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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ 

Актуальність теми. Сучасна вакцинопрофілактика розвивається як один з 

універсальних і ефективних способів боротьби з інфекційними й соматичними 

захворюваннями та виступає важливою ланкою реалізації стратегії досягнення 

здоров’я населення всього світу. Широке впровадження вакцинопрофілактики у 

практику охорони здоров’я надає вагомого економічного та соціального ефекту, 

особливо при використанні удосконалених, створених на основі сучасних 

досягнень науки та техніки, препаратів. Перспективи розвитку медичної науки 

свідчать про те, що виробництво й застосування вакцин буде безперервно зростати 

за рахунок розробки нових безпечних і ефективних препаратів (Alan H. and all, 

2015). На даному етапі захист населення від інфекції, яка лише за останнє століття 

викликала декілька пандемій і забрала життя мільйонів людей, постає як 

першочергове. Грип має швидкий та глобальний характер  розповсюдження і є 

одним з найпоширеніших гострих респіраторних інфекцій вірусної етіології. Це 

захворювання не визнає національних кордонів, порушуючи соціально-економічні 

зв'язки та наносячи великі матеріальні збитки. Особлива небезпека полягає в 

здатності викликати загрозливі для життя ускладнення, інвалідизацію та смерть 

(Schmid P., 2016). Розробка форм і вивчення шляхів імунізації ведеться 

безприпинно, спрямовуючись на винайдення максимально безпечної та ефективної 

грипозної вакцини для усіх груп населення, враховуючи сучасні знання будови 

вірусу й особливостей імунної відповіді. Одним з сучасних напрямів створення 

вакцин є використання носіїв-наночасток, здатних не тільки відтворити 

конструкцію віріону, що значно потенціює імунні ефекти, але й слугувати 

універсальними, надійними та безпечними системами доставки. Застосування 

ліпосом є методом високоефективної адресної доставки антигену у вторинні 

органи імунної системи, що стимулює імунну відповідь. Їх розмір, заряд, склад, 

спосіб прикріплення антигену мають значущі наслідки для потенційної 

імуногенності препарату та повинні бути ретельно підібрані (Tandrup Schmidt S, 

2016). У зв’язку з вищезазначеним, особливої актуальності набуває питання 

підвищення ефективності вакцинопрофілактики грипу, що може бути досягнуто 

шляхом конструювання високоімуногенних і безпечних багатокомпонентних 

вакцинних препаратів. На шляху вирішення поставленого часом завдання 

являється важливим всебічне вивчення вакцинального процесу, а також характеру 

перебудов у ньому в залежності від компонентності препаратів і властивостей їх 

антигенного складу. У роботі було використано вітчизняний та світовий науковий 

досвід задля винайдення оптимальних композицій при створенні грипозних 

вакцин. Визначено залежність продукції специфічних антитіл, активності 

фагоцитозу, формування імунологічної пам’яті та певних показників безпечності 

від особливостей складових. Використання атомно-скануючої мікроскопії (АССМ) 

надало нових можливостей для аналізу ультраструктурних особливостей та 

прогнозування потенційної ефективності ліпосомальних вакцин. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 
Дисертаційна робота виконана в рамках науково-дослідних робіт на базі 

Державної установи «Інститут мікробіології та імунології ім. І.І. Мечникова 

Національної академії медичних наук України»: «Кореляційний взаємозв’язок 
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імуногенності актуальних протигрипозних вакцин з особливостями їх 

нулеопротеїдного складу» № держреєстрації  0110U001418 та «Розробка нових 

підходів щодо створення вірусних вакцин, вивчення залежності їх специфічної 

активності від типу та ступеню модифікації компонентів», № держреєстрації  

0113U001518. Дисертант є співвиконавцем цих науково-дослідних робіт, ним 

проведено імунологічні та мікроскопічні дослідження, створення ліпосомальних 

форм препаратів і ацилювання та модифікація їх антигенного наповнення, 

виконання досліджень на лабораторних тваринах.  

Мета і методи дослідження. Мета дослідження: підвищення 

імуногенності розщепленої грипозної вакцини за допомогою модифікації 

ад`ювантної та антигенної складових зі збереженням її безпечності. 

Завдання дослідження: 
1. Встановити кореляцію між рівнем специфічного антитілоутворення та 

білковим складом і типом вірусного компоненту офіцінальних грипозних 

вакцин «Ваксігрип», «Інфлювак», «Інфлексал В». 

2. Створити експериментальні ліпосомальні зразки грипозних вакцин з 

розщепленим та субодиничним вірусними компонентами і визначити 

рівень продукції специфічних антитіл залежно від типу вірусної 

складової та поверхневого заряду ліпосомального носія.  

