
Э
п

и
де

м
и

ол
ог

и
я 

и
 В

а
кц

и
н

оп
р

оф
и

ла
кт

и
ка

. Т
ом

 2
0

, №
 1

/E
p

id
em

io
lo

gy
 a

n
d

 V
a

cc
in

a
l P

re
ve

n
ti

on
. V

ol
. 2

0
, N

o 
1

76

Обзор

Review

И. М. Грубер*, О. М. Кукина, Н. Б. Егорова, О. В. Жигунова

ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток им. И. И. Мечникова

Различные технологии получения  
пневмококковых иммуногенов:  
определение новых подходов к их разработке

   

   

Резюме

Актуальность. Применение во всем мире пневмококковых вакцин, в частности конъюгированных (PCV), привело к значи-

тельному снижению частоты инвазивных пневмококковых заболеваний у вакцинированных детей и у непривитых людей всех 

возрастов как при носительстве, так и при увеличении резистентности пневмококка к антибиотикам. Однако «невакцинные» 

серотипы и бескапсульные (нетипируемые) штаммы стали основными причинами пневмококковых заболеваний. Это требует 

новых подходов при разработке вакцин, способных привести к серотипнезависимой защите, особенно детей, пожилых и имму-

нокомпрометированных людей. Пневмококковая вакцина должна защищать от широкого спектра серотипов, индуцировать 

мукозальный и системный иммунитет, снижать первичную назальную колонизацию и инвазивные формы. Цель. Обзор посвящен 

анализу экспериментальных разработок инновационных вакцин на основе протективных белковых антигенов (PPV) с капсуль-

ными полисахаридами, адъювантами, системой доставки антигена, а также инактивированных цельноклеточных (WCV) и живых 

аттенуированных. Особое внимание уделено методам мукозальной иммунизации, учитывая тропизм пневмококка к слизистым 

верхних и нижних дыхательных путей. Заключение. На данном этапе наиболее перспективными представляются препараты 

на основе бактериальных лизатов (РWCV) и протективных белковых антигенов (PspA, dPly), а также этих антигенов в сочетании 

с адъювантами и, возможно, с некоторыми этиологически наиболее значимыми капсульными полисахаридами.

Ключевые слова: пневмококковые коньюгированные вакцины, серотипнезависимая защита, протективные белковые анти-

гены, адъюванты, бактериальные лизаты, мукозальная иммунизация
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Abstract

Relevance. The worldwide use of pneumococcal vaccines, in particular conjugated vaccines (PCV), has led to a significant reduction in the 

incidence of invasive pneumococcal diseases in both vaccinated children and unvaccinated people of all ages. However, "non-vaccine" 

serotypes and capsule-free (non-typed) strains have become the main causes of pneumococcal disease, as with carriage, with an increase 

in antibiotic resistance. This requires new approaches in the development of vaccines that can lead to serotype-independent protection, 

especially in children, the elderly and immunocompromised people. The pneumococcal vaccine should protect against a wide range of 

serotypes, induce mucosal and systemic immunity, and reduce primary nasal colonization, as well as invasive forms. Aim. The review 

is devoted to the analysis of experimental development of innovative vaccines based on protective protein antigens (PPV), including in 

combination with capsular polysaccharides, using adjuvants or antigen delivery systems, as well as inactivated whole cell preparations 

(WCV) and live attenuated vaccines. Particular attention is paid to the methods of mucosal immunization, taking into account the tropism of 

pneumococcus in relation to the mucous membranes of the upper and lower respiratory tract. Conclusion. At this stage, the most developed 

and promising are drugs based on bacterial lysates (PWCV) and protective protein antigens (PspA, dPly), as well as these antigens mixed with 

adjuvants, and, possibly, with some etiologically most significant capsular polysaccharides.
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Известно, что широкое применение во всем 
мире пневмококковых вакцин, в частности 
конъюгированных (PCV), привело к значи-

тельному снижению частоты инвазивных пневмо-
кокковых заболеваний как у вакцинированных 
детей, так и у непривитых людей всех возрастов. 
Однако «невакцинные» серотипы, новые серотипы 
и бескапсульные (нетипируемые) штаммы пневмо-
кокка стали основными причинами заболеваний 
при их носительстве и на фоне роста их резистент-
ности к антибиотикам. Это требует поиска новых 
подходов к разработке вакцин с широким покры-
тием всех возможных вариантов пневмококков. 
фокусирующихся на определении консервативных 
антигенов, способных обеспечивать серотипнеза-
висимую защиту, особенно детей, пожилых и имму-
нокомпрометированных людей. 

Пневмококковая вакцина должна защищать от ши-
рокого спектра серотипов (их известно 98), индуциро-
вать мукозальный и системный иммунитет, снижать 
первичную назальную колонизацию и инвазивные 
формы [1–8]. Основные типы инновационных вакцин 
разрабатываются на основе протективных белковых 
антигенов (PPV) в комплексе с капсульными полисаха-
ридами с использованием адъювантов или систем до-
ставки антигена. Создаются также инактивированные 
цельноклеточные препараты (WCV) и живые аттенуи-
рованные вакцины, способные охватывать большин-
ство пневмококковых штаммов. 

Цель настоящего сообщения – представить 
обзор опубликованных в основном в последние 5 
лет результатов экспериментальных разработок ин-
новационных вакцин, а также, по возможности, рас-
смотреть судьбу пневмококковых вакцин, которые 
к 2016–2017 гг. находились на различных стадиях 
клинических исследований. Поскольку мишенью для 
S. pneumoniae является слизистая дыхательных пу-
тей, эффективная пневмококковая вакцина должна 
обеспечивать не только защиту от инвазивной ин-
фекции, но также от колонизации дыхательной си-
стемы. Исследователи считают, что потенциальной 
стратегией защиты от пневмококковых заболева-
ний может быть создание вакцин, индуцирующих му-
козальный и системный иммунитет. Останавливаясь 
прежде всего на результатах исследований в от-
ношении пневмококковых белковых вакцин (PPV), 
следует отметить, что в большинстве работ внима-
ние уделено основным факторам вирулентности 
(патогенности), представленным пневмококковыми 
поверхностными белками (в основном PspA, а так-
же PspС, цитотоксическим белком пневмолизи-
ном – Ply, белками гистидиновой триады – PhtD), 
играющими критическую роль в назофарингеальной 
колонизации, передаче и поражении тканей, а так-
же другими белками (PsaP, PcpA, PrtA). 

Использование  
белковых пневмококковых антигенов

Пневмококковый поверхностный белок А (PspA) – 
ключевой фактор вирулентности пневмококка 

[9] присутствует на клеточной поверхности почти 
всех пневмококковых штаммов. Он является хо-
лин-связывающим белком, который способствует 
уклонению от иммунитета, ингибируя фиксацию 
комплемента на поверхности бактериальной клет-
ки, и связывает лактоферрин, блокирует этот 
бактерицидный пептид, предотвращая его про-
никновение через бактериальную мембрану [10]. 
Было показано, что PspA состоит из 5 доменов: 1 – 
сигнальный пептид, 2 – вариабельный N-концевой 
α-спиральный высоко заряженный; 3 – богатая 
пролином антиген-консервативная область (PRR), 
которая часто прерывается непролиновым блоком 
(NPB) и 4 – холин-связывающим доменом, прикре-
пляющим белок к наружной мембране клеточной 
стенки бактерии; 5 – С-терминальная область – 
короткий гидрофобный хвост. Установлено, что 
N-терминальная область PspA поверхностно доступ-
на, имеет спиральную структуру с протективным 
эпитопом и может быть разделена на 3 области – 
А, В и С [11]. На основании исследования 24 ал-
лелей генов рspA установлена их мозаичность, что 
определяет серологическую вариабельность PspA 
[12]; именно более 100 аминокислот С-области из-
вестны как «В-окно» или область, определяющая 
клайд (clade-difining region – CDR). Сходство амино-
кислотной последовательности в «В-окне» различ-
ных пневмококковых штаммов является основой 
классификации PspA на 3 семейства, распределен-
ных на 6 клайдов [13,14]. Иммунизация здоровых 
взрослых рекомбинантным фрагментом PspA, со-
держащим N-концевую область, выявила в I фазе 
клинических исследований перекрестно-реактив-
ные антитела [15], способные индуцировать пас-
сивную защиту у мышей [16]. Фрагменты PspA, 
соответствующие полным N-концевым областям 
PspA, защищали мышей от инвазивной пневмо-
кокковой инфекции (ИПИ), вызванной штаммом, 
экспрессирующим гомологичный PspA [17]. При 
этом была показана важность C-концевых 104 
и N-концевых 115 аминокислот α-спиральной об-
ласти PspA в перекрестной защите мышей от ИПИ. 
Вместе с тем существуют опасения относительно 
способности PspA перекрестно реагировать с чело-
веческим белком миозином, что может приводить 
к аутоиммунной кардиологической патологии [8].

