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Структурные мотивы и трёхмерные модели хеликазы (NS3) 
и РНК-зависимой РНК-полимеразы (NS5) флавиподобного 
Kindia tick virus (unclassified Flaviviridae)
Гладышева А.А.1,2, Гладышева А.В.1, Терновой В.А.1, Локтев В.Б.1,2

1ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека (Роспотребнадзор), 630559, Новосибирская область, р.п. Кольцово, 
Россия; 
2ФГАОУ ВО «Новосибирский национальный исследовательский государственный университет» Министерства образования  
и науки РФ, 630090, г. Новосибирск, Россия

Введение. Kindia tick virus (KITV) – недавно обнаруженный сегментированный неклассифицированный флави-
подобный вирус семейства Flaviviridae, переносимый клещами и предположительно патогенный для человека. 
Цель работы – поиск структурных мотивов вирусных полипептидов и моделирование пространственной 
структуры вирусных белков NS3 и NS5 многокомпонентного флавиподобного KITV. 
Материалы и методы. Использованы полногеномные последовательности KITV, вирусов Зика, денге, 
японского энцефалита, Западного Нила и жёлтой лихорадки из базы данных GenBank. Биоинформатиче-
ский анализ выполнен с помощью пакета программ AlphaFold2, RCSB PDB, UCSF Chimera, NCBI BLAST, 
MOTIF Search, Protomenal, Unipro UGENE, ESPript.
Результаты. Установлено, что структурные белки VP1–VP3 KITV не имеют аналогов с известными в насто-
ящее время вирусными белками. Получены пространственные модели неструктурных белков NS3 и NS5 
KITV, обладающие высоким уровнем топологического сходства с белками вирусов клещевого энцефалита и 
денге. У NS5 KITV обнаружены характерные для флавивирусов домены метилтрансферазы и РНК-зависи-
мой РНК-полимеразы. Последний представлен субдоменами пальцев, ладони и большого пальца, а также 
типичными структурными мотивами A, B, C, D, E, F. Идентифицированы хеликазный домен и основные 
структурные мотивы I, Ia, II, III, IV, IVa, V, VI в NS3 KITV. Домена протеазы, типичного для NS3 флавивирусов, 
обнаружено не было. В аминокислотных последовательностях NS3 и NS5 KITV обнаружены высококонсер-
вативные последовательности протяжённостью 3–7 аминокислот, характерные для KITV и флавивирусов. 
Картировано восемь аминокислотных замен, характерных для KITV/2018/1 и KITV/2018/2, пять из них лока-
лизованы в альфа-спиралях, три – в свободных петлях неструктурных белков.
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о структурном и функциональном сходстве белков 
NS3 и NS5 сегментированного флавиподобного KITV с флавивирусами, что подтверждает их возможную 
эволюционную взаимосвязь и таксономическое единство.

Ключевые слова: Flaviviridae; сегментированные флавиподобные вирусы; Jingmen tick viruses; Kindia tick 
virus; трёхмерные модели; вирусные белки; AlphaFold2
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Structural Motifs and Spatial Structures of Helicase (NS3)  
and RNA-dependent RNA-polymerase (NS5)  
of a Flavi-like Kindia tick virus (unclassified Flaviviridae) 
Anastasia A. Gladysheva1,2, Anastasia V. Gladysheva1, Vladimir A. Ternovoi1, Valery B. Loktev1,2

1State Scientific Center of Virology and Biotechnology «Vector», 630559, Novosibirsk region, Koltsovo, Russian Federation; 
2Novosibirsk National Research State University, 630090, Novosibirsk, Russian Federation 

Introduction. Kindia tick virus (KITV) is a novel segmented unclassified flavi-like virus of the Flaviviridae family. 
This virus is associated with ixodes ticks and is potentially pathogenic to humans. 
The main goal of this work was to search for structural motifs of viral polypeptides and to develop a 3D-structure 
for viral proteins of the flavi-like KITV.
Materials and methods. The complete genome sequences for KITV, Zika, dengue, Japanese encephalitis, West 
Nile and yellow fever viruses were retrieved from GenBank. Bioinformatics analysis was performed using the dif-
ferent software packages.
Results. Analysis of the KITV structural proteins showed that they have no analogues among currently known viral 
proteins. Spatial models of NS3 and NS5 KITV proteins have been obtained. These models had a high level of topo-
logical similarity to the tick-borne encephalitis and dengue viral proteins. The methyltransferase and RNA-dependent 
RNA-polymerase domains were found in the NS5 KITV. The latter was represented by fingers, palm and thumb 
subdomains, and motifs A-F. The helicase domain and its main structural motifs I–VI were identified in NS3 KITV. 
However, the protease domain typical of NS3 flaviviruses was not detected. The highly conserved amino acid mo-
tives were detected in the NS3 and NS5 KITV. Also, eight amino acid substitutions characteristic of KITV/2018/1 and 
KITV/2018/2 were detected, five of them being localized in alpha-helix and three in loops of nonstructural proteins. 
Conclusion. Nonstructural proteins of KITV have structural and functional similarities with unsegmented flavivirus-
es. This confirms their possible evolutionary and taxonomic relationships.

Keywords: Flaviviridae; segmented flavi-like viruses; Jingmen tick viruses; Kindia tick virus; spatial models; viral 
proteins; AlphaFold2
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Введение 

Kindia tick virus (KITV) – недавно обнаруженный 
сегментированный (многокомпонентный) флавипо-
добный неклассифицированный вирус, обнаружен-
ный в 2017 г. на территории Гвинейской Республики 
в иксодовых клещах Rhipicephalus geigyi [1]. Схожий 
с KITV многокомпонентный флавиподобный вирус 
был ранее обнаружен в клещах вида Rhipicephalus 
microplus в регионе Jingmen (Цзиньмэнь) китай-
ской провинции Хубей и был назван в соответствии 
с географическим местом открытия Jingmen tick 
virus (JMTV) [2]. Другой многокомпонентный Guaico 
Culex virus (GCXV) был несколько позднее обнару-
жен в комарах рода Culex в Перу, Панаме и на острове 
Тринидад в Карибском море [3].

Принципиальное отличие этих неклассифициро-
ванных вирусов от флавивирусов состоит в наличии 
сегментированного одноцепочечного РНК-генома 
(оцРНК) положительной полярности [4]. Геном ви-
русов группы JMTV состоит из четырёх сегментов, 
располагающихся в отдельных вирусных частицах 
[3]. Размер вирионов для вирусов JMTV варьирует 
от 30 до 100 нм [4]. Общая длина генома флавипо-
добных сегментированных вирусов составляет око-
ло 11 тыс. нуклеотидов [1], что также характерно 
и для флавивирусов [5]. Сегменты 1–3 несут по од-
ной протяжённой открытой рамке считывания (ORF) 
и кодируют белки NS5, VP1 и NS3 соответственно. 
Сегмент 4 обладает двумя ORF и кодирует белки VP2, 
VP3 [1]. В то же время GCXV, переносимый комара-
ми, может иметь геном из пяти сегментов. Для JMTV 
и вируса Alongshan было показано наличие последо-
вательности polyA в 3’ UTR [5].

На сегодняшний день сегментированные флавипо-
добные вирусы обнаружены почти на всех континен-
тах Земли [6]. Некоторые из них способны вызывать 
заболевание у человека [7]. Клинические проявления 
у пациентов, инфицированных JMТV, включают ли-
хорадку, головную боль, миалгию, повышение тем-
пературы, тошноту, рвоту, зуд и лимфаденопатию. 
В биохимических показателях крови отмечаются 
повышение концентрации печёночной аминотранс-
феразы и незначительное снижение количества лим-
фоцитов. Продолжительность госпитализации обыч-
но составляет от 14 до 28 дней [7]. Интересно, что 
геномная РНК многокомпонентных JMTV была об-
наружена в крови пациентов с Крымс кой-Конго ге-
моррагической лихорадкой в Косово и на юге России 
[8, 9]. Вероятно, JMTV циркулирует в популяции дав-
но, приобрёл способность к адаптации к широкому 
спектру хозяев, включая клеща и человека, и спосо-
бен вызывать вирусную микст-инфекцию у человека 
с клиническими проявлениями, характерными для 
Крымской-Конго геморрагической лихорадки, из-за 
чего долгое время оставался без внимания.

О пространственной структуре белков сегментиро-
ванных флавиподобных вирусов известно крайне мало. 
Так, в базе PDB (Protein Data Bank) представлена ин-
формация только о структуре хеликазного домена белка 

NS3 вируса Alongshan [10]. Настоящая работа посвяще-
на поиску и моделированию принципиально значимых 
районов вирусных белков KITV, обусловливающих их 
структурно-функциональные особенности. Эта инфор-
мация является принципиально важной для создания 
вакцин и противовирусных препаратов, а также разви-
тия диагностики инфекций, ассоциированных с новыми 
сегментированными флавиподобными вирусами. 

Цель работы – поиск структурных мотивов вирус-
ных полипептидов и моделирование пространствен-
ной структуры вирусных белков NS3 и NS5 много-
компонентного флавиподобного KITV.

Материалы и методы

Вирусные геномные последовательности 
Полногеномные последовательности, соот-

ветствующие сегментам 1–4 штаммов KITV: 
KITV/2017/1, KITV/2018/1, KITV/2018/2, были взя-
ты из базы данных GenBank (MK673133–MK673136, 
MW341206–MW341209, MW341210–MW341213). 
Для проведения анализа были также дополнительно 
использованы геномные последовательности вирусов 
Зика (KX262887), жёлтой лихорадки (МN958078), 
Западного Нила (KX394382), японского энцефалита 
(EF623989) и денге (MG599596). 

Выравнивание и анализ аминокислотных  
последовательностей

Поиск близкородственных белков, пространствен-
ные структуры которых уже были решены экспери-
ментально, был выполнен с помощью NCBI BLAST 
(National Center for Biotechnology Information Basic 
Local Alignment Search Tool) по базе данных PDB 
с использованием алгоритма blastp (protein-protein 
BLAST). Множественное выравнивание амино-
кислотных последовательностей было выполнено 
в программе Unipro UGENE («УНИПРО», Россия) 
с использованием итеративного метода выравнива-
ния Muscle. Данная программа также была примене-
на для поиска и картирования аминокислотных замен 
и анализа их расположения. Функциональная анно-
тация вирусных белков была произведена с помо-
щью программ Protomenal1 и MOTIF Search2. Поиск 
мотивов проводился по базам данных Pfam и NCBI 
CDD (Conserved Domains Database) (All). Выравнива-
ние аминокислотных последовательностей вирусных 
белков KITV с последовательностями вирусов Зика, 
жёлтой лихорадки, Западного Нила, японского эн-
цефалита и денге было визуализировано с помощью 
программы ESPript 3.0 [11]. 

Моделирование и анализ пространственных  
структур вирусных белков 

Для моделирования пространственных структур 
вирусных белков была использована облачная вер-
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сия программы AlphaFold2 – AlphaFold2_advanced.
ipynb [12]. Отбор пространственных моделей для 
дальнейшего теоретического анализа производился 
на основе коэффициента достоверности для каждой 
аминокислоты с учётом прогнозируемой локальной 
разности расстояний (pLDDT) AlphaFold2. 

Попарное выравнивание пространственных струк-
тур белка NS5 и хеликазного домена белка NS3 ви-
русов денге, клещевого энцефалита и Alongshan, взя-
тых из базы данных RCSB (Research Collaboratory for 
Structural Bioinformatics) PDB (6KR2, 7OJ4 и 6M40), 
и полученных моделей пространственных структур 
вирусных белков исследуемых штаммов производи-
лось с помощью программного обеспечения Pairwise 
Structure Alignment, предоставленного базой данных 
RCSB PDB. Данная программа также использовалась 
для попарного выравнивания полученных моделей 
пространственных структур исследуемых штаммов. 
Был выбран тип попарного выравнивания jFATCAT 
(жёсткий) со следующими параметрами: 

– отсечка среднеквадратичного стандартного от-
клонения – 3; 

– предельное расстояние выровненных пар фраг-
ментов (AFP) – 5; 

– длина фрагмента – 8. 
Основываясь на коэффициентах среднеквадратич-

ного отклонения (RMSD) и оценки моделирования 
шаблона (TM (template modeling) score), полученных 
при попарном выравнивании, был установлен уро-
вень топологического сходства между структурами. 

Визуализация пространственных моделей вирус-
ных белков была выполнена с помощью программы 
UCSF Chimera [13]. 

Результаты 
Аминокислотные последовательности четырёх 

сегментов KITV/2018/1 и KITV/2018/2 из базы дан-
ных PDB были использованы для поиска близкород-
ственных белков, чьи пространственные структуры 
уже известны. Для белка NS5 KITV было обнару-
жено сходство с 31 аминокислотной последователь-
ностью различных вирусных белков. Белок NS5 ви-
руса денге второго серотипа (PDB ID: 6KR2) имел 
наилучшую идентичность в 26% для KITV/2018/1 
и KITV/2018/2. Для белка NS3 KITV/2018/1 
и KITV/2018/2 было обнаружено сходство с 27-й 
и 19-й аминокислотными последовательностями 
вирусных белков соответственно, включая NS3 хе-
ликазу вируса Alongshan (PDB ID: 6M40) с коэффи-
циентом идентичности 47%. Коэффициент идентич-
ности с остальными вирусными аминокислотными 
последовательностями не превышал 16%, напри-
мер, с NS3 хеликазой вируса клещевого энцефали-
та (PDB ID: 7OJ4). Интересно, что для структурных 
белков VP1–VP3 не было обнаружено схожих белков 
во всех исследованных базах данных.

При моделировании пространственных структур 
вирусных белков KITV были получены коэффициен-
ты достоверности pLDDT AlphaFold2 для каждой мо-
дели (табл. 1). Установлено, что рассчитанные про-
странственные модели структурных белков VP1–VP3 
обладают низкими коэффициентами достоверности, 
что не позволило проводить их дальнейший анализ. 
Значение коэффициентов достоверности для белков 
NS3 и NS5 составило больше 80, что свидетельство-
вало о высоком уровне достоверности полученных 
моделей и возможности их использования для даль-
нейшего анализа. 

Установлено, что модели пространственных струк-
тур белков NS3 и NS5 обладают высоким уровнем то-
пологического сходства (значения TM-score для всех 
сравниваемых пар структур превышают 0,5) с про-
странственными структурами одноимённых белков 
вирусов клещевого энцефалита и денге, несмотря на 
то что процент идентичности между аминокислотны-
ми последовательностями был менее 30% (табл. 2).

У белка NS5 KITV, как и у всех других представи-
телей рода флавивирусов, обнаружен домен метил-
трансферазы (capping_2-OMTase_viral, NCBI-CDD 
cl41719) в позициях с 65-й по 267-ю аминокислоту 

Таблица 1. Значения pLDDT AlphaFold2 пространственных 
моделей белков KITV
Table 1. Values of pLDDT AlphaFold2 spatial models of KITV 
proteins

Название штамма KITV  
(вирусный белок)

Name of strain KITV (viral protein)

Значение pLDDT AlphaFold2
The value of pLDDT AlphaFold2

KITV/2017/1 (NS5) 83,89

KITV/2017/1 (VP1) 50,20

KITV/2017/1 (NS3) 59,86

KITV/2017/1 
(хеликазный домен NS3) 
(helicase domain NS3)

87,21

KITV/2017/1 (VP2) 33,05

KITV/2017/1 (VP3) 40,99

KITV/2018/1 (NS5) 84,55

KITV/2018/1 (VP1) 45,62

KITV/2018/1 (NS3) 54,35

KITV/2018/1 
(хеликазный домен NS3) 
(helicase domain NS3)

87,92

KITV/2018/1 (VP2) 41,49

KITV/2018/1 (VP3) 41,04

KITV/2018/2 (NS5) 84,43

KITV/2018/2 (VP1) 47,28

KITV/2018/2 (NS3) 57,86

KITV/2018/2 
(хеликазный домен NS3) 
(helicase domain NS3)

83,95

KITV/2018/2 (VP2) 41,49

KITV/2018/2 (VP3) 40,39

Примечание. Жирным шрифтом отмечены модели, обладающие 
высоким коэффициентом достоверности. 
Note. Models with a high confidence coefficient are marked in bold.
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Таблица 2. Коэффициенты подобия пространственных моделей белков NS3 и NS5 между штаммами KITV, вирусом клещевого  
энцефалита (PDB ID: 7OJ4 для NS3), вирусом Alongshan (PDB ID: 6M40 для NS3) и вирусом денге (PDB ID: 6KR2 для NS5)
Table 2. Similarity coefficients of spatial models of NS3 and NS5 proteins between KITV strains, tick-borne encephalitis virus  
(PDB ID: 7OJ4 for NS3), Alongshan virus (PDB ID: 6M40 for NS3) and dengue virus (PDB ID: 6KR2 for NS5)

Белок
Protein

Название вируса и (или) вирусного штамма
Name of virus and/or viral strain RMSD TM-score

NS5

KITV/2017/1 и KITV/2018/1
KITV/2017/1 and KITV/2018/1 13,17 0,62

KITV/2017/1 и KITV/2018/2 
KITV/2017/1 and KITV/2018/2 13,11 0,63

KITV/2018/1 и KITV/2018/2 
KITV/2018/1 and KITV/2018/2 4,49 0,85

Вирус денге и KITV/2017/1
Dengue virus and KITV/2017/1 4,7 0,65

Вирус денге и KITV/2018/1 
Dengue virus and KITV/2018/1 6,94 0,59

Вирус денге и KITV/2018/2
Dengue virus and KITV/2018/2 7,53 0,61

NS3

KITV/2017/1 и KITV/2018/1
KITV/2017/1 and KITV/2018/1 0,68 0,99

KITV/2017/1 и KITV/2018/2
KITV/2017/1 and KITV/2018/2 1,69 0,96

KITV/2018/1 иKITV/2018/2
KITV/2018/1 and KITV/2018/2 1,78 0,96

Вирус клещевого энцефалита и KITV/2017/1
Tick-borne encephalitis virus and KITV/2017/1 3,1 0,73

Вирус клещевого энцефалита и KITV/2018/1
Tick-borne encephalitis virus and KITV/2018/1 3,1 0,73

Вирус клещевого энцефалита и KITV/2018/2
Tick-borne encephalitis virus and KITV/2018/2 3,02 0,69

Вирус Alongshan и KITV/2017/1
Virus Alongshan and KITV/2017/1 1,32 0,88

Вирус Alongshan и KITV/2018/1
Virus Alongshan and KITV/2018/1 1,41 0,87

Вирус Alongshan и KITV/2018/2
Virus Alongshan and KITV/2018/2 2,18 0,85

и домен РНК-зависимой РНК-полимеразы (RdRp) 
(Pfam: pfam00972) в позициях 350–913. В RdRp об-
наружены субдомены пальцев, ладони (положе-
ния 350–730, Pfam: PF00972) и большого пальца (по-
ложения 742–842, Pfam: PF20483). Кроме этого, были 
обнаружены характерные для флавивирусов струк-
турные мотивы A (575–582), B (641–655), C (691–
700), D (725–728), E (746–751), F (497–524) (рис. 1, 2). 

Установлено, что в субдоменах пальцев и большого 
пальца происходят аминокислотные замены в положе-
ниях связывания RdRp с ионами цинка. В первом сай-
те замены приходятся на позиции 484, 488, 493 и 496:  
F484 → E484, H488 → L488, C493 → P493 и C496 → A496. Второй 
сайт связывания у KITV предположительно состоит 
из трёх аминокислот вместо четырёх; во втором сайте –  
H750 → R750, C765 → V765, а в позиции 875 происходит 
делеция, в то время как у флавивирусов в этом по-
ложении располагается цистеин. Позиция 752 у фла-
вивирусов вариабельна по аминокислотному соста-
ву, а у KITV представлена триптофаном. При этом 

аналогично пространственной структуре RdRp фла-
вивирусов первые две аминокислоты первого сайта 
связывания находятся у KITV в альфа-спирали, а две 
другие – в свободной петле; второй сайт расположен 
в бета-листах.

При анализе аминокислотной последовательности 
полноразмерного белка NS3 KITV установлено, что 
он не содержит домена сериновой протеазы, что не-
типично для NS3 флавивирусов. Со стороны С-конца 
белка NS3 KITV располагается домен хеликазы (NS3-
Hel), который состоит из трёх субдоменов (D1–D3) 
и восьми структурных флавивирусных мотивов (I, 
Ia, II, III, IV, IVa, V и VI), находящихся в D1 и D2. 
Субдомен D1 имеет характерный для флавивирусов 
регион DEXHc_viral_NS3 (DEXH-box helicase domain 
of NS3 protease-helicase, NCBI-CDD cd17931), рас-
полагающийся с 341-й по 493-ю позицию. Хеликаз-
ные мотивы располагаются в позициях I – 348–353, 
Ia – 365–377, II – 433–440, III – 464–478, IV – 515–523, 
IVa – 544–552, V – 573–582 и VI – 610–623 (рис. 2, 3). 
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Кроме того, в NS3 и NS5 KITV были обнаружены 
непротяжённые высококонсервативные аминокис-
лотные последовательности, характерные для виру-
сов Зика, жёлтой лихорадки, Западного Нила, япон-
ского энцефалита и денге. Большинство высококон-
сервативных аминокислот находятся в обнаруженных 
функционально важных мотивах белков NS3 и NS5 
KITV (рис. 2). 

При множественном выравнивании аминокислот-
ных последовательностей KITV были обнаружены 
различные аминокислотные замены, в том числе 
и те, которые могут влиять на топологию вирус-
ных белков. Для KITV/2018/1 и KITV/2018/2 бы-
ло обнаружено по две замены в белках VP1 и VP3, 
пять замен в белке NS5 и четыре – в NS3. В ами-
нокислотных последовательностях KITV/2017/1 
и KITV/2018/1 обнаружено 24 замены, а для 
KITV/2017/1 и KITV/2018/2 – 35 (табл. 3). Обна-

руженные аминокислотные замены в белке NS5 
KITV/2018/1 и KITV/2018/2 локализованы в поло-
жениях 135 – альфа-спираль 5 (α-5), 217 – петля 

Таблица 3. Замены в аминокислотных последовательностях 
белков KITV
Table 3. Substitutions in amino acid sequences of KITV proteins

Белок
Protein

Положение  
в аминокислот-
ной последова-

тельности 
Position in the 

amino acid 
sequence

Название штамма KITV
Name of strain KITV

KITV/2017/1 KITV/2018/1 KITV/2018/2

NS5

135 V V I

217 A A V

233 K K R

277 S R R

610 R H H

674 A A T

747 Y C C

908 Q Q R

VP1

76 S F F

89 P H H

103 H Q Q

160 L F F

247 G V V

368 I I V

380 A T T

435 K E E

465 S G G

604 A V V

622 A A T

NS3

236 A V V

247 A V V

291 V I V

379 A V V

459 N K K

474 S R R

476 S S F

604 R G G

625 K K R

673 E E Q

VP2 140 N S S

VP3

6 V D D

18 I M M

78 N N S

208 K K R

338 G V V

353 L F F

Рис. 1. Модели пространственной организации NS5: а – нало-
жение моделей пространственных структур NS5: KITV/2018/1 
(синий), KITV/2018/2 (зелёный) и вируса денге (красный); б – 

пространственная модель NS5 KITV/2018/1 с консервативными 
мотивами A–F; в – наложение пространственных структур NS5 

KITV/2018/1 (белый/синий) и KITV/2018/2 (серый/зелёный), 
где цветом выделены обнаруженные аминокислотные замены.
Fig. 1. Models of spatial organization NS5: a – imposition models 

of spatial structures NS5: KITV/2018/1 (blue), KITV/2018/2 
(green) and dengue virus (red); b – spatial model NS5 KITV/2018/1 
with conservative motives A–F; c – imposition of spatial structures 

NS5 KITV/2018/1 (white/blue) and KITV/2018/2 (gray/green), 
where detected amino acid substitutions are highlighted in color.

а/а б/b

в/c
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Рис. 2. Выравнивание аминокислотных последовательностей NS3 (а) и NS5 (б) KITV с флавивирусами. Красным цветом выделены 
высококонсервативные аминокислоты, зелёными стрелочками – высококонсервативные аминокислоты, функции которых известны 
для флавивирусов. Участки аминокислотных последовательностей, соответствующие обнаруженным мотивам, выделены цветными 

линиями. Элементы вторичной структуры вирусных белков указаны для штамма KITV/2018/1.
Fig. 2. Alignment of amino acid sequences NS3 (a) and NS5 (b) KITV with flaviviruses. Highly conserved amino acids are highlighted in 
red; highly conserved amino acids, whose functions are known for flaviviruses, are highlighted with green arrows. Sections of amino acid 

sequences corresponding to detected motifs are highlighted with colored lines. Elements of secondary structure of viral proteins are indicated 
for the KITV/2018/1 strain.

а/а

б/b
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между α-8 и бета-листом 7 (β-7), 233 – α-9, 674 – 
α-27, 908 – α-37. Замены V135 → I135, A217 → V217, 
K233 → R233 не изменяют общую топологию, но при-
водят к пространственному сдвигу трёхмерных 
структур белка NS5 KITV/2018/1 и KITV/2018/2 
относительно друг друга (рис. 1 в). Аминокислот-
ные замены в NS3 для KITV/2018/1 и KITV/2018/2 
локализованы в положениях 476 – петля между β-7 
и β-8, 625 – петля между α-10 и β-16, 673 – α-13 
(рис. 3 г).

Обсуждение 
Одним из способов получения информации 

о пространственном устройстве генома, в частности 
о трехмёрной структуре белков, является моделиро-
вание. Программа AlphaFold2 позволяет проводить 
предсказания пространственных структур белка. В её 
основе лежит использование глубокого машинного 
обучения и сверхточных нейронных сетей для пред-
сказания углов и расстояний между атомами в созда-

ваемом программой шаблоне структуры, что позволя-
ет получать трёхмерные модели исследуемого белка 
с высокой точностью, даже несмотря на низкий уро-
вень гомологии с прототипом, который может быть 
менее 30% [14].

Полученные модели структурных белков VP1, VP2, 
VP3 KITV обладали низкими коэффициентами досто-
верности и были исключены из дальнейшего анализа. 
Отсутствие известных прототипов для этих белков 
подчеркивает их уникальность среди структурных 
белков РНК-содержащих вирусов. Это не позволяет 
определить возможные функционально важные мо-
тивы этих белков и оценить эволюционные взаимо-
отношения с другими известными вирусами. Можно 
только предположить, что эти белки обеспечивают 
формирование вирусных частиц, рецепторные взаи-
модействия с чувствительными клетками организма 
хозяина, защиту геномной РНК и проникновение ге-
номной РНК KITV в клетки беспозвоночных и по-
звоночных хозяев. Факты преодоления межвидовых 

Рис. 3. Модели пространственной организации NS3: а – наложение моделей пространственных структур NS3-Hel: KITV/2018/1 
(синий), KITV/2018/2 (зелёный), вируса клещевого энцефалита (красный); б – наложение моделей пространственных структур NS3: 
KITV/2018/1 (синий), KITV/2018/2 (зелёный), вирус Alongshan (оранжевый); в – пространственная модель NS3-Hel KITV/2018/1 с 
консервативными мотивами I–VI; г – наложение пространственных структур NS3-Hel KITV/2018/1 (белый/синий) и KITV/2018/2 

(серый/зелёный), где цветом выделены обнаруженные аминокислотные замены.
Fig. 3. Models of spatial organization NS3: a – Imposition models of spatial structures NS3-Hel: KITV/2018/1 (blue), KITV/2018/2 (green), 

tick-borne encephalitis virus (red); b – imposition models of spatial structure NS3: KITV/2018/1 (blue), KITV/2018/2 (green), Alongshan 
virus (orange); c – spatial model NS3-Hel KITV/2018/1 with conservative motives I–VI; d – imposition of spatial structures NS3-Hel 

KITV/2018/1 (white/blue) and KITV/2018/2 (gray/green), where detected amino acid substitutions are highlighted in color.

а/а

в/с

б/b

г/d
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барьеров многокомпонентными флавиподобными 
вирусами подтверждают высказанные предположе-
ния [15]. Вполне очевидно, что VP1, VP2, VP3, яв-
ляясь структурными белками KITV, также должны 
пред определять взаимодействие с иммунной систе-
мой организма хозяина. К сожалению, к настоящему 
моменту отсутствуют прямые данные о формирова-
нии иммунного ответа организма на сегментирован-
ные флавиподобные вирусы, но фактически глобаль-
ный характер распространения этих вирусов может 
свидетельствовать об их потенциальной способности 
к уклонению от контроля иммунной системы хозяина. 

Выравнивание аминокислотных последователь-
ностей белков NS3 и NS5 KITV с последовательно-
стями вирусов Зика, жёлтой лихорадки, Западного 
Нила, японского энцефалита и денге показало край-
не низкий уровень гомологии между ними. Уровень 
идентичности был менее 30%, что, без сомнения, за-
трудняет структурно-функциональный анализ этих 
белков. Тем не менее с использованием биоинформа-
ционных методов удалось создать пространственные 
модели белков NS3 и NS5 KITV и показать, что, не-
смотря на низкий уровень гомологии KITV с вируса-
ми клещевого энцефалита и денге, они обладают вы-
соким уровнем топологического сходства с белками 
флавивирусов. 

Белок NS3 KITV имеет характерный для флави-
вирусов C-концевой хеликазный домен, состоящий 
из трёх субдоменов (D1–D3) и восьми структурных 
мотивов (I, Ia, II, III, IV, IVa, V и VI), находящихся 
в D1 и D2, но не имеет N-концевого протеазного до-
мена. Принято считать, что мотивы I, II, III, VI флави-
вирусов принимают непосредственное участие в свя-
зывании и гидролизе аденозинтрифосфата. Мотивы 
Ia, IV, IVa, V ответственны за взаимодействие с РНК, 
транслокацию и междоменную коммуникацию. Суб-
домен D3 KITV обладает ограниченным сходством 
с субдоменом D3 флавивирусов, что объясняет-
ся высоким уровнем вариабельности этой области 
у вирусов семейства Flaviviridae [10]. Полученные 
результаты хорошо согласуются с единственной экс-
периментально полученной структурой С-концевой 
части белка NS3 сегментированного флавиподобного 
вируса Alongshan [10]. Отсутствие домена серино-
вой протеазы NS3, активность которого активируется 
у флавивирусов кофактором NS2B и который отвеча-
ет за расщепление вирусного полипротеина в участ-
ках между неструктурными белками NS2A/NS2B, 
NS2B/NS3, NS3/NS4A и NS4B/NS5 [16], может быть 
обусловлено уникальным строением упакованно-
го в отдельные частицы вирусного генома, который 
эволюционно сформировался у сегментированных 
флавиподобных вирусов при отсутствии необходимо-
сти расщепления вирусного полипротеина, в отличие 
от несегментированных флавивирусов. 

Также в NS3 обнаружены аминокислотные после-
довательности, консервативные для KITV и несег-
ментированных флавивирусов. Благодаря консерва-
тивным аминокислотам G, K, T в мотиве I, а также 
элементу DEAD-бокса в мотиве II (рис. 2), происхо-

дят координация иона магния внутри кармана свя-
зывания аденозинтрифосфата и связывание NTPase 
у флавивирусов. В VI мотиве четыре аминокислоты R 
(рис. 2) имеют решающее значение для активности 
NTPase и RTPase. Предполагается, что консерватив-
ные аминокислоты P из мотивов Ia и IV (рис. 2) вза-
имодействуют с рибозной 2’-гидроксильной группой 
оцРНК, в то время как R из мотива Ia, R и K из мотива 
IVa и T из мотива V взаимодействуют с фосфатным 
остатком оцРНК [16].

Созданная модель вирусного белка NS5 KITV 
также показала наличие характерных для флави-
вирусов доменов метилтрансферазы и RdRp и ше-
сти структурных мотивов RdRp: A, B, C, D, E, F, 
а также высококонсервативных аминокислотных 
последовательностей, функции которых описаны 
для флавивирусов (рис. 1, 2). Домен метилтрансфе-
разы у флавивирусов обладает двумя ферментатив-
ными активностями – метилированием гуанина-N7 
и нуклеозида-2’-O, увеличивающими стабильность 
вновь синтезированной РНК. RdRp необходима для 
репликации вирусной РНК. Мотивы A и C RdRp фла-
вивирусов участвуют в полимеризации нуклеотидов 
благодаря наличию в них аспарагиновой кислоты. 
Мотив B RdRp способствует беспрепятственному 
движению полимеразного комплекса по вирусной 
РНК благодаря наличию в нём аминокислот серина 
и глицина [17]. Мотивы E и С RdRp взаимодейству-
ют с остовом РНК-продукта [18]. Основная функ-
ция мотива F RdRp, состоящего из трёх бета-листов 
и соединительных петель [17], заключается в связы-
вании трифосфата NTP [19]. Аргинин в данном мо-
тиве непосредственно участвует в каталитической 
активности полимеразы, что уже было эксперимен-
тально показано для несегментированных флавиви-
русов [20]. Мотив D RdRp важен для осуществления 
структурных перестроек фермента, а именно закры-
тия активного сайта RdRp лизином, который распо-
лагается перед мотивом F RdRp [17]. 

В RdRp KITV и флавивирусов были обнаруже-
ны аминокислотные замены в положениях, соот-
ветствующих сайтам связывания RdRp с ионами 
цинка, которые характерны для флавивирусной 
RdRp и необходимы для ее стабилизации на мо-
лекуле вирусной РНК [17]. Аминокислотный со-
став некоторых сайтов был полностью другим, что 
свидетельствует об отсутствии сайтов связывания 
с ионами цинка у RdRp KITV: либо расположение 
сайтов не совпадает с таковыми у представителей 
рода флавивирусов, либо же у KITV существует 
свой собственный механизм стабилизации 
репликационного комплекса. Это может указывать 
на различие в механизмах работы репликационного 
комплекса сегментированных флавиподобных ви-
русов и классических флавивирусов. Не исключе-
но, что большую роль в этом процессе играют 5’- 
и 3’-нетранслируемые регионы, которыми обладает 
каждый сегмент геномной РНК KITV. 

Таким образом, для NS3 и NS5 KITV удалось об-
наружить домены, мотивы и консервативные ами-
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нокислотные последовательности, характерные для 
несегментированных вирусов семейства Flaviviridae. 
При этом обнаружены отличия: в частности, отсут-
ствует информация о структуре предполагаемых 
белков капсида VP1–VP3 KITV, не удалось обнару-
жить домен сериновой протеазы в белке NS3 KITV 
и сайтов связывания RdRp KITV с ионами цинка. Об-
наруженные отличия указывают как на сходство, так 
и выраженные различия между сегментированными 
флавиподобными вирусами и несегментированными 
флавивирусами. 

