщение предвари-
тельных опубликованных результатов первых этапов доклини-
ческих и клинических исследований.

Документы, регламентирующие процедуры регистрации 
вакцин против COVID-19 в условиях пандемии

В настоящее время в мире проводится большое количество 
исследований по разработке вакцин против COVID-19 с исполь-
зованием различных технологий (РНК-вакцины, ДНК-вакцины, 
белковые, с использованием наночастиц и адъювантов и др.1). 
Поэтому очень сложно подготовить единые нормативные тре-
бования, учитывающие особенности разных видов вакцин.

С учетом сложившейся обстановки ведущие международ-
ные и  национальные регуляторные системы мира, в  первую 
очередь ВОЗ, EMA, FDA и др., провели критический анализ су-
ществующих нормативных руководств и рекомендаций и под-
готовили документы, позволяющие ускорить этапы разработки 
и регистрации вакцин против COVID-19.

В Российской Федерации в дополнение к  уже имеющим-
ся документам принято Постановление Правительства № 4412. 

1  Draft landscape of COVID-19 candidate vaccines. https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines
2  Постановление Правительства Российской Федерации от 03.04.2020 № 441 (ред. от 01.09.2020) «Об особенностях обращения лекарственных 

препаратов для медицинского применения, которые предназначены для применения в условиях угрозы возникновения, возникновения и ликви-
дации чрезвычайной ситуации и для организации оказания медицинской помощи лицам, пострадавшим в результате чрезвычайных ситуаций, 
предупреждения чрезвычайных ситуаций, профилактики и лечения заболеваний, представляющих опасность для окружающих, заболеваний 
и поражений, полученных в результате воздействия неблагоприятных химических, биологических, радиационных факторов».

https://doi.org/10.30895/2221
mailto:diyarl@ya.ru
https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines
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Этим документом утверждены «Особенности обращения ле-
карственных препаратов для медицинского применения...» 
(Постановление), позволяющие сократить некоторые этапы 
разработки и регистрации препаратов (в том числе и вакцин) 
в  условиях пандемии. Следует отметить, что отечественные 
нормативные требования по принципиальным вопросам не от-
личаются от национальных рекомендаций других стран и меж-
дународных организаций.

В Постановлении прежде всего сокращены сроки, установ-
ленные для процедуры регистрации Федеральным законом 
№ 61-ФЗ «Об обращении лекарственных средств», в частности 
«государственная регистрация лекарственного препарата осу-
ществляется Министерством в срок, не превышающий 20 ра-
бочих дней со дня поступления заявления и  документов»3. 
Причем регистрация препаратов, уже одобренных FDA и EMA, 
осуществляется в  течение 5 дней. В  экспертном учреждении 
экспертная оценка качества препарата, его эффективности 
и безопасности должна проводиться в течение 15 дней.

Некоторые доклинические исследования могут быть сокра-
щены на предрегистрационном этапе и в достаточном объеме 
выполнены параллельно с  клиническими исследованиями4. 
Согласно данному документу, возможна регистрация вакцины 
на основании неполных клинических исследований на «особых 
условиях». В данном случае «особые условия» означают воз-
можность проведения поздних фаз клинических исследований 
в полном объеме в пострегистрационном периоде.

В ЕМА существуют несколько процедур ускоренного ли-
цензирования лекарственных средств. Для разработки и  ли-
цензирования вакцин против COVID-19 наиболее оптимально 
подходит и рекомендуется ЕМА программа «Приоритетные ле-
карственные средства» (PRIME)5. Данная программа позволя-
ет лицензировать препараты на основании неполного объема 
доклинических и клинических исследований, которые должны 
быть проведены в полном объеме после получения лицензии.

Учитывая активное развитие и социальное значение панде-
мии COVID-19, несмотря на наличие программы ускоренного 
лицензирования в  рамках ЕМА, для координации и  быстрого 
реагирования по вопросам нормативных требований в  ЕМА 
была создана целевая группа — COVID-ETF6. Основной целью 
деятельности COVID-ETF является более быстрое продвижение 
препаратов и вакцин против COVID-19. Одной из приоритетных 
задач COVID-ETF является раннее научное консультирование по 
вопросам разработки вакцин. Подразделениями ЕМА (Рабочей 
группой по научным консультациям (SAWP) и  Комитетом по 
лекарственным препаратам (CHMP), в том числе при участии 
группы COVID-ETF), был разработан документ по ускоренной 
процедуре экспертизы и регистрации препаратов и вакцин про-
тив COVID-197. Документ дополняет другие, уже применяемые 
нормативные требования.

В документе ЕМА прописаны следующие процедуры, по-
зволяющие ускорить разработку и  лицензирование вакцин: 
ускоренное и регулярное научное консультирование, консуль-

тирование по вопросам исследований среди детей, непрерыв-
ная оценка данных, процедура лицензирования, продление 
лицензии и показаний к применению, применение лекарствен-
ного препарата в неотложных ситуациях и др.8

Для ускорения процедуры научного консультирования ЕМА 
предложены следующие возможности: для разработчиков не 
существует заранее установленных сроков подачи заявок на 
консультирование; научная консультация бесплатна и  срок 
выполнения ответа на письмо заявителя экспертами ЕМА со-
ставляет 20 дней (в обычных условиях срок составляет 40 или 
70 дней). Подготовка ответа экспертами ЕМА на вопросы, каса-
ющиеся плана педиатрического исследования, сокращается до 
20 дней (в обычных условиях — 120 дней)9.

Следует отметить, что ответ экспертов ЕМА на запрос про-
изводителя (то есть научное консультирование) не является 
предварительной оценкой данных, а скорее помогает при пла-
нировании дальнейших исследований.

В чрезвычайных ситуациях ЕМА может дать разрешение на 
так называемую процедуру непрерывной оценки данных (roll-
ing review) до официальной заявки на регистрацию. Данная 
процедура позволяет экспертам ЕМА проводить оценку (экс-
пертизу) данных по мере их готовности. Это позволяет значи-
тельно ускорить подготовку окончательного заключения для 
выдачи лицензии на продажу препарата. Данная процедура мо-
жет быть инициирована только группой COVID-ETF. Заявитель 
направляет готовые материалы в формате общего техническо-
го документа (OTD).

Если заявитель не использовал процедуру непрерывной 
оценки данных, то он подает заявку на лицензирование пре-
парата, но срок рассмотрения заявки сокращается с  210 до 
150 дней. Причем специалисты ЕМА могут (если это возмож-
но) провести экспертизу представленных для лицензирования 
материалов в еще более короткий срок10.

В FDA, как и в ЕМА, разработано несколько процедур уско-
ренной регистрации лекарственных средств в  особых ситу-
ациях. Если доклинические и  клинические исследования при 
разработке вакцины против COVID-19 выполнены в неполном 
объеме, то FDA рекомендует лицензировать вакцину по проце-
дуре «Регистрация лекарственных препаратов и медицинских 
изделий в условиях чрезвычайной ситуации и связанные с ре-
гистрацией регуляторные органы» (Emergency use authorization 
of medical products and related authorities, процедура EUA)11. 
Процедура лицензирования EUA в условиях чрезвычайной си-
туации позволяет получить лицензию с ограниченным сроком 
действия (например, на 1 год). Если в течение года действия 
лицензии EUA заявителем представлены все результаты иссле-
дований в полном объеме, то он может получить обычную ли-
цензию на производство и продажу биологического препарата 
(BLA). Если в течение года по обоснованным обстоятельствам 
заявитель не смог в полном объеме собрать необходимый ма-
териал, лицензия EUA может быть продлена еще на определен-
ное время.

3  Там же.
4  Там же.
5  European Medicines Agency Guidance for applicants seeking access to PRIME scheme (EMA/191104/2015). EMA; 2018.
6  Mandate, objectives and rules of procedure of the COVID-19 EMA pandemic Task Force (COVID-ETF) (EMA/166423/2020). EMA; 2020.
7  EMA initiatives for acceleration of development support and evaluation procedures for COVID-19 treatments and vaccines (EMA/213341/2020). EMA; 2020. 

https://www.ema.europa.eu/en/documents/other/ema-initiatives-acceleration-development-support-evaluation-procedures-covid-19-treatments-vaccines_en.pdf
8  Там же.
9  Там же.
10  Там же.
11  Emergency use authorization of medical products and related authorities. Guidance for industry and other stakeholders. FDA; 2017. https://www.fda.

gov/media/97321/download

https://www.ema.europa.eu/en/documents/other/ema-initiatives-acceleration-development-support-evaluation-procedures-covid-19-treatments-vaccines_en.pdf
https://www.fda.gov/media/97321/download
https://www.fda.gov/media/97321/download
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Международные требования к вакцинам 
против COVID-19, разрабатываемым и применяемым 
в условиях пандемии

Для стран ЕС и большинства стран мира (за исключением 
США и стран, которые взяли за основу принципы FDA), основны-
ми документами, регламентирующими доклинические (включая 
вопросы качества и производства) и клинические исследования 
новых вакцин, являются два документа ВОЗ: «Руководство по 
проведению доклинической оценки вакцин» и «Руководство по 
клинической оценке вакцин: регуляторные ожидания»12. Учиты-
вая тот факт, что эффективность вакцин оценить достаточно 
сложно (например, если вакцина разрабатывается не в эндеми-
ческом очаге инфекции), больше внимания в данных рекомен-
дациях уделено оценке безопасности. Данные документы каса-
ются общих вопросов разработки безопасных и эффективных 
препаратов. Более подробные рекомендации, посвященные во-
просам безопасности и эффективности, прописаны в отдельных 
документах ВОЗ для разработки конкретных вакцин (например, 
против полиомиелита, гриппа, лихорадки Эбола и др.).

С самого начала появления информации о  первых выяв-
ленных случаях COVID-19 ВОЗ проводила активную работу по 
предупреждению распространения инфекции в мире, а затем 
по борьбе с пандемией. Одной из основных задач деятельности 
ВОЗ является гармонизация для всех стран подходов, касаю-
щихся производства, доклинических и  клинических исследо-
ваний и условий регистрации лекарственных средств. Учитывая 
особенности возбудителя COVID-19 и эпидемического процес-
са, после ряда консультаций с ведущими специалистами мира, 
в  апреле 2020 г. ВОЗ были подготовлены общие требования 
к  вакцине против COVID-19 (целевой профиль) (WHO Target 
Product Profiles for COVID-19 Vaccines)13 (табл. 1). В  мире по-
стоянно появляются новые виды разрабатываемых вирусных 
вакцин (векторные, ДНК-вакцины, РНК-вакцины, с  использо-
ванием адъювантов и наночастиц и др.), поэтому в документе 
указаны общие требования к  параметрам, характеризующим 
профиль вакцины против COVID-19 при применении в период 
эпидемии и неэпидемический период.

Регламентирование качества вакцин против COVID-19

В регистрационном досье вакцины против COVID-19, как 
и  для любой другой вакцины, должны быть представлены 
в полном объеме характеристика физико-химических свойств 
вакцины и  методы контроля качества, которые должны со-
ответствовать нормативным требованиям, предъявляемым 
к вакцинам. При этом необходимо надлежащим образом оха-
рактеризовать не только сам препарат, но и производственный 
процесс его получения, с указанием и характеристикой крити-
ческих точек производства, представить материалы валидации 
этапов производственного процесса и методов контроля каче-
ства. Производственный процесс получения вакцины должен 
осуществляться в соответствии с действующими стандартами 
надлежащей производственной практики (GMP).

Основные общие рекомендации, касающиеся вопросов 
производства и оценки качества вакцин, описаны в документе 
ВОЗ «Руководство по проведению доклинической оценки вак-
цин»14. Учитывая сложность и особенности разработки биоло-
гических препаратов, ВОЗ был подготовлен ряд документов по 
некоторым конкретным вопросам качества и производства, на-
пример стабильности вакцин, особенностям вакцин на основе 
ДНК и др. Нормативные документы ВОЗ, касающиеся вопросов 
производства и оценки качества, которые могут использовать-
ся при разработке вакцин против COVID-19, указаны на рисун-
ке 1. При этом при разработке вакцин против COVID-19 может 
быть полезна информация, представленная в рекомендациях 
для оценки качества, безопасности и  эффективности вак-
цин, например, вакцин против вируса Эбола и других вакцин 
(рис. 1). Следует отметить, что развитие пандемии иницииро-
вало пересмотр некоторых документов ВОЗ, например в насто-
ящее время уже подготовлен обновленный проект руководства 
по обеспечению качества, безопасности и  эффективности 
ДНК-вакцин15.

Основные требования, касающиеся физико-химических 
и  биологических свойств (качества) вакцин, представлены 
в  фармстатьях (монографиях) национальных и  международ-
ных фармакопей. Для более быстрой разработки вакцин про-
тив COVID-19 некоторые национальные и международные фар-
макопейные комитеты сделали доступными (бесплатными) на 
период пандемии, вызванной COVID-19, последние редакции 
фармакопей (в частности, Европейской и Британской)16. Кро-
ме того, сотрудники данных фармакопейных комитетов под-
готовили указания, которые позволяют значительно облегчить 
поиск необходимой информации в фармакопее. В частности, 
в Европейской фармакопее специально для заинтересованных 
лиц, занимающихся разработкой вакцин против COVID-19, со-
ставлена сводная таблица с перечнем фармакопейных статей, 
с информацией о типах вакцин или соответствующих вакцин-
ных платформах (например, живая аттенуированная вирусная 
вакцина, рекомбинантные вакцины с  вирусным вектором). 
Причем список монографий не является исчерпывающим и ре-
гулярно пересматривается и  обновляется по мере появления 
новой информации.

Крайне сложно на этапе оценки/характеристики физико-
химических и  биологических свойств (качества) сократить 
сроки разработки вакцины, однако это возможно при исполь-
зовании универсальной платформы для получения вакцин. 
Разработка вакцины против COVID-19 может быть ускорена на 
основе информации (результатов исследований), полученных 
при разработке других зарегистрированных вакцин на той же 
технологической платформе. Аналогичным образом, если пла-
нируется выпускать препарат на производственной платфор-
ме, на которой уже освоен выпуск зарегистрированных вакцин, 
то соответствующие данные, полученные для этих вакцин, при 
должном обосновании могут быть использованы для характе-
ристики отдельных этапов производства и методов контроля17. 
В подобных ситуациях для разработки новой вакцины может 

12  WHO guidelines on nonclinical evaluation of vaccines. WHO Technical Report Series, No. 927, 2005.
Guidelines on clinical evaluation of vaccines: regulatory expectations. Replacement of Annex 1 of WHO Technical Report Series, No. 924. WHO Technical 

Report Series, No. 1004, 2017.
13  WHO target product profiles for COVID-19 vaccines. https://www.who.int/publications/m/item/who-target-product-profiles-for-covid-19-vaccines
14  WHO guidelines on nonclinical evaluation of vaccines. WHO Technical Report Series, No. 927, 2005.
15  Guidelines for assuring the quality, safety, and efficacy of plasmid DNA vaccines. Proposed revision of Annex 1of WHO Technical Report Series, 

No. 941. Post ECBS version/1 September 2020. Expert committee on biological standardization. WHO; 2020. https://www.who.int/publications/m/item/
DNA-post-ECBS-1-sept-2020

16  Vaccines against COVID-19. EDQM provides COVID-19 vaccine developers with free access to quality standards applicable in Europe. Swissmedic; 
2020. https://www.swissmedic.ch/swissmedic/en/home/news/coronavirus-covid-19/impfstoffe_covid-19.html

17  Development and licensure of vaccines to prevent COVID-19. Guidance for industry (FDA-2020-D-1137). CBER/FDA; 2020. https://www.fda.gov/
regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19

https://www.who.int/publications/m/item/who
https://www.who.int/publications/m/item/DNA-post-ECBS-1-sept-2020
https://www.who.int/publications/m/item/DNA-post-ECBS-1-sept-2020
https://www.swissmedic.ch/swissmedic/en/home/news/coronavirus-covid-19/impfstoffe_covid-19.html
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
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Таблица 1. Целевой профиль вакцины против COVID-19 для активной иммунизации в период эпидемии и для долгосрочной 
профилактики лиц, подверженных высокому постоянному риску заражения COVID-1918

Table 1. Target profile of COVID-19 vaccine for active immunisation during an epidemic and for long-term protection of those at high 
ongoing risk of COVID-1918

Параметры
Vaccine 

characteristic

Варианты рекомендаций
Recommendations

оптимальный
preferred

критический или минимально допустимый
critical or minimal

Показания 
к применению
Indication for 
use

В период эпидемии: для активной иммунизации 
лиц из групп риска, в эпидемическом очаге с це-
лью профилактики COVID-19.
Долгосрочно: для активной иммунизации лиц 
из групп риска
Outbreak: for active immunisation of persons at high 
risk in the area of an on-going outbreak for the preven-
tion of COVID-19.
Long-term: for active immunisation of at-risk persons 
to prevent COVID-19

В период эпидемии: для активной иммунизации 
лиц из групп риска, в эпидемическом очаге с целью 
профилактики COVID-19.
Долгосрочно: для активной иммунизации лиц 
из групп риска
Outbreak: for active immunisation of persons at high 
risk in the area of an on-going outbreak for the preven-
tion of COVID-19.
Long-term: for active immunisation of at-risk persons to 
prevent COVID-19

Противопока-
зания
Contraindication

Не имеются
None

Приемлемы отдельные противопоказания (напри-
мер, для лиц с ослабленным иммунитетом)
Some contraindications (e.g., immunocompromised) 
may be acceptable

Целевая 
популяция
Target 
population

Все возрастные группы, беременные и кормящие 
женщины
All ages. Suitable for administration to pregnant and 
lactating women

Взрослые, в том числе пожилые
Adults, including elderly

Безопасность,
реактоген-
ность
Safety, 
reactogenicity

Допустимы только легкие, преходящие нежела-
тельные явления (НЯ), связанные с вакцинацией.
Недопустимы серьезные НЯ
Only mild, transient adverse events (AEs) related to 
vaccination are acceptable.
No serious AEs are acceptable

В период эпидемии: безопасность и реактогенность 
вакцины превышают риски по безопасностиa.
Долгосрочно: только легкие, преходящие НЯ
Outbreak: safety and reactogenicity whereby vaccine 
benefits outweigh safety risksa.
Long-term: only mild, transient AEs

Эффектив-
ность
Efficacy

Эффективность не менее 70% (стойкие резуль-
таты в популяции пожилых лиц), при этом нижняя 
граница доверительного интервала может быть 
нижеb.
В период эпидемии: быстрое формирование за-
щитного иммунитета (менее 2 недель).
Долгосрочно: быстрое (менее 2 недель) формиро-
вание защитного иммунитета не требуется
At least 70% efficacy (with consistent results in the el-
derly), and the lower confidence limit of the efficacy 
estimate could be lowerb.
Outbreak: rapid onset of protection (less than 2 weeks).
Long-term: rapid onset of protection (less than 
2 weeks) is not required

Четкая демонстрация эффективности (в популя-
ции), в идеале на уровне 50%, при этом нижняя гра-
ница доверительного интервала может быть нижеb.
Если регистрация осуществляется на основании 
неполных данных эффективности, данные должны 
быть получены в пострегистрационном периоде
Clear demonstration of efficacy (on population basis) 
ideally with 50% point estimate, and the lower confi-
dence limit of the efficacy estimate could be lowerb.
If regulatory authorisation is provided with incomplete 
efficacy data, the data are to be generated during use

Режим 
дозирования
Dose regimen

В период эпидемии: крайне предпочтительно 
одноразовое введение; если на текущий момент 
реализуемо только двукратное введение, то оно 
возможно.
Долгосрочно: предпочтительна более низкая ча-
стота (ежегодно или реже) бустерных введений
Outbreak: strong preference for single-dose, but if 
2-dose regimen is the only one feasible, it is also ac-
ceptable.
Long-term: lower frequency (yearly or less) of booster 
doses is preferred

В период эпидемии: допустимо не более чем дву-
кратное введение.
Долгосрочно: разрешены бустерные введения
Outbreak: no more than 2-dose regimen.
Long-term: booster doses are permitted

Длительность 
защиты
Durability 
of protection

Не менее 1 года
At least 1 year

Не менее 6 месяцевc

At least 6 monthsc

Путь введения
Route 
of administration

В период эпидемии: предпочтительно непарен-
теральное введение с целью ускорения процесса 
введения и устранения возможных логистических 
проблем.
Долгосрочно: допустим любой путь введения
Outbreak: Non-parenteral is preferred for ease of rapid 
administration and other logistical issues.
Long-term: any route of administration is acceptable

Допустим любой путь введения при условии без-
опасности и эффективности вакцины
Any route of administration is acceptable, if the vaccine 
is safe and effective

18  WHO target product profiles for COVID-19 vaccines. https://www.who.int/publications/m/item/who-target-product-profiles-for-covid-19-vaccines
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Параметры
Vaccine 

characteristic

Варианты рекомендаций
Recommendations

оптимальный
preferred

критический или минимально допустимый
critical or minimal

Стабильность 
вакцины 
и хранение
Vaccine stability 
and storage

Крайне предпочтительны положительная темпера-
тура хранения и высокая термостабильность, что 
позволит значительно расширить доступность вак-
цины для населения.
Возможность и намерение производителя исполь-
зовать термоиндикатор на первичной упаковке 
препарата
Higher storage temperatures and higher thermostabil-
ity will greatly enhance vaccine distribution and avail-
ability, and are thus strongly preferred.
Vaccine vial monitor (VVM): proof of feasibility and in-
tent to apply a VVM to the primary container

В период эпидемии: срок годности не менее 12 ме-
сяцев при температуре минус (60–70) °Cd и под-
тверждение стабильности не менее чем в течение 
2 недель при 2–8 °C.
Долгосрочно: хранение при температуре минус 
20 °C или выше.
Возможность и намерение производителя исполь-
зовать термоиндикатор на первичной упаковке пре-
парата
Outbreak: shelf life of at least 12 months as low as (60–
70) °Cd , and demonstration of at least 2-week stability 
at 2–8 °C.
Long-term: storage at –20 °C or higher.
Proof of feasibility and intent to apply a VVM to the pri-
mary container

Совмести-
мость с други-
ми вакцинами
Co-administra-
tion with other 
vaccines

В период эпидемии: несовместима с другими вак-
цинами.
Долгосрочно: предпочтительна возможность со-
вместимости с другими вакцинами (например, от 
гриппа, полиомиелита, кори, пневмококковой)
Outbreak: stand-alone product
Long-term: potential for co-administration with other 
vaccines (e.g., influenza, polio, measles, pneumococ-
cal) is preferred

Несовместима с другими вакцинами
Stand-alone product

Форма 
выпуска
Presentation

В период эпидемии: предпочтительна многодозо-
вая упаковка для облегчения применения во время 
кампании по вакцинации.
Долгосрочно: допустимы многодозовые или одно-
дозовые упаковки. Максимальный объем для па-
рентерального введения — 0,5 мл
Outbreak: availability of multi-dose presentation is 
generally preferred for use in campaigns.
Long-term: mono-dose or multi-dose presentations are 
acceptable. Maximum parenteral dose volume: 0.5 mL 

Допустимы многодозовые или однодозовые упа-
ковки. Максимальный объем для парентерального 
введения — 1,0 мл
Mono-dose or multi-dose presentations are acceptable. 
Maximum parenteral dose volume: 1.0 mL

a Соотношение «польза-риск» может зависеть от многих факторов (в первую очередь от возраста вакцинируемых и др.), при этом необходимо 
учитывать возможность эффекта усиления заболевания.
b В качестве конечных точек могут использоваться выявленные случаи заболевания, тяжелые формы болезни, выявленные случаи вирусовыде-
ления и случаи передачи инфекции.
c Если длительность защиты не может быть продемонстрирована на ранних фазах клинических исследований, она может быть подтверждена на 
последующих этапах клинических исследований, а также предоставлением дополнительных данных доклинических исследований и т. д.
d Необходимость хранения лекарственного средства при температуре ниже минус 20 °С потребует дополнительной инфраструктуры и может 
затруднить транспортирование и дистрибуцию вакцины.
a Benefit/risk may depend on many factors (primarily, on age). Benefit/risk assessment should take potential for enhanced disease into account.
b Endpoint may be assessed versus disease, severe disease, and shedding/transmission.
c If the durability of protection cannot be demonstrated in initial phases of clinical studies, it could be supported by follow-on studies, additional preclinical data, etc.
d Storage at temperatures below -20 °С would require additional infrastructure and may impede transportation and distribution of vaccine.

быть использована только та информация, которая была по-
лучена ранее при разработке зарегистрированной вакцины на 
основании результатов полной стандартной оценки эффектив-
ности и безопасности.

Доклинические исследования вакцин против COVID-19

Основной целью доклинических исследований вакцины 
против COVID-19 является оценка безопасности и иммуноген-
ности вакцины in vitro и in vivo методами, в процессе которых 
необходимо определить дозу вакцины для первого применения 
у человека, путь введения и схему введения для обоснования 
разрешения на проведение клинических исследований. Объ-
ем и программа клинических исследований зависят в первую 
очередь от особенности вакцины и информации об основных 

свойствах аналогичных вакцин. Для получения разрешения на 
проведение клинических исследований необходимо предста-
вить результаты доклинических исследований острой и хрони-
ческой токсичности, реактогенности и местной переносимости 
в  соответствии с  требованиями надлежащей лабораторной 
практики (GLP)19.

Вне зависимости от того, для профилактики какой ин-
фекции разрабатывается вакцина, ко всем новым вакцинам 
предъявляются единые требования, касающиеся объема 
и  программы доклинических исследований вакцин. В  боль-
шинстве стран мира основным общим документом, регла-
ментирующим разработку и  оценку качества вакцин, явля-
ется «Руководство по проведению доклинической оценки 
вакцин», подготовленное ВОЗ20. Более подробное описание 

19  Guidance on clinical trial management during the COVID-19 pandemic. https://www.ema.europa.eu/en/human-regulatory/research-development/
compliance/good-clinical-practice#guidance-on-clinical-trial-management-during-the-covid-19-pandemic-section

OECD Principles of Good Laboratory Practice (as revised in 1997). OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 1 
(ENV/MC/CHEM(98)17). OECD; 1998. http://www.oecd.org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdf/?cote=env/mc/chem(98)17&doclanguage=en

20  WHO guidelines on nonclinical evaluation of vaccines. WHO Technical Report Series, No. 927, 2005.

Продолжение таблицы 1
Table 1 (continued)

https://www.ema.europa.eu/en/human-regulatory/research-development/compliance/good-clinical-practice#guidance-on-clinical-trial-management-during-the-covid-19-pandemic-section
https://www.ema.europa.eu/en/human-regulatory/research-development/compliance/good-clinical-practice#guidance-on-clinical-trial-management-during-the-covid-19-pandemic-section
http://www.oecd.org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdf/?cote=env/mc/chem(98)17&doclanguage=en
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Документы, посвящен-
ные общим вопросам
Documents covering 

general issues

Annex 1. WHO guidelines on nonclinical evaluation of vaccines. WHO Technical Report Series, 
No. 927, 2005

Annex 3. Guidelines on stability evaluation of vaccines. WHO Technical Report Series, No. 962, 2011

Annex 2. Guidelines on the nonclinical evaluation of vaccine adjuvants and adjuvanted vaccines. WHO 
Technical Report Series, No. 987, 2014 

Annex 2. WHO good manufacturing practices for biological products. Replacement of Annex 1 of WHO 
Technical Report Series, No. 822. WHO Technical Report Series, No. 999, 2016 

Annex 2. Guidelines for independent lot release of vaccines by regulatory authorities. WHO Technical 
Report Series, No. 978, 2013 

Annex 9. Guidelines on clinical evaluation of vaccines: regulatory expectations. Replacement of Annex 
1 of WHO Technical Report Series, No. 924. WHO Technical Report Series, No. 1004, 2017

Annex 3. Recommendations for the evaluation of animal cell cultures as substrates for the manufacture 
of biological medicinal products and for the characterization of cell banks. Replacement of Annex 1 
of WHO Technical Report Series, No. 878. WHO Technical Report Series, No. 978, 2013 

Документы, посвящен-
ные определенным 
видам вакцин или 

технологиям
Documents covering 
specific types of vac-
cines or technologies

Annex 1. Guidelines for assuring the quality and nonclinical safety evaluation of DNA vaccines. 
WHO Technical Report Series, No. 941, 2007

Annex 4. Guidelines on the quality, safety and efficacy of biotherapeutic protein products prepared by 
recombinant DNA technology. Replacement of Annex 3 of WHO Technical Report Series, No. 814. 
WHO Technical Report Series, No. 987, 2014

Документы, посвя-
щенные конкретным 

вакцинам
Documents covering 

specific vaccines

Annex 2. Guidelines on the quality, safety and efficacy of Ebola vaccines. WHO Technical Report 
Series, No. 1011, 2018 

Guidelines on the quality, safety and efficacy of respiratory syncytial virus vaccines. WHO, 2019 
(Post ECBS Version / 11 November 2019)

Annex 2. Guidelines on regulatory preparedness for human pandemic influenza vaccines (Adopted 
2007). WHO Technical Report Series, No. 963, 2011

Annex 7. Guidelines on regulatory preparedness for provision of marketing authorization of human 
pandemic influenza vaccines in non-vaccine-producing countries. WHO Technical Report Series, 
No. 1004, 2017 

Annex 3. Guidelines to assure the quality, safety and efficacy of live attenuated rotavirus vaccines 
(oral). WHO Technical Report Series, No. 941, 2007

Annex 5. Recommendations to assure the quality, safety and efficacy of live attenuated yellow fever 
vaccines. Replacement of Annex 2 of WHO Technical Report Series, No. 872 and of the Amendment 
to that annex in WHO Technical Report Series, No. 964, 2012. WHO Technical Report Series, No. 978, 
2013

Annex 2. Guidelines on the quality, safety and efficacy of dengue tetravalent vaccines (live, attenu-
ated). Replacement of Annex 1 of WHO Technical Report Series, No. 932. WHO Technical Report 
Series, No. 979, 2013

Annex 7. Recommendations to assure the quality, safety and efficacy of Japanese encephalitis vac-
cines (live, attenuated) for human use. Replacement of Annex 3 of WHO Technical Report Series, 
No. 910. WHO Technical Report Series, No. 980, 2014

Рис. 1. Нормативные рекомендации, которые могут быть использованы при разработке вакцин против COVID-19.
Fig. 1. Regulatory guidelines that can be used in the development of COVID-19 vaccines.

особенностей доклинических исследований вакцин против 
COVID-19 содержится в рекомендациях FDA Development and 
licensure of vaccines to prevent COVID-1921. Данные рекомен-
дации были опубликованы в  июне 2020 г. с  целью помочь 
разработчикам в  создании вакцин против нового коронави-
руса в  условиях пандемии COVID-19. В  документе большое 
внимание уделено вопросам доклинических исследований. 
С целью ускорения процесса для получения разрешения на 
клиническое исследование вакцины (в случае использования 
производственной платформы, на которой уже выпускаются 
зарегистрированные вакцины) разработчик может предста-
вить результаты ограниченных доклинических исследований, 
при этом обязательно должны быть представлены исследо-
вания острой токсичности. В данном случае для обоснования 
безопасности вакцины против COVID-19 с  целью получения 
разрешения на проведение клинических исследований могут 
быть использованы результаты изучения других вакцин (по-
лученных на данной платформе), например характеристики 

препарата и  оценка токсичности (изучение токсичности при 
повторном введении, изучение биораспределения и др.).

Если в исследованиях аналогичных вакцин получены резуль-
таты, которые не могут достоверно охарактеризовать свойства 
разрабатываемой вакцины, то это может потребовать прове-
дения дополнительных исследований. Согласно руководству 
FDA, дополнительные доклинические исследования могут про-
водиться параллельно с  клиническими исследованиями. При 
этом разработчик должен в срок не позднее 120 дней от начала 
клинического исследования представить окончательные резуль-
таты соответствующих доклинических исследований. До на-
чала клинических исследований разработчикам рекомендуется 
проведение исследований онтогенетической и  репродуктивной 
токсичности (developmental and reproductive toxicity, DART). Но 
в качестве альтернативы разработчики могут представить име-
ющиеся данные исследований DART с аналогичным продуктом, 
полученные с  использованием сопоставимой технологии/плат-
формы22.

21  Development and licensure of vaccines to prevent COVID-19. Guidance for industry (FDA-2020-D-1137). CBER/FDA; 2020. https://www.fda.gov/
regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19

22  Там же.

https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
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В соответствии с руководством FDA при разработке прин-
ципиально новой вакцины и отсутствии данных о ее биологи-
ческом распределении требуется изучение биораспределения 
на животных. Данные исследования следует проводить, если 
существует вероятность изменения механизма инфицирова-
ния и тканевого тропизма или если используется новый способ 
введения и новый состав препарата23.

Требования для изучения иммуногенности кандидатов в вак-
цины против COVID-19 на этапе доклинических исследований те 
же самые, что и для всех других вирусных вакцин. Исследования 
должны быть проведены на релевантных видах животных (ре-
агирующих на выбранный антиген вакцины против COVID-19). 
Выбор необходимых для исследования иммунологических пока-
зателей осуществляется с учетом особенности вакцины и предпо-
лагаемого механизма действия. Исследования должны включать 
количественную оценку показателей гуморального и клеточного 
иммунного ответа и характеристику их функциональной активно-
сти для каждого из включенных (в вакцину) антигенов COVID-19. 
Функциональную активность антител следует оценивать in vitro 
в реакции нейтрализации с использованием вируса дикого типа 
или вируса псевдовириона. Используемые методы исследования 
иммуногенности должны быть обоснованы.

