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РЕЗЮМЕ

ВВЕДЕНИЕ. Создание новых препаратов на основе непатогенных штаммов энтеровирусов, обладающих 
онкотропными и онколитическими свойствами, является одним из современных и безопасных подходов 
к комплексному лечению онкологических заболеваний и профилактике постоперационного метастазиро-
вания. Необходимый этап доклинических исследований — изучение фармакологической безопасности ле-
карственных препаратов.
ЦЕЛЬ. Изучение общетоксического (при однократном и многократном введении), местнораздражающего 
действия, фармакологической безопасности и пирогенности как этапа регистрационных доклинических ис-
следований безопасности препаратов на основе непатогенных штаммов энтеровирусов ЖЭВ4, ЖЭВ7, ЖЭВ8, 
ЖЭВ14 и Russo.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Препараты представляли собой высокоочищенные энтеровирусы групп А, В, С, вы-
ращенные в культуре клеток Vero, титр вируса: 2×107–5×108 ЦПД50/мл (ЦПД50 — цитопатогенная доза вируса, 
лизирующая 50% клеток); растворитель — изотонический раствор натрия хлорида. Исследование безопас-
ности препаратов проводили на 220 мышах BALB/c и 440 крысах линии Wistar обоего пола, 18 кроликах 
самцах породы «Советская шиншилла». Препараты вводили внутривенно в дозах 1×105 и 1×106 ЦПД50/особь 
однократно или в течение 90 суток 1 раз в неделю при исследовании токсичности при многократном введе-
нии в вышеуказанных дозах. Клинико-лабораторные, патоморфологические исследования проводили на 45 
и 91 сутки эксперимента. Статистическую обработку результатов осуществляли с использованием пакета 
статистических программ GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, Inc., США).
РЕЗУЛЬТАТЫ. Установлено, что после однократного введения мышам и крысам каждого из пяти препа-
ратов на основе энтеровирусов не наблюдалось летальности, отмечалась позитивная динамика набора 
массы тела, не было выявлено макроскопических и микроскопических патологических изменений мозга, 
селезенки, печени, почек, легких, места введения. При многократном введении в изученных дозах пре-

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.30895/2312-7821-2024-415&domain=pdf&date_stamp=2024-06-04
https://doi.org/10.30895/2312-7821-2024-415
mailto:kira.stosman@influenza.spb.ru


Preclinical Safety Assessment of Antineoplastic Agents Based on Live Non-Pathogenic Enteroviruses

Sivak K.V., Stosman K.I., Kalinina E.Yu., Lyubyshin M.M., Orshanskaya Ya.R., Savateeva-Lyubimova T.N., 
Kazakova S.B., Fedoseeva D.M., Nazarov A.S., Radion E.I., Yudin S.M., Keskinov А.А., Makarov V.V., Yudin V.S., et al. 

445Safety and Risk of Pharmacotherapy. 2024. Vol. 12, No. 4

параты не вызвали функциональных изменений со стороны органов и систем. Все изучаемые показатели 
 находились в пределах физиологической нормы для самцов и самок крыс. При гистологическом исследо-
вании не отмечалось каких-либо патологических изменений, специфического цитолитического и/или цито-
патического вирусного действия. Местнораздражающее действие отсутствовало. Все исследуемые препа-
раты не обладали пирогенным эффектом.
ВЫВОДЫ. Результаты проведенных доклинических исследований продемонстрировали безопасность 
противоопухолевых препаратов ЖЭВ4, ЖЭВ7, ЖЭВ8, ЖЭВ 14 и Russo на основе живых непатогенных энте-
ровирусов.
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ABSTRACT

INTRODUCTION. Developing novel medicines based on non-pathogenic enterovirus strains exhibiting oncotropic 
and oncolytic properties represents an up-to-date and safe approach to complex cancer treatment and postop-
erative metastasis prevention. Safety pharmacology studies are a necessary step in the preclinical development 
of medicinal products.
AIM. The study aimed to investigate the single and repeated-dose general toxicity, local tolerance, safety phar-
macology, and pyrogenicity of medicinal products based on non-pathogenic LEV4, LEV7, LEV8, LEV14, and Russo 
enterovirus strains as part of preclinical safety studies.
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MATERIALS AND METHODS. The study used medicinal products of highly purified group A, B, and C enteroviruses 
at a titre of 2×107–5×108 CPD50/mL (CPD50 is a cytopathogenic dose of the virus causing 50% cell lysis) and normal 
saline as a diluent. The viruses were propagated in Vero cells. The safety study used 220 male and female  BALB/c 
mice, 440 male and female Wistar rats, and 18 male Soviet chinchilla rabbits. The study animals received an 
intravenous dose of 1×105 or 1×106 CPD50/animal once (single-dose toxicity) or weekly for 90 days (repeated-dose 
toxicity). Clinical examination, laboratory testing, and necropsy were performed on Days 45 and 91 of the exper-
iment. Statistical data processing was performed using Prism 8.0 software (GraphPad Software, Inc., USA).
RESULTS. Upon single administration of each of the five enterovirus medicinal products to mice and rats, the au-
thors observed complete survival, upward trends in body weight gain, and no gross or histopathological changes 
in the brain, spleen, liver, kidneys, lungs, or at the injection site. Upon repeated administration at the study doses, 
the medicinal products caused no functional changes in the organs and systems. All the studied parameters 
were within the normal physiological ranges for male and female rats. Histopathological examination revealed 
no pathological changes or specific cytolytic and/or cytopathic effects. No local irritation was observed. None 
of the investigational medicinal products showed pyrogenicity.
CONCLUSIONS. The obtained preclinical results demonstrate the safety of antineoplastic agents based on live 
non-pathogenic LEV4, LEV7, LEV8, LEV14, and Russo enteroviruses.

Keywords: antineoplastic agents; enteroviruses; oncolytic viruses; oncolytic strains; safety pharmacology; 
toxicity; rats; mice; rabbits; preclinical study
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ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на значительный прогресс в борьбе 

со злокачественными новообразованиями, по-
иск эффективных и более безопасных методов 
лечения, вызывающих селективную гибель опу-
холевых клеток, все еще остается актуальным. 
Основными методами лечения рака являются 
хирургическая резекция опухолей, химиоте-
рапия и лучевая терапия, имеющие как преи-
мущества, так и серьезные побочные эффекты. 
Лекарственная таргетная химиотерапия более 
предпочтительна, но ее возможности ограни-
чены не только токсичностью противоопухоле-
вых средств, но и лекарственной устойчивостью 
опухолей. Применение онколитических вирусов, 
представляющих собой класс терапевтических 
средств, которые позволяют эффективно раз-
рушать злокачественные трансформируемые 
клетки (онколиз), не затрагивая здоровые ткани 
организма, является одним из перспективных 
методов профилактики метастазирования по-
сле резекции опухолей и лечения онкологиче-
ских заболеваний [1–3]. Благодаря механизмам, 
отличным от действия существующих противоо-
пухолевых препаратов, онколитические вирусы 

расширяют возможности лечения опухолей раз-
личных локализаций [4]. С развитием техноло-
гий генной инженерии онколитические вирусы 
стали использоваться в качестве универсальной 
платформы для разработки новых противоопу-
холевых стратегий, которые могут применяться 
как отдельно, так и в сочетании с другими ме-
тодами лечения [5]. Кроме прямого воздействия 
на опухолевые клетки онколитические вирусы 
способны активировать противоопухолевый 
иммунитет, защиту от ускользания опухолевых 
клеток от иммунного контроля [6–12].

В качестве одного из наиболее перспектив-
ных агентов для противоопухолевой терапии 
можно рассматривать энтеровирусы человека 
из семейства Picornaviridae [13, 14]. Многие пред-
ставители энтеровирусов практически непато-
генны для людей, что позволило на их основе 
создать живые энтеровирусные вакцины (ЖЭВ), 
которые применялись для профилактики и ле-
чения сезонных вирусных заболеваний за счет 
феномена интерференции с болезнетворными 
вирусами [15, 16]. При этом наблюдался пози-
тивный клинический эффект и в отношении зло-
качественных заболеваний вплоть до полного 
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исчезновения опухоли и метастазов [17–19]. 
Непатогенные штаммы энтеровирусов человека 
используют несколько альтернативных клеточ-
ных рецепторов для проникновения в клетку, 
что может определять их способность заражать 
опухолевые клетки, на которых в достаточном 
количестве экспрессируется соответствующий 
рецептор [8].