Заключение 
В результате проведённого исследования получены 

данные о пространственном устройстве вирусных бел-
ков нового сегментированного флавиподобного вируса 
KITV. Обнаружено, что предполагаемые структурные 
белки VP1–VP3 KITV не имеют аналогов с известными 
в настоящее время вирусными белками. Данные моде-
лирования вирусных белков NS3 и NS5 позволили с вы-
сокой степенью достоверности установить, что белок 
NS5 KITV является РНК-зависимой РНК-полимеразой 
и дополнительно обладает метилтрансферазной актив-
ностью. Белок NS3 KITV, по всей вероятности, облада-
ет только хеликазной активностью. Удалось получить 
первые модели пространственных структур белков 
NS3 и NS5 KITV. Они имели высокий уровень тополо-
гического сходства с белками NS3 и NS5 вирусов денге 
и клещевого энцефалита при низком уровне схожести 
аминокислотных последовательностей с этими несег-
ментированными флавивирусами (менее 30%). У NS5 
KITV обнаружены типичные домены, характерные для 
флавивирусной метилтрансферазы и РНК-зависимой 
РНК-полимеразы, а также типичные структурные мо-
тивы A, B, C, D, E, F. Идентифицированы хеликазный 
домен и его основные структурные мотивы, характер-
ные для NS3 KITV. Однако домена сериновой проте-
азы, типичной для NS3 флавивирусов, обнаружено 
не было. В аминокислотной последовательности бел-
ков NS3 и NS5 KITV обнаружены высококонсерватив-
ные последовательности протяжённостью 3–7 амино-
кислот, характерные для KITV и несегментированных 
флавивирусов. Обнаружено восемь аминокислотных 
замен, пять из них предположительно локализованы 
в альфа-спиралях и три – в свободных петлях неструк-
турных белков полногеномных последовательностей 
KITV/2018/1 и KITV/2018/2. Причём полногеномная 
последовательность KITV 2017 г. имела 24–35 замен, 
что говорит о существенной изменчивости KITV.

Полученные результаты показывают наличие струк-
турного сходства белков NS3 и NS5 сегментированных 
флавиподобных вирусов и несегментированных фла-
вивирусов при фактически полном отсутствии схоже-
сти структурных белков вирионов. 
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Противовирусные свойства синтетических  
производных гистидина, содержащих в своей молекуле 
мембранотропные объёмные карбоциклы, в отношении 
вируса SARS-CoV-2 in vitro
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Введение. В настоящее время разрабатывается целый ряд низкомолекулярных соединений в качестве 
потенциальных ингибиторов репликации CoVs, направленных на различные этапы репликационного цикла, 
такие как ингибиторы основной протеазы и аналоги нуклеозидов. Альтернативной белковой мишенью могут 
выступать виропорины.
Цель исследования – выявление противовирусных свойств производных гистидина с каркасными заме-
стителями в отношении пандемического штамма коронавируса SARS-CoV-2 in vitro.
Материалы и методы. Получение соединения гистидина с аминоадамантаном и декагидро-клозо-декабо-
ратным анионом [B10H10]

2– проведено методами классического пептидного синтеза. Структура соединения 
подтверждена современными физико-химическими методами. Противовирусные свойства синтетических 
соединений изучены in vitro на монослое клеток Vero E6, инфицированных SARS-CoV-2 (штамм альфа), при 
одномоментном внесении соединений и вируса. 
Результаты. Синтезированы производные аминокислоты гистидина с карбоциклами и кластерными анио-
нами бора, и исследована их противовирусная активность в отношении коронавируса SARS-CoV-2 in vitro. 
На клеточных культурах показано, что производные гистидина с карбоциклами и кластерным анионом бора 
[B10H10]

2– обладают способностью подавлять репликацию вируса. Также была показана возможность увели-
чения растворимости субстанции в водных средах за счёт образования хлоргидрата или натриевой соли.
Обсуждение. Соединение I 2HCl*H-His-Rim проявляло некоторый эффект подавления репликации вируса 
SARS-CoV-2 при вирусной нагрузке 100 доз и концентрации 31,2 мкг/мл. Наиболее очевидным объяснени-
ем противовирусного действия соединения I на угнетение репликации SARS-CoV-2 в эксперименте in vitro 
могут являться слабоосновные свойства, которые проявляет это соединение.
Заключение. Представленные синтетические соединения проявили умеренную противовирусную актив-
ность в отношении варианта коронавируса SARS-CoV-2. Полученные соединения могут быть использованы 
в качестве модельных структур для создания нового препарата прямого действия против современных 
штаммов коронавирусов.

Ключевые слова: производные адамантана; аминокислота гистидин; противовирусная активность; 
SARS-CoV-2; кластерные анионы бора

Для цитирования: Гараев Т.М., Гребенникова Т.В., Авдеева В.В., Лебедева В.В., Ларичев В.Ф. Противови-
русные свойства синтетических производных гистидина, содержащих в своей молекуле мембранотропные 
объёмные карбоциклы, в отношении вируса SARS-CoV-2 in vitro. Вопросы вирусологии. 2023; 68(1): 18-25. 
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-147
Для корреспонденции: Гараев Тимур Мансурович, канд. биол. наук, ведущий научный сотрудник лабора-
тории молекулярной диагностики, Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиоло-
гии имени почётного академика Н.Ф. Гамалеи, 123098, г. Москва, Россия. E-mail: tmgaraev@gmail.com

Участие авторов: Гараев Т.М. – идея использования производных кластеров аниона бора с аминокислотными 
остатками в качестве противовирусных средств, молекулярный дизайн структуры будущего ингибитора, анализ 
и предсказание свойств молекул карбоциклов и борного кластера, замещенных аминокислотными остатками, 
методами молекулярного моделирования in silico, синтез соединений остатка гистидина с карбоциклическими 
фрагментами, введение гистидинового фрагмента в борный кластер за счёт проведения реакции с замещенным 
производным [2-B10H9OC4H8COOH]2–, написание текста статьи; Гребенникова Т.В. – общее руководство и разра-
ботка концепции исследования нового класса соединений, постановка задачи и контроль над выполнением экспе-
римента, согласование условий постановки эксперимента и анализ результатов; Авдеева В.В. – синтез исходных 
солей декагидро-клозо-декаборатного аниона, проведение многостадийной функционализации борного кластера: 
введение в кластер оксониевого заместителя с образованием [B10H9OC4H8]

−, его нуклеофильное раскрытие, ги-
дролиз полученного замещенного производного [B10H9OC4H8CN]2− с образованием клозо-декаборатного аниона с 
СООН группой [B10H9OC4H8COOH]2–, редактирование текста статьи, перевод на английский язык; Лебедева В.В. – 
контроль за выполнением эксперимента, согласование условий постановки и результатов эксперимента по синтезу 
целевого соединения, определение стратегии проведения эксперимента in vitro, анализ результатов эксперимента, 

mailto:tmgaraev@gmail.com


1919

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2023; 68(1)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-147

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

редактирование текста статьи; Ларичев В.Ф. – разработка концепции и проведение эксперимента in vitro: изучение 
специфической активности производных в отношении пандемического штамма коронавируса SARS-CoV-2 на клет-
ках культуры ткани Vero E6.
Финансирование. Исследование выполнено за счёт государственного бюджета.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии потенциальных конфликтов интересов.
Поступила 02.11.2022
Принята в печать 30.12.2022
Опубликована 28.02.2023

ORIGINAL STUDY ARTICLE
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-147

Antiviral properties of synthetic histidine derivatives containing 
membranotropic volumetrical carbocycles in their molecule 
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Introduction. Currently, low molecular-weight compounds are being developed as potential inhibitors of CoVs 
replication, targeting various stages of the replication cycle, such as major protease inhibitors and nucleoside 
analogs. Viroporins can be alternative protein targets.
The aim of this study is to identify antiviral properties of histidine derivatives with cage substituents in relation to 
pandemic strain SARS-CoV-2 in vitro.
Materials and methods. Combination of histidine with aminoadamantane and boron cluster anion [B10H10]

2– 
(compounds I–IV) was carried out by classical peptide synthesis. Compound were identified by modern 
physicochemical methods. Antiviral properties were studied in vitro on a monolayer of Vero E6 cells infected with 
SARS-CoV-2 (alpha strain) with simultaneous administration of compounds and virus.
Results. Derivatives of amino acid histidine with carbocycles and boron cluster were synthesized and their antiviral 
activity against SARS-CoV-2 was studied in vitro. Histidine derivatives with carbocycles and [B10H10]

2– have the 
ability to suppress virus replication. The solubility of substances in aqueous media can be increased due to 
formation of hydrochloride or sodium salt.
Discussion. 2HCl*H-His-Rim (I) showed some effect of suppressing replication of SARS-CoV-2 at a viral load of 
100 doses and concentration 31.2 μg/ml. This is explained by the weakly basic properties of compound I.
Conclusion. The presented synthetic compounds showed moderate antiviral activity against SARS-CoV-2. The 
obtained compounds can be used as model structures for creating new direct-acting drugs against modern strains 
of coronaviruses.
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Введение

Коронавирусы являются зооантропонозными виру-
сами, способными инфицировать человека и живот-
ных. Современные штаммы коронавирусов (CoVs) 
способны вызывать тяжёлые и смертельные заболе-
вания у людей. Возникновение тяжёлого острого ре-
спираторного синдрома (SARS) в 2002 г. и ближнево-
сточного респираторного синдрома (MERS) в 2012 г. 
подчеркнуло способность CoVs вызывать смертель-
ные заболевания у людей [1–4].

Во время текущей пандемии COVID-19 [5, 6], вы-
званной новым коронавирусом SARS-CoV-2, меры 
сдерживания и вакцинация замедлили распростра-
нение инфекции, но не смогли полностью предот-
вратить заболевание среди медицинских работников, 
пациентов и всего населения планеты. 

В связи со вспышкой новых инфекционных заболе-
ваний, вызываемых различными патогенными вируса-
ми, и развитием устойчивости к классическим проти-
вовирусным препаратам, фармацевтические компании 
и многочисленные исследовательские группы ищут но-
вые противовирусные агенты с уникальными химиче-
скими и физическими свойствами [7, 8]. На сегодняш-
ний день не существует одобренного терапевтического 
средства против любого коронавируса человека, но ряд 
исследуемых противовирусных соединений в данный 
момент проходят клинические испытания [9–14]. Со-
здание новых противовирусных препаратов против 
COVID-19 является сложной задачей и требует значи-
тельного времени и усилий для разработки и валидации.

В настоящее время разрабатывается целый ряд низ-
комолекулярных соединений в качестве потенциаль-
ных ингибиторов репликации CoVs, направленных на 
различные этапы репликационного цикла [15]. Неко-
торые соединения, в частности ингибиторы основной 
протеазы CoVs, в данный момент проходят заклю-
чительные стадии клинических испытаний и ждут 
одобрения в фармацевтическом комитете. Этот класс 
соединений представляет собой пептидомимети-
ки, способные ингибировать фермент 3-химотрип-
син-подобную протеазу (3CLpro). 3CLpro расщепляет 
пептид-предшественник по 11 сайтам на отдельные 
вирусные белки будущего вириона CoVs [16]. Дру-
гой класс противовирусных соединений представлен 
аналогами нуклеозидов, имитирует встречающие-
ся в природе нуклеозиды для подавления вирусной 
РНК-зависимой ДНК-полимеразы [17].

Альтернативной белковой мишенью могут высту-
пать небольшие вирусные белки, способные образо-
вывать поры в мембранах клетки и оболочки виру-
сов – виропорины. Ингибиторы виропоринов могут 
составить новый класс противовирусных препаратов, 
способных действовать как самостоятельное лекар-
ство, как в случае препарата Ремантадин в отношении 
вируса гриппа А, так и, возможно, в составе комплекс-
ной терапии. Белки E SARS-CoV-2 имеют длину поли-
пептида 76 аминокислот и один α-спиральный транс-
мембранный домен [18, 19]. Белки E способны к об-
разованию пентамерных структур с функцией ионной 
проводимости [20]. Белок Е из CoV представляется 
наиболее вероятной мишенью для молекул ингибито-
ров на основе адамантил-аминокислот. Адамантано-
вый карбоциклический остов как липофильный агент 
в данном случае исполняет роль носителя для остатка 
аминокислоты или другого физиологически важного 
соединения. Адамантановый остов является высоко 
гидрофильным остатком, поэтому в некоторых случа-
ях может быть заменён на другие карбоциклы, такие 
как норборнен или циклогексан [21].

Нами ранее было показано, что соединение дихлор-
гида L-гистидил-аминоэтиладамантана (2HCl*H-His-
Rim) проявляло противовирусный эффект против 
штаммов вируса гриппа А, резистентных к препара-
там Амантадин и Ремантадин. Причём это соедине-
ние являлось ингибитором функции ионного канала 
М2 вируса гриппа А [22]. Виропорин М2 жизненно 
необходим вирусу гриппа А для инфицирования клет-
ки. Это встроенный в вирусную оболочку ионный 
канал, избирательно проводящий сквозь себя ионы 
водорода из клетки внутрь вируса. В клетку-хозяина 
вирус попадает заключённым в эндосомы (мембран-
ные структуры) – своего рода пузырьки. При опре-
делённом значении кислотности среды белок М2 ак-
тивируется и начинает перекачивать ионы водорода, 
понижая рН внутри вирусной частицы и тем самым 
вызывая её распад для высвобождения генетического 
материала вируса в цитоплазму клетки-хозяина.

Белок М2 вируса гриппа А и белок Е из CoV имеют 
схожую вторичную структуру, сравнимую протяжён-
ность аминокислотной последовательности, а также 
играют важную роль на этапе сборки вируса. Отсюда 
можно предположить, что эти два виропорина долж-
ны быть чувствительны к гомологичным синтетиче-
ским соединениям. Таким образом, существуют все 
предпосылки к тому, что удастся достигнуть эффекта 
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подавления функции канала, образованного белком Е 
коронавируса, карбоциклическими производными 
остатка аминокислоты гистидина.

Цель исследования – выявление противовирусных 
свойств производных гистидина с каркасными заме-
стителями в отношении пандемического штамма ко-
ронавируса SARS-CoV-2 in vitro.

Материалы и методы

Синтетические соединения
Рассматриваемые соединения получены метода-

ми органического и пептидного синтеза, описанны-
ми нами ранее [21, 23, 24]. На рис. 1 представлены 
структуры соединений, которые проявляли проти-
вовирусную активность в отношении современных 
штаммов вируса гриппа А. Дихлоргидрат L-гисти-
дил-аминоэтиладаманантан (соединение I – 2HCl*H-
His-Rem) [25]; производное клозо-декаборатного 
аниона с остатком метилового эфира гистидина 
в качестве пендантного заместителя, отделённого 
от борного кластера спейсером -O(СН2)4СО- (соеди-
нение II – Na2[B10H9-O(CH2)4CO-His-OMe]) [26, 27]; 
дихлоргидрат гистидил-дициклогексил амид (со-
единение III – 2HCl*H-His-DCHA); дихлоргидрат 
гистидил-3-гидрокси-аминоэтиладамантан (соеди-
нение IV – 2HCl*H-His-HyRim). Соединения III и IV 
являются новыми, однако получены методом, анало-
гичным получению соединения I. 

Вирус 
В исследованиях использовали штамм коронавиру-

са человека SARS-CoV-2, пассаж 4, с инфекционной 

активностью 106 ТЦИД50/мл для клеток Vero E6, де-
понированный и Государственную коллекцию виру-
сов РФ ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздра-
ва России № 1301/2 ГКВ.

GISAID: 421275 EPI ISL
Russia/Moscow PMVL-1/2020 GISAID Clade GR
Clade 20B
Вирус SARS-CoV-2 пассировали и титровали на 

монослойной культуре Vero E6. Инфекционный титр 
определяли стандартным методом титрования и рас-
считывали по методу Рида и Менча. Лизат культу-
ральной жидкости разливали по аликвотам и сохра-
няли до проведения исследования при –70 ± 10 °С.

Культура клеток
В экспериментальной работе использовали пере-

виваемую линию клеток почки африканской зелёной 
мартышки (Chlorocebus aethiops) Vero Е6 Всерос-
сийской коллекции клеточных культур при ФГБУ  
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России. 

Культивирование клеток осуществляли на среде 
DMEM. В 96-луночные культуральные плоскодонные 
планшеты помещали клетки Vero E6 по 12 000 кл/лунку 
в объёме 100 мкл свежеприготовленной среды DMEM. 
Культивировали 24 ч при температуре 37 °С в атмосфе-
ре 5% CO2.

Оценка цитотоксического действия соединений
Эксперимент по оценке цитотоксического действия 

на культуру клеток проводили в диапазоне 12 концен-
траций препарата от 2500,0 до 0,5 мкг/мл с шагом два 
путём раститровки исходной концентрации в лун-
ках 96-луночного планшета. После инкубации клеток 

Рис. 1. Синтетические соединения остатка гистидина с объёмными каркасными заместителями.
Fig. 1. Synthetic compounds of histidine residue with bulky cage substituents.
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с препаратами в течение 96 ч при температуре 37 °С 
в атмосфере 5% СО2 визуально оценивали состояние 
клеточного монослоя, сравнивая его с клеточным кон-
тролем (без соединений) по четырёхкрестовой схеме, 
где четыре креста – 100%-я гибель клеток, два кре-
ста – 50%-я цитотоксическая концентрация (CC50). 
Таким образом, на основании сравнения состояния 
клеточного монослоя без препаратов с клетками, со-
держащими соединения в соответствующей концен-
трации, определяли цитотоксическое действие соеди-
нений на монослой клеток.

Оценка противовирусного действия соединений
Оценку вирусной продукции по цитопатическому 

действию (ЦПД) осуществляли на основе анализа 
жизнеспособности клеток при помощи микроскопи-
рования с целью визуального определения границы 
вирусного повреждения клеток, а также для осущест-
вления контроля токсичности доз субстанций. 

Эксперимент по оценке жизнеспособности клеток 
в тесте на противовирусную эффективность прово-
дили в диапазоне концентраций препарата 2500,0… 
0,5 мкг/мл путём раститровки исходной концентрации 
в лунках 96-луночного планшета. Противовирусную 
активность соединений оценивали визуально под ми-
кроскопом через 96 ч после инфицирования по инги-
бированию ЦПД вируса в культуре клеток Vero E6. 

Результаты
Соединение I проявляло устойчивый эффект 

подавления репликации вируса SARS-CoV-2 
при очень узком диапазоне нетоксичных кон-
центраций 75,0…30,0 мкг/мл и вирусной нагруз-
ке 100 доз. 50%-я цитотоксическая доза составила 
около 70 мкг/мл, концентрация достижения стабиль-
ного противовирусного эффекта – около 31 мкг/мл 
(таблица). Для снижения токсичности и улучшения 
противовирусных свойств соединения I адамантано-
вый карбоцикл был заменён на два циклогексановых 

остатка в виде дициклогексил амина (2HCl*H-His-
DCHA, соединение III). Токсичность соединения I, 
действительно, удалось снизить в несколько раз, 
CC50 составила 312 мкг/мл, однако противовирусная 
активность соединения III значительно ниже, чем 
для соединения I, и составляет около 156 мкг/мл.  
При этом противовирусный эффект соединения 
наблюдался лишь на границе между токсичными 
и нетоксичными концентрациями. При снижении 
концентрации ниже 156 мкг/мл противовирусный 
эффект соединения III исчезал. Причём следует от-
метить, что произошло ухудшение растворимости 
соединения III, по сравнению с полностью водорас-
творимым соединением I. Для растворения соедине-
ния III использовали композицию 10% ацетонитри-
ла, 30% 4%-го раствора PEG 1150 в воде и 60% сре-
ды DMEM. Другим способом увеличения сродства 
вещества к белку-мишени для образования допол-
нительных водородных связей с аминокислотными 
остатками внутренней поры канала белка Е было 
добавление гидроксильной группы в параположение 
в карбоцикл адамантана (соединение IV). 

Противовирусные свойства соединения IV, как 
и соединения III, проявлялись в более высоких кон-
центрациях по сравнению с соединением I. Более 
того, соединение IV намного хуже растворялось 
в водной среде, чем соединение I. Такая модификация 
не привела к улучшению противовирусных свойств 
соединения I. При высокой действующей концентра-
ции соединения нет перспектив получения высокого 
химико-терапевтического индекса (по крайней мере, 
в экспериментах in vitro), что является важным фак-
тором для кандидатного соединения. Из предыдущих 
исследований сравнения соединения гистидина с кла-
стерным анионом бора (соединение II) и соединения I 
в отношении вируса гриппа А показано, что соедине-
ние II несколько превосходило по противовирусным 
свойствам соединение I [23], 50%-я ингибирующая 
доза составляла 3,2 мкг/мл против 7,5 мкг/мл для со-
единения I. Важно, что соединение II имеет высокую 
растворимость в водной среде, как и соединение I, так 
как представляет собой динатриевую соль. Испыта-
ния противовирусных свойств соединения II в отно-
шении SARS-CoV-2 показало их наличие в диапазоне 
концентраций 19,5…4,9 мкг/мл. 

Обсуждение
Соединение I 2HCl*H-His-Rem проявляло проти-

вовирусный эффект против штаммов вируса грип-
па А, резистентных к препаратам Амантадин и Ре-
мантадин. Это соединение являлось ингибитором 
функции ионного канала М2 вируса гриппа А [22]. 
Существовали некоторые предпосылки к тому, что 
удастся достигнуть эффекта подавления функции 
канала, образованного белком Е коронавируса. Бе-
лок Е слабо представлен на поверхности вирио-
на, зато в инфицированных клетках содержится 
в большом количестве. Белок Е в основном рас-
пространён во внутриклеточных мембранах между 
эндоплазматическим ретикулум (ER) и цистерна-

Таблица. Биологические свойства соединений гистидина  
с каркасными заместителями
Table. Biological properties of histidine derivatives with cage  
substituents

№ Соединение
Compound

CC50,  
мкг/мл
CC50, 

mkg/ml

IC50,  
мкг/мл

IC50, 
mkg/ml

SI

1 Соединение I
Compound I

2HCl*H-His-Rem

78,1 31,2 2,5

2 Соединение II
Compound II

Na2[B10H9-O(CH2)4CO-His-OMe]

19,5 9,8 2

3 Соединение III
Compound III

2HCl*H-His-DCHA, 

312,5 156,3 2

4 Соединение IV
Compound IV

2HCl*H-His-HyRim

312,5 156,3 2
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ми комплекса Гольджи. В этих местах он участву-
ет в сборке вируса и внутриклеточном транспорте. 
Соединение I проявляло некоторый эффект пода-
вления репликации вируса SARS-CoV-2 при вирус-
ной нагрузке 100 доз и концентрации 31,2 мкг/мл. 
J.S. Kim и соавт. [28] в своих исследованиях in silico 
с известным блокатором ионных каналов аманта-
дином (1-аминоадамантан) высказали гипотезу, что 
амантадин блокирует ионный канал SARS-CoV-2, 
предотвращая выход вирусного ядра в цитоплазму 
клетки. Для проведения молекулярного компьютер-
ного моделирования стыковки соединения I и кри-
сталлографической структуры белкового канала Е 
был использован онлайн-сервис BIO-HPC Achilles 
Blind Docking Server. Этот инструмент выполняет 
исчерпывающую серию расчётов стыковки по всей 
поверхности белка, чтобы найти места с наилуч-
шей аффинностью к белку мишени. После расчёта 
сходства этот сервис группирует результаты в со-
ответствии с пространственным перекрытием по-
лученных положений. Структурная модель лиганда 
(лекарства) была сгенерирована в программном про-
дукте HyperChem 8.0.8 (Hypercube). Проведя моле-
кулярное моделирование стыковки поверхностей 
белка и лиганда на модели трансмембранной обла-
сти виропорина Е (PBD: 5X29), удалось получить 
положительное решение, а именно обнаружение 
соединения I в сайте сужения канала в окружении 
остатков Phe26 и Ala22 (рис. 2). Соединение I стери-
чески блокирует пору канала, составленную из пяти 
субъединиц белка Е, образуя нековалентное взаимо-
действие с кольцом сопряжения фенильных радика-
лов от остатков Phe26. Соединение-ингибитор также 
обнаруживается между спиралями отдельных цепей. 
На рис. 2 представлены пять положений молекул со-

единения I в межспиральном пространстве, и эти ре-
шения не эквивалентны для каждой цепи. 

Другим объяснением противовирусного действия 
соединения I на угнетение репликации SARS-CoV-2 
в эксперименте in vitro могут являться слабоосновные 
свойства, которые проявляет соединение I. Известно, 
что повышение pH эндосомального содержимого 
препятствует распаковке вирусных частиц. Открытая 
аминогруппа и имидазольная группа действуют как 
слабое основание, а карбоцикл способен мигрировать 
через мембраны как гидрофобный агент. В этом слу-
чае механизм действия соединения I, скорее, сходен 
с действием препарата гидроксихлорохин сульфат, 
который применяли для лечения заболевших в пер-
вые месяцы пандемии COVID-19 [29]. Важно отме-
тить, что в результате молекулярного моделирования 
для соединения III на той же модели виропорина Е 
удалось получить положительное решение, а именно 
обнаружение молекулы в сайте сужения насосного 
механизма (Phe26). Но эксперименты, проведённые 
in vitro для соединения I и III, не подтверждают рав-
ноценного действия этих соединений на репликацию 
вируса. Скорее всего, противовирусный эффект до-
стигается лишь за счёт слабоосновных свойств остат-
ка гистидина и поэтому проявляется лишь в высоких 
концентрациях соединений в лунке планшета.

Цитотоксический эффект соединения II был выше, 
чем для соединения I, с другой стороны, действую-
щая концентрация была ниже. Полное подавление 
ЦПД вируса соединением II наблюдалось при кон-
центрации 9,8 мкг/мл против 31,2 мкг/мл для соеди-
нения I. Механизм действия соединения II не уста-
новлен. Можно предположить, что обнаруженные 
противовирусные свойства соединения II, вероятно, 
связаны со стерическими особенностями молекулы, 

Рис. 2. Комплекс соединения I c трансмембранным доменом пентамера белка Е (виропорином) коронавируса SARS-CoV-2 (PDB: 
5×29). Представлены виды сверху и сбоку, показаны положения лиганда в поре канала и межспиральном пространстве отдельных 

субъединиц, сопряжение фенильных колец от остатков Phe26 каждой цепи, которое закрывает и открывает канал для направленного 
транспорта одновалентных ионов.

Fig. 2. Complex of compound I with the transmembrane domain of the E protein pentamer (viroporin) of the SARS-CoV-2 coronavirus 
(PDB: 5×29). Top and side views are shown. The figure shows the positions of the ligand in the channel pore and in the intercoil space of 

individual subunits. The conjugation of phenyl rings from the Phe26 residues of each chain is shown, which closes and opens the channel for 
directed transport of monovalent ions.
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позволяющими заблокировать функцию виропори-
на. Известно, что виропорин E SARS-CoV обладает 
активностью ионного канала для одновалентных ка-
тионов с 10-кратным предпочтением к ионам натрия, 
по сравнению с ионами калия [30]. Находясь внутри 
поры канала, анион соединения II обладает способ-
ностью захвата в координационную сферу положи-
тельно заряженных ионов, что нарушает функцию 
виропорина, направленную на создание благопри-
ятного гомеостаза, созревания и внутриклеточного 
транспорта белков вируса.

Заключение
Представленные синтетические соединения про-

явили умеренную противовирусную активность 
в отношении варианта коронавируса SARS-CoV-2. 
Полученные соединения могут быть использованы 
в качестве модельных структур для создания ново-
го препарата прямого действия против современных 
штаммов коронавируса. Белок Е коронавируса пред-
ставляется наиболее вероятной мишенью для моле-
кул ингибиторов на основе адамантил-аминокислот. 
Потенциально полученные результаты можно приме-
нить для других виропоринов РНК-содержащих виру-
сов, таких как Vpu из вируса иммунодефицита чело-
века 1-го типа, p7 из вируса гепатита С, E5 из папил-
ломавируса и вируса бычьей диареи (BVDV), NSP-4 
из ротавируса и других вирусных ионных каналов. 
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Активность интерферона гамма человеческого 
рекомбинантного in vitro в отношении вируса SARS-CoV-2
Николаева Ю.В.1, Галочкина А.В.1, Штро А.А.1, Бернс С.А.2

1ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава России, 197376, г. Санкт-Петербург, Россия; 
2ФГБУ «НМИЦ терапии и профилактической медицины» Минздрава России, 101990, г. Москва, Россия

Введение. Разработка лекарственных препаратов против SARS-CoV-2 по-прежнему имеет решающее зна-
чение для снижения заболеваемости и смертности.
Цель настоящего исследования – изучение нейтрализации вируса SARS-CoV-2 препаратами интерферона 
гамма in vitro. 
Материалы и методы. Исследована активность рекомбинантного интерферона гамма человеческого для 
внутримышечного и подкожного введения 500 000 МЕ и для интраназального введения 100 000 МЕ в от-
ношении вируса SARS-CoV-2 in vitro. Методологический подход данного исследования основан на явлении 
снижения количества образованных бляшек под действием потенциального противовирусного препарата. 
Результаты. Выявлена противовирусная активность рекомбинантного интерферона гамма как при профи-
лактической, так и терапевтической схеме применения. Наименьшее количество бляшек наблюдалось при 
профилактической схеме внесения тестируемого объекта в концентрациях 1000 и 333 МЕ/мл. Полумакси-
мальная эффективная концентрация (EC50) при профилактической схеме составила 24 МЕ/мл.
Обсуждение. Профилактическая схема применения тестируемого объекта оказалась более эффективной, 
чем терапевтическая, что, вероятно, объясняется запуском экспрессии различных интерферон-стимулиру-
емых генов, воздействующих в большей степени на этап входа вируса в клетку и его репродукцию. 
Заключение. Дальнейшее изучение влияния препаратов на основе рекомбинантного интерферона гамма 
на репродукцию вируса SARS-CoV-2 с целью клинического применения для профилактики и лечения явля-
ется крайне актуальным.

Ключевые слова: интерферон гамма; COVID-19; коронавирусная инфекция; вирус SARS-CoV-2; in vitro; 
профилактическая схема; терапевтическая схема
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In vitro activity of human recombinant interferon gamma against 
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Introduction. The development of drugs against SARS-CoV-2 continues to be crucial for reducing the spread of 
infection and associated mortality.
The aim of the work is to study the neutralization of the SARS-CoV-2 virus with interferon gamma preparations in 
vitro.
Materials and methods. The activity of recombinant human interferon gamma for intramuscular and subcutaneous 
administration of 500,000 IU and for intranasal administration of 100,000 IU against the SARS-CoV-2 virus in vitro 
was studied. The methodological approach of this study is based on the phenomenon of a decrease in the number 
of plaques formed under the action of a potential antiviral drug.
Results. The antiviral activity of recombinant interferon gamma has been experimentally confirmed, both in 
preventive and therapeutic application schemes. The smallest number of plaques was observed with the preventive 
scheme of application of the tested object at concentrations of 1000 and 333 IU/ml. The semi-maximal effective 
concentration (EC50) with the prophylactic regimen was 24 IU/ml.
Discussion. The preventive scheme of application of the tested object turned out to be more effective than 
therapeutic one, which is probably explained by the launch of the expression of various interferon-stimulated genes 
that affect to a greater extent the steps of virus entry into the cell and its reproduction.
Conclusion. Further study of the effect of drugs based on recombinant interferon gamma on the reproduction of 
the SARS-CoV-2 virus for clinical use for prevention and treatment is highly relevant.
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Введение
Распространение новой коронавирусной инфек-

ции (COVID-19), достигшее, согласно определению 
Всемирной организации здравоохранения, уровня 
пандемии, вошло в историю как чрезвычайная ситуа-
ция мирового масштаба и привлекло к себе внимание 
специалистов здравоохранения и населения во всех 
странах [1, 2].

Поиск новых лекарственных средств для прове-
дения терапии нового заболевания является долгим 
и дорогостоящим процессом с высокой частотой вы-
бывания потенциальных препаратов [3–5]. Поэтому 
в текущей ситуации, когда по объективным причи-
нам практически нет возможности за короткое время 
разработать эффективный и безопасный этиотроп-
ный противовирусный препарат, мишенью которого 
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являлись бы компоненты актуального штамма виру-
са SARS-CoV-2, необходимо использовать препара-
ты, воздействующие на клеточные мишени и опо-
средованно, через внутриклеточные эффекторные 
молекулы врожденного иммунитета, ингибирующие 
различные этапы жизненного цикла вируса, защи-
щённые от развития вирусной устойчивости и уже 
многократно доказавшие свою безопасность и эф-
фективность на штаммах острых респираторных ви-
русных инфекций (ОРВИ), в том числе на штаммах 
коронавирусов [6].

Особое внимание должно быть уделено интерферо-
нам (IFN) и их индукторам [7, 8]. Показано, что ати-
пичная пневмония, вызванная SARS-CoV-2, способна 
нарушать IFN-опосредованный сигнальный путь [9].

На сегодняшний день, по данным всемирного рее-
стра клинических исследований ClinicalTrials.gov, за-
регистрировано 357 клинических исследований, про-
водимых в США и других странах при государствен-
ной и частной поддержке, по изучению влияния IFN 
на заболеваемость и течение инфекции COVID-19, 
вызванной SARS-CoV-2 [10], причём более половины 
из них посвящены применению при данной нозоло-
гии экзогенных рекомбинантных лекарственных пре-
паратов на основе IFN. Таким образом, интерес к этой 
группе фармакологических препаратов в контексте их 
использования при COVID-19 не ослабевает, появля-
ются новые доказательства возможности использова-
ния IFN, в том числе IFN гамма (IFN-γ) для подав-
ления репродукции вируса SARS-CoV-2 и лечения 
COVID-19 [11–13].

IFN-γ, являясь важнейшим регуляторным белком 
иммунной системы, в активной форме представляет 
собой гомодимер с антипараллельной ориентацией 
субъединиц [14]. У человека ген IFN-γ находится на 
хромосоме 12q15 [15]. Обычно в организме челове-
ка продуцируется активированными Т-лимфоцитами 
и натуральными киллерами.

