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(57) Изобретение относится к биотехнологии, иммунологии и вирусологии. Создано фармацевтическое средство
для индукции специфического иммунитета против вируса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-
CoV-2, содержащее компонент 1, представляющий собой средство в виде экспрессионного вектора на основе
генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-го серотипа, в котором делетированы E1 и E3 области,
а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ
ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, a также содержащее компонент 2, представляющий собой средство в
виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 5-го серотипа,
в котором делетированы E1 и E3 области, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3. Также создано фармацевтическое средство для индукции специфического
иммунитета против вируса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, содержащее компонент
1, представляющий собой средство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного
штамма human adenovirus 26-го серотипа, в котором делетированы E1 и E3 области, а область ORF6-Ad26
заменена на ORF6-Ad5, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2,
SEQ ID NO:3, a также содержащее компонент 2, представляющий собой средство в виде экспрессионного
вектора на основе генома рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-го серотипа, в котором делетированы
E1 и E3 области, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:2, SEQ ID
NO:3. Создано также фармацевтическое средство для индукции специфического иммунитета против вируса
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тяжелого острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, содержащее компонент 1, представляющий собой
средство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-
го серотипа, в котором делетированы E1 и E3 области, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной
из SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, а также содержащее компонент 2, представляющий собой
средство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 5-
го серотипа, в котором делетированы E1 и E3 области, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной
из SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3. При этом каждое фармацевтическое средство находится в
жидкой или лиофилизированной форме, а компонент 1 и компонент 2 находятся в разных упаковках. Каждое
фармацевтическое средство применяют для индукции специфического иммунитета против вируса тяжелого
острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, при этом используют компонент 1 и 2 в эффективном
количестве последовательно с интервалом не менее 1 недели. Изобретение обеспечивает развитие реакций
гуморального и клеточного иммунного ответа против SARS-CoV-2, при этом обеспечивается повышенный
уровень иммунного ответа против вируса SARS-CoV-2.
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Область техники 

Изобретение относится к биотехнологии, иммунологии и вирусологии. Предложенное средство 

может применяться для профилактики заболеваний, вызванных вирусом тяжелого острого респиратор-

ного синдрома SARS-CoV-2. 

Уровень техники 

В конце 2019 г. в г. Ухань провинции Хубэй (КНР) была зафиксирована вспышка атипичной пнев-

монии неизвестной этиологии. Проведенные научные исследования позволили установить, что она была 

вызвана одноцепочечным РНК-содержащим вирусом, относящимся к семейству Coronaviridae, к линии 

Beta-CoV В. 11 февраля 2020 г. Всемирная Организация Здравоохранения присвоила новому вирусу 

официальное название SARS-CoV-2, а болезнь, возбудителем которой он является, получила название 

COVID-19 ("Coronavirus disease 2019"). 

В течение нескольких месяцев SARS-CoV-2 распространился по всему миру, став причиной панде-

мии, затронувшей более 200 стран. К 1 августа 2020 г. количество заболевших превысило 17,5 млн чело-

век, а количество погибших - 683 тыс. человек. 

Коронавирус передается от человека к человеку воздушно-капельным, воздушно-пылевым и кон-

тактным путями. Инкубационный период составляет в среднем 5-6 дней, после чего развиваются первые 

симптомы заболевания. Для COVID-19 характерными симптомами являются повышение температуры 

тела, сухой кашель, отдышка, утомляемость. Реже встречаются - боль в горле, в суставах, насморк, го-

ловная боль. 

Диагностика COVID-19 осложняется тем, что симптомы данного заболевания характерны для мно-

гих вирусных инфекций. Окончательный диагноз ставится на основании результатов лабораторных ис-

следований, для которых необходимо специализированное оборудование, высококвалифицированный 

персонал и дорогостоящие реактивы. 

COVID-19 может протекать как в легкой, так и тяжелой форме. При этом тяжелая форма заболева-

ния чаще развивается у пациентов старше 60 лет, имеющих хронические заболевания. Наиболее грозны-

ми осложнениями данного заболевания являются пневмония, острый респираторный дистресс-синдром, 

острая дыхательная недостаточность, острая сердечная недостаточность, острая почечная недостаточ-

ность, септический шок, кардиомиопатии и др. При этом средств этиотропного лечения в настоящее 

время не разработано. 

Быстрое распространение SARS-CoV-2 и высокий процент смертности создали острую необходи-

мость в разработке эффективных средств профилактики заболеваний, вызываемых данным вирусом. Все 

исследования в данной области опираются на многолетний опыт по разработке препаратов для профи-

лактики заболеваний, вызываемых другими представителями семейства коронавирусов. 

Известно решение (патент US 7452542 B2), в котором для профилактики заболеваний, вызванных 

коронавирусом, используют живую аттенуированную вакцину. Данная вакцина содержит живой атте-

нуированный коронавирус, который характеризуется как содержащий геном, кодирующий (i) ExoN, со-

держащий замену на тирозин 
6398

MHV-A59 или аналогичной позиции, (ii) полипептид Orf2a, содержащий 

замену на лейцина 
106

MHV-A59 или аналогичной позиции и фармацевтически приемлемый разбавитель. 

При этом данное изобретение распространяется на ряд коронавирусов животных и птиц и коронавирус 

человека ОС34. 

Известно решение (WO 2006136448 A2), в котором для получения вакцины против SARS-CoV ис-

пользуют нуклеиновую кислоту, кодирующую аттенуированный вирус SARS-CoV. 

При этом максимальный титр вируса в клеточной культуре по крайней мере в 2 раза ниже, чем мак-

симальный титр вируса SARS-CoV дикого типа в той же культуре клеток. 

Известно решение (RU 2332457 С2В), в котором для профилактики коронавирусной инфекции, воз-

будителем которой является SARS-CoV, используют живую бактериальную вакцину, в которой на по-

верхности бактерии представлены антигены SARS-CoV, заякоренные с помощью синтетазы поли-гамма-

глутаминовой кислоты (pgsBCA). 

Известно решение (WO 2016116398 A1), где для получения вакцины против коронавируса MERS-

CoV используют нуклеокапсидный белок N MERS-CoV и/или его иммуногенный фрагмент или молекулу 

нуклеиновой кислоты, кодирующую N-нуклеокапсидный белок MERS-CoV и/или его иммуногенный 

фрагмент. Также в изобретении раскрыто использование генетических векторов на основе вируса ко-

ровьей оспы, авипоксвируса, аденовируса, альфа-вируса, рабдовируса и герпесвируса для получения вак-

цины против коронавируса MERS-CoV 

Известно решение (WO 2006071250 A2), где в качестве вакцины против SARS-CoV предложено ис-

пользование векторных систем на основе поксвирусов и бакуловирусов, содержащих гены S белка 

SARS-CoV и его антигенных фрагментов. 

Известно решение (CN 1276777 C), в котором предложена вакцина против тяжелого острого респи-

раторного синдрома на основе рекомбинантного аденовируса человека 5 серотипа, содержащего после-

довательность S белка вируса SARS-CoV. 

Филогенетические исследования позволили установить, что вирус SARS-CoV-2 более близок к ко-

ронавирусам, поражающим летучих мышей (bat-SL-CoVZC45, bat-SL-CoVZXC21), чем к коронавирусам, 
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циркулирующим в человеческой популяции. Так, например, S белок SARS-CoV-2 гомологичен S белку 

SARS-CoV не более чем на 75% (Zhou Р., Yang X.L., Wang X.G., et al. A pneumonia outbreak associated 

with a new coronavirus of probable bat origin. Nature. 2020; 579(7798):270-273, doi:10.1038/s41586-020-2012-

7). Таким образом, кандидатные вакцины против заболеваний, вызываемых SARS-CoV, не эффективны 

против COVID-19. 

В настоящее время не зарегистрировано ни одного препарата для индукции специфического имму-

нитета против коронавируса SARS-CoV-2. Известно, что несколько фармацевтических компаний ведут 

разработку кандидатных вакцин, часть из которых основана на технологии рекомбинантных аденовирус-

ных векторов. 

Фармацевтическая компания SanSino (Тяньцзинь, Китай) совместно с Пекинским институтом био-

технологии (Пекин, Китай) разработала кандидатную вакцину против COVID-19, которая включает век-

тор на основе аденовируса человека 5 серотипа (с удаленными Е1 и E3 областями), содержащий оптими-

зированный ген S белка коронавируса SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 (GenBank YP_009724390) с сигнальным 

пептидным геном активатора тканевого плазминогена. Вакцина представляет собой жидкую форму, со-

держащую 5×10
10

 вирусных частиц/0,5 мл. Данное решение было выбрано авторами заявляемого изобре-

тения за прототип. 

Существенным недостатком данного решения является то, что вакцина может быть не эффективна 

у некоторых групп населения за счет наличия предсуществующего иммунитета к аденовирусу человека 5 

серотипа. Так, например, согласно опубликованным данным однократного введения данной кандидатной 

вакцины было недостаточно, чтобы вызвать высокий уровень гуморальных иммунных реакции у людей в 

возрасте 55 лет или старше (Zhu F.C., Guan X.H., Li Y.H., et al. Immunogenicity and safety of a recombinant 

adenovirus type-5-vectored COVID-19 vaccine in healthy adults aged 18 years or older: a randomised, double-

blind, placebo-controlled, phase 2 trial [published online ahead of print, 2020 Jul 20]. Lancet. 2020; S0140-

6736(20)31605-6. doi:10.1016/S0140-6736(20)31605-6). Тогда как именно люди пенсионного возраста на-

ходятся в зоне риска тяжелого течения COVID-19. 

Таким образом, в области техники существует потребность в разработке фармацевтического сред-

ства, которое является безопасным и способно индуцировать иммунный ответ против вируса SARS-CoV-

2 у широких слоев населения. 

Осуществление изобретения 

Технической задачей заявленной группы изобретений является создание средств, обеспечивающих 

эффективную индукцию иммунного ответа против вируса SARS-CoV-2. 

Технический результат заключается в создании безопасного и эффективного фармацевтического 

средства, которое обеспечивает развитие реакций гуморального и клеточного иммунного ответа против 

вируса SARS-CoV-2 у различных групп населения за счет использования двух различных аденовирусных 

векторов. Кроме того, технический результат заключается в создании фармацевтического средства, обес-

печивающего повышенные уровни иммунного ответа против вируса SARS-CoV-2. 

Указанный технический результат достигается тем, что создано фармацевтическое средство для ин-

дукции специфического иммунитета против вируса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-

CoV-2, содержащее компонент 1, представляющий собой средство в виде экспрессионного вектора на 

основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-го серотипа, в котором делетированы Е1 и 

E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5 со встроенной экспрессионной кассетой, вы-

бранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, а также содержащее компонент 2, представляю-

щий собой средство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма human 

adenovirus 5-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области со встроенной экспрессионной кассе-

той, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 (вариант 1). 

Также создано фармацевтическое средство для индукции специфического иммунитета против виру-

са тяжелого острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, содержащее компонент 1, представляющий 

собой средство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма human ade-

novirus 26-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на 

ORF6-Ad5 со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID 

NO: 3, а также содержащее компонент 2, представляющий собой средство в виде экспрессионного векто-

ра на основе генома рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-го серотипа, в котором делетированы 

Е1 и E3 области со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2, 

SEQ ID NO: 3 (вариант 2). 

