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Резюме
Введение. Масштабная и продолжительная пандемия новой коронавирусной инфекции (COVID-19) пока-
зала необходимость эффективной вакцинации. Наряду с иммуногенностью, безопасность является крити-
чески важным вопросом для вакцин, поскольку общественное доверие может способствовать успеху или 
провалу программ иммунизации. В рамках доклинических исследований мы оценили безопасность вакци-
ны на основе вирусоподобных частиц  (Virus-like particles, VLP) на мышах и крысах.
Цель ‒ оценить токсичность (острую и субхроническую) и местную переносимость четырехвалентной вак-
цины против COVID-19 на основе VLP для интраназального введения в соответствии с правилами надле-
жащей лабораторной практики.
Материалы и методы. Материалом для исследования являлись половозрелые аутбредные мыши (30 сам-
цов и 30 самок), половозрелые аутбредные крысы (45 самцов и 45 самок). Проводили оценку следующих 
показателей: физиологических,  морфометрических и гистологических; общий и биохимический анализ кро-
ви и клинический анализ мочи.
Результаты.  Не было зарегистрировано ни гибели, ни клинической картины интоксикации при исследова-
нии на мышах острой токсичности, все показатели были в пределах физиологической нормы. При иссле-
довании на крысах субхронической токсичности не отмечалось изменений в общем состоянии, поведении, 
не было гибели животных. Структура внутренних органов, показатели клинических и биохимических ана-
лизов крови, гемостаза и анализа мочи достоверно не различались между группами и не выходили за пре-
делы нормы. При визуальной оценке, цитологическом и гистологическом анализе места введения вакцины 
не было выявлено местно-раздражающего действия.
Заключение. Четырехвалентная VLP-вакцина для профилактики COVID-19 безопасна, о чем свидетель-
ствуют полученные результаты доклинических исследований, интраназальное введение не оказывает 
негативного влияния на функцию различных органов, уровень клеточных и биохимических биомаркеров 
в крови и моче мышей и крыс. В месте введения не было выявлено местно-раздражающего действия 
при визуальной оценке, цитологическом и гистологическом анализе.
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Abstract 
Introduction. The large-scale and prolonged pandemic of the novel coronavirus disease (COVID-19) has 
demonstrated the need for effective vaccination. Along with immunogenicity, safety is a critical issue for vaccines, 
as public trust can contribute to the success or failure of immunization programs. In preclinical studies, we assessed 
the safety of an intranasal Virus-like particle (VLP)-based vaccine in mice and rats.
The aim of the study is to conduct preclinical acute and subchronic toxicity studies assessing local tolerability of 
an intranasal VLP vaccine against COVID-19 in accordance with good laboratory practice.
Materials and methods. Study was performed on adult outbreed mice (30 males, 30 females) and rats (45 males, 
45 females). Physiological, morphometric and histological parameters, as well as general and biochemical blood 
tests and urine analysis were assessed.
Results. No deaths or intoxication were recorded in the acute toxicity study on mice, all parameters were within the 
physiological norm. In the subchronic toxicity study on rats, no changes in the general condition, behavior, or death 
of animals were noted. The structure of internal organs, blood and urine tests, hemostasis did not differ significantly 
between the groups. No local irritant effect was detected at the injection site during visual assessment, cytological 
and histological analysis.
Conclusion. The VLP vaccine is safe, as evidenced by the results of preclinical studies, does not negatively affect 
the function of various organs, the level of cellular and biochemical biomarkers in the blood and urine of mice and 
rats. Visual assessment, cytology and histology of the vaccine injection site did not reveal any local irritant effect.
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Введение
Пандемия новой коронавирусной инфекции 

(COVID-19) привела к необходимости введения Все-
мирной организацией здравоохранения (ВОЗ) режи-
ма чрезвычайной ситуации в области здравоохране-
ния, который не отменяли более 3 лет. Несмотря на 
успехи глобальных мер по борьбе с распростране-
нием пандемии COVID-19,  коронавирусная инфек-
ция все еще может представлять угрозу. Это связано 
с постоянным появлением новых вариантов вируса 
SARS-CoV-2, которые возникают при накоплении му-
таций в естественном процессе репликаций вируса. 
Для вируса SARS-CoV-2 характерна эволюция с при-
мерной скоростью 0,0011 замены на участок в год, что 

соответствует примерно одной замене каждые 11 сут. 
В конце 2020 г. ВОЗ предложила классифицикацию 
новых штаммов SARS-CoV-2: 1) варианты, представ-
ляющие интерес (VOIs), ‒ штаммы, у которых мута-
ции привели к потенциальному увеличению тяжести 
заболевания вследствие снижения восприимчивости 
к лечению и снижения нейтрализации антителами и/
или трансмиссивности из-за изменений в связывании 
вируса с рецепторами; 2) варианты, вызывающие оза-
боченность (VOCs), ‒ штаммы с высокой трансмис-
сивностью, большей тяжестью заболевания и низким 
ответом на лечение и вакцинацию из-за отсутствия 
нейтрализации вырабатываемыми антителами [1]. 
Исследования, направленные на поиск эффективного 
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специфического лечения коронавирусной инфекции, 
не дали результатов, в лечении применяются про-
тивовирусные препараты, нацеленные на широкий 
спектр вирусов, включая коронавирусы, и иммуномо-
дуляторы. Поэтому в настоящее время единственной 
защитой и профилактикой распространения корона-
вирусной инфекции является вакцинация.

Острая необходимость в вакцинации для борьбы 
с пандемией COVID-19 привела к разнообразию ис-
пользуемых платформ вакцин против COVID-19, 
которые представлены цельновирусными инактиви-
рованными вакцинами, белковыми субъединичны-
ми вакцинами, векторными вакцинами, вакцинами 
на основе ДНК и/или мРНК, и каждая имеет свои 
преимущества. Главный недостаток – это то, что 
у большинства вакцин в основе лежит формирова-
ние иммунитета только на поверхностный спайковый 
гликопротеин S (spike) SARS-CoV-2. Постоянные 
и быстрые мутации  могут приводить к потере эпи-
топов в S-белке у новых штаммов и, следовательно, 
к прогнозируемому снижению нейтрализации вакци-
ноиндуцированными антителами. Поэтому в основе 
подходов к разработке и оптимизации вакцин обяза-
тельно должно быть прогнозирование влияния новых 
VOCs, чтобы не допустить избегания или подавления 
иммунных ответов человека постоянно эволюциони-
рующим вирусом. 

Технология создания вакцин на основе вирусопо-
добных частиц (Virus-like particles, VLP) – совре-
менный и перспективный подход к созданию имму-
ногенных, эффективных и безопасных вакцин. VLP 
представляют собой самособирающиеся структур-
ные вирусные белки, которые не содержат вирус-
ного генома. VLP-вакцины имеют существенное 
преимущество по сравнению с  субъединичными 
вакцинами, они презентуют белковые эпитопы как 
нативный вирус, что позволяет существенно усили-
вать иммунный ответ. Клинические исследования 
проходят 7 вакцин на основе VLP против COVID-19: 
LYB001 (Yantai Patronus Biotech Co Ltd), Covifenz 
(Medicago), NVX-CoV2373 (Novavax), VBI-2902a 
(VBI Vaccines Inc.), ABNCoV2 (Radboud University), 
RBD SARS-CoV-2 HBsAg VLP vaccine (Serum Insti-
tute of India + Accelagen Pty + SpyBiotech), SARS-
CoV-2 VLP Vaccine (The Scientific and Technological 
Research Council of Turkey), а 19 проходят доклиниче-
ские исследования1. Для большинства вакцин, в том 
числе одобренных и проходящих доклинические 
исследования VLP-вакцин, характерно парентераль-
ное введение (внутримышечное или подкожное), 
для которого требуется соблюдение правил асепти-
ки и специально обученный персонал. Для повыше-
ния иммуногенности они применяются совместно 
с адъювантами различной природы, и перечислен-
ные выше вакцины не исключение. Интраназальная 
иммунизация продемонстрировала многообещаю-
щую способность стимулировать секреторный им-

мунитет слизистых оболочек наряду с формирова-
нием гуморального и клеточного иммунного ответа, 
а также ряд дополнительных преимуществ,  главное 
из которых – это простота введения и дозирования 
по сравнению с инъекционными формами. Защи-
та дыхательных путей, входных ворот для вируса 
SARS-CoV-2, путем активации местного иммуните-
та слизистых оболочек является одним из главных 
преимуществ интраназального способа введения 
вакцин. По сравнению с инъекционными формами 
интраназальная вакцина удобна для дозирования, 
для проведения иммунизаций назальной вакциной 
не требуется специально обученный персонал, а зна-
чит, исключается нехватка специалистов, что нема-
ловажно в случае возникновения эпидемии и/или 
пандемии. Кроме того, неинвазивный метод вакци-
нации более привлекателен для людей, а особенно 
для лиц с трипанофобией, что значительно расширя-
ет круг пациентов, согласных на иммунизацию.

