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Геморрагическая лихорадка с почечным син-
дромом (ГЛПС) ‒ вирусный нетрансмиссивный 
зооноз, вызываемый вирусами семейства Hanta-
viridae (порядок Bunyavirales), ‒ широко распро-
странена на территории Евразии, а в России за-
нимает ведущее место среди природно-очаговых 
болезней человека [1]. Более 97% случаев ГЛПС 
в Российской Федерации обусловлены хантави-
русом Пуумала и около 3% случаев – антиген-
но близкородственными хантавирусами Хантаан, 

Амур, Сеул и Сочи [2, 3]. До сих пор нет эффек-
тивных методов этиотропного лечения хантави-
русных инфекций. В Корее и Китае успешно при-
меняются моновалентные и бивалентные инакти-
вированные вакцины, разработанные на основе 
вирусов Хантаан и Сеул, размноженных в моз-
говой ткани мышей-сосунков, а также в первич-
ной культуре клеток почек монгольской песчанки 
и в клетках линии Vero [4‒8]. Ни одна из вакцин 
против ГЛПС не зарегистрирована для примене-
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С целью усиления иммуногенности инактивированных вакцин против геморрагической лихорадки 
с почечным синдромом исследовано влияние адъювантов разных классов (гидроокись алюминия, 
сферические белковые частицы, термолабильный белок B, низкоэндотоксичный апирогенный 
липополисахарид) в составе моновалентной вакцины на основе вируса Пуумала и поливалентной 
вакцины на основе вирусов Пуумала, Хантаан и Сочи на модели мышей BALB/c. В результате 
исследований установлено, что низкоэндотоксичный липополисахарид стимулировал продукцию 
вируснейтрализующих антител и повышал стабильность вакцины при хранении, что позволяет 
снизить антигенную нагрузку в вакцине. Гидроокись алюминия не влияла на индукцию 
нейтрализующих антител и стабильность вакцины и незначительно усиливала выработку 
медиаторов клеточного иммунного ответа. Сферические белковые частицы и термолабильный 
белок, несмотря на иммуноадъювантный эффект, неприемлемы для вакцин, вводимым людям, 
ввиду высокой белковой нагрузки и проявлений токсичности соответственно.

Ключевые слова: хантавирусы, геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, 
инактивированные вакцины, адъюванты, иммунный ответ
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ния в странах Евросоюза. В США разработаны 
ДНК-вакцины, которые наряду с достоинствами 
характеризуются недостаточной иммуногенно-
стью [9, 10] и трудностями, связанными со спо-
собом введения вакцины [11, 12]. В России раз-
работаны лабораторные технологии производства 
инактивированных вакцин на основе эпидемио-
логически значимых штаммов вирусов: монова-
лентная на основе вируса Пуумала. двухкомпо-
нентная вакцина на основе вирусов Пуумала и 
Куркино [13, 14] и трехвалентная вакцина на ос-
нове вирусов Пуумала, Хантаан и Сочи, которая 
успешно прошла доклинические испытания [15].

Как известно, к недостаткам инактивирован-
ных вакцин, по сравнению с живыми вакцина-
ми, относится недостаточно выраженный или не-
продолжительный иммунный ответ, что предпо-
лагает ревакцинацию через определенный для 
каждой вакцины срок. Для усиления иммунно-
го ответа применяют адъюванты, представляю-
щие собой гетерогенную по химическому соста-
ву и механизму действия группу соединений [16]. 
Традиционно наиболее часто в составе инактиви-
рованных вакцин присутствует гидроокись алю-
миния [17], представляющая класс минеральных 
адъювантов. 

Целью данного исследования было сравнение 
иммуногенности вакцинных препаратов – кан-
дидатных вакцин против ГЛПС ‒ с применением 
адъювантов различных типов. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Вакцинные препараты
ВАК-ПУУ – инактивированная концентриро-

ванная очищенная вакцина на основе вируса Пуу-
мала (штамм PUU-TKD/VERO), которая содер-
жит (6,91 ± 0,4) ∙104 копий/мл вирусной РНК.

ГЛПС-Вак ‒ инактивированная концентри-
рованная очищенная вакцина на основе виру-
сов Пуумала (штамм PUU-TKD/VERO), Ханта-
ан (штамм HTN-P88/VERO), Сочи (геновариант 
Добрава/Белград; штамм DOB-SOCHI/VERO) 
с содержанием (6,91 ± 0,4) ∙104, (9,53 ± 0,17) ∙104, 
(6,21 ± 0,3) ∙104 копий РНК/мл соответственно.

Адъюванты
В качестве потенциальных адъювантов иссле-

довано четыре препарата. 
1) Сферические частицы (СЧ), образованные 

в результате термического ремоделирования ви-
руса табачной мозаики, лишены РНК и состоят из 
денатурированных субъединиц вирусного белка 
оболочки [18]. 