На данный момент одна из основных проблем при проведе-
нии доклинических исследований вакцины против COVID-19 свя-
зана с теоретически возможным риском усиления развития ре-
спираторного заболевания (ERD), связанного с вакциной против 
COVID-19. Данная озабоченность основана на результатах докли-
нических исследований кандидатов в вакцины для лечения ин-
фекций, вызванных коронаровирусами SARS-CoV и MERS-CoV. 
Животным вводили вакцины против SARS-CoV и MERS-CoV, а за-
тем инфицировали их вирусами дикого типа. У животных было 
зарегистрировано развитие иммунопатологической реакции 
в  легких по типу гиперчувствительности Th2-типа, проявления 
которой имеют очень высокое сходство с ERD. Подобные реак-
ции наблюдали у младенцев, вакцинированных вакциной против 
инактивированного формалином респираторно-синцитиального 
вируса (RSV) и затем естественно инфицированных RSV, а также 
в исследованиях на животных, иммунизированных аналогичной 
вакциной, которым впоследствии был введен вирус RSV24.

В настоящее время информация о  механизмах развития 
инфекции, последствиях инфекционного процесса и  потенци-
альном риске развития ERD ограничена. Кроме того, сложно 
сделать вывод о  значимости экстраполяции информации на 
человека, полученной в исследовании на животных. Тем не ме-
нее исследования на животных моделях (например, на грызунах 
и приматах) считаются необходимыми для изучения потенциала 
ERD, связанного с вакцинами. При проведении данных исследо-
ваний необходимо использовать иммунные маркеры ERD про-
цесса, характеризующие функциональные свойства иммунных 
ответов, гуморальный (нейтрализующие антитела) ответ и оцен-
ку баланса Th1/Th2 у животных, вакцинированных клинически 
значимыми дозами кандидатной вакцины против COVID-19.

Клинические исследования вакцин против COVID-19

Основным документом, регламентирующим проведение кли-
нических исследований вакцин против COVID-19, для большин-
ства стран является руководство Guidelines on clinical evaluation 
of vaccines: regulatory expectations, подготовленное ВОЗ, послед-
няя редакция которого опубликована в 2017 г.25 В руководство 
FDA по разработке и лицензированию вакцин против COVID-19 
включен раздел, посвященный клиническим исследованиям26.

В обычных условиях (без эпидемии) оценка эффективно-
сти вакцин проводится с учетом механизма действия вакцины. 
В настоящее время механизмы иммунного ответа на введение 
вакцины против COVID-19 еще мало изучены и  отсутствуют 
обоснованные и  общепринятые суррогатные конечные точки 
эффективности вакцины против COVID-19, которые могли бы 
с достаточной вероятностью предсказать клинический эффект 
от вакцинации. Поэтому основным подходом для демонстра-
ции эффективности вакцины против COVID-19 является пря-
мое доказательство способности вакцины предотвращать раз-
витие инфекционного процесса.

Согласно стандартному подходу (в условиях без эпидемии), 
на первых фазах (I и II фаза) клинических исследований вакцины 
необходимо продемонстрировать переносимость и безопасность 
вакцины и обосновывать дозу препарата. Для этого обычно бы-
вает достаточно включение в  исследование около 100 добро-
вольцев. На поздних этапах клинических исследований (III фаза) 
проводится оценка (подтверждение) эффективности и безопас-
ности вакцины, и для доказательства безопасности вакцины вы-
борка должна включать не менее 3000 добровольцев. Причем 
для оценки эффективности и безопасности вакцин очень важны 
исследования эффективности и  безопасности в  специальных 
группах пациентов (пожилые, дети, лица с хроническими заболе-
ваниями, иммунокомпрометированные лица, беременные и др.).

В условиях пандемии допускается обоснованное сокраще-
ние некоторых этапов клинического исследования эффектив-
ности и  безопасности для регистрации вакцины. Если будет 
научно определен такой уровень иммунного ответа на введе-
ние вакцины, на основании которого можно будет с достовер-
ной вероятностью предсказать протективность в  отношении 
COVID-19, то возможно проведение клинических исследований 
на малой выборке добровольцев (без исследований в особых 
группах пациентов) с  использованием данного суррогатного 
маркера эффективности (иммуногенности вакцины) для ре-
гистрации вакцины. Представляется обоснованным, что такая 
вакцина может быть зарегистрирована только на особых ус-
ловиях и  на определенное время. Разработчик должен в  по-
стрегистрационном периоде провести исследования, которые 
позволят в полном объеме достоверно охарактеризовать эф-
фективность и безопасность вакцины27.

Несмотря на наличие пандемии, клинические исследова-
ния должны проводиться с соблюдением правил надлежащей 
клинической практики (GCP)28. Частично указания по прове-

23  Там же.
24  Там же.
25  Annex 9. Guidelines on clinical evaluation of vaccines: regulatory expectations. Replacement of Annex 1 of WHO Technical Report Series, No. 924. 

WHO Technical Report Series, No. 1004, 2017. https://www.who.int/biologicals/expert_committee/WHO_TRS_1004_web_Annex_9.pdf?ua=1
26  Development and licensure of vaccines to prevent COVID-19. Guidance for industry (FDA-2020-D-1137). CBER/FDA; 2020. https://www.fda.gov/

regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
27  Development and licensure of vaccines to prevent COVID-19. Guidance for industry (FDA-2020-D-1137). CBER/FDA; 2020. https://www.fda.gov/

regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
Emergency use authorization for vaccines to prevent COVID-19. Guidance for Industry. October 2020. https://www.fda.gov/regulatory-information/

search-fda-guidance-documents/emergency-use-authorization-vaccines-prevent-covid-19
28  Development and licensure of vaccines to prevent COVID-19. Guidance for industry (FDA-2020-D-1137). CBER/FDA; 2020. https://www.fda.gov/

regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
E6(R2) Good clinical practice: integrated addendum to ICH E6(R1). Guidance for Industry. https://www.ich.org/page/efficacy-guidelines

https://www.who.int/biologicals/expert_committee/WHO_TRS_1004_web_Annex_9.pdf?ua=1
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/emergency-use-authorization-vaccines-prevent-covid-19
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/emergency-use-authorization-vaccines-prevent-covid-19
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
https://www.ich.org/page/efficacy-guidelines
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дению клинических исследований в условиях пандемии отра-
жены в специальных рекомендациях, например в руководстве 
Guidance on conduct of clinical trials of medical products during 
COVID-19 public health emergency, Guidance for industry, inves-
tigators, and institutional review boards29 или руководстве Guid-
ance on the management of clinical trials during the COVID-19 
(coronavirus) pandemic30, подготовленных FDA и ЕМА.

Сократить сроки клинических исследований, необходи-
мых для регистрации, позволяет адаптивный (гибкий) дизайн, 
который представляет собой такой дизайн клинического ис-
следования, в котором заранее запланирована возможность 
изменения одного (или более) аспектов исследования на 
основании промежуточного анализа данных. Подобное из-
менение дизайна должно быть заранее описано в протоколе 
исследования. Использование адаптивного дизайна, помимо 
сокращения длительности клинического исследования, по-
зволяет уменьшить объем выборки. Однако при этом возрас-
тает вероятность получения ложных результатов. Основными 
рисками при использовании адаптивного дизайна могут быть: 
ложные выводы промежуточного анализа (так как ограничено 
количество данных), субъективные и (или) системные ошиб-
ки, повышение вероятности ошибки при дальнейшем иссле-
довании, повышение вероятности ошибки I рода, снижение 
мощности исследования и, в случае коррекции ошибки, уве-
личение размера выборки. Адаптивный дизайн представляет 
собой очень тонкий механизм с высокой вероятностью раз-
вития ошибки, и его применение может быть ограниченным 
в случае клинических исследований некоторых групп препа-
ратов, например вакцин.

Авторы отдельных научных работ рассматривают адаптив-
ный дизайн как инновационный подход в области клинических 
исследований31. В то же время мнение регуляторных органов 
по вопросам достоверности при применении адаптивного ди-
зайна окончательно не сформировано, отсутствуют утверж-
денные нормативные документы, подробно регламентирую-
щие проведение подобных исследований. По данному вопросу 
опубликовано только два документа:

- в 2007 г. ЕМА опубликовало свое представление об адап-
тивном дизайне (Reflection paper on methodological issues in 
confirmatory clinical trials planned with an adaptive design), кото-
рое не является нормативным документом32;

- в 2010 г. FDA был подготовлен проект (draft) руководства 
Adaptive design clinical trials for drugs and biologics. Guidance for 
Industry, которое было утверждено в 201933. В указанном до-
кументе рекомендуется крайне осторожно подходить к исполь-
зованию данного вида дизайна. Так, указано, что он мало под-
ходит для клинических исследований вакцинных препаратов, 
поскольку для оценки эффективности и безопасности вакцин 
требуется исследование в большой популяции. Использование 

данного дизайна для клинических исследований возможно на 
поздних фазах клинических исследований (например, оценка 
эффективности и безопасности в разных группах (когортах)).

На первых фазах клинических исследований вакцины про-
тив COVID-19 (оценка переносимости, безопасности, обоснова-
ние дозы) в исследование могут быть включены только здоро-
вые добровольцы не старше 55 лет с низким риском развития 
тяжелой клинической формы COVID-19. При планировании 
исследований ранних фаз клинических исследований для обо-
снования критериев невключения в исследование рекоменду-
ется использовать официальные интернет-сайты, на которых 
содержатся результаты мониторинга эпидемии, содержащие 
клинические аспекты заболевания. Данная информация позво-
лит обосновать критерии для групп риска развития COVID-19. 
Например, на сайте Центров по контролю и профилактике за-
болеваний США указаны следующие заболевания и состояния, 
которые являются риском развития тяжелых форм инфекции: 
бронхиальная астма (от средней до тяжелой степени), церебро-
васкулярные заболевания, кистозный фиброз, гипертония или 
высокое кровяное давление, состояния с ослабленным имму-
нитетом (пересадка костного мозга, иммунодефициты, СПИД, 
использование кортикостероидов или других лекарственных 
средств, провоцирующих развитие иммунодефицитных со-
стояний), неврологические состояния (такие, как деменция), 
заболевания печени, беременность, фиброз легких (с повреж-
дением или рубцеванием тканей легких), курение, талассемия 
и сахарный диабет первого типа34. Также на первых этапах в ис-
следование не могут быть включены лица с высоким риском 
заражения COVID-19 (например, медицинские работники).

В клинические исследования на ранних фазах могут быть 
включены лица старше 55 лет без заболеваний и  состояний, 
относящихся к факторам риска при COVID-19. Но они вводятся 
в исследование не ранее чем через 7 дней после однократной 
иммунизации здоровых лиц в возрасте до 55 лет.

FDA рекомендует включать в  исследование лиц, у  которых 
зарегистрировано бессимптомное (до исследования) течение 
COVID-19. При массовой вакцинации выявление лиц, которые 
бессимптомно перенесли COVID-19, было бы экономически неце-
лесообразно, а также замедлило бы темпы иммунизации, поэтому 
в руководстве FDA также рекомендуется включение в исследова-
ние лиц, у которых до исследования клинически или лабораторно 
установлено бессимптомное течение инфекции. При этом лица 
с COVID-19 в острой форме или другими острыми инфекционны-
ми заболеваниями не могут быть включены в исследование35.

Одной из основных конечных точек изучения эффек-
тивности вакцины против COVID-19 является лабораторное 
подтверждение наличия SARS-CoV-2 инфекции, в  том чис-
ле и беccимптомных форм COVID-19. Для выявления острых 
форм может быть использован метод ПЦР. Показателем на-

29  Guidance on conduct of clinical trials of medical products during COVID-19 public health emergency. Guidance for industry, investigators, and insti-
tutional review boards (FDA-2020-D-1106). CBER/FDA, CDRH/FDA, CDER/FDA; 2020. https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-
documents/fda-guidance-conduct-clinical-trials-medical-products-during-covid-19-public-health-emergency

30  Guidance on the management of clinical trials during the COVID-19 (coronavirus) pandemic. Version 3, 28/04/2020. EMA; 2020. https://ec.europa.eu/
health/sites/health/files/files/eudralex/vol-10/guidanceclinicaltrials_covid19_en.pdf

31  Востокова НВ. Возможности применения адаптивного дизайна в клинических исследованиях оригинальных препаратов одного фармаколо-
гического класса: дис. ... канд. фарм. наук: М.; 2017. 

32  Reflection paper on methodological issues in confirmatory clinical trials planned with an adaptive design (CHMP/EWP/2459/02). CHMP/EMA; 2007.
33  Adaptive design clinical trials for drugs and biologics. Guidance for Industry (FDA-2018-D-3124). CBER/FDA, CDER/FDA; 2019. https://www.fda.gov/

regulatory-information/search-fda-guidance-documents/adaptive-design-clinical-trials-drugs-and-biologics-guidance-industry
34  People with Certain Medical Conditions. Updated Nov. 2, 2020. Centers for Disease Control and Prevention. Coronavirus Disease 2019 (COVID-19). 

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/need-extra-precautions/people-with-medical-conditions.html?CDC_AA_refVal=https%3A%2F%2Fwww.cdc.
gov%2Fcoronavirus%2F2019-ncov%2Fneed-extra-precautions%2Fgroups-at-higher-risk.html 

35  Development and licensure of vaccines to prevent COVID-19. Guidance for industry (FDA-2020-D-1137). CBER/FDA; 2020. https://www.fda.gov/
regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19

https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/fda-guidance-conduct-clinical-trials-medical-products-during-covid-19-public-health-emergency
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/fda-guidance-conduct-clinical-trials-medical-products-during-covid-19-public-health-emergency
https://ec.europa.eu/health/sites/health/files/files/eudralex/vol-10/guidanceclinicaltrials_covid19_en.pdf
https://ec.europa.eu/health/sites/health/files/files/eudralex/vol-10/guidanceclinicaltrials_covid19_en.pdf
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/adaptive-design-clinical-trials-drugs-and-biologics-guidance-industry
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/adaptive-design-clinical-trials-drugs-and-biologics-guidance-industry
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/need-extra-precautions/people-with-medical-conditions.html?CDC_AA_refVal=https%3A%2F%2Fwww.cdc.gov%2Fcoronavirus%2F2019-ncov%2Fneed-extra-precautions%2Fgroups-at-higher-risk.html
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/need-extra-precautions/people-with-medical-conditions.html?CDC_AA_refVal=https%3A%2F%2Fwww.cdc.gov%2Fcoronavirus%2F2019-ncov%2Fneed-extra-precautions%2Fgroups-at-higher-risk.html
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
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личия инфекции является выявление антител к  антигенам 
SARS-CoV-2, которые не входят в  состав вакцины, для этого 
могут быть использованы иммунологические, серологические 
и вирусологические методы.

Для оценки эффективности вакцины оптимальными ко-
нечными точками эффективности являются частоты развития 
клинических проявлений (симптомов) инфекции, которые мо-
гут быть использованы (в зависимости от стадии клинических 
исследований) в качестве первичных или вторичных конечных 
точек эффективности. Основными клиническими проявления-
ми инфекции являются: лихорадка или озноб, кашель, одышка 
или затрудненное дыхание, усталость, мышечные боли, голов-
ная боль, потеря вкуса или обоняния, боль в горле, заложен-
ность или насморк, тошнота или рвота и диарея.

В качестве одной из вторичных конечных точек эффектив-
ности вакцины против COVID-19 должна быть выбрана частота 
развития тяжелой клинической формы заболевания. При этом 
возможно, что разрабатываемая вакцина против COVID-19 будет 
намного более эффективной в предотвращении именно тяжелых 
форм относительно заболевания в легкой форме. Поэтому про-
грамма исследования должна включать регистрацию тяжелых 
форм инфекции. Для характеристики тяжелых форм должны ис-
пользоваться вирусологические методы подтверждения инфек-
ции и основные клинические проявления при тяжелой форме. 
Развитие тяжелых форм инфекции сопровождается развитием 
следующих симптомов: нарушение (повреждения) дыхательной 
системы (частота дыхания более 30 в 1 мин, частота сердечных 
сокращений более 125 в  1 мин, снижение уровня насыщения 
кислородом крови SpO2 ≤93%) вплоть до развития дыхательной 
недостаточности (определяется как потребность в  высокопо-
точной оксигенации, неинвазивной вентиляции, искусственной 
вентиляции легких или экстракорпоральной мембранной окси-
генации (ЭКМО)), симптомы шока (САД менее 90 мм рт. ст., ДАД 
менее 60 мм рт. ст. или потребность в вазопрессорах), симптомы 
значительного нарушения деятельности почек, печени или нерв-
ной системы, вплоть до летального исхода36.

При проведении клинических исследований в обычных усло-
виях (при достаточном количестве выборки и при исследовании 
в особых группах) для оценки эффективности вакцин исполь-
зуются прямые показатели эффективности (например, процент 
добровольцев, у  которых не было зарегистрировано развитие 
инфекции). При проведении клинических исследований в пери-
од пандемии (малая выборка и  короткий период наблюдения) 
особое значение приобретают суррогатные маркеры эффектив-
ности, такие как иммуногенность вакцины. В идеале суррогатный 
маркер эффективности определяется в процессе исследований 
с участием человека, когда конечными точками эффективности 
являются клинические показатели. В условиях пандемии и учи-
тывая, что SARS-CoV-2 является новым патогеном, суррогатный 
маркер может быть получен не только в процессе исследований 
на человеке, но и из других источников. В данной ситуации необ-
ходимо обосновать выбор суррогатного маркера конечной точки 
эффективности вакцины против COVID-1937.

Клинические исследования вакцин против COVID-19 
на модели контролируемой инфекции у здоровых 
добровольцев

Одним из путей ускорения этапа клинических исследо-
ваний вакцины является исследование с  участием здоровых 
добровольцев при моделировании у них контролируемой ин-

фекции. Изучение эффективности и безопасности вакцины на 
здоровых добровольцах, которых в  строго контролируемых 
условиях инфицируют соответствующим агентом, позволяет 
получить ответы на многие вопросы, которые не были полу-
чены в  процессе доклинических исследований на животных. 
В то же время различные регуляторные организации к зараже-
нию здорового человека (хотя и контролируемому) относятся 
по-разному. Это обусловлено в  первую очередь негативным 
историческим опытом неэтичных исследований как вакцин, так 
и других препаратов на человеке.

Начало исследований вакцин с  участием человека можно 
отнести к 1796 г., когда в Великобритании были сделаны пер-
вые прививки против оспы. Среди негуманных исследований 
вакцин на человеке следует отметить исследования, которые 
проводили с 1930-х гг. в США. В клиниках пациентов заражали 
гонореей для изучения разрабатываемых вакцин. До 1970-х гг. 
в США проводились исследования, в ходе которых заключен-
ных и  детей-сирот заражали вирусами полиомиелита и  кори 
для оценки эффективности вакцин. Следует отметить, что в то 
время еще не было обоснованных нормативных требований 
для проведения подобных исследований, которые имеются 
в настоящее время38. Первые 10 этических принципов прове-
дения исследований с  использованием заражения человека 
были сформированы после того, как на Нюрнбергском процес-
се были озвучены условия, в которых нацистами проводились 
опыты на заключенных концлагерей, которых заражали тифом 
с целью изучения эффективности вакцин.

С того времени принципы (в первую очередь этические), 
допускающие контролируемое заражение здоровых лиц с це-
лью изучения эффективности и  безопасности вакцин, были 
кардинально пересмотрены. В настоящее время при проведе-
нии исследований с участием человека здоровые добровольцы 
могут быть заражены возбудителем, близким к дикому типу, 
или ослабленным патогеном (вплоть до полного блокирования 
патогенности), или генетически модифицированным возбуди-
телем. Исследования должны проводиться при полной инфор-
мированности добровольца, при участии специально обучен-
ного персонала в специальных медицинских учреждениях.

В последнее время активно проводятся такие исследова-
ния некоторых вакцин с  участием здоровых добровольцев. 
Необходимость проведения данных исследований может быть 
обоснована многими факторами, например изучением вакци-
ны для туристов или лиц, которые направляются в эндемиче-
ские очаги инфекции, отсутствием информации о механизмах 
развития как самой инфекции, так и  иммунного ответа на 
вакцину, отсутствием релевантной модели на животных и др. 
Например, невозможно на животных создать модель инфек-
ционного процесса, вызванного возбудителями тифа и  пара-
тифа. В  последние годы при соблюдении нормативно-этиче-
ских принципов для изучения эффективности и безопасности 
вакцин были проведены исследования при инфицировании 
здоровых добровольцев возбудителями малярии, кишечных 
бактериальных инфекций, брюшного тифа, гриппа, а  также 
респираторно-синцитиальным вирусом, вирусом денге, норо-
вирусом и др. [2–11].

Безопасность (минимальный риск) проведения исследо-
ваний при заражении человека вирусом SARS-CoV-2 часто 
обосновывается включением в исследование только молодых 
и  здоровых добровольцев. Так как в  данной популяции (18–
30 лет) частота госпитализаций инфицированных SARS-CoV-2 

36  Там же.
37  Там же.
38  Human challenge trials for vaccine development: regulatory considerations. WHO Technical Report Series, No. 1004, 2017.
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составляет 1%, а частота смертельных исходов — около 0,03% 
[12]. При этом исследования должны проводиться в  специ-
ализированных учреждениях с  особенно тщательным мони-
торингом и быстрым доступом к раннему поддерживающему 
лечению, включая всю необходимую, в том числе высокотех-
нологичную медицинскую помощь39.

В то же время ряд авторов указывает, что именно исследо-
вание с заражением человека SARS-CoV-2 имеет высокие риски 
и неопределенности относительно исследований при заражении 
другими инфекционными агентами, так как патогенез COVID-19 
в  настоящее время изучен слабо, отсутствует специфическое 
лечение, что в конечном итоге может привести к развитию тяже-
лой формы заболевания и даже смерти добровольцев [13–16].

В настоящее время основным документом, регламентиру-
ющим проведение исследований с участием человека, являют-
ся рекомендации Human challenge trials for vaccine development: 
regulatory considerations, подготовленные ВОЗ, последняя вер-
сия опубликована в  2017 г.40 Учитывая потенциальные пре-
имущества данного подхода для ускорения разработки вакцин 
против COVID-19, ВОЗ подготовила рекомендации Key criteria 
for the ethical acceptability of COVID-19 human challenge studies41. 
Предполагается, что при разработке вакцины против COVID-19 
заражение вирусом SARS-CoV-2 здоровых добровольцев мо-
жет позволить описать развитие инфекционного процесса 
и иммунитета с момента инфицирования, оценить значимость 
тестов для оценки иммунитета к  SARS-CoV-2, охарактеризо-
вать взаимосвязь (корреляции) между факторами иммунной 
защиты и рисками передачи инфекции и др. [17, 18]. В усло-
виях пандемии и  в  отсутствие адекватной животной модели 
инфекции COVID-19 проведение исследований с  участием 
человека может решить многие вопросы, стоящие перед раз-
работчиками вакцины, и сократить время, которое необходимо 
для регистрации и выведения препарата на фармацевтический 
рынок.

В рекомендациях ВОЗ42 подробно прописаны условия про-
ведения провокационных исследований путем инфицирова-
ния человека COVID-19 и охарактеризованы 8 критериев (на-
учная обоснованность; оценка соотношения «польза–риск»; 
общественные консультации и  взаимодействие с  экспертным 
сообществом и  регуляторными органами; взаимное коорди-
нирование; подбор высококвалифицированных клинических 
центров; строгие критерии отбора участников клинического ис-
следования; экспертный надзор; информированное согласие), 
позволяющих свести к минимуму риск при проведении данных 
исследований.

В научных публикациях можно встретить различные точки 
зрения на проведение провокационных исследований путем 
заражения здорового человека инфекционным агентом. Спе-
циалисты ВОЗ считают, что данный вид исследования может 

ускорить разработку вакцин и  разрешить вопросы, возникаю-
щие при изучении и регистрации препаратов. В ЕМА отсутствуют 
и нормативные документы, и информация, отражающая пози-
цию регуляторного органа по данному вопросу. В то же время 
в Бельгии и Великобритании активно проводятся провокацион-
ные исследования с участием человека. В Великобритании в ян-
варе 2021 г. планируется начало проведения таких исследований 
с инфицированием 30–50 здоровых добровольцев 18–30 лет ви-
русом SARS-CoV-243. С целью разработки вакцинных препаратов 
в  США в  провокационных исследованиях с  участием человека 
используются различные виды инфекционных агентов. При 
этом специалисты FDA крайне осторожно высказываются по по-
воду использования данных исследований для разработки вак-
цин против COVID-19, указывая на этические проблемы ввиду 
отсутствия эффективного лечения COVID-1944. В официальных 
руководствах FDA по разработке и регистрации вакцин против 
COVID-19 подобный тип исследования не рассматривается45.

Первые результаты разработки вакцин против 
COVID-19

В настоящее время в России выдано три регистрационных 
удостоверения (РУ) на вакцины для профилактики COVID-1946:

- Гам-КОВИД-Вак Комбинированная векторная вакцина для 
профилактики коронавирусной инфекции, вызываемой виру-
сом SARS-CoV-2 (РУ № ЛП-006395 от 11.08.2020, производи-
тель ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи»);

- Гам-КОВИД-Вак-Лио Комбинированная векторная вакци-
на для профилактики коронавирусной инфекции, вызываемой 
вирусом SARS-CoV-2 (РУ № ЛП-006423 от 25.08.2020, произво-
дитель ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи»);

-  ЭпиВакКорона Вакцина на основе пептидных антигенов 
для профилактики COVID-19 (РУ № ЛП-006504 от 13.10.2020, 
производитель ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора).

Первые два препарата являются двумя лекарственными 
формами (раствор для внутримышечного введения и  лио-
филизат для приготовления раствора для внутримышечного 
введения) одной вакцины, также известной под коммерческим 
названием «Спутник-V» [19]. Все регистрационные удостове-
рения выданы на условиях, в частности срок их действия огра-
ничен до 01.01.2021, а  для получения постоянной регистра-
ции требуется проведение широкомасштабных клинических 
исследований с  целью подтверждения их профилактической 
эффективности.

Еще четыре вакцины в мире получили ограниченное раз-
решение регуляторных органов на применение:

- аденовекторная вакцина компании CanSino Biological Inc. 
(Китай) 25.06.2020 была одобрена для ограниченного приме-
нения у военнослужащих армии Китая47;

39  Клиническое ведение тяжелой острой респираторной инфекции при подозрении на коронавирусную инфекцию COVID-19: временные реко-
мендации. 13 марта 2020 г. ВОЗ; 2020.

40  Human challenge trials for vaccine development: regulatory considerations. WHO Technical Report Series, No. 1004, 2017.
41  Key criteria for the ethical acceptability of COVID-19 human challenge studies. 6 May 2020. WHO Working Group for Guidance on Human Challenge 

Studies in COVID-19. WHO; 2020.
42  Там же.
43  Dozens to be deliberately infected with coronavirus in UK ‘human challenge’ trials. Nature. 2020;586:651–2. https://doi.org/10.1038/d41586-020-

02821-4
44  FDA official casts doubt on ‘challenge trials’ for Covid-19 vaccine. https://www.politico.com/news/2020/07/08/coronavirus-vaccine-fda-353088
45  Development and licensure of vaccines to prevent COVID-19. Guidance for industry (FDA-2020-D-1137). CBER/FDA; 2020. https://www.fda.gov/

regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-and-licensure-vaccines-prevent-covid-19
Emergency use authorization for vaccines to prevent COVID-19. Guidance for Industry. October 2020. https://www.fda.gov/regulatory-information/

search-fda-guidance-documents/emergency-use-authorization-vaccines-prevent-covid-19
46  http://grls.rosminzdrav.ru
47  CanSino’s COVID-19 vaccine candidate approved for military use in China. June 29, 2020. Reuters. https://www.reuters.com/article/us-health-corona-

virus-china-vaccine/cansinos-covid-19-vaccine-candidate-approved-for-military-use-in-china-idUSKBN2400DV
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- инактивированная вакцина компании Sinovac (Китай) 
в июле 2020 г. получила в Китае ограниченное разрешение на 
применение в чрезвычайных условиях48;

-  два варианта инактивированной вакцины разработчика 
Sinopharm (Китай) 14.09.2020 получили в Объединенных Араб-
ских Эмиратах разрешение на применение в  чрезвычайных 
условиях49.

Всего, по данным ВОЗ, в мире в разработке находится око-
ло 200 вакцин против COVID-19, из них более 40 вакцин — на 
стадии клинических исследований50. В  научных публикациях 
активно обсуждаются подходы для разработки оптимальной 
вакцины против COVID-19. Приоритетными считаются вакци-
ны, полученные с применением современных методов биотех-
нологии, например технологии с использованием наночастиц, 
РНК- и  ДНК-вакцины. Согласно единичным опубликованным 
результатам клинических исследований, успешными могут 
оказаться следующие вакцины против COVID-19: РНК-вакцина 
(Moderna, США), ДНК-вакцина на основе аденовируса типа 5 
(CanSino, Китай), ДНК-вакцина (Inovio Pharmaceuticals, США), 
вакцина ChAdOx1 nCoV-19 на основе нереплицирующегося 
аденовируса шимпанзе (Оксфордский университет, Велико-
британия и др.), РНК-вакцина (BioNTech, Германия, США), век-
торная вакцина на основе аденовируса человека 5 и 26 типов 
(ФГБУ «НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи», Россия) и др. [20–23].

В настоящее время известны только единичные публика-
ции, в которых приводятся результаты оценки эффективности 
и  безопасности вакцин против COVID-19. В  работе F.-C. Zhu 
с соавт. [20] представлены результаты изучения I фазы клини-
ческого исследования вакцины против COVID-19 на основе не-
реплицирующегося аденовируса типа 5 (Ad5) (CanSino, Китай). 

Исследование было проведено среди здоровых добровольцев 
(108 человек), которые были рандомизированы в 3 группы по 
36 человек. Добровольцам внутримышечно однократно вводи-
ли вакцину в трех дозах: первая группа получила дозу 5×1010, 
вторая группа — 1×1011 и третья группа — 15×1011 вирусных 
частиц. Оценку эффективности и  безопасности проводили 
в течение 28 сут после введения вакцины.

В течение первых 7 сут после вакцинации по крайней мере 
одно нежелательное явление было зарегистрировано у  30 
(83%) участников в первой группе, у 30 (83%) участников во 
второй группе и у 27 (75%) участников в третьей группе. Наи-
более частой местной нежелательной реакцией была боль 
в  месте инъекции у  58 (54%) участников, а  наиболее часты-
ми общими нежелательными реакциями были повышение 
температуры (50 (46%)), утомляемость (47 (44%)), головная 
боль (42 (39%)) и  мышечные боли (18 (17%)). Большинство 
нежелательных реакций, о которых сообщалось во всех груп-
пах с различной дозировкой, были легкой или средней степени 
тяжести. В течение 28 сут после вакцинации не было отмечено 
серьезных нежелательных явлений. Изучение динамики фор-
мирования специфических антител в ответ на введение вакци-
ны показало, что наибольшее повышение титра наблюдалось 
на 28 сут исследования (табл. 2) [20].

Данные результаты продемонстрировали дозозависимое 
повышение содержания противовирусных антител (94–100%) 
относительно исходного уровня. В  то же время уровень ней-
трализующих антител повысился на 50% в  первой и  второй 
группах и на 100% в третьей группе (табл. 3). Специфический 
Т-клеточный ответ достиг максимума на 14 сут после вакци-
нации.

Таблица 2. Уровень специфических антител к рецептор-связывающему домену (receptor-binding domain, RBD) в реакции 
ИФА на 14 и 28 сут после вакцинации рекомбинантной аденовирусной вакциной производства CanSino, Китай (по F.-C. Zhu 
с соавт. [20])
Table 2. The level of ELISA antibodies to the receptor-binding domain (RBD) on days 14 and 28 after immunisation with a recombi-
nant adenovirus vaccine by CanSino, China (adapted from F.-C. Zhu et al. [20])

Показатель
Parameter

Номер группы
Group

Уровень
значимости

p value

1
(низкая доза), 

95% ДИ
(low dose), 95% CI

2
(средняя доза),

95% ДИ
(middle dose), 95% CI

3
(высокая доза),

95% ДИ
(high dose), 95% CI

Значение средней геоме-
трической величины титров 

на 14 сут
Geometric mean titre on day 14

76,5 (44,3–132,0) 91,2 (55,9–148,7) 132,6 (80,7–218,0) 0,29

4-кратное и более увеличение 
титра на 14 сут

At least a four-fold increase 
in the titre on day 14

16 (44%) 18 (50%) 22 (61%) 0,35

Значение средней геометри-
ческой величины титров на 

28 сут
Geometric mean titre on day 28

615±8
(405±4–935±5)

806±0
(528±2–1229±9)

1445±8
(935±5–2234±5) 0,016

4-кратное и более увеличение 
титра на 28 сут

At least a four-fold increase 
in the titre on day 28

35 (97%) 34 (94%) 36 (100%) 0,77

48  Sinovac’s coronavirus vaccine candidate approved for emergency use in China — source. August 28, 2020. Reuters. https://uk.reuters.com/article/
uk-health-coronavirus-china-vaccines/sinovacs-coronavirus-vaccine-candidate-approved-for-emergency-use-in-china-source-idUKKBN25O0Z1

49  UAE announces emergency approval for use of COVID-19 vaccine. September 14, 2020. Reuters. https://www.reuters.com/article/us-health-coronavi-
rus-emirates-vaccine/uae-announces-emergency-approval-for-use-of-covid-19-vaccine-idUSKBN2652OM

50  Draft landscape of COVID-19 candidate vaccines. 15 October 2020. WHO. https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-
candidate-vaccines

https://uk.reuters.com/article/uk-health-coronavirus-china-vaccines/sinovacs-coronavirus-vaccine-candidate-approved-for-emergency-use-in-china-source-idUKKBN25O0Z1
https://uk.reuters.com/article/uk-health-coronavirus-china-vaccines/sinovacs-coronavirus-vaccine-candidate-approved-for-emergency-use-in-china-source-idUKKBN25O0Z1
https://www.reuters.com/article/us-health-coronavirus-emirates-vaccine/uae
https://www.reuters.com/article/us-health-coronavirus-emirates-vaccine/uae
https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines
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Таким образом, результаты начальных клинических иссле-
дований продемонстрировали хорошую переносимость и  без-
опасность вакцины против COVID-19 на основе нереплицирую-
щегося аденовируса типа 5 (Ad5) и ее высокую иммуногенность.