В масштабном комплексном исследовании, 
проведенном Kawaguchiya М с соавт. [18] через 
6 лет после регистрации в Японии вакцины PCV13, 
были изучены 678 неинвазивных пневмококковых 
изолятов, из которых 596 (87,9%) относились к не-
вакцинным серотипам. Наиболее распространены 
были 15А, 35В, 15С и 23А (14,5; 11,8; 9,3 и 9,0% 
соответственно), причем 96,6% обладали генами 
резистентности к макролидам erm(B)и mef(A/E). 
PspA 1, 2 и 3 семейства были определены у 42,3; 
56,6 и 0,6% изолятов соответственно, и исследо-
вание нуклеотидной последовательности CDR вы-
явило высокую идентичность (90–100%) среди 
клайдов одного семейства и 57–69% – между 1 
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и 2 семействами. Использование PspA, относящих-
ся к наиболее распространенным среди изолятов 
1 и 2 семействам (соответственно, 1–5 клайдам), 
наиболее часто рассматривается как кандидат 
в вакцинный препарат [8]. При изучении пере-
крестного иммунного ответа на рекомбинантные 
PspA белки двух семейств было показано, что 
перекрестной антигенной и протективной актив-
ностью обладали фрагменты PspA4 и PspA5, от-
носящиеся ко 2 семейству [19]. Akbari Е с соавт. 
[20] изучили протективный ответ на два реком-
бинантных антигена PspA – PspA

4
ABC и PspAB

1-5
, 

полученных из двух штаммов E. coli, сконструиро-
ванных путем трансформации вектора, содержа-
щего последовательности фрагментов ДНК генов, 
кодирующих N-терминальную область АВС штам-
ма S. pneumoniae EF5668 (4 клайда 2 семейства) 
и В область 1–5 клайдов 5 разных штаммов соот-
ветственно. При изучении иммуногенности антиге-
нов in vivo установлено, что после интраназального 
и внутрибрюшинного (в/бр) заражения иммуни-
зированных мышей штаммом S. pneumoniae АТСС 
6355 (серотип 5, 2 клайд PspA) наблюдалось сни-
жение назофарингеальной колонизации и более 
высокая протективная активность у мышей, им-
мунизированных PspAB

1-5 
–

 
антигеном В-области 

всех 5 клайдов. Кроме того, сыворотка этих мышей 
в большей степени способствовала прикреплению 
С3 компонента комплемента и показала в ИФА 
перекрестную активность антител по отношению 
к PspA всех 5 клайдов.

МА da Silva с соавт. [21] считают, что при кон-
струировании конъюгированных с капсульными 
полисахаридами вакцин пневмококковые по-
верхностные белки могут быть альтернативой ге-
терологичным белкам (CRM197 или столбнячному 
токсоиду). Они изучили функциональную и пере-
крестную иммунологическую активность антител, 
индуцированных при подкожной (п/к) иммуниза-
ции мышей BALB/c конъюгатом PS14-mPspA4Pro 
(mPspA4Pro – модифицированный формальдеги-
дом PspA 4 клайда 2 семейства с N-терминальным 
участком+ пролиновый блок, конъюгированный 
с полисахаридом 14 серотипа – PS14), отдельными 
компонентами и их смесью. При введении конъю-
гированной вакцины было установлено повышение 
титра анти-PS14 IgG и снижение титра анти- PspA4, 
по сравнению с введением смеси этих компонен-
тов. Это свидетельствует о том, что при конъюгации 
изменяется профиль белкового эпитопа. 

Опсонофагоцитарная активность является 
основным показателем функциональной актив-
ности антител in vitro и зависит от связывания 
антител и фиксации комплемента, что ведет к ги-
бели бактерий и клиренсу. Так, несмотря на сни-
жение уровня PspA4-антител, индуцированных 
конъюгатом, их функциональность была установ-
лена по опсонофагоцитарной активности в от-
ношении 14 пневмококковых штаммов разных 
серотипов с PspA, относящимся к 1–5 клайдам 

двух семейств. Снижение числа КОЕ при исполь-
зовании сывороток к конъюгату по сравнению 
со смесью было значительнее или сопоставимо. 
Мыши, иммунизированные п/к конъюгатом, были 
защищены от назальной колонизации штамма ге-
терологичного серотипа- 6В № 0603 с PspA 1 клай-
да. Таким образом, конъюгация mPspA4Pro с PS14 
обеспечивала ожидаемое увеличение IgG по от-
ношению к полисахаридному фрагменту, что указы-
вает на ее эффективность в модификации антигена 
в Т-клеточно-зависимый. Кроме того, установлено, 
что анти-PS14-антитела являются функциональны-
ми и снижают количество КОЕ в анализе опсонофа-
гоцитарного киллинга. Важно также, что конъюгат 
PS14-mPspA4Pro сохраняет антигенные свойства 
молекулы mPspA4Pro, поскольку сыворотка к конъ-
югату обладает опсонофагоцитарными свойства-
ми, сравнимыми со свойствами свободных белков, 
к большой группе штаммов, в том числе в отноше-
нии защиты от колонизации.

Некоторые белковые пневмококковые факторы 
вирулентности (PsaA, PspC, PspA, PcpA, Ply, и PhtD) 
были определены как кандидаты в вакцину [22]. 
При обследовании младенцев у них была установ-
лена естественная индукция антител к этим антиге-
нам в результате назофарингеальной колонизации 
и развития инфекции дыхательных путей, а также, 
вероятно, после многократных вакцинаций, кото-
рые проводят во многих странах младенцам с двух-
месячного возраста [23]. 

Ранее было показано, что из ряда изученных 
белков PhtD (белки гистидиновой триады), PcpA 
(холинсвязывающий белок) и PlyD1 (нетоксич-
ный дериват пневмолизина) были более иммуно-
генны, формируя естественную защиту детей, как 
здоровых, так и страдающих рецидивирующим 
острым средним отитом (ОСО) [24]. Так, группу де-
тей шестимесячного возраста, у которых отмечали 
назофарингеальную колонизацию (49 – с реци-
дивирующим ОСО и 771 – без ОСО), наблюдали 
до возраста 25 месяцев и установили, что динами-
ка уровня сывороточных IgG к PhtD, PcpA и PlyD1 
развивалась синхронно в обеих группах по отно-
шению к 3 приведенным белкам, при этом не было 
отмечено значительного увеличения IgM к PcpA. 
Авторы заключили, что эти антигены аналогично 
иммуногенны и поэтому совместимы для комби-
нирования в трехвалентной белковой вакцине для 
борьбы с назофарингеальной колонизацией и про-
филактикой ОСО.

При комбинации цельных белков с белковыми 
фрагментами была установлена защита мышей 
от различных болезней, вызываемых пневмокок-
ками. Такой подход объединяет полноразмерные 
белки с различными белковыми фрагментами для 
усиления их потенциала в качестве вакцинных 
антигенов. В моделях активной и пассивной им-
мунизации пептиды, полученные из холинсвязыва-
ющего белка А (CbpA), которые участвуют в адгезии 
к клеткам легких, слитые с детоксицированным 
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пневмолизином, индуцирующим образование 
пор в мембране эукариотических клеток, защи-
щали мышей от пневмококкового носительства, 
отита, пневмонии, бактериемии, менингита и ме-
нингококкового сепсиса [25]. Было показано, что 
фрагменты PspA, слитые с производными пнев-
молизина, усиливают иммунный ответ, опосредо-
ванный перекрестно-реактивными антителами, 
и отложение комплемента на гетерологичные 
штаммы, что обеспечивает защиту от фатального 
заражения и снижение колонизации носоглотки 
мышей [26]. Chen A c соавт. [27] показали, что по-
ливалентные пневмококковые белковые вакцины, 
содержащие пневмолизоиды с эпитопами/фраг-
ментами CbpA и/или PspA, обеспечивают защиту 
животных на моделях сепсиса, менингита и очаго-
вой пневмонии. 

На двух мышиных моделях (BALB/cOlaHsd (H-2d) 
и C57BL/6J (H-2b)) было проведено исследование 
Т-клеточного ответа на детоксицированный пнев-
молизин (PlyD1), который считают одним из канди-
датов в белковую вакцину для защиты от инфекций, 
вызванных S. pneumoniae [28]. Мышей вакциниро-
вали п/к PlyD1 с алюминиевым адъювантом (Al-AD) 
или без него и определяли индукцию нейтрализу-
ющих анти-Ply IgG (в основном IgG1) у обоих линий 
мышей, причем при вакцинации без адъюванта 
значительно более высокий уровень нейтрализу-
ющих антител был индуцирован у мышей линии 
BALB/c. Для скрининга единичных иммунодоми-
нантных пептидов использовали синтетические 
пептиды, охватывающие полноразмерный Ply, что 
позволило идентифицировать один иммунодоми-
нантный и три субдоминантных природных эпитопа 
у обеих линий мышей. Эти эпитопы, идентифици-
рованные у мышей, могут быть использованы для 
исследований Т-клеток человека, поскольку после-
довательности PlyD1, отобранные in vivo на мышах, 
имели значительное совпадение с предсказан-
ными гуманизированными эпитопами людей. 
Цитокиновый ответ показал в основном профиль 
Th2 с низким уровнем цитокинов Th1 у обеих линий 
мышей. Таким образом, авторы определили, что 
PlyD1 является В-клеточным иммуногеном у мышей 
BALB/c и у мышей C57BL/6 индуктором антител 
с нейтрализующей способностью, также выяви-
ли различные эпитопы T-клеток, варьировавшие 
в двух изученных мышиных линиях. Распознавание 
таких Т-клеточных эпитопов может стимулировать 
цитокиновый ответ и помогать защитным реакциям 
В-клеток против пневмококковой инфекции. Если 
идентифицированные PlyD1-специфичные области 
Т-клеток будут подтверждены у людей, по мнению 
авторов [28], они могут быть использованы либо 
в качестве пневмококк-специфичного белка-носи-
теля в полисахаридной конъюгированной вакцине, 
либо в качестве компонента белковой вакцины, 
что требует дальнейшего изучения.