Один из основных механизмов активации внутри-
клеточного противовирусного иммунитета под дей-
ствием IFN-γ связан с сигнальным путём JAK-STAT 
(Janus Kinases – Signal Transducer and Activator of 
Transcription), который, наряду с активацией внутри-
клеточного противовирусного иммунитета, регулирует 
действие множества цитокинов, IFN, факторов роста 
[16]. Не связанный с лигандом, рецептор IFN-γ состо-
ит из двух субъединиц, представляющих собой неассо-
циированные друг с другом цепи – IFNGR1 (Interferon 
Gamma Receptor) и IFNGR2, которые через свои вну-
триклеточные домены конститутивно связаны со свои-
ми неактивированными янус-тирозинкиназами – JAK1 
и JAK2 соответственно [16]. При взаимодействии 
с IFN-γ происходит димеризация цепей IFNGR1, вы-
зывающая образование полного рецепторного ком-
плекса IFNGR, в котором цепи IFNGR1 и IFNGR2 ка-
ждой из двух субъединиц тесно ассоциированы друг 
с другом таким образом, что их киназы JAK1 и JAK2 
взаимодействуют в пространстве между собой и ак-
тивируют друг друга путём фосфорилирования. Ак-
тивированные тирозинкиназы JAK1 фосфорилируют 

цепь IFNGR1 в каждой субъединице рецепторного 
комплекса с образованием двух рядом расположенных 
участков связывания STAT1 (сигнальных трансдукто-
ров и активаторов транскрипции) [17]. В результате 
этого к рецепторному комплексу присоединяются два 
фактора STAT1, образуется их гомодимер, который, 
фосфорилируясь тирозинкиназой JAK2, отсоединяет-
ся от рецепторного комплекса IFNGR и транслоциру-
ется в ядро клетки [16, 18]. Молекулы STAT1 в ядре 
связываются с IFN-γ активируемым сайтом (GAS) про-
моторных областей IFN-стимулируемых генов [19, 20], 
стимулируя их экспрессию, необходимую для ингиби-
рования цикла репродукции вируса.

Кроме противовирусного действия, IFN-γ также явля-
ется цитокином с противовоспалительными свойства-
ми [21–23], блокирующим синтез трансформирующего 
фактора роста бета (TGF-β), ответственного за развитие 
фиброза лёгких, что является крайне актуальным свой-
ством при цитокиновом шторме и дыхательной недоста-
точности вследствие инфекции COVID-19.

Таким образом, изучение влияния препаратов IFN-γ 
на репродукцию вируса SARS-CoV-2, вызывающего 
инфекцию COVID-19, является крайне актуальным.

В настоящем исследовании было проведено экс-
периментальное изучение противовирусной in vitro 
активности препаратов человеческого рекомбинант-
ного IFN-γ в отношении коронавируса SARS-CoV-2. 
Действующее вещество представляет собой реком-
бинантный IFN-γ человека, состоящий из 144 амино-
кислотных остатков, лишённый первых трёх амино-
кислотных остатков Cys-Tyr-Cys, заменённых на Met 
[17, 24]. Молекулярная масса такого IFN-γ составля-
ет 16,9 кДа. Он получен микробиологическим синте-
зом в рекомбинантном штамме Escherichia coli и очи-
щен колоночной хроматографией. Противовирусную 
активность тестируемых объектов исследовали путём 
оценки влияния разведений препаратов на ингибиро-
вание бляшкообразования в монослое клеток Vero по-
сле заражения вирусом SARS-CoV-2 в дозе 100 TCID50 
(3×10 БОЕ) при двух различных схемах применения 
объектов исследования – профилактической (за сутки 
до заражения клеток) и лечебной (через 2 ч после вне-
сения вируса к клеткам). 

Целью настоящего исследования являлось изуче-
ние нейтрализации вируса SARS-CoV-2 препаратами 
IFN-γ in vitro.

Материалы и методы
Исследовательский центр. Исследование выпол-

нено на базе испытательной площадки ФГБУ «НИИ 
гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава России, 
имеющей необходимый опыт и допуск к работе с ви-
русами II класса опасности в боксе биологической 
безопасности 3-го класса защиты в условиях BSL-3  
на территории вирусологического лабораторного 
комплекса ФГБНУ «Институт экспериментальной 
медицины». Манипуляции с биоматериалом выпол-
нялись в соответствии со стандартными операцион-
ными процедурами (СОП) испытательной площадки. 
Данное исследование регламентировалось требова-
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ниями нормативных документов Российской Феде-
рации и Евразийского экономического союза [25–27], 
утверждённого плана исследования, СОП и рабочими 
инструкциями.

Исследуемый препарат. Для проведения пилотно-
го исследования использовался IFN-γ человеческий 
рекомбинантный, лиофилизат для приготовления 
раствора для внутримышечного и подкожного введе-
ния 500 000 МЕ. Полученные в ходе пилотного ис-
следования данные были использованы для выбора 
концентраций IFN-γ человеческого рекомбинантного 
для основного эксперимента.

Международное непатентованное наименование: 
IFN-γ человеческий рекомбинантный.

Фармакотерапевтическая группа: иммуномодули-
рующее средство.

Лекарственная форма: лиофилизат для приготовле-
ния раствора для интраназального введения во флако-
нах по 100 000 МЕ на 1 флакон.

Состав на 1 мл: действующее вещество – IFN-γ че-
ловеческий рекомбинантный – 100 000 ЕД; вспомога-
тельное вещество – маннит 14,5 мг.

Исследуемые концентрации. Концентрации (разведе-
ния) объекта исследования при профилактической схеме 
применения составляли 1000, 333, 111, 37 и 12,3 МЕ/мл, 
а при лечебной схеме – 10 000, 3330, 1110, 370 и 123 МЕ/
мл. Данные концентрации тестируемого объекта полу-
чали в ходе последовательных трёхкратных разведе-
ний растворов с концентрациями 10 000 МЕ/мл (раз-
ведение 1-леч, использованного при лечебной схеме) 
и 1000 МЕ/мл (разведение 1-пр, использованного при 
профилактической схеме), начиная с разведения 1 : 3 (раз-
ведение 2) до разведения 1 : 81 (разведение 5) на пита-
тельной среде DMEM с L-глутамином, глюкозой 4,5 г/л 
(25 мМ), 0,02 г/л левофлоксацина. 

Приготовление растворов 
Раствор рекомбинантного IFN-γ для пилотного 

исследования 
Для приготовления стокового раствора содержимое 

флакона (лиофилизат, содержащий 500 000 МЕ IFN-γ) 
растворяли в 2 мл питательной среды DMEM, после 
чего полученный раствор из флакона одноканальным 
дозатором переменного объёма BIOHIT Proline пере-
носили в пробирку, содержащую 8 мл питательной 
среды DMEM. Полученный стоковый раствор IFN-γ 
с концентрацией 50 000 МЕ/мл (разведение 1) ис-
пользовали для приготовления последующих десяти-
кратных разведений тестируемого объекта (разведе-
ние 2, 3, 4, 5 с концентрацией 5000, 500, 50, 5 МЕ/мл). 
Десятикратные разведения готовили на питательной 
среде DMEM, которая в экспериментах выступа-
ла в роли носителя, а также контрольного вещества 
в контроле вирусного заражения.

Раствор рекомбинантного IFN-γ для основного  
исследования 

Растворы тестируемого объекта с концентрация-
ми 10 000 МЕ/мл (для использования при лечебной 
схеме) и 1000 МЕ/мл (для использования при профи-

лактической схеме) готовили из стокового раствора 
тестируемого объекта с концентрацией 100 000 МЕ/
мл путём десятикратных разбавлений. Стоковый рас-
твор тестируемого объекта с концентрацией 100 000 
МЕ/мл получали при растворении содержимого фла-
кона IFN-γ человеческого рекомбинантного, лиофи-
лизат для приготовления раствора для интраназаль-
ного введения 100 000 МЕ в 1 мл питательной среды 
DMEM.

Коронавирус SARS-CoV-2. В исследовании ис-
пользовали штамм бета-коронавируса hCoV-19/
Russia/StPetersburg-3524/2020 (GISAID ID EPI_
ISL_415710.1),  депонированный в исследователь-
скую коллекцию вирусов ФГБНУ «Институт экспе-
риментальной медицины», прошедший трехкратное 
пассирование в культуре клеток Vero. Титрование 
вируса на культуре клеток Vero перед постановкой 
пилотного и основного экспериментов проводили 
в 6-луночных культуральных планшетах. Сток вируса 
SARSCoV-2, хранящийся при –25 °С в холодильнике 
для экспериментов, разводили до титра 100 TCID50, 
что соответствует значению 3 × 10 БОЕ.

Культура клеток и среды. В качестве тест- 
системы использовали перевиваемую линию кле-
ток эпителия почки африканской зелёной мартышки 
Vero (ATCC CRL-1586). В качестве носителя (кон-
трольного вещества) для приготовления конечных 
концентраций использовалась питательная среда 
DMEM жидкая. Всего для каждой схемы (лечебной 
и профилактической) применения в основном экс-
перименте было использовано по три 6-луночных 
планшета с конфлюэнтным монослоем клеток Vero. 
Для проведения экспериментальной работы клетки 
рассевали в 6-луночные планшеты в посевной до-
зе 9 × 105 клеток на лунку, после чего инкубирова-
ли в течение 72 ч при температуре 37 °С во влаж-
ной атмосфере 5% СО2 до формирования монослоя 
полной конфлюентности примерно через 24–72 ч. 
Эксперименты проводили только после формиро-
вания клеточного монослоя полной конфлюентно-
сти. Характеристика экспериментальных групп (лу-
нок 6-луночных планшетов в основном эксперимен-
те) представлена в табл. 1.

Оценка противовирусной активности. Из образца 
вируссодержащей суспензии готовили серию 10-крат-
ных последовательных разведений, каждое разведение 
наносили на клеточный монослой и инкубировали в те-
чение 2 ч при температуре 37 °С во влажной атмосфе-
ре 5% СО2. Далее вируссодержащую жидкость из лунок 
культуральных планшетов удаляли при помощи однока-
нального дозатора переменного объёма BIOHIT Proline, 
после чего наносили полужидкую покровную среду 
с 0,9% агаром, планшеты инкубировали в течение 4 дней 
во влажной атмосфере 5% СО2. По окончании срока ин-
кубации клетки фиксировали и окрашивали 0,2% рас-
твором кристаллического фиолетового в 10% растворе 
формальдегида, после чего в каждой лунке с помощью 
инвертированного микроскопа визуально подсчитыва-
ли количество образовавшихся бляшек (наименьшее 
тестируемое количество вируса, приводящее к образо-
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ванию одной бляшки (зоны лизиса), принимали за ин-
фекционную единицу (бляшкообразующую единицу – 
БОЕ)). Титр вируса (Т), исходя из количества подсчи-
танных бляшек (зон лизиса клеток), известного объёма 
внесенного вируса и разведения вируса, рассчитывали 
по формуле (1):

       Nбляшек×Dil
T = ––––––––– , (1)
             V
где Nбляшек – количество бляшек, Dil – разведение 

вируссодержащего материала, V – объём заражающей 
дозы вирусного инокулята.

На основании полученных данных для каждой кон-
центрации тестируемого объекта рассчитывали долю 
содержания вируса в лунках планшета (C%) по фор-
муле (2) и долю ингибирования вирусной активности 
по формуле (3), а также EC50 – дозировку, вызываю-
щую снижение титра вируса на 50%.

        TпрС%= –––×100%, (2)
         Tкв
где C% – доля содержания вируса в лунке планшета, 

содержащей тестируемый объект; Tпр – титр вируса 
в лунке, содержащей тестируемый объект в соответ-

ствующей концентрации; Tкв – титр вируса в лунке 
контроля вирусного заражения (0 МЕ/мл).

                          TпрCinhibition% = (1− –––)×100%, (3)
                             Tкв 

где Cinhibition% – доля ингибирования вирусной актив-
ности в лунке планшета, содержащей тестируемый 
объект; Tпр – титр вируса в лунке, содержащей тести-
руемый объект в соответствующей концентрации;  
Tкв – титр вируса в лунке контроля вирусного зараже-
ния (0 МЕ/мл).

Анализ и представление данных. Для визуализа-
ции полученных результатов данные по титрам ви-
руса в каждом образце были прологарифмированы 
(log). Для всех данных была применена описательная 
статистика: данные проверены на соответствие зако-
ну нормального распределения с помощью критерия 
Шапиро–Уилка. Данные подчинялись закону нор-
мального распределения, для них были рассчитаны 
средние значения (M), соответствующие им стандарт-
ные отклонения (SD). 

При сравнении титров вируса между клетками 
в лунках, подвергшихся воздействию исследуемых 
препаратов, с лунками отрицательного контроля (со-

Таблица 1. Характеристика экспериментальных групп основного исследования при воздействии на клетки тестируемым  
препаратом интерферон гамма в профилактической и лечебной схемах применения
Table 1. Characteristics of the experimental groups of the main study when cells were exposed to the test drug interferon gamma  
in the preventive and therapeutic schemes of application

Схема применения
Application scheme

Обозначение разведения 
(группы)

Dilution designation  
(group)

Количество лунок 6-луночных 
планшетов с клетками

Number of wells for 6-well  
cell plates

Объект исследования
Object of study

Концентрация тестируемого 
объекта в лунках, МЕ/мл
Test object concentration  

in wells, IU/ml

Профилактическая
Preventive

Разведение 1-пр
Dilution 1-pr 3

Интерферон гамма
Interferon gamma

1000

Разведение 2-пр
Dilution 2-pr 3 333

Разведение 3-пр
Dilution 3-pr 3 111

Разведение 4-пр
Dilution 4-pr 3 37

Разведение 5-пр
Dilution 5-pr 3 12,3

Контроль вирусного 
заражения

Virus infection control
3

Носитель (контрольное 
вещество)

Carrier (control substance)
0

Лечебная
Therapeutic

Разведение 1-леч
Dilution 1-ther 3

Интерферон гамма
Interferon gamma

10 000

Разведение 2-леч
Dilution 2-ther 3 3330

Разведение 3-леч
Dilution 3-ther 3 1110

Разведение 4-леч
Dilution 4-ther 3 370

Разведение 5-леч
Dilution 5-ther 3 123

Контроль вирусного 
заражения

Virus infection control
3

Носитель (контрольное 
вещество)

Carrier (control substance)
0
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держащими клетки, необработанные препаратами) 
использовали однофакторный дисперсионный анализ 
ANOVA с последующим попарным сравнением дан-
ных с помощью критерия Даннета. Различия были 
определены при уровне значимости р < 0,05.

Также в ходе анализа данных основного экспери-
мента на основании полученных вирусных титров 
для каждой концентрации объекта исследования 
была вычислена доля ингибирования образования 
вирусных бляшек (зон лизиса клеток), построена за-
висимость доли ингибирования образования вирус-
ных бляшек от концентрации тестируемого объекта 
и вычислена его эффективная концентрации на уров-
не 50% (EC50). Статистический анализ был выполнен 
с помощью программного обеспечения Prism 9.1.1 
(GraphPad Software, США). Различия были определе-
ны при уровне значимости p < 0,05.

План испытания. Целью пилотного исследова-
ния являлся поиск широты и степени биологическо-
го действия IFN-γ, содержащегося в тестируемых 
объектах, в данной модельной системе, поэтому 
на первом этапе был протестирован широкий ди-
апазон концентраций (десятикратных разведений) 
IFN-γ – 50 000, 5000, 500, 50 и 5 МЕ/мл. 

В основном эксперименте оценивали противови-
русную активность тестируемого объекта, содер-
жащего рекомбинантный IFN-γ – лиофилизат для 
приготовления раствора для интраназального вве-

дения 100 000 МЕ, в более узком диапазоне концен-
траций, выбранном на основании данных пилотного 
эксперимента и позволяющем более точно оценить 
и произвести расчёт EC50 (полумаксимальной эффек-
тивной концентрации для тестируемого объекта).

Результаты
При профилактической схеме внесения IFN-γ – 

лио филизата для приготовления раствора для ин-
траназального введения 100 000 МЕ в концентраци-
ях 1000, 333, 111 МЕ/мл количество образовавшихся 
бляшек (титр вируса SARS-CoV-2) статистически зна-
чимо отличалось от значений титра вируса в лунках 
отрицательного контроля (контроля вирусного зараже-
ния), что свидетельствует о наличии противовирусной 
активности тестируемого объекта при данных концен-
трациях (однофакторный ANOVA, post hoc критерий 
Даннета, при p < 0,05). Для иллюстрации полученных 
результатов по ингибированию вирус-индуцированно-
го бляшкообразования при профилактической и тера-
певтической схемах применения тестируемого объекта 
на рис. 1 и 2 приведены изображения лунок планше-
тов, содержащих вирусные колонии – бляшки. 

Наименьшее количество бляшек наблюдалось при 
профилактической схеме внесения тестируемого объ-
екта в концентрациях 1000 и 333 МЕ/мл.

В табл. 2 представлены результаты оценки проти-
вовирусной активности препарата рекомбинантного 

Рис. 1. Результаты анализа противовирусной активности тестируемого объекта «интерферон гамма человеческий рекомбинантный, 
лиофилизат для приготовления раствора для интраназального введения 100 000 МЕ» в отношении SARS-CoV-2 при лечебной схеме 

применения по ингибированию бляшкообразования.
Fig. 1. The results of the analysis of the antiviral activity of the test object: Human recombinant gamma interferon, lyophilisate for the prepa-

ration of a solution for intranasal administration 100,000 IU against SARS-CoV-2 in the therapeutic scheme for plaque inhibition.

Рис. 2. Результаты анализа противовирусной активности тестируемого объекта «интерферон гамма человеческий рекомбинантный, 
лиофилизат для приготовления раствора для интраназального введения 100 000 МЕ» в отношении SARS-CoV-2 при профилактиче-

ской схеме применения по ингибированию бляшкообразования.
Fig. 2. The results of the analysis of the antiviral activity of the test object: Human recombinant gamma interferon, lyophilizate for the prepa-
ration of a solution for intranasal administration of 100,000 IU against SARS-CoV-2 in the prophylactic scheme for the inhibition of plaque 

formation.
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IFN-γ – лиофилизата для приготовления раствора для 
интраназального введения 100 000 МЕ при профилак-
тической и лечебной схемах внесения.

Для тестируемого объекта IFN-γ человеческого 
рекомбинантного – лиофилизата для приготовления 
раствора для интраназального введения 100 000 МЕ 
путём аппроксимации графика зависимости процента 
ингибирования бляшкообразования от концентрации1 
тестируемого объекта с помощью пятипараметриче-
ского уравнения (рис. 3) рассчитывали полумакси-
мальную эффективную концентрацию EC50, которая 
при профилактической схеме составила 24 МЕ/мл.

При лечебной схеме применения IFN-γ человеческий 
рекомбинантный – лиофилизат для приготовления 
раствора для интраназального введения 100 000 МЕ  
также обладал противовирусной активностью, зна-
чения титров вируса SARS-CoV-2 во всех концен-
трациях тестируемого объекта статистически значи-
мо отличались от значений в лунках отрицательного 
контроля (однофакторный ANOVA, post hoc критерий 
Даннета, при p < 0,05), что свидетельствует о высокой 
эффективности исследуемого препарата в отношении 
ингибирования бляшкообразования в данной тест-си-
стеме. Полумаксимальная эффективная концентра-

ция тестируемого объекта (ЕС50) при лечебной схеме 
применения составляла приблизительно 234 МЕ/мл 
(рис. 4). 

Обсуждение
Согласно полученным результатам, рекомбинант-

ный IFN-γ – лиофилизат для приготовления раство-
ра для интраназального введения 100 000 МЕ проде-
монстрировал наличие противовирусной активности 
в исследуемых концентрациях при использовании 
в обеих схемах применения (профилактическая и те-
рапевтическая). 

По результатам эксперимента профилактическая 
схема применения тестируемого объекта была более 
эффективной, чем лечебная, что, вероятно, объясня-
ется перестройкой внутренних механизмов клетки 
под действием IFN-γ, т.е. запуском экспрессии раз-
личных IFN-стимулируемых генов, воздействующих 
в большей степени на этап входа вируса в клетку и его 
репродукцию. 

Наиболее изученными факторами противови-
русной защиты, индуцируемыми IFN, являются 
протеинкиназа R (PKR), 2’,5’-олигоаденилатсинта-
за (2’,5’-ОAS) и белок Mx1. В частности, PKR яв-
ляется серинтреониновой киназой, участвующей 
в контроле над транскрипцией и трансляцией. PKR 
активируется при связывании РНК. Противовирус-
ная активность PKR связана с её способностью фос-
форилировать альфа-субъединицу фактора eIF2α 

Таблица 2. Результаты основного исследования противовирусной активности тестируемых препаратов интерферона гамма  
при профилактической и лечебной схемах введения в отношении вируса SARS-CoV-2 на культуре клеток Vero
Table 2. The results of the main study of the antiviral activity of the tested preparations of interferon gamma in the prophylactic  
and therapeutic schemes of application against the SARS-CoV-2 virus on Vero cell culture

Тестируемый 
объект

Object under 
test

Схема  
применения
Application 

scheme

Концентрация, 
МЕ/мл

Concentration, 
IU/ml

Титр вируса, БОЕ/мл
Virus titer, PFU/ml

Содержание вируса, %
Virus content, %

1-й
повтор

1st repeat

2-й
повтор

2nd repeat

3-й
повтор

3rd repeat

среднее
значение  
(n = 3),  
M ± SD 

mean value 
(n = 3),  
M ± SD 

1-й
повтор

1st repeat

2-й
повтор

2nd repeat

3-й
повтор

3rd repeat

среднее
значение  
(n = 3),  
M ± SD 

mean value 
(n = 3), 
M ± SD

Интерферон 
гамма
Interferon 
gamma

Профилакти-
ческая

Preventive

1000 0 0 0 0 0 0 0 0
333 0 0,06 × 106 0,12 × 106 0,06 ± 0,06 × 106* 0,00 1,90 3,80 1,90 ± 1,90
111 3,8 × 105 4,5 × 105 4,9 × 105 4,4 ± 0,6 × 105* 11,45 14,24 15,51 13,73 ± 2,08
37 1,24 × 106 9,4 × 105 1,2 × 106 1,13 ± 0,16 × 106* 37,35 29,75 37,97 35,02 ± 4,58

12,3 2,52 × 106 1,96 × 106 2,08 × 106 2,19 ± 0,29 × 106* 75,90 62,03 65,82 67,92 ± 7,17
0 3,32 × 106 3,16 × 106 3,16 × 106 3,21 ± 0,09 × 106* 100 100 100 100

Интерферон 
гамма
Interferon 
gamma

Лечебная
Therapeutic

10 000 0 0 0 0 0 0 0 0
3330 0 1,5 × 105 1,6 × 105 1,0 ± 0,9 × 105* 0 2,78 3,51 3,56 ± 0,81
1110 4,6 × 105 7,6 × 105 2,2 × 106 1,14 ± 0,93 × 106* 20,18 14,07 48,25 27,50 ± 18,2
370 1,6 × 106 2,2 × 106 2,36 × 106 2,05 ± 0,40 × 106* 70,18 40,74 51,75 54,22 ± 14,9
123 1,81 × 106 1,92 × 106 2,08 × 106 1,94 ± 0,14 × 106* 79,39 35,56 45,61 60,83 ± 22,7
0 2,28 × 106 5,4 × 106 4,56 × 106 4,08 ± 1,61 × 106* 100 100 100 100

Примечание. *ANOVA, post hoc критерий Даннета, отличия титров вируса статистически значимы в сравнении со значениями отрицатель-
ного контроля (титр вируса при концентрации препарата 0 МЕ/мл) при p < 0,05.
Note. *ANOVA, Dunnett’s post hoc test, differences in virus titers are statistically significant in comparison with the values of the negative control 
(viral titer at a drug concentration of 0 IU/ml) at p < 0.05.

1Зависимость доли ингибирования вирусной активности (об-
разования бляшек) от концентрации препарата в МЕ/мл (A), 
от двоичного логарифма концентрации препарата (B), M ± SD,  
n = 3 (каждая концентрация в трёх параллелях).
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(eukaryotic initiation factor 2 alpha). В результате 
фосфорилирования формируется неактивный ком-
плекс (eIF2α-GDP-eIF2β), способный быстро инги-
бировать транскрипцию [28]. Таким образом, IFN 
представляют собой одну из первых линий защиты 
от вирусных инфекций посредством регуляции со-
тен IFN-стимулируемых генов, которые индуциру-
ют противовирусное состояние в инфицированных 
и соседних клетках [29]. 

Согласно данным доклинических исследований, 
известно, что предварительная обработка экзогенным 
IFN блокирует инфекцию SARS-CoV-2 [30–32]. Воз-
действие IFN ингибирует репликацию вируса и обра-
зование инфекционных вирионов de novo [31]. Таким 
образом, исследования in vitro часто демонстрируют 
превосходящую профилактическую эффективность 
IFN в сравнении с лечебной [30–32]. 

Проведённые клинические исследования также по-
казывают эффективность применения IFN-γ для про-
филактики [12, 33] и лечения ОРВИ, в том числе вы-
званных SARS-CoV-2 (COVID-19) [13, 34].

Интересно, что экспрессия IFN-γ CD4+ Т-клетка-
ми в тяжёлых случаях COVID-19 снижается почти 
в 2 раза по сравнению с пациентами с умеренной 
формой заболевания [35]. Также есть сведения о сни-

жении уровня естественных клеток-киллеров (NK-
клеток) и их способности к продукции IFN-γ у паци-
ентов с COVID-19 [36]. Учитывая воздействие вируса 
SARS-CoV-2 на иммунную систему, можно сделать 
вывод, что он в первую очередь поражает Т-лимфо-
циты, особенно CD4+ и CD8+ Т-клетки, и приводит 
к снижению выработки IFN, в том числе IFN-γ. В ре-
зультате наблюдается нарушение клеточного проти-
вовирусного иммунитета, заметное с ранних стадий 
инфекции по уровням цитокиновых белков, а также 
по нарастанию титра IgG, особенно у тяжёлых паци-
ентов и у пациентов с быстро развивающимся про-
грессированием заболевания [37]. Следовательно, 
можно предположить, что при хорошей активности 
звена врождённого иммунитета, активированных ци-
тотоксических макрофагах, достаточном уровне IFN, 
которые обеспечивают приоритетную защиту на на-
чальной стадии иммунного ответа, организм стано-
вится устойчивым к инфицированию [38].

Выводы
Согласно полученным результатам, рекомбинант-

ный IFN-γ продемонстрировал наличие противови-
русной активности в исследуемых концентрациях 
при использовании в обеих схемах применения.

Рис. 3. Результат оценки действия на ингибирование 
бляшкообразования при заражении клеточного  

монослоя SARS-CoV-2 в дозе 100 TCID50 (3 × 10 БОЕ) 
в профилактической схеме применения.

Fig. 3. The result of evaluating the effect on plaque forma-
tion inhibition upon infection of a cell monolayer  

with SARS-CoV-2 at a dose of 100 TCID50 (3 × 10 PFU) 
in a prophylactic regimen.

Рис. 4. Результат оценки действия на ингибирование 
бляшкообразования при заражении клеточного монослоя 
SARS-CoV-2 в дозе 100 TCID50 (3 × 10 БОЕ) в лечебной 

схеме применения.
Fig. 4. The result of evaluating the effect on plaque for-

mation inhibition when the cell monolayer is infected with 
SARS-CoV-2 at a dose of 100 TCID50 (3 × 10 PFU) in the 

therapeutic regimen.
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В лечебной схеме применения препарат рекомби-
нантного IFN-γ обладал противовирусной активностью 
в диапазоне концентраций от 3333 до 10 000 МЕ/мл,  
при которых наблюдалось максимальное ингибиро-
вание бляшкообразования, близкое к 100%. Полумак-
симальная эффективная концентрация тестируемого 
препарата (ЕС50) при лечебной схеме применения со-
ставила приблизительно 234 МЕ/мл.

При профилактической схеме применения препарат 
рекомбинантного IFN-γ обнаружил ещё более высо-
кую противовирусную активность при концентраци-
ях 111, 333 и 1000 МЕ/мл. Получено значение полу-
максимальной эффективной концентрации ингибиро-
вания вирус-индуцированного бляшкообразования, 
равное 24 МЕ/мл.

Таким образом, дальнейшее изучение влияния пре-
паратов на основе рекомбинантного IFN-γ на репро-
дукцию вируса SARS-CoV-2, вызывающего инфек-
цию COVID-19, с целью клинического применения 
для профилактики и лечения является крайне акту-
альным и перспективным.
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Частота инфицированности опухоли, жидкостных сред глаза 
и специфический гуморальный иммунитет к герпесвирусам 
у пациентов с увеальной меланомой
Светлова Е.В., Балацкая Н.В., Саакян С.В., Жаров А.А., Кричевская Г.И., Свирина И.В., 
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г. Москва, Россия 

Введение. До настоящего времени исследования, направленные на прямой поиск вирусов группы герпеса 
(ВГГ) в материале опухоли и средах глаза, не проводились. 
Цель работы – установить частоту выявления ДНК ВГГ в биоматериале глаз, крови и провести оценку 
специфического гуморального иммунитета к возбудителям герпесвирусных инфекций у пациентов с уве-
альной меланомой (УМ).
Материалы и методы. Обследованы 38 пациентов с опухолями увеального тракта на наличие ДНК Herpes 
simplex virus (HSV-1, HSV-2), Cytomegalovirus (CMV), Varicella Zoster virus (VZV), virus Epstein–Barr (EBV), 
Human herpesvirus (HHV) 6 и HHV-8 в материале опухоли, стекловидного тела (СТ), влаги передней камеры 
(ВПК) и плазмы крови (ПК) методом полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ); пробы 
сыворотки крови исследованы методом иммуноферментного анализа (ИФА) на IgG-, IgM-антитела к ВГГ.
Результаты. ДНК EBV присутствовала в ткани опухоли в 20,6% случаев, в СТ – 4,2%, в ПК – 2,7%, во ВПК – 
не обнаружена. IgG-антитела к HSV-1, HSV-2 и CMV обнаружены в 97,3% случаев, VZV – 94,6%, HHV-6 – 
32,4%, HHV-8 не выявлены. Реактивация хронической инфекции HSV-1, HSV-2 выявлена у 20 обследуемых 
(55,6%), CMV – у 14 (38,9%). Маркеры хронического инфицирования EBV обнаружены у всех пациентов, 
атипичной реактивации – в двух случаях (5,4%). 
Заключение. Полученные данные позволяют говорить об участии EBV в развитии опухолей увеального 
тракта и необходимости дальнейшего углублённого исследования данной проблемы.
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The incidence of infection in tumor and eye fluid system,  
and specific humoral immunity to herpes viruses in patients 
with uveal melanoma
Elena V. Svetlova, Natalia V. Balatskaya, Svetlana V. Saakyan, Andrey A. Zharov,  
Galina I. Krichevskaia, Irina V. Svirina, Natalia S. Izmailova, Elena B. Myakoshina

Helmholtz Scientific Medical Research Center for Ophthalmic Diseases, 105062, Moscow, Russia

Introduction. Studies aimed at a direct research of human herpes viruses (HHVs) in the tumor material and eye 
media have not been carried out so far.
Research goal – to establish the frequency of detection HHVs DNA in the biomaterial of the eye and blood and to 
assess the specific humoral immunity to the causative agents of herpes virus infections in patients with uveal melanoma.
Materials and methods. 38 patients with the uveal tract tumor were examined for the presence of DNA of HHV 
types 1 and 2 (HSV-1, 2), Cytomegalovirus (CMV), Varicella Zoster virus (VZV), Epstein–Barr virus (EBV) and 
herpes viruses 6 and 8 types (HHV-6, HHV-8) in tumor tissue, vitreous body, aqueous humour and blood plasma 
by real-time polymerase chain reaction; blood serum was studied by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
for IgG and IgM antibodies to HHVs. 
Results. EBV DNA was present in tumor tissue in 20.6% of cases, in vitreous body in 4.2%, in blood plasma in 
2.7%, and was not found in aqueous humor. Ig G antibodies to HSV-1, 2 and CMV were detected in 97.3% of 
cases, VZV – 94.6%, HHV-6 – 32.4%, antibodies to HHV-8 were not detected. 20 patients (55.6%) had reactivation 
of chronic HSV-1, 2 infection, and 14 (38.9%) patients had reactivation of CMV infection. Markers of chronic EBV 
infection were found in all patients, its atypical reactivation was observed in 2 cases (5.4%). 
Conclusion. Our findings suggest the possible participation of EBV in the oncogenesis of the uveal tract and 
emphasize the need for further in-depth study of this problem.

Keywords: herpes group viruses; uveal melanoma; polymerase chain reaction; enzyme-linked immunosorbent assay
For citation: Svetlova E.V., Balatskaya N.V., Saakyan S.V., Zharov A.A., Krichevskaia G.I., Svirina I.V., Izmailo-
va N.S., Myakoshina E.B. The incidence of infection in tumor and eye fluid system, and specific humoral immu-
nity to herpes viruses in patients with uveal melanoma. Problems of Virology (Voprosy Virusologii). 2023; 68(1): 
37-44 (In Russ.). DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-154
For correspondence: Elena V. Svetlova, Virologist, Department of Immunology and Virology, Helmholtz Scientif-
ic Medical Research Center for Ophthalmic Diseases, 105062, Moscow, Russia. E-mail: qr888@ya.ru
Information about authors:
Svetlova E.V., https://orcid.org/0000-0001-8920-2458
Balatskaya N.V., https://orcid.org/0000-0001-8007-6643
Saakyan S.V., https://orcid.org/0000-0001-8591-428X
Zharov A.A., https://orcid.org/0000-0003-1103-6570
Krichevskaia G.I., https://orcid.org/0000-0001-7052-3294
Svirina I.V., https://orcid.org/0000-0001-7830-1880
Izmailova N.S., https://orcid.org/0000-0002-4713-5661
Myakoshina E.B., https://orcid.org/0000-0002-2087-7155
Contribution: Svetlova E.V., Balatskaya N.V. – study concept and design; Svetlova E.V., Zharov A.A., Krichevskaia G.I., 
Svirina I.V. – collection and processing of material; Svetlova E.V. – statistical data processing; Svetlova E.V., Balatska-
ya N.V. – writing text; Sahakyan S.V., Izmailova N.S., Myakoshina E.B. – editing.
Funding. The research was funded by the state budget.
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Ethics approval. The study was conducted with the informed consent of the patients or their legal representatives. The 
research protocol was approved by the Ethics Committee of the Helmholtz Scientific Medical Research Center  
for Ophthalmic Diseases (protocol number 62 dated Dec 15, 2022).
Received 20 December 2022
Accepted 13 February 2023
Published 28 February 2023

Введение
Вирусы группы герпеса (ВГГ) – ДНК-содержащие 

вирусы, способные к длительной бессимптомной 
персистенции в клетках с помощью особого механиз-
ма латентной инфекции. Мигрируя в региональные 

ганглии чувствительных нервов, а также проникая 
в Т- и В-лимфоциты периферической крови, ВГГ 
способны длительное время сохраняться в клетках, 
встраиваться в геном и синтезировать собственные 
белки, используя ферменты клетки-хозяина. Накопле-
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ны данные, что ВГГ способствуют росту и прогресси-
рованию целого ряда опухолей различного гистогене-
за и локализации. Так, высокие уровни антител к ви-
русам Herpes simplex virus (HSV-1, HSV-2), а также 
к Cytomegalovirus (CMV) обнаружены у людей с ра-
ком предстательной и молочной желёз [1–4]. Human 
herpesvirus (HHV) 6 выступает кофактором развития 
рака шейки матки и назофарингеальных карцином, 
а HHV-8 известен как ключевой фактор развития ря-
да лимфопролиферативных заболеваний, саркомы 
Капоши, аденокарциномы (АК) предстательной же-
лезы и плоскоклеточной карциномы гортани [5–8]. 
Лидирующие позиции среди онкогенных герпесвиру-
сов занимает virus Epstein–Barr (EBV), роль которого 
в развитии лимфом Беркитта, Ходжкина, NK-/T-кле-
точной лимфомы назального типа, а также рака носо-
глотки и желудка убедительно доказана многочислен-
ными исследованиями [9, 10].