Ликвидация неопластических клеток может 
происходить за счет способности онколити-
ческих вирусов размножаться в клетках зло-
качественных опухолей и вызывать их лизис. 
Онколитические вирусы обладают не только 
прямой цитотоксической активностью, но и сти-
мулируют иммунные реакции организма хозяи-
на, что приводит к разрушению остаточных зло-
качественных клеток, а также к установлению 
прочного противоопухолевого иммунитета 
и индукции образования интерферона [20]. 
Онколитические вирусы губительно действуют 
на устойчивые к апоптозу опухолевые клетки 
и в связи с этим не имеют перекрестной рези-
стентности к применяемой стандартной проти-
воопухолевой терапии. Есть данные, подтверж-
дающие, что онколитические вирусы вызывают 
повышение чувствительности опухолевых кле-
ток к химио- и лучевой терапии, а также к инги-
биторам контрольных иммунных точек [21–25].

Доклинические и клинические исследования 
препаратов на основе онколитических виру-
сов показали высокую эффективность лечения 
ряда онкологических заболеваний при сравни-
тельно малой токсичности [26]. Однако более 
перспективным является использование онко-
литических вирусов как платформы для имму-
нотерапии злокачественных новообразований. 
Так, в настоящее время созданы рекомбинант-
ные штаммы онколитических вирусов с целью 
повышения их онкоселективности и иммуноген-
ности [27–30].

Штаммы онколитических вирусов ЖЭВ4, 
ЖЭВ7, ЖЭВ14 (энтеровирус В) и ЖЭВ8 (энтеро-
вирус А) ранее испытывались как живые энте-
ровирусные вакцины, они представляют собой 
непатогенные энтеровирусные штаммы, вы-
деленные из фекалий здоровых детей в воз-
расте от 2 до 5 лет [31–33]. Рекомбинантный 
штамм полиовируса 3 типа Russo (энтерови-
рус  С) был сконструирован на основе вакцин-
ного штамма Сэбина путем замены 5’-концево-
го регуляторного участка внутренней посадки 
рибосом на гомологичный сегмент непатоген-
ного энтеровирусного штамма ЖЭВ14. Подобная 
модификация устраняет присутствующий 

в полио вирусном геноме участок, способствую-
щий репликации вируса в нейронах, что обеспе-
чивает дополнительную безопасность вируса 
[34,  35]. Противоопухолевая и репликативная 
активность этих лекарственных средств была 
изучена in vitro с помощью титрования на куль-
туре клеток почки обезьяны Vero. Показано, 
что данные вирусные штаммы обладают способ-
ностью активно реплицироваться и оказывать 
избирательное цитотоксическое (онколитиче-
ское) действие на неопластические клетки мно-
гих злокачественных заболеваний: глиальных 
опухолей головного мозга, рака яичника, легко-
го, молочной железы, толстого кишечника, шей-
ки матки, простаты, почки, желудка, меланомы, 
мезотелиомы, миеломы, нескольких видов сар-
ком, лимфом и ряда других патологий. При за-
ражении опухолевых клеток вирусным препа-
ратом происходит образование новых вирусных 
частиц, способных к дальнейшему распростра-
нению внутри опухоли с переходом на отдален-
ные опухолевые очаги (метастазы). Важной ак-
тивностью препаратов является их способность 
уничтожать опухоль-инициирующие стволовые 
клетки, снижая вероятность рецидивов заболе-
вания [36]. Приведенные сведения обосновыва-
ют актуальность разработки и проведения реги-
страционных исследований новых препаратов 
на основе апатогенных онколитических вирусов 
в России.

Цель работы — изучение общетоксическо-
го действия (при однократном и многократном 
введении), местнораздражающего действия, 
фармакологической безопасности и пироген-
ности как этапа регистрационных доклиниче-
ских исследований безопасности препаратов 
на основе непатогенных штаммов энтеровиру-
сов ЖЭВ4, ЖЭВ7, ЖЭВ8, ЖЭВ 14 и Russo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изучаемые препараты. Доклиническое ис-

следование безопасности противоопухолевых 
препаратов на основе непатогенных энтерови-
русов ЖЭВ4, ЖЭВ7, ЖЭВ8, ЖЭВ14 и Russo, ранее 
полученных д.б.н., чл.-корр. РАН П.М. Чумаковым 
в Институте молекулярной биологии имени 
В.А. Энгельгардта РАН, было проведено в лабо-
ратории безопасности лекарственных средств 
ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А.  Смородинцева». 
Результаты исследования частично представле-
ны в данной статье.

Штамм ЖЭВ4 — энтеровирус В. Используемые 
клеточные рецепторы — ITGA2 и ICAM-1. Штамм 
адаптирован к репликации в клетках HEK293Т 
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и RD. При адаптации отмечено 5 нуклеотидных 
замен, приводящих к заменам синонимических 
кодонов без изменения аминокислотной струк-
туры белка. Штамм по нуклеотидному составу 
наиболее близок вирусу Echo 1, штамм Farouk 
(79,3% гомологии).

Штамм ЖЭВ7 — энтеровирус В. Используемые 
клеточные рецепторы — CD55 и FCGRT. Штамм 
адаптирован к репликации в клетках HEK293Т, 
NCI-H1299 и RD. При адаптации отмечено 
8 нуклеотидных замен, приводящих к заме-
нам синонимических кодонов без изменения 
аминокислотной структуры белка. Штамм по ну-
клеотидному составу наиболее близок вирусу 
Echo 12, штамм Travis (81,27% гомологии).

Штамм ЖЭВ8 — энтеровирус А. Используемые 
клеточные рецепторы — SCARB2 и CD55. Штамм 
адаптирован к репликации в клетках HEK293Т, 
RD и Vero. При адаптации отмечены 3 нуклео-
тидные замены, приводящие к заменам синони-
мических кодонов без изменения аминокислот-
ной структуры белка. Штамм по нуклеотидному 
составу близок вирусу Coxsackie A7, штамм Parker 
(96,14% гомологии).

Штамм ЖЭВ14 — энтеровирус В. Исполь-
зуемые клеточные рецепторы — CD55 и CXADR. 
Штамм адаптирован к репликации в клет-
ках HEK293Т и Vero. При адаптации отмечено 
4 нуклеотидные замены, приводящие к заме-
нам синонимических кодонов без изменения 
аминокислотной структуры белка. Штамм по ну-
клеотидному составу близок вирусу Coxsackie B5, 
штамм Faulkner (82,47% гомологии) и везикуляр-
ному вирусу свиней SVDV (79,12% гомологии).

Штамм Russo — рекомбинантный энтерови-
рус на основе вакцинного штамма полио 3 (эн-
теровирус С) и штамма ЖЭВ 14 (энтеро вирус В). 
Используемый клеточный рецептор — PVR/ CD155. 
Рекомбинантный вирус получен на основе вак-
цинного штамма полиовируса 3 типа (штамм 
Sabin). Природный 5’-концевой IRES полиовиру-
са заменен на композитный синтетический IRES, 
имеющий на 5’-конце 88 нуклеотидный участок 
IRES полиовируса 3 типа и далее 707 нуклеоти-
дов от IRES вируса Coxsackie B5, и дистальный 
участок IRES полиовируса 3 типа размером 36 
нуклеотидов. Композитный IRES не содержит 
участок, связывающий трансляционные факто-
ры, необходимые для репликации вируса в клет-
ках нейронального происхождения. Штамм 
получен путем оживления на матрице синтети-
ческой ДНК копии рекомбинантного вируса.
1 ICH guideline S6 (R1) — preclinical safety evaluation of biotechnology-derived pharmaceuticals. EMA/CHMP/ICH/731268/1998. 
EMA; 2011.

Каждый из 5 препаратов является лекар-
ственным средством для терапии онкологиче-
ских заболеваний человека в лекарственной 
форме раствор для внутриопухолевого, внутри-
мышечного и внутривенного введения, а также 
для введения в область операционной раны по-
сле хирургического удаления опухоли.

Препараты представляют собой высокоо-
чищенные живые непатогенные энтеровирусы 
групп А, В или С. В 2 мл каждого раствора пре-
парата содержится энтеровирус, выращенный 
в культуре клеток почки обезьяны Vero. Титр 
вируса: 2×107–5×108 ЦПД50/мл (ЦПД50 — цитопа-
тогенная доза вируса, лизирующая 50% клеток). 
В качестве вспомогательного вещества (раство-
рителя) использовали изотонический раствор 
натрия хлорида. Препараты не содержат кон-
серванты, антибиотики, стимуляторы и другие 
потенциально токсические вещества. Каждый 
препарат представляет собой бесцветную про-
зрачную жидкость, хранящуюся при темпера-
туре –20±2  °C, расфасованную в стеклянную 
ампулу, которую непосредственно перед ис-
пользованием следует разморозить до комнат-
ной температуры и встряхнуть. Стандартизацию 
препаратов перед исследованием проводили 
индивидуально для каждого штамма. Титр виру-
са определяли методом конечного разведения 
через 24 ч после инфицирования.