PrtA, поверхностный белок пневмококка, 
был идентифицирован скринингом библиотеки 

экспрессии пневмококкового генома с исполь-
зованием сыворотки выздоравливающего па-
циента [29] и идентифицирован как сериновая 
протеаза. Ген prtA распространен и консервативен 
среди штаммов S. pneumoniae. Аминокислотная по-
следовательность PrtA, содержащего каталитиче-
ские домены, была высоко консервативна среди 
78 клинических изолятов пневмококка, представ-
ляющих 22 различных серотипа, включая штамм 
D39 (серотип 2). Было показано, что делеция гена 
prtA в S. pneumoniae D39 снижала летальность мы-
шей через 36 часов после в/бр заражения [30] 
и облегчала течение пневмонии после интрана-
зального заражения [31].

Адъюванты и их значение  
при иммунизации белковыми антигенами

Поскольку известно, что белковые антиге-
ны, даже содержащие оптимальные В-клеточные 
и Т-клеточные эпитопы, слабо иммуногенны, они 
требуют использования носителей и адъювантов 
(АD). На протяжении многих лет наиболее распро-
страненным АD был основанный на Al(OH)

3 
(Al-АD), 

относительно безвредный, индуцирующий TLR-
зависимый эффект, он увеличивает стабильность 
антигена и усиливает доставку к антигенпрезенти-
рующим клеткам (AПК), хотя есть данные о появле-
нии цитотоксических Т-лимфоцитов или гранулем 
на месте введения [32]. Механизм действия Al-
АD сложен, включает индукцию ответа на сигналы 
опасности, усиление презентации антигена и при-
влечение иммунных клеток и может меняться в за-
висимости от специфического состава вакцины. 
Использование прямого конъюгирования пепти-
дов с TLR может привести к активации T-клеток 
и презентации антигена. Было показано, что конъ-
югирование антигенных пептидов с лигандами TLR, 
такими как CpG-лиганд TLR9, значительно улучша-
ет примирование Т-клеток in vivo благодаря ком-
бинированному эффекту повышенного поглощения 
длинных пептидов и совместному иммуностимули-
рующему действию [33]. Отмечено, что в различ-
ных моделях на животных белки пневмококка при 
совместном введении с TLR индуцируют высокую 
иммуногенность [34].

Для компенсации слабой иммуногенности и ин-
дукции соответствующего типа иммунного ответа 
в вакцины включают различные АD, в том числе 
водно-масляные и масляно-водные эмульсии, ли-
ганды толл-подобных рецепторов, флагеллин и дру-
гие частицы, обладающие такой же активностью, 
что и как алюминиевые АD [35,36], например, 
наночастицы, образовавшие PLGA (poly lactic-co-
glycolic acid) – АD, эффективный в коклюшной вак-
цине [37], который индуцирует Th-ответ (Th1 и Th2) 
и продукцию антител В-клетками. Другие АD на ос-
нове наночастиц, например, РЕI-полиэтиленимин 
[38] и хитозан [39], также оказывают эффект как 
мукозальный АD в противовирусных вакцинах 
и в вакцине против Helicobacter pilori. Вместе с тем 
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при использовании АD возможно проявление по-
бочного эффекта. Так, например, при испытании 
мукозальной вакцины с полным адъювантом СТ 
(холерный токсин) была отмечена ее высокая эф-
фективность, однако была выявлена также неже-
лательная токсичность, связанная с модификацией 
В- субъединицы СТ [40]. 

Широко используемыми АD является группа ос-
нованных на сквалене1 эмульсий, таких как MF59, 
AS03, и AS02, варьирующих по составу. MF59 ли-
цензированный в мире – типичный адъювант этой 
группы, представляющий собой молочно-белую 
эмульсию (oil-in-water). Он входит в состав мно-
гих вакцин, в том числе прошедших клинические 
испытания [32]. Адъювант AS03 содержит, кро-
ме сквалена, DL-α-токоферол, индуцирует NF-κB, 
цитокиновый и хемокиновый ответ и приводит 
к миграции АПК к лимфоузлам, активируя в них, 
в частности, клетки врожденного иммунитета. MF59 
и AS03 способствуют Th1 и Th2 иммунному ответу. 
Адъювант AS02 представляет собой систему, состо-
ящую из эмульсии сквалена и стимуляторов иммун-
ных белков – MPL (3-O-дезацил-4-монофосфорный 
липид A) и сапонин QS21, индуцирующих Th1 им-
мунный ответ [41]. Было показано, что конструкция 
PsaA-PspA23 (состоит из участка PsaA, ответствен-
ного за адгезию, и N-терминального участка, 
определяющего 3 клайд PspA, и полноразмерного 
PspA2) с Al-АD способствует высокому титру анти-
тел у мышей и выработке эффективной защиты от 
пневмококковых штаммов, PspA которых относятся 
к 1 и 2 семейству независимо от серотипа [42]. 
В исследовании Chen X с соавт. [32] проведено 
масштабное сравнительное изучение четырех АD 
(MF59, AS03, AS02, Al-АD), определения их опти-
мальных доз при иммунном ответе на слияние бел-
ков PsaA-PspA23 с включением полноразмерного 
PspA4 (содержит N-терминальный домен и богатую 
пролином область 4 клайда PspA). Мышей линии 
BAlB/c иммунизировали однократно в/м вакциной, 
содержащей PsaAPspA23 (ММ 90 kD), PspA4(ММ 
65 kD) и АD, с отрицательным (PBS буфер с Al-АD) 
и положительным (вакцина PPV23 п/к) контроля-
ми. Было показано, что все 4 АD способствовали 
IgG антиген-специфическому иммунному ответу. 
При этом использование AS02 индуцировало наи-
более высокий титр IgG1 и IgG2a и уровень цитоки-
нов IL-2, IL-4, TNF-α, и IFN-γ. Установлено влияние 
АD на размножение бактерий в легких и крови: 
во всех случаях КОЕ/мл было ниже у иммунизиро-
ванных мышей в сравнении с отрицательным кон-
тролем. Наиболее эффективный бактериальный 
клиренс крови в отношении штамма ATCC BAA-334 
(клайд 3, семейство 2) отмечен при использова-
нии AS02, а также при PPV23 (положительный кон-
троль); в то же время как при применении всех 
АD в отношении штамма ATCC 10,813 (семейство 

1  Сквален – маслянистый жидкий углеводород, который содержится 
в масле печени акулы и кожном сале человека и является 
метаболическим предшественником стеринов или стеролов.

1, клайд 2) отмечен сравнимый клиренс крови 
и элиминация из легких, с преимуществом перед 
PPV23. Для изучения протективной активности за-
ражали мышей интраназально четырьмя штамма-
ми S. pneumoniae (в которых PspA относятся к 1 
и 2 клайдам семейства 1, 3 и 5 клайдам семей-
ства 2) и установили разную степень защиты от 
штаммов обоих семейств, причем в группе с адъ-
ювантом AS02 защита отмечена в отношении всех 
4 штаммов с разными клайдами PspA. Таким об-
разом, исследования Chen X с соавт. показали, что 
комплекс антигенов PsaA-PspA23 и PspA4 в комби-
нации с 4 АD повышает системный иммунный ответ 
и обеспечивает защиту от пневмококковых штам-
мов, содержащих PspA различных семейств, и их 
эффективную элиминацию из крови и легких, при-
чем наиболее выраженный эффект наблюдается 
при использовании адъюванта AS02 даже в срав-
нении с коммерческой вакциной PPV23.

В контролируемом рандомизированном клиниче-
ском исследовании (NCT00307528 / NCT01767402, 
I/II стадии) было проведено сравнительное из-
учение вакцин на основе белка PhtD (в дозах 10 
или 30 мкг) с адъювантом AS02V при двукратной 
в/м иммунизации пожилых (≥ 65 лет) и молодых 
(18–45 лет) людей в сравнении с использовани-
ем общепринятого Al-АD и контролями – PPV23 
и плацебо (физиологический раствор) [43]. При 
изучении безопасности и реактогенности вакцин 
показано отсутствие серьезных реакций; на ос-
новании выявления анти-PhtD IgG установлен 
высокий гуморальный иммунный ответ в стар-
шей когорте, хотя и ниже, чем в молодой когор-
те. В обеих когортах численность В-клеток памяти 
и CD4 T-клеток увеличивалась вакцинацией PhtD 
с любым адъювантом через месяц после второй 
дозы; у пожилых участников увеличение В-клеток 
памяти было статистически значимо больше при 
AS02V, чем при Al-АD, а значимые различия меж-
ду АD в молодой группе не определены. При пас-
сивной защите мышей от назального заражения 
S. pneumoniae 3 серотипа сыворотками (получе-
ны при иммунизации обеих когорт 3 вакцинами – 
PhtD, PhtD+Al-АD, PhtD+AS02V) было показано, 
что анти-PhtD-антитела обеспечивали наибольшую 
выживаемость мышей (~80%) при введении сы-
вороток от обеих когорт, вакцинированных PhtD + 
AS02V, от пожилых, иммунизированных вакциной 
PhtD + Al-АD, в то время как такая же сыворотка 
молодых защищала ~60% мышей. 