Первые работы, посвящённые изучению роли 
ВГГ в развитии глазной онкопатологии, появились в  
1980-е гг. В последние два десятилетия интерес к этой 
проблеме, судя по имеющимся публикациям в научной 
литературе, значительно возрос. В литературе описаны 
клинические случаи опухолей конъюнктивы, ассоции-
рованных с EBV, а также первичных витреоретиналь-
ных неходжкинских лимфом, где при анализе внутрен-
них сред глаза был обнаружен EBV [11–13].

Увеальная меланома (УМ) является наиболее зло-
качественной и часто встречающейся внутриглазной 
опухолью, заболеваемость которой в Российской Фе-
дерации достигает 6–8 случаев на 1 млн взрослого 
трудоспособного населения [14]. Около 90% УМ ло-
кализуется в хориоидее, 6% – в цилиарном теле, 4% – 
в радужке [15]. Несмотря на первичное лечение с при-
менением энуклеации глаза или лучевой терапии, 
почти у 50% пациентов с УМ развивается метаста-
тическая болезнь [16]. Витальный прогноз с момента 
диагностики метастатического заболевания является 
неблагоприятным, при этом общая выживаемость со-
ставляет от 6 до 13 мес [17]. 

Впервые предположения о возможной ассоци-
ации ВГГ с развитием УМ были сделаны B.E. 
Damato и соавт., изучившими влияние EBV на 
трансформацию В-клеток периферической крови 
пациентов [18]. Случай обнаружения геномов CMV 
и EBV в сочетании с Chlamydia trachomatis в опу-
холевом материале пациента с УМ описан в работе 
С.В. Саакян и соавт. [19].

T. Valyi-Nagy и соавт. в исследовании представили 
убедительные доказательства стимуляции роста опу-
холевых клеток HHV-1 в культуре УМ [20], однако ме-
ханизмы, способствующие росту и прогрессии опухо-
ли со стороны герпесвирусов, не расшифрованы.

Известно, что эффективность лечения злокаче-
ственных новообразований, прогноз заболевания 
в значительной степени зависят от состояния иммун-
ной системы пациента [21]. Было показано, что как 
хроническое течение, так и реактивация хронической 
герпесвирусной инфекции у пациентов с УМ сопро-
вождаются неадекватными сдвигами в составе эф-

фекторных субпопуляций лимфоцитов врождённого 
и адаптивного иммунного ответа, отражающими ос-
лабление резистентности организма, и могут способ-
ствовать срыву в системе противоопухолевой защи-
ты и усилению злокачественного роста [22]. Однако 
до настоящего времени исследования, направленные 
на прямой поиск ВГГ в материале опухоли и средах 
глаза в комплексе с оценкой специфического гумо-
рального противовирусного иммунитета при УМ, 
которые позволили бы выявить взаимосвязи вирусов 
с опухолевым ростом, в клинике не проводились. 

Комплексный подход в изучении патогенеза глаз-
ных злокачественных новообразований представ-
ляется перспективным не только в теоретическом, 
но и в практическом аспекте, так как будет способ-
ствовать персонификации плана лечения и врачебной 
тактики ведения офтальмоонкологических больных. 

Цель работы – установить частоту выявления ДНК 
ВГГ в материале опухолей, внутренних сред глаза, 
крови и провести оценку специфического гумораль-
ного иммунитета к возбудителям герпесвирусных ин-
фекций у пациентов с УМ.

Материалы и методы
Обследованы 38 пациентов (27 женщин и 11 муж-

чин в возрасте от 14 до 83 лет) с опухолями увеаль-
ного тракта.

Диагноз ставился на основании данных стандарт-
ных и специализированных офтальмологических ме-
тодов исследования. Средний уровень проминенции 
опухоли (по данным эхографии) составил 7,0 ± 4,0 мм, 
а диаметр основания – 13,7 ± 4,1 мм. Всем пациентам 
проведена энуклеация поражённого глаза с последу-
ющим патогистологическим исследованием.

У 33 пациентов диагностирована УМ (97,1%), в од-
ном случае морфология опухоли соответствовала АК 
пигментного эпителия сетчатки (ПЭС). Сильно выра-
женную пигментацию имели 79,4% опухолей, в 14,7% 
случаев пигмент в опухоли отсутствовал, и достаточ-
но редко пигментация имела слабовыраженный ха-
рактер (5,9%). Данные по гистологическому типу УМ 
и ее локализации представлены в табл. 1.

Биоматериал (ткань опухоли, стекловидное тело 
(СТ), влага передней камеры (ВПК)) забирался по-
сле энуклеации; забор крови проводился в утреннее 
время в пробирки фирмы Zhejiang Gongdong Medical 
Technology Co., Ltd. (ЭДТА К3, активатор свертыва-
ния), подготовка проб плазмы крови (ПК) и сыворотки 
крови (СК) выполнялась по стандартным методикам.

Образцы помещались в пробирки типа Эппендорф 
и замораживались в камере глубокой заморозки при 
температуре –70 °C.

Определение генома HSV-1, HSV-2, CMV, Varicella 
Zoster virus (VZV), EBV, HHV-6, HHV-8 в материале 
опухоли (n = 34), СТ (n = 24), ВПК (n = 21) и ПК  
(n = 37) проводилось методом полимеразной цепной 
реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) (термоциклер 
CFX96, Bio-Rad Laboratories, Inc., США) согласно 
инструкциям фирмы-производителя. Специфиче-
ский гуморальный ответ к ВГГ оценивали по нали-
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чию IgG-, IgM-антител в СК (n = 37) методом им-
муноферментного анализа (ИФА) (автоматический 
иммуноферментный анализатор LAZURITE, Dynex 
Technologies Inc., США). Для постановки ПЦР-РВ 
и ИФА использовали коммерческие тест-системы 
ЗАО «Вектор-Бест», Россия. На основании результа-
тов серологического исследования определяли ста-
дию и активность инфекционного процесса – пер-
вичную, хроническую или реактивацию хрониче-
ской инфекции. Оценку активности EBV проводили 
по данным комплексного серологического тестиро-
вания, включающего антитела к EA-IgG, EBNA-IgG, 
VCA-IgM, VCA-IgG, VCA-IgG-авидность. Для HSV-
1, HSV-2 и CMV определяли титр IgG-антител 
к предранним белкам с помощью диагностических 
наборов АО БТК «Биосервис» (Россия). У 19 паци-
ентов было проведено параллельное исследование 
ткани опухоли, СТ, ВПК, ПК на наличие ДНК виру-
сов, а также СК с целью выявления маркеров актив-
ной и хронической ВГГ. Статистическая обработка 
проводилась с использованием стандартных пакетов 
прикладных программ Microsoft Excel, BioStat 5.0. 
При сравнении использовался критерий χ2. 

Исследование проводилось при добровольном 
информированном согласии пациентов или их за-
конных представителей. Протокол исследования 
одобрен Локальным этическим комитетом ФГБУ 
«НМИЦ ГБ им. Гельмгольца» МЗ РФ (протокол 
№ 62 от 15.12.2022).

Результаты
Хроническая инфицированность HSV-1, HSV-2 

и CMV (IgG-антитела) выявлена в подавляющем 

большинстве случаев (97,3% больных), маркеры хро-
нической VZV-инфекции обнаружены в 94,6% тест-
проб СК, HHV-6 – в 32,4% (12 из 37 проб), при этом 
IgG-антитела к HHV-8 не были выявлены ни у одного 
из обследуемых пациентов, что, вероятно, обусловле-
но эндемическими особенностями распространения 
вируса в популяции [23]. Маркеры первичной инфек-
ции (IgM-антител) к ВГГ у обследуемых пациентов 
отсутствовали. Реактивация хронической инфекции 
HSV-1, HSV-2 (антитела к предранним белкам виру-
сов) выявлена в 55,6% случаев (20 пациентов), CMV – 
более чем у 1/3 больных (38,9%).

Маркеры поздней паст-инфекции EBV (хрониче-
ское инфицирование) обнаружены у всех пациентов; 
в одном случае (2,7%) определялись только антите-
ла IgG к капсидному антигену VCA, свидетельство-
вавшие об иммуносупрессии. Маркеры атипичной 
реактивации EBV (EA-IgG, EBNA-IgG, VCA-IgG-
антитела) были выявлены у двух больных (5,4%).

Инфицированность опухолей по результатам мо-
лекулярно-биологического исследования состави-
ла 20,6%: во всех положительных пробах материала 
опухоли больных с УМ был обнаружен только геном 
EBV, и в одном случае (у пациента с АК ПЭС) выяв-
лено сочетанное инфицирование материала опухоли 
EBV и HHV-6 (табл. 2).

При исследовании внутриглазных сред ДНК EBV 
выявлена в образце СТ (4,2%) у пациента с EBV-
положительным материалом опухоли. В пробах ВПК 
генетический материал ВГГ не обнаружен (табл. 3).

Результаты ПЦР-исследования ПК показали в од-
ном случае (2,7%) наличие ДНК EBV, однако при этом 
серологических маркеров активной инфекции или 

Таблица 1. Результаты патогистологического исследования пациентов с увеальной меланомой, n (%)
Тable 1. Clinical and histopathological features of uveal melanoma (UM), n (%)

Гистологический тип 
меланомы 

Melanoma cell type

Локализация увеальной меланомы, число случаев (%) 
Anatomical location of lesions, number of cases (%)

хориоидальная 
сhoroidal lesion

цилиохориоидальная 
сiliochoroidal lesion

иридоцилиарная
iridociliary lesion

Веретеноклеточная 
Spindle cell type

13 (39,4) 5 (15,2) 1 (3)

Смешанноклеточная 
Mixed cell type 

7 (21,2) 5 (15,2) 0 (0)

Эпителиоидноклеточная 
Epithelioid cell type

1 (3) 0 (0) 1 (3)

Всего 
In total

21 10 2

Таблица 2. Частота выявления генома герпесвирусов в материале опухоли 
Тable 2. The frequency of detection of the herpesvirus genome in the tumor material

Количество образцов опухолей  
с обнаруженным возбудителем 

Number of tumor samples with detected 
pathogen indicator

Вид вируса 
Type of virus Всего 

In total
HSV-1 HSV-2 VZV EBV CMV HHV-6 HHV-8

n – – – 7 – 1 – 7

% – – – 20,6 – 2,9 – 20,6
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реактивации вируса обнаружено не было. ДНК VZV 
была обнаружена в крови одного пациента (2,7%) без 
выявления IgM-антител. 

При сравнительном анализе показателей специ-
фического гуморального противовирусного ответа 
в зависимости от инфицированности опухоли об-
наружено, что серологические маркеры реактива-
ции хронической инфекции HSV-1, HSV-2 и CMV 
у пациентов с ДНК-EBV-положительной опухо-
лью определялись чаще по сравнению с таковыми 
у больных с ДНК-отрицательной тканью опухоли, 
однако в силу малочисленности клинической вы-
борки не было получено статистически значимых 
различий (табл. 4).

Подавляющее число EBV-положительных образцов 
УМ, по данным патогистологического исследования, 
имело смешанноклеточное строение (66,6%) с преобла-
данием эпителиоидных клеток (от 60 до 80% опухоли, 
представленной в гистологических срезах), остальные 
опухоли имели веретеноклеточное строение. 71,4% 
опухолей (включая АК ПЭС) отличались сильновыра-
женной пигментацией, 28,6% – слабовыраженной пиг-
ментацией; беспигментных опухолей среди образцов, 
в которых выявлена ДНК EBV, не обнаружено.

Обсуждение
Злокачественная трансформация является сложным 

процессом, который зависит от ряда внешних и вну-

Таблица 4. Частота обнаружения серологических маркеров хронической и реактивации хронической герпесвирусной инфекции  
у пациентов в зависимости от инфицированности опухоли, % 
Тable 4. The frequency of detection of serological markers of chronic EBV infection and its reactivation  in patients depending on infection 
in tumor tissue, %

IgG-антитела 
IgG antibodies

Ткань опухоли ДНК EBV положительная (n = 7) 
EBV DNA positive tumor tissue (total 7), %

Ткань опухоли ДНК EBV отрицательная (n = 27) 
EBV DNA negative tumor tissue (total 27), %

HSV-1, HSV-2, CMV, EBV 100 92,6

HSV-1, HSV-2, CMV ранние (маркеры 
реактивации)
HSV-1, HSV-2, CMV early (reactivation 
markers)

71,4 59,3

EBV (атипичная реактивация)
EBV (atypical reactivation)

0 7,4

VZV 85,7 92,6

HHV-6 42,9 25,9

Таблица 3. Результаты ПЦР-исследования ткани опухоли, стекловидного тела, влаги передней камеры и плазмы крови пациентов с 
разными гистологическими типами опухоли 
Тable 3. Results of PCR study of tumor tissue (ТТ), vitreous body (VB), aqueous humor (AH) and blood plasma (BP) of patients with differ-
ent histological types of tumor

№
Пациент, возраст, лет 

Рatient ID and  age 
(years)

Тип опухоли Тumor 
Сell type

ДНК возбудителей 
Рathogen DNA

ТО СТ ВПК ПК

1 П., 72 ЦС
Cilio.Mix.

EBV – – Отр.
Neg.

2 Р., 64 ЦС
Cilio.Mix.

EBV – – Отр.
Neg.

3 Ч., 46 ХС
Chor.Mix.

EBV Отр.
Neg.

Отр.
Neg.

Отр.
Neg.

4 С., 26 ХВ
Chor.Sp.

EBV Отр.
Neg.

Отр.
Neg.

Отр.
Neg.

5 К., 68 ХС
Chor.Mix.

EBV EBV Отр.
Neg.

Отр.
Neg.

6 Р., 30 ХВ
Chor.Sp.

EBV Отр.
Neg.

Отр.
Neg.

Отр.
Neg.

7 Р., 14 АК
А

EBV, HHV-6 Отр.
Neg.

Отр.
Neg.

Отр.
Neg.

Примечание. ТО – ткань опухоли; СТ – стекловидное тело; ВПК – влага передней камеры; ПК – плазма крови; ЦС – цилиохориоидальная 
опухоль смешанноклеточного строения; ХС – опухоль хориоидеи смешанноклеточного строения; ХВ – опухоль хориоидеи веретеноклеточ-
ного строения; АК – аденокарцинома; Отр. – отрицательный результат исследования; прочерк (–) – исследование не проводилось.
Note. Cilio.Mix. – mixed cell type ciliochoroidal tumor; Chor.Mix. – mixed cell type choroid tumor; Chor.Sp. – choroidal spindle cell type tumor;  
А – adenocarcinoma; Neg. – negative; “–” – not tested.
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тренних факторов. К настоящему времени накоп-
лены убедительные данные о том, что важную роль 
в возникновении, росте и прогрессировании опухолей 
играют онкогенные вирусы, инвазия которых в клетку 
прямо или косвенно изменяет механизмы регуляции 
пролиферации.

Наряду с этим в последние десятилетия количество 
инфекционных агентов, обладающих малигнизирую-
щим потенциалом и индуцирующих злокачественную 
трансформацию клеток, увеличилось. Так, например, 
РНК-содержащие вирусы – Т-лимфотропный вирус 
человека и вирус гепатита С – являются причиной 
развития Т-клеточного лейкоза и цирроза печени [24]. 
ДНК-содержащие вирусы – вирус папилломы челове-
ка (ВПЧ) – вызывают рак шейки матки, а вирус ге-
патита В способствует развитию гепатоцеллюлярной 
карциномы [25]. Вслед за этим появился термин «ми-
кробные и вирус-ассоциированные опухоли», приме-
няемый в случае выявления в опухолевой ткани воз-
будителей инфекции [26].

По результатам нашего исследования частота ин-
фицированности опухолей увеального тракта соста-
вила 20,6% с присутствием во всех положительных 
пробах материала опухоли больных с УМ только ге-
нома EBV, что позволяет думать о его возможной роли 
в развитии или поддержании роста злокачественных 
новообразований. За последние годы изучения EBV 
выяснилось, что вирус, персистируя в долгоживущих 
клетках памяти, через экспрессию собственных ге-
нов латентности (EBNA, BART, LMP и др.) подавля-
ет противоопухолевые внутриклеточные механизмы 
(p53, p63, p73) и приводит к иммортализации и зло-
качественной трансформации лимфоцитов [27]. По-
казано, что уровень экспрессии 44 видов некодирую-
щих молекул микроРНК EBV в тканях опухоли в не-
сколько раз превышает экспрессию вирусных генов.  
МикроРНК EBV, напрямую воздействуя на некоди-
рующие области матричной РНК клетки, подав ляют 
продукцию белка р53 – регулятора процессов кле-
точного деления и апоптоза [28]. Всё больше появля-
ется данных о том, что литическая фаза жизни EBV, 
которая сопровождается экспрессией активаторов 
транскрипции (BZLF1 и BRLF1) и синтезом вирус-
ных белков, необходимых для репликации его ДНК, 
способствует внутриклеточному онкогенезу наряду 
с непродуктивной латентной инфекцией [29].

В одном случае – в материале опухоли больного 
с гистологически подтверждённой АК ПЭС – нами 
выявлено сочетание ДНК EBV и HHV-6, что согласу-
ется с данными литературы: подобные примеры со-
четанной инфекции в клетках АК лёгких приведены 
в работе J.J. Gómez-Román и соавт. [30]. Показано, что 
HHV-6 играет ко-стимулирующую роль в развитии 
ряда гинекологических заболеваний и онкопатогенезе 
лор-органов. Имеются публикации с описанием воз-
можных механизмов малигнизации с участием HHV-6: 
экспрессия его трансформирующего гена ORF-1 была 
выявлена в опухолевой ткани, где он специфически 
связывал и подавлял синтез антионкогенного белка 
р53 [31]. Молекулярно-биологическое исследование 

внутриглазных жидкостных сред выявило геном EBV 
только в одном случае – в материале СТ пациента 
с EBV-положительной опухолью. Нельзя полностью 
исключить проникновение ДНК вируса во внутренние 
среды глаза в процессе распада опухоли (при патоги-
стологическом исследовании в описанном случае вы-
явлены зоны некроза, составляющие более 50% объёма 
опухоли). С другой стороны, возможен и прямой путь 
занесения этого вируса в СТ – миелоидными клетка-
ми из системного кровотока, которые дифференциру-
ются на месте в гиалоциты – основные клетки, при-
нимающие участие в обеспечении иммунологической 
привилегии и модуляции иммунного ответа в среднем 
отделе глаза [32]. Известно, что EBV, поражая клетки 
ретикулоэндотелиальной системы, оказывает влияние 
на формирование специфического гуморального отве-
та, препятствуя образованию дендритных клеток. EBV 
угнетает процессы аутофагии, снижает количество 
активных форм кислорода и препятствует митохон-
дриальному биогенезу в дифференцирующихся мо-
ноцитах, вызывая дефицит энергии [33]. Активаторы 
транскрипции вируса (BZLF1 и BRLF1) способствуют 
секреции интерлейкина (IL) 6 – цитокина, который яв-
ляется координатором иммунных функций, дифферен-
цировки гемопоэтических клеток и стимуляции вос-
паления, а также блокирует апоптоз в клетках и обе-
спечивает их выживание в условиях стресса. Вместе 
с этим IL-6 способствует сохранению клеток, склон-
ных к неопластическому росту, защищая их от воздей-
ствия системы естественной гибели клетки и химиоте-
рапевтических препаратов [34, 35]. Кроме того, EBV, 
поражающий как эпителиальные, так и лимфоидные 
клетки, способствует продукции IL-10, увеличивая их 
выживаемость, и VEGF (васкулоэндотелиальные фак-
торы роста) – фактора ангиогенеза, усиливая метабо-
лизм и рост опухоли за счёт неоваскуляризации [36].

Заключение
Механизмы участия ВГГ в малигнизации и форси-

ровании неопластического роста, в том числе интра-
окулярной локализации, до настоящего времени оста-
ются нерасшифрованными.

Результаты нашего исследования позволяют го-
ворить о ВГГ- и в частности о EBV-опосредованном 
развитии опухолей увеального тракта, изменении им-
мунологической реактивности пациентов с УМ (что 
представляется важным как в теоретическом, так 
и в практическом аспекте) и о необходимости дальней-
ших исследований с целью углублённого изучения ро-
ли герпесвирусов в патогенезе заболевания, разработ-
ки персонифицированных подходов к профилактике 
и лечению офтальмоонкологических больных.
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Случаи летальной лиссавирусной инфекции у людей  
после контактов с рукокрылыми на Дальнем Востоке  
России в 2019–2021 гг.
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Введение. На территории России были выявлены четыре вида лиссавирусов (род Lyssavirus), представи-
тели трёх из них являлись причиной гибели людей.
Цель – охарактеризовать случаи гибели людей после контактов с рукокрылыми на территории Дальнего 
Востока в 2018–2021 гг. и типировать выделенные патогены.
Материалы и методы. Лиссавирусную инфекцию подтверждали в образцах секционного материала от лю-
дей, погибших в Амурской области в 2019 г. и в Приморском крае в 2019 и 2021 гг. Диагностику поводили ме-
тодом флуоресцирующих антител, Real-time ПЦР, используя диагностикумы отечественного производства. 
Вирусы выделены в биопробе. Последовательности нуклеопротеина анализировали на уровне 1-го пас-
сажа. Анализ филогенетических отношений и построение дендрограмм выполняли в программе MEGA7.
Результаты. Было установлено, что вирусы, вызвавшие гибель людей в Амурской области и Приморском 
крае, более чем на 90% идентичны лиссавирусам Иркут (вид Lyssavirus irkut), выявленным на территории 
России и Китая, и образуют с ними отдельный монофилетический кластер со 100%-й бутстреп-поддержкой.
Заключение. На территории России актуален мониторинг популяций летучих мышей на заражённость лис-
савирусами. Секционный материал людей, погибших от энцефаломиелита неустановленной этиологии в 
пределах 10–15 дней от начала болезни, необходимо исследовать на лиссавирусную инфекцию. Требуется 
разработка ПЦР-тест-систем, включающих родоспецифичные праймеры. Применение молекулярно-биоло-
гических методов является перспективным в плане развития диагностики бешенства для совершенствова-
ния эпидемиологического надзора и повышения эффективности системы биологической защиты населе-
ния Российской Федерации.
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крылые
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Lethal cases of lyssavirus encephalitis in humans after contact 
with bats in the Russian Far East in 2019–2021 
Elena M. Poleshchuk1, Daria N. Tagakova1,2, Gennady N. Sidorov1,3, Tatyana S. Orlova4,  
Natalia S. Gordeiko5, Abdukakhhor Zh. Kaisarov6

1Omsk Research Institute of Natural Focal Infections, 644080, Omsk, Russia; 
2Omsk State Medical University, 644099, Omsk, Russia; 
3Omsk State Pedagogical University, 644099, Omsk, Russia; 
4Blagoveshchensk City Clinical Hospital, 675000, Blagoveshchensk, Russia; 
5Primorye Antiplaque Station, 692512, Ussuriysk, Russia 
6Medical and sanitary unit No. 100, 692880, Fokino, Russia

Introduction. On the territory of Russia four species of lyssaviruses (genus Lyssavirus) were identified, three of 
them caused human deaths.
The aim of work: to characterize fatal cases in humans after contacts with bats in the Far East in 2018–2021 and 
to perform typing of isolated pathogens.
Materials and methods. Lyssavirus infection was confirmed in samples of sectional material from people who died 
in the Amur Region in 2019, in the Primorsky Krai in 2019 and 2021. Diagnostics was performed by fluorescent 
antibody test (FAT) and RT-PCR using diagnostic kits of domestic production. Viruses were isolated in a bioassay. 
The nucleoprotein sequences were analyzed after 1st passage. The analysis of phylogenetic relationships and the 
construction of a dendrogram were performed using the MEGA7 software.
Results. The viruses that caused the fatal cases in humans in the Amur Region and Primorsky Krai share more 
than 90% identity to Lyssavirus irkut detected in Russia and China. Together they form a separate monophyletic 
cluster with 100% bootstrap support.
Conclusion. On the territory of Russia, monitoring of bat populations for infection with lyssaviruses is relevant. 
The material of people who died from encephalomyelitis of unknown etiology within 10–15 days from the onset of 
the disease must be examined for lyssavirus infection. It is necessary to develop PCR assays that employ genus-
specific primers. The use of molecular biological methods is promising for improving the diagnosis of rabies and 
epidemiological surveillance, as well as increasing the efficiency of the system of biological safety of the population 
of the Russian Federation.
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Введение
Лиссавирусы являются широко распространён-

ными нейротропными РНК-вирусами, поражаю-
щими теплокровных животных и человека, вызы-
вая смертельный энцефалит или бешенство (сино-
нимы – гидрофобия, лиссавирусный энцефалит). 
У человека инфекция проявляется в форме остро-
го энцефаломиелита, как правило, приводящего 
к смерти в течение 10–15 дней после появления 
клинических симптомов болезни. Глобальные мас-
штабы распространения лиссавирусов, их высо-
кая патогенность для человека и млекопитающих, 
практически абсолютная летальность, отсутствие 
средств лечения развившегося заболевания опреде-
ляют их первостепенную значимость для здоровья 
человека и животных [1, 2]. 

Лиссавирусы объединены в род Lyssavirus, от-
носящийся к семейству Rhabdoviridae, отряду 
Mononegavirales, который на сегодняшний день вклю-
чает 17 видов, признанных Международным комите-
том по таксономии [3]: 

– Lyssavirus rabies (rabies virus, RABV); 
– Lyssavirus lagos (Lagos bat virus, LBV); 
– Lyssavirus mokola (Mokola virus, MOKV); 
– Lyssavirus duvenhage (Duvenhage virus, DUVV); 
– Lyssavirus hamburg (European bat 1 lyssavirus, 

EBLV-1); 
– Lyssavirus helsinki (European bat 2 lyssavirus, 

EBLV-2); 
– Lyssavirus australis (Australian bat lyssavirus, 

ABLV);
– Lyssavirus irkut (Irkut virus, IRKV); 
– Lyssavirus caucasicus (West Caucasian bat virus, 

WCBV); 
– Lyssavirus khujand (Khujand virus, KHUV); 
– Lyssavirus aravan (Aravan virus, ARAV); 
– Lyssavirus shimoni (Shimoni bat virus, SHIBV); 
– Lyssavirus bokeloh (Bokeloh bat lyssavirus, BBLV); 
– Lyssavirus ikoma (Ikoma lyssavirus, IKOV); 
– Lyssavirus lleida (Lleida bat lyssavirus, LLEBV); 
– Lyssavirus gannoruwa (Gannoruwa bat lyssavirus, 

GBLV); 
– Lyssavirus formosa (Taiwan bat lyssavirus, TBLV). 
Ещё один вирус ожидает подтверждения статуса 

вида – Kotalahti bat lyssavirus (KBLV) [3]. К нача-
лу 2023 г. из 17 утверждённых видов 15 были об-
наружены у рукокрылых. Только два лиссавируса 
(Lyssavirus mokola и Lyssavirus ikoma) пока не найде-
ны среди представителей указанного отряда [4–7]. 

Рукокрылые являются важнейшим резервуаром 
лиссавирусов. Их разнообразие и глобальное рас-
пространение определяет биологическое разно-
образие патогенов, а целенаправленное изучение 
позволяет обнаруживать их новые виды. За по-
следние 20 лет 8 новых видов были открыты в Ев-
ропе, Азии, Африке. Гибель людей зафиксирована 
от 7 видов: RABV – около 60 000 случаев в год при 
заражении от наземных млекопитающих и 2–3 слу-
чая в год при заражении от летучих мышей в Север-
ной Америке; EBLV-1 – 2 случая; EBLV-2 – 2 случая, 

ABLV – 3 случая, DUVV – 3 случая, IRKV – 1 случай, 
MOKV – 2 случая) [8–13]. 

Самым широко распространённым видом как в гео-
графическом плане, так и с точки зрения видового 
разнообразия поражаемых и поддерживающих цирку-
ляцию патогена млекопитающих является лиссавирус 
бешенства (Lyssavirus rabies). Он циркулирует в попу-
ляциях наземных млекопитающих, главным образом 
хищных (отряд Carnivora), по всему миру и в популя-
циях рукокрылых (отряд Chiroptera) в Северной и Юж-
ной Америке. Lyssavirus rabies является причиной 
подавляющего большинства случаев гибели человека 
и животных. Другие виды лиссавирусов встречаются 
только за пределами Америки, по-видимому, более 
ограничены географически и имеют узкий круг хозяев. 
В Европе, включая европейскую часть России, кроме 
лиссавируса бешенства были выявлены ещё 5 видов 
лиссавирусов, в Африке – 6, в Австралии – 1, в Азии, 
включая территорию России, – 5 [7, 11, 12, 14]. 

В природных очагах России повсеместно циркулирует 
лиссавирус бешенства [15, 16], преимущественно в по-
пуляциях диких псовых (семейство Canidae) – лисиц, 
корсаков, енотовидных собак, волков, песцов [17–21]. 

У рукокрылых России известны находки лиссави-
руса Иркут (Lyssavirus irkut) в 2002 г. у трубконоса 
большого (Murina leucogaster) в Иркутской области 
и лиссавируса западно-кавказских летучих мышей 
(Lyssavirus caucasicus), выделенного от длиннокрыла 
обыкновенного (Miniopterus schreibersii) из Красно-
дарского края [22, 23].

Случаи гидрофобии, описанные в стране с 1534  
по 2018 г., в подавляющем большинстве были связа-
ны с контактами с дикими и домашними хищниками 
(собака, кошка, волк, лисица, енотовидная собака 
и др.) [24]. Молекулярно-генетическое типирование 
вирусов, выделенных от погибших после контактов 
с этими животными, выявило их принадлежность ви-
ду Lyssavirus rabies [15, 25, 26]. 

Исключением являлись два задокументирован-
ных случая гибели людей, связанных с нападением 
летучих мышей. Первый случай был зафиксирован 
в 1985 г. в Белгородской области. От погибшей 11-лет-
ней девочки был выделен лиссавирус европейских 
летучих мышей I типа, современное название которо-
го – лиссавирус Гамбург (Lyssavirus hamburg) [3]. Ра-
бота с этим лиссавирусом, штаммом Юли (Rabies-re-
lated Yuli virus), после его выделения профессором 
М.А. Селимовым [27] параллельно проводилась в Ин-
ституте вирусологии им. Д.И. Ивановского под руко-
водством доктора медицинских наук С.В. Грибенча. 
Второй случай был выявлен в 2007 г. от погибшей 
в Приморском крае 20-летней девушки; тогда выде-
лили лиссавирус Озёрное – аналог вируса Иркут [28].

Гибель людей после укусов рукокрылыми на терри-
тории России фиксировали ещё дважды. В этих слу-
чаях лиссавирусы не были идентифицированы до ви-
да, а гибель от лиссавирусной инфекции установлена 
по клинико-эпидемиологическим данным. Первый, 
самый ранний по времени регистрации случай смер-
ти человека, был отмечен в 1977 г. в Ворошиловграде 
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Use (IAVES, July 23, 2010). Исследование проводи-
лось при добровольном информированном согласии 
законных представителей пациентов. Исследования 
одобрены Этическим комитетом ФБУН «Омский 
НИИ природно-очаговых инфекций» Роспотребнад-
зора (протокол б/н от 27.01.2021).

Real-time ОТ-ПЦР (полимеразная цепная реакция 
с обратной транскрипцией) проводили с наборами ре-
агентов для выявления РНК вируса бешенства от ООО 
«Синтол» (Москва) и ООО «Фрактал Био» (Санкт-Пе-
тербург) на амплификаторе Rotor-Gene 6000. 

Суммарную вирусную РНК выделяли из головно-
го мозга мышей, погибших в ходе 1-го пассажа, с ис-
пользованием реагента TRIzol Reagent (Invitrogen Life 
Technologies, США) в соответствии с инструкцией про-
изводителя. ОТ-ПЦР и получение кДНК (комплемен-
тарной) проводили с использованием случайных гекса-
нуклеотидных праймеров в составе набора для реверсии 
«Реверта-L» (ООО «ИнтерЛабСервис», Москва). 

Для определения первичной нуклеотидной после-
довательности фрагмента гена нуклеопротеина ам-
плифицировали перекрывающиеся фрагменты [36]. 
Для получения ПЦР-фрагментов выделенных вирусов 
Rus(Amur)8947H_2019, Rus(Primorsky)8949H_2019, 
Rus(Primorsky)_9220H_2021 использовали пары 
праймеров, описанные ранее P.R. Heaton и соавт. [37] 
для гена, кодирующего нуклеопротеин: JW12-JW6 
(DPL), JW6 (M), JW6 (E), а затем f1 и r1, описанные 
Y. Liu и соавт. [38]. Амплификацию проводили на 
амплификаторе Axygen MaxyGene II Thermal Cycler 
(Axygen Scientific Inc., США). 

Наличие ПЦР-продукта необходимой длины кон-
тролировали электрофоретическим методом в 1,5% 
агарозном геле (1× TAE (трис-ацетатный буфер)) 
с добавлением бромистого этидия. Очистку ПЦР-про-
дуктов и их концентрацию осуществляли с исполь-
зованием магнитных частиц Agencourt AMPure XP 
(Beckman Coulter Life Sciences, США) в соответствии 
с рекомендациями производителя. 