Животные. Экспериментальное исследо-
вание проводили с соблюдением этических 
принципов обращения с лабораторными живот-
ными в соответствии с Директивой 2010/63/EU 
Европейского парламента и Совета Европейского 
союза от 22.09.2010 по охране животных, ис-
пользуемых в научных целях. Протокол иссле-
дования был одобрен биоэтической комиссией 
ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» (про-
токол заседания от 12.05.2021 № 41). В работе 
использовали 220 мышей BALB/c и 440 крыс 
линии Wistar обоего пола, 18 кроликов самцов 
породы «Советская шиншилла», полученных 
из сертифицированного питомника лаборатор-
ных животных.

Дизайн исследования. Проведена оценка об-
щетоксических свойств, местнораздражающего 
действия препаратов, изучена их фармакологи-
ческая безопасность (в отношении центральной 
нервной, сердечно-сосудистой, дыхательной 
систем, почек, печени и селезенки). Согласно 
руководству по доклиническому исследованию 
биотехнологических лекарственных средств1 
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способ и частота введения должны быть мак-
симально приближены к тем, которые предла-
гаются для клинического применения. Частота 
введения препарата лабораторным животным 
может быть увеличена по сравнению с пред-
лагаемой для человека, чтобы компенсировать 
более быструю скорость клиренса. В клиниче-
ской практике предполагается еженедельное 
или один раз в 2–3 недели введение препара-
тов в течение 12 недель в зависимости от типа 
патологии. Согласно проекту инструкции, со-
ставленному разработчиком препаратов, эф-
фективная для человека доза — 1×105 ЦПД50. 
В связи с этим для исследования безопасности 
на животных было использовано два уровня 
доз — 1×105 ЦПД50 /особь и в 10 раз ее превыша-
ющая (1×106 ЦПД50 /особь).

После рандомизации животные были разде-
лены на группы согласно дизайну эксперимента 
(табл. 1). Для оценки токсичности при однократ-
ном введении было сформировано 11 экспери-
ментальных групп, включающих мышей и крыс 
(1 группа — плацебо, 10 групп — животные), ко-
торым вводили однократно внутривенно пре-
параты в двух дозах 1×105 и 1×106 ЦПД50 / особь. 

Каждая группа содержала по 10 самцов и 10 
самок каждого вида животных. Плацебо (0,9% 
раствор натрия хлорида) вводили внутри-
венно в объеме 0,2 мл/особь. Длительность 
наблюдения за животными составила 14  сут. 
В течение этого периода регистрировали массу 
тела, клиническую картину (общее состояние 
животных, особенности их поведения, интен-
сивность и характер двигательной активности, 
наличие судорог, координация движений, то-
нус скелетных мышц, реакция на тактильные, 
болевые, звуковые и световые раздражите-
ли, частота и глубина дыхательных движе-
ний, ритм сердечных сокращений, состояние 
шерстного и кожного покрова, окраска сли-
зистых оболочек, размер зрачка, положение 
хвоста, консистенция фекальных масс, окраска 
мочи), наличие летальности. После эвтаназии 
(в CO2-боксе для эвтаназии, VetTech Solutions, 
Великобритания) проводили визуальный ос-
мотр органов. У животных, получавших пре-
параты в максимальной дозе, проводили ги-
стологическое исследование тканей в месте 
введения препаратов, а также мозга, сердца, 
почек, печени, легких и селезенки.

Таблица 1. Дизайн эксперимента
Table 1. Study design

Тип исследования
Study type

Животные
Animals

Группа
Group

Доза
Dose

Количество 
введений
Number of 
injections

Количество и пол 
животных в группе
Number and sex of 

animals in the group

Токсичность 
при однократном 
введении
Single-dose toxicity

Мыши, 
крысы
Mouse, rat

Плацебо
Placebo

0 1 10 M + 10 F

Штаммы ЖЭВ4, ЖЭВ7, 
ЖЭВ8, ЖЭВ14, Russo
LEV4, LEV7, LEV 8, LEV14, 
Russo

1×105 ЦПД50 /особь
1×105 CPD50 /animal

1 10 M + 10 F

1×106 ЦПД50 /особь
1×106 CPD50 /animal

1 10 M + 10 F

Токсичность 
при многократном 
введении
Repeated-dose 
toxicity

Крысы
Rat

Плацебо
Placebo

0 13 (1 раз 
в  неделю)
13 (once 
a week)

10 M + 10 F

Штаммы ЖЭВ4, ЖЭВ7, 
ЖЭВ8, ЖЭВ14, Russo
LEV4, LEV7, LEV8, LEV14, 
Russo

1×105 ЦПД50 /особь
1×105 CPD50 /animal

10 M + 10 F

1×106 ЦПД50 /особь
1×106 CPD50 /animal

10 M + 10 F

Пирогенность
Pyrogen test

Кролики
Rabbit

Плацебо
Placebo

0 1 3 M

Штаммы ЖЭВ4, ЖЭВ7, 
ЖЭВ8, ЖЭВ14, Russo
LEV4, LEV7, LEV8, LEV14, 
Russo

1×105 ЦПД50 /особь
1×105 CPD50 /animal

1 3 M

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. ЦПД — цитопатогенная доза; ЦПД50 — доза вируса, лизирующая 50% клеток; ЖЭВ — живой энтеровирус; Russo — 
рекомбинантный энтеровирус; M — самцы; F — самки.
Note. CPD, cytopathogenic dose; CPD50, virus dose causing 50% cell lysis; LEV, live enterovirus; Russo, recombinant enterovirus; 
M, males; F, females.
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При изучении токсичности при многократном 
введении2 препараты вводили крысам внутри-
венно в дозах 1×105 и 1×106 ЦПД50/ особь на про-
тяжении 90 сут с интервалом 7 сут. Животные 
были разделены на 11 групп (1 группа — пла-
цебо, 10 групп — животные, которым вводи-
ли препараты в двух разных дозах), каждая 
из которых содержала по 10  самцов и 10  са-
мок. Оценивали летальность, клиническую 
картину, массу и температуру тела, потребле-
ние корма и воды. Анализ мочи, гематологиче-
ские и биохимические исследования проводи-
ли на 45 и 91  сут после начала исследования. 
Изучали структуру поведения в тесте «открытое 
поле» (латентный период, горизонтальные пе-
ремещения, вертикальные стойки, количество 
заглядываний в отверстия, болюсов, время не-
подвижности, груминг), используя установку 
«Открытое поле» (ООО «НПК Открытая Наука», 
Россия). Электрокардиографически (с помощью 
электронного блока «Поли-Спектр-8/В», Россия) 
оценивали функциональное состояние сердеч-
но-сосудистой системы (частоту сердечных со-
кращений, интервалы PQ, QT (QTc), QRS, RR, ам-
плитуду зубцов P, R, T), а также частоту дыхания 
(пальпаторно).

Анализ крови проводили на автоматическом 
гематологическом анализаторе Abacus (Diatron, 
Австрия — Венгрия) и регистрировали следую-
щие показатели: количество эритроцитов, кон-
центрация гемоглобина, гематокрит, среднее 
содержание гемоглобина в клетке, средняя кон-
центрация гемоглобина в клетке, количество 
лейкоцитов, лейкоцитарная формула, количе-
ство тромбоцитов. Скорость оседания эритро-
цитов оценивали на анализаторе Ves-Matic 10 
(Diesse, Италия).

Биохимические показатели (альбумин, гло-
булины, общий белок, аланининовая трансами-
наза (АЛТ), аспарагиновая трансаминаза (АСТ), 
щелочная фосфатаза (ЩФ), общий билирубин, 
глюкоза, общий холестерин, триглицериды (ТАГ), 
мочевина, креатинин) определяли с помощью 
готовых наборов для клинической биохимии 
на автоматическом биохимическом анализаторе 
KeyLab (BPC BioSed, Италия), электролиты (ка-
лий, натрий, хлориды и кальций) — на анализа-
торе E-Lyte Plus (High Technology Inc., США).

Протромбиновое время, активированное пар-
циальное тромбопластиновое время и фибрино-
ген определяли на гемокоагулометре Coag  4D 

2 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 2. М.: Гриф и К; 
2012.
3  ОФС.1.2.4.0005.15 Пирогенность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.