2) Термолабильный белок В (ТЛВ) представ-
ляет собой рекомбинантный белок энтеротокси-
генной Escherichia coli, очищенный с помощью 
аффинной хроматографии [19].

3) Низкоэндотоксичный апирогенный липо-
полисахарид, содержащий триацильный липид 
А и длинный (не менее 15 повторяющихся зве-
ньев) О-полисахарид (ЛПС), полученный из обо-
лочки Shigella sonnei [20]. Препарат предоставлен 
ООО «Гритвак» (Россия).

4) Гидроокись алюминия (Al).

Иммунизация животных
Эксперименты по оценке иммуногенности 

вакцин против ГЛПС с разными группами адъю-
вантов выполнены на клинически здоровых по-
ловозрелых мышах-самках линии BALB/c массой 
тела 18‒20 г на начало исследования находивших-
ся в одинаковых условиях содержания и кормле-
ния. Исследования на животных проводили в со-
ответствии с этическими принципами, установ-
ленными Европейской конвенцией по защите 
позвоночных животных, используемых для экс-
периментальных и других научных целей, приня-
той в Страсбурге 18.03.1986 и подтвержденной в 
15.06.2006 (ETS N 123; https://www.coe.int/t/e/legal_
affairs/legal_cooperation/biological_safety_and_use_
of_animals/laboratory_animals/GT123(2002)63%20
E%20PART%20B%20Ferrets%20rev2.pdf); прави-
ла лабораторной практики (http://docs.cntd.ru/docu-
ment/1200101144, https://www.nc3rs.org.uk/the-3rs).

Животные поступали из филиала «Андреевка» 
Федерального Государственного бюджетного уч-
реждения науки «Научный центр биомедицинских 
технологий» Федерального медико-биологическо-
го агентства. Животным опытных групп вводи-
ли исследуемый препарат в дозе 0,5 мл (0,5 дозы) 
готовой формы вакцины трехкратно внутримы-
шечно с двухнедельными интервалами (проведе-
но три серии экспериментов в идентичных дозах). 
Животным контрольной группы вводили в том же 
объеме физиологический раствор натрия хлори-
да (ФР) с соответствующими адъювантами. Забор 
крови проводили через 14 сут после третьей им-
мунизации. Животных выводили из эксперимента 
помещением в СО2-камеру с последующим обес-
кровливанием методом декапитации.

Перед началом исследования животные, от-
вечающие критериям включения в эксперимент, 
были распределены рандомизированно на группы 
по 7 мышей.

Экспериментальные группы (в скобках указа-
на концентрация соответствующего адъюванта): 
1 ‒ ВАК-ПУУ, 2 ‒ ВАК-ПУУ-Al (1 мг/мл), 3 ‒ ВАК-
ПУУ-СЧ/150 (150 мкг/мл), 4 ‒ ВАК-ПУУ-СЧ/300 
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(300 мкг/мл), 5 ‒ ВАК-ПУУ-ТЛB/0,2 (0,2 мкг/мл),  
6 ‒ ВАК-ПУУ-ТЛB/7,5 (7,5 мкг/мл), 7 ‒ ВАК-ПУУ- 
ЛПС (50 мкг/мл).

Контрольные группы: К-ФР, К-Al, К-ЛПС, 
К-СЧ/150, К-СЧ/300, К-ЛПС, К-ТЛB/0,2 и К-ТЛB/7,5.

В вакцинные препараты в неразведенном виде 
(н/р) и в разведениях 1/2, 1/4 и 1/8 добавляли ис-
следуемые адъюванты и вводили внутримышеч-
но. Вне зависимости от разведения вакцинного 
препарата концентрации адъювантов не менялись.

Сыворотки крови мышей, собранные через 
две недели после третьей иммунизации, прогре-
вали при 56 °C в течение 30 мин и хранили до ис-
следования при 6 ± 2 °С. 

Определение вируснейтрализующих антител
Нейтрализующие антитела (нАТ) определяли 

в реакции нейтрализации (РН) по подавлению фо-
кусобразующих единиц (ФОЕ) в культуре клеток 
Vero E6, описанной ранее [21]. За титр нАТ при-
нимали разведение сыворотки, подавляющее 50% 
ФОЕ, выявленных в контрольном образце вируса. 
Каждая проба сыворотки крови трижды исследо-
вана в РН/ФОЕ50. Критерием достаточной имму-
ногенности (предел отсечения) считали наличие 
в сыворотке крови экспериментальных животных 
нАТ в титре ≥ 4,32 log2.