Очищенный ПЦР-продукт секвенировали, исполь-
зуя вышеуказанные пары праймеров и набор реаген-
тов BigDye™ Terminator v1.1. Cycle Sequencing Kit, 
с последующим анализом продуктов реакции на ге-
нетическом анализаторе SeqStudio Genetic Analyzer 
(Thermo Fisher Scientific Inc., США). 

Структуру полученных хроматограмм анализи-
ровали с помощью компьютерной программы Chro-
mas 2.6.6.0 (Technelysium Pty Ltd, Австралия). По-
лученные фрагменты генома вирусов выравнивали 
в BioEdit 7.0.5.3 (Informer Technologies, Inc., США). 
Длина полученных продуктов амплификации фраг-
ментов генов нуклеопротеина лиссавирусов состави-
ла 1258 н.о. (позиция генома – 71-1328 относительно 
Reference Sequence NC_001542.1). 

Поиск идентичности нуклеотидов получен-
ных сиквенсов выполняли с помощью программы 
BLASTN 2.12.0+ в базе данных NCBI1.

(ныне Луганск, Луганская Народная Республика РФ), 
когда летучая мышь укусила девочку 15 лет [29]. Вто-
рой случай был выявлен в 2002 г. в Молодогвардейске 
(Луганская Народная Республика РФ): летучая мышь 
укусила мужчину 34 лет [30]. 

Таким образом, из выявленных на территории Рос-
сии 4 видов лиссавирусов – Lyssavirus rabies, Lyssavirus 
hamburg, Lyssavirus irkut, Lyssavirus caucasicus – пред-
ставители первых трёх являлись причиной гибели 
людей. Три последних были выделены от летучих мы-
шей: Lyssavirus hamburg только на территории Евро-
пы, Lyssavirus irkut – на территории России и Китая, 
Lyssavirus caucasicus – на территории России и в Аф-
рике [12, 31, 32]. В период 1977–2007 гг. гибель людей 
после укусов рукокрылыми была установлена 4 раза. 

В 2018–2021 гг. в Дальневосточном регионе Рос-
сии были зафиксированы три новых анализируемых 
в этой работе случая лиссавирусной инфекции у че-
ловека после контактов с летучими мышами.

Цель – охарактеризовать случаи гибели людей после 
контактов с рукокрылыми на территории Дальнего Вос-
тока в 2018–2021 гг. и типировать выделенные патогены.

Материалы и методы
Лиссавирусную инфекцию подтверждали в об-

разцах секционного материала от людей, погибших 
в Амурской области (Благовещенск) в июне 2019 г., 
в Приморском крае в сентябре 2019 г. (Фокино) и в ав-
густе 2021 г. (с. Заветное). По клинико-эпидемиоло-
гическим данным в двух первых случаях был диа-
гностирован энцефалит неустановленного генеза (ме-
нингоэнцефалит неясной этиологии, вирусный 
энцефалит неуточнённый), в последнем – острый эн-
цефалит лиссавирусной этиологии, тяжёлое течение.

Специфический антиген вируса бешенства выявля-
ли методом флуоресцирующих антител [33] с исполь-
зованием поликлонального антирабического имму-
ноглобулина, меченного флуоресцеин-5-изотиоциа-
натом (ФИТЦ-иммуноглобулин) производства ФГБУ 
«Всероссийский научно-исследовательский институт 
здоровья животных» (ВНИИЗЖ).

Выделение вирусов Rus(Amur)8947H_2019, Rus(Pri-
morsky)8949H_2019 и Rus(Primorsky)9220H_2021 
выполнено в ходе биопробы на беспородных белых 
мышах массой 8–12 г путём интрацеребральной ино-
куляции 0,03 мл 10% суспензии головного мозга по-
гибших людей, приготовленной на растворе Хенкса 
[34]. Специфическую гибель мышей от рабдовируса 
подтверждали обнаружением его антигена методом 
флуоресцирующих антител в отпечатках головного 
мозга животных. Инфекционную активность вирусов 
в нативном материале, а также на уровне 2-го и 4-го 
пассажа определяли путём интрацеребральной ин-
окуляции 0,03 мл суспензий головного мозга погиб-
ших людей, 10-кратно раститрованных на растворе 
Хенкса от 10–1 до 10–7. Расчёт титра вируса проводили 
по Reed и Munch [35]. Авторы подтверждают соблю-
дение институциональных и национальных стандар-
тов по использованию лабораторных животных в со-
ответствии с Consensus Author Guidelines for Animal 

1Standard Nucleotide BLAST. Available at: https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM = blastn&BLAST_SPEC = 
GeoBlast&PAGE_TYPE = BlastSearch.
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был укушен летучей мышью за верхнюю губу. Рану 
обработал самостоятельно, за медицинской помощью 
не обращался. Заболел на 52-й день после укуса. Кома 
зафиксирована на 5-е сутки болезни. Смерть наступи-
ла на 8-е сутки.

У всех пострадавших заболевание развивалось 
по типу менингоэнцефалита, осложнённого гипер-
термическим синдромом (до 39–40, 39 и 37,2 °С 
соответственно), интоксикацией, судорожным син-
дромом, нарушением речи, сознания с выраженной 
сердечно-сосудистой, дыхательной и церебральной 
недостаточностью. Во всех случаях зафиксирован 
отёк мозга. В первом случае отметили отёк лёгких 
и двустороннюю пневмонию, в третьем – выражен-
ные генерализованные миоклонии, опсоклонус, мио-
клоническую ретракцию век, бульбарный синдром, 
тетрапарез, тромбоз центральных вен сетчатки обоих 
глаз, кератоконьюктивит. В первом случае исключа-
ли отравление суррогатами алкоголя и пневмонию, 
в третьем – ишемический инсульт.

Особенности случаев лиссавирусной инфекции 
у пострадавших после укусов летучими мышами 
в Дальневосточном регионе обобщены в табл. 1. Ви-
ды рукокрылых, явившиеся источниками заражения 
в описываемых случаях, не установлены. 

Материал от погибших был доставлен в рефе-
ренс-центр по мониторингу за бешенством, действую-
щий на базе ФБУН «Омский НИИ природно-очаговых 
инфекций» Роспотребнадзора в соответствии с При-
казом Роспотребнадзора от 01.12.2017 № 1116. Необ-
ходимо отметить, что благодаря бдительности меди-
цинских специалистов и наличию референс-центра 
на эти случаи обратили внимание специалисты и уда-
лось расшифровать этиологию инфекции.

Для исследования материала в ПЦР-реакции формата 
Real-time использовали набор реагентов для выявления 
РНК вируса бешенства от ООО «Синтол» (Москва), за-
регистрированный для использования в медицинских 
целях. Тест-система проводит детекцию специфиче-

Анализ филогенетических отношений полученных 
последовательностей нуклеопротеина и построение 
дендрограмм выполняли в программе MEGA7 [39] 
с применением алгоритма Neighbor-Joining, исполь-
зуя депонированные последовательности фрагментов 
гена N из электронной базы данных GenBank (n = 51). 

Статистическую обработку результатов проводили 
общепринятыми методами, используя Microsoft Of-
fice Excel 2016.

Результаты 
Территория России характеризуется наличием при-

родных очагов бешенства, в которых циркуляцию 
вируса поддерживают дикие хищники преимуще-
ственно семейства псовых (Canidae) [18, 21]. Однако 
с 2019 г. стала наблюдаться нетипичная для России 
картина: за три года было выявлено три случая гибе-
ли людей после укусов рукокрылыми – все на терри-
тории Дальнего Востока.

Первый пострадавший от рукокрылых – работаю-
щий мужчина 36 лет. В мае 2019 г. он находился на да-
че в Благовещенске Амурской области. При надевании 
рабочей рукавицы был дважды укушен в безымянный 
палец левой руки оказавшимся там рукокрылым. От-
мечалось небольшое кровотечение. Пострадавший 
самостоятельно обработал раны, за медицинской по-
мощью не обращался. Заболевание начало развиваться 
на 21-й день после укуса. Кома развилась на 10-й день 
заболевания. Смерть наступила на 15-й день болезни.

Второй пострадавший – пенсионер 73 лет. Подверг-
ся нападению летучей мыши в г. Фокино Примор-
ского края в конце августа 2019 г. Мужчина работал 
в гараже. Рукокрылое напало и нанесло укус в шею. 
За медицинской помощью не обращался. Инкубаци-
онный период составил около 15 суток. На 2-е сутки 
заболевания наступила смерть. 

Третий пострадавший – работающий мужчи-
на 35 лет. Находясь на реке в с. Заветное Чугуевского 
района Приморского края в середине июня 2021 г., 

Таблица 1. Особенности случаев лиссавирусной инфекции у пострадавших после укусов летучими мышами в Дальневосточном 
регионе в 2019 и 2021 гг.
Table 1. Features of cases of lyssavirus infection in victims of bat bites in the Far East region in 2019 and 2021

Дата контакта  
с источником инфекции

Date of contact  
with source of infection

Пол, возраст
Sex, age

Регион
Region

Инкубационный 
период 

Incubation period

Клинический 
период 

Clinical period

Своевременное  
обращение  

за медицинской помощью
Timely appeal for medical help

Середина мая 2019 г.
Mid May 2019

Мужчина, 36 лет
Мale, 36 years

Амурская область,
Благовещенск
Amur region

Blagoveshchensk

21 дней
21 days

15 дней
15 days

Не обращался
Did not apply

Конец августа 2019 г.
End of August 2019

Мужчина, 73 
года

Мale, 73 years

Приморский край,
ГО ЗАТО Фокино

Primorsky Krai 
Fokino

Около 15 дней
About 15 days 

2 дня
2 days

Не обращался
Did not apply

Середина июня 2021 г.
Mid June 2021

Мужчина, 35 лет
Мale, 35 years

Приморский край,
Чугуевский район,

с. Заветное
Primorsky Krai, 

Chuguevsky District, 
Zavetnoe village

52 дня
52 days 

8 дней
8 days

Не обращался
Did not apply
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русов в образцах от людей не выявили, тогда как все 
образцы от хищников прошли положительно. 

Опираясь на известные данные, согласно которым 
в популяциях наземных хищных циркулирует клас-
сический лиссавирус бешенства, предположили, 
что выявленный с помощью тест-системы от ООО 
«Синтол» возбудитель лиссавирусной инфекции мо-
жет относиться к отличному от классического виду 
лиссавирусов, а также что патогены могут относить-
ся к филогруппе I, общей с классическим лиссави-
русом.

В отпечатках головного мозга, приготовленных 
с секционного материала погибших, в реакции им-
мунофлуоресценции с поликлональным антира-
бическим иммуноглобулином производства ФГБУ  
«ВНИИЗЖ» был обнаружен специфический антиген 
вируса бешенства (рис. 2). Интенсивность специфи-
ческого свечения двух образцов (рис. 2 а, в) была оце-
нена на 4 балла (чётко видимое жёлто-зелёное свече-
ние), ещё одного (рис. 2 б) – на 2 балла.

ской РНК лиссавируса бешенства (вид Lyssavirus rabies 
– классический вирус бешенства) по двум каналам – 
Yellow и Orange. Регистрация роста сигнала по одному 
из каналов свидетельствует о наличии в образце специ-
фических фрагментов РНК генома указанного патогена. 

Материал от людей, погибших после укуса руко-
крылых, тестировали параллельно с положительны-
ми образцами, принадлежащими диким хищным жи-
вотным. 

В образцах от всех погибших людей положитель-
ный сигнал, свидетельствующий о наличии в сек-
ционном материале возбудителя бешенства, был по-
лучен по каналу Yellow (рис. 1 а, б, в). Наличие па-
тогенов в образцах от наземных диких хищников 
традиционно регистрировали положительно по кана-
лу Orange (рис. 1 г). 

С помощью тест-системы от ООО «Фрактал Био», 
зарегистрированной для ветеринарных целей, кото-
рая адаптирована для выявления классического лис-
савируса бешенства, специфической РНК лиссави-

Рис. 1. Результаты диагностики образов от людей, погибших после укусов рукокрылыми, и материала от диких хищников в ПЦР 
Real-time с набором реагентов для выявления РНК вируса бешенства от ООО «Синтол» по каналам детекции специфики: Yellow:  

а – человек, Амурская область, 2019 г.; б – человек, Приморский край, 2019 г.; в – человек, Приморский край, 2021 г. и Orange:  
г – хищные млекопитающие, Амурская область, 2019 г. Кривые на иллюстрациях а, б, в, г соответствуют положительным реакци-
ям для образцов биоматериала. К+ – положительный контроль реакции. По оси Х указана нормальная флюоресценция. По оси Y 

указано количество циклов.
Fig. 1. Results of testing of samples from people who died after being bitten by bats and material of wild carnivores in the Real-time PCR 

reaction with a set of reagents for the detection of rabies virus RNA from Syntol LLC using specific detection channels: Yellow: a – human, 
Amurskaya region, 2019; b – human, Primorsky Krai, 2019; c – human, Primorsky Krai, 2021 and Orange: d – samples of wild carnivores, 

Amur Region, 2019. In illustrations a, b, c, d curves are to positive reactions for biomaterial samples. C+ – positive reaction control.  
The X-axis indicates normal fluorescence. The Y-axis indicates the number of cycles.

a/a

в/c

б/b

г/d



5151

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2023; 68(1)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-156

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

В ходе биопробы на беспородных белых мышах 
путём их интрацеребрального заражения выдели-
ли вирусы, обозначенные Rus(Amur)_8947H_2019, 
Rus(Primorsky)8949H_2019 и Rus(Primorsky-
)9220H_2021. Инкубационный период для изоля-
та Rus(Amur)_8947H_2019 составил 10–13 дней  
(в среднем 11,5 ± 0,3), для Rus(Primorsky)_ 
8949H_2019 – 7–10 дней (в среднем 8,6 ± 0,7), для 
Rus(Primorsky)_9220H_2021 – 6–8 дней (в сред-
нем 7,1 ± 0,1) (табл. 2).

Все животные, заражённые первичным материа-
лом, заболели с типичными клиническими призна-
ками, из которых преобладали параличи, парезы. 
Наблюдались вялость, слабость, судороги, снижение 
активности, подвижности. Гибель животных насту-
пала в течение суток. Гибель мышей от лиссавирус-
ной инфекции подтверждали путём обнаружения 
специфического антигена в отпечатках, приготов-
ленных с головного мозга животных, павших либо 
умерщвлённых на высоте клинических признаков. 

Для выделенных вирусов провели пассаж на беспо-
родных белых мышах массой 8–12 г. На уровне 3-го 
пассажа инкубационный период для возбудителей 
Rus(Amur)8947H_2019 и Rus(Primorsky)8949H_2019 
сократился до 5 дней, для Rus(Primorsky) 9220H_2021 – 
до 4–5 дней. Титр вируса Rus(Amur)8947H_2019, со-
ставивший в первичном материале 4,4 lg LD500,03, на 
уровне 4-го пассажа составил 4,7 lg LD500,03. Для виру-
са Rus(Primorsky)8949H_2019 инфекционная актив-
ность соответственно составила 4,6 lg LD500,03 в пер-
вичном материале и 5,6 lg LD500,03 – на уровне 6-го 
пассажа. Титр вируса Rus(Primorsky) 9220H_2021 
в первичном материале составил 4,3 lg LD500,03, на 
уровне 4-го пассажа – 5,4 lg LD500,03 (табл. 2).

В ходе ПЦР и секвенирования для изолятов 
Rus(Amur)8947H_2019, Rus(Primorsky)8949H_2019 
и Rus(Primorsky) 9220H_2021 получили фрагменты 
последовательностей генов нуклеопротеина, дли-
на которых составила 1258 н.о. (номера в GenBank: 
OQ377548 – OQ377550).

Рис. 2. Специфическая иммунофлуоресценция антигена лиссавирусов бешенства в отпечатках головного мозга, полученная ме-
тодом флуоресцирующих антител с использованием поликлонального Ig (ФГБУ «ВНИИЗЖ»). Отпечатки сделаны с первичного 

материала (головной мозг): а – человек, Амурская область, 2019 г.; б – человек, Приморский край, 2019 г.; в – человек, Приморский 
край, 2021 г.; г – здоровые белые мыши. Микроскоп Olympus CX41, окуляр ×10, объектив ×100, система документирования DP 72, 

масляная иммерсия.
Fig. 2. Specific immunofluorescence of rabies lyssavirus antigen in brain imprints obtained during MFA using polyclonal Ig (FGBI “Federal 

Centre for Animal Health”). The prints were made from primary material (brain): a – human, Amur Region, 2019; b – human, Primorsky 
Territory, 2019; c – human, Primorsky Territory, 2021; d – healthy white mice. Olympus CX41 microscope, ×10 eyepiece, ×100 objective, 

DP 72 documentation system, oil immersion.

a/a

в/c

б/b

г/d
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С помощью программы BLASTN 2.12.0+ бы-
ло установлено, что последовательности вирусов 
Rus(Amur)_8947H_2019, Rus(Primorsky)_8949H_2019 
и Rus(Primorsky)_9220H_2021 идентичны лис-
савирусам Иркут: вирусу Озёрное, выделенному 
от человека, погибшего в 2007 г. в Приморском крае, – 
на 98,17–99,68%; вирусу IRKV-THChina12, выделен-
ному в 2012 г. от летучей мыши в Китае (уезд Тунхуа, 
провинция Гирин), – на 98,17–98,97%; вирусу FX17, 
выделенному в 2017 г. от собаки в Китае (городской 
округ Фусинь), – на 98,01–98,81%; вирусу Иркут, вы-
деленному от летучей мыши в 2002 г. в Иркутске, – 
на 92,75–93,15% (табл. 3). 

Сходство с лиссавирусом Гамбург (EBLV-1, изо-
лят 13424, Испания, 1989 г.) составило 79,08–79,28%, 
с лиссавирусами классического бешенства – 76,75–
77,64% (табл. 3).

Было установлено, что вирусы, вызвавшие гибель 
людей в Амурской области и Приморском крае, об-
разуют отдельный монофилетический кластер с лис-
савирусами, относящимися к виду Иркут со 100%-й 
бутстреп-поддержкой (рис. 3). 

Обсуждение
У описываемых трёх погибших типичной клини-

ческой картины бешенства (гидрофобии, аэрофобии, 
фотофобии), позволяющей без труда констатировать 
лиссавирусную этиологию энцефалита, не отмечали. 
С учётом нарастания тяжести заболевания на основа-
нии клинико-эпидемиологических данных был уста-
новлен диагноз «вирусный энцефалит неуточнён-
ный», а в двух случаях на основании эпиданамнеза 
предположили энцефалит лиссавирусной этиологии. 

Непохожий по клиническим проявлениям случай 
гибели 45-летней женщины зафиксировали в 2020 г. 
в Завитинске Амурской области после укуса собакой. 
Из-за неправильного отбора материала случай лабо-
раторно не подтверждён. Но выраженная гидрофобия, 
аэрофобия, фотофобия, гипертермия, гиперсалива-
ция, агрессия, наличие в анамнезе укуса собакой по-
зволили констатировать гибель пострадавшей от бе-
шенства по клинико-эпидемиологическим данным.

Важно помнить, что контакт с рукокрылым может 
пройти незамеченным для человека, и данные о нём 
могут отсутствовать в эпиданамнезе. Инфекция, 

Таблица 2. Характеристика выделенных лиссавирусов, вызвавших гибель людей после укусов рукокрылыми
Table 2. Characteristics of the isolated lyssaviruses that caused the death of people after being bitten by bats

Характеристика
Characteristics Rus(Amur)8947H_2019 Rus(Primorsky)8949H_2019 Rus(Primorsky) 9220H_2021

Инкубационный период при 1 заражении
Incubation period at 1 infection

10–13 дней
(в среднем 11,5)

10–13 days (mean 11.5)

7–10 дней
(в среднем 8,6)

7–10 days (mean 8.6)

6–8 дней
(в среднем 7,1)

6–8 days (mean 7.1)

Инкубационный период на 3-м пассаже
Incubation period at passage 3

5 дней
5 days

5 дней
5 days

4-5 дней
4-5 days

Инкубационный период на 5-м пассаже
Incubation period at passage 5

4–5 дней
4–5 days

4–5 дней
4–5 days

4–6 дней
4–6 days

Титр вируса в первичном материале
Virus titer in primary material 4,4 lg LD500,03 4,6 lg LD500,03 4,3 lg LD500,03

Титр вируса на уровне
Virus titer at the level

4-го пассажа 
passage 4

4,7 lg LD500,03

6-го пассажа 
passage 6

5,6 lg LD500,03

4-го пассажа 
passage 4

5,4 lg LD500,03

Таблица 3. Поиск идентичности нуклеотидов полученных сиквенсов с помощью BLASTN 2.12.0+
Table 3. Search for nucleotide identity of obtained sequences using BLASTN 2.12.0+

Вирусы
Viruses

Доля идентичности фрагментов генома нуклеопротеина 
(1258 н.о., позиция 71-1328 относительно RefSeq NC_001542.1), %

Identity of nucleoprotein genome fragments
(1258 n.p., position 71-1328 relative to RefSeq NC_001542.1), %

Лиссавирусы Иркут (IRKV)
Irkut lyssaviruses (IRKV) Rus(Amur)_8947H_2019 Rus(Primorsky)_8949H_2019 Rus(Primorsky)_9220H_2021

1 Ozernoe, 2007 98,17 99,68 99,13

2 THChina12, 2012 98,17 98,89 98,97

3 FX17, 2017 г. 98,01 98,73 98,81

4 Irkut (NCBI RefSeq), 2002 93,15 92,83 92,75

Lyssavirus hamburg  
(EBLV-1, изолят 13424, Испания, 1989)
(EBLV-1, isolate 13424, Spain, 1989)

79,16 79,08 79,28

Лиссавирусы бешенства (RABV)
Rabies lyssaviruses (RABV) 77,24–76,75 77,64–77,24 77,53–77,04
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связанная с лиссавирусами, отличными от класси-
ческого бешенства, может протекать без типичных 
клинических признаков. Имеются сообщения об ати-
пичной симптоматике бешенства у человека, связан-
ной с укусами рукокрылых (Всемирная организация 
здравоохранения, 2018), что затрудняет постановку 
диагноза. В связи с этим в случае смерти человека 
от острого энцефаломиелита неустановленной этио-

логии в пределах 10–15 дней от начала болезни, на-
стоятельно рекомендуется проводить исследование 
секционного материала на лиссавирусную инфек-
цию. В СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиоло-
гические требования по профилактике инфекцион-
ных болезней» (раздел XXII) нами актуализированы 
правила по профилактике бешенства и определена 
необходимость таких исследований.

Рис. 3. Филогенетическая дендрограмма, полученная методом Neighbor-Joining для 51-го изолята лиссавирусов известных видов 
на основании выравнивания последовательностей гена нуклеопротеина (N, 1258 н.о.). В узлах указана доля дублирующих деревьев 
(бутстреп-поддержка, %), в которых ассоциированные таксоны сгруппированы вместе, в бутстреп-тесте (1000 повторов). Значения 

показателей бутстреп-поддержки отражают устойчивость топологии дендрограммы и достоверны при значениях > 70%. Анализ 
выполнен в MEGA7.

Fig. 3. Phylogenetic dendrogram obtained by the Neighbor-Joining method for 51 isolates of lyssaviruses of known species based on the 
alignment of the nucleoprotein gene sequences (N, 1258 bp). The nodes indicate the percentage of duplicate trees (bootstrap support, %) in 
which associated taxa are grouped together in the bootstrap test (1000 repetitions). The values of the bootstrap support indicators reflect the 

stability of the topology of the dendrogram and are significant at values > 70%. The analysis was performed in MEGA7 software.
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тельство вероятной передачи вируса летучих мышей 
Иркут наземным плотоядным, а через них – человеку. 

Анализ идентичности с помощью програм-
мы BLASTN и филогенетический анализ про-
демонстрировали, что полученные последова-
тельности выявленных в 2019 и 2021 гг. вирусов 
Rus(Amur)_8947H_2019, Rus(Primorsky)8949H_2019 
и вирус Rus(Primorsky)_9220H_2021 кластеризуют-
ся с лиссавирусами IRKV и идентичны представи-
телям вида более чем на 90%. Известно, что порог 
идентичности нуклеотидов N-гена, обеспечивающий 
однозначное разделение всех лиссавирусов на виды, 
составляет 82% [42]. Идентичность с другими видами 
(EBLV-1 и RABV) составляла от 79,28 до 76,75%, что 
указывает на то, что выявленные вирусы относятся 
к виду IRKV.

Анализ филогенетических отношений, выполнен-
ный в программе MEGA7 для последовательностей 
фрагмента гена N всех известных видов лиссавирусов 
из GenBank (1258 н.о., n = 51), установил, что вирусы, 
вызвавшие гибель людей в Амурской области и При-
морском крае, образуют отдельный монофилетиче-
ский кластер с лиссавирусами Иркут, бутстреп-под-
держка которого составляет 100% (рис. 3).

Все вирусы IRKV, несмотря на то что были выяв-
лены в относительно отдалённых географических 
местах, очень близки (рис. 3, 4). Известно мини-
мум три случая гибели людей от бешенства, связан-

Юг Дальнего Востока характеризуется активно-
стью южно-дальневосточного природно-очагового 
региона [40], где лиссавирус бешенства циркулирует 
в популяциях лисиц и енотовидных собак. Периоди-
чески в эпизоотический процесс вовлекаются волки. 
В различные периоды эпизоотий регистрируют 40–
60% случаев бешенства у домашних собак [20, 21].

За последние 20 лет на Дальнем Востоке зарегистри-
ровали 11 случаев гибели людей от энцефалита лисса-
вирусной этиологии. Источниками лиссавируса бешен-
ства в 3 случаях были домашние собаки, в 4 – дикие 
хищники (лисица – 3 случая, волк – 1) [20]. Рукокрылые 
являлись источником лиссавируса Иркут ещё в 4 случа-
ях [28], в том числе описанных в данной работе.

Первоначально лиссавирус Иркут был выявлен 
у большого трубконоса (Murina leucogaster) в Иркут-
ске в 2002 г. [23]. В 2007 г. была зафиксирована гибель 
человека от этого лиссавируса в с. Озёрное Примор-
ского края [28] (рис. 4). 

Изучаемый возбудитель обнаружен не только на 
территории России. В 2012 г. лиссавирус Иркут был 
выделен от большого трубконоса в провинции Гирин 
(Цзилинь) в центре Северо-Восточного Китая [38]. 
Повторное обнаружение возбудителя у того же вида 
рукокрылых может указывать на его видоспецифич-
ность. Через несколько лет, в 2017 г., в Китае в округе 
Фусинь вирус Иркут был выявлен у павшей домашней 
собаки, укусившей человека [41]. Это первое свиде-

Рис. 4. Случаи выявления лиссавируса Иркут (IRKV) в хронологическом порядке: 2002 – Россия, Иркутск, большой трубконос; 
2007 – Россия, Приморский край, Яковлевский район, с. Озёрное, человек; 2012 – Китай, провинция Гирин, большой трубконос; 

2017 – Китай, округ Фусинь, домашняя собака; 2019 – Россия, Благовещенск, Амурская область, человек; 2019 – Россия, Примор-
ский край, ГО ЗАТО Фокино, человек; 2021 – Россия, Приморский край, Чугуевский район, с. Заветное, человек.

Fig. 4. Cases of detection of Irkut lyssavirus (IRKV) in chronological order: 2002 – Russia, Irkutsk, Bat; 2007 – Russia, Primorsky Krai, 
Yakovlevsky district, Ozernoye village, human; 2012 – China, Jilin province, Bat; 2017 – China, Fuxin County, domestic dog; 2019 – 
Russia, Amur Region, Blagoveshchensk, human; 2019 – Russia, Primorsky Territory, Fokino, human; 2021 – Russia, Primorsky Krai, 

Chuguevsky district, Zavetnoe village, human.
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ные с летучими мышами на северо-востоке Китая: 
в округе Тунгхуа в 1990-х гг. и в 2002 г. и в горо-
де Лунцзин в 2010 г. Эти случаи были диагности-
рованы только клинически, без лабораторного под-
тверждения. Видовая принадлежность рукокрылых, 
послуживших источниками гибели людей, не была 
установлена. Относительно редко сообщалось о слу-
чаях нападения летучих мышей на людей [38]. Ра-
нее в Азии было зарегистрировано несколько неоха-
рактеризованных случаев лиссавирусной инфекции 
у рукокрылых [11]. В 1967 г. в Таиланде антигены 
лиссавируса выявили у двух малайских коротконо-
сых крыланов (Cynopterus brachyotis) методом флуо-
ресцирующих антител [43]. В 1978 г. лиссавирус был 
обнаружен у сероголовой летучей лисицы (Pteropus 
poliocephalus) в Индии [44]. Эти данные указывают 
на возможность более широкого распространения 
лиссавируса Иркут. Он может быть распространён 
по всему ареалу большого трубконоса, в том чис-
ле в Сибири и на Дальнем Востоке. В циркуляцию 
патогена могут быть вовлечены другие виды руко-
крылых. 

На данном этапе нами показана перспективность 
использования молекулярно-генетических методов 
для детекции представителей рода Lyssavirus, не от-
носящихся к классическому лиссавирусу бешенства, 
актуальность их использования для расшифровки 
случаев гибели людей от энцефалитов неясной этио-
логии, определены диагностические возможности 
ПЦР-тест-систем отечественного производства. 
Успешное выявление лиссавирусов неклассического 
бешенства с помощью одного из отечественных ди-
агностикумов – случай исключительный, так как до-
ступные отечественные ПЦР-тест-системы сконстру-
ированы специфичными для выявления классическо-
го лиссавируса бешенства. 

Так, использованная для диагностики ПЦР-тест-си-
стема от ООО «Синтол» была разработана для вы-
явления специфической РНК лиссавируса классиче-
ского бешенства путём детекции двух участков гено-
ма: участка, кодирующего ген нуклеопротеина (N), 
и участка, кодирующего ген РНК-зависимой РНК-по-
лимеразы (L). Все классические вирусы бешенства 
в данной системе детектировались по каналу, вы-
являющему фрагменты нуклеопротеина. Специфи-
ческие фрагменты РНК лиссавирусов от погибших 
после укусов летучих мышей были выявлены только 
по каналу детекции гена L, а их участок нуклеопроте-
ина данной тест-системой не детектировался. Исходя 
из этого, мы предположили, что тест-система ООО 
«Синтол» выявила другой лиссавирус, не относящий-
ся к классическому лиссавирусу бешенства, возмож-
но, относящийся к филогруппе I (см. ниже). При этом 
другая система, разработанная для детекции участка 
нуклеопротеина классического вируса бешенства, 
распространённого в России, не зарегистрировала 
указанные вирусы, продемонстрировав отсутствие их 
специфичности для выявления данного патогена.

В ходе вирусологического изучения вирусы были 
выделены в биопробе на беспородных белых мы-

шах, а их специфичность была подтверждена ме-
тодом флуоресцирующих антител с поликлональ-
ным антирабическим иммуноглобулином. Такая 
возможность имеется благодаря тому, что ген N яв-
ляется высококонсервативным, индуцирует форми-
рование перекрёстно реагирующих и комплемент-
связывающих антител, а лиссавирусы разных видов 
показывают широкую антигенную перекрёстную 
активность на уровне детекции антигена N-белка 
[3]. Это позволяет стандартным диагностическим 
методам, направленным на детекцию нуклепроте-
ина (например, методом флуоресцирующих анти-
тел), путём реакции с поликлональным антираби-
ческим иммуноглобулином, используя одинаковые 
диагностикумы, обнаруживать все лиссавирусы без 
видовых различий.

В соответствии с генетическими расстояниями 
и серологической перекрёстной активностью лис-
савирусы делятся как минимум на три филогруппы. 
Филогруппу 1 составляют RABV, DUVV, EBLV-1, 
EBLV-2, ABLV, ARAV, KHUV, IRKV, BBLV, GBLV, 
TWBLV, KBLV. Филогруппу 2 составляют LBV, 
MOKV, SHIBV. Остальные виды – WCBV, IKOV 
и LLEBV – не могут быть включены ни в одну 
из этих филогрупп. В пределах каждой филогруппы 
наблюдается относительная консервативность гли-
копротеиновых антигенов, индуцирующих синтез 
вируснейтрализующих антител, обеспечивающих 
противовирусный иммунитет (идентичность амино-
кислот в эктодомене > 74%). Перекрёстная нейтра-
лизация между лиссавирусами разных филогрупп 
отсутствует (идентичность аминокислот в эктодоме-
не < 62%). В результате коммерчески доступные вак-
цины и иммуноглобулины против бешенства, скон-
струированные на основе штаммов классического 
вируса, в основном индуцируют иммунную защиту 
от лиссавирусов филогруппы I, но не от других лис-
савирусов [7].

Лиссавирус Иркут относится к филогруппе I [7], 
и имеющиеся антирабические препараты должны 
от него защищать. Однако результаты эксперимен-
тальных данных американских и китайских иссле-
дователей показали, что коммерческие биопрепара-
ты от бешенства не обеспечивают 100%-й защиты 
от инфекции, вызванной IRKV, столь же надежной, 
как защита от заражения классическим лиссавирусом 
бешенства [45–47].

Заключение
1. За период 1977–2021 гг. в России гибель людей 

от укусов летучих мышей была зафиксирована семь 
раз: два – Луганская Народная Республика РФ, Лу-
ганск (Ворошиловград) и Молодогвардейск; один – 
Белгородская область, Белгород; один – Амурская 
область, Благовещенск; три – Приморский край, 
с. Озерное, г. Фокино, с. Заветное.

2. Из циркулирующих на территории России че-
тырёх видов лиссавирусов – Lyssavirus rabies, 
Lyssavirus hamburg, Lyssavirus irkut, Lyssavirus 
caucasicus – представители первых трёх являлись 



5656

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2023; 68(1)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-156

ORIGINAL RESEARCHES

Л И Т Е РАТ У РА 

1. Грибенча С.В., Львов Д.К. Бешенство. В кн.: Львов Д.К., ред. 
Руководство по вирусологии. М.: МИА; 2013: 811–6.

2. Ботвинкин А.Д. Бешенство. В кн.: Брико Н.И., Онищенко Г.Г., 
Покровский В.И., ред. Руководство по эпидемиологии инфек-
ционных болезней. Том 2. М.: МИА; 2019: 199–223.