В работе P. M. Folegatti с  соавт. [21] представлены пред-
варительные результаты клинических исследований I/II фазы 
вакцины на основе аденовируса шимпанзе (ChAdOx1 nCoV-19), 
вызывающей экспрессию спайкового белка SARS-CoV-2 в це-
левых клетках. В качестве контроля использовали конъюгиро-
ванную менингококковую вакцину (MenACWY). В  исследова-
ние были включены 1077 здоровых добровольцев в возрасте 
18–55 лет без клинических и лабораторных признаков инфи-
цирования SARS-CoV-2. Добровольцы были рандомизированы 
в две группы в соотношении 1:1. Препарат ChAdOx1 nCoV-19 
вводили однократно внутримышечно в дозе 5×1010 вирусных 
частиц. В отдельной группе добровольцам через 28 сут вводи-
ли бустерную дозу. В  другой отдельной группе добровольцы 
получали до введения вакцины парацетамол для снижения 
развития и  выраженности поствакцинальных нежелательных 
реакций. Основными системными нежелательными реакциями 
были слабость и головная боль. Слабость была зарегистриро-
вана в группе ChAdOx1 nCoV-19 у 340 (70%) участников иссле-
дования, не получавших парацетамол, и у 40 (71%), получав-
ших парацетамол, и в группе MenACWY у 227 (48%) участников 
исследования, не получавших парацетамол, и у 26 (46%) — по-
лучавших парацетамол. В то же время головные боли были за-
регистрированы в группе ChAdOx1 nCoV-19 у 331 (68%) участ-
ника, не получавшего парацетамол, и у 34 (61%), получавших 
парацетамол, и в группе MenACWY у 195 (41%) участников, не 
получавших парацетамол, и у 21 (37%) участника, получавшего 
парацетамол [21].

Другие системные нежелательные реакции были распро-
странены в  группе ChAdOx1 nCoV-19 следующим образом: 
мышечные боли — у  294 (60%) участников, не получавших 
парацетамол, и  27 (48%) — получавших парацетамол, недо-

могание (296 (61%) и 27 (48%)), озноб (272 (56%) и 15 (27%)) 
и лихорадка (250 (51%) и 20 (36%)). В группе ChAdOx1 nCoV-19 
87 (18%) участников, не получавших парацетамол, и 9 (16%) 
участников, получавших парацетамол, сообщили о  повыше-
нии температуры тела не менее 38 °C, а 8 (2%) пациентов, не 
получавших парацетамол, сообщили о температуре тела 39 °С 
и выше [21].

Наиболее высокое значение средней геометрической ве-
личины титров антител (СГТ) к спайковому белку SARS-CoV-2, 
определяемых в ИФА, в группе ChAdOx1 nCoV-19 наблюдалось 
на 28 сут исследования (среднее значение 157 EU51), после чего 
оставалось на высоком уровне до 56 сут (119 EU) у участни-
ков, которые получили только одну дозу, и увеличивалось до 
медианного значения 639 ЕU (360–792 EU) на 56 сут у десяти 
участников, которые получили бустерную дозу.

У 100% участников (35 человек) было зарегистрировано 
увеличение титра нейтрализующих антител на 28 сут (медиан-
ное значение титра составило 218 EU). Следует отметить, что 
у 8 добровольцев до начала исследования определялись анти-
тела к вирусу.

Вакцинация ChAdOx1 nCoV-19 приводила к  заметному 
увеличению SARS-CoV-2 спайк-специфичного эффекторного 
Т-клеточного ответа уже на 7 сут с  пиком на 14 сут и  высо-
кий уровень клеточного ответа сохранялся до 56 сут. Однако 
после второй дозы ChAdOx1 nCoV-19 не наблюдалось усиле-
ния клеточных ответов. Это согласуется с предыдущими дан-
ными о вирусных вакцинах, вводимых по гомологичной схеме 
прайм-буст иммунизации [21].

В работе L.  A. Jackson с  соавт. [22] представлены ре-
зультаты I фазы клинического исследования с  увеличением 
дозы, предназначенного для определения безопасности, ре-
актогенности и  иммуногенности вакцины мРНК-1273. Вак-
цина мРНК-1273 (Moderna, США) представляет собой мРНК 
в капсуле из четырех липидных наночастиц. Вакцинная мРНК 
кодирует антиген S-2P, состоящий из гликопротеина SARS-

Таблица 3. Уровень вируснейтрализующих антител к вирусу SARS-CoV-2 на 14 и 28 сут после вакцинации рекомбинантной 
аденовирусной вакциной производства CanSino, Китай (по F.-C. Zhu с соавт. [20])
Table 3. The level of neutralising antibodies to SARS-CoV-2 virus on days 14 and 28 after immunisation with a recombinant adeno-
virus vaccine by CanSino, China (adapted from F.-C. Zhu et al. [20])

Показатель
Parameter

Номер группы
Group

Уровень 
значимости

p value

1
(низкая доза),

95% ДИ
(low dose),

95% CI

2
(средняя доза),

95% ДИ
(middle dose),

95% CI

3
(высокая доза),

95% ДИ
(high dose),

95% CI

Уровень нейтрализующих 
антител на 14 сут

Level of neutralising antibodies 
on day 14

8,2 
(5,8–11,5)

9,6 
(6,6–14,1)

12,7 
(8,5–19,0) 0,24

4-кратное и более увеличение 
титра на 14 сут

At least a four-fold increase 
in the titre on day 14

10 (28%) 11 (31%) 15 (42%) 0,42

Уровень нейтрализующих 
антител на 28 сут

Level of neutralising antibodies 
on day 28

14,5
(9,6–21,8)

16,2
(10,4–25,2)

34,0
(22,6–50,1) 0,0082

4-кратное и более увеличение 
титра на 28 сут

At least a four-fold increase 
in the titre on day 28

18 (50%) 18 (50%) 27 (75%) 0,046

51  Единицы ELISA.
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CoV-2 с трансмембранным якорем и интактным сайтом рас-
щепления S1-S2.

Включенные в исследование добровольцы в возрасте от 18 
до 55 лет получали две инъекции с интервалом 28 сут в дозах: 
25, 100 или 250 мкг.

После первого введения системные нежелательные явления 
наблюдались у 5 участников (33%), получивших дозу 25 мкг, 10 
(67%), получивших дозу 100 мкг, и 8 (53%), получивших дозу 
250 мкг; все они были легкой или средней степени тяжести. По-
сле второго введения вакцины наблюдалось увеличение коли-
чества и  степени тяжести системных нежелательных явлений 
у  участников, получивших дозу 25 мкг (у 7 из 13 участников 
(54%)) и у всех добровольцев, получивших дозы 100 и 250 мкг.

Введение вакцины вызывало значительное увеличение 
титра антител к  S-2P. На 57 сут исследования СГТ в  группе 
введения вакцины в  дозе 25 мкг составила 299751, в  группе 
введения вакцины в дозе 100 мкг — 782719 и  в  группе вве-
дения вакцины в дозе 250 мкг — 1192154, то есть превышала 

уровень антител, который определялся у  выздоравливающих 
лиц, — 142140 (табл. 4). Схожая динамика иммунного отве-
та наблюдалась при изучении титров специфических антител 
к RBD (табл. 5).

После первого введения вакцины мРНК-1273 нейтрализу-
ющие антитела определялись менее чем у  половины добро-
вольцев, после второй инъекции нейтрализующие антитела 
определялись у всех участников исследования. Самый низкий 
уровень нейтрализующих антител определялся в группе введе-
ния дозы 25 мкг — 112,3; более высокие ответы в группах 100 
и 250 мкг были схожими по величине — 343,8 и 332,2 на 43 сут 
исследования (табл. 6).

Введение препаратов в дозах 25 и 100 мкг инициировало 
ответы Т-лимфоцитов с маркером CD4, которые при стимуля-
ции S-специфическими пептидными пулами сильно смеща-
лись в сторону экспрессии цитокинов Th1 (повышение уровня 
фактора некроза опухоли-α, ИЛ-2 и интерферона-γ) с мини-
мальной экспрессией Th2 цитокинов (ИЛ-4 и  ИЛ-13). После 

Таблица 4. Динамика СГТ к антигену S-2P после иммунизации вакциной мРНК-1273 (по L. A. Jackson с соавт. [22])
Table 4. Changes in antibody geometric mean titres to S-2P antigen following immunisation with mRNA-1273 vaccine (adapted from 
L. A. Jackson et al. [22])

Сутки
Day

Наименование группы
Group

1 группа (25 мкг),
95% ДИ

Group 1 (25 μg),
95% CI

2 группа (100 мкг),
95% ДИ

Group 2 (100 μg),
95% CI

3 группа
(250 мкг), 95% ДИ
Group 3 (250 μg),

95% CI

Реконвалесценты
Convalescents

1 116(72–187) 131(65–266) 178(81–392)

142140
(81543–247768)

15 32261
(18723–55587)

86291
(56403–132016)

163449
(102155–261520)

29 40227
(29094–55621)

109209
(79050–150874)

213526
(128832–353896)

36 391018
(267402–571780)

781399
(606247–1007156)

1261975
(973972–1635140)

43 379764
(281597–512152)

811119
(656336–1002404)

994629
(806189–1227115)

57 299751
(206071–436020)

782719
(619310–989244)

1192154
(924878–1536669)

Таблица 5. Динамика СГТ к рецептор-связывающему домену после иммунизации вакциной мРНК-1273 (по L. A. Jackson 
с соавт. [22])
Table 5. Changes in antibody geometric mean titres to the RBD following immunisation with mRNA-1273 vaccine (adapted from 
L. A. Jackson et al. [22])

Сутки
Day

Наименование группы
Group

1 группа (25 мкг),  
95% ДИ

Group 1 (25 μg),
95% CI

2 группа (100 мкг),
95% ДИ

Group 2 (100 μg),
95% CI

3 группа (250 мкг),
95% ДИ 

Group 3 (250 μg),
95% CI

Реконвалесценты
Convalescents

1 55
(44–70)

166
(82–337)

576
(349–949)

37857
(19528–73391)

15 6567
(3651–11812)

34073
(21688–53531)

87480
(51868–147544)

29 18149
(11091–29699)

93231
(59895–145123)

120088
(71013–203077)

36 208652
(142803–304864)

499539
(400950–622369)

720907
(591860–878090)

43 233264
(164756–330259)

558905
(462907–674810)

644395
(495808–837510)

57 183652
(122763–274741)

371271
(266721–516804)

582259
(404019–839134)
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второй вакцинации отмечался низкий уровень ответа CD8 
Т-клеток на S-2P у добровольцев, получивших дозу 100 мкг.

Представленные предварительные результаты ранних 
фаз клинических исследований вакцин против COVID-19 про-
демонстрировали хорошую переносимость, безопасность 
и иммуногенность кандидатных вакцин. В то же время данные 
исследования выявили и ряд проблем, которые требуют даль-
нейшей работы для повышения эффективности и безопасно-
сти вакцин.

Во-первых, до начала исследования вакцины на основе 
аденовируса практически у половины добровольцев определя-
лись высокие титры антител к Ad5 (аденовирус). У лиц с вы-
соким начальным титром антител к Ad5 было меньше нежела-
тельных реакций и они протекали в более легкой форме, чем 
у лиц с низким титром антител к Ad5. В то же время выработка 
антител (иммуногенность) к COVID-19 у лиц с высоким титром 
антител к Ad5 была ниже, чем у лиц с низким титром. Влияние 
антител к аденовирусу на уровень иммуногенности предсказу-
емо, данная закономерность была установлена при разработ-
ке вакцины против вируса Эбола на основе аденовируса [23]. 
Во-вторых, иммунный ответ (по содержанию нейтрализующих 
антител) в группе лиц старшего возраста (45–60 лет) был сла-
бее, чем в группе лиц младше 45 лет. В-третьих, повторное (бу-
стерное) введение вакцин не приводило к повышению уровня 
специфического клеточного иммунного ответа. В-четвертых, 
повторное (бустерное) введение вакцин вызывало увеличение 
количества и степени тяжести побочных реакций.

Заключение

Анализ нормативной документации международных 
и  национальных регуляторных организаций показал, что 
рекомендации, утвержденные ВОЗ, FDA, EMA и  Российской 
Федерацией, сходны между собой в  отношении возможно-
сти сокращения длительности регистрационного процесса 
вакцин против COVID-19 в  условиях пандемии. Сокраще-
ние сроков разработки и регистрации вакцин против вируса 
SARS-CoV-2 возможно в  первую очередь за счет времени, 
отведенного для экспертизы регуляторным органам. Ис-
пользование производственной платформы, на которой уже 
зарегистрированы вакцины на основании результатов оцен-
ки эффективности и  безопасности, выполненных в  полном 
объеме, позволяет снизить объем исследований для вакцины 
против COVID-19 за счет предоставления некоторых результа-
тов исследований, полученных для вакцин на используемой 
ранее платформе. Кроме того, некоторые доклинические ис-

следования могут быть проведены параллельно с  клиниче-
скими исследованиями, а  часть клинических исследований 
эффективности и безопасности может быть выполнена в по-
стрегистрационном периоде. При этом вакцина может быть 
зарегистрирована «на условиях» согласно нормативным 
документам, регламентирующим регистрацию препаратов 
в чрезвычайных ситуациях. В конечном счете, доклинические 
и клинические исследования должны быть выполнены в пол-
ном объеме, который рекомендован для вакцин, разрабаты-
ваемых в неэпидемический период.

Представленные материалы по результатам анализа нор-
мативных требований, регламентирующих разработку и реги-
страцию вакцин против COVID-19 в условиях пандемии, будут 
полезны разработчикам и производителям при работе с  ука-
занными нормативными требованиями и  рекомендациями. 
Кроме того, представленные результаты анализа междуна-
родных и  национальных (EMA, FDA и  др.) нормативных под-
ходов для разработки и регистрации вакцин для профилактики 
коронавирусной инфекции COVID-19 могут быть полезны при 
разработке отечественных требований для вакцины против 
COVID-19 в условиях пандемии.
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Таблица 6. Динамика уровня титров вируснейтрализующих антител к вирусу SARS-CoV-2 в реакции нейтрализации псев-
довирионов после иммунизации вакциной мРНК-1273 (по L. A. Jackson с соавт. [22])
Table 6. Changes in neutralising antibody titres to SARS-CoV-2 in pseudovirus neutralisation assay following immunisation with 
mRNA-1273 vaccine (adapted from L. A. Jackson et al. [22])

Сутки
Day

Наименование группы
Group

1 группа (25 мкг),
95% ДИ

Group 1 (25 μg),
95% CI

2 группа (100 мкг),
95% ДИ

Group 2 (100 μg),
95% CI

3 группа (250 мкг),
95% ДИ

Group 3 (250 μg),
95% CI

Реконвалесценты
Convalescents

1 10 10 10

109,2
(59,6–199,9)

15 14,5 (9,8–21,4) 23,7 (13,3–42,3) 26,1 (14,1–48,3)

29 11,7 (9,7–14,1) 18,2 (12,1–27,4) 20,7 (13,3–32,2)

36 105,8 (69,8–160,4) 256,3 (182,0–361,1) 373,5 (308,6–452,2)

43 112,3 (71,2–177,1) 343,8 (261,2–452,7) 332,2 (266,3–414,5)

57 80,7 (51,0–127,6) 231,8 (163,2–329,3) 270,2 (221,0–330,3)
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Общая характеристика адъювантов и механизм их действия (часть 1)
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Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

Актуальной проблемой современного здравоохранения является разработка новых вакцин и совершен-
ствование уже используемых в медицинской практике, что обусловлено снижением иммунологической 
активности населения, появлением новых инфекций или активацией «старых», которые ранее считались 
побежденными. Неотъемлемой и важной частью современных вакцин являются адъюванты, которые сти-
мулируют развитие иммунного ответа на антиген вакцины. Однако, несмотря на многочисленные усилия 
по их разработке, в настоящее время в медицинской практике применяется лишь небольшое количество 
адъювантов. Цель работы — систематизация данных литературы по анализу механизмов действия адъю-
вантов, особенностей их структуры, состава и стимулирующих эффектов, которые опосредуют их имму-
ноадъювантные свойства. Обобщены сведения об адъювантах, входящих в состав зарегистрированных 
вакцин, приведена их характеристика, проанализированы молекулярные механизмы действия адъюван-
тов с целью установления взаимосвязи их структуры и проявляемой активности, что является важным 
для разработки более эффективных и безопасных адъювантов. Представлены сведения о перспективных 
разработках по совершенствованию уже используемых адъювантов с целью усиления их стимулирую-
щего действия. Сделан вывод о том, что ключевым направлением исследований в области повышения 
эффективности вакцинации является изучение механизмов, способствующих развитию эффективной за-
щиты от возбудителей инфекции, а также способов стимулирования защитных реакций организма с по-
мощью адъювантов, в первую очередь путем воздействия на систему врожденного иммунитета.
Ключевые слова: вакцина; адъювант; иммуногенность вакцин; инфекция; вирус; антиген; антитела; 
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One of priority issues of the present-day healthcare system is development of new vaccines and improvement 
of existing ones due to decreasing immunocompetence of the population, emergence of new infections and re-
emergence of old ones which were previously thought to be under control. Adjuvants have proven to be integral and 
important components of modern vaccines, as they enhance immune response to the vaccine antigen. However, 
despite a lot of effort put into their development, only a small number of adjuvants are currently used in clinical 
practice. The aim of the study was to systematise literature data on the adjuvants’ mechanisms of action, their 
specific structure, composition, and stimulation effects that mediate their immunoadjuvant properties. The paper 
summarises data on adjuvants used as components in licensed vaccines, describes their characteristics, analyses 
molecular mechanisms of their action in order to establish correlation between their structure and activity, which 
is important for the development of more efficacious and safe adjuvants. The paper cites advanced developments 
aimed at enhancing stimulation effects of existing adjuvants. It concludes by stating that the key research area 
aimed at improving vaccination efficacy is the study of mechanisms that contribute to the development of effective 
protection against infectious agents, as well as analysis of how to use adjuvants to stimulate the body’s defensive 
mechanisms, primarily by impacting the innate immunity.
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Инфекционные заболевания стоят на втором месте после 
сердечно-сосудистых заболеваний в  списке ведущих причин 
смертности населения в мире [1]. По данным ВОЗ на 2018 г., 
распространение вируса гриппа ежегодно приводит к 3–5 млн 
случаев тяжелых заболеваний и  290–650 тыс. смертей1. Со-
общается, что вирусом гепатита В инфицированы 257  млн 
человек, что привело к 887 тыс. смертей в 2015 г.2 Для про-
филактики указанных заболеваний применяется вакцинация, 
конечной целью которой является формирование длительного 
напряженного специфического иммунитета против возбудите-
лей инфекции [2].

Несмотря на значительные успехи практической медицины 
в области вакцинации, разработка эффективных и безопасных 
вакцин остается актуальной проблемой. Появившиеся в  по-
следнее время и  вновь возвращающиеся заболевания, такие 
как тяжелый острый респираторный синдром (ТОРС) в 2003 г., 
пандемия гриппа H1N1 в 2009 г., геморрагическая лихорадка 
Эбола в 2014 г., пандемия коронавирусной инфекции COVID-19 
в 2019–2020  гг., свидетельствуют о необходимости примене-
ния новых подходов к разработке вакцин [3–5].

Важной задачей также является создание более эффек-
тивных вакцин для лиц старшего возраста. С увеличением про-
должительности жизни в результате хронических заболеваний 
у данной категории лиц накапливаются дефекты в работе им-
мунной системы, что сопровождается нарушением адекватно-
го реагирования организма на введение вакцин. Об этом сви-
детельствуют результаты, полученные при вакцинации против 
вирусов гриппа или пневмонии лиц старше 65 лет [6].

Многие из наиболее эффективных и  безопасных вакцин 
разработаны на основе живых, ослабленных возбудителей 
инфекции. При их применении в  организме развивается ин-
фекционный процесс с  легким бессимптомным течением, 
в  результате которого формируется длительный иммунитет, 
аналогичный тому, который наблюдается у  лиц, перенесших 
инфекционное заболевание. Примерами живых аттенуирован-
ных вакцин являются вакцины против кори, паротита, красну-
хи, ветряной оспы, желтой лихорадки.

В ряде случаев вакцины, созданные на основе инактиви-
рованных возбудителей, очищенных и рекомбинантных анти-
генов (АГ), обладают недостаточной иммуногенностью, что 
требует введения адъювантов с целью стимуляции иммунного 
ответа, более интенсивного формирования специфических ан-
тител (АТ) и активации эффекторных функций Т-клеток [2, 7]. 
Адъюванты, увеличивая иммуногенность вакцин, повышают их 
эффективность, что обеспечивает более высокий уровень кол-
лективного иммунитета в общей популяции вакцинированных 
лиц, а также способствуют повышению показателей серокон-
версии в  популяциях с  меньшей восприимчивостью к  вакци-
нации (например, в группах младенцев, пожилых людей и лиц 
с наличием иммунной недостаточности). Кроме того, введение 
адъюванта в состав вакцины позволяет снизить иммунизирую-
щую дозу АГ, что повышает безопасность вакцины с сохране-
нием ее иммуногенных свойств. Это крайне важно в условиях 
пандемии, когда требуется срочная крупномасштабная вакци-
нация, а расширение производства вакцины с целью выпуска 
большего объема продукции не представляется возможным 
(например, в  случае возникновения пандемического вируса 
гриппа) [7–9].

Тенденции в разработке новых вакцин связаны с исполь-
зованием генно-инженерных технологий, повышением эф-
фективности и  безопасности препаратов, в  том числе и  при 

вакцинации лиц отдельных категорий (группы людей с хрони-
ческими заболеваниями, беременные женщины, лица старше-
го возраста и  т.д.). При этом одним из наиболее важных во-
просов является выбор подходящего адъюванта для усиления 
иммуногенности вакцин.

В настоящее время адъюванты разрабатываются и включа-
ются в состав вакцин не только для повышения титра специ
фических АТ, но и  для стимуляции развития адаптивного 
иммунного ответа на АГ вакцины, увеличения его продолжи-
тельности, изменения поляризации иммунного ответа, сокра-
щения времени формирования иммунитета [10, 11]. Адъю
ванты, применяемые в  клинической практике, различаются 
по своей физико-химической природе и в  первую очередь 
характеризуются своими иммуностимулирующими свойства-
ми. В связи с отсутствием обобщенных данных о механизмах 
действия адъювантов цель настоящего обзора является акту-
альной.

Цель работы — систематизация данных литературы по 
анализу механизмов действия адъювантов, особенностей их 
структуры, состава и  стимулирующих эффектов, которые 
опосредуют их иммуноадъювантные свойства.

Механизмы действия адъювантов, входящих в состав 
зарегистрированных вакцин

Вакцины, как и естественные инфекции, действуют, акти-
вируя систему врожденного иммунитета, что, в свою очередь, 
способствует запуску и  развитию антиген-специфического 
адаптивного иммунного ответа. Адъюванты способствуют фор-
мированию более выраженного адаптивного иммунного ответа 
на АГ вакцины путем активации разных звеньев системы врож-
денного иммунитета и (или) стимуляции процессов транспор-
та, процессинга и презентации АГ. Функционально адъюванты 
действуют прямо или косвенно на антиген-презентирующие 
клетки (АПК), включая дендритные клетки (ДК), и воспринима-
ются как молекулярные паттерны, связанные либо с инвазией 
инфекционного агента (патоген-ассоциированные молекуляр-
ные паттерны (PAMPs)), либо с  повреждением эндогенных 
клеток (молекулярные паттерны, ассоциированные с  опасно-
стью (DAMPs)), тем самым активируя сенсорные пути и иници-
ируя развитие иммунного ответа. Адъюванты PAMP-типа явля-
ются лигандами для Toll-подобных рецепторов (TLRs) и могут 
напрямую влиять на ДК, изменяя скорость формирования, 
выраженность, продолжительность, поляризацию адаптив-
ного иммунного ответа. К адъювантам DAMP-типа относятся 
минеральные соли, масляные эмульсии, наночастицы и поли-
электролиты. Данные соединения оказывают стимулирующие 
эффекты на инфильтрацию иммунокомпетентных клеток, пре-
зентацию АГ и созревание эффекторных клеток [12, 13].

Первыми адъювантами, включенными в  состав вакцин, 
были соединения алюминия. В течение многих лет они явля-
лись практически единственными общепризнанными адъюван-
тами, и только начиная с 1980-х гг. стали применяться новые 
виды адъювантов с разным механизмом действия. Проведены 
многочисленные исследования с  использованием различных 
типов адъювантов с целью характеристики их стимулирующей 
активности и безопасности [1, 7, 12, 13].

В настоящее время регуляторными органами разных стран 
для использования в вакцинах для человека одобрены такие 
адъюванты, как соединения алюминия (гидроксид алюминия, 
фосфат алюминия и  др.), масляные эмульсии (MF59, AS03), 

1  Influenza (Seasonal). WHO. https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/influenza-(seasonal)
2  Hepatitis B. WHO. https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/hepatitis-b

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/influenza-(seasonal)
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адъювантные системы (AS04, AS01), синтетический олигоде-
зоксинуклеотид, содержащий последовательности цитозина-
гуанина (CpG 1018), виросомы, полиоксидоний, совидон.

Возбудители различных инфекций имеют разные характе-
ристики, которые играют важную роль в процессе формиро-
вания иммунного ответа у инфицированных лиц. При выборе 
адъювантов необходимо учитывать их особенности и  меха-
низм действия с  целью стимуляции развития оптимального 
иммунного ответа с  учетом уникальных свойств конкретных 
возбудителей [14].

Среди механизмов действия адъювантов выделяют следу-
ющие:

-  образование депо в  месте инъекции, что способствует 
увеличению времени контакта с АГ;

- действие адъюванта в качестве системы доставки АГ, что 
стимулирует процессы поглощения АГ АПК;

-  активация системы врожденного иммунитета за счет 
передачи сигналов через мембранные и внутриклеточные пат-
терн-распознающие рецепторы (PRRs), что приводит к актива-
ции транскрипционных факторов и  адаптерных белков, опо
средуя выработку провоспалительных цитокинов, хемокинов 
и интерферонов (IFN) типа I;

- индукция секреции цитокинов и хемокинов, участвующих 
в активации и миграции иммунокомпетентных клеток;

- активация инфламмасомы NLRP3 (способствует форми-
рованию воспалительной реакции и индукции выработки про-
воспалительных цитокинов);

-  стимуляция активации и  созревания АПК (повышение 
экспрессии молекул главного комплекса гистосовместимости 
(МНС) и костимулирующих молекул, что способствует эффек-
тивной активации наивных Т-клеток), стимуляция процесса 
презентации АГ;

- индукция развития клеточного (Th1) и (или) гуморально-
го (Th2) иммунного ответа;

-  участие в  реакции герминативных центров, стимуляция 
продукции высокоаффинных специфических IgG, стимуляция 
формирования В-клеток памяти при развитии гуморального 
иммунного ответа [10];

- стимуляция формирования центральных Т-клеток памяти 
и Т-эффекторных клеток памяти [14].

Характеристика адъювантов 
и их иммуностимулирующие свойства

Соединения алюминия

Наиболее распространенными адъювантами являются со-
единения алюминия, которые используются в  вакцинах уже 
более 90 лет и входят в состав 146 зарегистрированных вакцин 
против многих инфекций по всему миру [15]. Соединения алю-
миния в  зависимости от типа (гидроксид алюминия, фосфат 
алюминия, алюминиево-калиевые квасцы) характеризуются 
разными физико-химическими свойствами, которые играют 
важную роль в их иммуномодулирующем действии [1, 16].

Адъюванты на основе алюминия состоят из наноразмер-
ных частиц, при этом частицы гидроксида алюминия имеют 
удлиненную форму и размер примерно 4×2×10 нм, а частицы 
фосфата алюминия имеют форму пластинки с диаметром око-
ло 50 нм. Частицы образуют слабосвязанные пористые агрега-
ты, размер которых варьирует от 1 до 20 мкм в зависимости от 
адъюванта. На частицах гидроксида алюминия и (или) фосфа-
та алюминия АГ адсорбируются за счет гидрофобных и элек-
тростатических взаимодействий. В зависимости от типа солей 
алюминия их поверхностные заряды различаются. Гидроксид 

алюминия несет положительный заряд при физиологическом 
значении рН 7,4 и связывает кислые белки. Фосфат алюминия 
заряжен отрицательно и, соответственно, связывает основные 
белки [16].

Наиболее часто используемым химическим веществом 
в качестве адъюванта является гидроксид алюминия. Однако, 
несмотря на его широкое распространение и многочисленные 
исследования по изучению механизмов его адъювантного дей-
ствия, в полной мере данный вопрос не изучен.

На выраженность иммунного ответа, индуцированного 
применением гидроксида алюминия в  качестве адъюванта, 
оказывают влияние такие факторы, как скорость адсорбции 
АГ, сила адсорбции, размер и однородность частиц гидроксида 
алюминия, доза адъюванта и природа АГ вакцины [17].

Предполагается, что адъювантное действие гидроксида 
алюминия проявляется за счет комбинации нескольких эффек-
тов, таких как длительное высвобождение АГ (эффект депо); 
эффективное поглощение АПК частиц алюминия с адсорбиро-
ванным АГ благодаря их дисперсной природе и оптимальному 
размеру; активация системы врожденного иммунитета (акти-
вация инфламмасомы NLRP3, активация комплемента), стиму-
ляция и дифференцировка CD4+ Т-клеток. Однако отсутствует 
единое мнение относительно важности каждого из указанных 
эффектов [18].

При изучении механизмов, опосредующих адъювантную 
активность соединений алюминия, одним из первых было 
предположение о наличии эффекта депо [19, 20]. В данном 
случае адъюванты усиливают реакцию на АГ, увеличивая вре-
мя контакта с ними. В течение 2–6 ч после введения вакци-
ны с соединениями алюминия в качестве адъюванта в месте 
инъекции отмечается образование инфильтрата, в  котором 
преобладают нейтрофилы, макрофаги (МФ), ДК. Адъюванты 
способствуют взаимодействию АГ с  клетками, следствием 
чего является усиление процессов поглощения и презентации 
АГ AПК [20, 21]. Предполагается, что увеличение продолжи-
тельности презентации АГ опосредовано снижением скоро-
сти деградации интернализованного АГ под влиянием адъ-
ювантов [22]. Можно заключить, что за счет ассоциации АГ 
с производными алюминия поддерживается высокая локаль-
ная концентрация АГ в  течение времени, необходимого для 
привлечения и миграции АПК, опосредованных повышением 
секреции цитокинов, а  также для индукции воспалительной 
реакции в месте введения [23, 24].

Однако ведущая роль эффекта депо в адъювантной актив-
ности соединений алюминия была поставлена под сомнение. 
Согласно более поздним данным, депо не является основным 
механизмом, посредством которого соединения алюминия 
проявляют свое адъювантное действие [25]. Кроме того, по-
казано, что удаление места введения гидроксида алюминия 
через 2 ч после иммунизации не оказало влияния на развитие 
и выраженность адаптивного иммунного ответа лабораторных 
животных [26]. Вероятно, в течение короткого периода после 
введения эффект депо важен для иммуностимулирующего 
действия соединений алюминия, но они проявляют и  другие 
стимулирующие эффекты, которые объясняют их адъювант-
ные свойства [16].

Ранее в  нескольких сообщениях отмечалось, что адъю-
ванты в виде частиц активируют инфламмасому NLRP3 с по-
мощью нескольких механизмов и  это способствует секреции 
провоспалительных цитокинов, таких как интерлейкины (IL): 
IL-1β и  IL-18 [27, 28]. В экспериментальных исследованиях 
H. Li с соавт. [29] установлено, что гидроксид алюминия вы-
зывает активацию инфламмасомы, стимулируя синтез IL-1β 
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и IL-18 МФ и ДК. У мышей с дефицитом NLRP3, цитозольного 
адаптерного белка ASC и  каспазы-1 наблюдалось снижение 
уровня гуморального иммунного ответа, индуцированного ги-
дроксидом алюминия. В публикации P.  Marrack с  соавт. [30] 
сообщается, что адъюванты на основе алюминия способствуют 
активации инфламмасомы, вызывая повреждение и  разрыв 
фаголизосом, генерируя активные формы кислорода, высво-
бождая из поврежденных тканей DAMPs, такие как мочевая 
кислота и  АТФ. Однако авторы подчеркивают, что развитие 
NLRP3-воспаления и активация каспазы-1 не всегда необходи-
мы для индукции гуморального иммунного ответа при введе-
нии соединений алюминия в качестве адъюванта [30]. Обобщая 
результаты многих исследований, G. Del Giudice с  соавт. [31] 
отмечают, что активация инфламмасомы и роль IL-1 в прояв-
лении адъювантного эффекта соединений алюминия при их 
введении человеку требует дальнейшего изучения.