Анализ цитокинов
Уровень цитокинов: интерлейкина (ИЛ)-1β, 

ИЛ-12, интерферона-гамма (ИНФ-γ) ‒ в сыворот-
ках крови мышей BALB/c определяли методом 
иммуноферментного анализа с использованием 
коммерческих наборов ELISA kits (Cusabio, Wu-
hanHuamei, BiotechCo. Ltd, Китай), согласно ин-
струкциям производителей.

Статистический анализ
Полученные результаты (совокупные данные 

трех независимых экспериментов) анализиро-
вали в программе GraphPad Prism 8.2.0. Ста-
тистическую значимость различий определя-
ли с помощью одностороннего ANOVA с тестом 
множественных сравнений Тьюка и Даннетта: 
ns ‒ не значима, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005, 
****p < 0,0001. Полученные результаты представ-
лены в виде среднегеометрических значений ти-
тра нАТ в двоичных логарифмах. Количественное 
определение цитокинов проводили с помощью 
программного обеспечения CurveExpert. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для подбора вакцинной дозы аликвоты моно-
валентных полуфабрикатов ВАК-ПУУ, ВАК-ХТН и 

ВАК-Сочи были раститрованы с последующей ин-
дикацией вируса по числу ФОЕ/мл, а также по чис-
лу копий вирусной РНК/мл до и после инактиви-
рования вируса. Мышей BALB/c иммунизировали 
вакцинными препаратами в разведениях от 0 (н/р) 
до 1/256. Титры нАТ, полученные в результате им-
мунизации, были соотнесены со специфностью 
вакцины, которую рассчитывали по числу копий ви-
русной РНК/мл. За дозу (1 мл) вакцины принимали 
число копий РНК/мл, способное вызвать выработку 
нАТ у 100% мышей BALB/c в титре ≥ 4,32 log2 при 
хранении вакцины в течение двух лет.

В соответствии с этими критериями оптималь-
ная по иммуногенности доза вакцины ВАК-ПУУ 
составила 6,91∙104 РНК-копий/мл, что соответ-
ствовало разведению 1/8 исходного вакцинного 
полуфабриката, при котором индукция нАТ наблю-
далась у 100% мышей в диапазоне от (5,39 ± 0,1) 
до (4,35 ± 0,1) log2 с учетом хранения (табл. 1). 
Оптимальная доза вакцины ВАК-ХТН составила 
9,53∙104 РНК-копий/мл, что соответствовало разве-
дению 1/16 исходного вакцинного полуфабриката, 
при котором индукция нАТ у 100% мышей была 
в диапазоне от (5,2±0,2) до (4,5±0,1) log2 за тот же 
период. Вакцинная доза для ВАК-Сочи составила 
6,21∙104 РНК-копий/мл, что соответствовало разве-
дению исходного вакцинного полуфабриката 1/8, 
индуцирующего выработку нАТ у 100% мышей в 
диапазоне от (5,09±0,17) до (4,38±0,1) log2.

Влияние адъювантов в составе вакцины  
ВАК-ПУУ на специфический иммунный ответ

Нейтрализующие антитела были выявлены у 
7/7 мышей во всех экспериментальных группах в 
ответ на введение испытуемых вакцинных препа-
ратов (экспериментальные группы 1‒7) до разве-
дения 1/8 включительно. В контрольных группах 
нАТ не выявлены. У мышей экспериментальных 
групп нАТ до иммунизации в сыворотках крови 
отсутствовали. 

При введении неразведенных вакцинных пре-
паратов более выраженный иммунный ответ в 
сравнении с ВАК-ПУУ (группа сравнения) с со-
ответствующей статистической разницей в ти-
тре нАТ выявлен в сыворотках крови мышей по-
сле иммунизации ВАК-ПУУ-СЧ/300 (p < 0,0001), 
ВАК-ПУУ-ТЛВ/0,2 (p < 0,001), ВАК-ПУУ-ЛПС 
(p < 0,0001), ВАК-ПУУ-Al (p = 0,001) (рис. 1). 

При введении вакцинных препаратов в разве-
дениях 1/2, 1/4 и 1/8 не наблюдалось достоверной 
разницы в титре нАТ в группах ВАК-ПУУ-СЧ/150 
и ВАК-ПУУ-Al, а в группе ВАК-ПУУ-ТЛВ/7,5 титр 
нАТ снижался статистически значимо (p > 0,0001) 
относительно ВАК-ПУУ (рис. 1). Введение вак-
цин, содержащих ТЛB в концентрации 7,5 мкг/мл,  
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Рис. 1. Титры нейтрализующих антител в сыворотках крови 
мышей BALB/c после иммунизации вакцинными прапара-
тами с адъювантами: CЧ в концентрации 300 и 150 мкг/мл 
(a); ТЛB в концентрации 7,5 и 0,2 мкг/мл (b); ЛПС в кон-
центрации 50 мкг/мл и Al в концентрации 1 мг/мл (c). Вак-
цины вводили в неразведенном виде (н/р) и в разведениях 
1/2, 1/4, 1/8. Титры нАТ измеряли методом РН/ФОЕ50. Здесь 
и далее статистический анализ проведен с использованием 
одностороннего ANOVA с тестом множественных сравне-
ний Тьюка: ns = несущественно, ****p < 0,0001