3. Virus Taxonomy. The ICTV Report on Virus Classification and Taxon 
Nomenclature. Subfamily: Alpharhabdovirinae. Genus: Lyssavirus. 
Available at: https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/
negative-sense-rna-viruses/w/rhabdoviridae/795/genus-lyssavirus 

4. Nokireki T., Tammiranta N., Kokkonen U.M., Kantala T., Gadd T. 
Tentative novel lyssavirus in a bat in Finland. Transbound. Emerg. 
Dis. 2018; 65(3): 593–6. https://doi.org/10.1111/tbed.12833596 

5. Marston D.A., Horton D.L., Ngeleja C., Hampson K., McElhin-
ney L.M., Banyard A.C., et al. Ikoma lyssavirus, highly divergent 
novel lyssavirus in an African civet. Emerg. Infect. Dis. 2012; 18(4): 
664–7. https://doi.org/10.3201/eid1804.111553

6. Coertse J., Markotter W., le Roux K., Stewart D., Sabeta C.T., 
Nel L.H. New isolations of the rabies-related Mokola virus 
from South Africa. BMC Vet. Res. 2017; 13(1): 37. https://doi.
org/10.1186/s12917-017-0948-0

7. WHO expert consultation on rabies: third report. Geneva; 2018. 
Available at: https://apps.who.int/iris/handle/10665/272364 

8. Banyard A.C., Hayman D., Johnson N., McElhinney L., Fooks A.R. 
Bats and lyssaviruses. Adv. Virus. Res. 2011; 79: 239–89. https://
doi.org/10.1016/B978-0-12-387040-7.00012-3

9. Banyard A.C., Evans J.S., Luo T.R., Fooks A.R. Lyssaviruses and 
bats: emergence and zoonotic threat. Viruses. 2014; 6(8): 2974–90. 
https://doi.org/10.3390/v6082974

10. Rupprecht C., Kuzmin I., Meslin F. Lyssaviruses and rabies: current 
conundrums, concerns, contradictions and controversies. F1000Res. 
2017; 6: 184. https://doi.org/10.12688/f1000research.10416.1

11. Markotter W., Coertse J. Bat lyssaviruses. Rev. Sci. Tech. 2018; 
37(2): 385–400. https://doi.org/10.20506/rst.37.2.2809

12. Shipley R., Wright E., Selden D., Wu G., Aegerter J., Fooks A.R., 
et al. Bats and viruses: emergence of novel lyssaviruses and associ-
ation of bats with viral zoonoses in the EU. Trop. Med. Infect. Dis. 
2019; 4(1): 31. https://doi.org/10.3390/tropicalmed4010031

13. Regnault B., Evrard B., Plu I., Dacheux L., Troadec E., Cozette P., 
et al. First Case of Lethal Encephalitis in Western Europe Due to 
European Bat Lyssavirus Type 1. Clin. Infect. Dis. 2022; 74(3): 
461–6. https://doi.org/10.1093/cid/ciab443

14. Fooks A.R., Cliquet F., Finke S., Freuling C., Hemachudha T., Ma-
ni R.S., et al. Rabies. Nat. Rev. Dis. Primers. 2017; 3: 17091. https://
doi.org/10.1038/nrdp.2017.91 

15. Kuzmin I.V., Botvinkin A.D., McElhinney L.M., Smith S.S., Or-
ciari L.A., Hughes G.J., et al. Molecular epidemiology of terrestri-
al rabies in the former Soviet Union. J. Wildlife Dis. 2004; 40(4): 
617–31. https://doi.org/10.7589/0090-3558-40.4.617

16. Deviatkin A.A., Lukashev A.N., Poleshchuk E.M., Dedkov V.G., 
Tkachev S.E., Sidorov G.N., et al. The phylodynamics of the rabies 
virus in the Russian Federation. PLoS One. 2017; 12(2): e0171855. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0171855

17. Сидоров Г.Н. Аспекты исторического развития природных оча-
гов бешенства в Европе и Северной Азии. Ветеринарная пато-
логия. 2002; (1): 21–5.

18. Сидоров Г.Н., Сидорова Д.Г., Полещук Е.М. Бешенство диких 
млекопитающих на территории России в конце 20 – начале 21 
веков. Зоологический журнал. 2010; 89(1): 26–36.

19. Полещук Е.М., Сидоров Г.Н., Грибенча С.В. Итоги изучения 
антигенного и генетического разнообразия вируса бешенства в 
популяциях наземных млекопитающих России. Вопросы виру-
сологии. 2013; 58(3): 9–16. 

20. Полещук Е.М., Сидоров Г.Н., Нашатырева Д.Н., Градобоева Е.А, 
Пакскина Н.Д., Попова И.В. Бешенство в Российской Федера-
ции: Информационно-аналитический бюллетень. Омск; 2019. 

21. Полещук Е.М., Сидоров Г.Н. Анализ особенностей эпизо-
отолого-эпидемической ситуации и риск заражения бешен-
ством в Российской Федерации в начале XXI века. Пробле-
мы особо опасных инфекций. 2020; (4): 16–25. https://doi.
org/10.21055/0370-1069-2020-4-16-25

22. Полещук Е.М., Кузьмин И.В., Газарян С.В., Ботвинкин А.Д. За-
падно-кавказский лиссавирус рукокрылых: отсутствие вакцин-
ной защиты. Plecotus et al. 2003; (6): 67–71.

причиной гибели людей, три последних выделялись 
от летучих мышей.

3. Выявление случаев гибели людей от лиссавирус-
ной инфекции на юге Дальневосточного региона ука-
зывает на недостаточную оценку роли рукокрылых 
в эпидемиологии этой инфекции в России, а также 
на возможность гиподиагностики лиссавирусной ин-
фекции после контактов с этими животными. 

4. На территории России актуален мониторинг 
популяций летучих мышей на заражённость лисса-
вирусами, при планировании которого необходимо 
принимать во внимание факты обнаружения лиссави-
руса Иркут в России и Китае у большого трубконоса, 
указывающие на возможную видоспецифичность па-
тогена.

5. Органы санэпиднадзора и здравоохранения 
должны быть осведомлены о потенциале рукокрылых 
в передаче лиссавирусов. Учитывая большое видовое 
разнообразие летучих мышей и стремительный рост 
открытия новых видов лиссавирусов, ни один регион 
России нельзя считать свободным от этих возбудите-
лей. 

6. Ввиду сложности клинической диагностики 
этио логии энцефалита, связанного с лиссавирусами, 
отличными от классического лиссавируса бешенства, 
необходимо исследование секционного материала по-
гибших от энцефаломиелита неустановленной этио-
логии в пределах 10–15 дней от начала болезни на 
выявление лиссавирусного патогена. 

7. Отечественные коммерческие диагностические 
препараты для метода флуоресцирующих антител 
позволяют выявлять антиген лиссавируса Иркут. Оте-
чественная ПЦР-тест-система от ООО «Синтол», 
видимо, позволяет детектировать лиссавирус Иркут, 
но необходима разработка диагностикумов, вклю-
чающих родоспецифичные праймеры. Применение 
молекулярно-биологических методов представляется 
перспективным в плане развития диагностики бешен-
ства для совершенствования эпидемиологического 
надзора и повышения эффективности системы биоло-
гической защиты населения Российской Федерации.

8. Принадлежность к вирусу Иркут выявленных 
патогенов свидетельствует о том, что отечественные 
вакцины, присутствующие на рынке, должны защи-
щать от этого возбудителя. Тем не менее оценка суще-
ствующих иммунобиологических препаратов отно-
сительно вируса Иркут и необходимость разработки 
новых являются актуальной задачей.

9. Обобщение данных по выявлению лиссавируса 
Иркут и установленные факты его передачи в популя-
ции собак актуализируют необходимость вакцинации 
домашних животных с целью предотвращения их воз-
можного заражения этим возбудителем.

10. Необходимо обязательное усиление санпросвет-
работы с целью предотвращения контактов населе-
ния с бешеными животными, в том числе летучими 
мышами, а также стимулирования своевременного 
обращения за медицинской помощью после укусов 
животными. Травмы, нанесённые рукокрылыми, тре-
буют обязательной регистрации. 
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Генотипирование вируса эпидемического паротита 
(Paramyxoviridae: Orthorubulavirus: Mumps orthorubulavirus) 
как элемент лабораторного подтверждения инфекции 
Рубальская Т.С.1, Ерохов Д.В.1, Жердева П.Е.1, Милихина А.В.2, Гаджиева А.А.2,  
Тихонова Н.Т.1

1ФБУН «Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричевского»  
Роспотребнадзора, 125212, г. Москва, Россия;  
2ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Республике Дагестан», 367009, г. Махачкала, Россия 

Введение. Эпидемический паротит (ЭП) – вирусное заболевание, имеющее высокую социальную значи-
мость. Национальная программа «Элиминация кори и краснухи, достижение устойчивой спорадической за-
болеваемости эпидемическим паротитом в Российской Федерации (2021–2025 гг.)» ставит цель постепен-
ной интеграции надзора за ЭП в существующую систему надзора за корью и краснухой. Одним из ключевых 
компонентов надзора является лабораторное подтверждение случаев ЭП. В настоящее время существует 
два подхода к лабораторной верификации ЭП – серологический и молекулярно-генетический. 
Цель работы – молекулярно-генетическая характеристика вирусов ЭП (ВЭП), циркулировавших в Россий-
ской Федерации в 2022 г. 
Материалы и методы. Для исследования были взяты образцы соскоба с внутренней поверхности щеки у 
11 больных ЭП. Вирусная РНК была выделена напрямую из образцов и использована в качестве матрицы 
для ОТ-ПЦР. Было проведено секвенирование ПЦР-продуктов по методу Сенгера, проведён филогенети-
ческий анализ в программе MEGA-X. 
Результаты. У всех обследованных выявлен ВЭП, принадлежащий генотипу G. Филогенетический анализ 
показал наличие двух геногрупп вируса – G-1 и G-2, существенно отличающихся от вирусов, циркулировав-
ших в других странах. 
Заключение. Выявление двух генетических групп ВЭП на ограниченной территории позволяет предпола-
гать высокое генетическое разнообразие патогена. 
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Mumps virus (Paramyxoviridae: Orthorubulavirus: Mumps 
orthorubulavirus) genotyping as a component of laboratory 
confirmation of infection
Tatiana S. Rubalskaia1, Denis V. Erokhov1, Polina E. Zherdeva1, Alina V. Milikhina2,  
Aishat A. Gadzhieva2, Nina T. Tikhonova1

1Gabrichevsky Moscow Research Institute of Epidemiology and Microbiology Federal Service for Surveillance on 
Consumer Rights Protection and Human Wellbeing, 125212, Moscow, Russia; 
2Center for Hygiene and Epidemiology in the Republic of Dagestan, 367009, Makhachkala, Russia

Introduction. Mumps is a viral infection of high social significance. National program «Elimination of measles and 
rubella and achievement of a stable sporadic incidence of epidemic mumps in the Russian Federation (2021–2025)» 
sets the aim of gradual integration of mumps surveillance into the existing measles and rubella surveillance system. One 
of the key components of surveillance system is a laboratory confirmation of mumps cases. There are two approaches 
for laboratory confirmation of mumps cases, based on serological or molecular genetic methods. The aim of the work is 
molecular genetic characteristic of the mumps viruses (MuVs) circulated in the Russian Federation in 2022. 
Materials and methods. Samples of swabs from the inner surface of the cheek of 11 patients with mumps were 
collected for the study. Viral RNA was isolated directly from the samples. The isolated RNA was used as a matrix 
for RT-PCR. PCR products were sequenced using the Sanger method, and phylogenetic analysis was performed 
using the MEGA-X software.
Results. The MuV genotype G was detected in all samples. Phylogenetic analysis showed the presence of two 
virus genetic groups G-1 and G-2 that were significantly different from the viruses circulating in other countries. 
Conclusion. The identification of two MuV genetic groups in a limited area suggests a high genetic diversity of 
the pathogen.
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Введение
Эпидемический паротит (ЭП), вызываемый одно-

имённым вирусом (ВЭП), является заболеванием, 
управляемым средствами специфической вакцино-
профилактики. Внедрение в практику здравоохра-

нения отечественной трёхвалентной вакцины для 
профилактики кори, краснухи и ЭП явилось одной 
из предпосылок для принятия в 2021 г. национальной 
программы «Элиминация кори и краснухи, дости-
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жение устойчивой спорадической заболеваемости 
эпидемическим паротитом в Российской Федерации 
(2021–2025 гг.)», подразумевающей в том числе по-
степенную интеграцию надзора за ЭП в существую-
щую систему надзора за корью и краснухой [1]. Важ-
ная роль в эпидемиологическом надзоре за корью, 
краснухой и ЭП отводится их лабораторному под-
тверждению, которое позволяет классифицировать 
случаи даже при сомнительной клинической карти-
не, атипичном течении болезни или инаппарантной 
форме. 

В настоящее время в РФ отсутствует требование 
к обязательной лабораторной верификации случаев 
ЭП, однако предполагаемая имплементация надзора 
за этой инфекцией в систему надзора за корью и крас-
нухой подразумевает отработку и внедрение методов 
лабораторного подтверждения. Позиция Всемирной 
организации здравоохранения (ВОЗ) в отношении 
лабораторного подтверждения случаев ЭП до 2017 г. 
основывалась на определении специфических IgM 
в сыворотке крови у лиц с подозрением на инфекцию, 
однако эти рекомендации подверглись пересмотру. 

В руководстве по эпидемиологическому надзору 
за вакциноуправляемыми инфекциями ВОЗ рекомен-
дует ввести критерии лабораторного подтверждения 
ЭП на основании: 

1) изоляции ВЭП из образцов от больных или по-
ложительного результата полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) с обратной транскрипцией; 

2) тестирования парных сывороток, взятых с интер-
валом 10–14 дней, для определения увеличения уров-
ня IgG к ВЭП; 

3) определения сероконверсии IgG в парных сыво-
ротках [3]. 

Определение IgM к ВЭП может служить основанием 
для классификации случая только как вероятного [3].

Внедрение в эпидемиологический надзор методик 
молекулярно-генетических исследований ВЭП имеет 
несомненное значение не только для лабораторной 
верификации случаев, но и для мониторинга цирку-
ляции возбудителя. Как было показано ранее, отсут-
ствие единой глобальной инициативы в отношении 
мониторинга за возбудителем ЭП стало причиной 
крайне неравномерного распределения данных о его 
глобальном генетическом разнообразии [4]. Соглас-
но информации, содержащейся в репозитории Gen-
Bank, из 12 известных генотипов вируса ЭП с 2004 г. 
доминирующим является генотип G. По состоянию 
на 2021 г. из 9389 записей о нуклеотидных последо-
вательностях 316 нт (нуклеотидов) SH-гена вируса, 
применяемых для генотипирования, 3587 последова-
тельностей, относящихся к генотипу G, выделены на 
территории США, 2621 – Канады и 1179 – Испании. 
Данные о генетической принадлежности ВЭП, вы-
деленных на территории РФ, ограничены четырьмя 
записями, одна из которых относится к вакцинному 
штамму Leningrad-3 [4]. 

Заболеваемость ЭП на территории Российской Фе-
дерации с 2016 г. регистрируется преимущественно 
на территории Северо-Кавказского федерального 

округа: в 2021 г. 81,4% (2,24 на 100 тыс. населения) 
всех случаев ЭП в стране было выявлено в субъек-
тах, входящих в его состав. Наибольшее количество 
заболевших зарегистрировано в Республике Даге-
стан – 212 (77,4% от всех случаев в стране); показатель 
заболеваемости составил 6,79 на 100 тыс. населения, 
превысив в 35,7 раза среднероссийский уровень [5]. 
По данным за 6 месяцев 2022 г., на территории стра-
ны зафиксирован 271 случай ЭП, при этом 234 слу-
чая – в Республике Дагестан [6]. На остальных тер-
риториях страны были зарегистрированы единичные 
случаи ЭП или отсутствие заболеваемости [5, 6]. 

Цель настоящей работы – молекулярно-генетиче-
ская характеристика ВЭП, циркулировавших в Рос-
сийской Федерации в 2022 г. 

Материалы и методы
В рамках исследования проанализировано 11 об-

разцов мазков, взятых со слизистой оболочки щеки 
у больных ЭП со стороны поражённой слюнной же-
лезы. Все образцы были собраны в течение 2 ± 1,2 дня 
от начала клинических проявлений заболевания. Все 
случаи эпидемиологически классифицированы как 
местные, зарегистрированы в мае – октябре 2022 г. 
в Республике Дагестан. Исследование проводилось 
при информированном добровольном согласии па-
циентов. Протокол исследования одобрен Комитетом 
по биомедицинской этике ФБУН «Московский НИИ 
эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричев-
ского» Роспотребнадзора (Протокол № 56 от 10 фев-
раля 2022 г.). Исследование проводилось в рамках 
реализации мероприятий национальной программы 
«Элиминация кори и краснухи, достижение устойчи-
вой спорадической заболеваемости эпидемическим 
паротитом в Российской Федерации (2021–2025 гг.)»; 
образцы для исследования поступали в лабораторию 
в обезличенном формате под эпидномерами. 

Тотальная РНК была экстрагирована с использова-
нием набора QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, 
США) по инструкции производителя. Амплифика-
ция участка 316 нт гена SH была проведена двух-
стадийно с использованием набора OneStep RT-PCR 
Kit (QIAGEN, США) с праймерами, описанными 
J.Y. Lee et al. [7]. Первая реакция была проведена по 
протоколу 50 °C 30 мин; 95 °C 15 мин; 94 °C 30 сек,  
55 °C 30 сек, 72 °C 1 мин 40 циклов; 72 °C 10 мин. 
Для второй реакции в качестве матрицы был взят  
1 мкл продукта первой реакции и применялись сле-
дующие параметры термоциклирования: 94 °С 2 мин; 
94 °С 30 сек, 55 °С 30 сек, 72 °С 1 мин 40 циклов;  
72 °С 5 мин. Детекцию продуктов амплификации про-
водили при горизонтальном электрофорезе в 2% геле 
агарозы с добавлением 1 мкл бромистого этидия в  
1× трис-ацетатном (TAE) буфере в течение 60 мин. 
Для очистки ПЦР-продукта из геля использован на-
бор Qiagen QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, 
США). Секвенирование ампликонов проводили по 
методу Сенгера на генетическом анализаторе ABI 
3500 с использованием набора BigDye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (Thermo Scientific, США) по ме-
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тодике, рекомендованной производителем, и прайме-
рами второго раунда ПЦР. 

Полученные хроматограммы анализировали в про-
грамме Seq Scape Software 3 (Thermo Fischer Scientific,  
США). Реконструкцию филогенетических событий 
проводили в программе MEGA-X на основании ну-
клеотидной последовательности 316 нт гена SH c ис-
пользованием трёхпараметрической модели Тамуры 
T92 (Tamura 3-parameter) по k-алгоритму ближай-
ших соседей [8]. В качестве показателя устойчиво-
сти дерева использовался индекс бутстреп-поддерж-
ки при 500 репликациях. Показатель статистиче-
ской надёжности узлов считался достоверным при 
значении выше 70. Эволюционная дистанция меж-
ду штаммами и группами определена по трёхпа-
раметрическому методу Тамуры [9]. Референсные 
последовательности генотипов ВЭП приведены 
в соответствии с номенклатурой [10]. Наименование 
штаммов ВЭП осуществляли в соответствии с ре-
комендациями ВОЗ [10]. Нуклеотидные последова-
тельности 316 нт гена SH ВЭП, полученные в ходе 
исследования, депонированы в GenBank под номе-
рами OQ102499–OQ102509. 

Результаты 
Во всех образцах соскобов со слизистой оболочки 

щеки была выявлена РНК ВЭП. Все проанализиро-
ванные образцы принадлежали генотипу G. Получен-
ные нуклеотидные последовательности в результате 
проведенного филогенетического анализа были раз-

делены на две группы, обозначенные нами как G-1 
и G-2 (табл. 1, рисунок). 

Группа вирусов G-1, выделенных в ходе исследо-
вания, представлена семью нуклеотидными после-
довательностями. Внутригрупповая дистанция (d) 
в группе G-1 составила 0,0016. Представители груп-
пы циркулировали на достаточно обширной террито-
рии (с. Новолакское – г. Махачкала – с. Магарамкент – 
г. Хасавюрт) в период с мая по октябрь 2022 г. Кроме 
последовательностей, выделенных в ходе исследова-
ния, в группу G-1 были включены последовательно-
сти вирусов, выделенных в 2017–2018 гг. в Швеции 
и Нидерландах. 

Вторая группа G-2 – более гетерогенная (d = 0,029) 
и малочисленная, представлена четырьмя нуклео-
тидными последовательностями. Вирусы, вошедшие 
в группу, циркулировали на ограниченной территории 
в мае – июне 2022 г.: её представители зафиксирова-
ны в г. Махачкале и п. Нижние Тарки, административ-
но относящегося к г. Махачкале. По данным GenBank, 
ближайший родственный группе G-2 ВЭП был изо-
лирован в Канаде в 2019 г., однако филогенетически 
группа G-2 и штамм MuVs/Ontario.CAN/9.19[G] раз-
делены на разные субкластеры. Межгрупповая дис-
танция между G-1 и G-2 составила 0,08. 

Все штаммы группы G-1, выделенные в ходе иссле-
дования, были идентичны друг другу на проанализи-
рованном участке 316 нт гена SH. Отличия от рефе-
ренс-штамма MuVi/Sheffield.GBR/1.05 составили 11 нт 
замен (табл. 2). Группа G-2 включала в себя три иден-

Таблица 1. Штаммы вируса эпидемического паротита, выделенные на территории Республики Дагестан в 2022 г.
Table 1. Mumps virus strains isolated in the Republic of Dagestan in 2022 

№ Наименование
Name 

Географическая локализация
Geographical localization 

Дата заболевания
Date of disease onset 

Генотип-группа
Genotype-group 

1. MuVs/Novolakskoe.RUS/19.22 с. Новолакское 
Novolakskoe village 

15 мая 2022 г. 
15 May 2022 

G-1

2. MuVs/Magaramkent.RUS/23.22 с. Магарамкент 
Magaramkent village

6 июня 2022 г. 
6 Jun 2022 

G-1

3. MuVs/Makhachkala.RUS/23.22/2 г. Махачкала 
Makhachkala city 

7 июня 2022 г. 
7 Jun 2022

G-1

4. MuVs/Makhachkala.RUS/24.22 г. Махачкала
Makhachkala city

19 июня 2022 г. 
19 Jun 2022

G-1

5. MuVs/Makhachkala.RUS/25.22 г. Махачкала
Makhachkala city

20 июня 2022 г. 
20 Jun 2022

G-1

6. MuVs/Khasavyurt.RUS/42.22 г. Хасавюрт 
Khasavyurt city

18 октября 2022 г. 
18 Oct 2022

G-1

7. MuVs/Makhchkala.RUS/43.22 г. Махачкала
Makhachkala city

26 октября 2022 г. 
26 Oct 2022

G-1

8. MuVs/Makhachkala.RUS/19.22 г. Махачкала
Makhachkala city

11 мая 2022 г. 
11 May 2022 

G-2

9. MuVs/Nizhnie Tarki.RUS/19.22 пгт Нижние Тарки, г. Махачкала 
Nizhnie Tarki urban-type settlement, 

Makhachkala city

17 мая 2022 г. 
17 May 2022 

G-2

10. MuVs/Makhachkala.RUS/22.22 г. Махачкала
Makhachkala city

30 мая 2022 г. 
30 May 2022

G-2

11. MuVs/Makhachkala.RUS/23.22/3 г. Махачкала
Makhachkala city

7 июня 2022 г. 
7 Jun 2022

G-2
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тичных штамма, содержащих 14 нт замен по сравне-
нию с референс-штаммом MuVi/Gloucester.GBR/32.96, 
и один штамм (MuVs/Nizhnie Tarki.RUS/19.22), отли-
чающийся от других вирусов группы ещё на две до-
полнительные нуклеотидные замены (табл. 2).

Точечные замены в обеих группах представле-
ны преимущественно транзициями, в группе G-1 
на участке 316 нт отмечена только одна трансвер-
сия T (216) A, в группе G-2 – от четырех (T (61) A, C 
(144, 191, 234) A) до пяти (T (61) A, C (144, 191, 234) 
A, G (32) C). 

Обсуждение 
В рамках настоящей работы проанализирован 

участок 316 нт гена SH, кодирующего малый гидро-
фобный белок, – наиболее вариабельного гена ВЭП, 
на определении нуклеотидной последовательности 
которого основано генотипирование вируса [10]. 
На основании секвенирования этого участка выделе-
но 12 генотипов ВЭП (A, B, C (E), D, F, G, H, I, J, 
K (M), L, N), генетическая вариабельность гена SH 
между которыми составляет от 3,8 до 17,9%; вну-

три каждого генотипа – до 9,6% [11]. Также описа-
ны неклассифицированные до настоящего времени 
штаммы – AF142774 и AY380077, выделенные в Ве-
ликобритании, и AY380077, выделенный в Японии.

Для разработки подходов к молекулярно-генетиче-
скому мониторингу циркуляции вирусов и для при-
менения этих методов к установлению источника 
импортирования вируса необходимо накопление до-
статочного количества данных, позволяющих опре-
делить преобладающий на той или иной территории 
генотип/геновариант. Отсутствие глобальной иници-
ативы по мониторингу штаммов ВЭП и, следователь-
но, систематических исследований в этой области на-
кладывает существенные ограничения на внедрение 
методов молекулярно-эпидемиологических исследо-
ваний в надзор за инфекцией.

Согласно данным, содержащимся в глобальном ре-
позитории GenBank, куда ВОЗ рекомендует депониро-
вать последовательности 316 нт ВЭП, выделенные как 
в ходе надзорных мероприятий, так и в результате науч-
ных исследований, доминирующим в мире в настоящее 
время генотипом является генотип G. Принадлежащие 

Филогенетическое дерево штаммов вируса эпидемического 
паротита, изолированных в России в 2022 г. (n = 11,  

длина фрагмента SH-гена 316 нт). 
▼ – группа G-1, ▼ – группа G-2, ◄ – прочие генотипы. Референс-штам-

мы генотипа G выделены рамками. 
The phylogenetic tree of mumps virus strains isolated in the RF  

in 2022 (n = 11, SH-gene fragment 316 nt in length). 
▼ – group G-1, ▼ – group G-2, ◄ – the other genotypes. Genotype G  

reference strains are in the frames. 
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Таблица 2. Нуклеотидные замены в последовательностях  
316 нт вируса эпидемического паротита, выделенных в 2022 г. 
Table 2. The nucleotide substitutions in 316 nt fragment of mumps 
virus sequences isolated in 2022

Штамм/группа
Strain/group 

Нуклеотидная 
замена

Nucleotide 
substitution

Тип  
нуклеотидной 

замены
Nucleotide  

substitution type 

MuVs/Novolakskoe.
RUS/19.22
Группа G-1
G-1 group 

T (84, 143, 146, 
150, 190, 284) C

Транзиция 
Transition

T (216) A Трансверсия 
Transversion

A (224, 276) G Транзиция 
Transition

G (251, 265) A Транзиция 
Transition

MuVs/Makhachkala.
RUS/22.22
Группа G-2
G-2 group

T (6, 73, 86) C Транзиция
Transition

T (61) A Трансверсия
Transversion

G (92, 161) A Транзиция
Transition

A (95, 116, 274) G Транзиция
Transition

C (128, 134) T Транзиция
Transition

C (144, 191, 234) A Трансверсия
Transversion

MuVs/Nizhnie Tarki.
RUS/19.22
Группа G-2
G-2 group

G (32) C Трансверсия
Transversion

A (35) G Транзиция
Transition

ему штаммы ВЭП этому впервые выявлены во время 
вспышки ЭП Великобритании в начале 1990-х гг., ку-
да были предположительно импортированы из Индии 
или Непала [12]. Выделенный во время этой вспыш-
ки штамм MuVi/Gloucester.GBR/32.96[G] в настоящее 
время является одним из референс-штаммов генотипа. 
Второй референс-штамм генотипа – MuVi/Sheffield.
GBR/1.05[G] – вероятно, имеет европейское происхож-
дение. В 2000-х гг. близкородственные штаммы активно 
циркулировали в Великобритании [13], Хорватии [14], 
Ирландии [15], Израиле [16], Германии [17], Испании 
[18]. Последние крупные вспышки ЭП произошли 
в США [19], Канаде [20–22], Норвегии [23] и Швеции 
[24, 25] и были связаны с вирусами генотипа G.

В рамках настоящего исследования все выявленные 
штаммы ВЭП относились к генотипу G. Определение 
двух эволюционно удалённых групп с генетической 
вариабельностью 8% в полной мере согласовывает-
ся с данными других исследователей об уровне вну-
тригенотипического разнообразия вируса. Однако 
проведённое J. Li и соавт. исследование генов HN, F 
и SH 1250 штаммов ВЭП разных генотипов показы-
вает, что, несмотря на позицию ВОЗ по изучению ну-
клеотидной последовательности SH-гена как наиболее 

гипервариабельного и оптимального для генотипиро-
вания, для генотипа G этот ген таковым не является 
[11]. Также показана циркуляция субгенотипов в рам-
ках генотипа G [26]. Оба этих факта, а также наличие 
вирусов, не поддающихся классификации, отражают 
несовершенство номенклатуры ВЭП и необходимость 
проведения систематических исследований для ис-
пользования результатов генетического мониторинга 
трансмиссии патогена в эпидемиологическом надзоре.

Заключение 
В настоящем исследовании выявлены две группы 

ВЭП, циркулировавшие на территории Республики 
Дагестан в 2022 г. Все выделенные последовательно-
сти относились к широко распространённому в ми-
ре генотипу G, однако для каждой группы показано 
наличие существенных отличий от вирусов, ранее 
выделенных в других странах. Поскольку все слу-
чаи, проанализированные в настоящей работе, были 
классифицированы как местные, можно предполагать 
наличие на ограниченной территории социркуляции 
по меньшей мере двух геногрупп ВЭП. Дальнейшие 
исследования по определению генетической при-
надлежности ВЭП у больных ЭП позволят не только 
подтверждать случаи заболевания, но и давать расши-
ренную характеристику генетического разнообразия 
вируса на территории страны. 
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Введение. Белок p24 вируса иммунодефицита человека 1-го типа (ВИЧ-1) играет важную роль в жизненном 
цикле вируса, а также является объектом для диагностических тестов и разработки новых антиретровирусных 
препаратов и терапевтических вакцин. Наиболее изученным вариантом ВИЧ-1 в мире является субтип В.  
В России наиболее распространённым вариантом является суб-субтип А6, отмечается появление и рас-
пространение новых рекомбинатных форм (CRF63_02A6 и CRF03_A6B) наряду с сохранением циркуляции 
субтипа G и рекомбинантной формы CRF02_AG. Детального изучения белка p24 у этих вариантов пока не 
проводилось.
Цель работы. Изучение особенностей белка p24 у вариантов ВИЧ-1, циркулирующих в России, и оценка 
вероятности наличия предсуществующих мутаций лекарственной устойчивости к ленакапавиру – первому 
антиретровирусному препарату в классе ингибиторов капсида.
Материалы и методы. Материалом для работы послужили нуклеотидные последовательности ВИЧ-1, по-
лученные из международной базы данных Los Alamos, а также клинические образцы от ВИЧ-инфицирован-
ных пациентов.
Результаты и обсуждение. Определены особенности p24 у вариантов ВИЧ-1, циркулирующих в России. 
Мутации V86A, H87Q, I91F являются характеристическими заменами для А6. Показано, что наличие пред-
существующих мутаций устойчивости к ленакапавиру маловероятно.
Заключение. Особенности в белке p24 у вариантов ВИЧ-1, циркулирующих в России, позволяют отличить 
их от других вариантов и различить между собой. Прогноз применения ленакапавира у пациентов в России 
в целом благоприятный. Полученные результаты могут быть учтены в будущем при разработке и примене-
нии антиретровирусных препаратов и терапевтических вакцин.
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Genetic diversity of capsid protein (p24) in human 
immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) variants circulating  
in the Russian Federation
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Introduction. The human immunodeficiency virus (HIV) protein p24 plays an important role in the life cycle of 
the virus, and also is a target for diagnostic tests and for new antiretroviral drugs and therapeutic vaccines. The 
most studied variant of HIV-1 in the world is subtype B. In Russia, the most common variant is A6, the spread of 
recombinant forms (CRF63_02A6, CRF03_A6B) is observed as well as circulation of G and CRF02_AG variants. 
However, a detailed study of the p24 protein in these variants has not yet been conducted.
The aim was to study the features of the p24 protein in HIV-1 variants circulating in Russia and estimate the 
frequency of occurrence of pre-existing mutations associated with resistance to lenacapavir, the first antiretroviral 
drug in the class of capsid inhibitors. 
Materials and methods. The objects of the study were the nucleotide sequences obtained from the Los Alamos 
international database and clinical samples from HIV infected patients.
Results and discussion. The features of HIV-1 variants circulating in Russia have been determined. V86A, 
H87Q, I91F are characteristic substitutions in A6 genome. It is shown that the presence of preexisting mutations 
associated with resistance to lenacapavir is unlikely.
Conclusion. Features of the p24 protein in HIV-1 variants circulating in Russia allow them to be distinguished from 
others variants and among themselves. The prognosis for the use of  lenacapavir in Russia is generally favorable. 
The results obtained could be taken into account in developing and using antiretroviral drugs and therapeutic 
vaccines.
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Введение

ВИЧ-инфекция остаётся актуальной проблемой 
во всём мире. В результате широкого применения со-
временной антиретровирусной терапии в настоящее 
время продолжительность жизни ВИЧ-инфицирован-
ных людей практически сопоставима со средней про-
должительностью жизни в общей популяции [1]. Тем 
не менее методов полного излечения пока не суще-
ствует, и лечение ВИЧ-инфекции предполагает еже-
дневный пожизненный приём комбинированных схем 
терапии, включающих в среднем 2–3 антиретрови-
русных препарата разных классов [2–4]. Проблемы 
лекарственной устойчивости ВИЧ, токсичности пре-
паратов и становящийся всё более актуальным во-
прос межлекарственных взаимодействий формируют 
постоянную необходимость в создании новых анти-
ретровирусных препаратов. 

Одной из основных характеристик ВИЧ является 
его чрезвычайное генетическое разнообразие, кото-
рое обеспечивается высокой скоростью возникнове-
ния мутаций и рекомбинацией и является результатом 
работы вирусного фермента – обратной транскрип-
тазы, осуществляющей синтез ДНК на матрице ви-
русной РНК [5]. В мире существуют разнообразные 
субтипы и рекомбинантные формы ВИЧ, которые 
крайне неравномерно распределены по всему земно-
му шару [6, 7]. Генетические различия между различ-
ными вариантами ВИЧ-1 определяются мутациями 
полиморфизма, понимаемыми как единичные заме-
ны с частотой встречаемости более 1% и не связан-
ными с лечением [8]. Вопрос о возможном влиянии 
полиморфных мутаций и субтипа ВИЧ-1 на функци-
ональные свойства вируса, в том числе на скорость 
возникновения и степень лекарственной устойчиво-
сти к антиретровирусной терапии, обсуждается уже 
много лет и до сих пор остаётся нерешённым [9–11].