Несмотря на то что способность соединений алюминия ин-
дуцировать развитие ответа системы врожденного иммунитета 
через активацию инфламмасомы NLRP3 и выработку провос-
палительных цитокинов была отмечена, роль NLRP3 в их адъ-
ювантном действии в настоящее время остается спорной [28, 
29, 32, 33].

Адъюванты на основе алюминия рассматриваются и  как 
система доставки АГ. Отмечается, что частицы алюминия свя-
зываются с липидами мембраны ДК и изменяют их, вызывая 
активацию клеток, что способствует проникновению АГ через 
клеточную мембрану. Но при этом интернализации самих ча-
стиц ДК не происходит [34]. ДК играют важную роль в  про-
явлении иммуностимулирующего эффекта алюминиевых 
адъювантов. В работе M. Kool с соавт. [35] отмечается, что при 
истощении популяции ДК наблюдалось снижение выраженно-
сти иммунного ответа. Кроме того, адъюванты на основе алю-
миния усиливают транспорт АГ с  участием мигрирующих ДК 
от места инъекции в дренирующие лимфатические узлы [36]. 
Также соединения алюминия индуцируют дифференцировку 
моноцитов (МЦ) в ДК [16].

В последние годы рядом авторов изучено влияние ги-
дроксида алюминия на стимуляцию первичных МЦ с  целью 
выяснения механизмов, опосредующих активацию указан-
ных клеток. Установлено, что адъювант активирует секре-
цию INF типа I, потенциально индуцируемую TLR- и  (или) 
NOD-опосредованной передачей сигналов, развитие воспа-
лительной реакции и  процесс презентации АГ в  комплексе 
с молекулами МНС классов I и II [37]. Выявлен ряд различий 
в  ответе МЦ, стимулированных гидроксидом алюминия или 
комбинированной вакциной Инфанрикс® (Infanrix®), содержа-
щей гидроксид алюминия в качестве адъюванта. Повышение 
продукции цитокина IL-10 отмечено при добавлении вакцины 
к  суспензии МЦ, а  при добавлении только гидроксида алю-
миния этого не наблюдалось. Стимуляция экспрессии генов 
IFNγ, IL-2 и IL-17А отмечена при добавлении к МЦ гидроксида 
алюминия, а при добавлении вакцины наблюдалось подавле-
ние экспрессии указанных генов. Повышенная экспрессия 
белков, индуцированных IFN типа I, не наблюдалась при до-
бавлении вакцины в суспензию МЦ, но отмечена при стимуля-
ции клеток гидроксидом алюминия. Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что комбинация АГ и адъюванта ока-
зывает влияние на ответ клеток системы врожденного имму-
нитета, индуцируемый вакциной [38].

В работе H. HogenEsch [39] отмечается, что одним из меха-
низмов, опосредующим стимулирующий эффект соединений 
алюминия, является также активация системы комплемента, 
гуморального фактора врожденного иммунитета.

Результаты изучения роли эндогенных сигналов опасности, 
таких как ДНК, высвобождающаяся из поврежденных клеток 
хозяина, в адъювантном действии соединений алюминия пред-
ставлены в работе T. Marichal с соавт. [40]. Показано, что после 
введения мышам гидроксида алюминия ДНК клеток хозяина 
становится доступна для расщепления ферментом (ДНКазой) 
и оказывает влияние на развитие антиген-специфических от-
ветов Т- и В-клеток [40]. В исследованиях A. S. Mckee с соавт. 
[41] установлено, что соединения алюминия способствуют вы-
свобождению ДНК хозяина в цитоплазму ДК, при этом в цито-
золе ДНК индуцирует пути активации стимулятора генов IFN 
(STING), что увеличивает презентацию пептидов Т-клеткам 
в дренирующих лимфатических узлах.

Однако источник ДНК хозяина и  механизм ее высвобож-
дения остаются неясными. При изучении ранней реакции на 
введение адъювантов на основе алюминия установлено, что 
основными клетками, мигрирующими к месту инъекции в тече-
ние 2 ч, являются нейтрофилы. Вокруг места инъекции наблю-
далось скопление нейтрофилов, а также наличие в ткани нитей 
ДНК, так называемых нейтрофильных внеклеточных ловушек 
(NET). Предполагается, что соединения алюминия вызывают 
гибель нейтрофилов и это приводит к высвобождению внекле-
точной ДНК, играющей значительную роль в их адъювантном 
действии [42].

Соединения алюминия способствуют развитию иммунного 
ответа Th2, стимулируют выработку цитокинов IL-4, IL-5 и IL-13, 
которые, повышая продукцию специфических АТ В-клетками, 
влияют на выраженность гуморального иммунного ответа [30]. 
Установлено, что соединения алюминия подавляют секрецию 
IL-12, что может быть причиной дифференцировки Т-клеток 
в клетки Th2 [43].

Считается, что адъюванты, содержащие алюминий, слабо 
индуцируют развитие реакций типа Th1, опосредующих фор-
мирование клеточного иммунитета для защиты организма от 
внутриклеточных инфекций [31]. Предполагается, что после 
введения вакцины указанные адъюванты активируют раз-
витие иммуносупрессивных механизмов, и  это ограничивает 
их способность вызывать развитие ответа Th1. Соединения 
алюминия усиливают секрецию МФ и ДК цитокина IL-10, об-
ладающего противовоспалительными свойствами. Показано, 
что отсутствие передачи сигнала IL-10 не нарушает индуциро-
ванную гидроксидом алюминия инфильтрацию клеток к месту 
инъекции, но способствует усилению антиген-специфических 
ответов Th1. У мышей с дефицитом IL-10 не отмечено значи-
тельных изменений в продукции специфических IgG1 АТ после 
иммунизации с указанным адъювантом. В целом, эти результа-
ты свидетельствуют о том, что введение гидроксида алюминия 
способствует выработке IL-10, который может блокировать 
ответы Th1. Возможно, это является одной из причин низкой 
эффективности гидроксида алюминия в  качестве адъюванта 
для индукции клеточного иммунного ответа [44].

Высказано предположение, что недостаточная степень 
стимуляции соединениями алюминия системы врожденного 
иммунитета также может быть причиной развития слабого 
иммунного ответа Т-клеток [14]. Однако при применении адъ-
ювантной системы AS04, включающей гидроксид алюминия 
и монофосфорилированный липид А (MPL), который является 
агонистом TLR4, отмечено формирование выраженного им-
мунного ответа Th1 [45].

Показано, что адъювантом, способствующим разви-
тию как эффективного иммунного ответа смешанного типа 
Th1/Th2, так и  формированию ответов цитотоксических 
Т-лимфоцитов, является бис-(3’,5’)-циклический димерный 
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аденозинмонофосфат (c-di-AMP). Отмечается, что комбинация 
c-di-AMP с  гидроксидом алюминия способствует стимуляции 
не только гуморального ответа, но и развитию более выражен-
ного клеточного иммунного ответа [46].

Представляют интерес результаты исследований по оцен-
ке нового адъюванта PAA:nanoalum на основе наночастиц 
алюминия (адъювант Alhydrogel®) и полимера полиакриловой 
кислоты (PAA), используемого в  качестве стабилизирующего 
агента. Показано, что новый адъювант способствует увеличе-
нию иммуногенности противогриппозной вакцины и повыша-
ет ее защитный эффект при заражении животных летальной 
дозой вируса гриппа. Отмечается, что адъювант PAA:nanoalum 
вызывает развитие выраженного иммунного ответа не только 
по типу Th2, но и по типу Th1 [47]. В связи с этим он может 
быть рассмотрен в качестве кандидата для включения в состав 
вакцин, защищающих от туберкулеза, коклюша и малярии.

Таким образом, адъювантные свойства соединений алюми-
ния опосредованы следующими механизмами: эффект депо, 
стимуляция фагоцитоза АГ АПК, нарушение целостности мем-
браны ДК, активация комплемента, стимуляция и дифферен-
цировка CD4+ Т-клеток [20, 25].

MF59 (масляная эмульсия)

Первым после соединений алюминия, зарегистрирован-
ным в  составе вакцин для медицинского применения, стал 
MF59, адъювант на основе эмульсии сквалена, разработанный 
компанией GlaxoSmithKline (GSK Vaccines). Эмульсия сквалена 
относится к типу «масло-в-воде», представлена в виде капель 
сквалена в непрерывной водной фазе, которые стабилизиро-
ваны путем добавления двух неионных водорастворимых по-
верхностно-активных веществ (Tween 80 и Span 85) [48].

Все компоненты MF59 являются безопасными биологиче-
ски разлагаемыми природными производными. Сквален яв-
ляется углеводородом тритерпенового ряда, он действует как 
предшественник холестерина, стероидных гормонов и витами-
на D. Природный сквален получают из печени акулы, полисор-
бат 80 и сорбитана триолеат 85 являются фармацевтическими 
веществами растительного происхождения.

Адъювант MF59 лицензирован для использования в вакци-
нах против пандемического и сезонного гриппа во многих стра-
нах. Отмечается, что вакцины против вируса гриппа, содер-
жащие MF59, вызывают формирование более выраженного 
и продолжительного иммунитета по сравнению с противогрип-
позными вакцинами без адъюванта, а также более эффектив-
ны в профилактике гриппозной инфекции у детей и взрослых 
в возрасте от 6 до 72 лет [13, 49]. Считается, что этот эффект 
опосредован способностью MF59 усиливать миграцию и акти-
вацию АПК, активацию антиген-специфических CD4+ T-клеток 
и стимулировать продукцию специфических гемагглютиниру-
ющих АТ [13].

Для эффективности адъювантов, относящихся к  группе 
масляных эмульсий, решающим является присутствие ли-
пофильной фазы в  форме мелких капель (средний размер 
капель масла составляет около 160 нм). Неэмульгированный 
сквален не проявляет адъювантного эффекта. Первоначаль-
но MF59 был разработан в качестве буфера для доставки АГ, 
однако при его использовании были обнаружены выраженные 
адъювантные эффекты, обусловленные его рецептурным со-
ставом [50].

В работе E. J. Ko, S. M. Kang [48] отмечается, что действие 
адъювантов на основе эмульсии сквалена не связано ни с эф-
фектом депо, ни с активацией TLRs, ни с прямой стимуляцией 
TLR-зависимых сигнальных путей. Показано, что эффект MF59 

не зависит от инфламмасомы NALP3, поскольку на интенсив-
ность гуморального иммунного ответа, индуцированного MF59, 
не влияет отсутствие NALP3 или каспазы-1 у иммунодефицит-
ных мышей. В исследовании A. Seubert с соавт. [51] при иммуни-
зации мышей трехкомпонентной вакциной с адъювантом MF59 
против Neisseria meningitidis серогруппы B (rMenB) установле-
но, что для усиления продукции специфических АТ необходима 
активация адаптерного белка MyD88, то есть передача сигналов 
происходит по сигнальному пути, независимому от TLRs.

M. Vono с соавт. [52] отмечают, что внутримышечная инъ-
екция всегда сопровождается временным высвобождением 
АТФ, который действует как эндогенный сигнал опасности. По-
казано, что в присутствии MF59 высвобождение внеклеточной 
АТФ из мышц у мышей значительно усиливается. Возможно, 
АТФ стимулирует развитие иммунного ответа на вакцину, инду-
цированного адъювантом.

По сравнению с адъювантами на основе соединений алю-
миния MF59 активирует выработку более широкого спектра 
цитокинов/хемокинов, которые усиливают привлечение имму-
нокомпетентных клеток, в том числе и миелоидных CD11b+ ДК 
к месту инъекции [53]. Показано, что MF59 значительно повы-
шает экспрессию CCR2, рецептора для CCL2, который являет-
ся фактором хемотаксиса МЦ, а  также CCL2, CCL3 (факторы 
хемотаксиса эозинофилов, базофилов и др. клеток) и CXCL8 
(IL-8) [54].

Адъювант MF59 косвенно усиливает фагоцитоз и пиноци-
тоз АГ, при этом вместо прямого воздействия на процессы по-
глощения АГ ДК он стимулирует привлечение к месту инъекции 
клеток — предшественников ДК и их дифференцировку в ДК 
[55]. Показано, что MF59 также способствует дифференци-
ровке МЦ в ДК, которые в дренирующих лимфатических узлах 
являются основными АПК, нагруженными АГ. Подчеркивается, 
что это коррелирует с  усилением запуска в  лимфатических 
узлах специфического ответа CD4+ Т-лимфоцитов, индуциро-
ванного АПК [56]. В публикации S. Calabro с соавт. [23] указа-
но, что MF59 активирует и другие АПК, в том числе МЦ и МФ, 
а также усиливает их миграцию в лимфатические узлы.

Для выяснения роли CD4+ Т-клеток в  адъювантном дей-
ствии MF59 исследовали эффективность расщепленной вак-
цины против Т-зависимого АГ вируса гриппа, содержащей 
указанный адъювант, при иммунизации мышей с  дефицитом 
CD4 (CD4KO) и мышей дикого типа [57]. Отмечается, что MF59 
индуцировал выработку АТ с переключением синтеза изотипов 
IgG, а также способствовал повышению выживаемости живот-
ных, опосредованной ответом CD8+ Т-клеток, при их зараже-
нии летальной дозой вируса гриппа. MF59 усиливал миграцию 
различных клеток системы врожденного иммунитета и  АПК, 
таких как CD11b+ ДК, к месту инъекции у мышей с дефицитом 
CD4. Авторы подчеркивают, что для стимулирующего действия 
MF59 важен уровень экспрессии молекул MHC класса II. Ме-
ханизмы, опосредующие проявление адъювантных эффектов 
MF59, независимых от CD4 Т-клеток, еще предстоит опреде-
лить. Тем не менее авторы подчеркивают, что MF59 способ-
ствует преодолению дефекта CD4+ Т-клеток в индукции протек-
тивного иммунитета при иммунизации Т-зависимой вакциной 
против вируса гриппа. Кроме того, CD4-независимый путь 
развития иммунного ответа может быть альтернативным ме-
ханизмом для некоторых адъювантов [57, 58]. Результаты дан-
ного исследования имеют значение для изучения возможности 
повышения эффективности вакцинации у лиц с ослабленной 
иммунной реактивностью.

P. R. Pittman [59] отмечает, что по сравнению с соедине-
ниями алюминия введение MF59 приводит к образованию АТ 
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в более высоких титрах и индукции формирования эффектор-
ных Т-клеток, способствуя развитию сбалансированного им-
мунного ответа смешанного типа Th1/Th2.

При введении человеку MF59 способствует развитию вос-
палительной реакции в  более ранние сроки. Отмечается, что 
у детей уже в первый день после иммунизации противогрип-
позной вакциной с MF59 индуцируются ответы IFN типа I, а у 
детей, иммунизированных вакциной без адъюванта, ответы IFN 
типа I отсрочены и выражены слабее. Развитие ответа системы 
врожденного иммунитета в ранние сроки способствует индук-
ции формирования антиген-специфических фолликулярных 
Т-хелперов (Tfh-хелперов) через 7 суток после вакцинации, 
а также отмечено усиление выработки АТ у лиц, вакцинирован-
ных против вируса гриппа вакциной, содержащей MF59 [14]. 
В исследовании K. S. Reisinger с соавт. [60] установлено, что 
применение указанного адъюванта позволяет снизить дозу 
противогриппозной вакцины. При использовании широкого 
диапазона доз вакцины (от 3,75 до 30 мкг гемагглютинина) 
оптимальный иммунный ответ развивался при ее однократном 
введении в  дозе, содержащей 3,75 мкг АГ A/California/7/2009 
(H1N1) с адъювантом MF59, лицам взрослого населения (от 18 
до 64 лет) и лицам старше 65 лет [60].

Таким образом, MF59 в  качестве адъюванта способству-
ет выработке цитокинов и  хемокинов, привлечению клеток 
к месту инъекции. Активированные АПК, поглотившие АГ, ми-
грируют в дренирующие лимфатические узлы, где участвуют 
в примировании наивных CD4+ Т-клеток. Привлечение иммун-
ных клеток под воздействием хемокинов является ключевой 
характеристикой механизма действия MF59.

AS03 (масляная эмульсия)

Еще одним адъювантом, относящимся к эмульсии «масло-
в-воде» на основе сквалена, является AS03, который состоит 
из поверхностно-активного вещества полисорбата 80 и  двух 
биоразлагаемых масел — сквалена и DL-α-токоферола — наи-
более биодоступной формы витамина Е [61].

Использование AS03 в качестве адъюванта, как и MF59, спо-
собствует выработке цитокинов и хемокинов в мышцах и дре-
нирующих лимфатических узлах, усилению миграции клеток 
и привлечению их к месту инъекции. AS03 также стимулирует 
поглощение АГ АПК, в частности МЦ и ДК, которые затем ми-
грируют в лимфатические узлы, где происходит презентация 
АГ наивным CD4+ Т-клеткам. В процессах, способствующих 
повышению миграции иммунокомпетентных клеток, участвует 
и  DL-α-токоферол, который обладает восстанавливающими 
свойствами и выступает в качестве дополнительного иммуно-
стимулятора [14, 62]. В исследовании, проведенном на мышах, 
показано, что AS03 индуцирует изменения экспрессии генов 
хемокинов как в месте инъекции, так и в дренирующих лимфа-
тических узлах в течение 4 ч после введения. Однако измене-
ния, наблюдаемые в лимфатических узлах, были временными 
и уменьшались через сутки после инъекции. Отмечается, что 
этот ранний ответ в основном опосредован DL-α-токоферолом 
[62]. В исследованиях с использованием модели in vivo пока-
зано, что при отсутствии DL-α-токоферола в AS03 изменяется 
профиль ответа системы врожденного иммунитета и  наблю-
дается более низкий уровень гуморального иммунного ответа. 
Подчеркивается, что в  группе животных, иммунизированных 
AS03, содержащим α-токоферол, наблюдалась продукция АТ 
в более высоких титрах. Первичными клетками-мишенями для 

DL-α-токоферола являются МЦ и МФ, которые отвечают за вы-
работку хемокинов в ответ на введение AS03. Отмечено активи-
рующее влияние DL-α-токоферола на экспрессию хемокинов 
CCL2, CCL3, CXCL1, а также IL-6 и гранулоцитарного колоние-
стимулирующего фактора [62].

С использованием модели трансгенных мышей с  репор-
тером гена люциферазы-NF-κB показано, что адъювант AS03 
индуцирует активацию фактора транскрипции NF-κB, однако 
активация NF-κB ограничена местом инъекции и  лимфатиче-
скими узлами, что указывает на развитие локализованного 
ответа на адъювант [13, 62]. Анализируя результаты изучения 
влияния адъювантов на ответ системы врожденного иммуните-
та при введении человеку, I. Sarkar с соавт. [14] отмечают, что 
MF59 и AS03 способствуют раннему развитию воспалительной 
реакции, что совпадает с  результатами исследований, прове-
денных на животных.

При изучении иммуностимулирующих свойств AS03 на 
раннем этапе развития иммунного ответа показано, что адъю-
вант нарушает липидный обмен в моноцитарных клетках, что 
приводит к индукции стресса эндоплазматического ретикулу-
ма (ЭПР) и активации ответа на развернутый белок (Unfolded 
protein response, UPR) [63]. Обнаружено, что дифференциров-
ка Tfh-хелперов и повышение аффинности специфических АТ 
зависят от ответа на UPR. На экспериментальной модели с ис-
пользованием иммунодефицитных мышей, у  которых отсут-
ствует киназа IRE1α/Ern1 в миелоидных клетках, показано, что 
недостаток экспрессии киназы, являющейся сенсором стрес-
совых сигналов ЭПР, приводит к подавлению дифференциров-
ки наивных CD4 Т-клеток в Tfh-хелперы, а также к уменьшению 
выработки IL-21, участвующего в образовании плазматических 
клеток и  продукции АТ высокой аффинности. Отмечено, что 
недостаток IRE1α/Ern1 в МЦ/МФ способствует снижению экс-
прессии IL-6, который играет решающую роль в дифференци-
ровке клеток Tfh-хелперов, а  также в выработке IL-21 указан-
ными клетками и  в  продукции АТ [63]. Таким образом, AS03 
и MF59 в составе вакцин за счет стимуляции индукции ответа 
Tfh-хелперов способствуют развитию более выраженного гу-
морального иммунного ответа по сравнению с соединениями 
алюминия, используемыми в качестве адъювантов [14].

Показана значимость MF59 и AS03 как адъювантов для вак-
цин против вируса птичьего гриппа A (H7N9). Отмечается, что 
после введения двух доз вакцины H7N9, содержащей 15 мкг 
гемагглютинина, без адъюванта, с  адъювантами AS03 или 
MF59, гемагглютинирующие АТ в  титре 1:40 были выявлены 
у 2, 57 и 84% в  группах вакцинированных лиц соответствен-
но [9]. В исследованиях P. Moris с соавт. [64] установлено, что 
AS03 стимулирует выработку нейтрализующих АТ и развитие 
специфического иммунного ответа CD4+ Т-лимфоцитов, спо-
собствует формированию как В-клеток, так и Т-клеток имму-
нологической памяти.

Моновалентная вакцина против вируса гриппа A (H5N1) 
с  адъювантом AS03 была лицензирована FDA в 2013 г.3 [14]. 
В  настоящее время AS03 входит в  состав лицензированных 
вакцин против препандемического гриппа H5N1 (моновалент-
ная вакцина) и  пандемического гриппа H1N1 (трехвалентная 
вакцина). Вакцины, содержащие AS03 в  качестве адъюван-
та, применялись при вакцинации в период пандемии свиного 
гриппа. Несмотря на результаты исследований, свидетель-
ствующие о том, что AS03 улучшает иммуногенность вакцин, 
изучение механизма, опосредующего его стимулирующий эф-
фект, продолжается.

3  Influenza A (H5N1) Virus Monovalent Vaccine, Adjuvanted. https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/vaccines/influenza-h5n1-virus-monovalent-
vaccine-adjuvanted
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Адъювантные системы

Одним из перспективных подходов к повышению эффек-
тивности вакцин является сочетание в их рецептурном составе 
нескольких адъювантов. Такими примерами являются адъю-
вантные системы AS01 и AS04.

AS01 (адъювантная система), разработанная более 20 лет 
назад, представляет собой адъювант на основе липосом и со-
стоит из двух иммуностимуляторов — монофосфорилирован-
ного липида А (MPL) и сапонина (QS-21) [65].

Липосомы являются синтетическими наносферами, состо-
ящими из фосфолипидных бислоев, которые инкапсулируют 
АГ и выступают в качестве средств их доставки. Липосомы ис-
пользуются в вакцинных препаратах против гриппа, хламидио-
за, малярии и туберкулеза. Отмечается, что совместное введе-
ние АГ с катионными липосомами приводит к индукции более 
сильного антиген-специфического иммунного ответа, чем при 
применении нейтральных или анионных липосом [65].

Монофосфорилированный липид А (MPL) (3-O-дезацил-4′-
монофосфориллипид A) является детоксифицированным син-
тетическим производным липополисахарида (LPS) Salmonella 
minnesota. MPL сохраняет адъювантную активность LPS, но 
при этом обладает минимальной токсичностью [66].

MPL как агонист TLR4 индуцирует активацию системы 
врожденного иммунитета при связывании с указанным рецеп-
тором, стимулируя транскрипционную активность ядерного 
фактора NF-κB, что приводит к  увеличению синтеза провос-
палительных цитокинов и  IFNγ и  в  дальнейшем к  развитию 
иммунного ответа Th1. Кроме того, MPL повышает продукцию 
хемокинов, при этом такие хемокины, как CCL2 и CCL3, способ-
ствуют миграции в зону инъекции МЦ, МФ и ДК [65, 66].

Оказывая влияние на систему врожденного иммунитета 
и на формирование адаптивного иммунного ответа, адъюванты 
индуцируют ряд путей передачи сигналов. В эксперименталь-
ных исследованиях C.  Cekic с  соавт. [67] показано, что MPL 
при связывании с  TLR4 селективно активирует сигнальный 
путь MAPK p38, что индуцирует выработку фактора некроза 
опухоли альфа (TNFα), IL-10, IFNγ-индуцированного белка 10 
(IP-10). M. Coccia с соавт. [68] отмечают, что введение вакцин 
против малярии и опоясывающего герпеса с AS01 способству-
ет продукции IFNγ NK-клетками в лимфатических узлах и CD8+ 
T-клетками.

Сапонин (QS-21) выделен из коры дерева Quillaja saponaria 
и является одним из наиболее эффективных адъювантов, из-
вестных в настоящее время. В доклинических исследованиях 
при введении мышам, морским свинкам и  обезьянам QS-21 
проявлял выраженный адъювантный эффект в отношении ши-
рокого круга АГ. Показано, что при добавлении в вакцину он 
стимулирует иммунные реакции типа Th1 и  Th2 [69]. Однако 
механизм действия QS-21 до конца не изучен. Высказываются 
гипотезы о том, что QS-21 может способствовать поглощению 
АГ АПК путем связывания с поверхностными лектинами клеток 
через их углеводные домены, что приводит к активации цито-
кинов, усиливающих ответ Т- и  (или) В-клеток [70]. Отмеча-
ется, что экзогенные АГ и QS-21 поглощаются ДК в результа-
те холестерин-зависимого эндоцитоза, при котором высокое 
сродство QS-21 к эндосомальному мембранному холестерину 
приводит к  дестабилизации мембраны и  образованию пор. 
После процессинга АГ внутри клетки пептиды в  комплексе 
с  молекулами MHC класса I представляются на поверхности 
ДК наивным CD8+ T-лимфоцитам, способствуя формированию 
цитотоксических Т-лимфоцитов [69, 70].

В исследованиях in vitro, проведенных с  использованием 
АПК мышей (ДК и МФ), QS-21 охарактеризован как активатор 
инфламмасомы NLRP3. Показано, что QS-21 в сочетании с MPL 
активирует белковый комплекс ACS-NLRP3, что вызывает ин-
дукцию синтеза провоспалительных цитокинов IL-1β/IL-18, ко-
торые способствуют созреванию клеток Th17 или формирова-
нию ответа Th1, опосредованного IFN, соответственно. Однако 
в условиях in vivo стимулирующего действия QS-21 в активации 
NLRP3 не наблюдалось [71]. Отмечается, что QS-21 в составе 
липосом активирует ДК человека, стимулируя холестерин-за-
висимый эндоцитоз с последующей дестабилизацией лизосом 
и активацией тирозинкиназы Syk, которая участвует в передаче 
сигналов от мембранных рецепторов, включая В-клеточный ре-
цептор, а также в регуляции иммунного ответа [31].

При введении мышам поверхностного антигена гепатита 
В HBsAg в сочетании с адъювантной системой AS01 отмечена 
ранняя продукция IFNγ, пик концентрации которого (300 пг/мл) 
наблюдался через 6 ч после иммунизации, в то время как от-
дельно взятые MPL или QS-21 не индуцировали аналогичный 
уровень продукции IFNγ. Вероятно, стимулирующий эффект 
AS01 является результатом синергетического действия MPL/
QS-21. C. Cekic с соавт. [67] подчеркивают, что активация про-
воспалительных сигнальных путей имеет потенциальные воз-
можности для индукции развития Т-хелперов определенной 
направленности. Однако определение роли этих путей переда-
чи сигналов при развитии иммунного ответа в организме чело-
века требует дальнейшего изучения.

В публикации M.  A.  Lacaille-Dubois [72] отмечается, 
что адъювантный эффект сапонина зависит от MyD88-
опосредованного сигнального пути рецептора IL-18. По мне-
нию автора, AS01 эффективен при стимуляции иммунного 
ответа, опосредованного CD4+ Т-клетками, и является перспек-
тивным адъювантом для включения в вакцины против различ-
ных вирусных инфекций. Усиление выраженности адаптивного 
иммунного ответа под влиянием AS01 зависит от синергетиче-
ского эффекта QS-21 и MPL [72].

Обобщая результаты изучения механизма действия QS-21, 
можно заключить, что его стимулирующее влияние на развитие 
гуморального и клеточного иммунного ответа опосредовано:

-  воздействием на АПК и T-клетки, что приводит к актива-
ции синтеза цитокинов Th1 и способствует элиминации внутри-
клеточных патогенов;

-  активацией инфламмасомы NLRP3 в  АПК и  последую-
щей продукции цитокинов IL-1β и IL-18, важных для развития 
ответа Th1;

-  синергетическим эффектом MPL и QS-21, инкапсулиро-
ванных в липосоме, проявляющимся в раннем ответе IFNγ, что 
способствует повышению иммуногенности вакцины [73].

Несмотря на то что адъювантные свойства QS-21 изучались 
на этапе клинических исследований многих вакцин, адъювант-
ная система AS01 входит в  состав только двух вакцин, заре-
гистрированных EMEA: против малярии (Mosquirix™) и  опо-
ясывающего герпеса (Shingrix™), разработанных компанией 
GlaxoSmithKline4 [74].

Исследования безопасности и  эффективности вакцины 
Mosquirix™ свидетельствуют о  том, что у  детей 5–17 месяцев 
и  младенцев 6–12 недель после первых трех инъекций в  те-
чение последующих 18 месяцев были предотвращены случаи 
развития тяжелого течения малярии [75].

Инфицирование Herpes zoster может привести к  серьез-
ным осложнениям, включая постгерпетическую невралгию. На 

4  Mosquirix H-W-2300. EMA. https://www.ema.europa.eu/en/mosquirix-h-w-2300
Shingrix. EMA. https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/shingrix
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основании результатов исследований фазы I/II показано, что 
субъединичная вакцина, содержащая рекомбинантный глико-
протеин E вируса ветряной оспы в качестве АГ и адъювантную 
систему AS01, хорошо переносится и обладает высокой имму-
ногенностью, индуцируя развитие клеточно-опосредованного 
и гуморального иммунного ответа. В 2017 г. FDA лицензирова-
ло вакцину Shingrix™, которая при введении человеку обеспечи-
вает более сильную защиту от H. zoster по сравнению с живой 
аттенуированной вакциной Zostavax® [76].

Впервые введенная в клиническую практику в 1921 г. вак-
цина Bacillus Calmette-Guérin (BCG) является единственной в на-
стоящее время лицензированной вакциной от туберкулеза. Она 
защищает детей от менингеальных и тяжелых форм туберкуле-
за с летальным исходом, но имеет ограниченные возможности 
для защиты подростков и взрослых от легочной формы тубер-
кулеза, что является основной причиной высокого уровня за-
болеваемости и смертности этой возрастной группы населения. 
Существует острая необходимость в создании новой улучшен-
ной вакцины против возбудителя этого заболевания, которое 
стало причиной гибели в 2019 г. 1,5 млн человек и по-прежнему 
представляет глобальную угрозу для здоровья человечества. 
Новая разрабатываемая вакцина M72/AS01 содержит рекомби-
нантный белок слияния, полученный из двух АГ Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb32A и Mtb39A) и AS01. Анализ результатов кли-
нического исследования I/II фазы M72/AS01 показал, что вакци-
на клинически хорошо переносится, отмечено формирование 
выраженного ответа специфических CD4+ Т-клеток типа Th1, 
ко-экспрессирующих CD40L, IL‑2, INFα и INFγ, а также отмечена 
выработка специфических АТ в высоких титрах. В клиническом 
исследовании IIb фазы, проведенном на ВИЧ-инфицированных 
взрослых, латентно инфицированных M. tuberculosis, показано, 
что M72/AS01 обеспечивает защиту от активного туберкулеза 
легких у  54% лиц данной группы [77]. Указанные результаты 
свидетельствуют о необходимости дальнейшей оценки вакци-
ны M72/AS01 с целью изучения возможности ее использования 
для борьбы с туберкулезом.

Таким образом, MPL активирует АПК через TLR4; QS-21 ак-
тивирует инфламмасому NLRP3, что индуцирует синтез IL-1β 
и IL-18. При этом MPL и QS-21 действуют синергетически, уве-
личивая выработку хемокинов, стимулируя миграцию МЦ и ДК. 
В лимфатических узлах активированные ДК индуцируют диф-
ференцировку наивных CD4+ Т-клеток в CD4+ Т-клетки памяти 
и CD4+ Т-эффекторные клетки. Цитокины, секретируемые CD4+ 
Т-эффекторными клетками, стимулируют дифференцировку 
наивных B-клеток в плазматические клетки и B-клетки памяти.

АS04 (адъювантная система). Соединения алюминия ис-
пользовались в качестве платформы для разработки и изуче-
ния новых адъювантов, состоящих из сорбированных на них 
различных агонистов TLRs. К таким адъювантам относится 
AS04, который содержит MPL, адсорбированный на гидрок-
сиде алюминия. В настоящее время зарегистрированы две 
вакцины, содержащие AS04: бивалентная вакцина против ви-
руса папилломы человека (HPV) (Cervarix®) (зарегистрирована 
в Российской Федерации), которая является первой вакциной 
с адъювантом AS04, и вакцина против вируса гепатита В (HBV) 
(Fendrix), рекомендуемая для вакцинации пациентов, находя-
щихся на гемодиализе (зарегистрирована ЕМЕА)5 [74].