В другом рандомизированном клиническом 
исследовании (NCT007560067, I стадии), в ко-
тором кроме приведенных выше вариантов при 
иммунизации пожилых людей использовали 
конъюгированную вакцину PСV8, показано, что 
свободные или конъюгированные dPhtD и dPly об-
ладали приемлемыми профилями безопасности 
и реактогенности [44]. Иммунные ответы усили-
вались с помощью AS02V-адъювантной компози-
ции, содержащей свободные PhtD-dPly; отмечена 
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тенденция к более высокой опсонофагоцитарной 
активности при PCV8, чем при PPV23. Поскольку 
не выявлено серьезных реакций при оценке без-
опасности вакцины PhtD с адъювантом AS02V, эта 
вакцина может быть полезна для профилактики 
пневмонии у взрослого населения, включая пожи-
лых людей.

Для изучения эффективности иммунизации 
PrtA в сочетании с адъювантом курдланом для 
предотвращения инфекции S. pneumoniae мышей 
BALB/c иммунизировали интраназально комбина-
цией фрагмента PrtA (аминокислоты 144–1041) 
и адъюванта курдлана2, являющегося индуктором 
Th17-ответа [45]. Было показано, что PrtA-курдлан 
индуцирует антиген-специфический IL-17A и IFN-γ, 
но не Th2 ответ и гуморальный ответ: анти-PrtA IgG 
в сыворотке и в БАЛ, PrtA-специфический IgА в сы-
воротке, в мукозальных секретах (в слюне, назаль-
ном смыве, но не в бронхоальвеолярном лаваже 
(БАЛ)). При этом отмечено, что PrtA в комбинации 
с курдланом не защищает мышей от пневмонии (при 
назальном заражении) и от системной инвазии.

Были изучены различные современные систе-
мы доставки вакцинных антигенов при создании 
эффективных пептидных вакцин. Так, в качестве 
потенциальных средств доставки, которые могут 
стабилизировать вакцинные антигены и действо-
вать в качестве адъювантов, внимание привлек-
ли наноразмерные материалы (<1000 нм), такие 
как вирусоподобные частицы (VLP), бактериальные 
белки наружной мембраны (БНМ), липосомы, им-
муностимулирующие комплексы (ISCOM), полимер-
ные и неразлагаемые наносферы. Бактериальные 
БНМ представляют собой другую систему достав-
ки среди наночастиц, используемых, в частности, 
для доставки пневмококковых белковых антиге-
нов. Так, фрагменты PspA и полноразмерные бел-
ки, включенные в БНМ сальмонелл, на мышиной 
модели при интраназальном введении индуци-
ровали защиту от пневмококковой колонизации, 
опосредованную Тh-17, без необходимости в му-
козальном адъюванте [46]. БНМ представляют 
собой пузырьки липидов, высвобождаемые из на-
ружных мембран грамотрицательных бактерий 
для связи между собой и с другими микроорга-
низмами в окружающей среде. БНМ, обладающие 
необходимыми иммуностимулирующими свойства-
ми, способностью презентации антигена на их по-
верхности и включения гетерологичных антигенов, 
могут использоваться в качестве эффективных си-
стем доставки вакцинных антигенов. Такие БНМ 
были использованы при разработке вакцины про-
тив менингококка серогруппы В [47].

При использовании в субъединичной PspA-
вакцине АD на основе наночастиц PST (polysorbitol 
transporter), был установлен антиген-специфический 

2  Курдлан – линейный неионный β-1,3-глюкан, выделенный из 
бактерии Alcaligenes faecalis, из-за нетоксичности и способности 
к гелеобразованию при повышении температуры, принят в США 
как пищевая добавка.

иммунный ответ у мышей и способность АПК по-
глощать антиген и формировать защиту от ле-
тального заражения S. pneumoniae [48]. Kye Y-C 
c соавт. [49] при иммунизации рекомбинант-
ным PspA использовали АD PST, который счита-
ют эффективным мукозальным адъювантом, 
способным стимулировать адаптивный иммунитет. 
В этом исследовании ген, связанный со стволо-
вой частью PspA (1-302 аминокислота) 2 клайда 
1 семейства штамма S. pneumoniae Rx1, включа-
ющей область α-ворот и часть богатого пролином 
участка на С-терминальном конце, был клониро-
ван в вектор рЕТ21d(+), и Escherichia coli BL21 
(DE3) была трансформирована этой плазмидой. 
Иммунизировали мышей С57BL/6 интраназаль-
но трехкратно сконструированной субъединичной 
вакциной на основе PspA/PST и для сравнения 
PspA с известным АD (холерный токсин – PspA/
СТ) и только PspA, а также PBS. Через 3 недели 
после последней вакцинации заражали леталь-
ной дозой вирулентного штамма S. pneumoniae 
WU2 (3 серотип). Была определена сравнимая 
высокая протективная активность – 100% выжи-
ваемость и отсутствие снижения веса мышей, им-
мунизированных вакцинами с АD, при отсутствии 
выживаемости мышей в группах сравнения (только 
PspA, СТ и РBS). Титр специфических IgG в сыворот-
ке после каждой иммунизации, как и изотипа IgG, 
был также сравним и значительно выше при имму-
низации двумя адъювантированными вакцинами 
в сравнении с PspA. Также после 3-й иммунизации 
адъювантированными вакцинами отмечено повы-
шение титра IgА, высоким был и титр специфиче-
ских IgG и IgА в БАЛ, но при PspA/PST ниже, чем 
при PspA/СТ. Число клеток, секретирующих спец-
ифические PspA-IgG антитела в органах (селезенке, 
лимфоузлах, легких), в группе мышей, иммунизи-
рованных PspA/PST, было выше, чем в контролях, 
а уровень PspA-IgА антител выше только в лимфо-
узлах по сравнению с контролями. 

При изучении длительности протективного им-
мунитета при иммунизации PspA/PST было уста-
новлено, что, во-первых, специфические PspA-IgG 
в сыворотке сохраняются длительно на высоком 
уровне – в течение 15 недель и в БАЛ – в тече-
ние 12 недель после последней иммунизации; во-
вторых, по большому числу АПК в костном мозге 
в течение 12 недель после последней иммуниза-
ции установлена также иммунологическая память 
В-клеток; в-третьих, длительно сохранялась протек-
тивная активность (100% выживаемость), что было 
подтверждено при заражении мышей через 12 не-
дель после последней иммунизации. С помощью 
проточной цитометрии в ответ на введение вакцин 
PspA/PST в клетках лимфоузлов была обнаружена 
продукция цитокинов, в частности, в супернатанте 
отмечено увеличение численности IL-4, IL-5, IL-10, 
IL-17, и среди внутриклеточных цитокинов – зна-
чительная индукция Th2-клеточного ответа, про-
являющегося в продукции PspA специфических 
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IL-5 и IL-10, а также выявлена значительная про-
дукция В-клетками IL-10, но не IL-5. Эти резуль-
таты согласуются с данными о том, что адъювант 
PST не индуцирует провоспалительные цитокины 
в отличие от СТ [48]. Кроме того, при сравнении 
с общими CD4+ T-клетками отмечено увеличение 
продукции PspA специфических Т-клеток, в част-
ности фолликулярных Th (Tfh)-клеток и IL-21. При 
изучении воздействия вакцины на фенотипические 
маркеры функциональной активности дендритных 
клеток определено, что способность экспрессии 
МНСII у PspA/PST выше, чем у PspA/СТ, в то время 
как способность к индукции CD80 и CD86 выше при 
PspA/СТ, что согласуется с данными в отношении 
индукции провоспалительного ответа на введе-
ние PspA/СТ [48]. Таким образом, в исследовании 
Kye Y-C c соавт. [49] показано, что интраназальное 
введение субъединичной вакцины PspA/PST стиму-
лирует Th2- или Tfh активность с антиген-специфи-
ческим Т- и В-клеточным ответом; в лимфоузлах 
значимо увеличивается численность CD4+ T-клеток, 
продуцирующих IL-4/IL-5, известные как индуци-
рующие В-клеточную дифференциацию и терми-
нальное созревание IgG продуцирующих В-клеток 
и поддерживающих их длительную иммунологиче-
скую память. 