Четырехвалентная интраназальная VLP-вакцина 
против COVID-19 представляет собой смесь 
из 4 структурных белков SARS-CoV-2 (S, M, N, E), 
синтезированных в бакуловирусной системе экспрес-
сии, очищенных и гомогенизированных. VLP ими-
тируют вирион SARS-CoV-2, при этом не содержат 
нуклеиновых кислот, а следовательно, не размножа-
ются в организме. Главным иммуногенным белком 
является S-белок SARS-CoV-2, при этом в составе 
вакцины используются VLP, содержащие S-белок 
с консенсусными мутациями клайдов 19А, Alpha, 
Delta и Omicron. Таким образом, после иммунизации 
в организме будут синтезироваться антитела к штам-
мам данных клайдов [2, 3].

Материалы и методы
Вакцина. Состав: комплекс рекомбинантных VLP, 

содержащих на поверхности S-белок, клайдов 19А, 
Alpha, Delta, Omicron SARS-CoV-2, синтезированных 
в бакуловирусной системе экспрессии – 80‒160 мкг; 
калия дигидрофосфат – 0,63 мг; динатрия гидрофос-
фат – 0,65 мг; натрия хлорид – 3,84 мг; калия хлорид –  
0,09 мг; кальция хлорид – 0,02 мг; трис(гидроксиме-
тил)аминометан-HCl – 0,03 мг; тиомерсал – 4,00 мкг; 
вода для инъекций – до 0,5 мл.

Животные. Использованы половозрелые аутбред-
ные мыши массой 25–35 г (30 самок (♀) и 30 самцов 
(♂)), половозрелые аутбредные крысы массой 300–
400 г (45♀ и 45♂). Мышей содержали по 10 особей, 
крыс – по 5 особей в клетках из поликарбоната с при-
способлениями для корма, воды и стальных держате-
лей этикеток. Были сформированы следующие груп-
пы: «физ. р-р» – животные, которым вводили физио-
логический раствор (NaCl 0,9%); «адьювант на основе 
сквалена» – группа животных, которым интраназально 
вводили адъювант; «VLP» – группа мышей, которым 
вводили интраназально вакцину 200 мг антигена в дозе 
препарата; «VLP 80 мкг» – группа крыс, которым вво-
дили интраназальную вакцину 80 мкг антигена в дозе; 
«VLP 160 мкг» – группа крыс, которым вводили ин-
траназально вакцину 160 мкг антигена в дозе. Все ма-

1https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-
19-candidate-vaccines, дата обращения 05.11.2024
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нипуляции с животными осуществляли в соответствии 
с правилами Европейской конвенции по защите позво-
ночных животных, используемых для экспериментов 
и в других научных целях ETS No. 123 (Страсбург, 1986), 
и Директивой 2010/63/EU Европейского Парламента 
и Совета Европейского союза по охране животных, ис-
пользуемых в научных целях. Дизайн и концепция ис-
следования были сформированы с учетом требований 
Министерства здравоохранения РФ и концепции гу-
манного использования животных в экспериментах –  
«Концепция трех R»2,3 [4–14].

Выбор доз препарата и способ введения. Мышам 
интраназально дробно вводили вакцину (25 мкл 
с интервалом 1,5 ч) с концентрацией 200 мг антиге-
на в дозе для исследования острой токсичности, эта 
дозировка более чем в 2000 раз превышает дозу для 
человека. Крысам при исследовании субхронической 
токсичности VLP-вакцины вводили интраназально 
одну прививочную (80 мкг антигена в дозе) и удвоен-
ную дозу для человека (160 мкг антигена в дозе). Так 
же как и мышам, из-за отсутствия возможности од-
нократного интраназального введения исследуемых 
доз препарата, введение проводилось дробно (интер-
вал 3 ч).

Наблюдение за животными. При исследовании 
острой токсичности на мышах наблюдение за жи-
вотными осуществляли в течение 2 нед, а в день 
вакцинации – ежечасно. При исследовании хрони-
ческой токсичности на крысах через 24 ч после по-
следнего введения вакцины из каждой группы были 
выведены 10 животных, а за оставшимися крысами 
наблюдали 2 нед. Мышей и крыс подвергали эвта-
назии с полным предварительным обследованием 
аналогично крысам, выведенным из исследуемых 
групп через 24 ч после последнего введения вак-
цины. Токсическое действие оценивали по таким 
критериям, как: гибель животных (сроки и количе-
ство при наличии таковых); мониторинг дыхатель-
ных показателей (диспноэ и/или тахипноэ, цианоз, 
ринорея); мониторинг двигательной активности 
(гипер-/гипокинезия, гиперсомния, атаксия, поте-
ря чувствительности, каталепсия, прострация, тре-
мор, фасцикуляции конвульсии); рефлексы; глазные 
признаки; гиперсаливация; полиурия; мониторинг 
сердечно-сосудистых показателей (бради-, тахи-
кардия, аритмия); мониторинг показателей работы 
желудочно-кишечного тракта (диспепсия, рвота, 
изменения стула); пилолейомиома; алопеция; анал-
гезия; мышечный тонус; потребление корма и воды; 
зоосоциальное поведение.

Регистрация массы тела. Взвешивание проводили 
на весах АСОМ РС-100W-5 (АСОМ, Южная Корея). 

Измерение температуры. Термометрию проводили 
ректально электронным медицинским термометром 
B.Well WT-03 (B.Well, Великобритания).

Потребление воды и корма. Учет проводили до на-
чала исследования и далее с периодичностю 1 раз 
в 14 сут. Потребление воды определяли по разнице 
объема воды в бутылочках для питья до установки 
в клетку и через 24 ч. Аналогично определяли по-
требление корма – по разнице в массе до раздачи 
и через сутки. 

Поведенческие реакции в тесте «Открытое по-
ле». Наблюдение за поведением животного проводили 
в течение 10 мин в специальной установке, представ-
ляющей собой расчерченную на квадраты круглую 
площадку диаметром 90 см с высотой стенок 50 см 
с освещением красной лампой 40 Вт, которая разме-
щалась на расстоянии 2 м. Регистрация исследуемых 
параметров проводилась визуально. Учитывали время 
на адаптацию, горизонтальную и вертикальную актив-
ность по количеству пересеченных квадратов по гори-
зонтали и вертикали соответственно, количество актов 
дефекации и уринаций, а также груминг (умывание).

Показания сердечно-сосудистой деятельности, 
такие как частота сердечных сокращений и электро-
кардиографическая активность, регистрировали при 
помощи компьютерного электрокардиографа «Поли-
Спектр-8/В» специализированного для ветеринарии 
(ООО «Нейрософт», Россия). 

Анализ крови. Общий анализ крови выполняли на 
гематологическом анализаторе Mindray BC-2800-
vet (Mindray, Китай) в соответствии с инструкцией 
производителя. Для этого в пробирки с антикоагу-
лянтом ЭДТА «Юнивет» отбирали из хвостовой ве-
ны кровь. Оценивали количество красных и белых 
клеток крови (эритроцитов и лейкоцитов-моноци-
тов, лимфоцитов и гранулоцитов). При исследова-
нии крови на гемостаз определяли следующие по-
казатели: время свертывания крови, активирован-
ное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ) 
и фибриноген. Забор крови производили также 
из хвостовой вены, но в пробирки с 3,8% раство-
ром цитрата натрия. Анализ осуществляли на ана-
лизаторе показателей гемостаза АПГ-02-П (ООО 
«ЭМКО», Россия) в соответствии с инструкцией 
производителя с использованием наборов реаген-
тов компании «Ренам».

Биохимический анализ крови проводили на фото-
метре «Стат факс 4500+» (Awareness Technology Inc., 
США) с применением стандартных наборов реагентов 
компаний «Юнимед» и «Ольвекс Диагностикум» в со-
ответствии с инструкцией производителя. Отбор крови 
осуществляли в пробирки с гранулами для отделения 
сыворотки. Определяли следующие показатели: об-
щий белок (биуретовый метод), аспартат- и аланинами-
нотрансферазу и щелочную фосфатазу (кинетический 
метод), креатинин (кинетический метод, основанный 
на реакции Яффе), мочевину (УФ-кинетический ме-
тод), альбумин и натрий (колориметрический метод), 
калий (турбидиметрический метод без депротеиниза-
ции), билирубин общий (по реакции диазотирования 

2Национальный стандарт Российской Федерации (ГОСТ 33044-
2014) «Принципы надлежащей лабораторной практики». 
3Национальный стандарт РФ ГОСТ Р 56701-2015 от 01.07.2016 
«Лекарственные средства для медицинского применения. Руко-
водство по планированию доклинических исследований безо-
пасности с целью последующего проведения клинических ис-
следований и регистрации лекарственных средств». 
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билирубина диазосульфаниловой кислотой), глюкозу 
(глюкозооксидазный метод), холестерин и триглицери-
ды (ферментативный метод).

Анализ мочи проводили с помощью полосок «Дека-
Фан ЛАУРА» на экспресс-анализаторе мочи LAURA 
Smart (Erba Lachema s.r.o., Чехия). Определяли удель-
ный вес мочи, уровень pH и содержание эритроцитов, 
лейкоцитов, белка, глюкозы, кетонов, билирубина, 
уробилиногена и нитритов.

Терминальные процедуры. Некропсия проводилась 
сразу после гибели животных по полной патологоана-
томической схеме. При изучении острой токсичности 
эвтаназию проводили ингаляцией двуокиси углерода 
(CO2), а  при изучении субхронической токсичности 
проводили методом декапитации с предварительной 
анестезией. 