Показано, что MPL способствует развитию иммунного от-
вета в  более ранние сроки. После введения эксперименталь-
ным животным MPL или AS04 через 3–6 ч в месте инъекции 
отмечена индукция синтеза цитокинов, которые усиливают ми-
грацию различных иммунных клеток и их привлечение в мыш-

цы и дренирующие лимфатические узлы [31]. Отмечается, что 
гидроксид алюминия не обладает синергетическим действием 
с MPL, его присутствие важно для повышения продолжитель-
ности иммунного ответа за счет эффекта депо, а  также для 
стабилизации MPL и АГ в вакцине [66].

AS04 способствует развитию местной воспалительной 
реакции, участвует в  активации транскрипционного фактора 
NF‑κB, стимулирует продукцию цитокинов. Для проявления 
адъювантной активности AS04 в  индукции оптимального им-
мунного ответа необходимо его совместное локальное введе-
ние с АГ одновременно или в течение 24 ч [31, 66]. Это спо-
собствует увеличению количества активированных МЦ и  ДК, 
нагруженных AГ, в дренирующих лимфатических узлах, созре-
ванию ДК, которые активируют наивные Т-клетки [66]. В целом 
эти результаты свидетельствуют о том, что адсорбция MPL на 
гидроксиде алюминия усиливает иммунный ответ на вакцину 
за счет быстрого запуска секреции цитокинов в месте инъек-
ции и оптимальной активации АПК.

AS04 является эффективным адъювантом, опосредующим 
также развитие и гуморального иммунного ответа. В публика-
ции G. Del Giudice [31] отмечается, что у человека при исполь-
зовании AS04 в качестве адъюванта в вакцинах против вируса 
гепатита В и  вируса папилломы человека вместо одного ги-
дроксида алюминия индуцируется более высокий уровень АТ, 
что указывает на адъювантный эффект MPL.

Известно, что соединения алюминия не индуцируют разви-
тие ответа CD8+ Т-клеток. Однако в сочетании с MPL гидроксид 
алюминия способствует формированию ответа Th1, как это вы-
явлено при применении AS04 [66]. При введении АГ вирусопо-
добных частиц белка L1 вируса папилломы человека (HPV-16 
и HPV-18) с AS04 отмечен более высокий уровень синтеза IFNγ, 
маркера иммунного ответа Th1, а также IL-2 по сравнению с ис-
пользованием только гидроксида алюминия в качестве адъю-
ванта [78, 79]. Вероятно, AS04 более эффективен в индукции 
механизмов, направляющих дифференцировку CD4+ Т-клеток, 
что способствует развитию ответа Th1 [1]. В связи с этим пре-
имуществом AS04 при его включении в состав вакцин является 
индукция развития выраженных иммунных реакций Th1 [77].

Агонисты TLRs, используемые в качестве адъювантов, по-
вышают экспрессию поверхностных маркеров на В-клетках, 
участвующих в презентации АГ (молекулы MHC классов I и II), 
и костимулирующих молекул, участвующих во взаимодействии 
с Т-клетками (CD40, CD80 и CD86), что способствует повыше-
нию продукции специфических АТ [80]. При введении вакцины 
против HPV с  адъювантом AS04 наблюдалось формирование 
нейтрализующих АТ в  высоких титрах на слизистой оболочке 
шейки матки у женщин в возрасте 15–55 лет. Значимость вкла-
да MPL в адъювантный эффект AS04 для указанной вакцины 
подтверждена результатами клинических исследований, со-
гласно которым показано, что адъювант стимулирует образова-
ние специфических АТ и способствует формированию В-клеток 
памяти. Отмечается, что вакцина вызывает перекрестную защи-
ту от некоторых других онкогенных вирусов типов HPV (в част-
ности, HPV-31, 33 и 45), не содержащихся в вакцине [81, 82].

У пациентов, находящихся на гемодиализе, не формируется 
напряженный иммунитет при вакцинации, в том числе и против 
HBV. Новая рекомбинантная вакцина против HBV, содержащая 
в своем составе AS04 в качестве адъюванта (HBV-AS04), отлича-
ется более высокой иммуногенностью при применении в указан-
ной группе вакцинируемых лиц. Отмечается, что переносимость 
HBV-AS04 была удовлетворительной, проявление побочного 
действия наблюдалось в незначительной степени [83].

5  Fendrix. EMA. www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/fendrix
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Заключение

Одним из наиболее важных вопросов при разработке эф-
фективных и безопасных вакцин является выбор подходящего 
адъюванта, который обладает выраженным иммуногенным 
потенциалом и  отвечает требованиям безопасности при ис-
пользовании в  медицинской практике. Лучшим адъювантом 
считается тот, который способствует развитию наиболее вы-
раженного специфического иммунного ответа и представляет 
наименьший риск для здоровья человека.

Важным этапом в  создании безопасных и  эффективных 
адъювантов является разработка масляных эмульсий (напри-
мер, MF59) и  адъювантных систем (например, комбинация 
гидроксида алюминия и  MPL (AS04)), которые успешно ис-
пользовались при вакцинации миллионов людей. Указанные 
адъюванты могут рассматриваться в качестве платформы для 
разработки составов следующего поколения адъювантов, таких 
как эмульсии на основе синтетических, дрожжевых или расти-
тельных масел и адъюванты на основе синтетических лигандов 
TLR4. Такие достижения расширяют доступность определен-
ных адъювантов с более понятным механизмом действия, ко-
торые могут быть получены в промышленных масштабах.

Понимание механизмов действия существующих адъюван-
тов требует дальнейшего совершенствования, поскольку имеет 
решающее значение для использования потенциала существую-
щих и новых адъювантов в стимуляции развития оптимального 
иммунного ответа против различных возбудителей инфекции.

Во второй части статьи будут представлены данные, касаю-
щиеся характеристики и механизмов действия таких адъюван-
тов, как синтетический олигодезоксинуклеотид, содержащий 
последовательности цитозина-гуанина (CpG 1018), виросомы, 
полиоксидоний, совидон, также входящих в состав зарегистри-
рованных вакцин. Кроме того, будут обобщены сведения об 
эффектах адъювантов, используемых в исследованиях по раз-
работке вакцин против коронавирусов SARS-CoV и MERS-CoV.
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Разработка и валидация методики определения концентрации антитела человека, 
блокирующего связывание PD-1 с лигандами, в сыворотке крови 
яванского макака методом биослойной интерферометрии
К. В. Ульянова, А. А. Казаров, М. С. Пантюшенко, А. А. Оленев, И. В. Лягоскин, В. М. Симонов*

Общество с ограниченной ответственностью «Международный биотехнологический центр «Генериум», 
ул. Владимирская, д. 14, пос. Вольгинский, Петушинский район, Владимирская область,  
601125, Российская Федерация

Целью некоторых видов иммунотерапии злокачественных опухолей является восстановление способно-
сти Т-клеток распознавать и уничтожать опухолевые клетки. Сверхэкспрессия лиганда запрограммиро-
ванной клеточной смерти (PD-L1) распространена во многих опухолях человека и связана с плохим про-
гнозом для пациента. Разработка моноклональных антител, специфичных к PD-L1 или PD-1, является 
перспективным направлением в иммунотерапии злокачественных новообразований. Однако прежде чем 
лекарственный препарат на основе терапевтического антитела появится на фармацевтическом рынке, 
необходимо убедиться в его безопасности и эффективности, то есть провести доклинические и клиниче-
ские исследования в полном объеме. Цель работы: разработать и валидировать биоаналитическую ме-
тодику, позволяющую без внесения дополнительных меток определить концентрацию моноклонального 
антитела, специфичного к PD-1 человека, в сыворотке крови биологической тест-системы в ходе прове-
дения доклинических исследований. Материалы и методы: в работе использовали антиген в виде ди-
мера внеклеточного домена рецептора PD-1, ковалентно связанного с Fc-фрагментом иммуноглобулина 
человека (R&D Systems, США). Антиген иммобилизовали на биосенсоры Dip and Read™ Protein A (Fortebio, 
США). Терапевтическое моноклональное анти-PD-1 антитело GNR-051 произведено в ООО «МБЦ «Гене-
риум» (Россия). Используемые в качестве матрицы образцы сыворотки крови здоровых яванских макак 
получены в ФГБНУ «НИИ МП» (г. Сочи, Россия). Оценку связывания проводили с помощью интерферо-
метра Octet® QKe (Fortebio, США) в режиме наблюдения в реальном времени дозозависимой скорости 
формирования комплекса антиген–антитело. Результаты: представлены экспериментальные данные по 
разработке и валидации методики определения концентрации препарата моноклонального терапевти-
ческого антитела, связывающегося с клеточным рецептором PD-1, в сыворотке крови яванского макака 
в  диапазоне концентраций антитела 2–2500 мкг/мл. Проведена оценка устойчивости параметров гра-
дуировочной кривой, оценка правильности и  прецизионности между опытами и  внутри опыта, оценка 
линейности разведения, исследована специфичность и селективность методики. Выводы: разработана 
и валидирована методика определения концентрации препарата моноклонального терапевтического ан-
титела на основе биослойной интерферометрии. Показано соответствие методики требованиям норма-
тивных документов ЕврАзЭС по основным валидационным характеристикам: аналитическому диапазо-
ну, правильности, прецизионности и селективности.
Ключевые слова: моноклональное антитело; клеточный рецептор PD-1; лиганд запрограммированной 
клеточной смерти (PD-L1); биослойная интерферометрия; валидация биоаналитической методики
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Development and Validation of a Biolayer Interferometry Method for Determination 
of Human Anti-PD-1 Monoclonal Antibody Concentration in Cynomolgus Serum
K. V. Ulyanova, A. A. Kazarov, M. S. Pantyushenko, A. A. Olenev, I. V. Lyagoskin, V. M. Simonov*
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Some types of immunotherapy of malignant tumours are aimed at restoration of T-cells’ ability to recognize and 
eliminate cancer. Programmed cell death ligand-1 (PD-L1) overexpression is characteristic of many human tumours 
and is associated with poor prognosis for patients. The development of monoclonal antibodies (mAbs) specific 
for PD-L1 or PD-1 is a promising area of immunotherapy of malignant tumours. However, before a therapeutic 
antibody-based product enters the market, it is necessary to ensure its safety and efficacy, i.e. perform a full scope 
of preclinical and clinical studies. The aim of the study was to develop and validate a bioanalytical method that 
does not require additional labeling and that could be used for determination of mAbs specific for human PD-L1 in 
the blood serum of a biological test system during preclinical studies. Materials and methods: an antigen in the 
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form of a dimer of PD-1 extra-cellular domain covalently bonded to the Fc-fragment of human IgG (R&D Systems, 
USA) was used in the study. The antigen was immobilised on Dip and Read™ Protein A biosensors (Fortebio, 
USA). The therapeutic anti-PD-1 antibody GNR-051 was developed and produced by IBC “Generium” (Russia). The 
healthy cynomolgus monkey serum samples used as matrix were obtained from the Research Institute of Medical 
Primatology (Sochi, Russia). The assessment of binding was performed using Octet® QKe interferometer (Fortebio, 
USA) by real-time analysis of the dose-dependent rate of the antigen-antibody complex formation. Results: the 
paper presents experimental data on the development and validation of the test method for determination of the 
therapeutic PD-1-binding mAb concentration in cynomolgus monkey serum in the antibody concentration range 
from 2 to 2500 µg/mL. The authors assessed the calibration curve reliability, between-run and within-run precision 
and accuracy, dilution linearity, specificity and selectivity of the test method. Conclusions: the authors developed 
and validated the biolayer interferometry-based method for determination of therapeutic mAbs concentration. The 
method was shown to comply with the Eurasian Economic Union’s regulatory requirements in terms of the main 
validation parameters: analytical range, accuracy, precision, and selectivity.
Key words: monoclonal antibody; PD-1 cell receptor; programmed cell death ligand-1 (PD-L1); biolayer 
interferometry; bioanalytical method validation
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Развитие злокачественных новообразований часто влечет 
за собой различные иммунные нарушения, в  том числе кле-
точную иммунную дисфункцию, дефицит презентации анти-
гена и дефекты продукции цитокинов. Поэтому восстановле-
ние функций иммунной системы представляется одним из 
перспективных методов терапии онкологических заболеваний. 
Иммунотерапия является специфическим подходом к элими-
нации опухолевых клеток путем регуляции активности иммун-
ной системы пациента [1]. На сегодня все большее внимание 
уделяется изучению клинической эффективности не только 
терапии вакцинами, но и  иммунотерапевтическими монокло-
нальными антителами, специфичными к белкам контрольных 
точек иммунной системы (Immune checkpoint proteins): CTLA-4, 
PD-1 и PD-L1. Эти белки контролируют баланс специфической 
иммунной системы, в  том числе обеспечивая защиту клеток 
собственного организма от гуморальных и клеточных аутоим-
мунных реакций [2].

Одно из ключевых звеньев системы контрольных точек 
представлено клеточным рецептором PD-1 (Programmed cell 
death protein 1) на поверхности Т-лимфоцитов и  его лиган-
дами — PD-L1 и PD-L2, в норме экспрессированными на по-
верхности макрофагов и дендритных клеток. Гиперэкспрессия 
PD-L1 опухолевыми клетками защищает их, подавляя актив-
ность Т-лимфоцитов. Соответственно, избирательное ингиби-
рование взаимодействия PD-1/PD-L1 в  микроокружении опу-
холи снимает эту защиту, делая опухолевые клетки уязвимыми 
к цитотоксическим реакциям [3, 4].

Первыми одобренными Food and Drug Administration (FDA) 
терапевтическими антителами, блокирующими связывание 
рецептора PD-1 с  лигандами PD-L1/PD-L2, были ниволумаб, 
пембролизумаб и атезолизумаб. Эти антитела показали высо-
кую эффективность для лечения многих видов опухолей [4, 5]. 
Таким образом, разработка нового эффективного терапевти-
ческого антитела, модулирующего иммунный ответ, предоста-
вит дополнительные возможности в лечении широкого спектра 
онкологических заболеваний. Молекула GNR-051, представля-
ющая собой полностью человеческое моноклональное антите-
ло, специфичное к  PD-1, является инновационным проектом 
ООО «МБЦ «Генериум».

Для оценки параметров фармакокинетики, которая про-
водится в ходе доклинических исследований эффективности 
и безопасности лекарственного препарата, необходимо опре-
деление концентрации препарата в  крови или другом биоло-
гическом материале организма с  использованием валидиро-
ванной биоаналитической методики1. Для количественного 
определения терапевтических антител обычно применяют 
иммунохимические методы, разработку которых выполняют 
с учетом структурных и функциональных особенностей анти-
тела и антигена, а также свойств биологической матрицы (то 
есть совокупности веществ, присутствующих в биологическом 
образце, помимо определяемого антитела).

Цель работы — разработать и валидировать биоаналитиче-
скую методику, позволяющую без внесения дополнительных 
меток определить концентрацию моноклонального антитела, 
специфичного к PD-1 человека, в сыворотке крови биологической 
тест-системы в ходе проведения доклинических исследований.

Материалы и методы

Материалы

Для разработки и валидации методики использовали анти-
ген (кат. № 1086-PD, R&D Systems, США) в виде димера вне-
клеточного домена рецептора PD-1 человека, ковалентно свя-
занного с Fc-фрагментом иммуноглобулина человека. Антиген 
иммобилизовали на коммерчески доступные биосенсоры Dip 
and Read™ Protein A (Fortebio, США). GNR-051 — моноклональ-
ное полностью человеческое антитело подкласса IgG2, специ
фичное к PD-1 человека (является инновационным проектом 
ООО «МБЦ «Генериум»). Сыворотка крови, используемая 
в  исследовании, была получена из образцов крови, отобран-
ных у 10 здоровых яванских макак (самцы и самки в возрасте 
1,5–3 года) (Cynomolgus monkey — англ., Macaca fascicularis — 
лат.) в испытательном центре ФГБНУ «НИИ МП» (г. Сочи, Рос-
сия). Образцы сыворотки крови были однократно заморожены 
и хранились при температуре не выше минус 70 °С до начала 
проведения анализов.

Для оценки специфичности методики был использо-
ван коммерчески доступный лекарственный препарат Про-
лиа®, раствор для подкожного введения, 60 мг/мл (Amgen 
Manufacturing Limited, Нидерланды), имеющий в своем составе 

1  Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
Правила проведения исследований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза. Утвержде-

ны Решением Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85. Приложение № 6. Требования к валидации биоаналитических 
методик испытаний и анализу исследуемых биологических образцов.
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моноклональное человеческое антитело деносумаб подкласса 
IgG2, близкое по структуре к GNR-051, но специфичное к дру-
гому антигену2 [6].

Методы

Метод биослойной интерферометрии. Метод определения 
концентрации GNR-051 основан на непосредственном интер-
ферометрическом измерении в  реальном времени кинетики 
специфического взаимодействия антигена PD-1, иммобилизо-
ванного на биосенсоре, с антителом GNR-051 в исследуемом 
образце сыворотки крови яванского макака. Испытания выпол-
няли с использованием интерферометра Octet® QKe (ForteBio, 
США), определяли дозозависимую скорость увеличения специ
фического биослоя (нм) на рабочей поверхности сенсора. Ис-
пользуемый антиген содержит внеклеточный домен PD-1 че-
ловека, а  GNR-051, обладая специфичностью только к  PD‑1, 
не связывается с другими белками сыворотки крови. В составе 
антигена также имеется С-концевая последовательность, ана-
логичная Fc-фрагменту IgG человека и  обеспечивающая его 
обратимую иммобилизацию на поверхности биосенсоров, со-
держащих белок А. Все модельные и градуировочные образцы 
готовили на основе пулированной, неразведенной сыворотки 
крови яванского макака, содержащей антитело, специфичное 
к рецептору PD-1, в известных концентрациях.

На первом этапе биосенсоры инкубировали в  растворе 
антигена, контролируя в  режиме реального времени уровень 
его связывания с биосенсорами до уровня 2,5 нм. После на-
сыщения биосенсоры инкубировали с  модельными образца-
ми и  градуировочными растворами. Измерения для каждого 
градуировочного раствора осуществляли в двух повторностях. 
В  ходе инкубации для каждого образца в  реальном времени 
регистрировали скорость образования на рабочей поверхности 
биосенсора комплексов антиген–антитело как увеличение ре-
гистрируемого биослоя.

По результатам анализа градуировочных растворов (рис. 1) 
определяли зависимость начальной скорости образования 
комплексов (Y) от концентрации GNR-051 (X), выраженную не-
линейной 4-параметрической логистической функцией вида по 
формуле (1):

Y = 
A+(Y0–A)(1+10((lgEC50–lgX0)P))

1+10((lgEC50–lgX0)P)
,� (1)

где A — нижняя асимптота, Y0 — усредненный минимальный 
сигнал, lgX0 — десятичный логарифм концентрации GNR-051, 
соответствующей значению Y0, lgEC50 — десятичный логарифм 
концентрации GNR-051, соответствующей 50% от максималь-
ного сигнала, P — угловой коэффициент 4-параметрической 
логистической функции.

На основании градуировочной функции (рис. 2) вычисляли 
концентрацию GNR-051 в  модельных образцах. Все расчеты 
выполняли в автоматическом режиме с использованием про-
граммного обеспечения Octet® Software, v. 10.0 (ForteBio, США).

Приготовление модельных и  градуировочных растворов. 
Семь градуировочных растворов готовили путем внесения 
GNR-051 в  неразведенную пулированную сыворотку крови 
яванского макака до конечной концентрации GNR-051 1000, 
333,3, 111,1, 37,0, 12,4, 4,1, 1,4 мкг/мл. Непосредственно перед 
анализом растворы разбавляли в  10 раз фосфатно-солевым 
буферным раствором (pH 7,4).

Для оценки правильности разрабатываемой методики 
готовили одиннадцать модельных образцов путем внесения 
GNR-051 (от 2 до 2500 мкг/мл) в неразведенную пулированную 
сыворотку крови яванского макака. Образец GNR-051 с  кон-
центрацией 2500 мкг/мл испытывали в разведениях 1:20 и 1:40, 
остальные образцы — в разведениях 1:10 и 1:20.

Результаты и обсуждение

Разработанная нами методика основана на специфическом 
взаимодействии иммобилизованного антигена и  терапевтиче-
ского антитела в  образце сыворотки крови яванского макака. 
В качестве антигена использован внеклеточный домен рецептора 
PD-1, ковалентно связанный с Fc-фрагментом иммуноглобулина 
человека, что затрудняло применение классического сэндвич-
ИФА, в котором для детекции используются вторичные антитела, 
специфичные к Fc-фрагменту терапевтического антитела. В связи 
с этим для детекции был использован подход на основе биослой-
ной интерферометрии, который позволяет непосредственно ре-
гистрировать кинетику образования комплекса антитела с антиге-
ном и не требует использования вторичных антител или внесения 
дополнительных меток на исследуемые белки.

Процедура валидации методики определения концентрации 
GNR-051 в  сыворотке крови яванского макака на основе био-
слойной интерферометрии соответствовала требованиям и ре-
комендациям нормативных документов Евразийского экономи-
ческого союза3, а также международных регуляторных органов 
(EMA, FDA)4, относящихся к валидации биоаналитических мето-
дов связывания лиганда (ligand-binding assay). На основании тех 
же требований устанавливались критерии приемлемости для 
валидационных характеристик: устойчивости параметров гра-
дуировочной кривой, аналитического диапазона, правильности 
и прецизионности между опытами и внутри опыта, линейности 
разведений, специфичности и селективности.

Оценку устойчивости параметров градуировочной кривой 
(calibration curve reliability) проводили в 6 независимых опытах 
(№ 1–6) с использованием 7 градуировочных растворов (раз-
дел «Материалы и методы»), каждый из которых анализирова-
ли в двух повторностях. В каждом опыте для градуировочной 
функции оценивали автоматически вычисленный с помощью 
программного обеспечения (Octet® Software, v. 10.0) коэф-
фициент детерминации5 (R2, должен быть не менее 0,99). Для 
каждого измерения градуировочных растворов проводили об-
ратный расчет концентрации с  использованием градуировоч-
ной функции, после чего вычисляли коэффициент выявления 
(%R) как процентное отношение установленного значения 

2  Denosumab. DrugBank Online. https://www.drugbank.ca/drugs/DB06643
3  Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
Правила проведения исследований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза. Утвержде-

ны Решением Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85. Приложение № 6. Требования к валидации биоаналитических 
методик испытаний и анализу исследуемых биологических образцов.

4  Правила проведения исследований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза. Утверж-
дены Решением Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85. Приложение № 6. Требования к валидации биоаналитических 
методик испытаний и анализу исследуемых биологических образцов.

Guideline on bioanalytical method validation (EMEA/CHMP/EWP/192217/2009 Rev. 1 Corr. 2). EMA; 2011.
Bioanalytical Method Validation. Guidance for Industry. U.S. Department of Health and Human Services. CDER/FDA, CVM/FDA; 2018.
5  Универсальная мера зависимости, численно равная доле дисперсии зависимой переменной, которая объясняется рассматриваемой моделью 

зависимости.
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Рис. 1. Cенсограммы градуировочных растворов. По оси абсцисс  — время, с; по оси ординат  — толщина биослоя, 
сформированного комплексом антиген–антитело на поверхности сенсора, нм.
Fig. 1. Sensorgrams of calibration solutions. X-axis—time, s; Y-axis—thickness of the biolayer formed by the antigen-antibody 
complex on the biosensor surface, nm.

Концентрация GNR-051 в 10% сыворотке, мкг/мл
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Рис. 2. График градуировочной функции. По оси абсцисс — концентрация GNR-051 в 10% пулированной сыворотке крови, 
мкг/мл; по оси ординат — начальная скорость формирования комплекса антиген–антитело, нм/с.
Fig. 2. Calibration function curve. X-axis—GNR-051 concentration in 10% pooled serum, µg/mL; Y-axis—initial antigen-to-antibody 
binding rate, nm/s.

концентрации GNR-051 («найдено») к  реальному значению 
для данного раствора («введено»), а  также коэффициент ва-
риации (%CV) между повторностями каждого градуировочного 
раствора как отношение стандартного отклонения к среднему 
значению установленной концентрации.

Для значений %R заданы следующие критерии приемле-
мости: для градуировочных растворов с крайними значениями 
концентрации (после разведения в 10 раз 0,14 и 100 мкг/мл) — 
75–125%, для остальных градуировочных растворов  — 80–
120%. Значение %CV между повторностями каждого градуи-

ровочного раствора должно составлять менее 20%. В каждом 
опыте установленные критерии должны соблюдаться, по мень-
шей мере, для 12 из 14 измерений (75% измерений).

Во всех опытах получены удовлетворительные результаты, 
что позволяет считать параметры градуировочной функции 
устойчивыми (табл. 1, 2). Градуировочная функция, получен-
ная в опыте № 3 и обладающая наилучшими характеристиками 
(наибольшее значение R2 и соответствие %R и %CV установ-
ленным критериям для всех 14 измерений), была использова-
на при обработке результатов во всех последующих опытах.
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Таблица 1. Результаты оценки устойчивости параметров градуировочной функции в процессе валидации методики опре-
деления концентрации антитела, специфичного к рецептору PD-1 человека
Table 1. Assessment of calibration curve reliability performed during validation of the test method for determination of antibodies spe-
cific for human PD-1 receptor 

Параметры градуи-
ровочной функции
Calibration function 

parameters

Значения параметров в опыте №…
Values obtained in run No….

1 2 3 4 5 6

R2 0,9977 0,9995 0,9999 0,9998 0,9998 0,9966

lgX0 –0,8626 –0,8626 –0,8626 –0,8626 –0,8626 –0,8626

Y0 0,0070 0,0070 0,0071 0,0069 0,0072 0,0067

A 0,0063 0,0062 0,0064 0,0062 0,0068 0,0058

lgEC50 1,6521 1,7037 1,6846 1,7038 1,4717 1,7705

Р 1,0827 1,0626 1,0547 1,0723 0,8236 1,0221
Примечание. R2 — коэффициент детерминации; lgX0 — логарифм концентрации GNR-051, соответствующей значению Y0; Y0 — усредненный 
минимальный сигнал; A — нижняя асимптота; lgEC50 — логарифм концентрации GNR-051, соответствующей 50% от максимального сигнала; 
P — угловой коэффициент (соответствует тангенсу угла наклона графика функции в точке, соответствующей 50% от максимального сигнала).
Note. R2—determination coefficient; lgX0—logarithm of GNR-051 concentration corresponding to Y0 value; Y0—averaged minimal signal; A—lower 
asymptote; lgEC50—logarithm of GNR-051 concentration corresponding to 50% of the maximum signal; Р—slope coefficient (equal to the slope of the 
curve at the point corresponding to 50% of the maximum signal).

Таблица 2. Результаты статистического анализа обратного расчета концентраций антитела GNR-051 в процессе валидации 
методики определения концентрации антитела, специфичного к рецептору PD-1 человека
Table  2. Statistical analysis of back-calculation of GNR-051 concentration performed during validation of the test method for 
determination of antibodies specific for human PD-1 receptor 

Калибровочный раствор
Calibration solution

Интервал %R в опыте №…
%R range in run No…

1 2 3 4 5 6

С концентрацией 0,14 и 100 мкг/мл
Concentrations of 0.14 and 100 µg/mL 92,5–108,2 94,9–105,1 97,5–102,9 94,6–105,4 96,4–103,6 96,4–103,6

С концентрацией 0,41–33,3 мкг/мл
Concentrations of 0.41–33.3 µg/mL 82,4–115,0 91,9–127,7 88,0–119,7 83,2–104,4 80,7–106,2 83,8–122,9

Интервал %CV
%CV range

С концентрацией 0,14 и 100 мкг/мл
Concentrations of 0.14 and 100 µg/mL 7,7–9,4 3,0–9,6 2,2–3,7 1,4–7,0 0,7–4,9 1,0–9,5

С концентрацией 0,41–33,3 мкг/мл
Concentrations of 0.41–33.3 µg/mL 0,0–3,2 0,6–3,4 0,5–4,0 0,0–12,9 0,0–5,7 0,9–5,2

Сколько измерений соответствуют 
критериям?
The number of measurements that 
meet the criteria

14/14 12/14 14/14 14/14 14/14 12/14

Примечание. %R — коэффициент выявления, %CV — коэффициент вариации. Курсивом выделены значения, не попадающие в критерии при-
емлемости.
Note. %R—recovery coefficient; %CV—coefficient of variation. Values that do not fall within the acceptance criteria are italicized.

Оценку правильности между опытами (between-run accura-
cy) выполняли в 6 независимых опытах (№ 7–12) с использова-
нием 11 модельных образцов (раздел «Материалы и методы»), 
каждый из которых испытывали в двух разведениях, по два из-
мерения на каждое разведение. Для каждого образца вычисля-
ли коэффициент выявления (%R) как выраженное в процентах 
отношение усредненного экспериментально установленного 
значения концентрации GNR-051 («найдено») к истинному зна-
чению для данного раствора («введено») и оценивали его соот-
ветствие установленным критериям приемлемости: для образ-
цов с концентрацией GNR-051 2500 и 2 мкг/мл — 75–125%, для 
остальных образцов — 80–120%. Для всех образцов резуль-
таты удовлетворяли установленным критериям, что позволяет 
считать правильность методики подтвержденной (табл. 3).

Оценку прецизионности между опытами (between-run preci-
sion) проводили в опытах № 7–12. Для каждого модельного об-
разца с внесением GNR-051 в концентрациях от 2 до 2500 мкг/мл 
по результатам 6 опытов вычисляли коэффициент вариации 
(%CV) между опытами как отношение стандартного отклонения 
к среднему значению установленной концентрации GNR-051.

По результатам проведенных опытов значения %CV удов-
летворяли установленным критериям (для модельных образ-
цов с крайними значениями концентрации — менее 25%, для 
остальных — менее 20%), что позволяет считать прецизион-
ность между опытами приемлемой (табл. 3).

Оценку линейности разведения (dilution linearity) проводили 
в опытах № 7–12, так как при использовании методики предпо-
лагается разведение испытуемых образцов в 10, 20 и 40 раз. Мо-
дельный образец с внесением GNR-051 в концентрации до 2500 
мкг/мл испытывали в разведениях в 20 и 40 раз, что соответствует 
5 и 2,5% сыворотке крови яванского макака. Остальные образ-
цы испытывали в разведениях в 10 и 20 раз, что соответствует 
10 и 5% сыворотке. В каждом опыте для каждого разведения от-
дельно вычисляли установленную концентрацию с учетом кратно-
сти разведения, усредненную по двум измерениям. Для каждого 
образца вычисляли среднее по двум разведениям значение уста-
новленной концентрации GNR-051, стандартное отклонение (SD) 
и коэффициент вариации (%CV) между разведениями.

Полученные результаты удовлетворяли установленным 
критериям для %CV между разведениями (для образцов GNR-



262

К. В. Ульянова, А. А. Казаров, М. С. Пантюшенко, А. А. Оленев, И. В. Лягоскин, В. М. Симонов 
K. V. Ulyanova, A. A. Kazarov, M. S. Pantyushenko, A. A. Olenev, I. V. Lyagoskin, V. M. Simonov

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020, Т. 20, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2020, V. 20, No. 4

Таблица 3. Результаты оценки правильности и прецизионности между опытами в процессе валидации методики определе-
ния концентрации антитела, специфичного к рецептору PD-1 человека
Table 3. Results of between-run accuracy and precision assessment obtained during validation of the test method for determination 
of antibodies specific for human PD-1 receptor

Концентрация 
внесенного

GNR-051, мкг/мл
Concentration 

of GNR-051 used as 
a spike, µg/mL

Номер 
опыта

Run 

Установленное значение 
концентрации

GNR-051, мкг/мл
Measured GNR-051 con-

centration, µg/mL

Среднее значение установ-
ленной концентрации

по опытам, мкг/мл
Mean GNR-051 concentration 

for the runs, µg/mL

%R SD %CV

2500

7 2142,2

2203,3 88,1 87,5 4,0

8 2245,8

9 2319,5

10 2251,6

11 2179,3

12 2075,6

1000

7 1004,5

1008,6 100,9 13,5 1,3

8 1001,7

9 988,7

10 1017,4

11 1011,8

12 1027,5

500

7 520,0

520,9 104,2 11,5 2,2

8 513,7

9 542,3

10 508,5

11 521,0

12 519,9

250

7 251,9

260,7 104,3 6,2 2,4

8 256,7

9 268,9

10 258

11 264,5

12 264,1

125

7 125,7

128,7 103,0 1,8 1,4

8 128,5

9 130,3

10 129,7

11 127,6

12 130,2

62,5

7 62,2

62,5 100,0 1,9 3,0

8 62,0

9 63,6

10 62,3

11 65,3

12 59,6

31,3

7 30,9

30,6 97,8 1,7 5,6

8 30,4

9 32,1

10 30

11 32,5

12 27,7
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Концентрация 
внесенного

GNR-051, мкг/мл
Concentration 

of GNR-051 used as 
a spike, µg/mL

Номер 
опыта

Run 

Установленное значение 
концентрации

GNR-051, мкг/мл
Measured GNR-051 con-

centration, µg/mL

Среднее значение установ-
ленной концентрации

по опытам, мкг/мл
Mean GNR-051 concentration 

for the runs, µg/mL

%R SD %CV

15,6

7 14

13,8 88,5 1,1 7,8

8 13,4

9 14,1

10 13,3

11 15,6

12 12,4

7,8

7 6,6

6,6 84,6 0,6 8,8

8 6,3

9 6,5

10 6,3

11 7,8

12 6,3

3,9

7 3,1

3,3 84,6 0,3 8,8

8 3,9

9 3,2

10 3,2

11 3,2

12 3,3

2,0

7 2,2

1,9 95,0 0,2 13,0

8 2,1

9 2,0

10 1,9

11 1,8

12 1,5
Примечание. %R — коэффициент выявления, SD — стандартное отклонение, %CV — коэффициент вариации.
Note. %R—recovery coefficient, SD—standard deviation, %CV—coefficient of variation.