Создано также фармацевтическое средство для индукции специфического иммунитета против ви-

руса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, содержащее компонент 1, представляю-

щий собой средство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма simian 

adenovirus 25-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области со встроенной экспрессионной кас-

сетой, выбранной из SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, а также содержащее компонент 2, 

представляющий собой средство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного 

штамма human adenovirus 5-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области со встроенной экс-

прессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 (вариант 3). 
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При этом каждое фармацевтическое средство находится в жидкой или лиофилизированной форме. 

Причем буферный раствор фармацевтического средства для жидкой формы содержит, мас.%: 

 

 
А буферный раствор фармацевтического средства для лиофилизированной формы содержит, мас.%: 

 
Компонент 1 и компонент 2 находятся в разных упаковках. 

Каждое фармацевтическое средство применяют для индукции специфического иммунитета против 

вируса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, при этом используют компонент 1 и 2 в 

эффективном количестве последовательно с интервалом не менее 1 недели. 

Краткое описание фигур 

На фиг. 1 представлена схема экспрессионной кассеты, где 

1 - промотор, 

2 - целевой ген, 

3 - сигнал полиаденилирования. 

На фиг. 2 представлены результаты оценки эффективности иммунизации разработанным фармацев-

тическим средством по оценке доли пролиферирующих CD4+ лимфоцитов, рестимулированных глико-

протеином S SARS-CoV-2, на 8 день после иммунизации испытуемых животных. 

Ось ординат - количество пролиферирующих клеток, %. 

Ось абсцисс - сформированные группы животных: 

1) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

2) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

3) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

4) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

5) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

6) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

7) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

8) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

9) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

10) Ad26-null (компонент 1), Ad5-null (компонент 2); 

11) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 
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12) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

13) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

14) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

15) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

16) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

17) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

18) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

19) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

20) Ad26-null (компонент 1), simAd25-null (компонент 2); 

21) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

22) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

23) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

24) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

25) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

26) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

27) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

28) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

29) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

30) simAd25-null (компонент 1), Ad5-null (компонент 2); 

31) фосфатно-солевой буфер. 

 - Данные по одному животному. 

 - Среднее геометрическое значение, рассчитанное для каждой группы. 

На фиг. 3 представлены результаты оценки эффективности иммунизации разработанным фармацев-

тическим средством по оценке доли пролиферирующих CD8+ лимфоцитов, рестимулированных глико-

протеином S SARS-CoV-2, на 8 день после иммунизации мышей. 

Ось ординат - количество пролиферирующих клеток, %. 

Ось абсцисс - сформированные группы животных: 

1) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

2) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

3) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

4) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

5) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

6) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

7) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

8) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

9) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

10) Ad26-null (компонент 1), Ad5-null (компонент 2); 

11) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

12) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

13) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

14) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

15) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

16) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

17) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

18) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

19) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

20) Ad26-null (компонент 1), simAd25-null (компонент 2); 

21) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

22) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

23) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

24) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

25) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

26) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

27) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

28) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

29) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

30) simAd25-null (компонент 1), Ad5-null (компонент 2); 

31) фосфатно-солевой буфер. 

 - Обозначены данные по каждому животному. 

 - Среднее геометрическое значение, рассчитанное для каждой группы. 

На фиг. 4 представлена выживаемость сирийских хомячков, иммунизированных разработанным 

фармацевтическим средством, и контрольных групп на модели летальной инфекции вируса SARS-CoV-2. 
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Ось ординат - выживаемость животных, %. 

Ось абсцисс - дни после заражения вирусом SARS-CoV-2. 

 - Обозначена выживаемость сирийских хомячков, иммунизированных разработанным фармацев-

тическим средством, сформированные группы: 

1) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

2) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

3) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

4) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

5) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

6) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

7) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

8) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

9) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

11) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

12) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

13) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

14) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

15) Ad26- CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

16) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

17) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

18) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

19) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

21) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

22) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

23) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

24) simAd25-CAG -S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

25) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

26) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

27) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

28) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

29) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2), 

которая во всех группах составила 100%. 

 - Отрицательный контроль, группа: 

10) Ad26-null (компонент 1), Ad5-null (компонент 2). 

 - Отрицательный контроль, группа: 

20) Ad26-null (компонент 1), simAd25-null (компонент 2). 

 - Отрицательный контроль, группа: 

30) simAd25-null (компонент 1), Ad5-null (компонент 2). 

 - Отрицательный контроль, группа: 

32) фосфатно-солевой буфер. 

На фиг. 5 представлены результаты оценки гуморального иммунного ответа к антигену вируса 

SARS-CoV2 у приматов, иммунизированных разработанным фармацевтическим средством по варианту 

1. 

Ось ординат - реципрокный титр IgG к RBD вируса SARS-CoV-2. 

Ось абсцисс - дни. 

 - Иммунизированных разработанным фармацевтическим средством по варианту 1 (Ad26-CMV-S-

SARS-CoV-2; Ad5-CMV-S-SARS-CoV-2). 

 - Плацебо. 

На фиг. 6 представлены результаты оценки эффективности иммунизации разработанным фармацев-

тическим средством по оценке доли пролиферирующих CD4+ лимфоцитов, рестимулированных RBD 

фрагментом S антигена SARS-CoV-2, на 8 день после иммунизации приматов. 

Ось ординат - количество пролиферирующих клеток, %. 

Ось абсцисс - дни. 

Черным цветом обозначена группа животных, иммунизированных разработанным фармацевтиче-

ским средством по варианту 1 (Ad26-CMV-S-SARS-CoV-2; Ad5-CMV-S-SARS-CoV-2). 

Серым цветом обозначена группа контрольных (не вакцинированных) животных. 

Среднее арифметическое значение представлено в виде пунктирной черты для каждой группы дан-

ных. Статистически достоверная разница между значениями вакцинированных и контрольных (невакци-

нированных) животных обозначена скобкой и символом * (р<0,05 по критерию Манна-Уитни). 

На фиг. 7 представлены результаты оценки эффективности иммунизации разработанным фармацев-

тическим средством по оценке доли пролиферирующих CD8+ лимфоцитов, рестимулированных RBD 

фрагментом S антигена SARS-CoV-2, на 8 день после иммунизации приматов. 
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Ось ординат - количество пролиферирующих клеток, %. 

Ось абсцисс - дни. 

Черным цветом обозначена группа животных, иммунизированных разработанным фармацевтиче-

ским средством по варианту 1 (Ad26-CMV-S-SARS-CoV-2; Ad5-CMV-S-SARS-CoV-2). 

Серым цветом обозначена группа контрольных (невакцинированных) животных. 

Среднее арифметическое значение представлено в виде пунктирной черты для каждой группы дан-

ных. Статистически достоверная разница между значениями вакцинированных и контрольных (невакци-

нированных) животных обозначена скобкой и символом * (р<0,05 по критерию Манна-Уитни). 

На фиг. 8 представлены результаты оценки эффективности иммунизации добровольцев жидкой 

формой разработанного фармацевтического средства по варианту 1 по оценке доли пролиферирующих 

CD8+ лимфоцитов, рестимулированных S антигеном SARS-CoV-2. 

Ось ординат - количество пролиферирующих клеток, %. 

Ось абсцисс - дни. 

 - Обозначены значения по каждому добровольцу на 0 день, 

 - обозначены значения по каждому добровольцу на 14 день, 

 - обозначены значения по каждому добровольцу на 28 день. 

Медиана значений представлена в виде черной черты для каждой группы данных. Статистически 

достоверная разница между значениями 0, 14 и 28 дня обозначена скобкой и символами *, р<0,05; **, 

р<0,01; ****, р<0,001 по критерию Манна-Уитни. 

На фиг. 9 представлены результаты оценки эффективности иммунизации добровольцев жидкой 

формой разработанным фармацевтическим средством по варианту 1 по оценке доли пролиферирующих 

CD4+ лимфоцитов, рестимулированных S антигеном SARS-CoV-2. 

Ось ординат - количество пролиферирующих клеток, %. 

Ось абсцисс - дни. 

 - Обозначены значения по каждому добровольцу на 0 день, 

 - обозначены значения по каждому добровольцу на 14 день, 

 - обозначены значения по каждому добровольцу на 28 день. 

Медиана значений представлена в виде черной черты для каждой группы данных. Статистически 

достоверная разница между значениями 0, 14 и 28 дня обозначена скобкой и символами *, р<0,05; **, 

р<0,01; ****, р<0,001 по критерию Манна-Уитни. 

На фиг. 10 представлены результаты оценки эффективности иммунизации добровольцев лиофили-

зированной формой разработанного фармацевтического средства по варианту 1 по оценке доли пролифе-

рирующих CD8+ лимфоцитов, рестимулированных S антигеном SARS-CoV-2. 

Ось ординат - количество пролиферирующих клеток, %. 

Ось абсцисс - дни. 

 - Обозначены значения по каждому добровольцу на 0 день, 

 - обозначены значения по каждому добровольцу на 14 день, 

 - обозначены значения по каждому добровольцу на 28 день. 

Медиана значений представлена в виде черной черты для каждой группы данных. Статистически 

достоверная разница между значениями 0, 14 и 28 дня обозначена скобкой и символами *, р<0,05; **, 

р<0,01; ****, р<0,001 по критерию Манна-Уитни. 

На фиг. 11 представлены результаты оценки эффективности иммунизации добровольцев лиофили-

зированной формой разработанного фармацевтического средства по варианту 1 по оценке доли пролифе-

рирующих CD4+ лимфоцитов, рестимулированных S антигеном SARS-CoV-2. 

Ось ординат - количество пролиферирующих клеток, %. 

Ось абсцисс - дни. 

 - Обозначены значения по каждому добровольцу на 0 день, 

 - обозначены значения по каждому добровольцу на 14 день, 

 - обозначены значения по каждому добровольцу на 28 день. 

Медиана значений представлена в виде черной черты для каждой группы данных. Статистически 

достоверная разница между значениями 0, 14 и 28 дней обозначена скобкой и символами *, р<0,05; **, 

р<0,01; ****, р<0,001 по критерию Манна-Уитни. 

На фиг. 12 представлен прирост концентрации ИФНγ (в разах) в культуральной среде мононукле-

арных клеток периферической крови добровольцев, иммунизированных жидкой формой разработанного 

фармацевтического средства по варианту 1, после рестимуляции их S антигеном SARS-CoV-2 до имму-

низации (0 день) и через 14 и 28 дни исследования. 

Ось ординат - увеличение концентрации гамма-интерферона, разы. 

Ось абсцисс - дни. 

 - Обозначены значения по каждому добровольцу на 0 день, 

 - обозначены значения по каждому добровольцу на 14 день, 

 - обозначены значения по каждому добровольцу на 28 день. 

Медиана значений представлена в виде черной черты для каждой группы данных. Статистически 
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достоверная разница между значениями 0, 14 и 28 дня обозначена скобкой и символами *, р<0,05; ****, 

р<0,001 по критерию Манна-Уитни. 