Макроскопическое исследование. Визуально оцени-
вали исследуемые органы, такие как: головной мозг, 
сердце, аорта, гортань, трахея, легкие, подчелюстная 
слюнная железа, щитовидная железа, тимус, лимфа-
тические узлы, пищевод, желудок, поджелудочная 
железа, тонкий и толстый кишечник, печень и желч-
ный пузырь, селезенка, почки, надпочечники, моче-
вой пузырь, семенники/яичники, матка, влагалище.

Микроскопическое исследование проводили на све-
товом микроскопе Leica DM1000 (Leica Microsystems 
CSC GmbH, Германия) для анализа цитогистоархи-
тектоники места введения (носовые ходы). 

Морфометрический анализ. Органы взвешивали на 
весах DL-63 («ДЭМКОМ», Россия). Парные органы 
взвешивали вместе. Относительную массу органов 
(головной мозг, тимус, сердце, легкие, почки, над-
почечники, печень, селезенка, семенники/яичники) 
определяли по соотношению массы исследуемого ор-
гана к массе тела животного. 

Гистологическое исследование. Готовили срезы 
(3–4 нм) исследуемых образцов органов и тканей на 
микротоме RMD-4000 (MT Point, Россия) после пред-
варительной фиксации в 15% растворе формалина, 
а также обезвоживания, обезжиривания и парафини-
зации на гистопроцессоре TLP-144 (MT Point, Рос-
сия). После фиксации полученных срезов на предмет-
ном стекле проводили депарафинизацию в ксилоле 
и батарее спиртов для дальнейшего окрашивания ге-
матоксилином и эозином. Затем окрашенные образцы 
исследовали на световом микроскопе Leica DM1000 
(Leica Microsystems CSC GmbH, Германия).

Статистический анализ. Критерий сравнения вы-
бирали исходя из параметров нормальности распреде-
ления выборок. Достоверность различий полученных 
значений измеряемых показателей между контроль-
ными и опытными группами выполняли с помощью 
параметрических и непараметрических методов. 
(t-критерия Стьюдента и U-критерий Манна–Уитни 
соответственно). Достоверным считали различие при 
p < 0,05.

Авторы подтверждают соблюдение институцио-
нальных и национальных стандартов по использова-
нию лабораторных животных в соответствии с Consen-
sus author guidelines for animal use (IAVES 23.07.2010). 

Протокол исследования одобрен биоэтической ко-
миссией АНО «ИМБИИТ» (Протокол № 4/2022 
от 16.05.2022).

Результаты
Исследование острой токсичности на мышах по-

казало, что на протяжении всего исследования у жи-
вотных не было установлено клинической картины 
интоксикации, гибели не зарегистрировано. Во вре-
мя иммунизации животные вели себя спокойно, чи-
хания или заглатывания препарата не наблюдалось. 
При последних введениях как вакцины, так и носите-
ля у мышей наблюдались покраснение и припухлость 
зеркальца носа, которые проходили в течение суток. 
После введения вакцины, а также в остальное время 
наблюдений при визуальном осмотре всех животных 
исследуемых групп не было выявлено отклонений 
от нормы и различий между группами. Мыши вы-
глядели здоровыми. Зоосоциальное поведение мы-
шей контрольных и опытных групп не отличалось. 
Внешний вид, состояние шерсти, мышечный тонус 
и дыхание были без особенностей. Частота мочеиспу-
скания, цвет мочи, желудочно-кишечные показатели, 
рефлексы соответствовали физиологической норме 
[15, 16]. Независимо от пола или исследуемой груп-
пы не было зарегистрировано достоверной разницы 
в потреблении корма и воды, прибавка в весе стати-
стически значимо не различалась между контроль-
ной («физ. р-р.») и опытными группами («адьювант 
на основе сквалена» и «VLP») на протяжении всего 
эксперимента (р > 0,05). Результаты представлены на  
рисунке а и б.

Для патоморфологической оценки органов проводи-
ли некропсию с извлечением органов. Не было уста-
новлено влияния вакцины на состояние внутренних 
органов мышей при макроскопическом исследовании. 
Достоверных как внутригрупповых, так и межгруп-
повых различий не обнаружено. Расположение вну-
тренних органов было физиологически правильным, 
естественные отверстия без особенностей, свободной 
жидкости не обнаружено. Также не было обнаружено 
отрицательного влияния вакцины на анатомию и вес 
органов. Полученные результаты относительной мас-
сы внутренних органов представлены в табл. 1.

При исследовании субхронической токсичности на 
крысах не было зарегистрировано гибели животных. 
Мониторинг общего состояния и поведения на про-
тяжении всего эксперимента проводился ежедневно. 
Отклонения не выявлены, тест «Открытое поле» – без 
особенностей. Реакция на внешние раздражители, 
ориентация в пространстве, мышечный тонус и коор-
динация движений были в пределах физиологических 
норм. Не было проявлений признаков агрессии. Кры-
сы выглядели здоровыми, шерстяной покров был без 
особенностей, кожа ‒ без патологических признаков. 
Живот не был увеличен; видимые слизистые – уме-
ренно влажные, розовые, чистые; зубы – без измене-
ний; уши и глаза ‒ без воспалительных признаков; 
слезо- и слюноотделение ‒ без нарушений. Дыхание 
ровное, без особенностей. Количество мочеиспуска-
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Рисунок. Средние значения массы самцов (а) и самок (б)  
мышей в исследуемых группах до исследования – 0-е сутки,  

на 1, 2, 3, 4, 7, 8 и 15-е сутки после введения вакцины,  
г (m ± SEM). Средние значения массы самцов (в) и самок (г) 

крыс в исследуемых группах до исследования – 0-е сутки, на 8, 
15, 22, 29, 36, 43, 50 и 58-е сутки после введения вакцины,  

г (m ± SEM). 
По вертикали – масса животных, г; по горизонтали – продолжительность 

эксперимента, сутки.
Figure. Average weights of male (a) and female (b) mice  

in the study groups before the study – day 0, on days 1, 2, 3, 4, 7, 8  
and 15 after vaccine administration, g (m ± SEM). Average weights 

of male (c) and female (d) rats in the study groups before the 
study – day 0, on days 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50 and 58 after vaccine 

administration, g (m ± SEM). 
Vertical axis – animal weight, g; horizontal axis – experiment duration, days.

Таблица 1. Относительная масса внутренних органов самцов и самок мышей, % (m ± SEM)
Table 1. Relative mass of internal organs of mice, % (m ± SEM)

Орган
Organ

Группа
Group

Физ. р-р
NaCl 0.9%

Адьювант на основе сквалена
Adjuvanted with an oil-in-water VLP

♀, n  =  10 ♂, n  =  10 ♀, n  =  10 ♂, n  =  10 ♀, n  =  10 ♂, n  =  10

Головной мозг
Brain 1,2 ± 0,06 1,1 ± 0,06 1,3 ± 0,05 1,0 ± 0,04 1,3 ± 0,09 1,1 ± 0,08

Тимус
Thymus 0,2 ± 0,03 0,1 ± 0,01 0,2 ± 0,01 0,2 ± 0,02 0,2 ± 0,02 0,2 ± 0,01

Сердце
Heart 0,4 ± 0,01 0,4 ± 0,01 0,4 ± 0,02 0,4 ± 0,01 0,4 ± 0,01 0,4 ± 0,02

Легкие
Lungs 0,8 ± 0,11 0,7 ± 0,07 0,7 ± 0,06 0,9 ± 0,11 0,9 ± 0,11 0,7 ± 0,12

Почки
Kidneys 1,1 ± 0,04 1,2 ± 0,04 1,1 ± 0,04 1,3 ± 0,03 1,1 ± 0,04 1,3 ± 0,06

Надпочечники
Adrenal glands 0,04 ± 0,002 0,02 ± 0,001 0,03 ± 0,002 0,02 ± 0,002 0,04 ± 0,002 0,02 ± 0,001

Печень
Liver 3,8 ± 0,13 3,6 ± 0,06 3,8 ± 0,14 3,6 ± 0,07 3,6 ± 0,10 3,8 ± 0,09

Селезенка
Spleen 0,4 ± 0,07 0,3 ± 0,02 0,4 ± 0,08 0,3 ± 0,02 0,4 ± 0,07 0,4 ± 0,03

Тимус/селезенка
Thymus/spleen 0,5 ± 0,12 0,5 ± 0,05 0,5 ± 0,06 0,5 ± 0,05 0,5 ± 0,10 0,5 ± 0,05

Семенники/яичники
Testes/Ovaries 0,1 ± 0,01 0,6 ± 0,04 0,1 ± 0,01 0,7 ± 0,03 0,2 ± 0,01 0,7 ± 0,05

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3 данные представлены в виде средних значений по группе со стандартными ошибками среднего (m ± SEM).
Note. Here and in the table. 2, 3 data are presented as group means with standard errors of the mean (m ± SEM).