051 с крайними значениями концентрации — менее 25%, для 
остальных — менее 20%), что позволяет считать линейность 
разведения приемлемой при разведении образцов в 10–40 раз 
(табл. 4).

Оценку правильности и  прецизионности внутри опыта 
(within-run accuracy and precision) проводили в  опыте №  13. 
Готовили 7 модельных образцов с внесением GNR-051 в кон-
центрации от 7,8 до 500 мкг/мл по той же схеме, что и в опытах 
№ 7–12, однако каждый образец испытывали в 4 независимых 
повторностях. Каждая повторность включала анализ в  двух 
разведениях (в 10 и 20 раз), по 2 измерения на каждое раз-
ведение. В  каждой повторности результат усредняли по раз-
ведениям и  измерениям. Для каждого образца GNR-051 вы-
числяли среднее по повторностям значение концентрации, 
стандартное отклонение (SD) и коэффициент вариации (%CV) 
между повторностями, а также коэффициент выявления (%R). 
Результаты удовлетворяли установленным критериям для %CV 
между повторностями (должен быть менее 20%) и для %R (не 
должен выходить за пределы 80–120%), что позволяет считать 
правильность и  прецизионность внутри опыта приемлемыми 
(табл. 5).

Специфичность (specificity) методики как способность ана-
литической методики различать аналит и родственные ему со-
единения исследовали в опыте № 14. Для этого готовили и ис-

пытывали модельные образцы с внесением препарата Пролиа® 
до концентрации 62,5–500 мкг/мл, аналогично образцам из 
опытов № 7–12. Этот препарат содержит полностью человече-
ское моноклональное антитело деносумаб, схожее по структу-
ре с GNR-051, но отличающееся по биологической активности 
и  специфическим участкам аминокислотной последователь-
ности6 [6].

В результате анализа во всех образцах, независимо от 
концентрации деносумаба, получили значение концентрации 
GNR-051 ниже предела обнаружения (данные не представле-
ны). Результаты, полученные в опыте № 14, а именно — отсут-
ствие значимого сигнала (достоверно превышающего фоновое 
значение) в образцах, содержащих вещество, структурно род-
ственное GNR-051, свидетельствует о специфичности валиди-
руемой методики.

Селективность (selectivity) методики как способность опре-
делять аналит c достаточной точностью в присутствии компо-
нентов матрицы биологического образца оценивали в  опыте 
№ 15. Для этого готовили и испытывали модельные образцы 
на основе индивидуальной сыворотки крови яванского макака, 
взятые от 10 здоровых животных (№ 1–10 — источник биоло-
гической матрицы, табл. 6), к каждому из которых добавляли 
GNR-051 в концентрациях 15,6 и 125 мкг/мл. Для каждого уров-
ня концентрации «внесенного» GNR-051 вычисляли среднее 

6  Denosumab. DrugBank Online. https://www.drugbank.ca/drugs/DB06643

Продолжение таблицы 3
Table 3 (continued)
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Таблица 4. Результаты оценки линейности разведений в процессе валидации методики определения концентрации анти-
тела, специфичного к рецептору PD-1 человека
Table 4. Results of dilution linearity assessment obtained during validation of the test method for determination of antibodies specific 
for human PD-1 receptor

Концентрация 
внесенного

GNR-051, мкг/мл
Concentration 

of GNR-051 used as 
a spike, µg/mL

Номер 
опыта

Run 

Установленное значение концен-
трации GNR-051, мкг/мл при раз-

ведении…
GNR-051 concentration, µg/mL, at 

dilution…

Среднее по разведениям уста-
новленное значение концен-

трации GNR-051, мкг/мл
Mean GNR-051 concentration 

for the dilutions, µg/mL

SD %CV

1:10 1:20 1:40

2500

7 – 2137,0 2147,4 2142,2 7,35 0,3

8 – 2151,0 2340,7 2245,8 63,14 6,3

9 – 2294,1 2344,6 2319,5 35,57 1,5

10 – 2076,5 2426,7 2251,6 247,63 11,0

11 – 2129,8 2228,8 2179,3 70,00 3,2

12 – 2130,0 2021,3 2075,6 76,86 3,7

1000

7 981,5 1027,4 – 1004,5 32,46 3,2

8 957,1 1046,4 – 1001,7 63,14 6,3

9 1018,5 959,0 – 988,7 42,07 4,3

10 979,4 1055,5 – 1017,4 53,81 5,3

11 999,9 1023,7 – 1011,8 16,83 1,7

12 1054,5 1000,6 – 519,9 21,64 4,2

500

7 514,6 525,4 – 520,0 7,64 1,5

8 490,8 536,7 – 513,7 32,46 6,3

9 533,4 551,1 – 542,3 12,52 2,3

10 477,8 539,3 – 508,5 43,49 8,6

11 521,6 520,5 – 521,0 0,78 0,1

12 504,6 535,2 – 519,9 21,64 4,2

250

7 241,9 262,0 – 251,9 14,21 5,6

8 245,8 267,5 – 256,7 15,34 6,0

9 268,6 269,2 – 268,9 0,42 0,2

10 251,8 264,2 – 258,0 8,77 3,4

11 266,5 262,4 – 264,5 2,90 1,1

12 256,6 271,7 – 264,1 10,68 4,0

125

7 124,5 127,0 – 127,7 1,77 1,4

8 127,6 129,4 – 128,5 1,27 1,0

9 130,0 130,7 – 130,3 0,49 0,4

10 130,3 128,7 – 129,7 1,41 1,1

11 126,0 129,3 – 127,6 2,33 1,8

12 133,4 127,0 – 130,2 4,53 3,5

62,5

7 63,4 60,9 – 62,2 1,77 2,8

8 64,5 59,5 – 62,0 3,54 5,7

9 65,6 61,7 – 63,6 2,76 4,3

10 64,9 59,8 – 62,3 3,61 5,8

11 65,0 65,7 – 65,3 0,49 0,8

12 63,7 55,5 – 59,6 5,80 9,7

31,3

7 30,9 31,0 – 30,9 0,07 0,2

8 30,8 30,0 – 30,4 0,57 1,9

9 31,2 32,9 – 32,1 1,20 3,7

10 30,4 29,7 – 30,0 0,49 1,6

11 32,9 32,2 – 32,5 0,49 1,5

12 28,4 27,0 – 27,7 0,99 3,6

15,6

7 14,9 13,2 – 14 1,20 8,6

8 14,2 12,5 – 13,4 1,20 9,0

9 15,2 12,9 – 14,1 1,63 11,5

10 14,2 12,4 – 13,3 1,27 9,6

11 15,5 15,8 – 15,6 0,21 1,4

12 13,1 11,6 – 12,4 1,06 8,6
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«найденное» значение по образцам, стандартное отклонение 
(SD) и  коэффициент вариации (%CV) между образцами; для 
каждого образца вычисляли коэффициент выявления (%R).

Полученные результаты соответствуют установленным 
критериям (%CV между образцами для каждого уровня кон-
центрации должен быть менее 25%, %R должен находиться 
в диапазоне 75–125% не менее чем для 8 образцов на каждом 
уровне концентрации), что позволяет считать методику селек-
тивной, а эффект матрицы — приемлемым (табл. 6).

Заключение

Проведенная валидация методики определения концен-
трации антитела человека, блокирующего связывание PD-1 

с  лигандами в  сыворотке крови яванского макака, методом 
биослойной интерферометрии, включающая оценку ключе-
вых валидационных характеристик, подтверждает ее при-
годность для получения достоверных и  воспроизводимых 
результатов определения концентрации GNR-051 в диапазоне 
2–2500 мкг/мл.

Подтверждена устойчивость параметров градуировочной 
кривой (во всех опытах R2 не ниже 0,996; при обратном расчете 
концентрации %R находился в допустимом интервале 80–125% 
для 12 или более измерений из 14; %CV не превысил 12,9%).

Подтверждены правильность и  прецизионность между 
опытами (%R в  диапазоне 84,6–104,3%, %CV не превысил 
13,0%) и  внутри опыта (%R в  диапазоне 83,7–99,6%, %CV 
не превысил 6,3%).

Концентрация 
внесенного

GNR-051, мкг/мл
Concentration 

of GNR-051 used as 
a spike, µg/mL

Номер 
опыта

Run 

Установленное значение концен-
трации GNR-051, мкг/мл при раз-

ведении…
GNR-051 concentration, µg/mL, at 

dilution…

Среднее по разведениям уста-
новленное значение концен-

трации GNR-051, мкг/мл
Mean GNR-051 concentration 

for the dilutions, µg/mL

SD %CV

1:10 1:20 1:40

7,8

7 6,5 6,8 – 6,6 0,21 3,2

8 6,2 6,4 – 6,3 0,14 2,2

9 6,5 6,5 – 6,5 0,00 0,0

10 6,1 6,5 – 6,3 0,28 4,5

11 7,9 7,7 – 7,8 0,14 1,8

12 6,1 6,5 – 6,3 0,28 4,5

3,9

7 3 3,2 – 3,1 0,14 4,6

8 3,9 3,8 – 3,9 0,07 1,8

9 3,1 3,3 – 3,2 0,14 4,4

10 3,2 3,3 – 3,2 0,07 2,2

11 3,1 3,2 – 3,2 0,07 2,2

12 3,2 3,4 – 3,3 0,14 4,3

2,0

7 1,9 2,4 – 2,2 0,35 16,1

8 2,0 2,1 – 2,1 0,07 3,4

9 2,1 2,0 – 2,0 0,07 3,5

10 2,0 1,9 – 1,9 0,07 3,7

11 1,9 1,8 – 1,8 0,07 3,9

12 1,7 1,4 – 1,5 0,21 14,1
Примечание. SD — стандартное отклонение, %CV — коэффициент вариации. 
«–» измерение не было проведено.
Note. SD—standard deviation, %CV—coefficient of variation.  
– not measured.

Таблица 5. Результаты оценки правильности и прецизионности внутри опыта в процессе валидации методики определения 
концентрации антитела, специфичного к рецептору PD-1 человека
Table 5. Results of within-run accuracy and precision assessment obtained during validation of the test method for determination of 
antibodies specific for human PD-1 receptor 

Концентрация 
внесенного 

GNR‑051, мкг/мл
Concentration 

of GNR-051 used 
as a spike, µg/mL

Установленное значение концентрации 
GNR-051 в повторности, мкг/мл

GNR-051 concentration, µg/mL, measured 
in replicate

Среднее по повторностям 
установленное значение кон-
центрации GNR-051, мкг/мл
Mean GNR-051 concentration 

for the replicates, µg/mL

%CV %R

1 2 3 4

500 487,9 513,6 510,4 480,6 498,1 3,3 99,6

250 242,1 240,8 249,5 241,3 243,4 1,7 97,4

125 118,3 119,9 123,6 123,6 121,4 2,2 97,1

62,5 57,2 58,2 60,6 62,6 59,7 4,1 95,4

31,3 27,3 29,2 29,8 30,7 29,3 4,9 93,5

15,6 14,2 13,4 13,9 14,9 14,1 4,4 90,4

7,8 6,19 6,16 6,83 6,94 6,5 6,3 83,7
Примечание. %CV — коэффициент вариации, %R — коэффициент выявления.
Note. %CV—coefficient of variation, %R—recovery coefficient.

Продолжение таблицы 4
Table 4 (continued)
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Линейность разведений была показана во всем диапазоне 
использованных концентраций (%CV между разведениями не 
превысил 16,1%).

Показана специфичность (в отношении структурно-род-
ственного антитела с  другой специфичностью) и  селектив-
ность разработанной методики в  отношении компонентов 
матрицы биологических образцов (%CV между индивидуаль-
ными матрицами не превышало 2,5%).
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Таблица 6. Результаты оценки селективности методики определения концентрации антитела, специфичного к рецептору 
PD-1 человека
Table 6. The results of evaluating the selectivity of the test method for determination of antibodies specific for human PD-1 receptor 

Источник 
биологической 

матрицы
Source of biological 

matrix

Модельный образец с внесенной 
концентрацией GNR-051 15,6 мкг/мл
Model sample spiked with 15.6 µg/mL 

GNR‑051

Модельный образец с внесенной 
концентрацией GNR-051 125 мкг/мл
Model sample spiked with 125 µg/mL 

GNR‑051

установленное значение 
концентрации GNR-051, 

мкг/мл
measured GNR-051 

concentration, µg/mL

%R

установленное значение 
концентрации GNR-051, 

мкг/мл
measured GNR-051 

concentration, µg/mL

%R

1 15,9 101,9 130,6 104,5

2 16,4 105,1 128,2 102,6

3 16,9 108,3 128,6 102,9

4 16,0 102,6 132,7 106,2

5 16,1 103,2 133,5 106,8

6 16,3 104,5 133,0 106,4

7 16,6 106,4 135,8 108,6

8 15,8 101,3 132,4 105,9

9 15,6 100,0 133,1 106,5

10 16,5 105,8 126,5 101,2

Среднее установленное 
значение концентрации 

GNR-051, мкг/мл
Mean GNR-051 concen-

tration, µg/mL

16,2 103,9 131,4 105,2

SD 0,40 – 2,88 –

%CV 2,48 – 2,19 –
Примечание. %R — коэффициент выявления, SD — стандартное отклонение, %CV — коэффициент вариации.  
«–» неприменимо.
Note. %R—recovery coefficient, SD—standard deviation, %CV—coefficient of variation.  
– not applicable.
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Исследование гемостимулирующих свойств рекомбинантного  

гранулоцитарно‑макрофагального колониестимулирующего фактора человека

Г. Г. Шимина*, А. В. Батенева, С. Г. Гамалей, Т. И. Есина, Т. Г. Терещенко, Е. Д. Даниленко

Институт медицинской биотехнологии Федерального бюджетного учреждения науки  
«Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор»  
Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, 
ул. Химзаводская, д. 9, Бердск, Новосибирская область, 633010, Российская Федерация

Гемостимулирующие свойства гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора 
(ГМ‑КСФ) позволяют использовать его в клинике для снижения побочных эффектов радио- и химиоте-
рапии онкологических заболеваний, при трансплантации костного мозга, для лечения некоторых первич-
ных иммунодефицитных состояний, связанных с лейкопенией. В ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнад-
зора разработана высокопроизводительная технология получения рекомбинантного ГМ-КСФ человека 
(рчГМ-КСФ) на основе рекомбинантного штамма E. coli. Цель работы: изучение гемостимулирующей 
активности препарата рекомбинантного ГМ-КСФ человека, полученного по разработанной технологии, 
в культуре клеток и на модели миелосупрессии у мышей, вызванной введением циклофосфана. Матери-
алы и методы: оценку гемостимулирующей активности рчГМ-КСФ in vitro проводили с использованием 
МТТ-теста на коммерческой культуре клеток промиелоцитарной лейкемии HL-60, скорость роста которых 
предварительно подавляли добавлением в среду низкой концентрации диметилсульфоксида. Исследо-
вания in vivo проводили на мышах линии СВА/Calaс в условиях миелосупрессии, вызванной введением 
циклофосфана. Гемостимулирующие свойства препарата оценивали при его подкожном введении в диа-
пазоне доз от 1 до 175 мкг/кг в течение 4–5 суток после введения цитостатика. В образцах крови, взя-
тых в разные сроки после введения, определяли общее количество лейкоцитов и содержание их морфо-
логических форм. Данные эксперимента обрабатывали методами вариационной статистики с помощью 
пакета программ Statgraphics, v. 5.0. Результаты: пролиферативная активность клеток HL-60, инкубиро-
ванных с препаратом рчГМ-КСФ в течение 72 ч, носила дозозависимый характер. Наиболее высокие зна-
чения повышения пролиферативной активности при увеличении дозы препарата наблюдались в диапа-
зоне концентраций от 0,04 до 0,64 нг/мл (прирост значений показателя при двукратном увеличении дозы 
составлял 11–18%). В экспериментах на мышах продемонстрирован двухфазный характер дозовой за-
висимости эффекта. Наибольшую гемостимулирующую активность препарат проявлял в дозе 90 мкг/кг. 
Выводы: препарат рчГМ-КСФ, полученный по разработанной технологии, обладает выраженной гемо-
стимулирующей активностью, подтвержденной в системах in vitro и in vivo.
Ключевые слова: рекомбинантный гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 
человека (рчГМ-КСФ); гемостимулирующая активность; миелосупрессия; циклофосфан; мыши линии 
СВА/Calaс; культура клеток HL-60

Для цитирования: Шимина ГГ, Батенева АВ, Гамалей СГ, Есина ТИ, Терещенко ТГ, Даниленко ЕД. Иссле-
дование гемостимулирующих свойств рекомбинантного гранулоцитарно-макрофагального колониести-
мулирующего фактора человека. БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020;20(4):268–
276. https://doi.org/10.30895/2221-996X-2020-20-4-268-276
* Контактное лицо: Шимина Галина Григорьевна; shimina_gg@vector.nsc.ru

Study on Hemostimulating Properties of Granulocyte-Macrophage 
Colony Stimulating Factor
G. G. Shimina*, A. V. Bateneva, S. G. Gamaley, T. I. Esina, T. G. Tereshchenko, E. D. Danilenko

State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”  
of the Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing, 
9 Khimzavodskaya St., Berdsk, Novosibirsk oblast 633010, Russian Federation

The hemostimulating properties of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) make possible 
its clinical use in alleviating side effects of anti-cancer radio- and chemotherapy, in bone marrow transplantation, 
and in the treatment of some primary immunodeficiency conditions associated with leukopenia. The State Re-
search Center of Virology and Biotechnology “Vector” of the Federal Service for Surveillance on Consumer Rights 
Protection and Human Wellbeing has developed a high-performance technology for production of recombinant 
human GM-CSF (rhGM-CSF) based on a recombinant E. coli strain. The aim of the study was to assess he-
mostimulating activity of the rhGM-CSF preparation obtained using the new developed technology, as observed 
in cell culture and in the mice model of myelosuppression induced by cyclophosphamide administration. Materi-
als and methods: in vitro evaluation of rhGM-CSF hemostimulating activity was performed by MTT assay in the 
commercial HL-60 promyelocytic leukemia cell culture with preliminary suppression of cell growth rate by adding 
a low concentration of dimethyl sulfoxide to the medium. In vivo studies were carried out in CBA/CaLac mice with 
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cyclophosphamide-induced myelosuppression. The hemostimulating properties of the drug were evaluated after 
subcutaneous administration of 1–175 μg/kg doses for 4–5 days, following administration of a cytostatic agent. 
The total number of leukocytes and the content of their morphological forms were determined in blood samples 
taken at different time points after the drug administration. The statistical processing of the experimental data was 
based on analysis of variance using Statgraphics v. 5.0 software. Results: the proliferative activity of HL-60 cells 
incubated with the rhGM-CSF preparation for 72 hours was shown to be dose-dependent. The highest values of 
the increase in proliferative activity associated with an increase in the drug dose were observed in the concentra-
tion range from 0.04 to 0.64 ng/mL (proliferative activity increased by 11–18% when the dose was increased two-
fold). The experiments in mice demonstrated a two-phase pattern of the dose-dependent effect. The drug showed 
the highest hemostimulating effect at the dose of 90 μg/kg. Conclusions: the rhGM-CSF preparation obtained 
using the new developed technology has a pronounced hemostimulating activity confirmed by both in vitro and 
in vivo test systems.
Key words: recombinant human granulocyte-macrophage colony stimulating factor (rhGM-CSF); hemostimula
ting activity; myelosuppression; cyclophosphamide; СВА/CaLaс mice; HL-60 cell culture
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Как известно, нейтрофилы играют важную роль в  цепи 
защитных реакций организма. Нейтропеническая инфекция 
в  силу ослабления иммунной защиты склонна к  быстрому 
прогрессированию и  без лечения может в  короткие сроки 
привести к  гибели больного [1]. Профилактика нейтропении 
и лечение уже развившейся нейтропении и нейтропенических 
осложнений  — основные области применения лекарствен-
ных препаратов, активным компонентом которых являются 
колониестимулирующие факторы [1, 2].

Среди ростовых факторов, играющих ключевую роль 
в  процессах гранулоцитопоэза, особое место принадлежит 
гранулоцитарно-макрофагальному колониестимулирующе-
му фактору (ГМ-КСФ). ГМ-КСФ — природный белок-цитокин 
с  плейотропными биологическими свойствами. Гемопоэтиче-
ская активность ГМ-КСФ заключается в мобилизации нейтро-
филов и моноцитов из тканевых депо в системный кровоток, 
ускорении их пролиферации и  созревания в  костном мозге, 
а также в усилении функциональной активности фагоцитиру-
ющих клеток [2–4].

Способность ГМ-КСФ стимулировать пролиферацию 
и  дифференцировку предшественников гранулоцитов и  ма-
крофагов сделала возможным его клиническое использование 
для снижения побочных эффектов радио- и  химиотерапии 
злокачественных новообразований, мобилизации клеток-пред-
шественников и улучшения приживления трансплантатов кост-
ного мозга, а также для лечения некоторых первичных имму-
нодефицитных состояний, связанных с лейкопенией [2, 5–7].

Исследования последних лет дают основания полагать, что 
область клинического применения данного цитокина может 
быть значительно расширена. Негематологические показания 
к применению препаратов ГМ-КСФ связаны с его альтернатив-
ными биологическими эффектами, включая иммуномодули-
рующие, противовоспалительные, противоопухолевые, тро-
фические эффекты, способность стимулировать регенерацию 
и  неоангиогенез. Это позволяет рассматривать возможность 
применения препарата при различных вторичных иммуноде-
фицитах, травматических поражениях, ишемической патоло-
гии, дистрофических болезнях, репродуктивной дисфункции, 
аутоиммунных, аллергических и иммуновоспалительных син-
дромах, некоторых неоплазиях и инфекциях [2].

Одной из главных проблем в  технологии получения ре-
комбинантного ГМ-КСФ человека (рчГМ-КСФ) как фармацев-
тической субстанции является низкая продуктивность реком-
бинантных штаммов-продуцентов [8, 9]. Для решения этой 
проблемы в  ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора была 

сконструирована рекомбинантная плазмида p280_2GМ, несу-
щая тандем генов ГМ-КСФ человека, и штамм-продуцент на ее 
основе. Разработанный способ выделения и очистки рекомби-
нантного ГМ-КСФ из клеток штамма-продуцента обеспечивает 
получение до 10 мг высокоочищенного белка из 1 г влажных 
клеток, что в 1,5–2 раза выше, чем при использовании других 
бактериальных продуцентов [10].

Цель работы — изучение гемостимулирующей активности 
препарата рекомбинантного ГМ-КСФ человека, полученного по 
разработанной технологии, в культуре клеток и на модели мие
лосупрессии у мышей, вызванной введением циклофосфана.

Материалы и методы

В экспериментах использовали препарат рчГМ-КСФ, полу-
ченный в  Институте медицинской биотехнологии ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора [10, 11]. Содержание бел-
ка в  препарате рчГМ-КСФ определяли по методу Брэдфорда 
[12]. Для определения чистоты, гомогенности и  молекуляр-
ной массы рчГМ-КСФ использовали метод вертикального 
гель-электрофореза в  15% полиакриламидном геле (ПААГ) 
в  денатурирующих условиях с  последующим окрашиванием 
красителем Кумасси R-250 [13]. Содержание примесных бел-
ков штамма-продуцента оценивали иммуноферментным мето-
дом, содержание примесных ДНК — методом ПЦР в реальном 
времени с использованием коммерческих наборов E. coli HCP 
ELISA Kit и E. coli Host Cell DNA Extraction and Amplification Kit 
(Cygnus Technologies, США).

Оценку гемостимулирующей активности рчГМ-КСФ 
in vitro проводили на коммерческой культуре клеток про-
миелоцитарной лейкемии человека HL-60 (ООО «БиолоТ», 
Санкт-Петербург), скорость роста которых предварительно 
подавляли добавлением в  среду низкой концентрации диме-
тилсульфоксида (ДМСО) [14].

Клетки HL-60 субкультивировали в ростовой среде RPMI-
1640 с L-глутамином, содержащей 10% эмбриональной бы-
чьей сыворотки, 100 Ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стреп-
томицина. В лунки 96-луночного культурального планшета 
(TPP, Швейцария) вносили по 100 мкл клеточной суспензии 
(1×104 клеток) в ростовой среде, содержащей 1,25% ДМСО, 
инкубировали в СО2-инкубаторе при температуре 37 °С в ат-
мосфере с 5% СО2 в течение 48 ч, после чего вносили тести-
руемый препарат в  объеме 25 мкл, который предваритель-
но разводили в ростовой среде с 1,25% ДМСО до конечных 
концентраций в  лунках от 0,005 до 5,12 нг/мл, с  2-кратным 
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шагом разведений. Каждое разведение ставили в  5 повто-
рах. В контрольные лунки вносили по 25 мкл среды с ДМСО. 
Клетки культивировали (37 °С, 5% СО2) в течение 72 ч. Оценку 
количества живых клеток проводили с  помощью МТТ-теста 
[15]. Для этого в лунки вносили по 25 мкл раствора красите-
ля 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолиум 
бромида (МТТ) в  концентрации 5 мг/мл, планшеты инкуби-
ровали при температуре 37 °С в течение 4 ч. После удаления 
среды в  лунки вносили по 100 мкл ДМСО для растворения 
кристаллов образовавшегося формазана, встряхивали на 
шейкере при 600 об/мин в течение 5 мин. Оптическую плот-
ность растворенного формазана измеряли на многоканаль-
ном планшетном спектрофотометре при длине волны 596 нм 
(референс-фильтр  — 630 нм). На основании средних зна-
чений оптической плотности в контрольных лунках и лунках 
с исследуемым препаратом рассчитывали процент стимуля-
ции роста клеток в исследованном диапазоне концентраций.

Метод изучения гемостимулирующей активности рчГМ-
КСФ на мышах и условия содержания животных были анало-
гичны описанному для нуклеопротеидного комплекса, выде-
ленного из плаценты человека (Панаген) [16]. Исследования 
in vivo проведены на 132 самцах мышей линии СВА/Calaс 
с массой тела 19–23 г (возраст 2,5–3,0 месяца), полученных 
из питомника ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора 
(р.п. Кольцово, Новосибирская область). До начала экспери-
мента животные прошли период адаптационного карантина. 
Мыши содержались в  стандартных условиях вивария при 
естественном освещении на сбалансированном пищевом ра-
ционе со свободным доступом к  корму и  воде. Условия со-
держания и ухода за животными соответствовали действую-
щим нормативным документам1. Работа выполнена согласно 
основным регулирующим стандартам в области надлежащей 
лабораторной практики2 с соблюдением международных ре-
комендаций Европейской конвенции о  защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментов или в иных на-
учных целях3.

Манипуляции осуществляли в одно и то же время (в утрен-
ние часы). Для моделирования миелосупрессии мышам одно-
кратно вводили раствор циклофосфана (ЦФ) (Sigma-Aldrich, 
США) в максимально переносимой дозе (250 мг/кг) в объеме 
0,25 мл на 20 г массы тела.

Было проведено две серии экспериментов. В первой се-
рии исследовали динамику восстановления показателей кро-
ви под действием препарата рчГМ-КСФ в  стандартной дозе 
(100 мкг/кг), определенной ранее в  предварительных экспе-
риментах. С этой целью препарат вводили мышам опытных 
групп подкожно в объеме 0,2 мл на 20 г массы тела один раз 
в сутки в течение 4, 5 и 6 суток, первое введение — через 24 ч 
после инъекции ЦФ, забор крови на анализ — на 5, 6, 7 и 8-е 
сутки после введения ЦФ. Во второй серии экспериментов 
уточняли диапазон эффективных доз препарата при его вве-
дении в соответствии с выбранной схемой. Животные опытных 
групп получали инъекции препарата рчГМ-КСФ в дозах от 1 до 

175 мкг/кг. Во всех экспериментах мышам контрольных групп 
вводили подкожно физиологический раствор в эквивалентном 
объеме и по той же схеме, что и животным опытной группы. 
В каждой экспериментальной группе было по 6 мышей. После 
окончания курса введения препаратов у  животных забирали 
на анализ образцы крови из кончика хвоста. В образцах кро-
ви определяли общее количество лейкоцитов, относительное 
и абсолютное содержание нейтрофилов и других морфологи-
ческих форм лейкоцитов [17].

Данные экспериментов обрабатывали методами вариаци-
онной статистики с  помощью пакета программ Statgraphics, 
v. 5.0 (Statistical Graphics Corp., США). Рассчитывали групповые 
показатели суммарной статистики  — среднюю арифметиче-
скую величину и стандартную ошибку (М ± m). В связи с малы-
ми объемами выборок для оценки значимости межгрупповых 
различий применяли непараметрический H-критерий Кра-
скела — Уоллиса. При обнаружении статистически значимых 
различий проводили сравнения с помощью двухвыборочного 
U-критерия Манна — Уитни. Критический уровень значимости 
при проверке статистических гипотез (р) принимали равным 
0,05 [18].

Результаты и обсуждение

На первом этапе исследования был проведен анализ чисто-
ты образца рчГМ-КСФ. Установлено, что концентрация белка 
в  препарате составляла 1,17 мг/мл, гомогенность  — 95,3%, 
молекулярная масса белковой фракции — 15,7 кДа. Содержа-
ние примесей ДНК клеток штамма-продуцента не превышало 
8,55 пг/мг, примесных белков — 65,17 нг/мг. То есть препарат 
содержал высокоочищенный белок, соответствующий требо-
ваниям, предъявляемым к  рекомбинантным белкам фарма-
цевтического качества4.

Вторым этапом исследования являлась оценка гемостиму-
лирующей активности рчГМ-КСФ на клетках промиелоцитар-
ной лейкемии HL-60. Показано, что препарат вызывал усиле-
ние роста культуры клеток в диапазоне доз 0,005–5,12 нг/мл 
(табл. 1). Динамика роста клеток носила дозозависимый харак-
тер. Наиболее высокие значения повышения пролиферативной 
активности при увеличении дозы наблюдались в  диапазоне 
концентраций от 0,04 до 0,64 нг/мл (прирост значений пока-
зателя при двукратном увеличении дозы составлял 11–18%). 
При использовании более высоких доз наблюдалось замедле-
ние процесса, что, возможно, связано с ограниченным коли-
чеством мест рецепторного связывания белка и достижением 
определенного предела насыщения. Концентрация рчГМ-КСФ, 
вызывающая 50% увеличение количества клеток, составляла 
0,043 нг/мл.

Метод определения биологической активности гемости-
мулирующих факторов с  использованием клеточной линии 
HL-60 был предложен T. Yamaguchi с соавт. [14]. В данной ра-
боте было продемонстрировано дозозависимое усиление кле-
точной пролиферации под влиянием рчГМ-КСФ, полученного 

1  СП 2.2.1.3218-14 от 29 августа 2014 г. № 51 «Санитарно-эпидемиологические требования к устройству, оборудованию и содержанию экс-
периментально-биологических клиник (вивариев)».

ГОСТ 33215-2014 Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила оборудования помещений и организации про-
цедур (Переиздание).

ГОСТ 33216-2014 Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила содержания и ухода за лабораторными грызу-
нами и кроликами (Переиздание).

2  Правила надлежащей лабораторной практики (утв. Приказом Минздрава России от 01.04.2016 № 199н).
ГОСТ 33044-2014 Принципы надлежащей лабораторной практики.
3  European convention for the protection of vertebrate animals used for experimental and other scientific purposes.
4  Общая фармакопейная статья 1.7.1.0007.15 Лекарственные средства, получаемые методами рекомбинантных ДНК. Государственная фарма-

копея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
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в прокариотической системе (E. сoli) в диапазоне концентраций 
0,1–1,75 нг/мл, что согласуется с результатами нашего иссле-
дования.

В исследовании А. А. Гражданцевой с  соавт. [19] био-
логическая активность рчГМ-КСФ, синтезируемого эукари-
отическими клетками ЛЭЧ-240 и  BHK-F, инфицированными 
рекомбинантным штаммом вируса осповакцины со встроен-
ным геном ГМ-КСФ человека, была протестирована на клет-
ках эритролейкоза человека TF-1. Авторы работы обнаружили 
зависимую от дозы стимуляцию пролиферации клеток TF-1 
при добавлении культуральной среды клеток-продуцентов 
рчГМ-КСФ. Биологическая активность образцов зависела от 
типа клеток-продуцентов ГМ-КСФ. Так, концентрация белка, 
вызывающая двукратное увеличение количества клеток TF-
1, для белка, продуцируемого клетками ЛЭЧ-240, составляла 
1,2 мкг/мл, клетками BHK-F — 40 мкг/мл, что в основном со-
ответствует диапазону эффективных концентраций рчГМ-КСФ 
в наших экспериментах.

Таким образом, препарат рчГМ-КСФ, полученный по разра-
ботанной технологии, обладал способностью усиливать проли-
феративную активность клеток промиелоцитарной лейкемии 
HL-60, чувствительных к природному ГМ-КСФ.