Вакцины на основе частиц полиангидрида (без-
водных частиц) – нановакцины – представляют 
собой платформу следующей генерации вакцин 
против таких патогенов, как вирус гриппа, Yersinia 
pestis, Bacillus anthracis. Эти нановакцины сфор-
мулированы с использованием кополимеров на осно-
ве 1,8-bis-(p-carboxyphenoxy)3,6-dioxaoctane (CPTEG), 
1,6-bis-(p-carboxyphenoxy)hexane (CPH) и sebacic 
acid (SA). Полиангидриды обеспечивают преимуще-
ства доставки вакцин и адъювантные свойства, 
обладают высокой биосовместимостью с мини-
мальной местной по сравнению с традиционными 
адъювантами реактогенностью [50]. Кроме того, 
они гидрофобны и стабилизируют лабильные 
белки, защищая их от денатурации продуктами 
ферментативного расщепления и кислотной дегра-
дации и обеспечивают пролонгированное высво-
бождение антигена. Так, было показано, что мыши, 
иммунизированные однократной дозой нановак-
цины, инкапсулирующей слитый белок Y. pestis 
F1-V, были защищены от летального заражения 
Y. pestis по меньшей мере в течение 280 дней по-
сле иммунизации [51]. Исследователи определили, 
что вариация состава полиангидридного сополи-
мера модулирует интернализацию и персистенцию 
в АПК in vitro, а также индукцию как клеточного, 
так и гуморального иммунного ответа in vivo, что 
свидетельствует о способности адаптировать хи-
мию полимера для рационального конструирова-
ния нановакцин с целью оптимальной индукции 
антигенспецифического иммунитета [52]. Было 
показано, что N-терминальная область рекомби-
нантного PspA (rPspA), инкапсулированная в нано-
частицы (CPH и CPTEG), сохраняла стабильность, 

конформационную структуру, а также биологиче-
скую активность при высвобождении, что было 
установлено с использованием анализа связыва-
ния аполактоферрина [53]. 

В последующих исследованиях при оценке спо-
собности различных вариантов полиангидридных 
носителей была подобрана композиция нановак-
цины (А – 1 µg PspA инкапсулированного в 50 µg 
50:50 CPTEG:CPH наночастиц; В – 0.5 µg PspA ин-
капсулированного в 25 µg 50:50 CPTEG:CPH на-
ночастиц + 25 µg свободных 50:50 CPTEG:CPH 
наночастиц + 0.5 µg растворимого PspA) и при 
однократной иммунизации показано, что по срав-
нению с PspA с обычным Al-АD приведенные 
композиции защищают животных от летального за-
ражения с 25-кратным уменьшением общей дозы 
PspA; эта доза остается стабильной (особенно ва-
риант А), что важно в условиях хранения препарата 
при комнатной температуре в течение, по меньшей 
мере, 2 месяцев [9]. 

Разработка методов  
мукозальной иммунизации

Учитывая, что пневмококковая пневмония 
остается распространенным и тяжелым заболева-
нием, альтернативным способом защиты может 
быть мукозальная иммунизация, при которой ми-
шенью для действия препаратов являются легкие. 
Как отмечено в обзоре Kataoka K с соавт. [54], 
для создания безопасных эффективных вакцин, 
индуцирующих мукозальный иммунитет к боль-
шинству бактериальных легочных инфекций, не-
обходима система соответствующих вакцинных 
антигенов и нетоксичных молекулярных AD. Такие 
конструкции вакцин могут индуцировать анти-
ген-специфический иммунный ответ, защищаю-
щий от мукозальных инфекций. Было показано, 
что наногель-содержащий рекомбинантный PspA 
защищает мышей после интраназальной иммуни-
зации от летального пневмококкового заражения, 
а у макак индуцирует IgG в сыворотке и в БАЛ, 
IgА – в назальном смыве и Th2/Th17 цитокино-
вый ответ [55,56]. Была разработана и изучена 
порошковая композиция для применения ингаля-
ционным способом или аэрозольно при распыле-
нии (с использованием небулайзера) для людей, 
включающая rPspA4Pro, адсорбированный на по-
верхности полимерных наночастиц (NPs) PGA-co-
PDL (полиглицерол адипат-со-ω-пентадекалактон), 
инкапсулированных в микрочастицах L-лейцина. 
Этот комплекс сухих порошковых нанокомпозит-
ных микрочастиц (NCMPs) – NP/NCMP PspA4Pro, 
представляющий собой частицы ~2µm, может быть 
использован как легочная вакцина [57]. При п/к 
иммунизации людей этой нановакциной отмечен 
высокий анти-PspA титр IgG [53]. Было проведено 
исследование иммунного ответа и протективного 
потенциала при двукратной иммунизации мышей 
назально конъюгатом NP/NCMP PspA4Pro на ос-
нове PGA-co-PDL и п/к PspA4Pro [58]. Отмечено 
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значительное повышение титров IgG в сыворотках 
крови иммунизированных мышей, что свидетель-
ствует о влиянии антигенов на Th2-ответ; в БАЛ 
определен высокий уровень IgG только при имму-
низации NP/NCMP PspA4Pro. Установлено связы-
вание сывороточных IgG c интактными бактериями, 
экспрессирующими PspA, которые относятся толь-
ко к 3, 4 и 5 клайдам 2 семейства. При п/к и на-
зальной иммунизации изучаемыми препаратами 
установлена частичная защита от летального зара-
жения гетерологичным пневмококковым штаммом 
ATCC6303 (серотип 3, PspA5) 50% и 67% соответ-
ственно; только при назальном введении отмечено 
значимое снижение высеваемости из БАЛ и при 
анализе содержания цитокинов и хемокинов в БАЛ 
у этих мышей отмечен более высокий уровень толь-
ко в отношении провоспалительного цитокина IL-
6, TNF-α и нейтрофильных хемоаттрактантов KC/
CXCL1 и MIP-2/CXCL2, по сравнению с контролем 
(физиологическим раствором). Таким образом, по-
казано, что мукозальная иммунизация NP/NCMP 
PspA4Pro, направленная на мишень – легкие, спо-
собна индуцировать местный и системный иммуни-
тет, создавая защиту только в отношении штамма, 
экспрессирующего PspA гомологичного семейства 
[58]. 

Cерия работ посвящена исследованиям, 
связанным с разработкой мукозальной вак-
цины на основе PspA с AD, который представ-
ляет собой бактериоподобные частицы BLPs 
(bacterium-like particles), необходимые для рас-
положения антигена на его поверхности. Этот АD 
получен из лизата Lactococcus lactis [14] и в се-
рии экспериментальных исследований он исполь-
зован как мукозальный AD и носитель. Так, при 
интраназальной иммунизации вакциной PspA-BLP, 
в которой PspA 3 клайда 2 семейства, установлен 
высокий уровень SIgА в респираторном тракте, но 
не сывороточных IgG [59]. Эта вакцина защища-
ла мышей при летальном интраназальном зара-
жении штаммами, содержащими PspA различных 
семейств (гомологичных и гетерологичных), неза-
висимо от серотипа; определено значимое сниже-
ние их высеваемости из легких. На основании этих 
результатов авторы считают такую мукозальную 
вакцину возможным потенциальным средством по-
вышения системного и мукозального иммунитета. 
В дальнейших исследованиях была использована 
система афинно-связывающего домена – якорно-
го белка (PA), способного к связи с антигенами, 
закрепленными на поверхности BLP. PA являет-
ся доменом гидролазы клеточной стенки L. lactis 
AcmA, состоящей из трех повторов мотива связы-
вания клеточной стенки типа LysM [60]. Этот до-
мен нековалентно связывается с пептидогликаном 
грамположительных бактерий, в результате чего 
антигены, слитые с PA, могут эффективно и ста-
бильно прикрепляться к пептидогликану BLP и вы-
зывать антигенспецифический иммунный ответ. 
При использовании PspA (клайда 4 семейства 2), 

слитого c PA, закрепленного на поверхности BLPs, 
было показано, что интраназальная иммунизация 
этим препаратом (BLPs/PspA-РА) индуцирует PspA-
специфические IgG в сыворотке и IgA в назальном 
смыве; на мышиной модели установлена защита 
от заражения пневмококками с PspA двух клай-
дов – гомологичного и гетерологичного семейств 
[61]. 

Подробно описана в исследовании такая же тех-
нология разработки и испытания вакцины, создан-
ной с использованием BLP, оценено связывание 
с ним PspA2-PA или PspA4-P A (клайда 2 семей-
ства 1 и клайда 4 семейства 2 пневмококков) [62]. 
PspA2-PA или PspA4-PA получали путем индукции 
культуры E. coli BL21, трансформированной pET-
20b-PspA2-PA или pET-20b-PspA4-PA. Результаты 
анализа SDS-PAGE подтвердили, что PspA2-PA 
и PspA4-PA связываются с BLP, и в дальнейшем 
эти вакцины обозначены соответственно PspA2-
BLP и PspA4-BLP. С помощью конфокальной 
иммунофлуоресцентной микроскопии со специфи-
ческими антителами против PspA2 и PspA4 было 
доказано, что связывание BLP с антигенами не 
влияет на их антигенность; установлено связыва-
ние сывороточных антител с интактными бакте-
риями, экспрессирующими PspA всех 3 семейств 
от 1 до 5 клайдов. При использовании этого ком-
плексного препарата было установлено, что он 
индуцировал как высокий уровень сывороточных 
IgG, так и мукозальных SIgA и обеспечивал вы-
сокую протективную активность: через 14 дней 
после иммунизации показана 100% защита от ле-
тального интраназального заражения штаммами 
S. pneumoniae АТСС10813 и АТСС6303 (PspA кото-
рых относятся ко 2 клайду 1 семейства и 5 клайду 
2 семейства соответственно), при 50–60% вы-
живаемости мышей, иммунизированных вакци-
ной PPV23, и отсутствии выживаемости уже через 
4 дня в контроле (при иммунизации BLP). Это по-
зволило авторам сделать обоснованный вывод, 
что пневмококковую вакцину, обозначенную как 
PspA-BLP, можно считать перспективной стратеги-
ей иммунизации для усиления как системного, так 
и мукозального иммунного ответа [62]. 