3. Визначити вплив ліпосомальних носіїв з позитивним та негативним 

поверхневим зарядом, як ад’ювантів, на активність фагоцитозу 

перитонеальних макрофагів експериментальних тварин. 

4. Вивчити вплив на антитілоутворення модифікації антигенної складової 

новостворених ліпосомальних зразків грипозних вакцин шляхом 

часткового ацилювання та зменшення антигенного вмісту. 

5. Дослідити ступінь імунологічної пам’яті за активністю специфічного 

антитілоутворення після бустерної імунізації за 6 місяців після вакцинації 

новоствореними зразками ліпосомальних грипозних вакцин. 

6. Візуально дослідити ультраструктурні особливості ліпосомальних носіїв, 

застосованих у складі найефективніших зразків новостворених грипозних 

вакцин. 

7. Дослідити безпечність вакцинних препаратів, відібраних за найвищими 

показниками імунної відповіді, за їх реактогенністю та рівнем 

перекісного окислення ліпідів і білків периферичної крові.  

Об’єкт дослідження: тривалентні офіцінальні вірусні вакцини для 

профілактики грипу та експериментальні зразки новостворених ліпосомальних 

вірусних вакцин. 

Предмет дослідження: рівень титрів специфічних антитіл, активність 

фагоцитозу перитонеальних макрофагів, ультраструктура поверхні ліпосомальних 

носіїв, реактогенність вірусної вакцини, вплив вірусних вакцин з ліпосомальною 

складовою на перекисне окиснення ліпідів і білків периферичної крові. 

Методи дослідження. Імунологічні (метод SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate 

polyacrylamide gel-electrophoresis) з вивченням молекулярної маси білкових 

фрагментів, їх концентрації та відсоткового вмісту у досліджуваних вакцинах, 

визначення титрів специфічних антитіл, активності фагоцитозу перитонеальних 

макрофагів, схильності до реакцій ГУТ методом foot pad swelling assay), 
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мікроскопічні (візуалізація та вивчення стану поверхні ліпосом за допомогою 

АССМ, вивчення фагоцитозу перитонеальними макрофагами), фізико-хімічні 

(спектрофотометрія, вивчення показників перекісного окиснення ліпідів та білків 

периферичної крові), математико-статистичні (обчислення значення середньо 

геометричної величини і її стандартного відхилення (М+m), визначення 

достовірності отриманих результатів за критеріями достовірної відмінності 

величини Стьюдента та χ2 Пірсона (р<0,05). 

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше досліджено 

ефективність одночасної модифікації антигенної та ад’ювантної складових, 

ліпосомальних носіїв, з метою удосконалення грипозної вакцини, отримання 

високоімуногенних і, водночас, безпечних для організму препаратів. Вперше в 

Україні здійснено комплексний кореляційний аналіз активності специфічного 

антитілоутворення та особливостей  антигенного складу, кількісного вмісту 

вірусних протеїнів і молекулярної маси офіцінальних грипозних вакцин, 

дозволених для використання в Україні.    

Доведено ефективність модифікації вірусного компоненту грипозної 

вакцини шляхом часткового ацилювання, що справляє інтенсифікуючий вплив на 

продукцію специфічних антитіл за первинної імунної відповіді та активацію 

імунної пам’яті за бустерної імунізації. Показано, що застосований комплекс 

заходів для оптимізації складу грипозних вакцин дозволяє обмежити антигенне 

навантаження на організм шляхом значного зменшення кількісного вмісту 

антигенного наповнення без зміни рівня індукції специфічних антитіл в усіх 

дослідних вікових категоріях. Вперше визначено роль поверхневого заряду та 

ультраструктури ліпосом у складі грипозної вакцини, застосованих у якості 

ад’ювантів і носіїв вірусної антигенної складової. Показано, що катіонні везикули 

на всіх етапах фагоцитозу мають найвищу здатність до швидкої адсорбції та 

інтерналізації у перитонеальні макрофаги, забезпечуючи стрімкий лізис 

ліпосомального бішару та вивільнення антигенного вмісту. Вперше в Україні 

проведене вивчення ультрабудови застосованих для оптимізації складу грипозної 

вакцини ліпосомальних везикул. Виявлено їх здатність до збереження антигенного 

наповнення та попередження його передчасного вивільнення, що сприяє 

своєчасній і повноцінній імунній відповіді. Доведено високу безпечність 

застосування модифікованої грипозної вакцини з катіонною ліпосомальною 

композицією на основі фосфатидилхоліну, що зменшує перекисне окиснення 

ліпідів та білків, завдяки біодоступності та сумісності з імунокомпетентними 

системами і не викликає реакцій гіперчутливості уповільненого типу.  