Fig. 1. Neutralizing antibodies (NAb) in BALB/c mice blood 
sera after immunization with vaccine preparations with adju-
vants: SPs at the concentration of 300 and 150 μg/ml (a), TLB 
at the concentration of 7.5 and 0.2 μg/ml (b), LPS at the concen-
tration of 50 μg/ml and Al at the concentration of 1 mg/ml (c). 
Vaccine preparation was administered in undiluted form and at 
dilutions of ¹⁄₂, ¹⁄₄, ¹⁄₈. NAb titers were measured by FRNT50 
method. Hereinafter, a statistical analysis was carried out us-
ing a one-way ANOVA with the Tuke multiple comparison test: 
ns ‒ not significant, ****p < 0.0001.

Та бл и ц а  1
Подбор оптимальной дозы вакцины ВАК-ПУУ для индукции специфического иммунного  
ответа у мышей BALB/c
Selection of optimal VAC-PUU dose for inducing specific immune response in BALB/c mice

Разве
дение

Эффективность 
иммунизации, 

%a

Титр 
вируса, 

ФОЕ/млb

Число 
копий  

РНК/млc

Титр нАТ, log2
d

2 нед 6 мес 12 мес 24 мес
0 100 5,50 4,00∙105 8,67±0,18 8,20±0,08 5,40±0,19 4,90±0,17

1/2 100 5,30 1,24∙105 6,40±0,10 5,44±0,17 5,00±0,32 4,53±0,10
1/4 100 5,05 1,03∙105 5,60±0,27 5,36±0,32 4,74±0,21 4,47±0,20
1/8 100 4,87 6,91∙104 5,39±0,10 5,15±0,10 4,49±0,28 4,35±0,10
1/16 100 4,60 3,67∙104 4,90±0,10 4,77±0,18 4,40±0,15 4,10±0,08
1/32 100 4,45 3,55∙104 4,50±0,10 4,45±0,21 4,20±0,07 <4
1/64 100 3,87 7,46∙10³ 4,26±0,17 4,10±0,12 <4 <4
1/128 93 3,70 3,27∙10³ <4 <4 <4 <4
1/256 78 3,50 3,12∙10³ <4 <4 <4 <4

aПроцентное содержание мышей с выраженными титрами нАТ относительно всех иммунизированных мышей (The percentage 
 of mice with high titers of neutralizing antibodies (NAb) relative to all immunized mice). 
bТитр вируса в вакцинном полуфабрикате до инактивации (The virus titer in vaccine preparation before inactivation). 
cЧисло копий РНК в вакцинном полуфабрикате после инактивации (The number of copies of RNA in the vaccine preparation after 
 inactivation).
dТитр нАТ в ответ на иммунизацию вакцинными препаратами, хранившихся в одинаковых условиях 2 недели, 6, 12 и 24 
 месяца (The titer of NAb in response to immunization with vaccines stored under identical conditions for 2 weeks, 6, 12 or 24 months).
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сопровождалось токсическим эффектом в виде 
выпадения усов и частично шерстного покрова. 
При иммунизации вакцинными препаратами уро-
вень нАТ у мышей в группах ВАК-ПУУ-ТЛВ/0,2 
(p < 0,0001) и ПУУ-СЧ/300 (p < 0,0001) снижал-
ся при разведение вакцины, но при этом был 
статистически выше, чем в группе ВАК-ПУУ 
(p < 0,0001) в этих же разведениях (рис.  1a,  b). 
Более четко эта тенденция была выражена в 
группе ВАК-ПУУ-ЛПС (рис.  1c). Титр нАТ в 
сыворотке крови мышей этой группы не снижался 
при снижении дозы вакцины и оставался на 
статистически достоверно более высоком уровне, 
чем у мышей в группе ВАК-ПУУ (p < 0,0001). 

Таким образом, наиболее выраженный адъю-
вантный эффект наблюдался в группах ВАК-ПУУ-
ЛПС, ВАК-ПУУ-СЧ/300 и ВАК-ПУУ-ТЛВ/0,2  
(p < 0,0001). Важно подчеркнуть, что иммуно-
стимулирующий эффект ЛПС, СЧ/300 и ТЛВ/0,2 
не снижался при разведении этих вакцинных пре-
паратов. Однако, принимая во внимание тот факт, 
что адъювантные свойства СЧ проявлялись лишь 
при высокой белковой нагрузке (300 мкг/мл), 
что нежелательно для вакцин, вводимых людям, 
а введение ТЛB в составе вакцинного препара-
та сопровождалось проявлениями токсичности, 
эти препараты, были исключены из дальнейших 
исследований.