Состав вариантов ВИЧ-1, циркулирующих в России, 
кардинально отличается от других стран. На протяже-
нии многих лет доминирующим циркулирующим вари-
антом ВИЧ-1 является суб-субтип А6, а наиболее часто 
встречающимся не-А-вариантом – субтип В [12, 13]. 

Кроме того, на территорию России попал вариант 
вируса субтипа G, вызвав нозокомиальную вспыш-
ку ВИЧ-инфекции в нескольких городах юга России 
в 1988–1990 гг.; в настоящее время варианты ВИЧ-1 
субтипа G выявляются крайне редко [14]. Как и во всём 
мире, в последнее время в России отмечается тенден-
ция к появлению и распространению рекомбинантных 
форм вируса. Например, ранее выявляемая в Калинин-
градской области рекомбинантная форма CRF_03AB 
в настоящее время доминирует в Вологодской области 
[15, 16]. Рекомбинантная форма CRF_02AG детекти-
руется с небольшой частотой в различных регионах 
России [13, 17–19], при этом возникшая в результате 
рекомбинации между CRF_02AG и суб-субтипом А6 
рекомбинантная форма CRF63_02A6 активно распро-
страняется в Сибирском регионе [18, 20–22].

Проведённые ранее исследования гена pol [23, 24], 
области гена gag, кодирующей белок SP1 [25], обла-
сти гена env, кодирующей белки gp 41 [26] и gp120 
[27], а также генов, кодирующих некоторые неструк-
турные белки [28, 29], показали, что циркулирующие 
в России варианты ВИЧ-1 обладают рядом особенно-
стей и определили характерные для них мутации по-
лиморфизма. Некоторые из выявленных мутаций по-
лиморфизма связаны с лекарственной устойчивостью 
ВИЧ [30–32] и изменением функциональных свойств 
вирусных белков [29].

Капсидный белок p24, играющий важную струк-
турную и функциональную роль в жизненном цикле 
ВИЧ, является как объектом диагностических те-
стов, так и мишенью для разработки новых антире-
тровирусных препаратов и терапевтических вакцин 
[33–37]. Кроме формирования капсида, p24 актив-
но участвует в различных этапах жизненного цикла 
вируса: обратной транскрипции ВИЧ, цитоплазма-
тическом переносе посредством микротрубочек, де-
капсидации и ядерном импорте преинтеграционного 
комплекса вируса, интеграции вирусной ДНК в геном 
клетки-хозяина и сборке вириона, а также взаимодей-
ствует с несколькими факторами клетки-хозяина, ко-
торые могут как способствовать, так и предотвращать 
развитие вирусной инфекции [33, 34, 38].
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Белок p24 (капсидный белок) кодируется участком 
гена gag. При экспрессии этого гена образуются два 
возможных варианта полипротеина: предшествен-
ник внутренних белков ВИЧ Pr55Gag и общий пред-
шественник внутренних белков и всех трёх фермен-
тов – Gag-Pol в соотношении 20 : 1 (рис. 1); этот 
феномен объясняется рибосомным сдвигом рамки 
считывания. Pr55Gag, имеющий молекулярную массу 
~55 кДа, содержит четыре основных домена: матрикс 
(MA), капсид (CA), нуклеокапсид (NC) и p6 и два 
небольших спейсерных пептида SP1 и SP2. Gag-Pol 
с молекулярной массой 160 кДа содержит те же доме-
ны Gag, за исключением домена p6, вместо которого 
имеется межрамочный домен, известный как p6*, или 
p6pol. Кроме того, Gag-Pol включает домены проте-
азы (PR), обратной транскриптазы (RT) и интегразы 
(IN) [33, 34].

Структура зрелого капсида имеет форму фуллере-
нового конуса, который состоит примерно из 1100 мо-
номеров p24, собранных в гексамерной решётке. Ка-
ждая молекула p24 ВИЧ-1 состоит из двух доменов: 
N-концевого домена (NTD), состоящего из 146 ами-
нокислот, и C-концевого домена (CTD), состоящего 
из 85 аминокислот (рис. 2). NTD состоит из N-кон-
цевой β-шпильки и 7 следующих за ней α-спиралей, 

в то время как CTD имеет 4 α-спирали и С-концевую 
неструктурированную область из 11 остатков. NTD 
и CTD соединены междоменной линкерной областью 
(остатки 146–150). CTD содержит высококонсерва-
тивный среди различных ретровирусов регион, со-
стоящий из 20 аминокислот (АК), остатки 153–172, 
называющийся основной областью гомологии (MHR) 
[34, 39]. В NTD находится CypA-связывающая петля 
(85–93 АК), которая связывает клеточный белок ци-
клофилин А [34], регулирующий инфекционность 
ВИЧ-1 [40]. Проведённые ранее исследования показа-
ли высокую консервативность капсида и вместе с тем 
уязвимость его функциональных свойств к возникаю-
щим мутациям [34, 39], а также определили мутации, 
способные повлиять на его функциональность [41].

Среди препаратов, применяемых для лечения 
ВИЧ-инфекции, до недавнего времени не было ле-
карств, имеющих мишенью внутренние белки вируса, 
однако недавно появился первый экспериментальный 
препарат класса ингибиторов капсида (p24) – лена-
капавир, который одновременно воздействует на три 
стадии жизненного цикла ВИЧ: «раздевание» вирио-
на после его проникновения в клетку, доставку пре-
интеграционного комплекса в ядро и правильное фор-
мирование капсида в ходе созревания. Планируется 

Рис. 1. Экспрессия гена gag: 5’ LTR и 3’ LTR – длинные концевые повторы в составе провирусной ДНК на 5’- и 3’-концах соответ-
ственно; gag – область гена gag; pol – область гена pol; env – область гена env; RNA – вирусная РНК на рибосоме; Gag-Pol – общий 
предшественник внутренних белков и трёх ферментов ВИЧ-1; Pr55Gag – предшественник внутренних белков ВИЧ-1; MA – матрикс; 

CA – капсид; SP1 – спейсерный пептид 1; NC – нуклеокапсид; SP2 – спейсерный пептид 2; p6 – белок p6; p6pol – межрамочный 
домен p6pol; PR – протеаза; RT – обратная транскриптаза; IN – интеграза.

Fig. 1. Gag gene expression: 5’ LTR and 3’ LTR – long terminal repeats in proviral DNA at the 5’ and 3’ ends, respectively; gag – gag gene; 
pol – pol gene; env – env gene; RNA – viral RNA (ribonucleic acid) on the ribosome; Gag-Pol – common precursor for internal proteins and 
three HIV-1 enzymes; Pr55Gag – precursor for HIV-1 internal proteins; MA – matrix; CA – capsid; SP1 – spacer peptide 1; NC – nucleocap-
sid; SP2 – spacer peptide 2; p6 – p6 protein; p6pol – p6pol trans-frame domain; PR – protease; RT – reverse transcriptase; IN – integrase.
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стать платформой для создания новых лекарственных 
препаратов в будущем.

Материалы и методы
Из международной базы данных Los Alam-

os (www.hiv.lanl.gov/content/index) были ото-
браны 962 нуклеотидные последовательности 
фрагмента гена gag, кодирующего белок p24, 
из них 200 – суб-субтипа А6, 180 – суб-субти-
па А1, 229 – субтипа В, 200 – субтипа С, 73 – субти-
па G, 22 – рекомбинантной формы CRF63_02A6, 7 – ре-
комбинантной формы CRF03_A6B, 51 – рекомбинант-
ной формы CRF02_AG. Субтиповая принадлежность 
указанных последовательностей была дополнительно 
проверена с применением программы идентифика-
ции рекомбинантных форм RIP (RIP 3.0 submission 
form (lanl.gov)). Попарное и множественное вырав-
нивание нуклеотидных последовательностей было  
выполнено с помощью алгоритма программы MEGA 
v.10.2.2. Затем для всех отобранных последовательно-
стей был проведён филогенетический анализ методом 
максимального правдоподобия (Maximum Likelihood, 
ML) c использованием программы IQ-TREE  [47].

При проведении исследования особенностей кон-
сенсусных последовательностей белка p24 вариантов 
ВИЧ-1, циркулирующих в России (суб-субтипа А6, 
CRF63_02A6, CRF_03AB, CRF02_AG и субтипа G), 
проводили сравнение консенсусных последователь-
ностей каждого варианта с референс-штаммом HXB2 
(K03455), с консенсусной последовательностью суб-
типа В и между собой. Для каждого варианта вируса 
консенсусные последовательности были сформиро-
ваны при помощи программного обеспечения Ad-
vanced Consensus Maker tool на сайте базы данных 
Los Alamos (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/
CONSENSUS/AdvCon.html) с последующей «руч-
ной» проверкой собранных консенсусов и анализом 
с применением программы MEGA v.10.2.2.

Для проведения сравнения естественных полимор-
физмов суб-субтипа А6 и субтипа В первоначально по-
средством программы MEGA v.10.2.2 выявляли есте-
ственные полиморфизмы обоих вариантов относитель-
но референсного штамма HXB2; под полиморфизмами 
понимали мутации – единичные замены, встречаю-
щиеся в ≥ 1% наблюдений [8]. Далее с применением 

применение ленакапавира в составе инъекционной 
терапии пролонгированного действия с интервалом 
введения до 6 месяцев либо в схемах с пероральным 
применением с интервалом между приёмами до 7 су-
ток [42]. 

В настоящее время ленакапавир проходит фазу II/
III клинических испытаний [43]. На стадии доклини-
ческих испытаний в культуре клеток был определён 
перечень мутаций в белке p24, ассоциированных с ле-
карственной устойчивостью к препарату: L56I, M66I, 
Q67H, K70N, N74D, N74S и T107N [44, 45]. Анализ 
последовательностей ВИЧ-1 субтипа В, суб-субтипа 
А1, субтипа F1, субтипа D и рекомбинантной формы 
CRF02_AG, полученных из клинических образцов 
как наивных, так и ранее леченных ВИЧ-инфициро-
ванных пациентов, не выявил наличия мутаций ле-
карственной устойчивости к ленакапавиру [46]. Бо-
лее позднее исследование вариабельности белка p24 
во всех 4 группах ВИЧ-1 (M, N, O, P) и её возможного 
влияния на эффективность ленакапавира показало, 
что естественная резистентность ВИЧ к ленакапави-
ру на сегодняшний день маловероятна [34]. Вместе 
с тем детальный анализ генетических особенностей 
белка p24 у вариантов ВИЧ-1, циркулирующих в Рос-
сии, до сих пор не проводился.

Целью данной работы является исследование осо-
бенностей белка p24 у вариантов ВИЧ-1, циркулиру-
ющих на территории России (суб-субтипа А6, реком-
бинантных форм CRF63_02A6, CRF_03AB, CRF02_
AG и субтипа G): 

– проведение филогенетического анализа фрагмен-
та гена gag, кодирующего белок p24; 

– анализ особенностей консенсусных последова-
тельностей белка p24 для каждого варианта вируса; 

– сравнение профиля естественных полиморфиз-
мов p24 наиболее широко распространённого в Рос-
сии суб-субтипа А6 с наиболее изученным в мире 
субтипом В и с наиболее близким ему вариантом – 
суб-субтипом А1; 

– анализ наличия мутаций лекарственной устойчи-
вости к ленакапавиру. 

Полученные данные помогут спрогнозировать эф-
фективность применения ленакапавира в России, 
обозначат характерные особенности белка p24 у ва-
риантов ВИЧ-1, циркулирующих в России, что может 

Рис. 2. Вторичная структура p24: N-domain – N-концевой домен; C-domain – C-концевой домен; β-hairpin – N-концевая β-шпилька; 
H1 – H11 – α-спирали 1–11 соответственно; loop – CypA-связывающая петля; IDR – междоменная линкерная область; MHR – основ-

ная область гомологии.
Fig. 2. Secondary structure of p24: N-domain – N-terminal domain; C-domain – С-terminal domain; β-hairpin – N-terminal β-hairpin; H1 – 

H11 – α-helices 1–11 respectively; loop – CypA-binding loop; IDR – interdomain linker region; MHR – the major homology region.

http://www.hiv.lanl.gov
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html
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программного модуля Nonparametric Statistics из па-
кета Statistica 8.0 (StatSoft Inc., США) выявляли сайты 
со статистически достоверными различиями (p < 0,05 
при использовании критерия χ2). В дальнейшем анали-
зе для большей наглядности из выявленных позиций 
со статистически значимыми различиями учитывали 
только те, в которых частота полиморфизма одного 
из сравниваемых вариантов составляла 20% и более. 
Аналогично проводили сравнение естественных поли-
морфизмов между суб-субтипами А6 и А1.

При исследовании наличия мутаций лекарствен-
ной устойчивости к ленакапавиру у вариантов ВИЧ-1,  
циркулирующих в России, анализировали последова-
тельности области гена gag, кодирующие белок p24, 
как загруженные из международной базы данных 
Los Alamos (суб-субтипа А6, рекомбинантных форм 
CRF63_02A6, CRF_03AB, CRF02_AG и субтипа G), 
так и полученные de novo из 30 клинических образцов 
наивных ВИЧ-инфицированных пациентов (табл. 1). 
Все пациенты наблюдались в ГКУЗ Московской об-
ласти «Центр по профилактике и борьбе со СПИДом 
и инфекционными заболеваниями». Весь полученный 
клинический материал использовали с информирован-
ного добровольного согласия пациентов на основании 
одобрения Комитета по биомедицинской этике ФГБУ 
«Национальный исследовательский центр эпидемио-
логии и микробиологии имени почетного академика 
Н.Ф. Гамалеи» Министерства здравоохранения Рос-
сийской Федерации (протокол № 16 от 08.02.2019). 
Забор клинических образцов осуществляли в 2019–
2020 гг. Анализ мутаций лекарственной устойчивости 
проводили с применением программы MEGA v.10.2.2. 
на основе перечня мутаций, выявленных в экспери-
ментах in vitro в культуре клеток: L56I, M66I, Q67H, 
K70N, N74P, N74S, T107S [44, 45].

Выделение геномной ДНК, включающей инте-
грированную провирусную ДНК, из клеток крови 
ВИЧ-инфицированных пациентов проводили ме-
тодом высаливания [48]. Получение ПЦР-продук-
тов (ПЦР – полимеразная цепная реакция) области 
гена gag, кодирующей белок p24, проводили ме-
тодом гнездовой ПЦР при помощи подобранных 
праймеров: два внешних праймера – p24F1 (5’-CTC
TATTGTGTACATCAACGGATAG-3’ 1042 → 1066) 
и p24R1_v1 (5’-CTAGGTGTCCTTCTTTGCCACA
GTTG-3’ 1968 → 1993) и два внутренних – p24F2 
(5’-GACACCAAGGAAGCTTTAG-3’ 1075 → 1093) 
и p24R2_v1 (5’-GTACTTGACTCATTGCCTCGG-3’ 
1880 → 1900), после чего были получены и секвени-
рованы 30 p24-ампликонов. Полученные последова-
тельности анализировали, как описано выше. 

Результаты
Анализ с применением программы RIP и последую-

щий филогенетический анализ подтвердили субтипо-
вую специфичность отобранных из международной 
базы Los Alamos нуклеотидных последовательностей.

В результате проведения филогенетического анали-
за было сформировано 6 кластеров: A1, A6, CRF02_
AG + CRF63_02A6, G, B и C (рис. 3). 

В кластер А6 вошли все последовательности 
суб-субтипа А6, две последовательности варианта 
CRF63_02A6 и все последовательности рекомби-
нантной формы CRF_03AB. В кластер CRF02_AG + 
CRF63_02A6 вошли все последовательности реком-
бинантной формы CRF02_AG, при этом две из двух 
последовательностей, полученных от пациентов 
из России, сгруппировались в середине кластера 
CRF02_AG, а 20 из 22 нуклеотидных последова-
тельностей CRF63_02A6 сформировали подкластер. 
Для двух последовательностей CRF63_02A6, сгруп-
пировавшихся с субтипом А6, дополнительно из базы 
данных Los Alamos были загружены полногеномные 
последовательности и проанализированы с примене-
нием программы RIP. Результаты анализа подтвер-
дили их принадлежность к рекомбинантной форме 
CRF63_02A6.

В кластере G 24 из 25 последовательностей, полу-
ченных от российских пациентов, сформировали под-
кластер. Принимая это во внимание, для формирова-
ния консенсуса субтипа G и последующего анализа 
мутаций лекарственной устойчивости к ленакапавиру 
были использованы только нуклеотидные последова-
тельности, полученные от пациентов из России.

При анализе особенностей консенсусных после-
довательностей вариантов ВИЧ-1, циркулирующих 
в России, была определена 31 позиция АК, в кото-
рых анализируемые консенсусы отличались от рефе-
ренс-последовательности HXB2 (K03455) (табл. 2).

Сравнение профилей естественных полиморфизмов 
суб-субтипа А6 и субтипа В показало, что 83 из 231 по-
зиции АК в белке p24 у обоих вариантов вируса бы-
ли полностью консервативны, т.е. не содержали АК 
замен относительно референс-штамма HXB2. Допол-

Таблица 1. Эпидемиологические и демографические  
характеристики пациентов
Table 1. Epidemiological and demographic characteristics  
of patients

Показатель
Characteristic n

Общее число пациентов
Total number of patients

30

Средний возраст, лет 
Average age, years

39

Пол/Gender:
– мужской/male;
– женский/female

18
12

Путь инфицирования/Route of infection:
– гетеросексуальный/heterosexual;
– мужчины, имеющие секс с мужчинами/MSM;
– потребители инъекционных наркотиков/people who 
inject drugs

19
8
3

Генотипы ВИЧ-1/HIV-1 genotypes*:
– A6;
– B;
– G

28
1
1

Примечание. *Субтип ВИЧ-1 был предварительно определён на ос-
нове анализа области гена pol.
Note. *The HIV-1 subtype was preliminarily determined based on the 
analysis of the pol gene region.



72

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2023; 68(1)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-161
ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

нительно только у суб-субтипа А6 полностью консер-
вативными были 52 позиции АК, а только у субтипа 
В – 23, при этом было выявлено 29 мутаций со стати-
стически значимыми различиями в частоте встречае-
мости в 24 позициях АК (табл. 3).

Сравнение профилей естественных полиморфизмов 
суб-субтипов А6 и А1 показало, что 93 из 231 позиции 
АК в белке p24 у обоих вариантов вируса были полно-
стью консервативны. Дополнительно только у суб-суб-
типа А6 полностью консервативными были 39 позиции 
АК, а только у суб-субтипа А1 – 19, при этом было выяв-
лено 29 мутаций со статистически значимыми различи-
ями в частоте встречаемости в 25 позициях АК (табл. 4).

Анализ мутаций лекарственной устойчивости 
к ленакапавиру у вариантов ВИЧ-1, циркулирую-
щих в России, в последовательностях, загружен-
ных из базы данных Los Alamos, выявил 4 случая 
наличия мутаций лекарственной устойчивости 
T107S, из них три последовательности принадле-
жали субтипу G и одна – рекомбинантной форме 
CRF03_A6B. Кроме этого, две последовательно-
сти содержали альтернативные замены в значимой 
T107 позиции АК: замена T107V была обнаруже-
на в последовательности рекомбинантной формы 
CRF02_AG и замена T107A – в последовательности 
вируса субтипа G.

Рис. 3. Результаты филогенетического анализа фрагмента гена gag, кодирующего белок p24, методом максимального правдоподо-
бия: А1 – кластер, сформированный нуклеотидными последовательностям ВИЧ-1 суб-субтипа А1; А6 – кластер, преимущественно 
сформированный нуклеотидными последовательностями ВИЧ-1 суб-субтипа А6; CRF_02AG+CRF63_02A6 – кластер, сформиро-
ванный нуклеотидными последовательностями ВИЧ-1 рекомбинантных форм CRF_02AG и CRF63_02A6; CRF63_02A6 – подкла-
стер, сформированный нуклеотидными последовательностями ВИЧ-1 рекомбинантной формы CRF63_02A6; G – кластер, сформи-
рованный нуклеотидными последовательностями ВИЧ-1 субтипа G; Ru – подкластер, сформированный нуклеотидными последо-
вательностями ВИЧ-1 субтипа G, полученными в России; C – кластер, сформированный нуклеотидными последовательностями 

ВИЧ-1 субтипа C; B – кластер, сформированный нуклеотидными последовательностями ВИЧ-1 субтипа B.
Fig. 3. Maximum-likelihood phylogeny of the fragment of gene gag encoding the p24 protein; A1 – the cluster formed by the nucleotide 

sequences of sub-subtype A1 HIV-1; A6 – the cluster mainly formed by the nucleotide sequences of sub-subtype A6 HIV-1; CRF_02 AG + 
CRF63_02 A6 – the cluster formed by the nucleotide sequences of HIV-1 recombinant forms – CRF_02 AG and CRF63_02A6; CRF63_02A6 
– the subcluster formed by nucleotide sequences of HIV-1 CRF63_02A6 recombinant form; G – the cluster formed by the nucleotide sequences 

of subtype G HIV-1; Ru – the subcluster formed by the nucleotide sequences of HIV-1 obtained from Russia; C – the cluster formed by the 
nucleotide sequences of subtype G HIV-1 subtype C; B – the cluster formed by the nucleotide sequences of subtype B HIV-1.
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При исследовании клинических образцов, полу-
ченных от ВИЧ-инфицированных пациентов, суб-
тип-специфичность вирусов, указанная в табл. 1, под-
тверждалась анализом полученных нуклеотидных 
последовательностей области гена gag, кодирующих 
белок p24, с применением программы COMET-1 [49] 
и онлайн программы определения рекомбинантных 
форм RIP (RIP 3.0 submission form (lanl.gov)). Мута-
ций лекарственной устойчивости ВИЧ-1 к ленакапа-
виру в клинических образцах обнаружено не было. 

Полученные нуклеотидные последовательности 
были депонированы в GenBank под регистрационны-
ми номерами OP726083 – OP726112.

Обсуждение
В экономически развитых странах Европы, США 

и Австралии, где генотипирование ВИЧ широко ис-
пользуется в рутинной практике, а в последнее вре-
мя активно применяются и методы полногеномного 
секвенирования, наиболее распространён субтип В, 

Таблица 2. Аминокислотные позиции в белке p24, в которых аминокислоты в консенсусных последовательностях вариантов 
ВИЧ 1, циркулирующих в России, отличались от аминокислот в референс-последовательности HXB2 (K03455), и аминокислоты  
в соответствующих позициях консенсусной последовательности субтипа В*
Table 2. Amino acid positions in p24, in which the amino acids of the consensus sequences of HIV-1 variants circulating in Russia differed 
from the amino acids in reference sequence HXB2 (K03455), and the amino acids in the corresponding positions of the consensus sequence  
of subtype B*

Регион HXB2 A6 CRF63_02A6 CRF03_A6B CRF02_AG G B

β-шпилька
β-hairpin

I6 I6A I6A I6A I6A I6A I6L

V11 V11T V11T V11I – – –

A14 A14S A14S A14S A14S – –

I15 I15M I15M I15M I15M – –

H1 V27 V27I V27I V27I V27I – –

H2 S41 – S41T – – – –

H3 T54 T54M T54M T54M T54M – –

T58 T58I T58I T58I T58I – –

H4 E71 E71D E71D E71D E71D E71D –

T72 – – – – T72A –

V83 V83L V83T V83L – V83L V83L

CypA-связывающая 
петля
CypA binding loop

V86 V86A – V86A – V86P –

H87 H87Q – H87Q – H87Q –

I91 I91F I91N I91F – – –

A92 A92P A92P A92P A92P – –

H6 G116 – – – – G116T –

N120 N120S – N120S N120S N120S –

H7 E128 E128D – E128D – – –

I135 – I135V – I135V – –

L136 – – – – L136M –

IDR T148 T148V T148V T148V T148V T148V –

MHR R154 – R154K – – R154K/R –

Y169 Y169F Y169F Y169F Y169F Y169F –

S178 S178T S178T S178T S178T S178T –

H9 E180 E180D – E180D – – –

N183 – – – – N183G –

E187 – – – – E187D –

H10 T200 – T200S – T200S – –

K203 K203R K203R K203R K203R K203R –

A208 A208G A208G A208G A208G A208G –

G225 – – – – G225S –

Примечание. *Прочерк – аминокислота соответствует аминокислоте в референс-последовательности HXB2 (K03455).
Note. *Dash means that the amino acid corresponds to amino acid in the reference sequence HXB2 (K03455).
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продолжается разработка новых антиретровирусных 
препаратов [33, 50, 51] и терапевтических вакцин 
[36, 37, 52, 53], нацеленных на альтернативные бел-
ки-мишени ВИЧ, в том числе на капсидный белок p24 
[33, 36, 37]. Эта работа была посвящена изучению осо-
бенностей капсидного белка p24 у вариантов ВИЧ-1, 
циркулирующих на территории России.

В результате филогенетического анализа было 
сформировано 6 кластеров – A1, A6, CRF02_AG + 
CRF63_02A6, G, B и C (рис. 1), что свидетельствует 
о существующей гетерогенности фрагмента гена gag, 
кодирующего белок p24, между различными вариан-
тами ВИЧ-1 и о наличии отличий у вариантов ВИЧ-1, 

поэтому именно он в настоящее время является наи-
более широко изученным вариантом [6, 7]. Молеку-
лярная эпидемиология ВИЧ-инфекции в России имеет 
уникальный характер, однако генотипирование ВИЧ-1  
на настоящий момент не является обязательным [4] 
и проводится, как правило, только по гену pol, который 
кодирует основные белки-мишени антиретровирусной 
терапии. Полногеномное секвенирование в небольших 
масштабах могут себе позволить лишь единичные ла-
боратории в рамках выполнения научных проектов. 
Таким образом, фрагменты генома за пределами гена 
pol у вариантов ВИЧ, циркулирующих в России, оста-
ются малоизученными. Вместе с тем в мире активно 

Таблица 3. Частота встречаемости мутаций (единичных замен) в белке p24 вариантов ВИЧ-1 суб-субтипов А6 и субтипа B, %
Table 3. Frequency of mutations (single substitutions) in p24 variants of sub-subtype A6 and subtype B HIV-1, %

Мутация
Mutation

Частота встречаемости
Frequency Мутация

Mutation

Частота встречаемости
Frequency Мутация

Mutation

Частота встречаемости
Frequency

A6 B A6 B A6 B

I6A 99,5 0 T54M 95,5 0 T148V 88,5 20,1

I6L 0 76 T58I 96 0 R154K 17 28,4

V11T 38 0 E71D 99 2,2 Y169F 100 0

V11I 20 0,4 V83L 75 86,5 S178T 98 11,8

A14S 82 0,9 V86A 81,5 6,1 E180D 67 30,6

A14P 7 29,3 H87Q 100 24,9 K203R 89 0,4

I15M 64 2,6 I91F 82 0 P207S 26,5 0

I15L 6,5 27,9 I91V 1,5 24,5 A208G 97 21

V27I 100 28,8 A92P 97,5 6,1 G225S 13 22,7

S41T 31 18,3 N120S 80,5 24,5 – – –

Примечание. Мутациями считали замены в указанных позициях в сравнении с референс-штаммом HXB2. Жирным шрифтом выделены 
позиции, в которых замены у суб-субтипа А6 встречались более чем в 80%, при этом у субтипа В обнаружены не были.
Note. Mutations were defined as substitutions in the indicated positions in comparison with the reference strain HXB2. The positions in which substi-
tutions in the A6 subtype were found in more than 80%, while absent in the subtype B, are shown in bold.

Таблица 4. Частота встречаемости мутаций (единичных замен) в белке p24 вариантов суб-субтипов А6 и А1 ВИЧ-1, % 
Table 4. Frequency of mutations (single substitutions) in p24 variants sub-subtypes A6 and A1 HIV-1, %

Мутация
Mutation

Частота встречаемости
Frequency Мутация

Mutation

Частота встречаемости
Frequency Мутация

Mutation

Частота встречаемости
Frequency

A6 A1 A6 A1 A6 A1

V11T 38 5 V83L 75 88,3 T148V 88,5 95,6

V11I 20 61,7 V86A 81,5 6,7 R154K 17 91,1

A14S 82 30,6 H87Q 100 25 S178T 98 85,6

A14N 0 26,1 I91F 82 2,2 E180D 67 26,1

I15M 64 7,8 A92P 97,5 81,1 N183G 0 66,1

I15L 6,5 71,1 L111P 0 76,7 T200S 8 80

V27I 100 94,4 I115L 0 21,7 K203R 89 79,4

A31G 5 26,1 N120S 80,5 48,9 P207T 2 36,7

S41T 31 3,9 N120G 5,5 39,4 G225S 13 26,7

T54M 95,5 83,3 E128D 77,5 89,4 – – –

Примечание. Мутациями считали замены в указанных позициях в сравнении с референс-штаммом HXB2. Жирным шрифтом выделены 
позиции, в которых замены у суб-субтипа А6 встречались в 4 и более раза чаще.
Note. Mutations were defined as substitutions in the indicated positions in comparison with the reference strain HXB2. The positions in which substi-
tutions in the A6 subtype were found ≥4 times more often are shown in bold.
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циркулирующих в России (суб-субтипа А6, рекомби-
нантных форм CRF63_02A6, CRF_03AB, CRF02_AG 
и субтипа G), от наиболее изученного субтипа В. 

Последовательности рекомбинантной формы 
CRF_03AB сгруппировались с последовательностями 
субтипа А6, так как CRF_03AB является продуктом 
рекомбинации суб-субтипа А6 и субтипа В и в области 
гена gag CRF_03AB соответствует суб-субтипу А6 [54].

Из 22 последовательностей рекомбинантной 
формы CRF63_02A6 20 сформировали общий кла-
стер с последовательностями CRF02_AG, так как 
CRF63_02A6 являются продуктом рекомбинации 
CRF02_AG и субтипа А6 [55]. Тем не менее последо-
вательности CRF63_02A6 сформировали отдельный 
подкластер в кластере CRF02_AG+CRF63_02A6, что 
свидетельствует о наличии некоторых особенностей 
в области гена gag, кодирующей белок p24, отличаю-
щих CRF63_02A6 от CRF02_AG. 

В кластере G 24 из 25 последовательностей, полу-
ченных от пациентов из России, сформировали кладу. 
Дополнительный анализ данных литературы показал, 
что эти последовательности были получены от паци-
ентов, инфицированных во время нозокомиальной 
вспышки в 1988–1990 гг. на юге России [14, 56].

В консенсусных последовательностях вариантов 
ВИЧ-1, циркулирующих на территории РФ, были об-
наружены замены АК в 31-й позиции относительно 
референсной последовательности HXB2 и консенсус-
ной последовательности субтипа В (табл. 2). При этом 
замены были выявлены практически во всех участках 
p24, за исключением H5, H8 и H11, что согласует-
ся с данными о том, что наиболее консервативными 
структурами в группе M ВИЧ-1 являются области 
H5 и H8 [34]. Наибольшее число замен обнаружено 
в области CypA-связывающей петли, тогда как в ре-
гионе MHR были найдены замены только в двух сай-
тах – 154 и 169. В целом консенсусные последователь-
ности белка p24 вариантов ВИЧ-1, циркулирующих 
на территории РФ, содержали как общие замены, так 
и отличия, количество и качество которых менялись 
в зависимости от варианта вируса, при этом каждый 
вариант вируса имел уникальный профиль замен.

При сравнении профилей полиморфизмов суб-суб-
типа А6 и субтипа В, суб-субтипов А6 и А1 были 
определены достоверные статистически значимые 
отличия, которые свидетельствуют о наличии инди-
видуальных особенностей в профиле полиморфизма 
суб-субтипа А6 и генетическом разнообразии белка 
p24 внутри субтипа А. 

Отдельно следует отметить три мутации (V86A, 
H87Q, I91F), которые у суб-субтипа А6 выявлялись 
более чем в 80% случаев, и в 4 и более раза чаще, чем 
у субтипа В и суб-субтипа А1 (табл. 3 и 4), вследствие 
чего их можно обозначить в качестве характеристиче-
ских замен для суб-субтипа А6. Мутации V86A, H87Q, 
I91F располагаются в области CypA-связывающей 
петли, которая отвечает за взаимодействие p24 с кле-
точным белком циклофилином А, предотвращающим 
ограничение репликации ВИЧ-1 путём блокировки 
клеточного фактора TRIM5α [34, 57]. При этом ранее 

было показано, что замена H87Q снижает эффектив-
ность связывания p24 с циклофилином А [41]. 

Также дополнительно необходимо выделить за-
мену в 92-м положении – A92P, которая встречалась 
у суб-субтипов А6 и А1 в 97,5 и 81,1% случаев соот-
ветственно, в то время как у субтипа B – лишь в 6,1% 
случаев. Ранее было показано, что замена A92E вли-
яет на репликацию вируса [41]. Хотя данных о зна-
чимости мутации A92P пока нет, эту замену следует 
отметить для дальнейшего изучения.

При исследовании наличия мутаций лекарственной 
устойчивости к ленакапавиру у вариантов ВИЧ, цирку-
лирующих в России, в последовательностях, загружен-
ных из базы данных Los Alamos, в одной из 7 после-
довательностей рекомбинантной формы CRF03_A6B 
и в трёх из 25 последовательностей субтипа G была об-
наружена мутация T107S. Последовательности ВИЧ-1 
субтипа G, согласно приложенным к ним описаниям, 
были получены от разных пациентов, хотя и инфици-
рованных в результате одной нозокомиальной вспыш-
ки [56]. Наличие единичной мутации T107S не приво-
дит к развитию лекарственной устойчивости к ленака-
павиру, необходимо сочетание с мутацией Q67H [44], 
однако неизвестно, может ли под воздействием лена-
капавира наличие T107S ускорить возникновение му-
тации Q67H. Кроме того, обращает на себя внимание 
выявление T107S у CRF03_AB в одной из 7 последова-
тельностей (14,3%), а у субтипа G – в трёх из 25 (12%). 
Небольшая выборка последовательностей не позво-
ляет определить частоту встречаемости T107S у этих 
вариантов ВИЧ-1, тем не менее полученный результат 
может поспособствовать дальнейшему исследованию 
распространённости мутаций лекарственной устой-
чивости к ленакапавиру у рекомбинантной формы 
CRF03_A6B и вариантов ВИЧ-1 субтипа G, циркули-
рующих на территории РФ.