Проведене дослідження виявило доцільність комплексної одночасної 

модифікації антигенної та ад’ювантної складових грипозної вакцини з метою 

отримання високоімуногенного та безпечного препарату, який, завдяки 

зменшенню антигенного навантаження, є придатним для використання у широкій 

віковій категорії. 

Практичне значення отриманих результатів. Розроблено комплекс 

заходів для оптимізації складу грипозних вакцин, що разом з підвищенням 

імуногенності забезпечує зменшення антигенного навантаження на організм, 

дозволяючи їх застосування в різних вікових групах. Отримані дані розширюють 

уявлення про взаємозалежність продукції специфічних антитіл і протеїнового 
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профілю вакцини, кількісного вмісту та молекулярної маси білків у її складі, ролі 

заряду поверхні ліпосомальних компонентів та її ультраструктури у формуванні 

повноцінної імунної відповіді та імунної пам’яті для ліпосомальних вірусних 

вакцин. 

Результати досліджень можуть слугувати обґрунтуванням для створення 

високоімуногенної безпечної ліпосомальної грипозної вакцини, призначеної для 

імунологічної профілактики населення всіх вікових груп. Розроблений спосіб 

підвищення імуногенності ліпосомальних вакцин запатентовано (патент України 

на корисну модель №108844) 

Започатковано застосування високодозвільної безконтактної атомно-

скануючої мікроскопії для візуалізації поверхневої ультраструктури 

ліпосомальних везикул при розробці ліпосомальних вакцин. 

Наукові положення дисертації впроваджено у навчальний процес кафедр  

клінічної імунології та мікробіології (акт впровадження від 14.03.2017) та гігієни, 

епідеміології та професійних хвороб (акт впровадження від 09.10.2017) 

Харківської медичної академії післядипломної освіти МОЗ України і Державної 

установи «Інститут мікробіології та імунології ім. І. І. Мечникова Національної 

академії медичних наук України» (акт впровадження від 05.09.2016). 

Особистий внесок здобувача. Автор самостійно, в повному обсязі виконав 

імунологічні дослідження за темою дисертації. Здобувачеві належить створення 

дизайну дослідної роботи, вибір та розробка методів, умов досліджень. Особисто 

автором створено експериментальні зразки ліпосомальних вакцин та проведена 

модифікація антигенного складу шляхом часткового ацилювання. Значний обсяг 

експериментальних досліджень було виконано дисертантом самостійно, зокрема 

проведено дослідження білкового складу за допомогою біоаналізатора «Agilent-

2100», також поетапне визначення рівнів специфічних антитіл за РГГА, 

мікроскопічне дослідження фагоцитарної активності, візуалізована поверхнева 

будова наноносіїв, оцінена реактогенність досліджуваних вакцин у експерименті 

на лабораторних тваринах. Дисертантом особисто визначено та доведено 

ефективність комплексу модифікацій розщепленої грипозної вакцини. Самостійно 

здійснено аналіз літературних відомостей, означені перспективи подальшого 

розвитку нанотехнологій у виробництві вакцин. Особисто автором здійснено 

аналіз та статистична обробка отриманих результатів досліджень, сформульовані 

висновки та практичні рекомендації за матеріалами дослідження, підготовлено 

відповідні розділи звітів та публікації. 

Персональний внесок автора у всіх опублікованих фахових працях 

наводиться за текстом дисертації та в авторефераті у списку публікацій. 

Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації 

презентовано у формі доповідей і тез на міжнародній науковій конференції ХV 

з’їзду мікробіологів, епідеміологів та паразитологів України «Проблеми та 

еволюція епідемічного процесу і паразитарних систем провідних інфекцій 

сучасності» (Харків, 2011); XVI Міжнародному медичному конгресі студентів і 

молодих вчених (Тернопіль, 2012); науково-практичній конференції за участю 

міжнародних спеціалістів «Стратегія і тактика боротьби з інфекційними 

захворюваннями», присвячена 125 річчю ДУ «Інститут мікробіології та імунології 

ім. І.І. Мечникова НАМН України» (Харків, 2012); VІІ Міжнародній конференції 
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молодих науковців «Біологія: від молекули до біосфери» (Харків, 2012); науково-

практичній конференції студентів та молодих вчених «Актуальні питання 

теоретичної медицини» (Суми, 2013); ХI науково-практичній конференції з 

міжнародною участю студентів та молодих вчених «Науковий потенціал молоді – 

прогрес медицини майбутнього» (Харків, 2013); VI Національному конгресу 

«Людина та ліки – Україна» (Київ, 2013); Міжнародній науково-практичній 

конференції студентів та молодих вчених, присвяченій 20-тиріччу медичного 

факультету ХНУ ім. В. Н. Каразіна «Актуальні питання сучасної медицини» 