ний и дефекаций ‒ в соответствии с физиологической 
нормой. Нос ‒ без выделений. У некоторых животных 
после трехкратной инстилляции за день как вакцины, 

так и носителя в носовую полость появились покрас-
нение и припухлость носового зеркальца. Описанные 
явления исчезали самостоятельно через сутки. Термо-
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метрия животных не выявила отклонений за пределы 
физиологической нормы [15, 16]. Не было обнаруже-
но достоверного влияния интраназального введения 
VLP-вакцины как в прививочной, так и в двойной 
прививочной дозировках, на динамику массы тела 
крыс, что показывает отсутствие негативного влия-
ния VLP-вакцины на этот показатель (рис. в и г). 

Средние групповые значения клинического анализа 
крови представлены в табл. 2. Через сутки после по-
следней иммунизации (43-и сутки) было выявлено до-
стоверное увеличение менее чем в 2 раза количества 
тромбоцитов у самцов крыс, получавших 160 мкг ан-
тигена в дозе препарата (двойная прививочная доза) 
по сравнению с контрольной группой. Выявленное 
увеличение количества тромбоцитов носило обрати-
мый характер и не наблюдалось в других опытных 
группах или при иных сроках проведения клиниче-
ского анализа крови в течение всего исследования. 
Через 14 сут не было статистически значимых разли-
чий данного показателя между опытными и контроль-
ными группами. При этом не было достоверных раз-
личий между группами по остальным исследуемым 
показателям анализа крови, которые не выходили 
за границы физиологических норм для крыс [15, 16].

Исследование системы гемостаза по таким показате-
лям коагулограммы, как АЧТВ, время рекальцифика-
ции и фибриноген, не выявило достоверных различий 
между опытными и контрольными группами. Показа-
тели биохимического анализа крови (общий белок, хо-
лестерин, триглицериды, билирубин общий, аспартат- 
и аланинаминотрансфераза, щелочная фосфатаза, мо-
чевина) и анализа мочи (белок, кетоны, удельный вес, 
рН,) у крыс, получавших интраназальную вакцину на 
основе VLP в прививочной и двойной прививочной до-
зе, статистически значимо не отличались от аналогич-
ных показателей у крыс контрольных групп. У самцов 
и самок крыс не были выявлены признаки интоксика-
ции и патологические отклонения в структуре внутрен-
них органов. Средние значения относительной массы 
внутренних органов крыс представлены в табл. 3.

В опытной группе крыс, которым вводили интрана-
зально VLP-вакцину в двойной прививочной дозиров-
ке (160 мкг антигена в дозе), было выявлено увеличе-
ние в 1,5 раза относительной массы селезенок у самок 
и легких у самцов по сравнению с контрольной груп-
пой. Несмотря на то что увеличение было статистиче-
ски значимым, значения не выходили за границы фи-
зиологических норм для лабораторных крыс [15, 16].

Таблица 2. Показатели клинического анализа крови самцов и самок крыс на 1-е и 14-е сутки после последней вакцинации (43 и 58-е сутки 
эксперимента соответственно), % (m ± SEM)
Table 2. Clinical blood test parameters of rats on the 1st and 14th days after the last immunization (43th and 58th days of the experiment, respectively),  
% (m ± SEM)

Показатель
Blood count

Сутки
Days 

Группа
Group

Адьювант на основе сквалена
Adjuvanted with an oil-in-water

VLP 80 мкг
VLP 80 μg

VLP 160 мкг
VLP 160 μg

♀, n  =  15 ♂, n  =  15 ♀, n  =  15 ♂, n  =  15 ♀, n  =  15 ♂, n  =  15

RBC, 1012/л
RBC, 1012/l

43 7,8 ± 0,11 7,9 ± 0,37 7,7 ± 0,33 8,3 ± 0,20 7,9 ± 0,30 8,3 ± 0,19

58 8,0 ± 0,26 8,7 ± 0,23 7,8 ± 0,14 8,7 ± 0,27 7,6 ± 0,12 8,2 ± 0,42

PLT, 109/л
PLT, 109/l

43 374,6 ± 28,01 355,7 ± 49,87 417,2 ± 32,29 363,2 ± 28,48 517,6 ± 70,96 600,4 ± 67,74*

58 347,2 ± 10,84 338,0 ± 16,10 365,2 ± 7,89 369,2 ± 5,15 330,0 ± 10,50 372,4 ± 7,55

HCT, %
43 43,0 ± 0,69 41,6 ± 1,75 41,5 ± 1,72 43,9 ± 1,00 42,9 ± 1,63 44,0 ± 1,08

58 43,3 ± 1,04 46,1 ± 1,18 42,2 ± 1,06 45,0 ± 1,29 41,7 ± 0,47 43,9 ± 2,02

HGB, г/л
HGB, g/l

43 147,3 ± 2,58 139,4 ± 6,10 141,8 ± 6,04 147,1 ± 3,46 146,1 ± 5,87 144,0 ± 7,91

58 149,2 ± 3,83 160,0 ± 4,45 146,7 ± 4,14 154,3 ± 5,18 144,2 ± 2,06 144,7 ± 7,02

WBC, 109/л
WBC, 109/l

43 10,9 ± 1,72 10,1 ± 0,99 9,9 ± 1,11 9,0 ± 1,20 9,8 ± 1,09 11,0 ± 1,54

58 11,0 ± 1,72 17,5 ± 1,60 11,0 ± 1,55 12,2 ± 2,40 15,0 ± 1,19 15,7 ± 0,72

LYM, %
43 63,1 ± 1,90 64,4 ± 0,95 67,7 ± 0,99 67,3 ± 1,73 65,8 ± 1,93 64,9 ± 1,78

58 64,5 ± 2,32 57,3 ± 2,20 62,0 ± 1,18 53,5 ± 3,24 63,8 ± 5,59 56,5 ± 5,37

MON, %
43 4,1 ± 0,27 3,8 ± 0,16 3,7 ± 0,18 3,3 ± 0,14 4,0 ± 0,35 3,7 ± 0,17

58 4,1 ± 0,86 4,0 ± 0,35 4,5 ± 0,34 3,9 ± 0,22 3,8 ± 0,27 4,0 ± 0,33

GRAN, %
43 32,8 ± 1,90 31,9 ± 0,87 28,6 ± 0,88 29,4 ± 1,66 30,2 ± 1,85 31,5 ± 1,67

58 31,4 ± 2,25 38,7 ± 2,34 31,7 ± 0,90 39,9 ± 3,42 28,4 ± 8,36 36,5 ± 4,42

Примечание. RBC – эритроциты; PLT – тромбоциты; HCT – гематокрит; HGB – гемоглобин; WBC – лейкоциты; LYM – лимфоциты; MON – 
моноциты; GRAN – гранулоциты. * – статистически значимое различие в сравнении с контролем по t-критерию Стьюдента (р < 0,05).
Note. RBC – erythrocytes; PLT  – platelets; HCT – hematocrit; HGB – hemoglobin; WBC – leukocytes; LYM – lymphocytes; MON – monocytes; 
GRAN – granulocytes. * – statistically significant difference compared to the control according to Student’s t-test (p < 0.05).
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При визуальной оценке, цитологическом и гисто-
логическом анализе места введения вакцины не было 
выявлено местно-раздражающего действия.

Обсуждение
Несмотря на ограниченные данные по безопас-

ности вакцин против SARS-CoV-2, их применение 
в условиях пандемии было необходимо. При этом 
развитие в последующем нежелательных явлений 
и тяжелых осложнений у добровольцев неблагопри-
ятно сказывается на доверии населения к вакцина-
ции. Библиометрический анализ 1312 исследований 
вакцин от COVID-19, проведенный Y. Chen и соавт., 
показал, что они в первую очередь сосредоточены на 
клинических испытаниях [17], в то время как докли-
нические исследования безопасности практически 
не освещаются.

Ранее было показано, что одобренные к применению 
вакцины на основе VLP: против вируса папиломы че-
ловека (Gardasil, Gardasil9, Cervarix), гепатита В (Sci-
B-Vac), гепатита Е (Hecolin) и малярии (Mosquirix), 
зарекомендовали себя как безопасные, иммуноген-

ные и эффективные [18]. Все эти вакцины вводятся 
внутримышечно, так же как и 7 VLP-вакцин против 
COVID-19, которые находятся на разных стадиях кли-
нических исследований1. Разработка вакцин против 
SARS-CoV-2 с интраназальным способом введения 
все больше привлекает интерес исследователей разных 
стран и, несмотря на разнообразие возможных плат-
форм, преимущественно это векторные вакцины [19].  
Создание поливалентных вакцин для профилактики 
COVID-19, эффективных в отношении новых вари-
антов SARS-CoV-2, по-прежнему является актуаль-
ной задачей [20]. Одним из важных этапов разработки 
вакцин является изучение безопасности, в том числе 
определение острой и хронической токсичности, по-
этому были проведены доклинические исследования 
безопасности ранее разработанных, полученных и оха-
рактеризованных VLP [21] при интраназальном спосо-
бе введения.