На фиг. 13 представлен прирост концентрации ИФНγ (в разах) в культуральной среде мононукле-

арных клеток периферической крови добровольцев, иммунизированных лиофилизированной формой 

разработанного фармацевтического средства по варианту 1, после рестимуляции их S антигеном SARS-

CoV-2 до иммунизации (0 день) и через 14 и 28 дни исследования. 

Ось ординат - увеличение концентрации гамма-интерферона, разы. 

Ось абсцисс - дни. 

 - Обозначены значения по каждому добровольцу на 0 день, 

 - обозначены значения по каждому добровольцу на 14 день, 

 - обозначены значения по каждому добровольцу на 28 день. 

Точками обозначены значения по каждому добровольцу, участвующему в исследовании. Медиана 

значений представлена в виде черной черты для каждой группы данных. Статистически достоверная раз-

ница между значениями 0, 14 и 28 дня обозначена скобкой и символами *, р<0,05; ****, р<0,001 по кри-

терию Манна-Уитни. 

На фиг. 14 представлены результаты оценки гуморального иммунного ответа к антигену вируса 

SARS-CoV2 у добровольцев, иммунизированных жидкой формой разработанного фармацевтического 

средства по варианту 1, 

Ось ординат - титр IgG к RBD домену гликопротеина S вируса SARS-CoV-2. 

Ось абсцисс - дни. 

 - Данные по каждому добровольцу. 

На фиг. 15 представлены результаты оценки гуморального иммунного ответа к антигену вируса 

SARS-CoV2 у добровольцев, иммунизированных лиофилизированной формой разработанного фармацев-

тического средства по варианту 1, 

Ось ординат - титр IgG к RBD домену гликопротеина S вируса SARS-CoV-2. 

Ось абсцисс - дни. 

 - Данные по каждому добровольцу. 

Реализация изобретения 

Для создания безопасного и эффективного фармацевтического средства для индукции специфиче-

ского иммунного ответа к вирусу SARS-CoV-2 была выбрана векторная система на основе аденовирусов. 

Аденовирусные векторы обладают целым рядом преимуществ: они не способны размножаться в клетках 

человека, проникают как в делящиеся, так и неделящиеся клетки, способны индуцировать клеточный и 

гуморальный иммунные ответы, обеспечивают высокий уровень экспрессии целевого антигена. 

Вместе с тем клиническое применение данных векторов может быть затруднено из-за наличия у ча-

сти населения предсуществующего иммунного ответа к аденовирусам, который возникает в результате 

перенесенного заболевания. Результаты научных исследований показывают, что титры антител к адено-

вирусному вектору увеличиваются с возрастом, а также отличаются в различных популяциях. Так, на-

пример, высокие уровни серопревалентности к аденовирусу человека 5 серотипа наблюдаются у 40-45% 

населения в США и до 90% населения стран Африки к югу от Сахары (Nwanegbo E., Vardas E., Gao W., et 

al. Prevalence of neutralizing antibodies to adenoviral serotypes 5 and 35 in the adult populations of The Gam-

bia, South Africa, and the United States. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 2004; 11(2):351-357; Dudareva M., An-

drews L., Gilbert S.C., et al. Prevalence of serum neutralizing antibodies against chimpanzee adenovirus 63 and 

human adenovirus 5 in Kenyan children, in the context of vaccine vector efficacy. Vaccine. 2009; 27(27):3501-

3504; Zhang S., Huang W., Zhou X., Zhao Q., Wang Q., Jia B. Seroprevalence of neutralizing antibodies to hu-

man adenoviruses type-5 and type-26 and chimpanzee adenovirus type-68 in healthy Chinese adults. J. Med. 

Virol., 2013; 85(6):1077-1084). 

Нейтрализующие антитела к вектору значительно снижают специфический иммунный ответ против 

трансгена и могут отрицательно влиять на эффективность вакцинации. 

Авторы изобретения на основании проведенных исследований определили серотипы аденовирус-

ных векторов, которые настолько отличаются генетически, чтобы при последовательной иммунизации не 

влиять на генерацию антиген-специфических иммунных ответов против вакцинного антигена. Для даль-

нейшей работы было выбрано 3 вируса - аденовирус человека 26 серотипа, аденовирус человека 5 серо-

типа и аденовирус обезьян 25 серотипа. Затем были отобраны вирусные клоны, отличающиеся повы-

шенными ростовыми свойствами, и на их основании, с помощью генно-инженерных подходов, были раз-

работаны рекомбинантные аденовирусные векторы. 

Таким образом, использование комбинации нескольких типов генетических векторов позволило со-

здать арсенал фармацевтических средств, что обеспечит преодоление трудностей, связанных с наличием 

предсуществующего иммунного ответа к некоторым аденовирусам у людей, в частности к аденовирусам 

человека 5-го серотипа. 

При этом появляется возможность использования изобретения, по которому вариант фармацевтиче-

ского средства выбирается после оценки иммунного статуса пациента к серотипам аденовирусных век-

торов, входящих в состав средства (аденовирусу человека 26 серотипа, аденовирусу человека 5 серотипа, 
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аденовирусу обезьян 25 серотипа). 

С помощью методов генной инженерии в рекомбинантные аденовирусные векторы вставили экс-

прессионные кассеты, которые включали ген вакцинного антигена и элементы регуляции экспрессии 

(промотор, сигнал полиаденилирования). Схема экспрессионной кассеты представлена на фиг. 1. 

Для достижения максимально эффективной индукции иммунных реакций авторы разработали раз-

личные варианты экспрессионных кассет. 

В качестве антигена во всех кассетах был выбран S белок (Spikeprotein) вируса SARS-CoV-2, кото-

рый был оптимизирован для экспрессии в клетках млекопитающих. S белок является одним из структур-

ных белков коронавируса. Он экспонирован на поверхности вирусной частицы и отвечает за связывание 

с рецептором ангиотензин-превращающего фермента II типа (Angiotensin-converting enzyme 2, АСЕ2). 

Результаты проведенных исследований показали, что к данному белку формируются вирус-

нейтрализующие антитела, благодаря чему он является перспективным антигеном для создания фарма-

цевтического средства. 

Экспрессионная кассета SEQ ID NO: 1 состоит из CMV промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-

2 и сигнала полиаденилирования. CMV промотор - это промотор ранних генов цитомегаловируса, кото-

рый обеспечивает конститутивную экспрессию во множестве типов клеток. Однако сила экспрессии ге-

на-мишени, управляемая промотором CMV, варьируется в зависимости от типов клеток. Кроме того, 

было показано, что уровень экспрессии трансгена под контролем CMV-промотора уменьшается с увели-

чением времени культивирования клеток из-за подавления экспрессии генов, которое связано с метили-

рованием ДНК [Wang W., Jia Y.L., Li Y.C., Jing C.Q., Guo X., Shang X.F., Zhao С.Р., Wang T.Y. Impact of 

different promoters, promoter mutation, and an enhancer on recombinant protein expression in CHO cells// Sci-

entific Reports. - 2017. - Vol. 8. - p. 10416]. 

Экспрессионная кассета SEQ ID NO: 2 состоит из CAG промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-

2 и сигнала полиаденилирования. CAG-промотор - синтетический промотор, который включает ранний 

энхансер промотора CMV, промотор β-актина курицы и химерный интрон (β-актина курицы и β-глобин 

кролика). Экспериментально показано, что транскрипционная активность промотора CAG выше, чем у 

промотора CMV [Yang C.Q., Li X.Y., Li Q., Fu S.L., Li H., Guo Z.K., Lin J.T., Zhao S.T. Evaluation of three 

different promoters driving gene expression in developing chicken embryo by using in vivo electroporation// 

Genet. Mol. Res. - 2014. - Vol. 13. - p. 1270-1277]. 

Экспрессионная кассета SEQ ID NO: 3 состоит из EF1 промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования. Промотор EF1 - промотор человеческого эукариотического фактора 

элонгации трансляции 1β (EF-1α). Промотор является конститутивно активным в широком диапазоне 

типов клеток [PMID: 28557288. The EF-1α promoter maintains high-level transgene expression from episomal 

vectors in transfected CHO-K1 cells]. Ген EF-1α кодирует фактор элонгации-1α, который является одним 

из наиболее распространенных белков в эукариотических клетках и экспрессируется почти во всех типах 

клеток млекопитающих. Данный промотор EF-1α часто активен в клетках, в которых вирусные промото-

ры не способны экспрессировать контролируемые гены, и в клетках, в которых вирусные промоторы 

постепенно заглушаются. 

Экспрессионная кассета SEQ ID NO: 4 состоит из CMV промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-

2 и сигнала полиаденилирования. 

Таким образом, в результате проведенной работы было разработано 3 варианта фармацевтического 

средства. 

1. Фармацевтическое средство для индукции специфического иммунитета против вируса тяжелого 

острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, содержащее компонент 1, представляющий собой сред-

ство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-го 

серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5 со 

встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, а также 

содержащее компонент 2, представляющий собой средство в виде экспрессионного вектора на основе 

генома рекомбинантного штамма human adenovirus 5-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 об-

ласти со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 

3. 

2. Фармацевтическое средство для индукции специфического иммунитета против вируса тяжелого 

острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, содержащее компонент 1, представляющий собой средст-

во в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-го се-

ротипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5 со встроен-

ной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, а также содержа-

щее компонент 2, представляющий собой средство в виде экспрессионного вектора на основе генома ре-

комбинантного штамма simian adenovirus 25-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области со 

встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3. 

3. Фармацевтическое средство для индукции специфического иммунитета против вируса тяжелого 

острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, содержащее компонент 1, представляющий собой сред-
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ство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-го 

серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной 

из SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, а также содержащее компонент 2, представляющий собой 

средство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 

5-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области со встроенной экспрессионной кассетой, вы-

бранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3. 

При этом компоненты фармацевтического средства могут находиться в разных упаковках. 

Также авторами изобретения были разработаны жидкая и лиофилизированная формы фармацевти-

ческого средства. 

Кроме того, авторами изобретения были подобраны варианты буферного раствора, которые позво-

ляют хранить разработанное фармацевтическое средство как в замороженном виде при температуре ни-

же -18°C, так и в виде лиофилизата при температуре от 2 до 8°C. 

Также был разработан способ применения фармацевтического средства для индукции специфиче-

ского иммунитета против вируса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, включающий 

использование компонента 1 и 2 в эффективном количестве последовательно с интервалом не менее 1 

недели. 

Осуществление изобретения подтверждается следующими примерами. 

Пример 1. Получение экспрессионного вектора, содержащего геном рекомбинантного штамма hu-

man adenovirus 26-го серотипа. 

На первом этапе работы был разработан дизайн плазмидной конструкции pAd26-Ends, несущей два 

участка, гомологичных геному аденовируса человека 26 серотипа (два плеча гомологии), и ген устойчи-

вости к ампициллину. Одно плечо гомологии представляет собой начало генома аденовируса человека 

26-го серотипа (от левого инвертированного концевого повтора до Е1-области) и последовательность 

вирусного генома, включающую pDC белок. Второе плечо гомологии содержит последовательность нук-

леотидов после ORF3 Е4 области до конца генома. Синтез конструкции pAd26-Ends осуществлялся ком-

панией ЗАО "Евроген" (Москва). 