(Харків, 2013); Науково-практичній конференції «Довкілля і здоров'я» (Тернопіль, 

2013); Науково-практичній конференції з міжнародною участю, присвяченій дню 

науки «Внесок молодих вчених у розвиток медичної науки і практики: нові 

перспективи» (Харків, 2013); XІІІ Всеукраїнській науково-практичній конференції 

з міжнародною участю «Питання імунології в педіатрії» (Львів, 2014); XVIII 

Всероссийской медико-биологической конференции «Фундаментальная наука и 

клиническая медицина — человек и его здоровье» (Санкт Петербург, 2014); ІX 

національному конгресі «Людина та ліки – Україна» (Київ, 2014); ІV 

Международной научной конференции «Problems and prospects of territories socio-

economic development» (Ополе, Польща, 2015); Науково-практичній конференції 

«Актуальні питання боротьби з інфекційними захворюваннями» (Харків, 2015);  

Щорічних терапевтичних читаннях «Від досліджень до реалій клінічної практики 

ХХІ століття, присвяченої пам'яті Т. Т. Малої» (Харків, 2015); ХІІ міжнародній 

науковій конференції студентів та молодих вчених «Актуальні питання сучасної 

медицини» ХНУ ім. В.Н. Каразіна (Харків, 2015); Міжнародній науково-

практичній конференції «Вітчизняна та світова медицина: вимоги сьогодення», 

(Дніпр, 2016); Науково-практична конференція «Здобутки та перспективи у 

боротьбі з інфекційними захворюваннями (мікробіологія, ветеринарія, фармація)», 

присвячена 130-річчю ДУ «Інститут мікробіології та імунології ім. І.І. Мечникова 

Національної академії медичних наук України» (Харків, 2017); Конференція 

«Адаптація» (Харків, 2018) 

Публікації. За темою дисертації опубліковано 31 наукова праця (8 

одноосібно), у тому числі 1 монографія, 8 статей (6 – у наукових фахових 

журналах, 6 – включено до міжнародних наукометричних баз, 2 – у закордонних 

виданнях), 1 патент на корисну модель, 1 інформаційний лист, 21 теза у матеріалах 

конференцій, конгресів, з’їздів. 

Обсяг і структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 141 

сторінках машинописного тексту і складається із анотації, списку друкованих 

праць, вступу, огляду літератури, матеріалів та методів досліджень, 4 розділів 

власних досліджень, висновків та практичних рекомендацій, проілюстрована 10 

таблицями, 27 рисунками. Список використаних літературних джерел містить 274 

посилань. 

 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ 
Матеріали і методи досліджень. Об’єкт дослідження. Об’єктом 

дослідження були тривалентні офіцінальні сезонні вакцини для профілактики 

грипу: «Ваксігрип» (Санофі Пастер С.А., Франція), «Інфлювак» (Солвей 

Біолоджикалз Б.В., Нідерланди), «Інфлексал В» (Круселл Швейцарія А.Г., 
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Швейцарія) та експериментальні вакцинні зразки, отримані на основі антигенного 

складу вищезазначених офіцінальних препаратів. Отже, дослідними зразками 

слугували новостворені експериментальні ліпосомальні грипозні вакцини під 

умовними назвами: Ліпос 1, розщеплені антигени «Ваксігрип» інкапсульовані у 

катіонні ліпосоми; Ліпос 2, субодинчний «Інфлювак» інкапсульований у катіонні 

ліпосоми; Ліпос 3, антигени «Ваксігрип» інкапсульовані у аніонні ліпосоми; Ліпос 

4, антигени «Інфлювак» інкапсульовані у аніонні ліпосоми.  
Тривалентна інактивована спліт-вакцина «Ваксігрип» сезону 2013-2014 рр. є 

препаратом, отриманим з високим ступенем очищення за допомогою детергенту 

Тритон Х-100, що дозволяє звести до мінімуму вміст баластних речовин. Препарат 

«Інфлювак» сезону 2013-2014 рр. являє собою тривалентну субодиничну вакцину, 

що містить лише поверхневі антигени гемаглютинін (ГА) та нейрамінідазу (НА) 

вірусів грипу А і В і характеризується виробниками як високо очищена від інших 

компонентів вакцинного штаму. Вакцина «Інфлексал В» являє собою систему, що 

містить лецитинові віросоми високо очищених ГА та НА грипу А і В, відомі також 

як IRIV (Immunopotentiating Reconstituted Influenza Virosomes), які є двошаровими 

сферичними везикулами.  