В последующих экспериментах в качестве 
адъювантов исследовали Al и ЛПС в составе 
вакцины ВАК-ПУУ и поливалентной вакцины 
ГЛПС-Вак. Вакцинные препараты вводили в не-
разведенном виде и в разведении 1/8. При анализе 
иммуногенности поливалентной вакцины ГЛПС-
Вак в сравнении с ГЛПС-Вак-Аl не выявлено ста-
тистически значимой разницы в титре нАТ в сы-

воротках крови мышей в ответ на иммуниза-
цию вакцинами как в неразведенном виде, так и 
в разведении ¹⁄₈. В группе ГЛПС-Вак-ЛПС титры 
нАТ были статистически значимо выше, чем в 
ГЛПС-Вак, снижение дозы антигенной составля-
ющей вакцины в 8 раз не приводило к снижению 
титра нАТ (p < 0,0001) (рис. 2a, b). 

Влияние адъювантов на иммуногенность 
ВАК-ПУУ при хранении

Вакцинные препараты ВАК-ПУУ, ВАК-
ПУУ-ЛПС хранили при 6 ± 2 °С в жидкой и лио
филизированной формах, а ВАК-ПУУ-Al только в 
жидкой форме. Контроль на иммуногенную ста-
бильность был проведен через 6 и 12 месяцев хра-
нения в регламентированных условиях. Вакцин-
ные препараты вводили в неразведенном виде и в 
разведении 1/8. Титры нАТ определены у 7/7 им-
мунизированных мышей BALB/с после 3-кратной 
иммунизации во всех экспериментальных груп-
пах. В контрольных группах мышей нАТ не об-
наружены. После иммунизации неразведенными 
вакцинами, хранившимися 6 и 12 месяцев в жид-
ком виде, уровень нАТ незначительно снизился в 
группах ВАК-ПУУ (p = 0,01) и ВАК-ПУУ-Al (p < 
0,0001), причем не было значимых различий в ти-
трах нАТ между группами в эти сроки хранения. 
Уровень нАТ в группе ВАК-ПУУ-ЛПС был значи-
мо выше, чем у мышей в группе сравнения, ВАК-
ПУУ, с выраженной статистической разницей (p < 
0,0001) (рис. 3a). Через 12 месяцев хранения меж-
ду группами ВАК-ПУУ и ВАК-ПУУ-ЛПС разни-
ца оказалась значительной (p < 0,001). Не отме-
чено различий в иммуногенности вакцин, хранив-
шихся как в жидкой, так и в лиофилизированной 
формах в течение 12 месяцев (рис. 3c, d). 

Рис. 2. Титры нейтрализующих антител в сыворотках крови мышей BALB/c после трехкратной иммунизации вакци-
нами: ГЛПС-Вак, ГЛПС-Вак-Al, ГЛПС-Вак-ЛПС в неразведенном виде (a); в разведении 1/8 (b). Титры нАТ опреде-
ляли методом РН/ФОЕ50. ns ‒ несущественно, ****p < 0,0001.

Fig. 2. Titers of NAb in BALB/c mice blood sera after three times immunizations with HFRS-Vac, HFRS-Vac-Al, HFRS-
Vac-LPS in undiluted form (a) and at dilution of 1/8 (b). NAb titers were measured by FRNT50 metod. ****p< 0,0001.
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Влияние адъювантов на иммуногенность 
поливалентных вакцин при хранении

В результате хранения образцов сыворо-
ток крови мышей, иммунизированных поли-
валентной вакциной ГЛПС-Вак и ГЛПС-Вак-
Al, как в неразведенном виде, так и в разве-
дении 1/8, не выявлено значимых различий в 
титре нАТ к вирусам Пуумала, Хантаан и Сочи 
(рис. 4a, b). ГЛПС-Вак-ЛПС индуцировала ста-
тистически более выраженный гуморальный от-
вет (p < 0,0001) в сравнении с вышеописанными 
группами (рис. 4a, b). 

Форма хранения вакцинных препаратаов 
(лиофилизированная и жидкая) в течение 12 ме-
сяцев не повлияла статистически значимо на вы-
работку нАТ у мышей BALB/c. 