В соответствии с Руководством по проведению до-
клинических исследований лекарственных средств 
под ред. А.Н. Миронова [10], исследования на живот-
ных предоставляют наиболее полную информацию 

Таблица 3. Морфометрический анализ внутренних органов самцов и самок крыс на 1-е и 14-е сутки после последней вакцинации (43 и 58-е  
сутки эксперимента соответственно), % (m ± SEM)
Table 3. Relative mass of internal organs of rats on the 1st and 14th days after the last immunization (43th and 58th days of the experiment, 
respectively), % (m ± SEM)

Орган
Organ

Сутки
Days 

Группа
Group

Адьювант на основе сквалена
Adjuvanted with an oil-in-water

VLP 80 мкг
VLP 80 μg

VLP 160 мкг
VLP 160 μg

♀, n  =  15 ♂, n  =  15 ♀, n  =  15 ♂, n  =  15 ♀, n  =  15 ♂, n  =  15

Головной мозг
Brain 

43 0,6 ± 0,02 0,4 ± 0,01 0,6 ± 0,01 0,4 ± 0,02 0,6 ± 0,02 0,4 ± 0,01

58 0,6 ± 0,03 0,4 ± 0,02 0,6 ± 0,03 0,4 ± 0,01 0,6 ± 0,02 0,5 ± 0,02

Тимус
Thymus 

43 0,13 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01

58 0,10 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,003 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01

Сердце
Heart

43 0,3 ± 0,01 0,3 ± 0,02 0,3 ± 0,03 0,3 ± 0,01 0,3 ± 0,01 0,3 ± 0,004

58 0,3 ± 0,01 0,3 ± 0,02 0,3 ± 0,01 0,3 ± 0,01 0,0 ± 0,01 0,3 ± 0,02

Легкие
Lungs 

43 0,6 ± 0,05 0,4 ± 0,03 0,6 ± 0,05 0,5 ± 0,03 0,5 ± 0,05 0,4 ± 0,03

58 0,5 ± 0,03 0,5 ± 0,04 0,5 ± 0,05 0,4 ± 0,04 0,5 ± 0,03 0,6 ± 0,02*

Почки
Kidneys 

43 0,6 ± 0,01 0,6 ± 0,02 0,6 ± 0,02 0,6 ± 0,02 0,6 ± 0,01 0,5 ± 0,01

58 0,6 ± 0,02 0,6 ± 0,03 0,6 ± 0,01 0,6 ± 0,01 0,6 ± 0,03 0,6 ± 0,02

Надпочечники
Adrenal glands

43 0,02 ± 0,002 0,01 ± 0,001 0,02 ± 0,001 0,01 ± 0,001 0,02 ± 0,001 0,01 ± 0,001

58 0,02 ± 0,003 0,01 ± 0,001 0,02 ± 0,002 0,01 ± 0,001 0,02 ± 0,002 0,01 ± 0,001

Печень
Liver

43 2,4 ± 0,05 2,5 ± 0,08 2,4 ± 0,06 2,4 ± 0,06 2,4 ± 0,06 2,3 ± 0,04

58 2,5 ± 0,05 2,4 ± 0,10 2,5 ± 0,13 2,5 ± 0,13 2,8 ± 0,13 2,3 ± 0,05

Селезенка
Spleen 

43 0,3 ± 0,01 0,2 ± 0,01 0,3 ± 0,02 0,2 ± 0,01 0,2 ± 0,01 0,2 ± 0,01

58 0,3 ± 0,01 0,2 ± 0,01 0,3 ± 0,01 0,2 ± 0,004 0,3 ± 0,03* 0,2 ± 0,02

Семенники/яичники
Testes/Ovaries

43 0,04 ± 0,004 0,7 ± 0,02 0,04 ± 0,002 0,7 ± 0,03 0,04 ± 0,002 0,7 ± 0,02

58 0,04 ± 0,002 0,7 ± 0,03 0,04 ± 0,005 0,7 ± 0,01 0,04 ± 0,001 0,8 ± 0,03

Примечание. * ‒ статистически значимое различие в сравнении с контролем по t-критерию Стьюдента (р < 0,05).
Note. * ‒ statistically significant difference compared to the control according to Student’s t-test (p < 0.05).
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о токсических свойствах тестируемой вакцины, ко-
торую предполагается применять у человека. Мыши 
и крысы являются стандартными объектами токсико-
логических исследований в количестве, достаточном 
для полной регистрации изучаемых эффектов и ста-
тистической обработки полученных данных.

В настоящей работе приведены результаты исследо-
ваний острой (мыши) и субхронической (крысы) ток-
сичности с оценкой местной переносимости, прове-
денных на аутбредных животных (для исключения ге-
нотипической зависимости) обоего пола, с разбросом 
по массе тела менее 10% и количестве, достаточном 
для статистической обработки результатов, но не пре-
вышающем этически допустимые количества для 
формирования опытных и контрольных групп.

При исследовании острой токсичности на мышах 
вводили однократно интраназально VLP-вакцину 
с концентрацией 200 мг антигена в дозе препарата, 
что превышает более чем в 2000 раз прививочную 
дозу для человека. Исследуемая вакцина оказалась 
нетоксична, отсутствовали признаки интоксикации 
и гибель животных, в связи с чем подсчет летальных 
доз был невозможен. Полученные результаты совпа-
дают с данными, которые были получены другими 
исследователями [22, 23], они также не смогли прове-
сти расчеты летальных доз из-за отсутствия смертно-
сти исследуемых животных. Это подтверждает низ-
кую токсичность вакцин на основе VLP. 

В доклинических исследованиях субхронической 
токсичности крысам вводили одну прививочную до-
зу вакцины, рассчитанную для человека (80 мкг), 
и удвоенную дозу (160 мкг). Примечательно, что, 
как и в случае с исследованием на мышах, различий 
по исследуемым показателям между группами не бы-
ло. При этом в случае введения двойной прививочной 
дозы препарата крысам через сутки после последней 
иммунизации (43-и сутки) у самцов отмечалось прохо-
дящее статистически значимое увеличение количества 
тромбоцитов менее чем в 2 раза, а на 58-е сутки вы-
явлено увеличение почти в 1,5 раза селезенок у самок 
и легких у самцов, но поскольку эти значения не пре-
вышали физиологические нормы для лабораторных 
крыс [15, 16], то полученные отклонения можно от-
нести к флуктуационным изменениям, не связанным 
с вакцинацией. При визуальной оценке, цитологиче-
ском и гистологическом анализе места введения вак-
цины не было выявлено местно-раздражающего дей-
ствия. Доклинические исследования, представленные 
Иранскими исследователями, показали, что субъеди-
ничная вакцина с гетерологичным методом вакцина-
ции «прайм-буст», когда животным вводили две дозы 
вакцины внутримышечно, а одну дозу интраназально, 
не показала никаких изменений в общих клинических 
наблюдениях; массе тела и потреблении пищи, клини-
ческих показателях, гематологическом исследовании, 
химическом анализе крови и патологическом иссле-
довании жизненно важных органов. Была установле-
на безопасность вакцины после введения однократной 
и повторной дозы препарата [23].

Непрерывная оценка безопасности вакцин крайне 

необходима, а ее результаты следует распространять 
для укрепления доверия к программам иммунизации 
для повышения приверженности общества вакцино-
профилактике [24].

Интраназальная иммунизация продемонстриро-
вала многообещающую способность стимулировать 
секреторный иммунитет слизистых оболочек наряду 
с индукцией гуморального и клеточного иммунитета, 
а также имеет дополнительное преимущество про-
стоты введения и дозирования по сравнению с парен-
теральными формами введения. 

Продемонстрированная в настоящем исследовании 
безопасность при изучении острой и субхронической 
токсичности четырехвалентной вакцины на основе VLP 
для профилактики COVID-19 интраназального приме-
нения позволяет проводить дальнейшую разработку 
этого лекарственного препарата в широких доклиниче-
ских и последующих клинических исследованиях. 

Заключение
Представленное исследование острой и субхро-

нической токсичности с оценкой местной перено-
симости четырехвалентной VLP-вакцины против 
COVID-19 является частью доклинических исследо-
ваний безопасности, иммуногенности и эффектив-
ности интраназальной вакцины на основе VLP про-
тив COVID-19. Концепция и дизайн исследования 
были сформированы с учетом требований МЗ РФ, 
стандартов в области доклинического изучения без-
опасности новых фармакологических средств – си-
стемы GLP (Good Laboratory Practice) и руководства 
по проведению доклинических исследований лекар-
ственных средств под ред. А.Н. Миронова.

Как исследование острой токсичности на аутбред-
ных мышах, так и исследование субхронической ток-
сичности на аутбредных крысах продемонстрировало 
безопасность  четырехвалентной вакцины на основе 
VLP для профилактики COVID-19. Было показано, 
что инстилляции в нос (прививочной дозы, двойной 
прививочной дозы и дозировки антигена, превыша-
ющей более чем в 2000 раз прививочную дозу для 
человека) не оказывают токсического действия на 
организм лабораторных животных – крыс и мышей. 
А отмеченные незначительные изменения носили 
преходящий характер и не выходили за границы фи-
зиологической нормы.