В клинических образцах, полученных от пациентов, 
мутации лекарственной устойчивости к ленакапави-
ру обнаружены не были. В целом результаты анализа 
свидетельствуют о низкой вероятности предсущество-
вания мутаций лекарственной устойчивости к ленака-
павиру у вариантов ВИЧ-1, циркулирующих в России, 
что согласуется с общемировыми данными [34, 46].

Заключение
В результате проведённого исследования обозначе-

ны особенности белка p24 у вариантов ВИЧ-1, цир-
кулирующих на территории России. Для наиболее 
широко распространённого в России суб-субтипа А6 
определены характеристические замены и обозначены 
достоверные отличия естественных полиморфизмов 
от наиболее близкого ему суб-субтипа А1 и наиболее 
хорошо изученного субтипа В. Полученные данные 
смогут быть учтены при разработке антиретровирус-
ных препаратов и терапевтических вакцин на основе 
белка p24 в будущем. Показано, что предсуществова-
ние мутаций лекарственной устойчивости к ленакапа-
виру у всех вариантов ВИЧ-1, циркулирующих на тер-
ритории РФ, маловероятно. Прогноз применения лена-
капавира в будущем в России в целом благоприятный.
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Хантавирусы (Hantaviridae: Orthohantavirus), циркулирующие 
среди насекомоядных на Дальнем Востоке России
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Новосибирская область, Россия; 
2ФКУЗ «Хабаровская противочумная станция» Роспотребнадзора, 680031, г. Хабаровск, Россия; 
3ФГАОУ ВО «Дальневосточный федеральный университет», 690950, г. Владивосток, Россия

Введение. Насекомоядные являются новым природным резервуаром хантавирусов (Hantaviridae), широко 
распространённых по всему миру. Четыре вида хантавирусов, ассоциированных с бурозубками, выявлены 
в двух регионах Дальнего Востока РФ: два генетических варианта вируса Seewis (SWSV), вирусы Lena River 
(LENV), Kenkeme (KKMV) и Yakeshi (YKSV). 
Цель работы – исследование географического распространения хантавирусов среди бурозубок рода Sorex 
в южной части Дальнего Востока. 
Материалы и методы. Образцы лёгочной ткани бурозубок, отловленных в четырёх административных ре-
гионах Дальнего Востока, исследовали на присутствие РНК хантавирусов в полимеразной цепной реакции 
с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Филогенетический анализ полученных последовательностей вирусно-
го генома проводили с использованием программы MEGA-X. 
Результаты. Установлена циркуляция хантавирусов в бурозубках рода Sorex в Еврейской автономной об-
ласти, Хабаровском, Приморском краях и в Сахалинской области. На острове Сахалин нами был обна-
ружен новый генетический вариант вируса YKSV и его новый природный носитель – когтистая бурозубка 
(S. ungiuculatus). Показано, что вариант ARTV-Sc вируса SWSV циркулирует на побережье Хабаровского и 
Приморского краёв среди S. caecutiens. Вирусы KKMV и SWSV (вариант ARTV-St) обнаружены в Еврейской 
автономной области среди S. roboratus и S. tundrensis соответственно. 
Заключение. Установлено распространение хантавирусов в бурозубках рода Sorex на всей исследованной 
территории Дальнего Востока России. Полученные результаты свидетельствуют о коэволюции хантавиру-
сов SWSV, KKMV и YKSV с их природными носителями в ареалах их обитания. 
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Shrew-borne hantaviruses (Hantaviridae: Orthohantavirus)  
in the Far East of Russia
Liudmila N. Yashina1, Leonid I. Ivanov2, Nina I. Zdanovskaya2, Galina G. Kompanets3,  
Mikhail Yu. Kartashov1
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3Far Eastern Federal University, 690950, Vladivostok, Russia

Introduction. Insectivores are newly recognized hantaviral reservoir worldwide. Four distinct shrew-borne 
hantaviruses (family Hantaviridae) have been identified in two regions located in southern and northern part of the 
Russian Far East, two genetic variants of Seewis virus (SWSV), Lena River virus (LENV), Kenkeme virus (KKMV) 
and Yakeshi virus (YKSV). Here, we describe geographic distribution of shrew-borne hantaviruses in southern part 
of the Russian Far East: Jewish Autonomous region, Khabarovsk Krai, Primorsky Krai and Sakhalin region. 
Materials and methods. Lung samples from shrews of genus Sorex, captured in the four regions of Far Eastern 
Russia, were examined for hantavirus RNA using reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). 
Phylogenetic analysis of the partial nucleotide sequences of viral genome was conducted using MEGA X software.
Results. New genetic variant of YKSV was identified in new reservoir host, long-clawed shrew (S. ungiuculatus) 
from Sakhalin Island. Genetic variant of SWSV, ARTV-Sc, has been found to circulate among S. caecutiens on 
the seacoast of Khabarovsk and Primorsky Krai. KKMV virus and second genetic variant of SWSV, ARTV-St, were 
found in S. roboratus and S. tundrensis, respectively from Jewish Autonomous region .
Conclusion. Sorex-borne hantaviruses were found in all studied regions of Far Eastern Russia. Our results 
demonstrated co-evolution of SWSV, KKMV, and YKSV viruses throughout the geographic distribution of its hosts. 
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Введение

Хантавирусы, принадлежащие семейству Hantavi-
ridae рода Orthohantavirus, широко распространены 
во многих регионах мира и являются возбудителями 
двух клинических форм заболевания человека – ге-
моррагической лихорадки с почечным синдромом 
и хантавирусного кардио-лёгочного синдрома, для 
которых международным сообществом хантавиру-

сологов предлагается использовать новый общий 
термин – хантавирусное заболевание [1]. Со вре-
мён открытия первого хантавируса от полевой мы-
ши грызуны отряда Rodentia считались основным 
природным резервуаром хантавирусов, однако ис-
следования последних лет установили более широ-
кий круг млекопитающих хозяев, включая насеко-
моядных (отряд Eulipotyphla) и рукокрылых (отряд 
Chiroptera) [2].
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Активное изучение хантавирусов в новых природ-
ных резервуарах, их видового состава, распростра-
нения и патогенного потенциала привело к откры-
тию 26 новых хантавирусов среди насекомоядных 
и 7 видов среди летучих мышей в географически 
удалённых районах на трёх континентах [3]. Наибо-
лее важным фактом явилось серологическое доказа-
тельство инфицирования людей хантавирусами, цир-
кулирующими среди насекомоядных и рукокрылых 
в Азии и Африке [4, 5].

В России исследования проводились на террито-
рии азиатской части страны. В Сибири среди насе-
комоядных были обнаружены пять хантавирусов: 
Сивис (SWSV), Алтай (ALTV), Артыбаш (ARTV), 
Кенкеме (KKMV), Академ (ACDV). Вирус SWSV, 
первоначально выявленный на территории Европы 
от обыкновенных бурозубок (Sorex araneus), широ-
ко распространён на территории Сибири от Омской 
области до озера Байкал [6]. SWSV был обнаружен 
в нескольких видах бурозубок рода Sorex, включая 
обыкновенную, тундряную (S. tundrensis) и крупно-
зубую (S. daphaenodon). В дополнение к SWSV, от-
носящемуся к роду Orthohantavirus, в обыкновенной 
бурозубке в Республике Алтай и Томской области был 
открыт ранее неизвестный значительно отличающий-
ся вирус, названный вирусом Алтай (ALTV) [7, 8]. 
Филогенетический анализ показал, что новый вирус 
наиболее близок к роду Mobatvirus, включающему 
в основном хантавирусы от летучих мышей, что ука-
зывает на межвидовой переход в ходе его эволюции 
[8]. В популяциях средних бурозубок (S. caecutiens) 
Республики Алтай и Красноярского края был обна-
ружен вирус Артыбаш (ARTV) [9]. Согласно новой 
классификации, вирус ARTV отнесён к отдельному 
генетическому варианту ARTV-Sc вируса SWSV [10]. 
На территории Алтайского края среди плоскочереп-
ных бурозубок (S. roboratus) выявлен вирус Кенкеме 
(KKMV), впервые найденный в том же виде носите-
лей в Республике Саха [11, 12]. Недавние исследова-
ния сибирских кротов (Talpa altaica) на территории 
Западной Сибири установили среди них циркуляцию 
ранее неизвестного вируса Академ (ACDV) [13]. 

На Дальнем Востоке России в южной части Ха-
баровского края и Республике Саха были выявлены 
и идентифицированы четыре вида хантавирусов. 
Совместная циркуляция двух значительно различа-
ющихся вирусов Лена (LENV) и варианта ARTV-Sc 
вируса SWSV была обнаружена в популяциях сред-
ней бурозубки (S. caecutiens) в Хабаровском крае 
и Республике Саха [7, 14]. На основе получения 
и анализа полноразмерных геномов выдвинута ги-
потеза, что хантавирусы ALTV и LENV возникли 
в ходе эволюции в результате межвидового перехода 
предкового хантавируса летучих мышей к насеко-
моядным и его последующего распространения сре-
ди бурозубок рода Sorex на территории Евразии [8]. 
Второй генетически различающийся вариант вируса 
SWSV, ранее называемый ARTV-St, был обнаружен 
среди S. tundrensis на юге Хабаровского края [14]. 
В Хабаровском крае и Республике Саха среди плоско-

черепных бурозубок установлена циркуляция вируса 
KKMV, а в Хабаровском крае в таежных бурозубках 
(S. isodon) был найден вирус Yakeshi (YKSV), ранее 
выявленный в том же носителе на приграничной тер-
ритории Китая [11, 14, 15]. 

Целью исследования было дальнейшее изучение 
циркуляции хантавирусов среди насекомоядных на 
территории Дальнего Востока, их видового состава 
и распространения. 

Материалы и методы
Экспедиции по отлову мелких млекопитаю-

щих и сбору образцов были проведены в пери-
од 2011, 2015–2017 гг. на территории Дальнего Вос-
тока России. Отлов мелких млекопитающих и отбор 
образцов осуществляли в соответствии с протоколом 
и рекомендациями по безопасной работе согласно 
МУ 3.1.1029-01 (утв. 06.04.2001 г.). Авторы подтвер-
ждают соблюдение институциональных и националь-
ных стандартов по использованию лабораторных жи-
вотных в соответствии с Consensus Author Guidelines 
for Animal Use (IAVES, 2010, July 23). Отобранные 
ткани лёгких помещали в жидкий азот либо в ста-
билизирующий раствор RNAlater (QIAGEN GmbH, 
Германия) для последующего выделения РНК и её 
анализа методом полимеразной цепной реакции с об-
ратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Для подтвержде-
ния таксономической принадлежности бурозубок, 
определённой экспертами-зоологами, было проведе-
но определение и сравнение с базой данных GenBank 
фрагмента гена цитохрома b митохондриальной ДНК. 

Вирусную кДНК (комплементарную) синтезирова-
ли с использованием ОТ Thermo Scientific RevertAid 
Premium Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, 
США) и родоспецифического праймера HPS (5’-TAG-
TAGTAGACTCC). Продукты двухраундовой ампли-
фикации получали с использованием двух серий прай-
меров по стандартному протоколу с использованием 
Hot start Taq ДНК-полимеразы производства фирмы 
«СибЭнзайм» (Новосибирск). Первая серия праймеров 
и условия проведения реакции были описаны ранее 
[16], вторая серия праймеров была выбрана авторами 
и описана в работе L.N. Yashina и соавт. [8].

Выравнивание нуклеотидных последовательно-
стей осуществляли с помощью алгоритма MUSCLE 
в программе MEGA X [17]. Для построения филоге-
нетических деревьев использован метод максималь-
ного правдоподобия (Maximum Likelihood) с моде-
лью эволюции GTR + G + I. Вычисления проводили 
для 1000 итераций. 

Результаты 
В период 2011 и 2015–2017 гг. в Еврейской авто-

номной области (ЕАО), Приморском и Хабаровском 
краях, Сахалинской области было отловлено 43 буро-
зубки (рис. 1, таблица). Все образцы были протести-
рованы методом ОТ-ПЦР с использованием прайме-
ров для L-сегмента генома. Хантавирусная РНК была 
выявлена в образцах от 13 бурозубок, отловленных 
во всех исследованных регионах в 7 из 9 выбранных 
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точек: окрестностях Биробиджана, Ленинского, Нико-
лаевки (ЕАО); Токи и Ландыши (Хабаровский край), 
Владивостока (Приморский край), Холмска (Сахалин-
ская область) (таблица). РНК-положительный обра-
зец с острова Сахалин дополнительно анализировали 
с использованием праймеров к S-сегменту генома. 
Полученные нуклеотидные последовательности де-
понированы в банке данных GenBank под номера-
ми MG888369 – MG888373, MG888375, MG860921, 
MZ062428 – MZ062433, ON858829. Филогенетиче-
ский анализ частичной 426-нуклеотидной последова-
тельности гена цитохрома b идентифицировал носите-
лей вируса как S. tundrensis, S. caecutiens, S. roboratus 
и S. unguiculatus (номера в банке данных MG888386, 
MG888400 – MG888401, ON858826 – ON858828).

Филогенетический анализ, основанный на фраг-
ментах 346 нуклеотидных остатков (н.о.) L-сегмен-
та генома, выявил среди новых РНК-изолятов три 
вида хантавирусов: варианты вируса SWSV (ARTV-
Sc и SWSV-St), KKMV и YKSV (рис. 2). Анализ ну-
клеотидных последовательностей 6 РНК-изолятов 
от S. caecutiens показал их принадлежность к виру-

су SWSV (ARTV-Sc), ранее выявленному от средних 
бурозубок в окрестностях Хабаровска и в Республике 
Саха [7, 14]. Установлено, что новые вирусные после-
довательности от S. caecutiens образуют две генети-
ческие подгруппы, отличающиеся по нуклеотидным 
последовательностям на 8,5–9,8%. РНК-изоляты 
от средних бурозубок, отловленных на побережье 
Хабаровского и Приморского краёв, близки к генети-
ческому варианту вируса из окрестностей Хабаров-
ска (Galkino-Sc2712) и отличаются от РНК-изолятов 
вируса из географически более удалённой Респу-
блики Саха (MSB8558) на 12,7–15,0%. РНК-изолят 
Nikolaevka-Sc667 из ЕАО наиболее близок второй 
дальневосточной подгруппе, включающей образцы 
из Большехехцирского заповедника Хабаровского 
края (Khekhtsir-Sc1126). 

Новые нуклеотидные последовательности виру-
са SWSV, обнаруженные в образцах от S. tundrensis 
(вариант ARTV-St) из ЕАО, группируются с после-
довательностью от того же вида носителей (Galkino-
St2714) из Хабаровска, уровень их различия не пре-
вышает 5,6%. Различие РНК-изолятов вируса SWSV 

Рис. 1. Расположение точек отлова на территории Дальнего Востока России (включая ранее проведённые исследования), где были 
выявлены инфицированные хантавирусами бурозубки рода Sorex: 1) Ленинское, 2) Биробиджан, 3) Николаевка, 4) Хехцир, 5) Галки-
но, 6) Ландыши, 7) Токи, 8) окрестности Владивостока, 9) Холмск. Идентифицированные хантавирусы обозначены цветом: SWSV/

ARTV-Sc (синий), SWSV/ARTV-St (зеленый), KKMV (сине-зеленый), YKSV (малиновый), LENV (красный).
Fig. 1. The locations of the collection sites in the Far East of Russia (including previous studies), where hantavirus-infected shrews of genus 

Sorex were captured: 1) Leninskoye, 2) Birobidzhan, 3) Nikolaevka, 4) Khekhtsir, 5) Galkino, 6) Lili, 7) Toki, 8) suburbs of Vladivostok 
City, 9) Holmsk. Detected hantaviruses are designated with following colors: SWSV/ARTV-Sc (dark blue), SWSV/ARTV-St (green), KKMV 

(blue), YKSV (magenta), LENV (red).
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Рис. 2. Филогенетическое дерево, ото-
бражающее взаимосвязи российских 
РНК-изолятов хантавирусов, ассоци-
ированных с бурозубками рода Sorex 

(зелёный шрифт), выявленных на 
Дальнем Востоке России, и штаммов 
хантавирусов из других регионов ми-
ра от насекомоядных, грызунов и ле-
тучих мышей. Деревья построены на 
основе фрагмента L-сегмента генома 
методом максимального правдоподо-
бия с использованием модели GTR + 
I + Γ, индексы поддержки рассчитаны 
для 1000 повторов. Жирным шрифтом 
и кружком выделены исследованные 

РНК-изоляты хантавирусов.
Fig. 2. Phylogenetic tree of Sorex-borne 
hantaviruses (colored in green) identified 
in the Far East of Russia in relationship 
to strains from insectivores, rodents and 

bats from other regions of the world. 
Tree, generated by maximum-likelihood 

method, was based on the L segment 
sequences, under the best-fit GTR + I + 
G model with 1000 bootstrap replicates. 
Strains from this study are shown in bold 

lettering and circles. 
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от двух видов носителей – S. caecutiens и S. tundrensis – 
составило 19,3–20,9% для нуклеотидных и 1,7–2,6% 
для аминокислотных последовательностей. 

Анализ нуклеотидной последовательности, полу-
ченной из тканей лёгких S. roboratus, отловленной 
в ЕАО (Nikolaevka-Sr963), установил её принадлеж-
ность к вирусу KKMV (рис. 2). Новая нуклеотидная 
последовательность отличалась от ранее опубли-
кованных из Хабаровска (Galkino-Sr700) и Китая 
(Fuyuan-Sr326) на 0,7–2,9% и значительно сильнее 
(15,7–17,6%) – от географически удалённых изолятов 
из Алтайского края (Solton-Sr54) и Республики Саха 
(MSB148794). Различие аминокислотных последова-
тельностей составило 0,9–1,7%. 

Вирусная последовательность, выявленная от ког-
тистой бурозубки (S. unguiculatus) с острова Сахалин, 
филогенетически группируется с изолятами вируса 
YKSV от S. isodon, ранее найденными в окрестностях 
Хабаровска (Khekhtsir-Si71, Khekhtsir-Si373) и Китае 
(Si-210). Уровень различия изолятов вируса YKSV 
от разных природных носителей составил для L-сег-
мента 16,0–18,6% для нуклеотидных и 2,8–3,5% – для 
аминокислотных последовательностей. Анализ по-
следовательности S-сегмента генома (730 н.о.) ново-
го изолята Sakhalin-Su353 выявил 18,9–20,4% нукле-
отидных и 3,5% аминокислотных различий в сравне-
нии с последовательностями от S. isodon.

Обсуждение
Среди отловленных средних бурозубок не был об-

наружен вирус LENV, что могло быть связано с огра-
ниченным числом исследованных животных. Со-
гласно нашим данным, уровень инфицированности 
бурозубок вирусом LENV относительно низок [14]. 
Ранее вирус LENV был обнаружен в одном образце 
от S. caecutiens, отловленных в окрестностях Хаба-
ровска, в то время как ARTV-Sc найден в пяти из тех 
же 59 исследованных образцов. Одна из возможных 
причин – различная чувствительность к вирусам 
у природных носителей за счёт разной эволюционной 
истории. Вирусы SWSV, KKMV и YKSV филогене-
тически отнесены к роду Orthohantavirus. Долговре-
менная коэволюция между вирусом SWSV (вариант 
ARTV-Sc) и его хозяином обеспечивает лучшую вос-
приимчивость носителя к вирусу SWSV (ARTV-Sc) 
по сравнению с LENV (род Mobatvirus), для которо-
го выявлен межвидовой переброс от другого хозяина 
в ходе эволюционной истории. Эта гипотеза требует 
дальнейшей проверки, включая изоляцию вирусов. 

Заключение 
Таким образом, нами показано широкое распростра-

нение хантавируса SWSV (вариант ARTV-Sc) в популя-
циях средних бурозубок в новых очагах на территории 
ЕАО, Хабаровского и Приморского краёв и вирусов 

Таблица. Выявление инфицированных хантавирусами бурозубок рода Sorex методом ОТ-ПЦР на Дальнем Востоке России
Table. Prevalence of hantavirus infection as determined by RT-PCR in Sorex species in the Russian Far East 

Регион 
Region

Место отлова 
Trap locality

Вид 
Species

Год 
Year

Число положительных/ 
исследованных РНК 

Hantavirus 
Positive/Tested for RNA

Вирус 
Virus

Еврейская автономная 
область 
Jewish Autonomous region

Ленинское 
Leninskoye

S. tundrensis 2016 2/5 ARTV-St

Биробиджан 
Birobidzhan

S. tundrensis 2016 2/5 ARTV-St

Николаевка 
Nikolaevka

S. tundrensis 2016 1/2 ARTV-St

S. caecutiens 2016 1/2 ARTV-Sc

S. roboratus 2017 1/1 KKMV

Приамурское 
Priamurskoye

S. tundrensis 2017 0/2 –

S. caecutiens 2017 0/2 –

Хабаровский край     
Khabarovsk
Krai

Токи    
Toki

S. caecutiens 2011 1/4 ARTV-Sc

S. caecutiens 2017 1/1 ARTV-Sc

Ванино 
Vanino

S. caecutiens
S. daphaenodon
S. unguiculatus
S. caecutiens

2011
2011
2011
2017

0/1
0/1
0/1
0/3

–

Ландыши   Landyshi S. caecutiens 2011 1/1 ARTV-Sc

Приморский край 
Primorsky Krai

Владивосток 
Vladivostok

S. caecutiens 2015 2/6 ARTV-Sc

Сахалинская область 
Sakhalin region

Холмск 
Holmsk

S. unguiculatus 2015 1/6 YKSV
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SWSV (вариант ARTV-St) и KKMV в ЕАО среди тун-
дряных и плоскочерепных бурозубок соответственно. 
На острове Сахалин обнаружен новый вариант вируса 
YKSV и его новый природный носитель – S. unguiculatus 
в дополнение к ранее известному носителю S. isodon, 
населяющему материковую часть Дальнего Востока 
России. Полученные результаты свидетельствуют о ко-
эволюции хантавирусов SWSV, KKMV и YKSV с при-
родными носителями в ареалах их обитания. 
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ВЛАДИМИР ИГОРЕВИЧ ЗЛОБИН 
(к 80-летию со дня рождения)

6 января 2023 г. отпраздновал свой 80-летний юби-
лей Владимир Игоревич Злобин – крупный вирусолог, 
академик РАН, профессор, доктор медицинских наук, 
главный научный сотрудник ФГБУ «НИЦ эпидемио-
логии и микробиологии имени почётного академика 
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России.

С именем В.И. Злобина связано развитие в нашей 
стране молекулярной эпидемиологии инфекционных 
заболеваний. Основой для развития данного направ-
ления стали многолетние исследования Владимира 
Игоревича, проводимые в области этиологии, моле-
кулярной биологии, эпидемиологии, профилактики 
вирусных и бактериальных инфекций. В.И. Злобин – 
признанный специалист в области молекулярной эпи-
демиологии клещевого энцефалита. Его исследова-
ния позволили существенно расширить понимание 
изменчивости вируса клещевого энцефалита на тер-
ритории бывшего СССР и её влияния на эпидемио-
логическое благополучие и эффективность применя-
емых средств профилактики клещевого энцефалита. 
Благодаря разработке диагностических тест-систем, 
сбору и исследованию уникальной коллекции изоля-
тов вируса, собранных в результате многочисленных 
экспедиций, всестороннему анализу эпидемического 
процесса и оценке эффективности средств рутинной 
и экстренной профилактики, В.И. Злобин сформули-

ровал предложения по совершенствованию страте-
гии и тактики профилактики клещевого энцефалита, 
многие из которых были внедрены в медицинскую 
практику и создали прочную основу для дальнейших 
исследований в данной области.

После окончания в 1968 г. Свердловского государ-
ственного медицинского института по специальности 
«санитарный врач» Владимир Игоревич в течение 
трёх лет работал по распределению главным сани-
тарным врачом Мелеузовского района Башкирской  
АССР, однако позднее перешёл на должность млад-
шего научного сотрудника в Свердловский НИИ 
вирусных инфекций МЗ РСФСР. В этот период 
он подготовил кандидатскую диссертацию по специ-
альности «вирусология» на тему «Изучение и оцен-
ка генетических признаков штаммов вируса полио-
миелита, выделенных в период применения живой 
полиомиелитной вакцины» (1978). В опытах in vitro 
и на модели обезьян В.И. Злобиным были получе-
ны убедительные данные о реверсии вирулентности 
вакцинных штаммов до уровня дикого полиовируса 
при их циркуляции среди невакцинированных детей. 
Острая для здравоохранения тема оказалось очень 
важной для определения стратегии и тактики эради-
кации этого заболевания не только в нашей стране, 
но и за рубежом. Дальнейшие исследования В.И. Зло-
бина были посвящены преимущественно вирусам 
комплекса клещевого энцефалита и на первом этапе 
были развернуты на базе возглавляемой им лаборато-
рии трансмиссивных вирусных инфекций (1980).

В 1984–1988 гг. работа по изучению клещевого эн-
цефалита была продолжена в Омском НИИ природ-
но-очаговых инфекций, где совместные исследования 
с сотрудниками Новосибирского института биооргани-
ческой химии СО АМН СССР привели В.И. Злобина 
к разработке метода молекулярной гибридизации ну-
клеиновых кислот для определения и дифференциации 
вирусов комплекса клещевого энцефалита и других 
флавивирусов. В этот период изоляты вируса, полу-
ченные в результате многочисленных экспедиционных 
работ В.И. Злобина, стали основой уникальной кол-
лекции вируса клещевого энцефалита, охватывающей 
весь географический ареал вируса на территории быв-
шего СССР. Значительная часть штаммов была депо-
нирована в Государственную коллекцию вирусов. Ре-
зультатом работ стали многочисленные отечественные 
и зарубежные публикации, авторские свидетельства 
и патенты, а также докторская диссертация по специ-
альности «вирусология» на тему «Молекулярно-био-
логическое определение и генетическая дифференци-
ация вируса клещевого энцефалита» (1992).
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В этот период В.И. Злобин стал признанным специа-
листом по проблеме клещевого энцефалита и получил 
приглашение на должность директора Института эпи-
демиологии и микробиологии Восточно-Сибирского 
научного центра СО АМН СССР (Иркутск). Он принял 
приглашение (1988) и провёл реорганизацию структу-
ры института, внедрил актуальную научную повестку 
и новейшие методы исследования. Именно в этот пери-
од им впервые было сформировано новое научное на-
правление – молекулярная эпидемиология клещевого 
энцефалита. Впервые коллективом под руководством 
В.И. Злобина выявлены и описаны генотипы вируса 
клещевого энцефалита, с помощью классических и мо-
лекулярно-биологических методов изучена большая 
коллекция штаммов, изолированных на территории 
нашей страны, а также ряда зарубежных государств. 
Были развёрнуты исследования по проблеме сочетан-
ных вирусных, бактериальных, риккетсиозных и про-
тозойных инфекций, переносимых иксодовыми кле-
щами. На основе внедрения новых экспресс-методов 
исследования в Иркутске была организована эффек-
тивная экстренная профилактика клещевых инфекций, 
позволившая существенно снизить заболеваемость. 
Одновременно с научной и административной работой 
Владимир Игоревич уделял большое внимание под-
готовке научных кадров и преподаванию: в 1994 г. им 
была основана и возглавлена кафедра эпидемиологии 
и бактериологии Иркутского государственного инсти-
тута усовершенствования врачей, а с 1995 г. он стал 
преподавать молекулярную вирусологию на кафедре 
физико-химической биологии Иркутского государ-
ственного университета. В 1995 г. В.И. Злобин полу-
чил учёное звание профессора, а с 1997 г. избран чле-
ном-корреспондентом РАМН.

В 2002 г. В.И. Злобин переехал в Москву и сначала 
перешёл на работу в Институт полиомиелита и вирус-
ных энцефалитов РАМН, где занимал должность за-
местителя директора по научной работе и возглавлял 
лабораторию эпидемиологии и профилактики энце-
фалитов, а позднее в НИИ вирусологии им. Д.И. Ива-
новского РАМН, где руководил лабораторией имму-
нологии (2006–2009). Работы этого периода были по-
священы анализу современной эпидемиологической 
обстановки по природно-очаговым вирусным инфек-
циям в Российской Федерации и отдельных регионах, 
оценке эффективности стратегии и тактики профилак-
тики, а также используемых в практике вакцин и пре-
паратов антител для экстренной профилактики и ле-
чения клещевого энцефалита. Именно в этот период 
В.И. Злобин разработал предложения по усовершен-
ствованию профилактического комплекса клещевого 
энцефалита, имеющих целью повысить результатив-
ность профилактических мероприятий. Проводимые 
исследования внесли существенный вклад в развитие 
медицинской науки и здравоохранения, вследствие 
чего в 2004 г. В.И. Злобин был избран академиком 
РАМН.

В 2009 г. В.И. Злобин вернулся в Иркутск, где снача-
ла заведовал кафедрой микробиологии, вирусологии 

и иммунологии Иркутского государственного меди-
цинского университета, а в 2013 г. организовал и воз-
главил НИИ биомедицинских технологий в структуре 
Иркутского государственного медицинского универ-
ситета. В 2013 г. В.И. Злобин получил учёное звание 
академика РАН. В этот период под руководством Вла-
димира Игоревича продолжилась активная работа 
по проблеме молекулярной эпидемиологии клещево-
го энцефалита. В 2022 г. В.И. Злобин снова вернул-
ся в Москву, где занял должность главного научного 
сотрудника в ФГБУ «НИЦ эпидемиологии и микро-
биологии имени почётного академика Н.Ф. Гамалеи» 
Минздрава России, где продолжает активно работать 
по направлению молекулярной эпидемиологии ин-
фекционных заболеваний.

Академик РАН В.И. Злобин является автором бо-
лее 900 научных работ, в том числе 19 монографий 
и руководств, 10 авторских свидетельств и патентов 
на изобретения. За всё время он подготовил 11 док-
торов и 13 кандидатов наук; является членом редак-
ционных коллегий журналов «Вопросы вирусологии» 
(Москва), «Эпидемиология и вакцинопрофилактика» 
(Москва), «Прикладная энтомология» (Москва), «Си-
бирский медицинский журнал» (Иркутск), «Журнал 
инфекционной патологии» (Иркутск); организовал 
ряд крупных российских и международных научных 
конференций; являлся членом экспертного совета 
ВАК, консультировал Всемирную организацию здра-
воохранения, работая в Болгарии, Сербии, Боснии 
и Герцеговине, Македонии, Украине, Узбекистане, 
Таджикистане, Туркмении.

За научные достижения и их внедрение в здравоох-
ранение В.И. Злобин награждён медалью Монголии, 
медалью Республики Южная Осетия, медалью имени 
Роберта Коха (Германия), медалью имени академика 
В.И. Покровского, ведомственными почётными гра-
мотами и дипломами российского и регионального 
уровня; удостоен почётных званий «Заслуженный 
деятель науки Российской Федерации» и «Заслужен-
ный деятель науки Республики Бурятия», «Почётный 
профессор Уральской государственной медицинской 
академии» (2012), «Почётный профессор Харбинского 
медицинского университета (КНР)» (2013), «Почёт-
ный профессор Медицинского университета в Да Ци-
не (КНР)» (2014), «Почётный профессор Иркутского 
государственного медицинского университета» (2018); 
является лауреатом научной премии РАМН по молеку-
лярной вирусологии имени В.М. Жданова, премии гу-
бернатора Иркутской области в сфере науки и техники, 
также удостоен золотого знака и благодарности Все-
мирной организации здравоохранения за вклад в иско-
ренение полиомиелита в регионе Европы.

Коллектив ФГБУ «НИЦ эпидемиологии и микро-
биологии имени почётного академика Н.Ф. Гама-
леи» Минздрава России и члены редколлегии журнала  
«Вопросы вирусологии» поздравляют Владимира Иго-
ревича с юбилеем и желают ему здоровья, долгих лет 
жизни, успешной научной и творческой деятельности.
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Святослав Георгиевич Чешик 
(01.01.1930 – 30.12.2022) 

30 декабря 2022 г. на 93-м году жизни скончался 
профессор, доктор медицинских наук, заслуженный 
врач Российской Федерации Святослав Георгиевич 
Чешик. 

Святослав Георгиевич родился в 1930 г. в Витебской 
области. Окончил Минский медицинский институт 
в 1953 г., клиническую ординатуру по специальности 
«инфекционные болезни» – в 1957 г. в Витебске. 

Научно-практическая деятельность Святослава  
Георгиевича на протяжении 64 лет была связана  
с Институтом вирусологии им. Д.И. Ивановского 
РАМН, где он прошёл славный путь от аспиранта 
до профессора. С 1988 по 2008 г. являлся руководите-
лем отдела вирусных гепатитов и клинической виру-
сологии института. 

С.Г. Чешик был известным и авторитетным учёным 
в области вирусных инфекций человека. Им была 
разработана концепция вирусно-бактериальных ассо-
циаций как причинных факторов пневмонии у детей. 
Внедрена в практическое здравоохранение система 
диагностики и лечения тяжёлых форм смешанных ви-
русных и вирусно-бактериальных заболеваний орга-
нов дыхания у детей, что позволило улучшить исходы 
заболеваний и уменьшить летальность. Круг научных 
интересов Святослава Георгиевича включал вопросы 
лечения не только различных респираторных инфек-
ций, но и вирусных гепатитов, цитомегаловирусной 
инфекции в функциональной системе «мать – плацен-
та – плод» и других герпесвирусных инфекций. 

С.Г. Чешик – автор 250 научных публикаций и соав-
тор отдельных глав в руководствах по инфекционным 
болезням. Им подготовлены 2 доктора и 10 кандида-
тов медицинских наук.

С.Г. Чешик вёл активную общественную деятель-
ность, на протяжении 25 лет являлся главным детским 
инфекционистом. Благодаря его участию в Москве бы-
ла ликвидирована младенческая смертность от вирус-
ного гепатита В и начаты профилактические привив-
ки школьникам в возрасте 13–14 лет. Существенный 
вклад Святослав Георгиевич внёс в организационную 
работу по ликвидации полиомиелита, являлся пред-
седателем экспертного совета по диагностике острых 
вялых параличей у детей. Святослав Георгиевич был 
членом редакционного совета журналов «Инфекцион-
ные болезни», «Детские болезни» и «Биопрепараты».

Научная, врачебная и общественная деятельность 
С.Г. Чешика была отмечена государством присвоени-
ем звания заслуженного врача Российской Федерации 
и значком «Отличник здравоохранения». 

Для тех, кто долгие годы работал со Святославом 
Георгиевичем, это невосполнимая и тяжёлая утрата.

Светлая память о Святославе Георгиевиче навсегда  
сохранится в наших сердцах. 
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