Выделенную из вирионов ДНК аденовируса человека 26-го серотипа смешивали с pAd26-Ends. В 

результате гомологичной рекомбинации между pAd26-Ends и вирусной ДНК была получена плазмида 

pAd26-dlE1, несущая геном аденовируса человека 26-го серотипа с делетированной Е1-областью. 

Затем в полученной плазмиде pAd26-dlE1 с использованием стандартных методов клонирования 

была заменена последовательность, содержащая открытую рамку считывания 6 (ORF6-Ad26), на анало-

гичную последовательность из генома аденовируса человека 5-го серотипа для того, чтобы аденовирус 

человека 26-го серотипа был способен эффективно размножаться в культуре клеток HEK293. В результа-

те была получена плазмида pAd26-dlE1-ORF6-Ad5. 

Далее с использованием стандартных генно-инженерных методов в сконструированной плазмиде 

pAd26-dlE1-ORF6-Ad5 была удалена E3-область генома аденовируса (примерно 3321 п.о. между генами 

pVIII и U-exon) для увеличения пакующей емкости вектора. В результате этого был получен рекомби-

нантный вектор pAd26-only-null на основе генома аденовируса человека 26-го серотипа с открытой рам-

кой считывания ORF6 аденовируса человека 5-го серотипа и с делецией Е1 и E3-областей. В качестве 

материнской последовательности human adenoviras 26-го серотипа была использована последователь-

ность SEQ ID NO: 5. 

Кроме того, авторами было разработано несколько дизайнов экспрессионной кассеты: 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 1 состоит из CMV промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования; 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 2 состоит из CAG промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования; 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 3 состоит из EF1 промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования. 

На основе плазмидной конструкции pAd26-Ends генно-инженерным методом были получены кон-

струкции pArms-26-CMV-S-CoV2, pAnns-26-CAG-S-CoV2, pArms-26-EF1-S-CoV2, содержащие экспрес-

сионные кассеты SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 3 соответственно, а также несущие плечи 

гомологии генома аденовируса 26-го серотипа. После этого, конструкции pArms-26-CMV-S-CoV2, 

pArms-26-CAG-S-CoV2, pArms-26-EF1-S-CoV2 линеаризовали по уникальному сайту гидролиза между 

плечами гомологии, каждую плазмиду смешивали с рекомбинантным вектором pAd26-only-null. В ре-

зультате гомологичной рекомбинации были получены плазмиды pAd26-only-CMV-S-CoV2, pAd26-only-

CAG-S-CoV2, pAd26-only-EF1-S-CoV2, несущие геном рекомбинантного аденовируса человека 26 серо-

типа с открытой рамкой считывания ORF6 аденовируса человека 5-го серотипа и с делецией Е1 и E3-

областей, с экспрессионной кассетой SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 3 соответственно. 

На четвертом этапе плазмиды pAd26-only-CMV-S-CoV2, pAd26-only-CAG-S-CoV2, pAd26-only-

EF1-S-CoV2 гидролизовали специфическими эндонуклеазами рестрикции для удаления векторной части. 

Полученными препаратами ДНК трансфицировали клетки культуры HEK293. 

Таким образом, был получен экспрессионный вектор, содержащий геном рекомбинантного штамма 



037297 

- 10 - 

human adenovirus 26-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заме-

нена на ORF6-Ad5 со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, 

SEQ ID NO: 3. 

Пример 2. Получение иммунобиологического средства в виде экспрессионного вектора на основе 

генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 об-

ласти, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5 со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной 

из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3. 

На данном этапе работы экспрессионные векторы, полученные в примере 1, очищали методом ани-

онообменной и эксклюзионной хроматографии. Готовая суспензия содержала аденовирусные частицы в 

буферном растворе для жидкой формы фармацевтического средства или в буферном растворе для лио-

филизированной формы фармацевтического средства. 

Таким образом, были получены следующие иммунобиологические средства на основе генома ре-

комбинантного штамма human adenovirus 26-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а 

область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5: 

1. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-

го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5 с 

экспрессионной кассетой, содержащей CMV промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал поли-

аденилирования, SEQ ID NO: 1 (Ad26-CMV-S-CoV2) в буферном растворе для жидкой формы фармацев-

тического средства. 

2. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-

го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5 с 

экспрессионной кассетой, содержащей CMV промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал поли-

аденилирования, SEQ ID NO: 1 (Ad26-CMV-S-CoV2) в буферном растворе для лиофилизированной фор-

мы фармацевтического средства. 

3. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-

го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5 с 

экспрессионной кассетой, содержащей CAG промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал поли-

аденилирования, SEQ ID NO: 2 (Ad26-CAG-S-CoV2) в буферном растворе для жидкой формы фармацев-

тического средства. 

4. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-

го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5 с 

экспрессионной кассетой, содержащей CAG промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал поли-

аденилирования, SEQ ID NO: 2 (Ad26-CAG-S-CoV2) в буферном растворе для лиофилизированной фор-

мы фармацевтического средства. 

5. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-

го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5 с 

экспрессионной кассетой, содержащей EF1 промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаде-

нилирования, SEQ ID NO: 3 (Ad26-EF1-S-CoV2) в буферном растворе для жидкой формы фармацевтиче-

ского средства. 

6. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-

го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5 с 

экспрессионной кассетой, содержащей EF1 промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаде-

нилирования, SEQ ID NO: 3 (Ad26-EF1-S-CoV2) в буферном растворе для лиофилизированной формы 

фармацевтического средства. 

Каждое из представленных иммунобиологических средств является компонентом 1 в варианте 1 и в 

варианте 2 разработанного фармацевтического средства. 

Пример 3. Получение экспрессионного вектора, содержащего геном рекомбинантного штамма sim-

ian adenovirus 25-го серотипа. 

На первом этапе работы был разработан дизайн плазмидной конструкции pSim25-Ends, несущей 

два участка, гомологичных геному аденовируса обезьян 25-го серотипа (два плеча гомологии). Одно 

плечо гомологии представляет собой начало генома аденовируса обезьян 25-го серотипа (от левого ин-

вертированного концевого повтора до Е1-области) и последовательность от конца Е1-области до pIVa2 

белка. Второе плечо гомологии содержит последовательность конца генома аденовируса, включая пра-

вый инвертированный концевой повтор. Синтез конструкции pSim25-Ends осуществлялся компанией 

ЗАО "Евроген" (Москва). 

Выделенную из вирионов ДНК аденовируса обезьян 25-го серотипа смешивали с pSim25-Ends. В 

результате гомологичной рекомбинации между pSim25-Ends и вирусной ДНК была получена плазмида 

pSim25-dlE1, несущая геном аденовируса обезьян 25-го серотипа с делетированной Е1-областью. 

Далее с использованием стандартных генно-инженерных методов в сконструированной плазмиде 

pSim25-dlE1 была удалена E3 область генома аденовируса (3921 п.о. от начала гена 12,5К до гена 14,7К) 

для увеличения пакующей емкости вектора. В результате была получена плазмидная конструкция 

pSim25-null, кодирующая полный геном аденовируса обезьян 25-го серотипа с делецией Е1 и E3-
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областей. В качестве материнской последовательности simian adenovirus 25-го серотипа была использо-

вана последовательность SEQ ID NO: 6. 

Кроме того, авторы разработали несколько дизайнов экспрессионной кассеты: 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 4 состоит из CMV промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования; 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 2 состоит из CAG промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования; 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 3 состоит из EF1 промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования. 

Далее генно-инженерным методом на основе плазмидной конструкции pSim25-Ends были получены 

конструкции pArms-Sim25-CMV-S-CoV2, pArms-Sim25-CAG-S-CoV2, pArms-Sim25-EF1-S-CoV2, содер-

жащие экспрессионные кассеты SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 3 соответственно, а также 

несущие плечи гомологии из генома аденовируса обезьян 25-го серотипа. После этого, конструкции 

pArms-Sim25-CMV-S-CoV2, pArms-Sim25-CAG-S-CoV2, pArms-Sim25-EF1-S-CoV2 линеаризовали по 

уникальному сайту гидролиза между плечами гомологии, каждую плазмиду смешивали с рекомбинант-

ным вектором pSim25-null. В результате гомологичной рекомбинации были получены рекомбинантные 

плазмидные векторы pSim25-CMV-S-CoV2, pSim25-CAG-S-CoV2, pSim25-EF1-S-CoV2, содержащие 

полный геном аденовируса обезьян 25-го серотипа с делецией Е1 и E3-областей и экспрессионную кас-

сету SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 3 соответственно. 

На третьем этапе плазмиды pSim25-CMV-S-CoV2, pSim25-CAG-S-CoV2, pSim25-EF1-S-CoV2 гид-

ролизовали специфической эндонуклеазой рестрикции для удаления векторной части. Полученными 

препаратами ДНК трансфицировали клетки культуры HEK293. Полученный материал был использован 

для накопления препаративных количеств рекомбинантных аденовирусов. 

В результате были получены рекомбинантные аденовирусы человека 25 серотипа, содержащие ген 

S белка вируса SARS-CoV-2: simAd25-CMV-S-CoV2 (содержащий экспрессионную кассету SEQ ID NO: 

4), simAd25-CAG-S-CoV2 (содержащий экспрессионную кассету SEQ ID NO: 2), simAd25-EF1-S-CoV2 

(содержащий экспрессионную кассету SEQ ID NO: 3). 

Таким образом, был получен экспрессионный вектор, содержащий геном рекомбинантного штамма 

simian adenovirus 25-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области со встроенной экспрессион-

ной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3. 

Пример 4. Получение иммунобиологического средства в виде экспрессионного вектора на основе 

генома рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 об-

ласти со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 

3. 

На данном этапе работы экспрессионные векторы, полученные в примере 3, очищали методом ани-

онообменной и эксклюзионной хроматографии. Готовая суспензия содержала аденовирусные частицы в 

буферном растворе для жидкой формы фармацевтического средства или в буферном растворе для лио-

филизированной формы фармацевтического средства. 

Таким образом, были получены следующие иммунобиологические средства на основе генома ре-

комбинантного штамма simian adenovirus 25-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области. 

1. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-

го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области с экспрессионной кассетой, содержащей CMV 

промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаденилирования, SEQ ID NO: 1 (simAd25-CMV-

S-CoV2) в буферном растворе для жидкой формы фармацевтического средства. 

2. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-

го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области с экспрессионной кассетой, содержащей CMV 

промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаденилирования, SEQ ID NO: 1 (simAd25-CMV-

S-CoV2) в буферном растворе для лиофилизированной формы фармацевтического средства. 

3. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-

го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области с экспрессионной кассетой, содержащей CAG 

промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаденилирования, SEQ ID NO: 2 (simAd25-CAG-

S-CoV2) в буферном растворе для жидкой формы фармацевтического средства. 

4. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-

го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области с экспрессионной кассетой, содержащей CAG 

промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаденилирования, SEQ ID NO: 2 (simAd25-CAG-

S-CoV2) в буферном растворе для лиофилизированной формы фармацевтического средства. 

5. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-

го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области с экспрессионной кассетой, содержащей EF1 про-

мотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаденилирования, SEQ ID NO: 3 (simAd25-EF1-S-

CoV2) в буферном растворе для жидкой формы фармацевтического средства. 

6. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-

го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области с экспрессионной кассетой, содержащей EF1 про-
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мотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаденилирования, SEQ ID NO: 3 (simAd25-EF1-S-

CoV2) в буферном растворе для лиофилизированной формы фармацевтического средства. 

Каждое из представленных иммунобиологических средств является компонентом 2 в варианте 1 

разработанного фармацевтического средства и компонентом 1 в варианте 3 разработанного фармацевти-

ческого средства. 

Пример 5. Получение экспрессионного вектора, содержащего геном рекомбинантного штамма hu-

man adenovirus 5-го серотипа. 

На первом этапе работы был разработан дизайн плазмидной конструкции pAd5-Ends, несущей два 

участка, гомологичных геному аденовируса человека 5-го серотипа (два плеча гомологии). Одно плечо 

гомологии представляет собой начало генома аденовируса человека 5-го серотипа (от левого инвертиро-

ванного концевого повтора до Е1-области) и последовательность вирусного генома, включающую pIX 

белок. Второе плечо гомологии содержит последовательность нуклеотидов после ORF3 Е4-области до 

конца генома. Синтез конструкции pAd5-Ends осуществлялся компанией ЗАО "Евроген" (Москва). 

Выделенную из вирионов ДНК аденовируса человека 5-го серотипа смешивали с pAd5-Ends. В ре-

зультате гомологичной рекомбинации между pAd5-Ends и вирусной ДНК была получена плазмида pAd5-

dlE1, несущая геном аденовируса человека 5-го серотипа с делетированной Е1-областью. 

Далее с использованием стандартных генно-инженерных методов в сконструированной плазмиде 

pAd5-dlE1 была удалена E3 область генома аденовируса (2685 п.о. от конца гена 12,5К до начала после-

довательности U-exon) для увеличения пакующей емкости вектора. В результате этого был получен ре-

комбинантный плазмидный вектор pAd5-too-null на основе генома аденовируса человека 5-го серотипа с 

делецией Е1 и E3 областей генома. В качестве материнской последовательности human adenovirus 5-го 

серотипа была использована последовательность SEQ ID NO: 7. 

Кроме того, авторы разработали несколько дизайнов экспрессионной кассеты: 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 1 состоит из CMV промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования; 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 2 состоит из CAG промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования; 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 3 состоит из EF1 промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования. 

Далее генно-инженерным методом на основе плазмидной конструкции pAd5-Ends были получены 

конструкции pArms-Ad5-CMV-S-CoV2, pArms-Ad5-CAG-S-CoV2, pArms-Ad5-EF1-S-CoV2, содержащие 

экспрессионные кассеты SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 3 соответственно, а также несу-

щие плечи гомологии из генома аденовируса 5-го серотипа. 

После этого, конструкции pArms-Ad5-CMV-S-CoV2, pArms-Ad5-CAG-S-CoV2, pArms-Ad5-EF1-S-

CoV2 лианеризовали по уникальному сайту гидролиза между плечами гомологи, каждую плазмиду сме-

шивали с рекомбинантным вектором pAd5-too-null. В результате гомологичной рекомбинации были по-

лучены плазмиды pAd5-too-CMV-S-CoV2, pAd5-too-GAC-S-CoV2, pAd5-too-EF1-S-CoV2, несущие геном 

рекомбинантного аденовируса человека 5-го серотипа с делецей Е1 и E3 областей и экспрессионные кас-

сеты SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 3 соответственно. 

На четвертом этапе плазмиды pAd5-too-CMV-S-CoV2, pAd5-too-GAC-S-CoV2, pAd5-too-EF1-S-

CoV2 гидролизовали специфической эндонуклеазой рестрикции для удаления векторной части. Полу-

ченным препаратом ДНК трансфицировали клетки культуры HEK293. Полученный материал был ис-

пользован для накопления препаративных количеств рекомбинантного аденовируса. 

В результате были получены рекомбинантные аденовирусы человека 5-го серотипа, содержащие 

ген S белка вируса SARS-CoV-2: Ad5-CMV-S-CoV2 (содержащий экспрессионную кассету SEQ ID NO: 

1), Ad5-CAG-S-CoV2 (содержащий экспрессионную кассету SEQ ID NO: 2), Ad5-EF1-S-CoV2 (содержа-

щий экспрессионную кассету SEQ ID NO: 3). 

Таким образом, был получен экспрессионный вектор, содержащий геном рекомбинантного штамма 

human adenovirus 5-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области со встроенной экспрессионной 

кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3. 

Пример 6. Получение иммунобиологического средства в виде экспрессионного вектора на основе 

генома рекомбинантного штамма human adenovirus 5-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 об-

ласти со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 

3. 

На данном этапе работы экспрессионные векторы, полученные в примере 5, очищали методом ани-

онообменной и эксклюзионной хроматографии. Готовая суспензия содержала аденовирусные частицы в 

буферном растворе для жидкой формы фармацевтического средства или в буферном растворе для лио-

филизированной формы фармацевтического средства. 

Таким образом, были получены следующие иммунобиологические средства на основе генома ре-

комбинантного штамма human adenovirus 5-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области. 

1. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного human adenovirus 5-го серо-

типа, в котором делетированы Е1 и E3 области с экспрессионной кассетой, содержащей CMV промотор, 
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ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаденилирования, SEQ ID NO: 1 (Ad5-CMV-S-CoV2) в бу-

ферном растворе для жидкой формы фармацевтического средства. 

2. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного human adenovirus 5-го серо-

типа, в котором делетированы Е1 и E3 области с экспрессионной кассетой, содержащей CMV промотор, 

ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаденилирования, SEQ ID NO: 1 (Ad5-CMV-S-CoV2) в бу-

ферном растворе для лиофилизированной формы фармацевтического средства. 

3. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного human adenovirus 5-го серо-

типа, в котором делетированы Е1 и E3 области с экспрессионной кассетой, содержащей CAG промотор, 

ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаденилирования, SEQ ID NO: 2 (Ad5-CAG-S-CoV2) в бу-

ферном растворе для жидкой формы фармацевтического средства. 

4. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного human adenovirus 5-го серо-

типа, в котором делетированы Е1 и E3 области с экспрессионной кассетой, содержащей CAG промотор, 

ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаденилирования, SEQ ID NO: 2 (Ad5-CAG-S-CoV2) в бу-

ферном растворе для лиофилизированной формы фармацевтического средства. 

5. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного human adenovirus 5-го серо-

типа, в котором делетированы Е1 и E3 области с экспрессионной кассетой, содержащей EF1 промотор, 

ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаденилирования, SEQ ID NO: 3 (Ad5-EF1-S-CoV2) в бу-

ферном растворе для жидкой формы фармацевтического средства. 

6. Иммунобиологическое средство на основе генома рекомбинантного human adenovirus 5-го серо-

типа, в котором делетированы Е1 и E3 области с экспрессионной кассетой, содержащей EF1 промотор, 

ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал полиаденилирования, SEQ ID NO: 3 (Ad5-EF1-S-CoV2) в бу-

ферном растворе для лиофилизированной формы фармацевтического средства. 

Каждое из представленных иммунобиологических средств является компонентом 1 в варианте 1 и в 

варианте 2 разработанного фармацевтического средства. 

Каждое из представленных иммунобиологических средств является компонентом 2 в варианте 1 и в 

варианте 3 разработанного фармацевтического средства. 

Пример 7. Получение буферного раствора. 

Разработанное фармацевтическое средство по данному изобретению состоит из двух компонентов, 

находящихся в разных флаконах. При этом каждый компонент представляет собой иммунобиологиче-

ское средство на основе рекомбинантного аденовируса с экспрессионной кассетой в буферном растворе. 

Авторами изобретения был подобран состав буферного раствора, обеспечивающий стабильность 

рекомбинантных аденовирусных частиц. Данный раствор включает: 

1) трис-(гидроксиметил)аминометан (трис), который необходим для поддержания рН раствора; 

2) хлорид натрия, который добавляют для достижения необходимой ионной силы и осмолярности; 

3) сахарозу, которая используется в качестве криопротектора; 

4) магния хлорида гексагидрат, который необходим в качестве источника двухвалентных катионов; 

5) ЭДТА, который используется в качестве ингибитора свободно-радикального окисления; 

6) полисорбат-80, который используется в качестве поверхностно-активного вещества; 

7) этанол 95%, который применяют в качестве ингибитора свободно-радикального окисления; 

8) воду, которая используется в качестве растворителя. 

Авторами изобретения было разработано 2 варианта буферного раствора: для жидкой формы фар-

мацевтического средства и для лиофилизированной формы фармацевтического средства. 

Для определения концентрации веществ, входящих в состав буферного раствора для жидкой формы 

фармацевтического средства, было получено несколько вариантов экспериментальных групп (табл. 1). В 

каждый из полученных буферных растворов добавляли один из компонентов фармацевтического средст-

ва. 

1. Иммунобиологическое средство на основе рекомбинантного аденовируса человека 26-го сероти-

па с экспрессионной кассетой, содержащей CMV промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал 

полиаденилирования, 1×10
11

 вирусных частиц. 

2. Иммунобиологическое средство на основе рекомбинантного аденовируса человека 5-го серотипа 

с экспрессионной кассетой, содержащей CMV промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал поли-

аденилирования, 1×10
11

 вирусных частиц. 

3. Иммунобиологическое средство на основе рекомбинантного аденовируса обезьяны 25-го сероти-

па с экспрессионной кассетой, содержащей CMV промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал 

полиаденилирования, 1×10
11

 вирусных частиц. 

Таким образом, была проверена стабильность каждого из серотипов аденовирусов, входящих в со-

став фармацевтического средства. Полученные фармацевтические средства хранили при температуре  

-18 и -70°C в течение 3 месяцев, затем размораживали и оценивали изменение титрарекомбинантных 

аденовирусов. 
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Таблица 1 

Состав экспериментальных буферных растворов для жидкой формы фармацевтического средства 

 

 

 
Результаты проведенного эксперимента показали, что титр рекомбинантных аденовирусов после их 

хранения в буферном растворе для жидкой формы фармацевтического средства при температурах -18 и  

-70°C в течение 3 месяцев не изменялся. 

Таким образом, разработанный буферный раствор для жидкой формы фармацевтического средства 

обеспечивает стабильность всех компонентов разработанного фармацевтического средства в следующем 

диапазоне действующих веществ: трис от 0,1831 до 0,3432 мас.%; хлорид натрия от 0,3313 до 0,6212 

мас.%; сахароза от 3,7821 до 7,0915 мас.%; магния хлорида гексагидрат от 0,0154 до 0,0289 мас.%; ЭДТА 

от 0,0029 до 0,0054 мас.%; полисорбат-80 от 0,0378 до 0,0709 мас.%; этанол 95% от 0,0004 до 0,0007 

мас.%; растворитель - остальное. 

Для определения концентрации веществ, входящих в состав буферного раствора для лиофилизиро-

ванной формы фармацевтического средства, было получено несколько вариантов экспериментальных 

групп (табл. 2). В каждый из полученных буферных растворов добавляли один из компонентов фарма-

цевтического средства. 

1. Иммунобиологическое средство на основе рекомбинантного аденовируса человека 26-го сероти-
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па с экспрессионной кассетой, содержащей CMV промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал 

полиаденилирования, 1×10
11

 вирусных частиц. 