Л И Т Е РАТ У РА

1. Fernandes Q., Inchakalody V.P., Merhi M., Mestiri S., Taib N., Moustafa 
Abo El-Ella D., et al. Emerging COVID-19 variants and their impact 
on SARS-CoV-2 diagnosis, therapeutics and vaccines. Ann. Med. 2022; 
54(1): 524–40. https://doi.org/10.1080/07853890.2022.2031274

2. Гребенникова Т.В., Елисеева О.В., Латышев О.Е., Савочкина Т.Е., 
Цибезов В.В., Черепушкин С.А. и др. Рекомбинантные вирусо-
подобные частицы для индукции специфического иммунитета 
против вируса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-
CoV-2. Патент RU 2769224 C1; 2022. https://elibrary.ru/prmwjl

3. Гребенникова Т.В., Елисеева О.В., Латышев О.Е., Черепуш-
кин С.А., Цибезов В.В., Лебедева В.В. и др. Вирусоподобные 
химерные частицы для индукции специфического иммуните-
та против вируса тяжелого острого респираторного синдрома 
SARS-CoV-2, содержащие белки коронавируса и ротавируса. 
Патент RU 2779810 C1; 2022.

https://doi.org/10.1080/07853890.2022.2031274


PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2025; 70(1)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-278

ORIGINAL RESEARCHES

44

4. Гуськова Т.А., Сюбаев Р.Д. Токсикологические аспекты одно-
временного использования различных лекарственных средств. 
Токсикология лекарственных средств. М.: Русский врач; 2003: 
116–40.

5. Западнюк И.П., Западнюк В.И., Захария Е.А. Лабораторные живот-
ные, их разведение и использование в эксперименте. Киев; 1982.

6. Международные рекомендации по проведению медико-биоло-
гических исследований с использованием животных. Ланимаго-
логия. 1993; (1): 29.

7. Меньшиков В.В. Лабораторные методы исследования в клинике. 
М.; 1987.

8. Назаренко Г.И., Кишкун А.А. Клиническая оценка результатов 
лабораторных исследований: Практическое руководство. М.: 
Медицина; 2007.

9. Трахтенберг И.М. Проблемы нормы в токсикологии. М.; 1991.
10. Миронов А.Н. ред. Руководство по проведению доклинических 

исследований лекарственных средств. М.: Гриф и К; 2012.
11. Миронов А.Н., Меркулов В.А. Руководство по экспертизе лекар-

ственных средств. Том 3. М.: Полиграф-Плюс; 2014.
12. Гарбер Д.С., Барби Р.В., Билицки Д.T., Клейтон Ли.Э., Доно-

ван Д.К., Кон Д.Ф. и др. Руководство по содержанию и использова-
нию лабораторных животных. М.: ИРБИС; 2017. https://elibrary.ru/
zrjvdj

13. WHO. Guidelines on the non-clinical evaluation of vaccine adjuvants 
and adjuvanted vaccines; 2014. Available at: https://who.int/publica-
tions/m/item/nonclinical-evaluation-of-vaccine-adjuvants-and-adju-
vanted-vaccines-annex-2-trs-no-987

14. Требования Международного комитета по науке по использова-
нию в экспериментальных исследованиях лабораторных живот-
ных. Бюллетень ИКЛАС. 1978; (24): 4–5.

15. Линева А. Физиологические показатели нормы животных. 
Справочник. М.: Аквариум ЛТД; 2003.

16. Абрашова Т.В., Гущин Я.А., Ковалева М.А., Рыбакова А.В., Се-
лезнева А.И., Соколова А.П. и др. Справочник. Физиологиче-
ские, биохимические и биометрические показатели нормы экс-
периментальных животных. СПб.: ЛЕМА; 2013. https://elibrary.
ru/ptsruo

17. Chen Y., Cheng L., Lian R., Song Z., Tian J. COVID-19 vaccine re-
search focusses on safety, efficacy, immunoinformatics, and vaccine 
production and delivery: a bibliometric analysis based on VOSview-
er. Biosci. Trends. 2021; 15(2): 64–73. https://doi.org/10.5582/
bst.2021.01061

18. Nooraei S., Bahrulolum H., Hoseini Z.S., Katalani C., Hajizade A., 
Easton A.J., et al. Virus-like particles: preparation, immunogenicity 
and their roles as nanovaccines and drug nanocarriers. J. Nanobio-
technology. 2021; 19(1): 59. https://doi.org/10.1186/s12951-021-
00806-7. 

19. Bai Z., Wan D., Lan T., Hong W., Dong H., Wei Y., et al. Nanoplat-
form based intranasal vaccines: current progress and clinical chal-
lenges. ACS Nano. 2024; 18(36): 24650–81. https://doi.org/10.1021/
acsnano.3c10797. 

20. Marks P.W., Gruppuso P.A., Adashi E.Y. Urgent need for next-gener-
ation COVID-19 vaccines. JAMA. 2023; 329(1): 19–20. https://doi.
org/10.1001/jama.2022.22759

21. Латышев О.Е., Зайкова О.Н., Елисеева О.В., Савочкина Т.Е., Чер-
норыж Я.Ю., Сыроешкин А.В. и др.  Разработка, получение и 
характеристика вирусоподобных частиц SARS-CoV-2 (Coronavi-
ridae: orthocoronavirinae: betacoronavirus: sarbecovirus). Вопросы 
вирусологии. 2024; 69(2): 175–86. https://doi.org/10.36233/0507-
4088-226 https://elibrary.ru/gkxfed

22. Banihashemi S.R., Es-Haghi A., Fallah Mehrabadi M.H., Nofeli 
M., Mokarram A.R., Ranjbar A., et al. Safety and efficacy of com-
bined intramuscular/intranasal RAZI-COV PARS vaccine candidate 
against SARS-CoV-2: A preclinical study in several animal models. 
Front. Immunol. 2022; 13: 836745. https://doi.org/10.3389/fim-
mu.2022.836745

23. Vakhrusheva A.V., Kudriavtsev A.V., Kryuchkov N.A., Deev R.V., 
Frolova M.E., Blagodatskikh K.A., et al. SARS-CoV-2 subunit vi-
rus-like vaccine demonstrates high safety profile and protective effi-
cacy: preclinical study. Vaccines (Basel). 2022; 10(8): 1290. https://
doi.org/10.3390/vaccines10081290

24. Антонова Н.А., Ерицян К.Ю. Систематический обзор эмпири-
ческих исследований факторов отказа от вакцинации. Гигиена 
и санитария. 2018; 97(7): 664–70. https://doi.org/10.18821/0016-
9900-2018-97-7-664-670 https://elibrary.ru/uxaexo 

R E F E R E N C E S

1. Fernandes Q., Inchakalody V.P., Merhi M., Mestiri S., Taib N., 
Moustafa Abo El-Ella D., et al. Emerging COVID-19 variants and 
their impact on SARS-CoV-2 diagnosis, therapeutics and vaccines. 
Ann. Med. 2022; 54(1): 524–40. https://doi.org/10.1080/07853890.2
022.2031274 

2. Grebennikova T.V., Eliseeva O.V., Latyshev O.E., Savochkina T.E., 
Tsibezov V.V., Cherepushkin S.A., et al. Recombinant virus-like 
particles for induction of specific immunity against severe acute 
respiratory syndrome virus SARS-CoV-2. Patent RU 2769224 C1; 
2022.  https://elibrary.ru/prmwjl (in Russian)

3. Grebennikova T.V., Eliseeva O.V., Latyshev O.E., Cherepushkin S.A., 
Tsibizov V.V., Lebedeva V.V., et al. Virus-like chimeric particles for 
the induction of specific immunity against the severe acute respiratory 
syndrome virus SARS-CoV-2, containing proteins of coronavirus and 
rotavirus. Patent RU 2779810 C1; 2022. (in Russian)

4. Gus’kova T.A., Syubaev R.D. Toxicological Aspects of 
Simultaneous Use of Various Medicines. Toxicology of Medicines 
[Toksikologicheskie aspekty odnovremennogo ispol’zovaniya 
razlichnykh lekarstvennykh sredstv. Toksikologiya lekarstvennykh 
sredstv]. Moscow: Russkii vrach; 2003; 116–40. (in Russian)

5. Zapadnyuk I.P., Zapadnyuk V.I., Zakhariya E.A. Laboratory Animals, 
their Breeding and Use in Experiment [Laboratornye zhivotnye, ikh 
razvedenie i ispol’zovanie v eksperimente]. Kiev; 1982. (in Russian)

6. International recommendations for conducting biomedical research 
using animals. Lanimagologiya. 1993; (1): 29. (in Russian)

7. Menshikov V.V. Laboratory Research Methods in the Clinic 
[Laboratornye metody issledovaniya v klinike]. Moscow; 1987. (in 
Russian)

8. Nazarenko G.I., Kishkun A.A. Clinical Evaluation of Laboratory 
Research Results: A Practical Guide [Klinicheskaya otsenka 
rezul’tatov laboratornykh issledovanii: Prakticheskoe rukovodstvo]. 
Moscow: Meditsina; 2007. (in Russian) 

9. Trakhtenberg I.M. Problems of Norm in Toxicology [Problemy 
normy v toksikologii]. Moscow; 1991. (in Russian)

10. Mironov A.N. ed. Guidelines for Conducting Preclinical Studies of 
Medicines [Rukovodstvo po provedeniyu doklinicheskikh issledovanii 
lekarstvennykh sredstv]. Moscow: Grif and K; 2012. (in Russian)

11. Mironov A.N., Merkulov V.A. Guidelines for the Examination of 
Medicines. Volume 3 [Rukovodstvo po ekspertize lekarstvennykh 
sredstv. Tom 3]. Moscow: Poligraf-Plyus; 2014. (in Russian)