(Diagon, Венгрия). Протромбиновый индекс 
и международное нормализованное отношение 
рассчитывались автоматически на приборе.

Анализ мочи проводили на 45 и 90 сут экспе-
римента. Для сбора мочи крыс помещали в об-
менные клетки (Tecniplast, Италия) на  16–24  ч 
при свободном доступе к питьевой воде. 
Оценивали объем диуреза, уровень глюкозы, 
белка, билирубина, уробилиногена, кетонов, рН, 
плотность, количество лейкоцитов, эритроцитов, 
наличие слизи. Клинический анализ мочи осу-
ществляли с помощью тест-полосок на анализа-
торе Aution Eleven 4020 (Arkray, Япония). Уровень 
белка и креатинина в моче определяли на биохи-
мическом анализаторе URIСКАН-БК («Эйлитон», 
Россия). Микроскопический анализ мочи осу-
ществляли методом суправитальной окраски 
с подсчетом клеточных элементов в слайд-план-
шете при увеличении  ×100 и ×400 на светооп-
тическом микроскопе DM1000 (Leica, Германия).

После окончания эксперимента (на 91  сут) 
проводили патоморфологическое исследование 
органов (головной мозг, сердце, легкие, тимус, 
селезенка, костный мозг, печень, почки, надпо-
чечники, желудок, двенадцатиперстная кишка, 
поджелудочная железа, яички и яичники) и ме-
ста введения препаратов. Были рассчитаны мас-
совые коэффициенты каждого органа (голов-
ного мозга, тимуса, сердца, легких, селезенки, 
печени, почек, надпочечников, яичек или яични-
ков), представляющие собой отношение массы 
органа к массе тела животного (мг/г).

Для гистологического исследования ткани 
фиксировали в 10% забуференном растворе фор-
малина («Биовитрум», Россия) и подвергали стан-
дартной проводке в гистопроцессоре Histo-Tek 
VP1 (Sakura, Япония) с последующим заключе-
нием в парафин. Из парафиновых блоков делали 
срезы 5 мкм и стандартно окрашивали их гема-
токсилином и эозином. Препараты исследовали 
в световом микроскопе Leica DM1000 (Германия).

Пирогенность препаратов изучали на кро-
ликах самцах породы «Советская шиншилла»3. 
Животные были разделены на 6 групп (1 груп-
па — плацебо, остальные группы — 5 изучаемых 
препаратов), содержащих по 3 особи каждая 
(табл. 1). Препараты вводили внутривенно в дозе 
1×105 ЦПД50/особь. Измерение температуры про-
водили с интервалом 30 мин на протяжении 3 ч.

Статистическая обработка данных. Обра-
ботку полученных результатов выполняли 
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с использованием пакета статистических про-
грамм Prism 8.0 (GraphPad Software, Inc., США). 
Данные представлены в виде среднего значе-
ния (Mean) и его стандартного отклонения (±SD). 
Проверку на нормальность распределения 
проводили методом Шапиро–Уилка. Для выяв-
ления различий между независимыми группа-
ми использовали непараметрические критерии 
Краскела–Уоллиса, а при попарном сравнении 
критерии Данна, Бонферрони и считали значи-
мыми при уровне р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка токсичности 
при однократном введении

При изучении токсичности при однократном 
введении каждый из препаратов вводили вну-
тривенно мышам и крысам обоего пола в дозах 
1×105 и 1×106 ЦПД50/особь с целью регистра-
ции нежелательных реакций, развивающихся 
в первые дни введения, и признаков токсично-
сти. В течение 14 сут наблюдения у животных 
не регистрировалось изменений поведенческих 
реакций, отмечалась позитивная динамика из-
менения массы тела. Летальность отсутствовала. 
Клиническая картина у всех экспериментальных 
животных соответствовала таковой для здоро-
вых особей. Изменений в величине массовых ко-
эффициентов внутренних органов и головного 
мозга опытных мышей и крыс, получивших пре-
параты в обеих дозах, по сравнению с животны-
ми из группы плацебо не было обнаружено.

Макроскопический осмотр мышей и крыс 
после эвтаназии не выявил внешних повреж-
дений наружных покровов и органов. При ги-
стологическом исследовании патологических 
изменений, а также специфического цитоли-
тического и/или цитопатического вирусного 
действия во внутренних органах не было заре-
гистрировано, местнораздражающее действие 
отсутствовало.

Оценка токсичности 
при многократном введении

При оценке токсичности при многократном 
введении на протяжении всего эксперимен-
та летальности крыс, получавших тестируе-
мые препараты в обеих дозах, не отмечалось. 
Наблюдение за опытными животными не вы-
явило каких-либо отклонений в их состоянии 
и поведении. Крысы оставались активными, 
4 Юшков БГ, Корнева ЕА, Черешнев ВА. Понятие нормы в физиологии и патофизиологии. Физиологические константы лабо-
раторных животных. Екатеринбург: УрО РАН; 2021.

регулярно потребляли корм и воду. Осмотр 
каждой особи не выявил слезотечения, сали-
вации, закрытия века, аномалии дыхательных 
движений, кровоизлияний. Шерстный покров, 
цвет слизистых оболочек были без особенно-
стей. Судорог, тремора, аномальных движений, 
нетипичного положения тела отмечено не было. 
Наблюдалась позитивная динамика изменения 
массы тела по отношению к фону. Хотя следу-
ет отметить, что у крыс, получавших изучаемые 
препараты, отмечалась небольшая задерж-
ка в наборе веса по сравнению с животными 
в группе плацебо (рис. 1), которую регистриро-
вали в основном у самцов: у особей, получавших 
ЖЭВ4 в дозе 1×106 ЦПД50/особь, и у животных, 
получавших ЖЭВ14 в дозе 1×105 ЦПД50/особь, — 
с 21 сут и до окончания эксперимента; у особей, 
получавших ЖЭВ8 в обеих дозах и ЖЭВ14 в дозе 
1×106 ЦПД50/особь — с 35 сут и до окончания экс-
перимента. У самок, которым вводили ЖЭВ14 
в максимальной изученной дозе, этот эффект 
наблюдался только на 14 и 21 сут. Все выявлен-
ные изменения не выходили за пределы диапа-
зона нормы.

Изучение динамики потребления корма по-
казало наличие положительного прироста дан-
ного показателя по отношению к фону у живот-
ных из всех тестируемых групп. Наряду с этим 
нужно отметить статистически достоверное 
изменение уровня потребления корма у самцов, 
получавших ЖЭВ4 в обеих дозах и ЖЭВ7 в дозе 
1×106 ЦПД50/особь, и сниженный уровень этого 
показателя у самок, которым вводили все изуча-
емые препараты, по отношению к группе плаце-
бо (табл. 2). Практически во всех опытных груп-
пах отмечался сниженный уровень потребления 
воды по отношению к группе плацебо (табл. 3). 
Все выявленные статистически значимые изме-
нения не выходили за пределы диапазона нор-
мы для крыс4.

Оценка фармакологической 
безопасности

Токсического воздействия тестируемых пре-
паратов на систему терморегуляции, на функци-
ональное состояние центральной нервной си-
стемы крыс, оцененное в тесте «Открытое поле», 
не выявлено. Соотношение актов, составляю-
щих структуру поведенческого паттерна, соот-
ветствовало нормальным значениям, присущим 
здоровым крысам, как на 45 сут эксперимента, 
так и по окончании введения препаратов.
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При электрокардиографическом исследова-
нии было показано, что у всех животных имел 
место правильный синусный ритм сердцеби-
ения, признаков эктопических аритмий, нару-
шений внутрисердечной проводимости не на-
блюдалось. В сердце крыс при гистологическом 
исследовании не было обнаружено патомор-
фологических изменений, гистоархитектоника 
миокарда и стромы соответствовала видовой 
норме.

Повреждающее действие тестируемых пре-
паратов на функциональное состояние дыха-
тельной системы крыс отсутствовало. Различий 
между частотой дыхательных движений у осо-
бей из всех экспериментальных групп зареги-
стрировано не было. В легких крыс при гисто-
логическом исследовании не было обнаружено 
патоморфологических изменений, гистоархи-
тектоника воздухоносного и дыхательного от-
делов соответствовала видовой норме.