Модифікування вірусних вакцин. Отримання ліпосомальних форм для 
експериментальних вірусних вакцин. Експериментальні зразки ліпосомальної 

грипозної вакцини Ліпос 1 і 3 створені на основі антигенного складу спліт-

вакцини «Ваксігрип», а експериментальні зразки Ліпос 2 і 4 – на основі 

антигенного складу субодиничної вакцини «Інфлювак», що складалися з 

наступних штамів: А/Каліфорнія/7/2009 (H1N1); A/Вікторія/361/2011 (H3N2); 

B/Массачусетс /2/2012 (лінія Ямагата).  

Для отримання позитивно заряджених везикул було проведено обробку 

ультразвуком протеїнової складової у розчині фосфатидилхоліну (виробництва 

ПАТ «Фармстандарт-Біолік», Харків) на ультразвуковому дезінтеграторі УЗДМ 2Т 

з частотою хвилі 44 кГц при температурі 18-20 С, з метою конструювання 

експериментальних зразків ліпосомальних грипозних вакцин Ліпос 1 та Ліпос 2. 

Співвідношення антиген/ліпіди було 1:10. Розмір ліпосом цього складу становив 

100-140 нм. 

При виготовленні експериментальних зразків Ліпос 3 та Ліпос 4 була 

використана суміш ліпідів з негативним зарядом, які отримували додаванням до 

фосфатидилхоліну (розчин з масовою часткою С2Н5ОН 10%) фосфотидилсерину 

(виробництва ПАТ «Фармстандарт-Біолік», Харків) у співвідношенні 

фосфотидилсерин/фосфатидилхолін 1:9. Співвідношення антигени/ліпіди 

витримувалось 1:10.  Ліпосоми одержували методом випарювання ліпідів на 

вакуумному ротаційному випарювателі (Vakuum-Rotation, Німеччина) з наступним 

суспендуванням у розчинах вакцин «Інфлювак» (№4) та «Ваксігрип» (№3) й 

обробкою ультразвуком на УЗДН-А (Росія) протягом 1-3хв, що проводилось при 

охолодженні до Т=2-4˚С. Розмір ліпосом цього складу становив 160-170 нм. 

Модифікація антигенного складу експериментальних вакцин. З 

літературних джерел (Фарбер Б.С., 2012) відомо, що часткове ацилювання білків 

призводить до значного збільшення їх імуногенності. Така модифікація збільшує 

гідрофільність молекули та її заряд, що дає змогу розпізнавання лімфоцитами 

більшої кількості епітопів у структурі молекули. Найбільшу ефективність 
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забезпечує ступень ацилювання 3% за масою. Ацилювання проводили двома 

шляхами, використовуючи бурштиновий ангідрид. 10-5–10-7 моль відповідного 

вакцинного протеїну розчиняли у 50 мл 0,2М K2HPO4 (рН>8,0), додавали 10-6–10-8 

моль ацилюючого агенту та перемішували на шейкері до його розчинення. Після 

цього рН доводили до значення 8,0-8,5 шляхом додавання 6 М NaOH. В іншому 

випадку 10-5–10-7 моль відповідного білку розчиняли у 50 мл дистильованої води, 

доводили рН розчину оцтовою кислотою до 5,5, додавали 10-6–10-8 моль 

ацилюючого агенту та суміш перемішували у шейкері до розчинення твердого 

бурштинового ангідриду. 

Умови вакцинації дослідних тварин та дизайн дослідження: 
І етап – розробка грипозної вакцини з ліпосомальними 

носіями/ад’ювантами. На даному етапі дослідження визначали: білковий склад 

антигенної складової офіцінальних вакцин проти грипу (метод SDS-PAGE); титри 

специфічних антитіл (РГГА) у сироватці крові імунізованих тварин.  

Препарати порівняння: «Ваксігрип», «Інфлювак», «Інфлексал В». 

Експериментальні препарати: Ліпос 1, Ліпос 2, Ліпос 3, Ліпос 4;  

ІІ етап – вивчення взаємодії катіонних, аніонних та нейтральних 

ліпосомальних препаратів з перитонеальними макрофагами піддослідних мишей: 

а) Препарат порівняння «Інфлексал В» (нейтральний заряд поверхні);  

б) Експериментальні препарати: Ліпос 1 (катіонна), Ліпос 3 (аніонна). 

ІІІ етап – розробка ліпосомальної грипозної вакцини з модифікацією 

антигенної складової шляхом часткового ацилювання та зменшення антигенного 

вмісту на 5%-25%, вивчення титрів спец. антитіл після вакцинації (РГГА). 

Препарати порівняння: «Ваксігрип», «Інфлексал В». Експериментальні препарати: 

Ліпос 1, Ліпос 1.1, Ліпос 05; Ліпос 10; Ліпос 15; Ліпос 20; Ліпос 25. 

ІV етап – дослідження титрів спец. антитіл через 6 місяців після імунізації 

піддослідних тварин (РГГА). Препарати порівняння: «Ваксігрип», «Інфлексал В». 