2. Иммунобиологическое средство на основе рекомбинантного аденовируса человека 5-го серотипа 

с экспрессионной кассетой, содержащей CMV промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал поли-

аденилирования, 1×10
11

 вирусных частиц. 

3. Иммунобиологическое средство на основе рекомбинантного аденовируса обезьяны 25-го сероти-

па с экспрессионной кассетой, содержащей CMV промотор, ген S белка вируса SARS-CoV-2 и сигнал 

полиаденилирования, 1×10
11

 вирусных частиц. 

Таким образом, была проверена стабильность каждого из серотипов аденовирусов, входящих в со-

став фармацевтического средства. Полученные фармацевтические средства хранили при температуре 2 и 

8°C в течение 3 месяцев, затем размораживали и оценивали изменение титра рекомбинантных аденови-

русов. 

Таблица 2 

Состав экспериментальных буферных растворов 

 

 
Результаты проведенного эксперимента показали, что титр рекомбинантных аденовирусов после их 

хранения в буферном растворе для лиофилизированной формы фармацевтического средства при темпе-

ратуре 2 и 8°C в течение 3 месяцев не изменялся. 

Таким образом, разработанный буферный раствор для лиофилизированной формы вакцины обеспе-

чивает стабильность всех компонентов разработанного фармацевтического средства в следующем диапа-

зоне действующих веществ: трис от 0,0180 до 0,0338 мас.%; хлорид натрия от 0,1044 до 0,1957 мас.%; 

сахароза от 5,4688 до 10,2539 мас.%; магния хлорида гексагидрат от 0,0015 до 0,0028 мас.%; ЭДТА от 

0,0003 мас.% до 0,0005 мас.%; полисорбат-80 от 0,0037 до 0,0070 мас.%; растворитель - остальное. 

Пример 8. Определение эффективности иммунизации разработанным фармацевтическим средством 

по оценке гуморального иммунного ответа. 

Одной из основных характеристик эффективности иммунизации является титр антител. В примере 

представлены данные, касающиеся изменения титра антител против гликопротеина SARS-CoV-2 через 

21 день после введения фармацевтического средства лабораторным животным. 

В эксперименте использовались млекопитающие - мыши линии BALB/c, самки 18 г. Все животные 
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были разделены на 31 группу по 5 животных, которым внутримышечно вводили компонент 1 фармацев-

тического средства в дозе 10
8
 вирусных частиц/100 мкл, а затем с интервалом в 2 недели компонент 2 в 

дозе 10
8
 вирусных частиц/100 мкл. Таким образом, были получены следующие группы животных: 

1) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

2) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

3) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

4) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

5) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

6) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

7) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

8) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

9) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

10) Ad26-null (компонент 1), Ad5-null (компонент 2); 

11) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

12) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

13) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

14) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

15) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

16) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

17) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

18) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

19) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

20) Ad26-null (компонент 1), simAd25-null (компонент 2); 

21) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

22) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

23) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

24) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

25) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

26) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

27) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

28) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

29) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

30) simAd25-null (компонент 1), Ad5-null (компонент 2); 

31) фосфатно-солевой буфер. 

Через три недели у животных отбирали кровь из хвостовой вены и выделяли сыворотку крови. Титр 

антител определяли методом иммуноферментного анализа (ИФА) по следующему протоколу. 

1) Белок (S) адсорбировали на лунках 96-луночного планшета для ИФА в течение 16 ч при темпера-

туре 4°C. 

2) Далее для избавления от неспецифического связывания осуществилась "забивка" планшета 5% 

молоком, растворенном в TPBS в объеме 100 мкл на лунку. Инкубировали на шейкере при температуре 

37°C на протяжении 1 ч. 

3) Методом 2-кратных разведений разводили образцы сыворотки иммунизированных мышей. Всего 

было приготовлено 12 разведений каждого образца. 

4) Добавляли по 50 мкл каждого разведенного образца сыворотки в лунки планшета. 

5) Далее проводили инкубацию в течение 1 ч при 37°C. 

6) После инкубации проводилась трехкратная промывка лунок фосфатным буфером. 

7) Затем добавляли вторичные антитела против иммуноглобулинов мыши, конъюгированные с пе-

роксидазой хрена. 

8) Далее проводили инкубацию в течение 1 ч при 37°C. 

9) После инкубации проводилась трехкратная промывка лунок фосфатным буфером. 

10) Затем добавили раствор тетраметилбензидина (ТМВ), который является субстратом пероксида-

зы хрена и в результате реакции превращается в окрашенное соединение. Реакцию останавливали через 

15 мин добавлением серной кислоты. Далее с помощью спектрофотометра измеряли оптическую плот-

ность раствора (OD) в каждой лунке при длине волны 450 нм. 

Титр антител определяли как последнее разведение, в котором оптическая плотность раствора была 

достоверно выше, чем в группе отрицательного контроля. Полученные результаты (среднее геометриче-

ское значение) представлены в табл. 3. 
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Таблица 3 

Титр антител к белку S в сыворотке крови мышей  

(среднее геометрическое значение титра антител) 
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Как видно из представленных данных, все варианты фармацевтического средства индуцируют гу-

моральный иммунный ответ к гликопротеину SARS-CoV-2. 

Пример 9. Определение эффективности иммунизации разработанным фармацевтическим средством 

по сравнению с контрольным препаратом, содержащим один серотип рекомбинантного аденовируса. 

Целью данного эксперимента являлось сравнение титра антител к S белку вируса SARS-CoV-2 в 

сыворотке крови мышей после их иммунизации различными вариантами разработанного фармацевтиче-

ского средства, содержащей 2 различных серотипа рекомбинантного аденовируса, с титрами антител к S 

белку вируса SARS-CoV-2 в сыворотке крови мышей после их двукратной иммунизации контрольным 

препаратом, содержащим один серотип рекомбинантного аденовируса. 

Для данного эксперимента использовали мышей линии BalB/с, 18 г, 35 шт. 
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Животные были иммунизированы с интервалом в 2 недели: 

1) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2), 5×10
6
 в.ч.; 

2) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2), 5×10
6
 в.ч.; 

3) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2), 5×10
6
 в.ч.; 

4) Ad26-CMV-S-CoV2, Ad26-CMV-S-CoV2, 5×10
6
 в.ч.; 

5) Ad5-CMV-S-CoV2, Ad5-CMV-S-CoV2, 5×10
6
 в.ч.; 

6) simAd25-CMV-S-CoV2, simAd25-CMV-S-CoV2, 5×10
6
 в.ч.; 

7) PBS. 

Титр антител к S антигену вируса SARS-CoV-2 определяли методом ИФА через 1 месяц после по-

следней иммунизации. Результаты эксперимента представлены в таблице. 

Таблица 4 

Титр антител к S антигену вируса SARS-CoV-2 в крови  

мышей через месяц после их иммунизации разработанным  

фармацевтическим средством и контрольными препаратами 

 

 
Как видно из представленных данных иммунизация животных фармацевтическим средством при-

водит к эффекту потенциирования иммунных реакций. Данный эффект выражается в том, что титр анти-

тел к S белку вируса SARS-Co-2 в сыворотке крови животных, иммунизированных фармацевтическим 

средством, содержащим два типа вектора, значительно больше, чем сумма титров антител в группах, ко-

торым вводили один тип вектора. 

Пример 10. Определение эффективности иммунизации разработанным фармацевтическим средст-

вом по оценке доли пролиферирующих лимфоцитов. 

Напряженность клеточного иммунитета в отношении коронавируса SARS-Cov2 оценивали по ко-

личеству пролиферирующих CD4+ и CD8+ лимфоцитов периферической крови лабораторных мышей в 

культуре in vitro после повторной рестимуляции клеток рекомбинантным RBD фрагментом S белка дан-

ного коронавируса. Для определения количества пролиферирующих CD4+ и CD8+ лимфоцитов исполь-

зовали метод окраски клеток красителем CFSE. Принцип этого метода заключается в том, что флуорес-

центный нетоксичный краситель CFSE способен беспрепятственно проникать в клетки. После стимуля-

ции клеток антигеном лимфоциты начинают пролиферировать, при этом краситель, находящийся в роди-

тельской клетке, распределяется поровну между дочерними клетками. Концентрация метки, а следова-
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тельно, и интенсивность флуоресценции снижаются ровно в два раза. Поэтому делящиеся клетки легко 

отслеживать по уменьшению их флуоресценции. 

В эксперименте использовались мыши линии C57BL/6. Все животные были разделены на 31 группу 

(по 3 животных), которым внутримышечно вводили компонент 1 фармацевтического средства в дозе 10
8
 

вирусных частиц/100 мкл, а затем с интервалом в 2 недели компонент 2 в дозе 10
8
 вирусных частиц/100 

мкл. Таким образом, были получены следующие группы животных: 

1) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

2) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

3) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

4) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

5) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

6) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

7) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

8) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

9) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

10) Ad26-null (компонент 1), Ad5-null (компонент 2); 

11) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

12) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

13) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

14) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

15) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

16) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

17) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

18) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

19) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

20) Ad26-null (компонент 1), simAd25-null (компонент 2); 

21) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

22) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

23) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

24) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

25) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

26) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

27) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

28) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

29) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

30) simAd25-null (компонент 1), Ad5-null (компонент 2); 

31) фосфатно-солевой буфер. 

На 8 день эксперимента животных усыпляли. Из селезенки выделяли лимфоциты методом центри-

фугирования в градиенте фиколла-урографина. Затем выделенные клетки окрашивали CFSE по методике 

(B.J. Quahet. al., Monitoringlymphocyteproliferationinvitroandinvivowiththeintracellularfluorescentdyecar-

boxyfluor esceindiacetatesuccinimidylester, NatureProtocols, 2007, № 2(9), 2049-2056) и культивировали в 

присутствии антигена (гликопротеин S вируса SARS-CV-2). Далее клетки анализировали методом про-

точной цитофлуориметрии. Полученные результаты представлены на фиг. 2, 3. Таким образом, можно 

заключить, что все варианты разработанного фармацевтического средства индуцируют формирование 

антиген-специфического иммунного ответа (как CD4+, так и CD8+). 

Пример 11. Исследование протективной активности разработанного фармацевтического средства 

против COVID-19 на лабораторных животных. 

Протективную эффективность разработанного фармацевтического средства против COVID-19 оце-

нивали на модели летальной инфекции, вызванной вирусом SARS-CoV-2, у сирийских хомячков с инду-

цированным иммунодефицитом. 

Животные были разделены на 31 группу по 8 шт/группе и иммунизированы двукратно: компонен-

том 1 (в дозе 10
8
 вирусных частиц/животное) и компонентом 2 разработанного фармацевтического сред-

ства (в дозе 10
8
 вирусных частиц/животное) с интервалом в 21 день. Таким образом, были получены сле-

дующие группы животных: 

1) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

2) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

3) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

4) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

5) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

6) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

7) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

8) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 
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9) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

10) Ad26-null (компонент 1), Ad5-null (компонент 2); 

11) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

12) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

13) Ad26-CMV-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

14) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

15) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2) 

16) Ad26-CAG-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

17) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

18) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

19) Ad26-EF1-S-CoV2 (компонент 1), simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

20) Ad26-null (компонент 1), simAd25-null (компонент 2) 

21) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

22) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

23) simAd25-CMV-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

24) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

25) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

26) simAd25-CAG-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

27) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CMV-S-CoV2 (компонент 2); 

28) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-CAG-S-CoV2 (компонент 2); 

29) simAd25-EF1-S-CoV2 (компонент 1), Ad5-EF1-S-CoV2 (компонент 2); 

30) simAd25-null (компонент 1), Ad5-null (компонент 2); 

31) фосфатно-солевой буфер. 