Клинико-лабораторные 
исследования

Анализ мочи не показал клинически значи-
мых различий между показателями функцио-
нальной активности почек у опытных животных 
и крыс из группы плацебо как в середине экспе-
римента, так и по окончании введения препара-
тов. Гистологическое изучение почек не выявило 
патологических изменений гломерулярно-эн-
дотелиального и тубулоинтерстициального 
компартмента почечной ткани. Стенки сосудов 
органа были без признаков склероза, гиалино-
за и плазматического пропитывания, капилля-
ры  — умеренного кровенаполнения, просветы 
канальцев — свободные, ровные, очагов воспа-
ления или дистрофии не отмечалось. Все выше-
описанное позволило говорить об отсутствии 
повреждающего действия тестируемых препа-
ратов на функциональное состояние мочевыде-
лительной системы.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Динамика изменения массы тела крыс (n=10), получавших препараты на основе живых непатогенных 
энтеровирусов. А — самцы, 1×105 ЦПД50/особь; В — самцы, 1×106 ЦПД50/особь; С — самки, 1×105 ЦПД50/особь; 
D  — самки, 1×106 ЦПД50/особь. ЦПД50 — доза вируса, лизирующая 50% клеток; ЖЭВ — живой энтеровирус; 
Russo — рекомбинантный энтеровирус

Fig. 1. Time course of body weight changes in rats (n=10) treated with medicinal products based on live non-path-
ogenic enteroviruses. А: males, 1×105 CPD50/animal; В: males, 1×106 CPD50/animal; С: females, 1×105 CPD50/animal; 
D: females, 1×106 CPD50/animal. CPD50, virus dose causing 50% cell lysis; LEV, live enterovirus; Russo, recombinant 
enterovirus

A

C

B

D
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Таблица 2. Динамика потребления корма крысами при многократном введении препаратов на основе живых 
непатогенных энтеровирусов (количество животных n=10)
Table 2. Time course of changes in feed consumption in rats (n=10) treated with repeated doses of medicinal products 
based on live non-pathogenic enteroviruses

Группа
Group

Пол
Sex

Количество потребляемого крысами корма, г
Amount of feed consumed by rats, g

Фон
Baseline

21 сутки 
Day 21 

35 сутки 
Day 35 

49 сутки 
Day 49 

63 сутки 
Day 63 

77 сутки
Day 77 

84 сутки 
Day 84 

Плацебо
Placebo

M 18,3±1,3 19,4±1,5 19,7±1,5 21,3±0,9 21,6±0,9 21,8±0,8 22,0±0,8

F 13,3±0,8 13,9±0,9 19,8±1,5 21,1±1,1 21,4±1,2 21,6±1,2 21,7±1,2

ЖЭВ4, 1×105 
ЦПД50 /особь
LEV4, 1×105 
CPD50 / animal

M 18,4±1,1 18,6±1,1* 19,1±1,1* 19,9±0,7* 20,2±0,8* 20,5±0,7* 20,7±0,8*

F 14,0±1,4 14,8±1,3 15,1±1,3* 15,2±1,2* 15,5±1,2 15,7±1,2* 15,8±1,2*

ЖЭВ4, 1×106 
ЦПД50 /особь
LEV4, 1×106 
CPD50 / animal

M 17,4±1,9 17,8±1,9* 18,2±1,9 18,8±2,3 19,1±2,3 19,3±2,3 19,4±2,3

F 14,3±1,4 14,9±1,5 15,2±1,5* 15,8±1,7* 16,1±1,6 16,3±1,5 16,4±1,5*

ЖЭВ7, 1×105 
ЦПД50 /особь
LEV7, 1×105 
CPD50 / animal

M 17,0±1,6 17,8±1,5 18,3±1,5* 19,4±0,8 16,3±7,9 20,1±0,5 20,2±0,5

F 13,8±1,5 14,8±2,2 15,1±2,1* 14,3±1,5* 14,5±1,6 14,7±1,5* 14,9±1,5*

ЖЭВ7, 1×106 
ЦПД50/особь
LEV7, 1×106 
CPD50 / animal

M 18,5±1,6 20,0±2,3* 20,3±2,3 21,4±2,1 21,5±2,0 21,7±2,0 22,0±2,1

F 14,0±1,1 14,6±1,1 14,9±1,1* 14,9±1,0* 15,1±1,0 15,4±1,0* 15,5±1,0*

ЖЭВ8, 1×105 
ЦПД50 /особь
LEV8, 1×105 
CPD50 / animal

M 18,1±1,0 18,9±1,2 19,3±1,2 20,4±0,7 20,6±0,7 20,9±0,7 21,1±0,7

F 13,9±1,5 14,5±1,7 14,7±2,2* 14,7±1,5* 14,9±1,4 15,2±1,4* 15,3±1,5*

ЖЭВ8, 1×106 
ЦПД50 /особь
LEV8, 1×106 
CPD50 / animal

M 17,4±1,8 17,9±2,8 18,2±2,1 19,8±1,9 20,1±1,9 20,4±1,9 20,6±1,9

F 14,0±1,1 14,5±1,1 14,8±1,1* 15,2±1,6* 15,3±1,5 15,6±1,5* 15,8±1,4*

ЖЭВ14, 1×105 
ЦПД50 /особь
LEV14, 1×105 
CPD50 / animal

M 17,3±1,9 18,3±2,3 18,8±3,2 20,4±2,5 20,6±2,5 20,9±2,5 21,1±2,6

F 13,3±1,7 14,2±1,4 14,5±1,3* 13,6±0,7* 13,9±0,6 14,2±0,6* 14,4±0,6*

ЖЭВ14, 1×106 
ЦПД50 /особь
LEV14, 1×106 
CPD50 / animal

M 18,0±2,0 18,9±2,4 19,2±2,6 20,7±2,7 20,9±2,7 21,1±2,6 21,3±2,6

F 13,7±1,4 14,3±1,5 14,6±1,5* 14,1±1,6* 14,3±1,6 14,6±1,6* 14,8±1,6*

Russo, 1×105 
ЦПД50 /особь
Russo, 1×105 
CPD50 / animal

M 17,8±1,9 18,4±2,2 18,6±2,1 19,8±2,3 20,1±2,3 20,4±2,3 20,6±2,2

F 17,3±1,6* 17,9±1,6* 18,1±1,6* 19,1±2,0 15,7±7,1 19,0±2,0* 19,2±2,0*

Russo,1×106 
ЦПД50 /особь
Russo, 1×106 
CPD50 / animal

M 17,5±1,8 18,2±1,9 18,4±1,9 19,2±2,1 19,4±2,2 19,7±2,2 19,9±2,2

F 14,3±1,4* 15,2±2,4 15,4±2,4* 15,3±1,5* 15,6±1,4 15,9±1,4* 16,1±1,5*

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. Данные представлены в формате Mean±SD — среднее и стандартное отклонение. M — самцы; F — самки; ЦПД — 
цитопатогенная доза; ЦПД50 — доза вируса, лизирующая 50% клеток; ЖЭВ — живой энтеровирус; Russo — рекомбинантный 
энтеровирус.
* Различия статистически значимы (р<0,05) по отношению к плацебо.
Note. The data are presented as Mean±SD (mean value and standard deviation). M, males; F, females, CPD, cytopathogenic dose; 
CPD50, virus dose causing 50% cell lysis; LEV, live enterovirus; Russo, recombinant enterovirus.
* Asterisks denote statistically significant differences from the placebo (p<0.05).
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Таблица 3. Динамика потребления воды крысами при многократном введении препаратов на основе живых 
непатогенных энтеровирусов (количество животных n=10)
Table 3. Time course of changes in water consumption in rats (n=10) treated with repeated doses of medicinal pro-
ducts based on live non-pathogenic enteroviruses