Експериментальні препарати: Ліпос 1, Ліпос 1.1, Ліпос 1.2 (20% Ліпос 20). 

V етап – візуалізація поверхні ліпосом експериментального зразку Ліпос 1.2 

та «Інфлексал В» за допомогою атомно-скануючої силової мікроскопії (АССМ). 

VІ етап оцінка безпечності новостворених зразків ліпосомальних грипозних 

вакцин з різним ступенем модифікації компонентів. Препарати порівняння: 

«Ваксігрип», «Інфлексал В». Експериментальні препарати: Ліпос 1, Ліпос 1.2. 

На даному етапі проводили визначення:  

а) активності процесів перекісного окиснення ліпідів (ПОЛ) та білків крові 

після введення офіцінальних та експериментальних вакцин (вмісту карбонілів 

білків, гідроперекисів ліпідів, активності глутатіон-пероксидази);  

б) реактогенності препаратів за критеріями місцевої та системної реакції, 

реакцією гіперчутливості уповільненого типу (ГУТ) (foot pad swelling assay). 

Експерименти з визначення ефективності модифікованих вірусних вакцин та 

реактогенності були проведені на білих мишах лінії BALBc 3х вікових груп: 1) 

віком 21-25 діб, вагою 10-15 г; 2) віком 60 діб, вагою 20-22 г; 3) віком 2 роки, вагою 

25-30 г. Дослідження ПОЛ проводилось на безпородних щурах віком: 1) 30 діб, 
вагою 100-140 г; 2) 60 діб, вагою 160-220 г; 3) 2 роки, вагою 220-260 г. Всі 

експерименти були повторені триразово. Загальна кількість тварин склала 2600 

голів. Усі роботи з тваринами проводились згідно вимогам GMP. Обладнання. Для 



8 

виконання запланованих досліджень використовували: Біоаналізатор «Agilent-

2100» («Agilent Technologies», СШA); Атомно-силовий мікроскоп (atomic-force 

microscope) АСМ NT-206 (Білорусь); Мікроскоп Primo Star ILED (Zeiss, 

Німеччина)  

Дослідження білкового складу експериментальних вакцин. Склад білків, 

що містять досліджувані вакцини, вивчали за допомогою біоаналізатора «Agilent-

2100», застосовуючи метод SDS-PAGE (sodiumdodecylsulfate polyacrylamide 

gelelectrophoresis). Цей високодозвільний метод розділення та ідентифікації 

білкових сумішей являє собою електрофорез у поліакриламідному гелі у 

присутності потужного детергенту – додецилсульфату натрія у модифікації Леммлі 

(Laemmli U. K.,1970). При дослідженні білкового складу віросомальної вакцини 

«Інфлексал В» використовували метод попередньої дезінтеграції ліпосом. 

Дослідження рівнів титрів специфічних антитіл у різні терміни після 
вакцинації: оцінювали за реакцією гальмування гемаглютинації (РГГА) зі 

специфічним антигеном. РГГА являє собою метод виявлення противірусних 

антитіл у сироватці крові, що базується на феномені відсутності аглютинації 

еритроцитів під дією антигену в присутності імунної до нього сироватки крові. 

Об’єктом дослідження була сироватка крові імунізованих тварин, отримана у різні 

терміни після вакцинації. До кожної групи тварин входило по 10 особин. Дослідні 

тварини дворазово імунізувалися препаратами, що вивчалися, 0,05 мл в/ч, на 1-шу 

та 15-ту добу. Половину дослідних тварин виводили з експерименту на 14-ту добу 

з отриманням сироватки крові, іншу частину імунізували вдруге та виводили з 

експерименту на 30-ту добу. Контрольним групам тварин було введено в/ч воду для 

ін’єкцій стерильну у дозі 0,05 мл. При дослідження імунологічної пам’яті 

сироватку крові отримували через 6 місяців після двократної імунізації тварин. 

Дослідження впливу ліпосом з різним поверхневим зарядом на 

активність фагоцитозу перитонеальними макрофагами. Дослідження 

проведено на 200 самцях мишей лінії BALBс різної вікової категорії (три серії 

експериментів). Фагоцитоз вивчали на перитонеальних макрофагах мишей, для 

цього ліпосомальні препарати розводили фосфатним буфером, рН 7,4 у 

співвідношенні 1:10 та в кількості 1 мл вводили внутричеревинно піддослідним 

тваринам. Перитонеальні макрофаги отримували із перитонеального ексудату 

через 15 хв, 30 хв, 60 хв та 3 год після введення препаратів шляхом промивання 

черевної порожнини середою «Игла». Отриманий матеріал центрифугували при 

1500 об/хв упродовж 20 хв. Осадок ресуспензували у живильному середовищі до 

концентрації клітин 10^7/мл та фіксували у 3,5% розчині глутарового альдегіду 

(Архіпов С.А., 2009). У якості контролю використовували інтактні перитонеальні  

макрофаги мишей, яким не вводили ліпосомальні препарати. 