12. Garber D.S., Barbi R.V., Bilitski D.T., Kleiton Li.E., Donovan D.K., 
Kon D.F., et al. Guidelines for the Maintenance and Use of 
Laboratory Animals [Rukovodstvo po soderzhaniyu i ispol’zovaniyu 
laboratornykh zhivotnykh]. Moscow: IRBIS; 2017. https://elibrary.
ru/zrjvdj (in Russian) 

13. WHO. Guidelines on the non-clinical evaluation of vaccine adjuvants 
and adjuvanted vaccines; 2014. Available at: https://who.int/
publications/m/item/nonclinical-evaluation-of-vaccine-adjuvants-
and-adjuvanted-vaccines-annex-2-trs-no-987 

14. Requirements of the International Committee for Science on the use 
of laboratory animals in experimental research. Byulleten’ IKLAS. 
1978; (24): 4–5. (in Russian)

15. Lineva A. Physiological Indicators of the Norm of Animals. 
Reference Book [Fiziologicheskie pokazateli normy zhivotnykh. 
Spravochnik]. Moscow: Aquarium LTD; 2003. (in Russian)

16. Abrashova T.V., Gushchin Ya.A., Kovaleva M.A., Rybakova A.V., 
Selezneva A.I., Sokolova A.P., et al. Guide. Physiological, 
Biochemical and Biometric Indicators of the Norm of Experimental 
Animals [Spravochnik. Fiziologicheskie, biokhimicheskie i 
biometricheskie pokazateli normy eksperimental’nykh zhivotnykh]. 
St. Petersburg: LEMA; 2013. https://elibrary.ru/ptsruo (in Russian)

17. Chen Y., Cheng L., Lian R., Song Z., Tian J. COVID-19 vaccine research 
focusses on safety, efficacy, immunoinformatics, and vaccine production 
and delivery: a bibliometric analysis based on VOSviewer. Biosci. 
Trends. 2021; 15(2): 64–73. https://doi.org/10.5582/bst.2021.01061 

18. Nooraei S., Bahrulolum H., Hoseini Z.S., Katalani C., Hajizade A., 
Easton A.J., et al. Virus-like particles: preparation, immunogenicity and 
their roles as nanovaccines and drug nanocarriers. J. Nanobiotechnology. 
2021; 19(1): 59. https://doi.org/10.1186/s12951-021-00806-7 

19. Bai Z., Wan D., Lan T., Hong W., Dong H., Wei Y., et al. Nanoplatform 
based intranasal vaccines: current progress and clinical challenges. 
ACS Nano. 2024; 18(36): 24650–81. https://doi.org/10.1021/
acsnano.3c10797 

https://elibrary.ru/zrjvdj
https://elibrary.ru/zrjvdj
https://who.int/publications/m/item/nonclinical-evaluation-of-vaccine-adjuvants-and-adjuvanted-vaccines-annex-2-trs-no-987
https://who.int/publications/m/item/nonclinical-evaluation-of-vaccine-adjuvants-and-adjuvanted-vaccines-annex-2-trs-no-987
https://who.int/publications/m/item/nonclinical-evaluation-of-vaccine-adjuvants-and-adjuvanted-vaccines-annex-2-trs-no-987
https://elibrary.ru/ptsruo
https://elibrary.ru/ptsruo
https://doi.org/10.5582/bst.2021.01061
https://doi.org/10.5582/bst.2021.01061
https://doi.org/10.1186/s12951-021-00806-7
https://doi.org/10.1186/s12951-021-00806-7
https://doi.org/10.1021/acsnano.3c10797
https://doi.org/10.1021/acsnano.3c10797
https://doi.org/10.1001/jama.2022.22759
https://doi.org/10.1001/jama.2022.22759
https://elibrary.ru/gkxfed
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.836745
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.836745
https://doi.org/10.3390/vaccines10081290
https://doi.org/10.3390/vaccines10081290
https://elibrary.ru/uxaexo
https://doi.org/10.1080/07853890.2022.2031274
https://doi.org/10.1080/07853890.2022.2031274
https://who.int/publications/m/item/nonclinical-evaluation-of-vaccine-adjuvants-and-adjuvanted-vaccines-annex-2-trs-no-987
https://who.int/publications/m/item/nonclinical-evaluation-of-vaccine-adjuvants-and-adjuvanted-vaccines-annex-2-trs-no-987
https://who.int/publications/m/item/nonclinical-evaluation-of-vaccine-adjuvants-and-adjuvanted-vaccines-annex-2-trs-no-987
https://doi.org/10.5582/bst.2021.01061
https://doi.org/10.1186/s12951-021-00806-7
https://doi.org/10.1021/acsnano.3c10797
https://doi.org/10.1021/acsnano.3c10797


ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2025; 70(1)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-278

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

45

20. Marks P.W., Gruppuso P.A., Adashi E.Y. Urgent need for next-
generation COVID-19 vaccines. JAMA. 2023; 329(1): 19–20. https://
doi.org/10.1001/jama.2022.22759 

21. Latyshev O.E., Zaykova O.N., Eliseeva O.V., Savochkina T.E., 
Chernoryzh Ya.Yu., Syroeshkin A.V., et al. Development, pro-
duction and characterization of SARS-CoV-2 virus-like particles 
(Coronaviridae: orthocoronavirinae: betacoronavirus: sarbeco-
virus). Voprosy virusologii. 2024; 69(2): 175–86. https://doi.
org/10.36233/0507-4088-226 https://elibrary.ru/gkxfed (in Rus-
sian)

22. Banihashemi S.R., Es-Haghi A., Fallah Mehrabadi M.H., Nofeli 
M., Mokarram A.R., Ranjbar A., et al. Safety and efficacy of com-
bined intramuscular/intranasal RAZI-COV PARS vaccine candidate 

against SARS-CoV-2: A preclinical study in several animal models. 
Front. Immunol. 2022; 13: 836745. https://doi.org/10.3389/fim-
mu.2022.836745 

23. Vakhrusheva A.V., Kudriavtsev A.V., Kryuchkov N.A., Deev R.V., 
Frolova M.E., Blagodatskikh K.A., et al. SARS-CoV-2 subunit virus-
like vaccine demonstrates high safety profile and protective efficacy: 
preclinical study. Vaccines (Basel). 2022; 10(8): 1290. https://doi.
org/10.3390/vaccines10081290 

24. Antonova N.A., Yeritsyan K.Yu. The systematic review of empirical 
research of factors of refusal from vaccination. Gigiena i Sanitaria 
(Hygiene and Sanitation, Russian journal). 2018; 97(7): 664–70. 
https://doi.org/10.18821/0016-9900-2018-97-7-664-670 https://
elibrary.ru/uxaexo (in Russian)

Информация об авторах:
Чернорыж Яна Юрьевна  ‒ канд. мед. наук, научный сотрудник лаборатории молекулярной диагностики ФГБУ «Национальный иссле-
довательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва, Россия. 
E-mail: revengeful_w@mail.ru; https://orcid.org/0000-0001-9848-8515
Кондратьева Валерия Михайловна ‒ аспирант лаборатории молекулярной диагностики ФГБУ «Национальный исследова-
тельский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва, Россия.  
E-mail: 1999valeriak@mail.ru; https://orcid.org/0000-0001-9163-4516 
Малкова Анастасия Павловна ‒ заведующая лабораторией биологических исследований Института медико-АНО «Институт медико-био-
логических исследований и технологий» (АНО «ИМБИИТ»), Московская обл., Краснознаменск, Россия. E-mail: nastena0302@yandex.ru;  
https://orcid.org/0000-0002-2817-4817 
Савочкина Татьяна Евгеньевна ‒ младший научный сотрудник лаборатории молекулярной диагностики ФГБУ «Национальный иссле-
довательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва, Россия. 
E-mail: tasavochkina@yandex.ru; https://orcid.org/0000-0003-4366-8476
Елисеева Олеся Васильевна ‒ канд. биол. наук, старший научный сотрудник лаборатории молекулярной диагностики ФГБУ «Нацио-
нальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, Мо-
сква, Россия. E-mail: olesenka80@mail.ru; https://orcid.org/0000-0002-0723-9749
Латышев Олег Евгеньевич ‒ канд. биол. наук, старший научный сотрудник лаборатории молекулярной диагностики ФГБУ «Националь-
ный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва, 
Россия. E-mail: oleglat80@mail.ru; https://orcid.org/0000-0002-5757-3809
Якунин Дмитрий Юрьевич ‒ аспирант лаборатории молекулярной диагностики ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпи-
демиологии и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва, Россия. E-mail: yd364@mail.ru;  
https://orcid.org/0009-0009-4531-5739
Зайкова Ольга Николаевна ‒ канд. биол. наук, старший научный сотрудник лаборатории молекулярной диагностики ФГБУ «Националь-
ный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва, 
Россия. E-mail: zaykova_o_n@mail.ru; https://orcid.org/0000-0003-4708-2069
Слуднякова Екатерина Сергеевна ‒ ведущий инженер по внедрению научных разработок ФГБУ «Национальный исследовательский 
центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва, Россия. E-mail: ekaterina.
ses@mail.ru; https://orcid.org/0009-0000-4925-5205
Гребенникова Татьяна Владимировна ‒ д-р биол. наук, профессор, чл.-корр. РАН, заместитель директора по научной работе под-
разделения Института вирусологии им. Д.И. Ивановского, руководитель Испытательного центра ФГБУ «Национальный исследова-
тельский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, Москва, Россия.  
E-mail: t_grebennikova@mail.ru; https://orcid.org/0000-0002-6141-9361
Участие авторов: Чернорыж Я.Ю. – проведение экспериментов, анализ и интерпретация данных, подготовка текста; Кондратьева В.М. – 
проведение экспериментов, подготовка текста; Малкова А.П. – проведение экспериментов; Савочкина Т.Е. – подготовка текста; Елисее-
ва О.В. – концепция и дизайн исследований, анализ и интерпретация данных; Латышев О.Е. – проведение экспериментов; Якунин Д.Ю. – 
анализ и интерпретация данных; Зайкова О.Н. – анализ и интерпретация данных; Слуднякова Е.С. – проведение контроля качества 
препарата; Гребенникова Т.В. – концепция и дизайн исследования, анализ и интерпретация данных, подготовка текста, одобрение окон-
чательного варианта статьи для публикации.