Группа
Group

Пол
Sex

Количество потребляемой крысами воды, г
Amount of water consumed by rats, g

Фон
Baseline

35 сутки 
Day 35

49 сутки
Day 49

63 сутки
Day 63

77 сутки
Day 77

84 сутки
Day 84

Плацебо
Placebo

M 27,8±2,1 31,6±2,0 34,3±0,7 35,5±0,7 36,7±0,6 37,6±0,5

F 23,0±2,7 31,6±1,7 34,1±1,1 35,1±1,0 36,8±1,2 37,6±1,0

ЖЭВ4, 1×105 
ЦПД50 /особь
LEV4, 1×105 
CPD50 / animal

M 28,0±1,1 30,2±1,6* 32,2±1,5* 33,5±1,3 35,4±1,5* 35,1±1,2*

F 22,0±2,5 26,7±3,1* 27,0±2,9* 29,2±2,3* 31,3±2,1* 32,3±2,0*

ЖЭВ4, 1×106 
ЦПД50 /особь
LEV 4, 1×106 
CPD50 / animal

M 23,4±3,4* 27,6±3,0* 28,8±1,6* 30,5±1,8* 32,3±1,7* 33,7±1,9*

F 22,1±2,7 27,4±2,6* 30,2±2,7* 31,7±2,5* 33,7±2,6* 35,0±2,6*

ЖЭВ7, 1×105 
ЦПД50 /особь
LEV7, 1×105 
CPD50 / animal

M 24,2±2,1 29,0±2,3* 30,8±3,0* 33,6±4,7* 34,7±4,1 35,6±4,0

F 21,4±1,2 29,4±2,0 32,2±1,6 33,1±1,4* 34,9±1,6* 36,2±1,3*

ЖЭВ7, 1×106 
ЦПД50 /особь
LEV7, 1×106 
CPD50 / animal

M 25,6±3,0 29,8±2,7* 32,5±2,4 33,8±2,0* 35,3±1,9 36,1±1,5

F 23,7±2,8 27,3±2,6 31,1±1,4 32,5±1,0* 33,6±1,2* 35,1±1,6

ЖЭВ8, 1×105 
ЦПД50 /особь
LEV8, 1×105 
CPD50 / animal

M 28,3±2,0 32,6±2,2* 35,9±1,0 37,0±0,8* 38,4±0,8* 39,2±0,5*

F 22,1±2,3 26,1±2,5 27,5±2,2* 28,5±2,1* 30,4±1,9 31,5±1,7*

ЖЭВ8, 1×106 
ЦПД50 /особь
LEV8, 1×106 
CPD50 / animal

M 24,9±3,1 29,7±2,7* 31,2±1,8 32,3±1,4* 34,1±1,5* 35,2±0,9

F 23,6±2,9 26,9±3,1 30,5±3,1* 31,2±3,1* 32,6±3,0* 34,0±2,7*

ЖЭВ14, 1×105 
ЦПД50 /особь
LEV14, 1×105 
CPD50 / animal

M 24,7±3,3 28,2±3,3* 29,3±2,4 30,5±2,6* 32,3±2,4* 33,6±1,9*

F 21,2±1,3 25,4±1,8 27,7±1,9* 29,3±1,8* 30,4±1,9* 31,5±1,7*

ЖЭВ14, 1×106 
ЦПД50 /особь
LEV14, 1×106 
CPD50 / animal

M 26,3±3,1 29,7±2,8* 32,1±2,3* 33,3±2,1* 34,5±1,9* 35,7±1,7*

F 21,3±1,3 25,5±1,7 28,5±1,9* 29,8±2,0* 31,5±2,1* 32,3±1,9*

Russo, 1×105 
ЦПД50 /особь
Russo, 1×105 
CPD50 / animal

M 20,0±2,9 31,5±2,1 33,7±1,2 34,9±1,2* 36,2±0,8 36,9±0,8

F 25,3±3,2* 29,2±2,8 30,6±1,3 34,2±5,1 33,5±1,3 34,7±1,0

Russo, 1×106 
ЦПД50 /особь
Russo, 1×106 
CPD50 / animal

M 24,6±3,3 28,2±3,0 30,6±1,7 31,7±1,9* 33,6±1,7* 34,8±1,2*

F 22,8±2,9 28,0±2,7 29,0±1,4* 31,4±1,4 33,4±1,4 34,5±1,5

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. Данные представлены в формате Mean±SD — среднее и стандартное отклонение. M — самцы; F — самки; ЦПД — 
цитопатогенная доза; ЦПД50 — доза вируса, лизирующая 50% клеток; ЖЭВ — живой энтеровирус; Russo — рекомбинантный 
энтеровирус.
* Различия статистически значимы (р<0,05) по отношению к плацебо.
Note. The data are presented as Mean±SD (mean value and standard deviation). M, males; F, females, CPD, cytopathogenic dose; 
CPD50, virus dose causing 50% cell lysis; LEV, live enterovirus; Russo, recombinant enterovirus.
* Asterisks denote statistically significant differences from the placebo (p<0.05).
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Морфологический состав крови (всех ростков 
кроветворения) и показатели системы плазмен-
ного гемостаза (фибриноген и протромбиновый 
комплекс) животных, получавших препараты, 
в целом соответствовали физиологической нор-
ме для крыс. По окончании введения наблюда-
лись небольшие, но статистически значимые 
изменения, не выходившие за пределы физио-
логической нормы и не носившие дозозависи-
мого характера5. В крови самцов, получавших 
ЖЭВ8 в дозе 1×106 ЦПД50/особь, регистриро-
валось увеличение абсолютного, но не относи-
тельного количества лимфоцитов. При этом про-
центное соотношение лимфоцитов, средних 

5 Юшков БГ, Корнева ЕА, Черешнев ВА. Понятие нормы в физиологии и патофизиологии. Физиологические константы лабо-
раторных животных. Екатеринбург: УрО РАН; 2021.

Макаров ВГ, Макарова МН, ред. Физиологические, биохимические и биометрические показатели нормы эксперименталь-
ных животных. Справочник. СПб: ЛЕМА; 2013.
6 Юшков БГ, Корнева ЕА, Черешнев ВА. Понятие нормы в физиологии и патофизиологии. Физиологические константы лабо-
раторных животных. Екатеринбург: УрО РАН; 2021.

клеток и гранулоцитов не отличалось от тако-
вого в группе плацебо. У самцов, получавших 
ЖЭВ14 в дозе 1×105 ЦПД50/особь, но не в дозе, 
превышающей ее, имело место сниженное коли-
чество тромбоцитов (табл. 4). Выявленная тром-
боцитопения наблюдалась на фоне отсутствия 
различий в показателях свертываемости крови 
по отношению к животным из группы плацебо. 
Кроме этого, в абсолютном выражении количе-
ство тромбоцитов у данных животных соответ-
ствовало физиологической норме для крыс ли-
нии Wistar6.

По окончании введения изучаемых препа-
ратов наблюдались статистически достоверные 

Таблица 4. Гематологические показатели по окончании введения препаратов на основе живых непатогенных 
энтеровирусов у самцов крыс на 91 сутки эксперимента (количество животных n=5)
Table 4. Haematological parameters of male rats (n=5) upon termination of treatment with medicinal products based 
on live non-pathogenic enteroviruses on Day 91

Показатель
Parameter

Группа
Group

Плацебо
Placebo

ЖЭВ8, 1×106 ЦПД50 / особь
LEV8, 1×106 CPD50 /animal

ЖЭВ14, 1×105 ЦПД50 / особь
LEV14, 1×105 CPD50 / animal

Лимфоциты, 109/л
Lymphocytes, 109/L 9,20±2,28 12,9±1,6* 10,7±3,6

Тромбоциты, 109/л
Platelets, 109/L 781,4±102,2 692,6±115,4 632,0±55,4*

Лимфоциты, %
Lymphocytes, % 68,4±7,2 65,5±9,0 73,9±9,2

Средние клетки, %
Medium cells, % 3,06±1,97 6,58±4,73 5,26±4,68

Гранулоциты, %
Granulocytes, % 28,3±7,0 28,9±4,9 20,8±6,6

Протромбиновое время, с
Prothrombin time, s 12,8±1,1 12,9±0,8 12,8±1,5

Протромбиновый индекс, %
Prothrombin index, % 88,8±12,9 87,6±8,5 90,6±21,1

Международное нормализованное 
 отношение (МНО)
International normalised ratio

1,02±0,09 1,03±0,07 1,02±0,12

АЧТВ, с
aPTT, s 29,5±7,8 29,6±6,1 30,7±8,2

Фибриноген, г/л
Fibrinogen, g/L 2,43±0,56 2,36±0,40 2,36±0,38

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. Данные представлены в формате Mean±SD — среднее и стандартное отклонение. ЦПД — цитопатогенная доза; 
ЦПД50 — доза вируса, лизирующая 50% клеток; ЖЭВ — живой энтеровирус; Russo — рекомбинантный энтеровирус; АЧТВ — 
активированное частичное тромбопластиновое время.
* Различия статистически значимы (р<0,05) по отношению к плацебо.
Note. The data are presented as Mean±SD (mean value and standard deviation). CPD, cytopathogenic dose; CPD50, virus dose causing 
50% cell lysis; LEV, live enterovirus; Russo, recombinant enterovirus; aPTT, activated partial thromboplastin time.
* Asterisks denote statistically significant differences from the placebo (p<0.05).
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отличия некоторых биохимических показателей 
по отношению к плацебо у животных из опытных 
групп, не выходящие за пределы физиологиче-
ской нормы7. Результаты эксперимента пред-
ставлены в таблице 5. Так, у самцов, получав-
ших ЖЭВ8 в дозе 1×105 ЦПД50/особь, но не в дозе, 
превышающей ее, имело место сниженное со-
держание общего белка и глобулинов; у самок, 
получавших ЖЭВ7 в дозе 1×105 ЦПД50/ особь, 
но не в дозе, превышающей ее, — повышенное 

7 Там же.