Дослідження рельєфу поверхні ліпосом експериментальних вакцин. 

Рельєф поверхні ліпосом експериментального зразку новоствореної Ліпос 1.2 та 

«Інфлексал В» досліджували за допомогою АССМ на мікроскопі АСМ NT-206 

(Білорусь) високого дозволу, із використанням кантилеверів виробництва США 

серії NSG01. Для препаратів, що вивчалися, застосовували скляну підложку. 

Дослідження стану перекісних процесів у периферичній крові тварин за 
введення експериментальних вакцин. Проводили вимірювання вмісту продуктів 

окиснення ліпідів і білків та активності глутатіон-пероксидази. Вимірювання 
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вмісту гідроперекисів ліпідів (ГПЛ). Вміст ГПЛ у периферичній крові визначали за 

методом (Asakawa T., 1980). Спектр поглинання забарвленого продукту записували 

на двопроменевому спектрофотометрі Specord UVVIS, вимірюючи різницю 

екстинкції при 535 і 520 нм. Вміст ГПЛ виражали в еквівалентних кількостях 

МДА, використовуючи коефіцієнт молярної екстинкції 1,56×105 М-1.см-1. 

Вимірювання карбонільних груп білків (Макаров В.Г., 2013). Зміст карбонільних 

груп білків визначали з 2,4-дінитрофенілгідразином за методом (Levine R. L., 

1994). Пофарбовані проби реєстрували на двопроменевому спектрофотометрі 

Specord UVVIS проти контролю (проба без 2,4-дінітрофенілгідразіна) в діапазоні 

довжин хвиль від 330 нм до 625 нм. Вимірювали різницю екстинкції при 360 нм і 

550 нм та розраховували зміст карбонільних груп білків, використовуючи 

коефіцієнт молярної екстинкції 22×103 М-1.см-1. Визначення активності глутатіон-

пероксидази (КФ 1.11.1.9) проводили у сироватці крові спектрофотометрично при 

340 нм за методом (Massie H. R., 1983) у 50 мМ К+, Na+-фосфатному буфері (рН 

7,4), що містив 1 мМ ЕДТА, 0,15 мМ NADPH, 1 од. глутатіон-редуктази дріжджів, 

0,2 % тритону Х-100 і 3 мМ азиду Na для інгібування КАТ. Гідроперекис кумола 

додавали у концентрації 1,2 мМ, перекис водню - 0,4 мМ. Температура – 37 °С. 

Активність виражали у нмоль NADPH/хв на мг білку або мл сироватки з 

урахуванням коефіцієнта молярної екстинкції 6,22×103 М-1.см-1. До кожної групи 

тварин, з урахуванням вікових співвідношень, імунізованих визначеним 

офіцінальним або експериментальним препаратом, входило по 10 особин. Дослідні 

тварини імунізувалися препаратами, що вивчалися, 0,05 мл в/ч, та за 2 години 

виводилися із експерименту з отриманням сироватки крові. 

Дослідження реактогенності обраних експериментальних зразків. Для 

оцінки алергізуючих властивостей новостворених ліпосомальних вакцинних 

препаратів застосували foot pad swelling assay - тест на припухлість стопи, що є 

тестом для виявлення ГУТ у мишей. Відомо, що інтенсивність реакцій ГУТ до 

хімічних сполук і їх тривалість залежать від термінів формування та поєднаної дії 

різних субпопуляцій Т-супресорів, що пригнічують ГУТ. Тому при індукції ГУТ 

шляхом введення мишам алергенів в повному ад'юванті Фрейнда (ПАФ), при 

якому не відбувається формування Т-супресорів, можливе посилення шкірних 

алергічних реакцій та виявлення алергенних властивостей навіть слабких хімічних 

алергенів. Мишей сенсибілізували одноразово, внутрішньошкірно, в основу 

хвоста, 60 мкл емульсії препарату в ПАФ, еквівалентній 10-кратній дозі розчину в 

ПАФ у співвідношенні 1:1. Для приготування такої емульсії використовували 

розчин Хенкса рН 7,5. Для виявлення сенсибілізації через 5 діб мишам у 

подушечку задньої лапи вводили 40 мкл 10 мМ розчину тест-препарату в розчині 

Хенкса. Через 6-12-24 години після тестування вимірювали величину набряку за 

допомогою інженерного мікрометра МК-0-25. За різницею у товщині імунізованої 

та інтактної лапок робили висновок про інтенсивність реакції ГУТ. Контрольних 

тварин сенсибілізували емульсією ПАФ з розчином Хенкса без препаратів за тією 

ж схемою, що в досліді (Хабрієв Р.У., 2005). В роботі використовувався ПАФ 

виробництва Difco (USA).  