BLP в качестве AD был применен в мукозаль-
ной пневмококковой вакцине на основе мутант-
ного штамма-продуцента детоксицированного 
пневмолизина (Plym2), в котором были замене-
ны 2 аминокислоты, что привело к изменению 
его антигенности – к потере цитотоксичности 
при сохранении способности индуцировать ней-
трализующие антитела. В этом препарате белок 
Plym2 расположен на поверхности BLPs. Показано, 
что интраназальная иммунизация мышей BLP-
Plym2 индуцирует высокий уровень IgG в сыворот-
ке и SIgA в БАЛ; в сыворотке отмечен высокий 
титр нейтрализующей активности, который может 
ингибировать гемолиз дикого типа Ply [63]. Авторы 
считают, что вакцина такого типа могла бы быть 
использована для формирования мукозального 
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иммунитета. Однако впоследствии при иммуниза-
ции этим препаратом отсутствовала эффективная 
защита от заражения, что связали со свойствами 
самого пневмолизина, поскольку антитела к нему, 
обладая нейтрализующей активностью, не защи-
щают от размножения пневмококка [62]. Более 
перспективным авторам представляется использо-
вание приведенной выше PspA-BLP-вакцины. 

Известно, что система врожденного иммунитета 
важна в индукции адаптивного иммунитета (АИ). 
Так, TLR, экспрессируемые клетками врожденно-
го иммунитета, включая дендритные клетки (DC), 
специфически распознают PAMPs (в т.ч. ЛПС, CpG 
ДНК, флагеллин), при этом TLR9 являются наибо-
лее экспрессируемыми плазмоцитоподобными 
DC и В-клетками. Так, CpG ODN (неметилирован-
ный CpG олигодезоксинуклеотид) вызывает сти-
муляцию и созревание плазмоцитоподобных DC 
под действием антигенспецифического CD4+ Th1 
и CD8+ CTL ответа. Показано, что протективный 
иммунный ответ, сходный с триггерным действи-
ем бактериальной ДНК, индуцируется синтетиче-
ским CpG ODN – эффективным адъювантом. Ранее 
было показано, что назальное применение pFL как 
мукозального AD повышало SIgA антительный от-
вет на PspA в легких и носовой полости молодых 
(6–8 недельных) мышей C57BL/6, что снижало их 
колонизацию [64] Эти исследования показали, что 
назальная вакцина на основе PspA с комбиниро-
ванным ДНК-АD pFL / CpG ODN повышает уровень 
PspA-специфического мукозального SIgA и в плаз-
ме IgG [65] и снижает колонизацию как у молодых 
(6-8 недельных), так и у возрастных (18-месяч-
ных) мышей. Авторы считают, что такая вакцина 
с комбинированным адъювантом может обладать 
значительным потенциалом для защиты пожилых 
от S. pneumoniae.

В обзоре также рассмотрена возможность ис-
пользования адъюванта pFL+РС (фосфорилхолин), 
конъюгированного с белком [54]. Это объясняли 
тем, что РС, синтезирующийся из холина и аде-
нозинтрифосфата, включается в тейхоевую и ли-
потейхоевую кислоты как компонент клеточной 
стенки пневмококка и считается иммунодоминант-
ным эпитопом структурного компонента [66]. Это 
предполагает возможность использования PC-
KLH-конъюгата с белком-носителем KLH (фосфо-
рилхолин-гемоцианин) как кандидатного антигена 
для протективной вакцины против пневмококко-
вой инфекции. Было показано, что при заражении 
2х107 клеток S. pneumoniae через 7 дней после на-
зальной иммунизации мышей линии C57BL/6 вак-
циной PC-KLH+pFL и при высеве через 12 ч БАЛ 
и назального смыва снижается КОЕ/мл, что сви-
детельствовало о подавлении колонизации верх-
них и нижних дыхательных путей адъювантной 
системой, мишень которой – DC, и, в свою очередь, 
приводит к предупреждению пневмококковой ин-
фекции [64]. Так как с использованием МкАт была 
определена специфичность образующихся после 

назальной иммунизации IgА и IgМ, то, по мнению 
исследователей, вакцина, скорее всего, индуциро-
вала мукозальные и системные РС-специфические 
антитела Т15 идиотипа. Было также показано анти-
атеросклеротическое действие данного препара-
та. Исследователи обращают внимание на то, что 
белковый носитель KLH индуцирует как специфи-
ческий, так и неспецифический иммунный ответ, 
и его использование в комплексе с pFL, который 
индуцирует специфический иммунный ответ, может 
привести к побочному эффекту [67]. Поэтому пред-
полагают перспективность применения PspA в ка-
честве белка-носителя для РС, чтобы индуцировать 
Т-зависимый клеточный и независимый антитель-
ный ответ к S. pneumoniae. На основании анализа 
большого объема экспериментальных и теоретиче-
ских данных Kataoka K с соавт. делают заключе-
ние о перспективности разработки и применения 
мукозального адъюванта с мишенью – DC, тако-
го, как назальный AD на основе ДНК, например, 
pFL+РС, как пути развития более безопасной и эф-
фективной мукозальной вакцины к бактериаль-
ным и вирусным антигенам [54]. Для успешного 
развития вакцины необходимо: во-первых, всесто-
ронне изучить ее безопасность и эффективность, 
поскольку нет аналогичной коммерческой вакци-
ны; во-вторых, определить критерии оценки эф-
фективности такой вакцины на людях; в-третьих, 
изучить влияние таких препаратов на опсонофаго-
цитоз как один из эффективных показателей про-
тективного иммунного ответа [62].

Продолжение разработки цельноклеточных 
и живых пневмококковых вакцин

Цельноклеточные вакцины исторически зани-
мают большое место в вакцинологии. На примере 
коклюшных вакцин очевидно, что они эффектив-
ны и создают более длительный иммунитет, чем 
бесклеточные, однако они более реактогенны, 
но остаются на вооружении в развивающихся 
странах. Одним из путей разработки белоксодер-
жащих пневмококковых вакцин является цельно-
клеточный подход, основанный на необходимости 
рентабельного метода иммунизации большим ко-
личеством потенциальных белковых антигенов, 
чтобы индуцировать серотип-независимый имму-
нитет [5,68]. Цельноклеточная пневмококковая 
вакцина (РWCV) была изучена как альтернатива 
полисахаридным вакцинам, она индуцирует анти-
тела и активацию IL-17A, защищающие мышей 
от инвазивной пнемококковой инфекции и сни-
жающие носоглоточную колонизацию [69]. Она 
разработана на основе бескапсульного штамма 
S. pneumoniae RM200 RX1E PdT ΔlytA, аутолизин-
отрицательного, в котором пневмолизин заменен 
на пневмолизоид3. Бактериальные клетки убива-
ли β-пропиолактоном; использовали Al-AD. Защита 

3   Пневмолизоид – производное, несущее ген токсина с 3 точечными 
мутациями, которые отменяют как цитолитическую активность, так 
и активацию комплемента.
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была определена в нескольких моделях на мышах 
C57Bl/6: назальной колонизации штаммом сероти-
па 6В, в фатальном сепсисе при респираторном за-
ражении вирулентными штаммами серотипов 3 и 5; 
кроличьи антисыворотки были активны в фагоци-
тарной реакции in vitro и защищали мышей in vivo 
от сепсиса при респираторном заражении штам-
мом серотипа 3. В I фазе клинических испытаний 
(NCT01537185) была установлена безопасность 
и переносимость вакцины в дозах 100 и 300 мкг 
при трехкратной иммунизации взрослых (в США) 
и была также показана ее иммуногенность – IgG 
ответ на различные пневмококковые белки, вклю-
чая функциональные антитела к Ply, как и увели-
чение цитокинового Т-клеточного ответа, в том 
числе IL-17 [4]. Позднее, в I/II фазах клинических 
испытаний (NCT02097472), проведенных в Кении 
в апреле 2014 г. – декабре 2015 г, РWCV вводили 
304 здоровым подросткам (дозы 600 и 1000 мкг) 
и иммунизированным РCV10 детям (возраст 
12–15мес, дозы 300 и 600 мкг) для оценки без-
опасности, переносимости и иммуногенности 
различных доз вакцины. Как было отмечено в ра-
боте Moffitt K и Mallley R [4], и в настоящее время 
(на 01.07.2020), в доступной печати результаты не 
обнаружены, несмотря на завершенность приве-
денного этапа клинических испытаний и подробное 
методическое описание.