Оценка T-клеточного иммунного ответа

Для оценки индукции клеточного иммунного от-
вета определяли уровень цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-12 и 
ИНФ-γ в сыворотках крови мышей BALB/с до и по-
сле иммунизаций. За фоновый уровень был принят 
уровень цитокинов у интактных мышей. Иммуно-
модулирующий эффект адъювантов оценивали для 
препаратов ВАК-ПУУ, ВАК-ПУУ-Al, ВАК-ПУУ-
ЛПС, ВАК-ПУУ-СЧ/150, ВАК-ПУУ-СЧ/300, ВАК-
ПУУ-ТЛB/0,2, ВАК-ПУУ-ТЛB/7,5 в сравнении с 
ВАК-ПУУ и контрольными группами животных. 
Контрольные группы были представлены интакт-
ными животными (К), а также К-ФР, К-Al, К-ЛПС, 
К-СЧ/150, К-СЧ/300, K-ТЛB/0,2, K-ТЛB/7,5.

Выявленно значительное повышение уров-
ня ИЛ-1β в сыворотках крови мышей в группах  

Рис. 3. Анализ нейтрализующих антител в сыворотках крови мышей BALB/c, иммунизированных вакцинами 
ВАК-ПУУ, ВАК-ПУУ-Al и ВАК-ПУУ-ЛПС. Вакцинные препараты хранили в течение 6 и 12 месяцев при темпера-
туре 6 ± 2 °С в неразведенном виде в жидкой (a) или лиофилизированной (лио) (c) форме, а также при разведении 
1/8 в жидкой (b) или лиофилизированной (d) форме. Титры нАТ определяли методом РН/ФОЕ50. ns ‒ несуществен-
но, ****p < 0,0001

Fig. 4. Titers of NAb in BALB/c mice blood sera after three immunizations with VAC-PUU, VAC-PUU-Al and VAC-PUU-LPS.  
The vaccines were stored for 6 and 12 months at a 6±2 °C as undiluted preparations in a liquid (a) or lyophilized (b) form 
as well as when diluted ¹⁄₈ in a liquid (c) or lyophilized (d) form. Titers were measured by FRNT50 method. ****p < 0.0001.
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ВАК-ПУУ-ТЛB/0,2, ВАК-ПУУ-ТЛB/7,5 (p < 0,0001) 
и ВАК-ПУУ-СЧ/300 (p < 0,001), а также в контоль-
ных группах K-ТЛB/0,2, K-ТЛB/7,5 и К-СЧ/300 
(p < 0,0001) после трех иммунизаций относитель-
но группы интактных мышей (рис. 5a, d). В дру-
гих группах статистически значимой разницы 
не наблюдалось.

Уровень ИНФ-γ на фоне повышения в кон-
трольных группах К-СЧ/300, К-ТЛB/0,2 и 
K-ТЛB/7,5 относительно интактных мышей 
(p < 0,0001) был статистически значимо повышен 
во всех экспериментальных группах (p < 0,0001) 
(рис. 5b). В группах ВАК-ПУУ-Al и ВАК-ПУУ-

СЧ/150 (p < 0,0001) эта тенденция была менее вы-
ражена (рис. 5e). Следует отметить, что в группе 
К-ТЛB уровень цитокинов ИЛ-1β и ИНФ-γ был 
значимо выше, чем в группе интактных мышей 
(p < 0,0001), что может свидетельствовать о токси-
ческом воздействии ТЛB.

Как и в случае ИНФ-γ, уровень ИЛ-12 повы-
шался в сыворотках крови мышей, иммунизиро-
ванных вакцинными препаратами относительно 
контрольных групп (рис. 5f). В тоже время повы-
шение уровня этого цитокина наблюдалось и в кон-
трольных группах К-СЧ/150, К-СЧ/300 (p < 0,05), 
K-ТЛВ/0,2 и K-ТЛВ/7,5 (p < 0,0001) (рис. 5c).

Рис. 4. Анализ нейтрализующих антител к вирусам Пуумала (ПУУ), Хантаан (ХТН) и Сочи в сыворотках крови мы-
шей BALB/c после иммунизации препаратами ГЛПС-Вак без адъювантов и с адъювантами Al или ЛПС, хранивши-
мися в течение 6 и 12 месяцев при температуре 6 ± 2 °С в неразведенном виде (a) и в разведении 1/8 (b). Титры нАТ 
определяли методом РН/ФОЕ50. ns = несущественно, ****p < 0,0001

Fig. 4. Analysis of NAbs against Puumala (PUU), Hantaan (HTN) and Sochi viruses in BALB/c mice blood sera after immu-
nization with HFRS-Vac without and with AL or LPS as an adjuvant. Vaccine preparations were stored for 6 and 12 months at 
6 ± 2 °C in undiluted (a) or diluted 1/8 (b) form. Titers were measured by FRNT50 method. ****p < 0.0001.
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При сравнительном анализе цитокиново-
го профиля мышей, иммунизированных вакцин-
ными препаратами ВАК-ПУУ, ВАК-ПУУ-Al и 
ВАК-ПУУ-ЛПС или препаратами поливалентной 
вакцины: ГЛПС-Вак, ГЛПС-Вак-Al, ГЛПС-Вак-
ЛПС, ‒ хранившимися 6 и 12 месяцев в жидкой и 
лиофилизированной формах, не выявлено стати-
стически достоверных различий. 