Следующим этапом работы было изучение активности 
препарата рчГМ-КСФ in vivo. На рисунке 1 приведены экс-
периментальные данные, полученные в процессе цитостати-
ческой миелосупрессии, вызванной введением ЦФ мышам. 
Установлено, что введение цитостатика приводило к резко-
му снижению в  крови животных общего числа лейкоцитов 
и  сегментоядерных нейтрофилов. Содержание лейкоцитов 
крови мышей контрольной и  опытной групп на 5-е сутки 
после введения ЦФ было ниже интактных значений, соот-
ветственно, на 87 и 84%, нейтрофилов — на 92 и 88%. На 
6-е сутки эксперимента в  группе, которой вводили рчГМ-
КСФ (100 мкг/кг), отмечено статистически значимое повы-
шение значений показателей по сравнению с  контролем: 
лейкоцитов — в 1,3 раза, сегментоядерных нейтрофилов — 
в 1,5 раза. На 7-е и 8-е сутки уровень показателей в обеих 
группах уже не отличался от интактного, поэтому дальней-
шее исследование активности препарата проводилось на 5-е 
и 6-е сутки после введения ЦФ.

Животные опытных групп второй экспериментальной се-
рии получали инъекции препарата рчГМ-КСФ в дозах от 1 до 
175 мкг/кг четырехкратно, инъекции начинали через 1 сутки 

после введения ЦФ, кровь на анализ забирали на 5-е и 6-е сут-
ки после введения цитостатика.

Результаты, полученные в эксперименте по исследованию 
активности препарата в  диапазоне доз 50–175 мкг/кг, пред-
ставлены на рисунке 2. В группе мышей, которым вводили 
препарат рчГМ-КСФ в  дозе 75 мкг/кг, отмечена отчетливая 
тенденция к  ускорению восстановления морфологического 
состава периферической крови по сравнению с  группой кон-
трольной и  группой животных, которым препарат вводили 
в дозе 50 мкг/кг. Через 1 сутки после окончания введения пре-
парата (5‑е сутки после введения ЦФ) количество лейкоцитов 
крови мышей, получавших препарат в дозе 75 мкг/кг, было 
в 1,3 раза выше, сегментоядерных нейтрофилов — в 1,25 раза 
выше контрольных показателей. Дальнейшее увеличение 
дозы до 125–175 мкг/кг приводило к  торможению процесса. 
В крови животных этих групп отмечена тенденция к снижению 
содержания лейкоцитов и нейтрофилов по сравнению с кон-
трольным уровнем, достоверная по содержанию нейтрофилов 
в группе мышей, которым препарат вводили в дозе 150 мкг/кг 
(рис. 2).

Как известно, двухфазная кривая «доза–эффект» явля-
ется универсальным свойством биологических систем [20]. 
Анализ данных литературы свидетельствует о  том, что ГМ-
КСФ может оказывать иммуностимулирующее действие в ма-
лых дозах и  иммуносупрессивное  — в  высоких [21]. Оппо-
зитные эффекты ГМ-КСФ в  разных дозах на кроветворные 
клетки-предшественники описаны L. Sun с соавт. [22]. Авто-
рами этой работы показано, что низкие дозы ГМ-КСФ способ-
ствовали увеличению числа клеток гранулоцитарной линии 
преимущественно путем повышения их выживаемости; уве-
личение дозы приводило к выходу на плато с последующим 
снижением показателя, аналогично тому, что наблюдалось 
в наших экспериментах.

Динамика изменения гематологических показателей под 
действием препарата рчГМ-КСФ в диапазоне низких доз была 
иной. Введение рчГМ-КСФ в дозах от 10 до 90 мкг/кг приво-
дило к дозозависимому повышению на 6-е сутки эксперимента 
обоих исследованных показателей (рис. 3, 4). Более выражен-
ной была реакция на препарат нейтрофилов: если число лей-
коцитов крови в этот период составляло 62–67% от интактного 
уровня, то содержание нейтрофилов на 50–65% его превы-
шало. Наиболее интенсивной гемостимулирующей активно-
стью препарат обладал в  дозе 90 мкг/кг. Число лейкоцитов 

Таблица 1. Стимуляция роста клеток HL-60 в зависимости от концентрации рчГМ-КСФ через 72 ч инкубации
Table 1. Stimulation of HL-60 cell growth as a function of rhGM-CSF concentration after 72 hours of incubation

Концентрация рчГМ-КСФ, нг/мл
Concentration of rhGM-CSF, ng/mL

Пролиферативная активность (М ± m), %
Proliferative activity (М ± m), %

0,005 16,8 ± 1,1

0,01 22,2 ± 2,8

0,02 31,4 ± 1,9

0,04 48,6 ± 2,0

0,08 66,4 ± 1,2

0,16 75,4 ± 2,2

0,32 93,6 ± 4,5

0,64 111 ± 3

1,28 117 ± 5

2,56 115 ± 3

5,12 122 ± 2
Примечание. Пролиферативная активность выражена в процентах к контрольной группе — клеточная суспензия без добавления рчГМ-КСФ. 
М ± m — средняя арифметическая величина и стандартная ошибка.
Note. Proliferative activity is expressed as a percentage as compared to the control group—a cell suspension with no addition of rhGM-CSF.  
М ± m—the mean value and standard deviation.



272

Г. Г. Шимина, А. В. Батенева, С. Г. Гамалей, Т. И. Есина, Т. Г. Терещенко, Е. Д. Даниленко 
G. G. Shimina, A. V. Bateneva, S. G. Gamaley, T. I. Esina, T. G. Tereshchenko, E. D. Danilenko

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020, Т. 20, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2020, V. 20, No. 4

*

85 6 7

85 6 7

120

100

80

60

40

20

0

400

350

300

250

200

150

100

50

0

%
 о

тн
ос

ит
ел

ьн
о 

ин
та

кт
но

го
 у

ро
вн

я
%

 re
la

tiv
e 

to
 in

ta
ct

 le
ve

l
a

b

%
 о

тн
ос

ит
ел

ьн
о 

ин
та

кт
но

го
 у

ро
вн

я
%

 re
la

tiv
e 

to
 in

ta
ct

 le
ve

l

Продолжительность исследования, сут
Period of study, days

*

Рис. 1. Динамика изменения общего количества лейкоцитов (a) и сегментоядерных нейтрофилов (b) в периферической 
крови мышей СВА/Calac после введения им циклофосфана (темный столбик) или циклофосфана и рчГМ-КСФ (светлый 
столбик). Значения показателя приведены относительно значений показателя у интактных мышей, принятых за 100%.
* Статистически значимое отличие по отношению к контрольной группе (циклофосфан + физиологический раствор) при 
p ≤ 0,05.
Fig. 1. Changes in the total number of leukocytes (a) and segmentonuclear neutrophils (b) in the peripheral blood of CBA/CaLac mice 
after administration of cyclophosphamide (dark bar) or cyclophosphamide and rhGM-CSF (light bar). The values are given relative to 
the values in the intact mice taken as 100%.
* Statistically significant difference as compared to the control group (cyclophosphamide + saline solution) at p ≤ 0.05.
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Рис. 2. Влияние препарата рчГМ-КСФ в  дозах 50–175 мкг/кг на показатели периферической крови мышей СВА/Calac, 
подвергшихся воздействию циклофосфана.  циклофосфан + физиологический раствор;  циклофосфан + рчГМ-КСФ, 
50  мкг/кг;  циклофосфан + рчГМ-КСФ, 75 мкг/кг;  циклофосфан + рчГМ-КСФ, 125 мкг/кг;  циклофосфан + рчГМ-
КСФ, 150 мкг/кг;  циклофосфан + рчГМ-КСФ, 175 мкг/кг. Значения показателей приведены на 5-е сут после введения 
цитостатика относительно значений показателей у интактных мышей, принятых за 100%.
* Статистически значимое отличие по отношению к контрольной группе (ЦФ + физиологический раствор) при p ≤ 0,05.
Fig. 2. Effect of the rhGM-CSF preparation at the doses of 50–175 μg/kg on the peripheral blood values in СВА/CaLac mice exposed 
to cyclophosphamide.  cyclophosphamide + saline solution;  cyclophosphamide + rhGM-CSF, 50 μg/kg;  cyclophosphamide 
+ rhGM-CSF, 75 μg/kg;  cyclophosphamide + rhGM-CSF, 125 μg/kg;  cyclophosphamide + rhGM-CSF, 150  μg/kg; 

 cyclophosphamide + rhGM-CSF, 175 μg/kg. The values obtained on the 5th day after administration of the cytostatic agent are 
given relative to the values in the intact mice taken as 100%.
* Statistically significant difference as compared to the control group (cyclophosphamide + saline solution) at p ≤ 0.05.
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Рис. 3. Влияние препарата рчГМ-КСФ в дозах 1–90 мкг/кг на общее количество лейкоцитов в периферической крови мышей 
СВА/Calac, подвергшихся воздействию циклофосфана.  циклофосфан + физиологический раствор;  циклофосфан + 
рчГМ-КСФ, 1 мкг/кг;  циклофосфан + рчГМ-КСФ, 10 мкг/кг;  циклофосфан + рчГМ-КСФ, 30 мкг/кг;  циклофосфан + 
рчГМ-КСФ, 90 мкг/кг. Значения показателя приведены на 5-е и 6-е сут после введения цитостатика относительно значений 
показателя у интактных мышей, принятых за 100%.
* Статистически значимое отличие по отношению к контрольной группе (циклофосфан + физиологический раствор) при p ≤ 0,05.
Fig. 3. Effect of the rhGM-CSF preparation at the doses of 1–90 μg/kg on the total number of leukocytes in the peripheral blood of 
СВА/CaLac mice exposed to cyclophosphamide.  cyclophosphamide + saline solution;   cyclophosphamide + rhGM-CSF, 1 μg/kg; 

 cyclophosphamide + rhGM-CSF, 10 μg/kg;  cyclophosphamide + rhGM-CSF, 30 μg/kg;  cyclophosphamide + rhGM-CSF, 90 μg/kg. 
The values obtained on the 5th day after administration of the cytostatic agent are given relative to the values in the intact mice taken as 100%.
* Statistically significant difference as compared to the control group (cyclophosphamide + saline solution) at p ≤ 0.05.
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и нейтрофилов на 5-е сутки после введения ЦФ в крови мы-
шей этой группы возрастало по сравнению с контролем соот-
ветственно в 2,8 и 6 раз, на 6-е сутки — в 1,6 и 1,9 раза. 

Ни в один из периодов наблюдения не было обнаружено 
достоверных различий между опытными и контрольной груп-
пами мышей в содержании моноцитов крови, хотя тенденция 
к увеличению показателя на 5-е сутки после введения ЦФ была 
выраженной (число моноцитов в группах мышей, которым вво-
дили препарат рчГМ-КСФ в дозах от 1 до 90 мкг/кг, в 2,4–3 раза 
превышало уровень этого показателя в контроле).

Полученные данные свидетельствуют о том, что исследо-
ванный препарат рчГМ-КСФ проявляет выраженные гемости-
мулирующие свойства, ускоряя восстановление общего числа 
лейкоцитов и нейтрофилов периферической крови мышей на 
фоне цитостатической миелосупрессии.

Выводы

1.  Установлено, что препарат рекомбинантного грануло-
цитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора 
человека, полученный по улучшенной технологии, усиливал 
пролиферативную активность клеток промиелоцитарной лей-
кемии HL-60.

2.  В системе in vivo продемонстрирована способность пре-
парата рчГМ-КСФ стимулировать восстановление процессов 
гемопоэза в условиях его ингибирования введением цитоста-
тика циклофосфана, что проявлялось в  повышении общего 
числа лейкоцитов и нейтрофилов периферической крови мы-
шей СВА/Calac. Определен диапазон эффективных доз и схе-
ма применения препарата, оптимальные для обеспечения его 
гемостимулирующей активности.
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Рис. 4. Влияние препарата рчГМ-КСФ в  дозах 1–90 мкг/кг на общее количество сегментоядерных нейтрофилов 
в периферической крови мышей СВА/Calac, подвергшихся воздействию циклофосфана.  циклофосфан + физиологический 
раствор;  циклофосфан + рчГМ-КСФ, 1 мкг/кг;  циклофосфан + рчГМ-КСФ, 10 мкг/кг;  циклофосфан + рчГМ-КСФ, 
30  мкг/кг;  циклофосфан + рчГМ-КСФ, 90 мкг/кг. Значения показателя приведены на 5-е и  6-е сут после введения 
цитостатика относительно значений показателя у интактных мышей, принятых за 100%.
* Статистически значимое отличие по отношению к контрольной группе (циклофосфан + физиологический раствор) при 
p ≤ 0,05.
Fig. 4. Effect of the rhGM-CSF preparation at the doses of 1–90 μg/kg on the total number of segmentonuclear neutrophils in the 
peripheral blood of СВА/CaLac mice exposed to cyclophosphamide.  cyclophosphamide + saline solution;  cyclophosphamide + 
rhGM-CSF, 1 μg/kg;  cyclophosphamide + rhGM-CSF, 10 μg/kg;  cyclophosphamide + rhGM-CSF, 30 μg/kg;  cyclophosphamide + 
rhGM-CSF, 90 μg/kg. The values obtained on days 5 and 6 after administration of the cytostatic agent are given relative to the values 
in the intact mice taken as 100%.
* Statistically significant difference as compared to the control group (cyclophosphamide + saline solution) at p ≤ 0.05.



275

Исследование гемостимулирующих свойств рекомбинантного гранулоцитарно-макрофагального...
Development and Validation of a Biolayer Interferometry Method for Determination of Human Anti-PD-1 Monoclonal...

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020, Т. 20, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment.  2020, V. 20, No. 4

proval of the idea and plan of the experimental part of the study, 
summarising and systematisation of the study results; editing 
and revision of the text, formulation of conclusions, approval of 
the final version of the paper for publication.

Благодарности. Работа выполнена в  рамках госу-
дарственного задания ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспо-
требнадзора № 13/18 на проведение прикладных науч-
ных исследований (номер государственного учета НИР 
АААА-А18-118062290093-9).

Acknowledgements. The study reported in this publica-
tion was carried out as part of a publicly funded research proj-
ect No. 13/18 and was supported by the State Research Center 
of Virology and Biotechnology “Vector” (R&D public accounting 
No. АААА-А18-118062290093-9).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов, требующего раскрытия в данной статье.

Conflict of interest. The authors declare no conflict of inter-
est requiring disclosure in this article.

Литература/References

1.	 Багрова СГ. Гранулоцитарные колониестимулирующие 
факторы в  профилактике фебрильной нейтропении. 
Эффективная фармакотерапия. 2015;(31):6–15. [Bagro-
va SG. Granulocyte colony-stimulating factors in prevention 
of febrile neutropenia. Effektivnaya farmakoterapiya = Effec-
tive Pharmacotherapy. 2015;(31):6–15 (In Russ.)]

2.	 Мальцев ДВ. Показания к применению колониестимули-
рующих факторов в клинической практике. Клиническая 
иммунология, аллергология и инфектология. 2018;(1):5–
12. [Maltsev DV. Indications for the use of colony-stimulating 
factors in clinical practice. Klinicheskaya immunologiya. Al-
lergologiya. Infektologiya = Clinical Immunology. Allergology. 
Infectology. 2018;(1):5–12 (In Russ.)]

3.	 Половинкина ВС, Косоруков ВС. Рекомбинантный чГМ-
КСФ в  онкологии. Российский биотерапевтический 
журнал. 2009;8(1):29–39. [Polovinkina VS, Kosorukov VS. 
Recombinant hGM-CSF in antitumor therapy. Rossiyskiy 
bioterapevticheskiy zhurnal = Russian Journal of Biotherapy. 
2009;8(1):29–39 (In Russ.)]

4.	 Газатова НД, Меняйло МЕ, Малащенко ВВ, Гонча-
ров  АГ, Мелащенко ОБ, Морозова ЕМ, Селедцов ВИ. 
Прямые эффекты гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора на функциональные 
свойства моноцитов/макрофагов человека. Медицин-
ская иммунология. 2019;21(3):419–26. [Gazatova ND, 
Meniailo ME, Malashchenko VV, Goncharov AG, Mela
shchenko OB, Morozova EM, Seledtsov VI. Direct effects 
of GM-CSF on the functions of human monocytes/macro-
phages. Meditsinskaya immunologiya = Medical Immunol-
ogy (Russia). 2019;21(3):419–26 (In Russ.)] https://doi.
org/10.15789/1563-0625-2019-3-419-426

5.	 Warren TL, Weiner GJ. Uses of granulocyte-macrophage col-
ony-stimulating factor in vaccine development. Curr Opin He-
matol. 2000;7(3):168–73. https://doi.org/10.1097/00062752-
200005000-00007

6.	 Белогурова МБ. Клиническое использование гемопоэ-
тических ростовых факторов. Практическая онкология. 
2003;4(3):183–90. [Belogurova MB. Clinical use of hemato-
poietic growth factors. Prakticheskaya onkologiya = Practical 
Oncology. 2003;4(3):183–90 (In Russ.)]

7.	 Francisco-Cruz A, Aguilar-Santelises M, Ramos-Espinosa O, 
Mata-Espinosa D, Marquina-Castillo B, Barrios-Payan  J, 
et al. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor: 
not just another haematopoietic growth factor. Med Oncol. 
2014;31(1):774. https://doi.org/10.1007/s12032-013-0774-6

8.	 Libby RT, Braedt G, Kronheim SR, March CJ, Urdal DL, Chi-
averotti SR, et al. Expression and purification of native hu-
man granulocyte-macrophage colony-stimulating factor from 
an Escherichia coli secretion vector. DNA. 1987;6(3):221–9. 
https://doi.org/10.1089/dna.1987.6.221

9.	 Delamarter J, Ernst JF. Human granulocyte-macrophage 
colony stimulating factor-like polypeptides and pro-
cess for producing them in high yields in microbial cells. 
WO1987002060. 1987.

10.	Есина ТИ, Лебедев ЛР, Волосникова ЕА, Гилева ИП, 
Гогина ЯС, Терещенко ТА и  др. Способ получения ре-
комбинантного гранулоцитарно-макрофагального коло-
ниестимулирующего фактора человека. Биотехнология. 
2019;35(3):68–73. [Esina TI, Lebedev LR, Volosnikova EA, 
Gileva IP, Gogina YaS, Tereshchenko TA, et al. Method for 
obtaining recombinant human granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor. Biotekhnologiya = Biotechnology. 
2019;35(3):68–73 (In Russ.)] https://doi.org/10.21519/0234-
2758-2019-35-3-68-73

11.	Гилева ИП, Есина ТИ, Волосникова ЕА, Гогина ЯС, Ле-
бедев ЛР, Даниленко ЕД. Рекомбинантная плазмидная 
ДНК p280_2GM, кодирующая полипептид со свойства-
ми гранулоцитарно-макрофагального колониестимули-
рующего фактора человека, штамм E. COLI SG 20050/
p280_2GM  — продуцент полипептида со свойствами 
гранулоцитарно-макрофагального колониестимули-
рующего фактора человека и  способ получения ука-
занного полипептида. Патент Российской Федерации 
№ 2708556; 2019. [Gileva IP, Esina TI, Volosnikova EA, Go-
gina YaS, Lebedev LR, Danilenko ED. Recombinant plasmid 
DNA p280_2GM coding polypeptide with properties of gran-
ulocyte-macrophage colony-stimulating factor of human, 
strain Escherichia coli SG 20050/p280_2GM  — producer 
of polypeptide with properties of granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor of human and method of obtain-
ing of said polypeptide. Patent of the Russian Federation 
№ 2708556; 2019 (In Russ.)]

12.	Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quan-
titation of microgram quantities of protein utilizing the prin-
ciple of protein-dye binding. Anal Biochem. 1976;72:248–54. 
https://doi.org/10.1006/abio.1976.9999

13.	Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during 
the assembly of the head of bacteriophage T4. Nature. 
1970;227(5259):680–5. https://doi.org/10.1038/227680a0

14.	Yamaguchi T, Yamaguchi T, Kogi M, Yamamoto Y, Hay-
akawa T. Bioassay of human granulocyte colony-stimulating 
factor using human promyelocytic HL-60 cells. Biol Pharm 
Bull. 1997;20(9):943–7. https://doi.org/10.1248/bpb.20.943

15.	Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cellular growth 
and survival: application to proliferation and cytotoxicity as-
says. J Immunol Methods. 1983;65(1–2):55–63. https://doi.
org/10.1016/0022-1759(83)90303-4

16.	Масычева ВИ, Даниленко ЕД, Шимина ГГ, Гвоздева ТС, 
Алямкина ЕА, Долгова ЕВ и  др. Изучение гемостиму-
лирующей активности нуклеопротеидного комплекса, 
выделенного из плаценты человека. Сибирский он-
кологический журнал. 2012;(5):34–8. [Masycheva BI, 
Danilenko ED, Shimina GG, Gvozdeva TS, Alyamkina EA, 
Dolgova EV, et al. Study of hemostimulating activity of nu-
cleoprotein complex extracted from the human placenta. Si-
birskiy onkologicheskiy zhurnal = Siberian Journal of Oncol-
ogy. 2012;(5):34–8 (In Russ.)]

17.	Новицкий ВВ, Евтушенко ОМ. Руководство к практиче-
ским занятиям по гематологии. Томск: Сибирский ме-
дицинский университет; 1999. [Novitskiy VV, Evtushen-
ko OM. A guide to practical studies on hematology. Tomsk: 
Siberian Medical University; 1999 (In Russ.)]

18.	Гржибовский АМ. Анализ трех и  более независимых 
групп количественных данных. Экология человека. 
2008;(3):50–8. [Grjibovsky AM. Analysis of three and more 
independent groups quantitative data. Ekologiya chelove-
ka = Human Ecology. 2008;(3):50–8 (In Russ.)]

19.	Гражданцева АА, Сиволобова ГФ, Ткачева АВ, Ги-
лева  ИП, Кулигина ЕВ, Рихтер ВА, Кочнева ГВ. 
Высокоэффективная продукция биологически ак-
тивного секретируемого гранулоцитарно-макрофагаль-

https://doi.org/10.15789/1563-0625-2019-3-419-426
https://doi.org/10.15789/1563-0625-2019-3-419-426
https://doi.org/10.1016/0022-1759(83)90303-4
https://doi.org/10.1016/0022-1759(83)90303-4


276

Г. Г. Шимина, А. В. Батенева, С. Г. Гамалей, Т. И. Есина, Т. Г. Терещенко, Е. Д. Даниленко 
G. G. Shimina, A. V. Bateneva, S. G. Gamaley, T. I. Esina, T. G. Tereshchenko, E. D. Danilenko

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020, Т. 20, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2020, V. 20, No. 4

ного колониестимулирующего фактора человека ре-
комбинантным вирусом осповакцины. Биотехнология. 
2015;31(5):13–21. [Grazhdantseva AA, Sivolobova GF, 
Tkacheva AV, Gileva IP, Kuligina EV, Rikhter VA, Kochne-
va GV, et al. Highly effective production of biologically active, 
secreted, human granulocyte macrophage colony-stimulat-
ing factor by recombinant vaccinia virus. Biotekhnologiya = 
Biotechnology. 2015;31(5):13–21 (In Russ.)]

20.	Веселовский ВА, Веселова ТВ, Чернавский ДС. Трех-
фазная (парадоксальная) дозовая зависимость реак-
ции растительной клетки на факторы внешней среды. 
Российский химический журнал. 1999;43(5):49–54. 
[Veselovsky VA, Veselova TV, Chernavsky DS. Three-phase 

(paradoxical) dose-dependent response of a plant cell to 
environmental factors. Rossiyskiy khimicheskiy zhurnal = 
Russian Journal of General Chemistry. 1999;43(5):49–54 
(In Russ.)]

21.	Parmiani G, Castelli C, Pilla L, Santinami M, Colombo MP, 
Rivoltini L. Opposite immune functions of GM-CSF admin-
istered as vaccine adjuvant in cancer patients. Ann On-
col. 2007;18(2):226–32. https://doi.org/10.1093/annonc/
mdl158

22.	Sun L, Rautela J, Delconte RB, Souza-Fonseca-Guima-
raes F, Carrington EM, Schenk RL, et al. GM-CSF quantity 
has a selective effect on granulocytic vs. monocytic myeloid 
development and function. Front Immunol. 2018;9:1922.

Об авторах / Authors
Шимина Галина Григорьевна. Galina G. Shimina. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1078-7033

Батенева Алена Владимировна. Alena V. Bateneva. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3761-7798

Гамалей Светлана Георгиевна. Svetlana G. Gamaley. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7441-333X

Есина Татьяна Игоревна. Tatyana I. Esina. ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9006-8313

Терещенко Татьяна Геннадьевна. Tatyana G. Tereshchenko. ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4586-0875

Даниленко Елена Дмитриевна, канд. биол. наук. Elena D. Danilenko, Cand. Sci. (Biol.). ORCID: https://orcid.org/0000-0001-
5026-1602

Поступила 12.10.2020
После доработки 18.11.2020
Принята к публикации 04.12.2020

Received 12 October 2020
Revised 18 November 2020
Accepted 4 December 2020

https://doi.org/10.1093/annonc/mdl158
https://doi.org/10.1093/annonc/mdl158


277БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020, Т. 20, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment.  2020, V. 20, No. 4

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ / ORIGINAL ARTICLES

УДК 615.072:615.371:616.9	 ШИФР	 СПЕЦИАЛЬНОСТЬ
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2020-20-4-277-284	 03.01.06	 Биотехнология (в том числе бионанотехнологии)

Теоретическое и экспериментальное обоснование перспективных методов 
экспертизы качества вакцины сибиреязвенной живой
И. В. Касина*, С. А. Алексеева, Т. И. Немировская

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

Вакцинация против сибирской язвы проводится в соответствии с национальным Календарем профилак-
тических прививок по эпидемическим показаниям. Для иммунизации людей применяется живая вакцина, 
представляющая собой лиофилизированную взвесь спор вакцинного штамма Вacillus anthracis СТИ-1 
в стабилизирующей среде. Усовершенствование контроля качества иммунобиологических лекарствен-
ных препаратов посредством внедрения современных стандартных методов контроля является актуаль-
ной и неотъемлемой частью системы менеджмента качества. Цель работы: совершенствование экс-
пертизы качества вакцины сибиреязвенной живой по показателю «Подлинность» и  «Специфическая 
активность» (общая концентрация спор). Материалы и методы: испытание по показателям качества 
«Подлинность» и «Специфическая активность» (общая концентрация спор) проводили на образцах вак-
цины сибиреязвенной живой серии 266 производства ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России. Исследо-
вание иммунохроматографическим методом показателя качества вакцины «Подлинность» проводили 
с помощью набора реагентов иммунохроматографическая тест-система для экспресс-выявления и иден-
тификации спор возбудителя сибирской язвы «ИХ тест-система B. anthracis» производства ФГБУ «ГНЦ 
ПМБ» Роспотребнадзора (г. Оболенск); контроль показателя качества вакцины «Специфическая актив-
ность» (общая концентрация спор) проводили визуальным и расчетным методами с применением каме-
ры Горяева и отраслевого стандартного образца (ОСО) мутности бактериальных взвесей 10 МЕ — ОСО 
42-28-85 (ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России); испытание по показателю качества «Специфическая ак-
тивность» (количество живых спор) сибиреязвенной вакцины проводили микробиологическим методом 
(посевом на питательные среды). Статистическая обработка результатов была выполнена с помощью 
программы Microsoft Excel и Statistica 10.0. Результаты: теоретически обоснована и экспериментально 
доказана возможность применения иммунохроматографического метода как альтернативного для оцен-
ки показателя «Подлинность» вакцины сибиреязвенной живой. При проведении данного испытания пре-
парат следует разводить до концентраций 108 и 109 м.к./мл. Разработана методика определения общей 
концентрации спор (показатель «Специфическая активность») вакцины сибиреязвенной живой с приме-
нением ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ. Предложена формула расчета общей концентра-
ции спор в вакцине. Вывод: предложенные методики экспертизы качества вакцины сибиреязвенной жи-
вой могут быть рекомендованы для включения в нормативную документацию в качестве альтернативных.
Ключевые слова: вакцина сибиреязвенная живая; Вacillus anthracis СТИ-1; подлинность; специфическая 
активность; общая концентрация спор Вacillus anthracis СТИ-1; концентрация живых спор; колониеобра-
зующая единица (КОЕ); камера Горяева; ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ
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Theoretical and Experimental Substantiation of Alternative Methods for Quality Control 
of Live Anthrax Vaccine
I. V. Kasina*, S. A. Alekseeva, T. I. Nemirovskaya

Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, 
8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation

Preventive immunisation against anthrax is carried out in accordance with the national Immunisation Schedule 
for Epidemic Settings. The vaccination is performed using a live vaccine—a freeze-dried suspension of Bacillus 
anthracis STI-1 vaccine strain spores in a stabilizing media. Improvement of the quality control of immunobiological 
medicines is a pressing issue and an integral part of the quality management system. The aim of study was to 
streamline quality control of live anthrax vaccine in terms of the following test parameters: identification and 
specific activity (total spore concentration). Materials and methods: identification and specific activity (total spore 
concentration) tests were performed for samples of live anthrax vaccine, batch 266, produced by the 48 Central 
Scientific Research Institute. The identification test was performed using the B. anthracis immunochromatography 
test kit for express detection and identification of anthrax pathogen spores produced by the State Research 
Center for Applied Microbiology and Biotechnology (Obolensk). The specific activity (total spore concentration) 
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was assessed by the visual method and calculated in the Goryaev chamber using the industry reference 
standard of bacterial suspension turbidity equivalent to 10 IU—OSO 42-28-85 (by the Scientific Centre for Expert 
Evaluation of Medicinal Products). The number of live spores in live anthrax vaccine was determined by the 
microbiological method (by inoculating media). The statistical processing of the results was performed using 
Excel and Statistica 10.0. Results: the authors provided theoretical and experimental substantiation to support 
the feasibility of using immunochromatography as an alternative identification test method for live anthrax vaccine. 
Test samples dilutions of 108 microbial cells per millilitre and 109 microbial cells per millilitre are used in the test. 
The authors developed a test procedure for determination of the total spore concentration (specific activity) in live 
anthrax vaccine using an industry reference standard of turbidity equivalent to 10 IU, and proposed a formula for 
calculation of the total spore concentration. Conclusions: the developed test procedures could be recommended 
for inclusion in the live anthrax vaccine specification files as alternative methods of quality control.
Key words: live anthrax vaccine; Bacillus anthracis STI-1; identification; specific activity; total spore concentration; 
live spore concentration; colony-forming unit (CFU); Goryaev chamber; industry reference standard of bacterial 
suspension turbidity equivalent to 10 IU

For citation: Kasina IV, Alekseeva SA, Nemirovskaya TI. Theoretical and experimental substantiation of alternative 
methods for quality control of live anthrax vaccine. BIOpreparaty. Profilaktika, diagnostika, lechenie = BIOpreparations. 
Prevention, Diagnosis, Treatment. 2020;20(4):277–284. https://doi.org/10.30895/2221-996X-2020-20-4-277-284
* Corresponding author: Irina V. Kasina; kasina@expmed.ru

Сибирская язва относится к зооантропонозам и является 
особо опасным инфекционным заболеванием. Эпидемиче-
ские проявления сибирской язвы имеют большую социальную 
и экономическую значимость в связи с существованием есте-
ственных резервуаров сибиреязвенного микроба, которыми 
являются скотомогильники и стационарно неблагоприятные 
территории. Возбудитель сибирской язвы длительно сохраня-
ет в почве не только жизнеспособность, но и вирулентность, 
что делает борьбу с сибирской язвой важной и долгосрочной 
задачей медицины и ветеринарии [1–4]. И в настоящее время 
эпидемиологическая обстановка по сибирской язве в России 
оценивается как напряженная и не имеющая тенденции к ста-
билизации. Спорадические случаи и эпидемические вспышки 
заболевания регистрируются постоянно [5]. Высокая патоген-
ность сибиреязвенного микроба в сочетании с уникальной 
устойчивостью его спор к воздействию неблагоприятных фак-
торов окружающей среды ставят его в разряд крайне опасных 
биологических агентов, используемых в качестве средства 
биотеррора [6]. В нашей стране надежной защитой населения 
от заражения сибирской язвой является вакцинопрофилактика 
[7–9]. Так, например, при отсутствии вакцинации и ревакцина-
ции контингентов риска в 2018 г. в Российской Федерации на 
территориях республик Дагестан и Тыва вследствие контакта 
с больными животными были отмечены 3 случая заболевания 
сибирской язвой1. Вакцинация против сибирской язвы прово-
дится гражданам в соответствии с национальным Календарем 
профилактических прививок по эпидемическим показаниям. 
Вакцинации подлежат лица, работающие с живыми культурами 
возбудителя сибирской язвы, а также проводящие убой скота 
и выполняющие сельскохозяйственные, строительные, загото-
вительные, промысловые, геологические работы на энзоотич-
ных по сибирской язве территориях. Для иммунизации людей 
применяется живая вакцина, представляющая собой лиофи-
лизированную взвесь живых спор вакцинного штамма Вacillus 
anthracis СТИ-1 в стабилизирующей среде [7–9]. Первичная 
иммунизация проводится двукратно с интервалом 20–30 суток, 
ревакцинация — ежегодно однократно. Вакцина сибиреязвен-
ная живая вызывает формирование специфического иммуни-
тета продолжительностью до 1 года.