Введение иммуносупрессантов начинали на 7 сутки после бустирующей иммунизации, заражали 

животных вирусом SARS-CoV-2 на 14 сутки после бустирующей иммунизации интраназально в дозе 10
6
 

TCID50 на животное, в объеме 50 мкл. 

В течение эксперимента масса тела контрольных не вакцинированных животных после заражения 

стремительно снижалась (на 10 день масса тела животных снизилась в среднем на 32% от исходной). В 

то же время масса тела животных, иммунизированных всеми вариантами фармацевтического средства, в 

первые дни после заражения незначительно снижалась, а затем возрастала (на 10 день масса тела живот-

ных увеличилась в среднем на 11% от исходной). 

На фиг. 4 представлены данные выживаемости животных после заражения. По результатам иссле-

дования было показано, что иммунизация животных всеми вариантами фармацевтического средства по-

зволяет защитить 100% животных с индуцированным иммунодефицитом от летальной инфекции, вы-

званной вирусом SARS-CoV-2. В контрольной группе не вакцинированных животных наблюдается 100% 

летальность. 

Таким образом, на модели сирийских хомяков с индуцированным иммунодефицитом было показа-

но, что иммунизация животных разработанным фармацевтическим средством позволяет сформировать 

протективный иммунный ответ, который защищает 100% животных от летальной инфекции, вызванной 

SARS-CoV-2. 

Пример 12. Исследование токсичности разработанного фармацевтического средства. 

Исследование токсичности проводили на половозрелых аутбредных мышах обоего пола. Для экспе-

римента использовали фармацевтическое средство по варианту 1 (компонент 1: Ad26-CMV-S-CoV2, 

компонент 2: Ad5-CMV-S-CoV2), фармацевтическое средство по варианту 2 (компонент 1: Ad26-CMV-S-

CoV2, компонент 2: simAd25-CMV-S-CoV2) фармацевтическое средство по варианту 3 (компонент 1: 

simAd25-CMV-S-CoV2, компонент 2: Ad5-CMV-S-CoV2). Каждый из компонентов фармацевтического 

средства вводили внутримышечно и внутривенно в возрастающих дозах: 10
8
 в.ч., 10

9
 в.ч., 10

10
 в.ч., 10

11
 

в.ч. 

На протяжении эксперимента гибели животных не зафиксировано, симптомов интоксикации не вы-

явлено. Влияния вакцины на массу тела и массу органов животных не выявлено. Некропсия, проведенная 

через 14 дней после введения векторной вакцины, не показала отклонений в структуре внутренних орга-

нов мышей. Наличия местно-раздражающего действия, в рамках проведенного эксперимента, не уста-

новлено. 

Таким образом, данные исследования свидетельствуют об отсутствии токсичности разработанного 

фармацевтического средства. 

Пример 13. Исследование иммуногенности разработанного фармацевтического средства по вариан-

ту 1 на приматах. 

Задача данного эксперимента заключалась в определении напряженности гуморального и клеточно-

го иммунного ответа у приматов после их иммунизации разработанным фармацевтическим средством. 

Развитие гуморального иммунного ответа оценивали по увеличению титра антител к белку S вируса 

SARS-CoV-2 и титра вируснейтрализующих антител в крови приматов. Развитие клеточного иммунного 

ответа оценивали по количеству пролиферирующих CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов. 
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Для данного исследования было использовано 17 обезьян макак резусов, самцов, весом 2,0-2,2 кг. 

Животных вакцинировали разработанным фармацевтическим средством по варианту 1 (компонент 1: 

Ad26-CMV-S-CoV2, компонент 2: Ad5-CMV-S-CoV2). В терапевтической дозе для человека 10
11

 вирус-

ных частиц/дозу вводили компонент 1, затем через 21 день в терапевтической дозе для человека 10
11

 ви-

русных частиц/дозу вводили компонент 2. 

Пробы крови отбирали у всех животных перед вакцинацией (0 день), а также через 7, 14 и 28 дней 

после вакцинации. Титры специфических антител к домену RBD белка S вируса SARS-CoV-2 в сыворот-

ке крови приматов после их иммунизации разработанным фармацевтическим средством определяли ме-

тодом ИФА по следующей методике: 

на планшеты иммобилизировали антиген RBD вируса SARS-CoV-2 в концентрации 100 нг/лунка; 

готовили двукратные разведения сыворотки крови приматов в буфере для забивки (разведения 1:50-

1:51200), инкубировали в лунках планшета (стрипа) с иммобилизованным RBD-антигеном; 

после промывки образовавшийся комплекс Аг-Ат выявляли конъюгатом, специфическим к Fc-

фрагменту IgG антител обезьяны (Anti-MONKEY IgG (gamma chain) (GOAT) Antibody-617-101-012, 

ROCKLAND), меченным пероксидазой хрена; 

после промывки к образовавшемуся комплексу добавляли хромогенный субстрат; затем фермента-

тивную реакцию останавливали стоп-реагентом. 

Развившуюся окраску (абсорбцию) регистрировали на спектрофотометре Multiskan FC (Thermo) в 

двухволновом режиме: основной фильтр - 450 нм, референс-фильтр - 620 нм. 

Титр IgG антител к S белку вируса SARS-CoV-2 определяли как разведение сыворотки, в котором 

значение оптической плотности превосходит значение оптической плотности отрицательного контроля 

(сыворотка крови того же примата до введения препарата) в том же разведении в два раза. Результаты 

эксперимента представлены на фиг. 5. 

Как видно из полученных данных, у всех животных, иммунизированных разработанным фармацев-

тическим средством, наблюдается повышение титра антител к вирусу SARS-CoV-2. При этом макси-

мальный титр антител наблюдается через неделю после введения компонента 2 (на 28 день эксперимен-

та). 

Уровень вируснейтрализующих антител в крови макак резус определяли в реакции нейтрализации 

по подавлению негативных колоний, образованных вирусом SARS-CoV-2 в односуточном монослое кле-

ток Vero С1008 под агаровым покрытием. Реакцию нейтрализации ставили в варианте: постоянная доза 

вируса - разведения сыворотки. 

В работе использовали исследуемые иммунные сыворотки, полученные от обезьян перед вакцина-

цией (0 день), через 7, 14 и 28 дней после вакцинации, положительный контрольный образец (сыворотку 

крови переболевшего человека, заведомо содержащую специфические антитела к вирусу SARS-CoV-2), 

отрицательный контрольный образец (фетальную телячью сыворотку (ФТС), заведомо не содержащую 

специфические антитела к вирусу SARS-CoV-2) и культуру вируса SARS-CoV-2. 

В реакции нейтрализации использовали разведение 1:5 сывороток крови. Рабочее разведение ви-

руссодержащей суспензии на основе вируса SARS-CoV-2 ("антиген") готовили на растворе Хенкса с 2% 

ФТС и антибиотиками (стрептомицина сульфат и бензилпенициллина натриевая соль) по 100 ЕД/мл де-

сятикратным шагом. В приготовленном разведении концентрация вируса SARS-CoV-2 составила 200 

БОЕ мл
-1

. 

В эксперименте использовали односуточный монослой клеток Vero С1008 в пластиковых флаконах 

с площадью рабочей поверхности 25 см
2
 фирма "Cellstar", отобранных для постановки реакции нейтра-

лизации. Смесь равных объемов сыворотки и культуры вируса SARS-CoV-2 инкубировали в течение 60 

мин при температуре от 36,5 до 37,5°C, затем вносили по 0,5 мл на монослой клеток VeroC1008, предва-

рительно удалив ростовую среду. После адсорбции комплекса антиген+антитело на клетках в течение 60 

мин при температуре от 36,5 до 37,5°C инокулят декантировали, затем наносили первичное агаровое по-

крытие, разработанное для вируса SARS-CoV-2, и проводили дальнейшее инкубирование монослоя при 

температуре от 36,5 до 37,5°C в течение 2 суток. 

Через 2 суток инфицированный монослой клеток с целью окрашивания 0,1% раствором нейтраль-

ного красного наносили вторичное агаровое покрытие и инкубировали в течение 24 ч при температуре от 

36,5 до 37,5°C, затем проводили учет негативных колоний во флаконах. За титр антител исследуемой 

сыворотки принимали высшее разведение сыворотки крови, в котором выявляли подавление негативных 

колоний, образованных вирусом SARS-CoV-2, на 50% и более по сравнению с отрицательным контро-

лем. 

Результаты эксперимента показали, что уровень вируснейтрализующих антител более 1:5 на 14 

день эксперимента наблюдался у 17,6% животных, тогда как на 28 день эксперимента - у 100% живот-

ных. 

Таким образом, полученные данные показывают, что введение разработанного фармацевтического 

средства приводит к развитию гуморального иммунного ответа к вирусу SARS-CoV-2 у приматов. 

Для оценки клеточного иммунного ответа из крови приматов перед вакцинацией (0 день), через 7, 

14 и 28 дней выделяли мононуклеарные клетки методом центрифугирования в градиенте плотности рас-
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твора фиколла. 

Принцип метода основан на различии в плавучей плотности форменных элементов крови. Раствор 

полисахарида фиколла в воде имеет градиент с такой плотностью, которая позволяет при центрифугиро-

вании разделить клетки периферической крови на мононуклеарную фракцию (МФ), в которую входят 

лимфоциты, субпопуляция моноцитов, а также бластные гемопоэтические клетки, и фракцию, содержа-

щую гранулоциты и эритроциты. МФ обладают меньшей, чем фиколл, плотностью, что в результате цен-

трифугирования определяет его расположение над слоем фиколла. Плотность гранулоцитов и эритроци-

тов больше, чем плотность градиента, они проходят через градиент, опускаясь на дно пробирки (Boyum 

А. Separation of leukocytes from blood and bone marrow// Scand. J. Clin. Lab. Investig. - 1968. - Vol. 21. - 

Suppl. 97. - p. 1-9). Тромбоциты - наименьшие клетки, остаются при правильно выбранной скорости цен-

трифугирования в сыворотке крови, не доходя до раздела фаз "вода"/"фиколл". 

После выделения мононуклеарной фракции клеток из периферической крови обезьян проводили 

окраску клеток флуоресцентным красителем CFSE (Invivogen, США) и помещали в лунки планшета. 

После высева мононуклеарных клеток в лунки планшета проводили повторную стимуляцию лим-

фоцитов в условиях in vitro добавлением в культуральную среду RBD фрагментом S белка коронавируса 

(конечная концентрация белка 1 мкг/мл). В качестве отрицательного контроля использовали интактные 

клетки, к которым не добавляли антиген. Через 72 ч после добавления антигена проводили измерение % 

пролиферирующих клеток. 

Результаты эксперимента представлены на фиг. 6, 7. 