содержание глобулинов, а у самцов, получавших 
этот же препарат в дозе 1×106 ЦПД50/ особь,  — 
увеличенная активность АЛТ; у самцов, полу-
чавших ЖЭВ4 в дозе 1×106 ЦПД50/особь, и у са-
мок, получавших ЖЭВ8 также в максимальной 
дозе,  — увеличенное содержание билируби-
на; у самок, получавших ЖЭВ7 и ЖЭВ8 в дозе 
1×105 ЦПД50/особь, и самок, получавших Russo 
в дозе 1×106 ЦПД50/особь, — сниженное содер-
жание креатинина.

Таблица 5. Показатели обмена веществ у крыс по окончании введения препаратов на основе живых непатоген-
ных энтеровирусов на 91 сутки эксперимента (количество животных n=5)
Table 5. Metabolism parameters in rats (n=5) upon termination of treatment with medicinal products based on live 
non-pathogenic enteroviruses on Day 91

Группа
Group

Пол
Sex

Общий белок, 
г/л

Total protein, 
g/L

Глобулины, 
г/л

Globulins, g/L

АЛТ, Е/л
ALT, U/L

Билирубин, 
мкмоль/л
Bilirubin, 
μmol/L

ТАГ, 
ммоль/л

Triglycerides, 
mmol/L

Креатинин, 
мкмоль/л
Creatinine, 

μmol/L

Плацебо
Placebo

M 72,8±3,4 34,3±4,2 75,9±8,7 3,66±1,65 0,59±0,11 76,1±5,7

F 75,4±2,6 34,3±3,6 89,9±12,9 3,82±1,68 0,63±0,11 79,1±1,8

ЖЭВ4, 1×105 ЦПД50 /особь
LEV4, 1×105 CPD50 /animal

M 68,6±1,9 31,2±2,2 107,5±13,7 5,42±0,41 0,98±0,25* 70,6±2,1

F 75,7±6,0 35,9±5,2 81,0±10,4 5,36±0,52 1,37±0,23* 71,9±5,5

ЖЭВ4, 1×106 ЦПД50 /особь
LEV4, 1×106 CPD50 /animal

M 68,1±6,1 31,1±2,2 108,8±23,5 7,26±1,77* 1,32±0,57 71,3±3,3

F 77,3±3,6 36,9±3,1 94,2±11,3 5,88±2,43 1,52±1,02 75,3±6,3

ЖЭВ7, 1×105 ЦПД50 /особь
LEV7, 1×105 CPD50/animal

M 74,0±3,7 35,3±3,7 99,0±13,5 4,94±0,80 1,12±0,43* 85,0±3,0

F 81,2±3,8 40,3±3,4* 86,1±14,9 5,34±1,20 1,18±0,55 71,5±1,6*

ЖЭВ7, 1×106 ЦПД50 /особь
LEV7, 1×106 CPD50 /animal

M 66,6±4,9 28,7±3,9 117,8±25,9* 5,36±0,74 0,85±0,30 69,5±1,8*

F 72,9±4,9 33,7±3,7 90,0±21,7 6,18±2,13 0,86±0,31 71,1±3,5*

ЖЭВ8, 1×105 ЦПД50 /особь
LEV8, 1×105 CPD50 /animal

M 61,0±6,7* 27,1±2,5* 68,2±16,8 4,18±0,89 0,77±0,37 69,0±4,0

F 79,9±5,6 39,0±3,9 73,9±24,1 5,64±1,46 1,33±0,85 74,3±1,5*

ЖЭВ8, 1×106 ЦПД50 /особь
LEV8, 1×106 CPD50 /animal

M 69,4±4,1 32,1±1,9 245,6±40,1 3,34±0,62 0,57±0,07 77,1±3,5

F 76,7±3,6 36,3±3,1 232,2±28,4 7,50±1,80* 2,39±0,85* 79,8±6,3

ЖЭВ14, 1×105 ЦПД50 /особь
LEV14, 1×105 CPD50 /animal

M 69,9±2,6 31,4±2,9 124,8±32,4 4,88±0,68 1,10±0,18* 76,5±2,7

F 78,9±2,5 37,5±2,5 83,7±13,1 5,86±1,41 1,72±0,43* 81,9±3,8

ЖЭВ14, 1×106 ЦПД50 /особь
LEV14, 1×106 CPD50 /animal

M 70,4±3,3 32,0±2,9 134,2±16,4 4,42±1,16 1,07±0,30* 72,5±3,8

F 75,8±4,7 36,2±3,5 91,5±29,1 6,62±2,77 2,09±0,98* 77,6±5,4

Russo, 1×105 ЦПД50 /особь
Russo, 1×105 CPD50 /animal

M 71,4±1,7 31,8±1,6 102,8±16,1 5,18±0,48 0,88±0,14* 71,8±3,5

F 75,0±5,2 35,6±4,1 96,9±15,2 4,14±0,90 0,78±0,08 75,7±3,4

Russo, 1×106 ЦПД50 /особь
Russo, 1×106 CPD50 /animal

M 68,8±1,6 34,4±2,5 95,2±20,6 3,48±0,66 0,88±0,14* 70,7±2,4

F 75,2±4,0 35,3±3,3 86,3±7,7 3,86±0,78 0,78±0,08 54,2±4,0*

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. Данные представлены в формате Mean±SD — среднее и стандартное отклонение. M — самцы; F — самки; АЛТ — 
аланиновая трансаминаза; ТАГ — триглицериды; ЦПД — цитопатогенная доза; ЦПД50 — доза вируса, лизирующая 50% кле-
ток; ЖЭВ — живой энтеровирус; Russo — рекомбинантный энтеровирус.
* Различия статистически значимы (р<0,05) по отношению к плацебо.
Note. The data are presented as Mean±SD (Mean value and standard deviation). M, males; F, females; ALT, alanine transaminase; 
CPD, cytopathogenic dose; CPD50, virus dose causing 50% cell lysis; LEV, live enterovirus; Russo, recombinant enterovirus.
* Asterisks denote statistically significant differences from the placebo (p<0.05).
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У животных из опытных групп также было вы-
явлено статистически достоверное повышение 
уровня триглицеридов, не выходившее за преде-
лы диапазона нормы для крыс8. Исключение со-
ставили самки, получавшие ЖЭВ8 в максималь-
ной изученной дозе, и самки, которым вводили 
ЖЭВ14 в обеих дозах, у которых уровень триг-
лицеридов был превышен в 1,5–2,5 раза. В то же 
время однозначно судить о нарушении липид-
ного профиля не представляется возможным, 
так как содержание холестерина у животных 
из данных групп соответствовало норме и со-
ставляло 1,76±0,14, 1,78±0,16 и 2,01±0,28 ммоль 
для ЖЭВ8 в дозе 1×106 ЦПД50/ особь и для ЖЭВ14 
в дозах 1×105 и 1×106 ЦПД50/особь соответствен-
но. Истинная гипертриглицеридемия могла 
быть обусловлена потреблением корма или на-
рушением всасывания липидов из кишечника, 
что требует дальнейшего уточняющего изучения.

Различий во влиянии на биохимические по-
казатели, связанные с уровнем дозирования 
или продолжительностью введения препаратов, 
не было установлено.

Статистический анализ результатов изучения 
величины массовых коэффициентов органов 
свидетельствовал об отсутствии различий меж-
ду животными из всех экспериментальных групп. 
Патоморфологическое исследование подтвер-
дило отсутствие дистрофических, атрофических, 
воспалительных и некробиотических изменений 
печени, почек и иммунокомпетентных органов. 
Стенки сосудов печени и почек были без при-
знаков склероза, гиалиноза и плазматического 
пропитывания, перивазальное пространство — 
без явлений отека, ткань не содержала непро-
фильной инфильтрации. Гистоархитектоника 
всех органов соответствовала видовой норме. 
Все это позволило утверждать, что выявленные 
отклонения со стороны белкового, углеводно-
го, липидного, азотистого, пигментного и элек-
тролитного обменов веществ не были связаны 
с морфологическими изменениями внутренних 
органов. Препараты не проявляли гепатотокси-
ческого или нефротоксического действия.