Контроль качества вакцины сибиреязвенной перед выпу-
ском в гражданский оборот проводится с целью подтверждения 
соответствия показателей качества требованиям нормативной 
документации (НД)2 на производстве и в отделе биотехнологи-
ческого контроля (ОБТК) предприятия-производителя, а также 
в аккредитованном испытательном центре. Контроль качества 
вакцины осуществляется по всем показателям, предусмотрен-
ным требованиями НД для живых вакцин в лиофилизирован-
ной форме. К показателям качества, определяемым визуаль-
ными методами, относятся: описание, время растворения, 
показатели дисперсности суспензии; к  физико-химическим 
показателям: рН, потеря в массе при высушивании, средняя 
масса и отклонения от средней массы; к биологическим: специ
фическая безопасность, иммуногенность для морских свинок; 
к микробиологическим: подлинность, отсутствие посторонних 
микроорганизмов и грибов, специфическая активность (общая 
концентрация спор, количество живых спор).

Усовершенствование контроля качества иммунобиологи-
ческих лекарственных препаратов посредством внедрения со-
временных стандартных методов контроля является актуальной 
и неотъемлемой частью системы менеджмента качества [10, 11].

Цель работы  — совершенствование экспертизы качества 
вакцины сибиреязвенной живой по показателям «Подлинность» 
и «Специфическая активность» (общая концентрация спор).

Для достижения цели были поставлены следующие задачи:
-  теоретически обосновать применение перспективных 

методов экспертизы качества вакцины сибиреязвенной жи-
вой по показателям «Подлинность» и «Специфическая актив-
ность» (общая концентрация спор);

-  экспериментальная оценка возможности применения 
иммунохроматографического метода в качестве альтернатив-
ного для оценки показателя «Подлинность» вакцины сибире-
язвенной живой с использованием тест-системы иммунохро-
матографической;

-  разработка методики определения показателя «Спе
цифическая активность» (общая концентрация спор) вакци-
ны сибиреязвенной живой с  использованием отраслевого 
стандартного образца (ОСО) мутности бактериальных взвесей 
10 МЕ.

1  Государственный доклад «О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия населения в Российской Федерации в 2018 году». 
М.: Роспотребнадзор; 2019.

2  Нормативная документация Р N001273/01-161019 Вакцина сибиреязвенная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для подкожно-
го введения и накожного скарификационного нанесения.

Фармакопейная статья 3.3.1.0016.15 Вакцина сибиреязвенная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для подкожного введения 
и накожного скарификационного нанесения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018. 
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Материалы и методы
Материалы:

-  вакцина сибиреязвенная живая, лиофилизат для приготов-
ления суспензии для подкожного введения и накожного скари-
фикационного нанесения, 100 подкожных или 10 накожных доз, 
серия 266 (общая концентрация — от 4 до 6 млрд спор/1 мл (по па-
спорту — 5,5 млрд спор/мл); вторая форма выпуска; ампульная 
форма) производства ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России;

-  ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ (ОСО 42-28-
85П) (ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России), буква «П» означа-
ет год выпуска (ОСО мутности);

-  мясо-пептонный агар (МПА) лабораторного приготовле-
ния, pH 7,2;

-  набор реагентов иммунохроматографическая тест-
система для экспресс-выявления и идентификации спор воз-
будителя сибирской язвы «ИХ тест-система B. anthracis» про-
изводства ФГБУ «ГНЦ ПМБ» Роспотребнадзора (г. Оболенск) 
по ТУ 9398-093-78095326-2008 (регистрационное удостовере-
ние № ФСР 2009/05485), срок годности 1 год.

Питательная среда для культивирования сибиреязвенного 
микроба предусмотрена требованиями НД.

Все препараты использованы в течение срока их годности.

Методы:

1.  «ИХ тест-система B.  anthracis» представляет собой 
пластиковую диагностическую панель (футляр) с лункой для 
внесения образца и с окошком для считывания результатов 
(рис. 1). Согласно инструкции по применению «ИХ тест-система 
B.  anthracis» обеспечивает видоспецифическое выявление 
и идентификацию спор B. anthracis в суспензиях, полученных 
из колоний микроорганизмов, выращенных на «голодном» ага-
ре в течение 10 сут при температуре 30–31 °С и в суспензиях, 
полученных из объектов внешней среды путем специальной 
пробоподготовки в концентрации 108 спор/мл3. Вакцина сиби-
реязвенная представляет собой лиофилизированную взвесь 
живых спор вакцинного штамма В. anthracis СТИ-1 в стабили-
зирующей среде; соответственно, пробопоготовку исследуемо-
го образца вакцины для получения спор не проводят. Исходя 
из указанной в паспорте на серию вакцины общей концен-
трации спор (5,5 млрд спор/мл), образец препарата разводи-
ли в 0,01 М натрий-фосфатном буферном растворе (рН 7,4) 
до концентрации 109  спор/мл. Буферный раствор готовят ex 
tempore, стерилизация раствора не требуется. До концентра-
ции 108 спор/мл образец вакцины разводили по стандартному 
образцу мутности бактериальных взвесей 10 МЕ. Один образец 
дополнительно центрифугировали при 2000 об/мин в течение 
2 мин, далее постановку теста и учет результатов осуществля-
ли в соответствии с инструкцией по применению на набор «ИХ 
тест-система B.  anthracis». Для этого приготовленные разве-
дения препарата в объеме 0,1 мл вносили на диагностическую 
панель. Через 15–20 мин учитывали результат4.

Положительным результатом на присутствие спорового 
сибиреязвенного антигена считали наличие видимых невоору-
женным глазом красных линий в зоне «С» и «Т», где зона «С» — 

контрольная полоса, а зона «Т»  — опытная полоса. При этом 
интенсивность цвета полос не учитывали. Интенсивность полос 
в зоне «С» и «Т» может отличаться. Об отрицательном резуль-
тате свидетельствует наличие красной линии только в зоне «С». 
В связи с тем что в наши задачи не входило изучение специфич-
ности набора «ИХ тест-система B. anthracis», так как он является 
зарегистрированным коммерческим препаратом с заявленной 
чувствительностью и специфичностью, контрольной пробой по-
служили не образцы других вакцин против особо опасных инфек-
ционных заболеваний, а 0,01 М натрий-фосфатный буферный 
раствор, которым разводили образцы вакцины сибиреязвенной.

2. Определение общей концентрации спор. Параллельные 
исследования по определению общей концентрации спор в со-
ответствии с НД5 с применением камеры Горяева и с помощью 
ОСО мутности 10 МЕ проводили на 10 различных образцах вак-
цины сибиреязвенной, в которых общая концентрация спор в со-
ответствии с паспортом на серию составила 5,5 млрд спор/мл.

Вакцину восстанавливали в 1 мл стерильной дистиллиро-
ванной воды.

В соответствии с НД6 общую концентрацию спор (ОК) 
в  вакцине определяли путем их подсчета в камере Горяева 
и рассчитывали по формуле:

ОК = 25000 n p,� (1)

где ОК  — общее число спор в ампуле или флаконе в 1 мл; 
n — количество спор в 10 больших квадратах камеры Горяева; 
p — кратность разведения; 25000 — постоянная величина для 
камеры данного типа.

Исходя из полученной общей концентрации спор в образцах 
вакцины препарат разводили до концентрации 1000 спор в 1 мл 
и высевали по 0,1 мл на 5 чашек Петри с МПА (посевная доза соста-
вила условно 100 спор) для установления количества живых спор.

Чтобы определить общую концентрацию спор в вакцине 
по ОСО мутности, 0,1 мл восстановленного препарата вносили 
в стерильные пробирки, аналогичные тем, в которых выпуска-
ется ОСО мутности. Затем визуально доводили концентрацию 
дистиллированной водой до мутности 10 МЕ, что эквивалентно 
концентрации 1×108 спор сибирской язвы/мл (в соответствии 
с инструкцией по применению на ОСО мутности). После это-
го десятикратными разведениями доводили до концентрации 
1000 спор/мл и высевали по 0,1 мл на 3 чашки Петри с МПА. 
Посевная доза при этом также составила условно 100 спор 
в соответствии с методикой, указанной в НД.

3. Статистический анализ полученных результатов прово-
дили с помощью программы Microsoft Excel. Статистическую 
значимость различий средних значений концентрации спор 
В. anthracis СТИ-1 в вакцине сибиреязвенной живой, получен-
ной с помощью камеры Горяева и ОСО мутности бактериаль-
ных взвесей, оценивали с применением непараметрического 
U-критерия Манна — Уитни (программа Statistica 10.0).

Результаты и обсуждение

В соответствии с ОФС 1.7.1.0018.18 Иммунобиологические 
лекарственные препараты7 подлинность лекарственного пре-

3  Диагностические препараты. Каталог продукции. ФБУН «ГНЦ ПМБ» Роспотребнадзора. Оболенск; 2018. https://www.obolensk.org/files/sredy/
OBOLENSK_Katalog.pdf

4  Там же.
5  Нормативная документация Р N001273/01-161019 Вакцина сибиреязвенная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для подкожно-

го введения и накожного скарификационного нанесения.
Фармакопейная статья 3.3.1.0016.15 Вакцина сибиреязвенная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для подкожного введения 

и накожного скарификационного нанесения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
6  Там же.
7  Общая фармакопейная статья 1.7.1.0018.18 Иммунобиологические лекарственные препараты. Государственная фармакопея Российской Фе-

дерации. ХIV изд. Т. 2.; 2018.

https://www.obolensk.org/files/sredy/OBOLENSK_Katalog.pdf
https://www.obolensk.org/files/sredy/OBOLENSK_Katalog.pdf
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парата определяется различными лабораторными методами 
(биологическими, иммунобиологическими, молекулярными, 
химическими и физико-химическими), позволяющими спец-
ифически идентифицировать лекарственный препарат. В соот-
ветствии с требованиями НД на вакцину8 сибиреязвенную жи-
вую испытание по показателю «Подлинность» проводится при 
микроскопии мазка из восстановленного препарата, окрашенно-
го по Цилю — Нильсену. В мазках должны наблюдаться оваль-
ные споры розового цвета с красным ободком по периферии. 
Метод основывается на различиях в устойчивости к красителям 
(карболовому фуксину и метиленовому синему) жизнеспособ-
ных и дефектных спор. В результате окрашивания жизнеспособ-
ные клетки приобретают розовый цвет с четким темно-красным 
ободком, а дефектные  — темно-красный (рубиновый), в от-
дельных случаях вплоть до синего. Считаем, что данный метод 
объективно не отражает подлинность вакцины сибиреязвенной, 
так как к роду Bacillus относятся и другие близкородственные 
микроорганизмы (например, B. cereus), имеющие округлые спо-
ры, диаметр которых не превышает ширину микробной клетки, 
и соответственно, также окрашиваются по Цилю  — Нильсену 
[12]. Этот метод определения жизнеспособных спор в вакцине, 
на наш взгляд, является дополнительным к методу посева на пи-
тательные среды и обязательным на нескольких этапах произ-
водства вакцины при получении концентрированной споровой 
суспензии. Считаем, что для определения качества показателя 
«Подлинность» готовой лекарственной формы вакцины сибире-
язвенной живой необходим другой метод.

В лабораторной диагностике для обнаружения возбуди-
теля сибирской язвы или его компонентов (ДНК, антигены) 
используются зарегистрированные диагностические наборы, 
основанные на методе флуоресцирующих антител, реакции не-
прямой гемагглютинации (РНГА), иммунохроматографии, ПЦР, 

чувствительности к фагам, реакции латекс-агглютинации и вы-
делении чистых культур на питательных средах [13].

В последние 10 лет все большую популярность приоб-
ретают иммунохроматографические экспресс-тесты, кото-
рые позволили повысить чувствительность, специфичность 
и качество анализа; они широко применяются в медицине, 
лабораторной диагностике, в ветеринарии и сельском хозяй-
стве. Иммунохроматографический метод основан на принци-
пе тонкослойной хроматографии и реакции между антигеном 
и соответствующим ему антителом, меченными цветной или 
флуоресцентной меткой. Проводится анализ с помощью спе-
циальных тест-полосок, панелей или тест-кассет. Основными 
преимуществами использования иммунохроматографических 
тест-систем являются:

-  простота и удобство (позволяет получить результат без 
дополнительного оборудования);

-  надежность (достоверность тестов достигает 92–99,8%, 
при этом каждый тест имеет встроенный внутренний контроль);

-  экономичность (минимальные затраты на приобретение 
теста и экономия времени на проведение испытания)9.

ИХ-тесты также успешно применяются в лабораторной 
диагностике особо опасных инфекционных заболеваний, в том 
числе и сибирской язвы [14–16].

Нами в качестве альтернативного метода испытания вакци-
ны сибиреязвенной по показателю «Подлинность» был также 
выбран иммунохроматографический метод, который позволяет 
специфически идентифицировать сибиреязвенный споровый 
антиген. Далее проведен анализ зарегистрированных на тер-
ритории Российской Федерации иммунохроматографических 
тест-систем для диагностики возбудителя сибирской язвы.

В таблице 1 представлены отечественные и зарубеж-
ные разработки иммунохроматографических тест-систем. 

Таблица 1. Отечественные и зарубежные разработки иммунохроматографических тест-систем для выявления антигенов 
возбудителя сибирской язвы
Table 1. Russian and foreign immunochromatography test kits for the detection of anthrax pathogen antigens

Наименование разработки
Test kit

Производитель
Manufacturer

Назначение разработки
Intended use

Источник
Source

Укладка УИХЭ-1

Panel of detection reagents for im-
munochromatography UIHE-1 

ФГУП «ГосНИИБП» 
ФМБА России

State Research Centre 
for Biological Instrumen-
tation Technology 

Для выявления антигенов возбудителя чумы, 
сибирской язвы, туляремии, сапа, биологических 
токсинов. Чувствительность — 1×106 м.к./мл
Detection of antigens of the following pathogens: 
plague, anthrax, tularemia, equinia, and biological 
toxins. Sensitivity: 1×106 MC/mL

Сноска10

Refe
rence10

Устройство RAMP

Rapid analyte measurement plat-
form (RAMP)

Response Biomedical 
Corp, Канада

Response Biomedical 
Corp, Canada

Для выявления сибирской язвы (официально ре-
комендовано FDA), натуральной оспы, ботулоток-
сина, рицина. Чувствительность — 4×103 спор/мл
Detection of anthrax (recommended by FDA), small-
pox, botulinum toxin, ricin. Sensitivity: 4×103 spores/mL

Сноска11

Refe
rence11

Набор реагентов иммунохро-
матографическая тест-система 
для экспресс-выявления и иден-
тификации спор возбудителя си-
бирской язвы («ИХ тест-система 
B. anthracis»)
Immunochromatography test kit for 
express detection and identifica-
tion of anthrax pathogen spores 
(B. anthracis IC test kit)

ФБУН «ГНЦ ПМБ» 
Роспотребнадзора 
(г. Оболенск)

The State Research 
Center for Applied 
Microbiology and Bio-
technology (Obolensk)

Для экспресс-выявления и идентификации спор 
возбудителя сибирской язвы. Чувствительность — 
1×108 м.к./мл

Express detection and identification of anthrax patho-
gen spores. Sensitivity: 1×108 MC/mL

Сноска12

Refe
rence12

Note. MC/mL—microbial cells per millilitre.

8  Там же.
9  Иммунохроматографические экспресс-тесты как оптимальное решение в условиях ограниченного бюджета. Главный врач юга России. 

2019;4(68):12.
10  CBRN centre Qazaqstan. https://cbrn.kz/ukladka-immunohromatograficheskih-indikatornyh-elementov-uihe-1/
11  responsebio.com
12  Диагностические препараты. Каталог продукции. ФБУН «ГНЦ ПМБ» Роспотребнадзора. Оболенск; 2018. https://www.obolensk.org/files/sredy/

OBOLENSK_Katalog.pdf

https://www.obolensk.org/files/sredy/OBOLENSK_Katalog.pdf
https://www.obolensk.org/files/sredy/OBOLENSK_Katalog.pdf
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Отечественные ИХ тест-системы просты и удобны в примене-
нии, так как в учете результатов применяется цветная метка. 
В зарубежных иммунохроматографических тест-системах ис-
пользуется флуоресцентная метка, для учета которой необ-
ходим специальный анализатор. В связи с тем что укладка 
УИХЭ-1 и ИХ тест-системы для устройства RAMP выпускают-
ся в комплекте для идентификации нескольких возбудителей, 
соответственно, для экспертизы качества одной вакцины не-
удобны в применении.

В нашем исследовании вакцины сибиреязвенной по по-
казателю качества «Подлинность» мы впервые применили 
зарегистрированный на территории Российской Федерации 
диагностический набор реагентов иммунохроматографи-
ческая тест-система для экспресс-выявления и идентифи-
кации спор возбудителя сибирской язвы «ИХ тест-система 
B.  anthracis» производства ФБУН «ГНЦ ПМБ» Роспотреб-
надзора (г.  Оболенск). Вакцина представляет собой лио-
филизированную взвесь живых спор вакцинного штамма 
В. anthracis СТИ-1 в стабилизирующей среде, соответствен-
но, пробоподготовка образцов для исследования занимает 
минимальное время.

Полученные результаты испытаний представлены на ри-
сунке 2. Установлено, что в образцах вакцин в концентрации 
109 спор/мл, подвергнутых и не подвергнутых центрифугиро-
ванию, были отчетливо видны полосы, свидетельствующие 
о наличии сибиреязвенного спорового антигена. Более чет-
кий результат получен с образцом вакцины с концентрацией 
108  спор/мл, предварительно подвергнутый центрифугиро-
ванию. Полученный результат, возможно, обусловлен нали-
чием других компонентов (например, сахарозы), которые 
влияют на процесс обнаружения спор в образцах вакцины 
в  концентрации 108  спор/мл. Таким образом, рекомендуе-
мая нами концентрация вакцины сибиреязвенной живой для 
проведения испытания по показателю «Подлинность» со-
ставляет 109  спор/мл разведенной восстановленной формы 
или 108 спор/мл с  предварительным центрифугированием 
пробы. В  контроле получен отрицательный результат. Учи-
тывая простоту и удобство, надежность и экономичность 
набор «ИХ тест-система B.  anthracis» является эффектив-
ным экспресс-методом для видоспецифического выявления 
спор В.  аnthracis в образцах вакцины с концентрацией 108 
и 109 спор/мл.

Одним из главных показателей качества вакцины сиби-
реязвенной живой является «Специфическая активность», 
обусловленная общей концентрацией спор и количеством 
живых спор вакцинного штамма B. anthracis СТИ-1. В отличие 
от других бактериальных живых вакцин, таких как чумная, 
туляремийная, бруцеллезная и туберкулезная13, в которых 
количество прививочных доз в ампуле определяется исходя 
из фактического содержания живых микробных клеток, 
в сибиреязвенной вакцине количество прививочных доз 
рассчитывается из общей концентрации спор. При этом 
количество живых спор должно составлять не менее 40% 
от общей концентрации и определяется методом посева на 
питательные среды.

13  Фармакопейная статья 3.3.1.0022.15 Вакцина чумная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для инъекций, накожного скарифи-
кационного нанесения и ингаляций. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

Фармакопейная статья 3.3.1.0019.15 Вакцина туляремийная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для внутрикожного введения 
и накожного скарификационного нанесения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

Фармакопейная статья 3.3.1.0011.15 Вакцина бруцеллезная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для подкожного введения и на-
кожного скарификационного нанесения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

Фармакопейная статья 3.3.1.0018.15 Вакцина туберкулезная БЦЖ живая. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 
2018.

Рис. 1. Набор реагентов иммунохроматографическая тест-
система для экспресс-выявления и идентификации спор 
возбудителя сибирской язвы «ИХ тест-система B. anthracis».
Fig. 1. Immunochromatography test kit for express detection 
and identification of anthrax pathogen spores (B. anthracis IC 
test kit).

Рис. 2. Результаты испытаний вакцины сибиреязвенной 
живой с применением иммунохроматографической тест-
системы B. anthracis по показателю «Подлинность». К  — 
контроль (0,01 М натрий-фосфатный буферный раствор, 
рН 7,4); СВцентр  — проба вакцины сибиреязвенной живой, 
подвергнутая предварительному центрифугированию; 
СВбез центр  — проба вакцины сибиреязвенной живой без 
предварительного центрифугирования; 226  — вакцина 
сибиреязвенная живая серии 266.
Fig. 2. Results of the identification test for live anthrax vaccine that 
were obtained using the B. anthracis IC test kit. K—control (0.01 M 
phosphate buffered saline, pH 7.4); СВцентр—pre-centrifuged 
sample of live anthrax vaccine; СВбез центр—non-centrifuged sample 
of live anthrax vaccine; 226—live anthrax vaccine batch 266.
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В живых вакцинах против особо опасных инфекционных за-
болеваний, таких как чумная, туляремийная и бруцеллезная14, 
общая концентрация взвеси микробных клеток определяется 
по ОСО мутности 10 МЕ и затем рассчитывается по формуле 
с использованием коэффициента концентрации соответствую-
щего микроба, указанного в инструкции по применению ОСО 
мутности бактериальных взвесей. С 2015 г. коэффициент кон-
центрации взвеси спор сибиреязвенного микроба представлен 
в инструкции по применению ОСО мутности бактериальных 
взвесей 10 МЕ и соответствует 0,11×109 спор/мл [17].

Это позволило нам показать возможность проведения ис-
пытания вакцины сибиреязвенной по показателю «Специфи-
ческая активность» методом подсчета общей концентрации 
спор по ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ, как это 
принято в испытаниях других бактериальных живых вакцин. 
На основании представленной в ОФС 1.7.2.0008.1515 формулы 
подсчета бактериальной концентрации по ОСО мутности нами 
предложена формула (2) подсчета общей концентрации (ОК) 
спор в вакцине сибиреязвенной:

ОК =
(0,1 + n) (0,1×109)  , (2)

0,1
где 0,1 — количество восстановленной вакцины в мл; n — объ-
ем воды очищенной, использованной для разведения пробы 
до мутности 10 МЕ, мл; (0,1×109) — эквивалент концентрации 
спор/мл сибиреязвенного микроба по ОСО мутности.

Общая концентрация спор во всех образцах вакцины, опреде-
ленная по ОСО мутности бактериальной взвеси 10 МЕ (табл. 2), 
составляет (4,41 ± 0,5) × 109 спор/мл, при этом количество живых 
спор в ней — 60 ± 13%. Количество живых спор, определенных 
по ОСО мутности, было в пределах нормируемых показателей — 
не менее 40% от общей концентрации спор. Общая концентра-
ция спор, определенная с помощью камеры Горяева, состави-
ла (4,55 ± 0,6) × 109 спор/мл, а процент живых спор — 45 ± 
12%. Анализ полученных результатов свидетельствует о том, 
что концентрации спор, определенные в камере Горяева и по 
ОСО мутности, сопоставимы. Это подтвердил проведенный 
статистический анализ с применением непараметрического 
U-критерия Манна — Уитни: достигнутый уровень значимости 
рэксп составил 0,5967 и значительно превышал принятый 
критический уровень значимости 0,05. Таким образом, общие 
концентрации спор сибирской язвы в вакцине, рассчитанные 
с использованием ОСО мутности, статистически не отличались 
от концентраций, рассчитанных с помощью камеры Горяева.

При этом необходимо отметить недостатки использования 
камеры Горяева для определения общей концентрации спор 
в вакцине: неравномерное распределение спор по квадратам 
камеры, затруднение подсчета из-за слипания спор.

На основании результатов анализа полученных данных 
считаем, что определение общей концентрации спор готовой 
лекарственной формы вакцины сибиреязвенной живой по ОСО 
мутности бактериальных взвесей 10 МЕ является более удоб-

Таблица 2. Результаты испытания вакцины сибиреязвенной живой по показателю «Специфическая активность» (общая 
концентрация спор, количество живых спор)
Table 2. Results of the specific activity test for live anthrax vaccine (total spore concentration, live spore concentration)

Номер 
образца
Sample

Общая концентрация спор 
в вакцине (n×109 спор/мл), 

определенная…
Total spore concentration in the 

vaccine (n×109 spores/mL) calcu-
lated using…

Среднее количество выросших 
колоний (КОЕ) из взвеси спор 
вакцины, приготовленной…

Mean number of colonies (CFU) 
grown from the vaccine spore sus-

pension prepared… 

Расчетная концентрация 
живых спор в взвеси (%), 

приготовленной…
Estimated concentration of live 
spores (%) in the suspension 

prepared… 

по ОСО 
мутности

10МЕ
the industry refer-
ence standard of 
turbidity equiva-

lent to 10 IU

в камере 
Горяева
(по НД)

the Goryaev 
chamber (accord-
ing to the product 
specification file)

по ОСО мутности
10 МЕ

(~100 спор)
using the industry 
reference standard 
of turbidity equiva-

lent to 10 IU
(~100 spores)

по НД
(~100 спор)

according to the 
product specifica-

tion file
(~100 spores)

по ОСО 
мутности

10 МЕ
using the indus-

try reference 
standard of tur-
bidity equivalent 

to 10 IU

по НД
according to the 
product specifi-

cation file

1 4,4 4,5 73 51 73 51

2 4,0 4,0 43 36 43 36

3 5,5 6,0 77 41 77 41

4 4,3 4,3 64 60 64 60

5 4,0 4,0 49 54 49 54

6 4,5 4,8 64 38 64 38

7 5,0 4,9 55 45 55 45

8 4,3 4,6 76 63 76 63

9 4,1 4,0 40 40 40 40

10 4,0 4,4 58 46 58 46

Хср ± S 4,41 ± 0,5 4,55 ± 0,6 60 ± 13 45 ± 12 60 ± 13 45 ± 12
Примечание. ОСО — отраслевой стандартный образец, НД — нормативная документация, 100 спор — проводили посев расчетных 100 спор.
Note. 100 spores—inoculation of estimated 100 spores.

14  Фармакопейная статья 3.3.1.0022.15. Вакцина чумная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для инъекций, накожного скарифи-
кационного нанесения и ингаляций. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

Фармакопейная статья 3.3.1.0019.15. Вакцина туляремийная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для внутрикожного введения 
и накожного скарификационного нанесения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

Фармакопейная статья 3.3.1.0011.15. Вакцина бруцеллезная живая, лиофилизат для приготовления суспензии для подкожного введения и на-
кожного скарификационного нанесения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

15  Общая фармакопейная статья 1.7.2.0008.15 Определение концентрации микробных клеток. Государственная фармакопея Российской Феде-
рации. XIV изд. Т. 2; 2018.
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ным, объективным и информативным методом по сравнению 
с подсчетом в камере Горяева. В связи с этим метод расчета об-
щей концентрации спор сибиреязвенного микроба с помощью 
ОСО мутности может быть рекомендован к включению в НД 
на вакцину сибиреязвенную живую в качестве альтернативного.

Выводы

Теоретически и экспериментально обоснованы перспек-
тивные методы экспертизы качества вакцины сибиреязвенной 
живой.

1. Проведен анализ существующих методов экспресс-диа-
гностики сибирской язвы. Показано, что иммунохроматогра-
фический метод является эффективным экспресс-методом для 
видоспецифического выявления спор В. аnthracis в вакцине си-
биреязвенной живой. Экспериментально доказана возможность 
применения набора «ИХ тест-система B. anthracis» на основе 
иммунохроматографического метода как альтернативного для 
оценки качества по показателю «Подлинность» вакцины сибире-
язвенной живой. При проведении данного испытания рекомен-
дуемые концентрации вакцины составляют 108 и 109 спор/мл.

2. Предложена методика определения и формула расчета 
общей концентрации спор в показателе качества «Специфиче-
ская активность» вакцины сибиреязвенной живой с примене-
нием ОСО мутности бактериальных взвесей 10 МЕ. Показаны 
преимущества предложенного метода по сравнению с методом 
подсчета спор в камере Горяева.

3. Считаем, что предложенные методики являются пер-
спективными для экспертизы качества вакцины сибиреязвен-
ной живой и могут быть рекомендованы для внесения в нор-
мативную документацию на вакцину сибиреязвенную живую 
в качестве альтернативных. Для внесения соответствующих 
изменений в нормативную документацию на вакцину сибире-
язвенную живую производителю необходимо провести вали-
дацию представленных методик.
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Научно-практическая конференция  
«Современные подходы к экспертизе лекарственных средств»  
(РегЛек 2020)

Applied Research Conference  
“Current Approaches to Evaluation of Medicinal Products”  
(RegLek 2020)

В период с 24 по 27 ноября 2020 г. в онлайн-формате со-
стоялась научно-практическая конференция «Современные 
подходы к экспертизе лекарственных средств» (РегЛек 2020). 
Конференция РегЛек 2020 в очередной раз объединила руко-
водителей регуляторных и  надзорных органов, ведущих экс-
пертов, представителей отрасли и  отраслевых ассоциаций 
с целью обсуждения ключевых вопросов и путей их решения.

Пленарное заседание конференции проводилось с  уча-
стием директора Департамента технического регулирова-
ния и  аккредитации Евразийской экономической комиссии 
Т. Б. Нурашаева, директора департамента государственного 
регулирования обращения лекарственных средств Минз-
драва России Ф. А. Романова, и. о. генерального директора 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России Ю. В. Олефира, директо-

ра ФБУ «ГИЛС и  НП» Минпромторга России В. Н. Шестакова. 
На пленарном заседании были обозначены основные направ-
ления работы и актуальные вопросы конференции.

Секционные заседания конференции проводились в 4 сессии. 
После окончания каждого секционного заседания было предус-
мотрено дополнительное время для проведения дискуссии.

На секционном заседании, посвященном вопросам экс-
пертизы и  регистрации биотехнологических лекарственных 
препаратов (БЛП), выступили сотрудники ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России: главный эксперт Управления экспертизы 
аллергенов, цитокинов и других иммуномодуляторов Ж. И. Ав-
деева, начальник лаборатории молекулярно-биологических 
и  генетических методов испытаний Испытательного центра 
экспертизы качества МИБП Р. А. Волкова, начальник лабора-
тории биохимии Испытательного центра экспертизы качества 
МИБП О. Б. Устинникова, а  также представитель биотехноло-
гической компании Amgen (США), ведущий менеджер отдела 
разработки производственных процессов О. А. Симакова.

Ж. И. Авдеева в докладе «Особенности экспертизы и кон-
троля качества биотехнологических лекарственных препара-
тов в соответствии с современными требованиями: проблемы 
безопасности» отметила, что качество БЛП обеспечивается 
в первую очередь условиями их производства. Принципы ис-
следования БЛП существенно отличаются от таковых для пре-
паратов химического синтеза, учитывая белковую природу, 
длительность применения и уникальные особенности. На при-
мере лекарственных препаратов МкАТ представлены основные 
принципы проведения исследований БЛП. Отмечено, что су-
ществуют проблемы, связанные с безопасностью применения, 
в  частности с  риском развития побочных реакций, обуслов-
ленных проявлением «нежелательной» иммуногенности. Под-
черкнуто, что только результаты клинических исследований 
позволяют оценить истинный иммуногенный потенциал пре-
парата. После регистрации препарата, как правило, требуется 
дальнейшая оценка иммуногенности, которую необходимо 
предусмотреть в рамках фармаконадзора.

В докладе «Валидация методик испытаний биотехнологи-
ческих лекарственных препаратов» Р. А. Волкова отметила, что 
подходы к  валидации методик испытаний БЛП зависят от их 
назначения и особенностей. Были обозначены основные поло-
жения, которые необходимо учитывать в протоколе валидации 
количественных биологических методик, отмечено значение 
оценки качества ключевых реагентов и устойчивости методики, 
которую целесообразно проводить на этапе ее разработки. Для 
БЛП особенно важно определение биологической активности 
препарата и, соответственно, адекватный выбор стандартного 
образца. Рассмотрены общие принципы валидации методик 
обнаружения нейтрализующих антител, особенности валида-
ции методик на основе ПЦР, примеры оценки устойчивости.

Ю. В. Олефир, и. о. генерального директора ФГБУ «НЦЭСМП»  
Минздрава России

«Реально понимая значимость появления препаратов отечественных 
производителей для нашего здравоохранения, разрешение на проведе-
ние клинических исследований выдавали за 4–6 дней!» (Ю. В. Олефир)1

1 https://www.regmed.ru/Content/News/PR20201201_RegLek-2020_Expertise_issues
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Типичные ошибки, которые выявляются в ходе экспертизы 
на БЛП, подробно были рассмотрены в докладе О. Б. Устинни-
ковой. Докладчик подчеркнула необходимость представления 
в  материалах регистрационного досье на  БЛП (в  том чис-
ле в  нормативной документации) данных, подтверждающих 
структуру молекулы рекомбинантного терапевтического белка 
на  уровне первичной последовательности и  значимых пост-
трансляционных модификаций, а  также данных, подтверж-
дающих структуру конъюгата для соответствующих молекул. 
Также были даны основные рекомендации по  структуре раз-
делов нормативной документации, указаны типичные ошибки, 
допускаемые при изложении методик, и обозначены основные 
рекомендации по их устранению.

Круглый стол по актуальным вопросам экспертизы лекар-
ственных средств по правилам ЕАЭС завершил научно-практи-
ческую конференцию. На все вопросы, поступавшие от участ-
ников конференции в  режиме онлайн, отвечали директор 
Центра экспертизы и контроля готовых лекарственных средств 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России Д. В. Горячев, замести-
тель директора Центра экспертизы и контроля готовых лекар-
ственных средств ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России Е. Л. Ко-
валева, начальник контрольно-организационного Управления 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России Е. М. Рычихина.

Информация о  конференции РегЛек 2020 представлена 
на сайте http://www.fru.ru/. Материалы публикуются с разреше-
ния организатора конференции.
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