Актуальные для России профилактиче-
ские вакцины против ГЛПС разработаны в 
«ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН». Это вак-
цина на основе вируса Пуумала, бивалентная вак-
цина на основе вирусов Пуумала и Куркино и по-
ливалентная вакцина на основе вирусов Пуумала, 
Хантаан и Сочи [13‒15].

Как для любой инактивированной вакци-
ны, повышение ее иммуногенности, в том чис-
ле с использованием соответствующих адъюван-
тов, чрезвычайно актуально. Введение адъюванта 
в состав вакцины может способствовать достиже-
нию и других целей иммунопрофилактики, таких 
как снижение дозы антигена, ускорение форми-
рования иммунного ответа, увеличение продол-
жительности иммунной защиты, повышение эф-
фективности вакцины при введении лицам с осла-
бленным иммунитетом [22].

Адъювантный эффект может быть обусловлен 
иммуномодуляцией, оптимизацией процесса пре-
зентации антигена, индукцией ответа цитотокси-
ческих Т-лимфоцитов СD8+, таргетингом и фор-
мированием депо [23, 24].

В виду большого разнообразия адъювантов 
и механизма их действия подбор адъюванта осу-
ществляется путем сравнения их эффективности, 
а также оценки их безопасности и переносимости 
на моделях животных.

Для хантавирусов, возбудителей ГЛПС, от-
сутствует лабораторная модель животного для 
использования в опытах по оценке иммуноген-
ности вакцин методом разрешающей инфекции 
(challenge). В случаях, когда анализ протективной 
активности вакцины против соответствующего 
возбудителя на лабораторных животных невозмо-
жен, иммуногенность определяют по иммунному 
ответу, в первую очередь по уровню индуцируе-
мых вакцинным препаратом нАТ, у иммунизиро-
ванных животных. 

Ранее показано [25], что нАТ к хантавирусам, 
вырабатываемые на эпитопы поверхностных бел-
ков Gn и Gc, видоспецифичны, вследствие чего 
выработка только нейтрализующих антител ис-
ключает возможность перекрестного иммунитета. 
В то же время для хантавирусов характерна ин-
дукция выраженного перекрестного протектив-

ного Т-клеточного иммунитета, индуктором ко-
торого является нуклеокапсидный белок N [25]. 
Оценка иммунологических показателей Т-клеточ-
ного иммунитета у лабораторных животных после 
введения вакцины является важной дополнитель-
ной характеристикой иммуногенности вакцины.

В проведенном исследовании в качестве адъ-
ювантов были испытаны: СЧ, ТЛB, ЛПС и гидро-
окись алюминия в составе вакцинных препаратов 
против ГЛПС.

CЧ образуют высокоиммуногенные комплек-
сы, адсорбируя на поверхности антигенные де-
терминанты [18]. В наших экспериментах имму-
ностимулирующий эффект СЧ наблюдался при 
содержании их в вакцине не менее 300 мг/дозу. 
Такое содержание нецелевого белка превышает 
допустимое в вакцинных препаратах, вводимых 
людям. Уменьшение концентрации СЧ до допу-
стимых значений белка приводило к снижению 
иммуногенности до уровня, эквивалентного без-
адъювантной форме вакцины. 

ТЛB, по данным литературных источни-
ков, применяется в качестве молекулярного но-
сителя в бивалентной вакцине для профилакти-
ки бруцеллеза и диарей, вызываемых бактериями 
Brucella  abortus и энтеропатогенными Esche-
richia  coli и Vibrio сholerae, в ветеринарии [19]. 
Введение ТЛB мышам BALB/c, как в виде моно-
препарата, так и в составе вакцины ВАК-ПУУ в 
рекомендуемой дозе, сопровождалось токсиче-
скими проявлениями и повышением уровня про-
воспалительного цитокина ИЛ-1β. При снижении 
дозы ТЛB с 7,5 до 0,2 мкг/мл (ВАК-ПУУ-ТЛB/0,2) 
иммуногенность вакцины повышалась относи-
тельно ВАК-ПУУ и не наблюдалось видимых ток-
сических проявлений у животных, однако уро-
вень провоспалительного цитокина ИЛ-1β был 
существенно выше нормы. ИЛ-1β играет важ-
ную роль в ранних врожденных иммунных реак-
циях, а дисрегуляция его экспрессии приводит к 
аутовоспалению [26‒29], в связи с чем повышен-
ная индукция ИЛ-1β при иммунизации вакцина-
ми нежелательна.