У всех пяти исследуемых препаратов пока-
зано отсутствие пирогенного эффекта при вну-
тривенном введении9, так как ни в одной экспе-
риментальной группе суммарное максимальное 
изменение температуры не превышало 1,2 ºС, 
а индивидуальное повышение температу-
ры было не больше 0,5 ºС. Так, у животных, 

8 Юшков БГ, Корнева ЕА, Черешнев ВА. Понятие нормы в физиологии и патофизиологии. Физиологические константы лабо-
раторных животных. Екатеринбург: УрО РАН; 2021.
9 ОФС.1.2.4.0005.15 Пирогенность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.

получавших ЖЭВ4, ЖЭВ7 и ЖЭВ8, суммарное 
максимальное изменение температуры в груп-
пе составило 0,3 ºС, у кроликов, получавших 
ЖЭВ14  — 0,2 ºС, а у особей, которым вводили 
штамм Russo, — 0,6 ºС.

Данные патоморфологического 
обследования

Макроскопический осмотр наружных покро-
вов, внутренних полостей и органов животных 
из контрольной и опытных групп как в середине 
эксперимента, так и по его окончании проде-
монстрировал типичное строение всех особей, 
отсутствие внешних повреждений. По резуль-
татам микроскопического исследования повре-
ждающего действия препаратов на органы и си-
стемы, а также местнораздражающего действия 
выявлено не было.

Микроскопическое исследование органов 
гемопоэза не выявило каких-либо патологиче-
ских изменений. Эритропоэтический островок 
костного мозга был образован преимуществен-
но полихромными и оксифильными эритроб-
ластами. Эритропоэз соответствовал нормоб-
ластическому типу. Гранулоцитопоэтические 
островки были представлены базофильными 
миелоцитами и метамиелоцитами, лимфоцитар-
ный росток — пролимфоцитами, моноцитарный 
росток  — единичными промоноцитами, тром-
боцитопоэтические островки — мегакариоци-
тами. В клеточном составе коркового вещества 
тимуса преобладали лимфоциты и плазматиче-
ские клетки, также определялись апоптотиче-
ские лимфоциты, макрофаги с базофильными 
цитоплазматическими включениями. Мозговое 
вещество было инфильтровано лимфоцитами, 
макрофагами и эпителиоретикулярными клет-
ками. Белая пульпа селезенки была представле-
на лимфоидными фолликулами. Красная пульпа 
содержала эритроциты и большую популяцию 
моноцитов, макрофагов и плазматических кле-
ток. Таким образом, полученные данные сви-
детельствуют о том, что гематотоксическое 
и иммунотоксическое действие у тестируемых 
препаратов отсутствует.

Большинство онколитических вирусов ин-
дуцируют терапевтический эффект без раз-
вития тяжелых побочных эффектов, что по-
казано в  многочисленных доклинических 
и  клинических исследованиях по изучению 
токсичности различных препаратов на основе 
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 онколитических вирусов, в том числе и из се-
мейства Picornaviridae [37–43].

Полученные нами результаты оценки фар-
макологической безопасности исследуемых 
препаратов на основе живых непатогенных эн-
теровирусов в дозах 1×105 и 1×106 ЦПД50/особь 
свидетельствуют об отсутствии нефротоксиче-
ского, гепатотоксического, кардиотоксического 
действия и негативного влияния на дыхательную 
систему. Показатели обмена веществ, системы 
гемостаза, а также морфологический состав кро-
ви у животных соответствовали физиологиче-
ской норме. Все выявленные в ходе эксперимента 
статистически значимые изменения не выходили 
за пределы диапазона нормы для самцов и самок 
крыс. Исключение составил повышенный уровень 
триглицеридов у самок, получавших ЖЭВ8 в дозе 
1×106 ЦПД50/особь, и у самок, которым вводили 
ЖЭВ14 в обеих изученных дозах, наблюдавший-
ся на фоне нормального содержания холесте-
рина. Существенные изменения величин массо-
вых коэффициентов органов и их морфологии 
отсутствовали. Местнораздражающее действие 
не выявлено. Все тестируемые препараты на ос-
нове онколитических штаммов энтеровирусов 
в изученной дозе не обладали пирогенным эф-
фектом. Доза, не вызвавшая патологических из-
менений (no observed adverse effect level, NOAEL), 
составила 1×106 ЦПД50/особь.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное экспериментальное доклиниче-

ское исследование безопасности новых проти-
воопухолевых препаратов на основе живых не-
патогенных энтеровирусов штаммов ЖЭВ4, ЖЭВ7, 
ЖЭВ8, ЖЭВ14 и Russo показало, что их однократ-
ное и многократное внутривенное введение мы-
шам и крысам в дозах 1×105 и 1×106 ЦПД50/ особь 
не приводило к летальному исходу, нарушению 
структуры поведения, не влияло на величину 
массовых коэффициентов внутренних органов. 
Местнораздражающее действие отсутствовало. 
Не наблюдалось пирогенного эффекта при вну-
тривенном введении всех препаратов в дозе 
1×105 ЦПД50/особь. Не выявлено повреждающее 
воздействие тестируемых препаратов в отноше-
нии систем, функции которых критически важны 
для жизнедеятельности организма (дыхатель-
ная, сердечно-сосудистая и центральная нерв-
ная система).

При оценке органов и систем, функции ко-
торых могут быть временно нарушены вслед-
ствие неблагоприятных фармакодинамических 
эффектов без причинения необратимого вреда 

(мочевыделительная система, системы крови 
и обмена веществ), установлено, что в крови сам-
цов, получавших ЖЭВ8 в дозе 1×106 ЦПД50/ особь, 
регистрировалось увеличение абсолютного, 
но не относительного, количества лимфоцитов. 
При этом процентное соотношение лимфоцитов, 
средних клеток и гранулоцитов не отличалось 
от такового у животных в группе плацебо. У самцов, 
получавших ЖЭВ14 в дозе 1×105 ЦПД50/ особь, на-
блюдалось сниженное количество тромбоцитов. 
При введении препарата в более высокой дозе 
такого эффекта не отмечалось. Тромбоцитопения 
у животных, которым вводили ЖЭВ14 в дозе 
1×105 ЦПД50/особь, наблюдалась на фоне отсут-
ствия различий в показателях свертываемости 
крови по отношению к животным из группы пла-
цебо, при этом в абсолютном выражении коли-
чество тромбоцитов у животных данной группы 
соответствовало физиологической норме.

По окончании введения изучаемых препа-
ратов наблюдались статистически достоверные 
отличия некоторых биохимических показателей 
у животных из опытных групп и групп плацебо, 
не выходящие за пределы физиологической 
нормы. Так, у самцов, получавших ЖЭВ8 в дозе 
1×105 ЦПД50/особь, но не в дозе, ее превышаю-
щей, имело место сниженное содержание об-
щего белка и глобулинов; у самок, получавших 
ЖЭВ7 в дозе 1×105 ЦПД50/особь, но не в дозе, 
ее превышающей, — повышенное содержа-
ние глобулинов, а у самцов, получавших этот 
же препарат в дозе 1×106 ЦПД50/ особь,  — уве-
личенный уровень АЛТ; у самцов, получав-
ших ЖЭВ4 в дозе 1×106 ЦПД50/особь, и у са-
мок, получавших ЖЭВ8 также в максимальной 
дозе, — повышенное содержание билируби-
на; у самок, получавших ЖЭВ7 и ЖЭВ8 в дозе 
1×105 ЦПД50/ особь, и самок, получавших Russo 
в дозе 1×106 ЦПД50/ особь, — сниженная кон-
центрация в крови креатинина. У животных 
из опытных групп было выявлено статистиче-
ски значимое повышение уровня триглицери-
дов (один из показателей липидного обмена), 
не выходившее за пределы диапазона нормы 
для крыс. Исключение составили самки, полу-
чавшие ЖЭВ8 в максимальной изученной дозе, 
и самки, которым вводили ЖЭВ14 в обеих до-
зах. В крови этих животных уровень триглице-
ридов был выше в 1,5–2,5 раза, в то же время 
содержание холестерина соответствовало нор-
ме. Различий во влиянии на биохимические 
показатели, связанные с уровнем дозирования 
или продолжительностью введения препаратов, 
не было установлено. При этом дистрофические, 
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атрофические, воспалительные и некробиоти-
ческие изменения печени, почек и иммуноком-
петентных органов отсутствовали.

По совокупности полученных результатов все 
изучаемые препараты являются перспективны-
ми для проведения дальнейших исследований.
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