Альтернативой приведенному варианту вак-
цины является использование бактериального 
лизата, в котором повысить представленность 
иммунопротективных белков S. pneumoniae (PiuA, 
PiaA, PsaA, RrgA, RrgB, ClpP , PspA и Ply), изоэлек-
трическая точка (pI) которых 7,5 или ниже, можно 
частично с помощью анионообменной хроматогра-
фии с буфером pH 8,0, а также при выращива-
нии продуцента в стрессовых условиях, например, 
при высокой температуре, для индукции белков 
теплового шока (Hsps), что может повысить анти-
генность, поскольку они облегчают перекрестную 
презентацию пептидов и действуют как естествен-
ные AD [68]. В этом комплексном исследовании 
представлена мультиантигенная вакцина (MAV), 
разработанная на основе штамма S. pneumoniae 
TIGR4 (ATCC BA-334), а также штамма TIGR4 B7.1 
(PlyD6) (экспрессирует инактивированный пневмо-
лизин), подвергавшихся тепловому шоку при 42 оС 
в течение 30 мин, после чего была проведена ани-
онообменная хроматография бактериального ли-
зата для обогащения отрицательно заряженными 
антигенами, например, PspA и Ply. В иммуноблоте 
была определена фракция с заметным увеличени-
ем экспрессии Hsp60 и Hsp70 в MAV по сравнению 
с инактивированным при 65 оС бактериальным ли-
затом (HKL), показаны различия в количестве, ин-
тенсивности и молекулярной массе полос неHsp 
антигенов, идентифицированных после инкубации 
в сыворотках от животных, вакцинированных MAV 
или HKL. При анализе гемолиза установлено, что 
препарат MAV содержал активный Ply, который 

отсутствовал в HKL и HKWC (цельноклеточный пре-
парат из дикого штамма TIGR4, инактивированный 
нагреванием). Для оценки иммуногенности MAV 
мышей линии CD-1 иммунизировали двукратно 
п/к с интервалом 21 день MAV, HKL, HKWC либо 
буфером (отрицательный контроль). В сыворотке 
(полученной через 1 неделю после второй вакци-
нации) MAV, в отличие от HKL, отмечен более вы-
сокий антительный ответ на штамм S. pneumoniae 
TIGR4 с доминированием IgG, без значительного 
уровня IgM (по сравнению с контролем). У мышей, 
иммунизированных MAV, также обнаружены зна-
чительно повышенные уровни IgG в БАЛ, но не 
в назальном смыве. Установлен более высокий 
уровень опсонофагоцитоза при связывании IgG сы-
воротки мышей, вакцинированных MAV (по сравне-
нию с HKL или HKWC), со штаммом S. pneumoniae 
TIGR4, а также со штаммами гетерологичных се-
ротипов 18C, 23F, 3 и 19F (по сравнению с кон-
тролем). Это свидетельствуют, что вакцинация MAV 
индуцирует функциональные антитела. Показано 
также, что MAV способна защищать от зараже-
ния гомологичным или гетерологичным штаммом 
S. pneumoniae на уровне, аналогичном тому, кото-
рый обеспечивается вакциной PCV13, и связана 
со значительными изменениями воспалительного 
ответа легких на инфекцию. В приведенных иссле-
дованиях показано, что как иммуноблоттинг, так 
и тандемная масс-спектрометрия подтвердили по-
вышенное содержание Hsp в MAV по сравнению 
с лизатом (HKL). Кроме того, была определена по-
вышенная экспрессия множества поверхностных 
белков, в том числе известных антигенов (главным 
образом, липопротеинов, Hsps, поверхностных ан-
тигенов, таких как PavB, PsaA, PiaA) и уменьшен-
ная – протективных антигенов Ply, PspA и PspC. 
Все исследования продемонстрировали усиле-
ние антительных ответов у мышей, вакциниро-
ванных MAV, по сравнению с HKL, демонстрируя 
преимущество использования MAV в создании по-
тенциально более эффективной вакцины. В отли-
чие от HKL, MAV индуцировала антительные ответы 
на все белковые антигены, протестированные с ис-
пользованием системы мультиплексного анализа 
(MSD), причем вакцинация MAV все же индуциро-
вала более сильный IgG ответ на антигены PspC 
и Ply в MSD-анализе, чем вакцинация HKL. Эти 
данные, по мнению авторов, свидетельстуют, что 
MAV усиливает иммуногенность. Прямое сравнение 
препаратов MAV, приготовленных с или без стадии 
теплового шока, не выявило четких различий в со-
держании белковых антигенов и антигенности, что 
указывает на важность этапа хроматографии в по-
вышении антигенности MAV, а не индукции Hsp. 
В целом эти данные дают основание предпола-
гать, что технология создания MAV может обеспе-
чить серотипнезависимую защиту от S. pneumoniae 
белковыми антигенами, которые стимулируют 
ответы антител, не требуя идентификации спец-
ифических защитных антигенов или производства 
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рекомбинантных белков для включения в субъ-
единичные вакцины. MAV требует ограниченной 
последующей обработки и позволяет быстро соз-
дать высокопроизводительный вакцинный продукт, 
значительно снижая стоимость вакцин и повышая 
вероятность того, что вакцина станет доступной 
в странах с низким и средним уровнем дохода [68]. 

Перспективность технологии MAV при создании 
вакцин против S. pneumoniae следующего поко-
ления подтверждена результатами завершенной 
I фазой клинических испытаний (NCT0257635): 
в двойном слепом рандомизированном исследо-
вании с участием 36 добровольцев (18–40 лет), 
получивших 3 прививки PnuBioVax с интервалом 
в 28 дней при одной из трех доз (50, 200, 500 мкг) 
или плацебо. Оценка безопасности и титра антител 
к PnuBioVax и пневмококковым антигенам показа-
ла, что все дозы были безопасными и хорошо пере-
носимыми, наблюдалось статистически значимое 
увеличение титров анти-PnuBioVax IgG при уровнях 
доз 200 и 500 мкг по сравнению с 50 мкг и пла-
цебо. У большинства добровольцев, получавших 
200 и 500 мкг PnuBioVax, отмечено двукратное 
увеличение титра антител к пневмолизину (Ply), 
пневмококковому поверхностному антигену (PsaA), 
PiaA (потребление железа), PspA (пневмококково-
му поверхностному белку A) [70]. 

Среди изучаемых вакцин живые аттенуирован-
ные вакцины имеют ряд преимуществ, обладая 
перекрестной защитой широкого спектра действия 
на основе индукции как иммунологической памяти, 
так и клеточно-опосредованного иммунного ответа 
на общие и важные пневмококковые антигены [71], 
однако существует обеспокоенность в отношении 
безопасности и стабильности живых ослабленных 
вакцин. Jang A-Y с соавт. исследовали безопас-
ность и иммуногенность живой цельноклеточной 
пневмококковой вакцины, сконструированной 
путем делеции гена lgt из штамма S. pneumoniae 
серотипа 4 – TIGR4 (TIGR41lgt) для защиты от ге-
терологичных пневмококковых штаммов [72]. 
Липопротеин-диацил-глицерил-трансфераза (Lgt) 
является высококонсервативным ферментом, 
который катализирует присоединение диацил-
глицерила к N-концевому остатку цистеина в со-
ответствии с пептидной последовательностью, 
известной как пре-пролипопротеин на мембра-
не. Удаление lgt у грамположительных бактерий 
может значительно ослабить вирулентность, при-
ведет к неправильному закреплению липопроте-
инов на цитоплазматической мембране [73,74]. 
Было показано, что дефицитный по lgt штамм – 
мутант пневмококка проявлял сниженный TLR2-
опосредованный воспалительный ответ in vitro 
и уменьшенную инвазивность in vivo [75]. При из-
учении биологических свойств сконструированно-
го штамма TIGR41lgt было показано наличие PsaA 
в клеточном лизате дикого штамма TIGR4 и в куль-
туральном супернатанте TIGR41lgt, что указывает 
на его аномальное закрепление на мембране [72].

Наряду с ослаблением инвазивности и способ-
ности активировать воспаление штамм TIGR41lgt 
был способен колонизировать носоглотку мыши 
достаточно долго, вызывая мукозальный антитель-
ный ответ и IgG2b-доминантный Th1 системный 
иммунный ответ, которые перекрестно реагиро-
вали на гетерологичные пневмококковые серо-
типы. При этом длительная колонизация является 
локализованной и не приводит к инфекционному 
процессу даже в ответ на в 1000 раз превышаю-
щую летальную дозу родительского штамма, что 
говорит в пользу штамма TIGR41lgt как потенци-
ального вакцинного кандидата. Вакцинация живой 
TIGR41lgt индуцирует гуморальный ответ с доми-
нированием IgG2, склонный к Th1 ответу у мышей. 
В отличие от человека, у которого IgG1 более эф-
фективен при опсонизации и FcγR-опосредованном 
пневмококковом фагоцитозе, у мышей IgG2 функ-
ционирует как высокоэффективный опсонин и бо-
лее значительно вовлечен в опсонофагоцитоз 
и сывороточную бактерицидную активность, чем 
IgG1 [76].

Поскольку пневмококки обладают тропизмом 
к дыхательным путям, альвеолярные макрофа-
ги играют важную роль в защите от пневмококка 
и, несмотря на низкий уровень IgA, значительно 
не отличавшийся в БАЛ между вакцинацией убитой 
и живой TIGR41lgt, иммунизация живой TIGR41lgt 
более эффективно удаляла пневмококк из альвеол. 