Поступила 08.11.2024
Принята в печать 16.12.2024

Опубликована онлайн 28.12.2024

Information about the authors:
Yana Yu. Chernoryzh  ‒ PhD, Candidate of Medical Sciences, Researcher, laboratory of molecular diagnostics, N.F. Gamaleya National 
Research Center of Epidemiology and Microbiology of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia. E-mail: revengeful_w@mail.ru;  
https://orcid.org/0000-0001-9848-8515
Valeria M. Kondratieva ‒ graduate student, laboratory of molecular diagnostics, N.F. Gamaleya National Research Center of Epidemiology and 
Microbiology of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia. E-mail: 1999valeriak@mail.ru; https://orcid.org/0000-0001-9163-4516
Аnastasia P. Malkova ‒ head of the Laboratory of Biological Research Institute for Biomedical Research and Technology (IMBIIT), Krasnoznamensk, 
Moscow region, Russia. E-mail: nastena0302@yandex.ru; https://orcid.org/0000-0002-2817-4817 
Tatyana E. Savochkina ‒ Researcher, Laboratory of Molecular Diagnostics, N.F. Gamaleya National Research Center of Epidemiology and 
Microbiology of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia. E-mail: tasavochkina@yandex.ru; https://orcid.org/0000-0003-4366-8476
Olesya V. Eliseeva ‒ PhD, Senior Scientist, Laboratory of molecular diagnostics, N.F. Gamaleya National Research Center of Epidemiology and 
Microbiology of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia. E-mail: olesenka80@mail.ru; https://orcid.org/0000-0002-0723-9749
Oleg E. Latyshev ‒ PhD, Senior Scientist, Laboratory of molecular diagnostics, N.F. Gamaleya National Research Center of Epidemiology and 
Microbiology of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia. E-mail: oleglat80@mail.ru; https://orcid.org/0000-0002-5757-3809

https://doi.org/10.1001/jama.2022.22759
https://doi.org/10.1001/jama.2022.22759
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.836745
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.836745
https://doi.org/10.3390/vaccines10081290
https://doi.org/10.3390/vaccines10081290
mailto:revengeful_w@mail.ru
https://orcid.org/0000-0001-9848-8515
https://orcid.org/0000-0001-9163-4516
mailto:nastena0302@yandex.ru
https://orcid.org/0000-0002-2817-4817
mailto:tasavochkina@yandex.ru
https://orcid.org/0000-0003-4366-8476
mailto:olesenka80@mail.ru
https://orcid.org/0000-0002-0723-9749
mailto:oleglat80@mail.ru
https://orcid.org/0000-0002-5757-3809
https://orcid.org/0009-0009-4531-5739
mailto:zaykova_o_n@mail.ru
https://orcid.org/0000-0003-4708-2069
https://e.mail.ru/compose?To=ekaterina.ses@mail.ru
https://e.mail.ru/compose?To=ekaterina.ses@mail.ru
https://orcid.org/0009-0000-4925-5205
mailto:t_grebennikova@mail.ru
mailto:revengeful_w@mail.ru
https://orcid.org/0000-0001-9848-8515
https://orcid.org/0000-0001-9163-4516
mailto:nastena0302@yandex.ru
https://orcid.org/0000-0002-2817-4817
mailto:tasavochkina@yandex.ru
mailto:olesenka80@mail.ru
https://orcid.org/0000-0002-0723-9749
mailto:oleglat80@mail.ru
https://orcid.org/0000-0002-5757-3809


PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2025; 70(1)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-278

ORIGINAL RESEARCHES

46

Dmitriy Yu. Yakunin ‒ graduate student of laboratory of molecular diagnostics, N.F. Gamaleya National Research Center of Epidemiology and 
Microbiology of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia. E-mail: yd364@mail.ru; https://orcid.org/0009-0009-4531-5739
Olga N. Zaykova ‒ PhD, Senior Scientist at the Laboratory of Molecular Diagnostics, N.F. Gamaleya National Research Center of Epidemiology 
and Microbiology of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia. E-mail: zaykova_o_n@mail.ru; https://orcid.org/0000-0003-4708-2069
Ekaterina S. Sludnyakova ‒ Leading engineer for the implementation of scientific developments of N.F. Gamaleya National Research Center of 
Epidemiology and Microbiology of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia. E-mail: ekaterina.ses@mail.ru; https://orcid.org/0009-0000-
4925-5205
Tatyana V. Grebennikova ‒ Doctor of Biological Sciences, Professor, Corresponding Member RAS, deputy Director for Science of the Division of 
the Ivanovsky Virology Institute Head of the Control Center of N.F. Gamaleya National Research Center of Epidemiology and Microbiology of the 
Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia. E-mail: t_grebennikova@mail.ru; https://orcid.org/0000-0002-6141-9361
Contribution: Chernoryzh Ya.Yu. – performing the experiments, data analysis and interpretation, text preparation; Kondratieva V.M. – performing 
the experiments, text preparation; Malkova A.P. ‒ performing the experiments; Savochkina T.A. – text preparation; Eliseeva O.V. – concept and 
design of research, data analysis and interpretation; Latyshev O.E. – performing the experiments; Yakunin D.Yu. – analysis and interpretation of 
data; Zaykova O.N. ‒ data analysis and interpretation; Sludnyakova E.S. ‒ vaccine quality control; Grebennikova T.V. – the concept and design of 
the study, analysis and interpretation of data, preparation of the text, approval of the final version of the article for publication. 

Received 08 November 2024
Accepted 16 December 2024

Published online 28 December 2024

https://orcid.org/0009-0009-4531-5739
mailto:zaykova_o_n@mail.ru
https://orcid.org/0000-0003-4708-2069
https://e.mail.ru/compose?To=ekaterina.ses@mail.ru
https://orcid.org/0009-0000-4925-5205
https://orcid.org/0009-0000-4925-5205
mailto:t_grebennikova@mail.ru

	_Hlk183616143
	_Hlk183614393
	_Hlk183526816
	_Hlk183615938
	_Hlk183526894
	_Hlk183616345
	_Hlk183607057
	_Hlk183444541
	_Hlk183446453
	_Hlk183504795
	_Hlk183515003
	_Hlk126076768
	_Hlk126077895
	_Hlk151560220
	_Hlk152590040
	_Hlk126076835
	_Hlk151560159
	_Hlk183441188
	_Hlk182914512
	_Hlk182915241
	_Hlk185949004
	_Hlk172031203
	_Hlk184376327
	_Hlk184996215
	_Hlk184996251
	_Hlk183423297
	_Hlk170829664
	_Hlk167809021
	_Hlk183423348
	_Hlk167809998
	_Hlk173157910
	_Hlk183443895
	_Hlk183444029
	_Hlk183423730
	_Hlk168580590
	_Hlk168560507
	_Hlk183444971
	_Hlk184998451
	_Hlk183426176
	_Hlk183515670
	_Hlk183423926
	_Hlk170829468
	_Hlk183424246
	_Hlk184979600
	_Hlk184372676
	_Hlk183613492
	_Hlk184980007
	_Hlk184375917
	_Hlk183613742
	_Hlk183613872
	_Hlk185852827
	_Hlk188039399
	_Hlk183985050
	_Hlk126076768
	_Hlk126077895
	_Hlk183981340
	_Hlk183982350
	_Hlk183982457
	_Hlk183984807
	_Hlk183987545
	_Hlk188343415
	_Hlk183642266
	_Hlk190108674
	_Hlk190704485
	_Hlk188628836
	_Hlk126076768
	_Hlk126077895
	_Hlk152590040
	_Hlk126076835
	_Hlk151560159
	_Hlk188962125
	_Hlk126076768
	_Hlk126077895
	_Hlk188965515
	_Hlk126076768
	_Hlk126077895
	_Hlk158885348
	_Hlk158885374
	_Hlk152590040
	_Hlk126076835
	_Hlk151560159
	_Hlk191049680
	_Hlk191054812
	_Hlk158885857