С учетом требований, предъявляемым к адъю-
вантам [30], белковые адъюванты СЧ и ТЛB были 
исключены из дальнейшего исследования.

Адъюванты на основе алюминия имеют дли-
тельную историю применения в вакцинных пре-
паратах по всему миру [17] и входят в состав 
различных лицензированных препаратов (диф
терийно-коклюшно-столбнячная, дифтерий-
но-столбнячная, дифтерийно-столбнячно-гепа-
титная, инактивированная полиомиелитная вак-
цины) [24]. Нами показано, что использование 
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алюминия в качестве адъюванта в составе вакцин 
против ГЛПС не приводит к повышению ее им-
муногенности. Известно, что соли алюминия от-
носятся к слабым иммуностимуляторам, особен-
но клеточного иммунного ответа [24], что и под-
тверждено в проведенном нами исследовании – по 
низким уровням цитокинов ИЛ-12 и ИНФ-γ у мы-
шей после иммунизации (рис. 5b, c, e, f).

Углеводные адъюванты модулируют иммун-
ный ответ посредством активации специфиче-
ских рецепторов врожденной иммунной систе-
мы и индукции приобретенного иммунитета [31]. 
Нами показано, что применение низкоэндоток-
сичного ЛПС в составе моновалентной и полива-
лентной вакцин против ГЛПС приводит к увели-
чению титров нАТ при минимальном содержании 
целевого антигена. Согласно клиническим иссле-
дованиям, этот ЛПС безопасен для парентераль-
ного введения человеку [32].

Анализ цитокинового профиля у мышей 
BALB/c показал, что независимо от добавле-
ния адъювантов происходит активация эффекто-
ров иммунной системы. Активация иммунного 
ответа на введение антигена приводит, в частно-
сти, к индукции синтеза регуляторных цитокинов 
ИНФ-γ и ИЛ-12, вследствие чего происходит по-
ляризация иммунного ответа по типу Th-1 [33]. 
ИЛ-12 обеспечивает регуляторный путь разви-
тия врожденной иммунной системы посредством 
взаимодействий клеток с антигенами и направля-
ет развитие специфического иммунитета по соот-
ветствующему фенотипу Т-клеток [34]. 

В исследовании также рассмотрено влияние 
на стабильность вакцинных препаратов разных 
способов и времени их хранения. При длительном 
хранении (6, 12 и 24 месяца) вакцин без добавле-
ния адъювантов наблюдалось снижение индуци-
руемого уровня гуморального иммунного ответа. 
Аналогичные результаты получены при использо-
вании гидроокиси алюминия ‒ как в составе мо-
новакцины, так и в поливалентной вакцине про-
тив ГЛПС. Введение ЛПС в состав этих вакцин 
позволяет сохранить их иммуногенные свойства в 
течение 12 месяцев. Форма хранения (в жидком 
или лиофилизированном виде) не влияла на уров-
ни индуцируемых вакцинами нАТ и цитокинов.

На основании полученных результатов можно 
говорить о том, что вакцины против ГЛПС: ВАК-
ПУУ и ГЛПС-Вак – индуцируют сбалансирован-
ный гуморальный и клеточный иммунный ответ 
у мышей BALB/c, использованных в качестве ла-
бораторной модели. Введение ЛПС в составе этих 
вакцинных препаратов усиливает и стабилизиру-
ет их иммуногенность.
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Abstract–Effects of different classes of adjuvants (aluminum hydroxide, spherical protein particles, 
thermolabile B protein, low-endotoxic pyrogen-free lipopolysaccharide) have been studied in order to 
enhance the immunogenicity of inactivated vaccines against hemorrhagic fever with renal syndrome. 
The Puumala virus-based monovaccine and multivalent vaccine based on Puumala, Hantaan and Sochi 
viruses were analyzed, and BALB/c mice were used as an animal model. It was shown that low-endotoxic 
pyrogen-free lipopolysaccharide stimulated the production of virus-neutralizing antibodies and increased 
the vaccine stability during storage, which allows to reduce the antigenic load of the vaccine. Aluminum 
hydroxide slightly increased the production of T-cells immune response mediators and did not affect the 
neutralizing antibodies induction and vaccine stability. Despite the adjuvant effect, it was shown that 
spherical protein particles and thermolabile B protein were unacceptable for vaccines administered to 
humans due to the high protein load and toxic effects, respectively.

Key words: hantaviruses, hemorrhagic fever with renal syndrome, inactivated vaccines, adjuvants, immune 
response
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