Серия работ посвящена исследованию свойств 
живых вакцин на основе аттенуированного штам-
ма S. pneumoniae SPY1, который был получен слу-
чайно при молекулярно-биологической работе со 
штаммом NCTC 7466 (D39, серотип 2) и характе-
ризовался дефектом трех важных пневмококко-
вых факторов вирулентности, включая капсулу, 
тейхоевые кислоты и пневмолизин [77,78]. Была 
определена значительно ослабленная вирулент-
ность этого штамма и сниженная способность на-
зофарингеальной колонизации мышей и показано, 
что мукозальная иммунизация может обеспечить 
Т-клеточную и В-клеточную защиту от пневмокок-
ковой колонизации и летального пневмококкового 
заражения: мукозальная иммунизация аттенуи-
рованным живым штаммом SPY1 обеспечивает 
лучшую защиту от заражения штаммами сероти-
пов 4 (TIGR4) и 19F (CMCC 31693), чем системная 
(п/к) иммунизация мышей. На модели летальной 
инвазивной инфекции мукозальная вакцинация 
защищала от штамма серотипов D39 и 3 и клини-
ческого изолята серотипа 6B (CMCC 31207) [78]. 
Установлено, что штамм SPY1 вызывает высокий 
уровень серотипонезависимых антител и смешан-
ный клеточный иммунный ответ, а также пассивную 
защиту мышей иммунной SPY1-сывороткой от ин-
вазивного заражения штаммом D39, что указыва-
ет на защитный антитело-опосредованный эффект. 
Кроме того, SPY1 также обеспечивает лучший за-
щитный эффект, чем коммерческая PPV23 вакци-
на. Было также показано, что несмотря на большую 
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чувствительность C57BL/6 мышей к пневмококку 
по сравнению с BALB/c, их иммунизация SPY1 ин-
дуцировала сходный спектр цитокинов. 

Для увеличения ростовых свойств штамма путем 
инсерционной инактивации был сконструирован 
аттенуированный мутантный штамм S. pneumoniae 
SPY1ΔlytA, лишенный гена lytA, ответственного 
за синтез аутолизина, предотвращающего рост 
штамма, что способствовало его длительной со-
хранности [79]. Чтобы улучшить стабильность и им-
муногенность, был создан штамм SPY1ΔlytACaPi, 
внешняя поверхность клеток которого покрыта ис-
кусственной оболочкой из фосфата кальция путем 
минерализации in situ.

Технология биологической минерализации 
была успешно использована для улучшения тер-
мостабильности живых организмов. Этот метод 
предусматривает использование фосфата каль-
ция для формирования оболочки, улучшающей 
термостабильность и иммуногенность, что было 
установлено на примере вирусов и дрожжей: об-
работанный таким образом вакцинный вирус 
можно хранить при 26 °С в течение более 9 дней 
и при 37 °С в течение 1 недели [80]. Показано, 
что мукозальная и подкожная иммунизация штам-
мом SPY1ΔlytACaPi индуцировала лучший защит-
ный эффект, чем SPY1ΔlytA [79]. Титры IgG в группе 
мышей, иммунизированных п/к SPY1ΔlytACaPi, 
были выше, чем в группе SPY1ΔlytA + Al-AD, что, 
по мнению авторов, также свидетельствует об адъ-
ювантном действии оболочки CaPi. Изучение кле-
точного иммунитета мышей, вакцинированных 
мукозально, показало, что SPY1ΔlytACaPi значи-
тельно стимулировал секрецию играющих важную 
роль провоспалительных цитокинов IL-17A и IL-
10 по сравнению с SPY1ΔlytA. При этом между 
группами SPY1ΔlytACaPi и SPY1ΔlytA + СT не было 
значительного различия, что также указывает 
на адъювантный эффект минерализованного слоя. 
При изучении действия SPY1ΔlytACaPi на назофа-
рингеальную колонизацию S. pneumoniae опреде-
лено, что оно было значительно ниже, чем в группе 
мышей, получавших неминерализованный штамм 

[79]. Показано, что минерализованная оболочка 
повышает бактериальную стабильность – штамм 
можно хранить при 37 °С в течение 1 недели, что 
важно, поскольку для вакцин поддержание холо-
довой цепи имеет решающее значение для адек-
ватной биологической активности. Установлено, 
что защитный эффект минерализованной вакци-
ны превосходил неминерализованную вакцину 
как при мукозальной (индуцировала в основном 
Th17-ответ), так и при п/к вакцинации (повышала 
уровень IgG). Полученные результаты закладывают 
основу для дальнейших исследований и разрабо-
ток вакцин против S. pneumoniae.

Заключение
В последние годы разработке альтернативных 

инновационных противопневмококковых препа-
ратов на основе протективных белковых антиге-
нов с использованием современных адъювантов, 
а также цельноклеточных и живых пневмокок-
ковых вакцин, уделяют большое внимание. При 
этом подчеркнута целесообразность мукозаль-
ной иммунизации, учитывая тропизм пневмокок-
ка по отношению к слизистым верхних и нижних 
дыхательных путей, и необходимость защиты как 
от инвазивной инфекции, так и от колонизации 
дыхательной системы. Тем не менее, за исключени-
ем применяющихся во всем мире полисахаридной 
и конъюгированных вакцин, новые коммерческие 
препараты (по доступным литературным данным 
на 01.07.20) не зарегистрированы, хотя в 2014–
2017 гг. находились на разных стадиях клини-
ческих испытаний [4,43,44,70] и показали свою 
безопасность, хорошую переносимость и увеличе-
ние титров специфических IgG. 

Проведенный анализ данных литературы по-
казывает, что на данном этапе наиболее разра-
ботанными и перспективными представляются 
препараты на основе бактериальных лизатов 
(РWCV) и протективных белковых антигенов (PspA, 
dPly), а также этих антигенов в смеси с адъюванта-
ми и, возможно, с некоторыми этиологически наи-
более значимыми капсульными полисахаридами. 
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ИНФОРМАЦЯ РОСПОТРЕБНАДЗОРА

Создание сотрудничающего центра ВОЗ на базе Российского научно-
исследовательского противочумного института «Микроб» 
Пресс-релиз от 20 Февраля 2021 г.

 
Сотрудничающий центр ВОЗ – это учреждение, назначен-

ное Генеральным директором ВОЗ в качестве одного из зве-
ньев международной сотрудничающей сети, проводящей 
мероприятия в поддержку программ ВОЗ на всех уровнях.

Сотрудничающие центры ВОЗ принимают участие в дея-
тельности, основываясь на плане работы, подготовленном 
Центром совместно с ВОЗ в соответствии с его правилами. 
Мероприятия могут осуществляться на национальном, меж-
национальном, региональном, межрегиональном и глобаль-
ном уровнях.

В Российской Федерации более 20 сотрудничающих цен-
тров ВОЗ, выполняющих различные функции.

Институт «Микроб» уже на протяжении ряда лет 
(с 2015 г.) является ведущим исполнителем по реализа-
ции при поддержке Правительства Российской Федерации 
ряда программ оказания материально-технического и на-
учно-методического содействия странам-партнерам России 
по противодействию инфекционным болезням и наращи-
ванию национального потенциала реагирования на угрозы 
в области общественного здравоохранения санитарно-эпи-
демиологического характера.

Основными направлениями взаимодействия с участием 
РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора являются оказание 
материально-технической поддержки странам-партнерам 
за счет поставок мобильных лабораторий, питательных 
сред, диагностических препаратов и расходных материа-
лов; проведение совместных работ по эпизоотологическому 
обследованию природно-очаговых территорий, выполнение 
совместных НИР, подготовка специалистов и проведение со-
вместных учений. Взаимодействие осуществляется со стра-
нами СНГ, а также с Монголией, Китаем, Вьетнамом, 

Гвинейской Республикой, Демократической Республикой 
Конго.

Институт с 2018 г. осуществляет взаимодействие с ВОЗ 
и GOARN (Глобальная сеть предупреждения о вспышках бо-
лезней и ответных действий) по вопросу стандартизации 
мобильных лабораторий.

Основная задача Центра – повышение готовности стран 
к реагированию на угрозы биологического характера, в том 
числе эпидемий и пандемий инфекционных болезней.

Совокупность исторического опыта санитарно-эпидеми-
ологической службы России по организации масштабных 
противоэпидемических мероприятий, обеспечения биоло-
гической безопасности и современные технологии в обла-
сти создания новых средств диагностики и профилактики, 
математического моделирования с целью прогнозирования 
эпидемиологической ситуации позволяют обеспечивать 
эффективное проведение мероприятий, направленных 
на сдерживание эпидемического распространения COVID-19 
в Российской Федерации, что позволило избежать введения 
в России масштабных локдаунов в осенне-зимний период 
2020–2021 гг.

Практический опыт и новые научные знания, получен-
ные в ходе борьбы с пандемией, несомненно, требуют ос-
мысления и серьезного анализа. Но уже очевидно то, что 
человечество должно быть готово к таким вызовам. И для 
этого надо укреплять все компоненты системы реагирова-
ния на них, включая развитие научных исследований и по-
вышать эффективность международного сотрудничества 
в сфере оперативного ответа на подобные угрозы. 

Источник: https://www.rospotrebnadzor.ru