Данные, полученные в ходе эксперимента, показали, что максимальная напряженность клеточного 

иммунитета, вызванного иммунизацией обезьян разработанным фармацевтическим средством согласно 

среднему арифметическому значению процента пролиферирующих CD4+ Т-лимфоцитов и CD8+ Т-

лимфоцитов наблюдается на 28 день после иммунизации. Данный факт связан с проведением второй (бу-

стирующей) иммунизацией на 21 день исследования (1,2% против 0,1% в неиммунизированной группе). 

В этом случае антиген-специфические CD4+ и CD8+ Т-лимфоциты получают дополнительный стимул 

пролиферации, увеличивая долю своего присутствия в организме вакцинированного животного. 

Обобщая полученные результаты, можно заключить, что иммунизация приматов разработанным 

фармацевтическим средством в исследуемой дозе и схеме иммунизации позволяет сформировать выра-

женный (статистически достоверно отличимый от показателей контрольной не иммунизированной груп-

пы животных) гуморальный иммунитет, характеризующийся повышением титра антител к S белку виру-

са SARS-CoV-2 и повышением титра вируснейтрализующих антител, а также сформировать клеточный 

иммунитет, представленный как CD4+, так и CD8+ лимфоцитами. 

Пример 14. Изучение иммуногенности разработанного фармацевтического средства путем оценки 

клеточного иммунного ответа к антигену вируса SARS-CoV-2 в крови добровольцев в различные сроки 

после вакцинации. 

В рамках клинических исследований разработанного фармацевтического средства по варианту 1 

было проведено исследование напряженности клеточного иммунитета. 

В исследовании принимало участие 40 добровольцев, которые были иммунизированы: 

1) компонентом 1, а затем через 21 день компонентом 2 жидкой формы разработанного фармацев-

тического средства по варианту 1 (компонент 1: Ad26-CMV-S-CoV2, компонент 2: Ad5-CMV-S-CoV2), 

доза 1×10
11

 вирусных частиц (20 человек); 

2) компонентом 1, а затем через 21 день компонентом 2 лиофилизированной формы разработанного 

фармацевтического средства по варианту 1 (компонент 1: Ad26-CMV-S-CoV2, компонент 2: Ad5-CMV-S-

CoV2), доза 1×10
11

 вирусных частиц (20 человек). 

На 0 день (до введения препарата), 14 день и 28 день у добровольцев отбирали образцы крови, из 

которых выделяли мононуклеарные клетки методом центрифугирования в градиенте плотности раствора 

фиколла. Далее выделенные клетки окрашивали флуоресцентным красителем CFSE (Invivogen, США) и 

высевали на лунки планшета. Затем проводили повторную стимуляцию лимфоцитов в условиях in vitro 

добавлением в культуральную среду S белка коронавируса (конечная концентрация белка 1 мкг/мл). В 

качестве отрицательного контроля использовали интактные клетки, к которым не добавляли антиген. 

Через 72 ч после добавления антигена проводили измерение % пролиферирующих клеток, а культураль-

ную среду отбирали для измерения количества гамма-интерферона. 

Для определения % пролиферирующих клеток проводили их окрашивание антителами против мар-

керных молекул Т-лимфоцитов CD3, CD4, CD8 (anti-CD3 Pe-Cy7 (BDBiosciences, клон SK7), anti-CD4 

APC (BDBiosciences, клон SK3), anti-CD8 PerCP-Cy5.5 (BDBiosciences, клон SK1)). Пролиферирующие (с 

меньшим количеством красителя CFSE клеток) CD4+ и CD8+ Т-лимфоциты определяли в клеточной 

смеси с использованием проточного цитофлюориметра BD FACS AriaIII (BDBiosciences, США). Резуль-

тирующий процент пролиферирующих клеток в каждом образце определяли путем вычитания результа-

та, полученного при анализе интактных клеток их результата, полученного при анализе клеток рестиму-

лированных антигеном S коронавируса. Полученные результаты представлены на фиг. 8, 9 (для жидкой 

формы вакцины), на фиг. 10, 11 (для лиофилизированной формы вакцины). 
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Количественное определение концентрации гамма-интерферона (ИФНγ) в культуральной среде мо-

нонуклеарных клеток крови человека через 72 ч после рестимуляции их S белком коронавируса прово-

дили с помощью набора "гамма-Интерферон-ИФА-БЕСТ" (ВЕКТОР-БЕСТ, Россия) по инструкции про-

изводителя. Полученные данные представлены на фиг. 12 (для жидкой формы вакцины), на фиг. 13 (для 

лиофилизированной формы вакцины). 

Результаты проведенного исследования показали, что рост напряженности клеточного иммунитета, 

вызванного последовательной иммунизацией добровольцев обеими формами фармацевтического средст-

ва по варианту 1, согласно медиане значений пролиферирующих CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов, отмечает-

ся с увеличением дней после иммунизации. В обеих группах максимальные значения, пролиферирующих 

как CD4+, так и CD8+ Т-лимфоцитов наблюдаются на 28 день после иммунизации. Между 0 и 28 днями 

исследования наблюдается максимальная статистически достоверная разница в значениях, пролифери-

рующих CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов - р<0,001. 

Из результатов, представленных на фиг. 12, 13, можно заключить, что рост напряженности клеточ-

ного иммунитета, вызванного последовательной иммунизацией добровольцев обеими формами фарма-

цевтического средства по варианту 1, согласно медиане прироста концентрации ИФНγ отмечается с уве-

личением дней после иммунизации. Статистически достоверная разница в значениях прироста концен-

трации ИФНγ до иммунизации (0 день) и через 14 дней после проведенной вакцинации составила 

р<0,001. Максимальный прирост концентрации ИФНγ наблюдается на 28 день после иммунизации. Ме-

жду 0 и 28 днями исследования наблюдается максимальная статистически достоверная разница в значе-

ниях прироста концентрации ИФНγ - р<0,001. 

Таким образом, исходя из приведенных данных можно заключить, что иммунизация разработанным 

фармацевтическим средством способна вызвать формирование напряженного антиген-специфического 

клеточного звена противоинфекционного иммунитета, что подтверждается высокой степенью статисти-

ческой достоверности в измеряемых параметрах до и после иммунизации. 

Пример 15. Изучение иммуногенности разработанного фармацевтического средства путем оценки 

титра антител к антигену вируса SARS-CoV-2 в крови добровольцев в различные сроки после вакцина-

ции. 

В исследовании принимало участие 40 добровольцев, которые были иммунизированы: 

1) компонентом 1, а затем через 21 день компонентом 2 жидкой формы разработанного фармацев-

тического средства по варианту 1 (компонент 1: Ad26-CMV-S-CoV2, компонент 2: Ad5-CMV-S-CoV2), 

доза 1×10
11

 вирусных частиц (20 человек); 

2) компонентом 1, а затем через 21 день компонентом 2 лиофилизированной формы разработанного 

фармацевтического средства по варианту 1 (компонент 1: Ad26-CMV-S-CoV2, компонент 2: Ad5-CMV-S-

CoV2), доза 1×10
11

 вирусных частиц (20 человек). 

На 14, 21, 28 дни у добровольцев отбирали образцы крови, из которых выделяли сыворотку. 

Титр антител к домену RBDS белка вируса SARS-CoV-2 определяли методом иммуноферментного 

анализа с помощью набора "SARS-CoV-2-RBD-ИФА-Гамалеи". Анализ проводили согласно инструкции 

производителя. 

Результаты анализа титра антител к антигену вируса SARS-CoV-2 в сыворотке крови добровольцев 

после введения жидкой формы препарата представлены на фиг. 14. 

Результаты анализа титра антител к антигену вируса SARS-CoV-2 в сыворотки крови добровольцев 

после введения лиофилизированной формы препарата представлены на фиг. 15. 

Как видно из представленных данных, иммунизация добровольцев разработанным фармацевтиче-

ским средством как в жидкой форме, так и в лиофилизированной форме позволяет сформировать выра-

женный (статистически достоверно отличимый от показателей контрольной не иммунизированной груп-

пы животных) гуморальный иммунитет, характеризующийся повышением титра антител к S белку виру-

са SARS-CoV-2. При этом рост напряженности гуморального иммунного ответа отмечается с увеличени-

ем дней после иммунизации. 

Таким образом, поставленная техническая задача, а именно создание средств, обеспечивающих эф-

фективную индукцию иммунного ответа против вируса SARS-CoV-2, достигнута, что подтверждается 

приведенными примерами. 

Промышленная применимость 

Все приведенные примеры подтверждают эффективность фармацевтических средств, обеспечи-

вающих эффективную индукцию иммунного ответа против вируса SARS-CoV-2 и промышленную при-

менимость. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Фармацевтическое средство для индукции специфического иммунитета против вируса тяжелого 

острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, содержащее компонент 1, представляющий собой сред-

ство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-го 

серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5, со 

встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, а также 

содержащее компонент 2, представляющий собой средство в виде экспрессионного вектора на основе 

генома рекомбинантного штамма human adenovirus 5-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 об-

ласти, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 

3. 

2. Фармацевтическое средство для индукции специфического иммунитета против вируса тяжелого 

острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, содержащее компонент 1, представляющий собой средст-

во в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 26-го се-

ротипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5, со встро-

енной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, а также содер-

жащее компонент 2, представляющий собой средство в виде экспрессионного вектора на основе генома 

рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, со 

встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3. 
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3. Фармацевтическое средство для индукции специфического иммунитета против вируса тяжелого 

острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, содержащее компонент 1, представляющий собой сред-

ство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-го 

серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной 

из SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, а также содержащее компонент 2, представляющий собой 

средство в виде экспрессионного вектора на основе генома рекомбинантного штамма human adenovirus 

5-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, со встроенной экспрессионной кассетой, вы-

бранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3. 

4. Фармацевтическое средство по пп.1-3, отличающееся тем, что оно находится в жидкой или лио-

филизированной форме. 

5. Фармацевтическое средство по п.4, отличающееся тем, что буферный раствор для жидкой формы 

содержит, мас.%: трис от 0,1831 до 0,3432, хлорид натрия от 0,3313 до 0,6212, сахароза от 3,7821 до 

7,0915, магния хлорида гексагидрат от 0,0154 до 0,0289, ЭДТА от 0,0029 до 0,0054, полисорбат-80 от 

0,0378 до 0,0709, этанол 95% от 0,0004 до 0,0007, вода - остальное. 

6. Фармацевтическое средство по п.4, отличающееся тем, что буферный раствор для лиофилизиро-

ванной формы содержит, мас.%: трис от 0,0180 до 0,0338, хлорид натрия от 0,1044 до 0,1957, сахароза от 

5,4688 до 10,2539, магния хлорида гексагидрат от 0,0015 до 0,0028, ЭДТА от 0,0003 до 0,0005, полисор-

бат-80 от 0,0037 до 0,0070, вода - остальное. 

7. Фармацевтическое средство по пп.1-3, отличающееся тем, что компонент 1 и компонент 2 нахо-

дятся в разных упаковках. 

8. Применение фармацевтического средства по пп.1, 2 или 3 для индукции специфического имму-

нитета против вируса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-CoV-2, включающее использо-

вание компонента 1 и 2 в эффективном количестве последовательно с интервалом не менее 1 недели. 
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