Отриманий цифровий матеріал обробляли методом варіаційної статистики з 

визначенням показників достовірності за Стьюдентом та ймовірності 

відмінностей. Для виявлення взаємозв’язків між показниками використовували 
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кореляційний аналіз. Обробку результатів виконували на Windows XP з 

використанням програми для статистичної обробки даних SPSS 12. Достовірність 

результатів вважалась встановленою, якщо ймовірність такої дорівнювала не 

менше 95% (р<0,05). 

Результати власних досліджень та означення принципів конструювання 

ліпосомальних препаратів наведено в третьому – шостому розділах. Розробка 

грипозної вакцини з ліпосомальними носіями/ад’ювантами представлена у 

третьому та четвертому розділі, обґрунтовані сучасні напрями конструювання 

ефективної та безпечної грипозної вакцини з використанням ад’ювантів ліпосом.  

У четвертому розділі (4.1-4.2) визначено залежність індукції специфічних 

антитіл від протеїнового складу грипозних вакцин для означення шляхів 

подальшої оптимізації складу:  

 «Ваксігрип» (спліт-вакцина): загальна кількість – 121,7 мкг/мл; 2 основних 

протеїна з молекулярною масою 48,9 кДa та 51,4 кДа (76% і 15% співвідносно), а 

також 4 білкових компоненти, які препарат містив у порівняно невеликих 

кількостях від 1% до 5% масою від 16 до 47 кДа (рис.1);  

«Інфлювак» (субодинична): загальна кількість – 83,41 мкг/мл;  2  основних 

компоненти – 70,1% всього білкового вмісту складає протеїн 46,0 кДа  та 49,0 кДа, 

що становить 28,3% від загального вмісту білку (рис.2);  

«Інфлексал В» (віросомальна): загальна кількість – 94,60 мкг/мл; 3 білкових 

компоненти. З них 45,5% припадали на білок з молекулярною масою 24,1 кДа; 

33,0% складала білкова компонента масою 78,7 кДа і 21,5% загальної кількості 

білків були представлені складовою з молекулярною масою 71,1 кДа (рис.3).  

Рис. 1. Молекулярний склад білків 

вакцини «Ваксігрип», визначений за 

електрофореграмою біоаналізатору «Agilent 

2100» 

Рис. 2. Молекулярний склад білків 

вакцини «Інфлювак», визначений за 

електрофореграмою біоаналізатору «Agilent 

2100» 

 
Рис. 3. Молекулярний склад вакцини «Інфлексал В», визначений за 

електрофореграмою біоаналізатору «Agilent 2100». 



11 

Досить обмежена кількість складових вірусно-антигенного профілю вакцини 

«Інфлексал В», а також доволі велика молекулярна маса двох з виявлених 

білкових компонентів доводить, що антигенна складова даної віросомальної 

вакцини є субодиничним субстратом.  

Критерієм сероконверсії були такі показники – максимальний (max) та 

середній геометричний (СГТ) титр специфічних антитіл після першої та другої 

імунізації, кратність підвищення титрів, відсоток тварин, що відповіли на 

імунізацію препаратом продукцією антитіл у максимальному титрі.  

Дослідження встановили, що показники розщепленої вакцини були вищими, 

ніж субодиничної. Рівні сероконверсії спліт вакцини «Ваксігрип» при бустерній 

імунізаціі для штаму А (H1N1) були вищими у 2,6 рази, А (H3N2) — у 1,2 рази, 

для вірусу В – у 3 рази ніж у субодиничної «Інфлювак». Вакцина «Інфлексал В» 

продукувала найвищі титри специфічних антитіл серед досліджуваних вакцин 

завдяки віросомальний складовій незважаючи на субодиничне антигенне 

наповнення (СГТ та відсоток тварин з максимальними титрами у 2,1-3 рази 

перевищували показники «Інфлювак» та 1,2-2 рази показники «Ваксігрип» за 

усіма штамами). 

Створено декілька експериментальних препаратів: Ліпос 1, до складу якої 

увійшов антигенний склад «Ваксігрип» з подальшою інкапсуляцією у катіонні 

ліпосоми; Ліпос 2 («Інфлювак», катіонні ліпосоми); Ліпос 3 («Ваксігрип», аніонні 

ліпосоми); Ліпос 4 («Інфлювак», аніонні ліпосоми) 

Визначено рівень специфічних антитіл після 2 разової вакцинації 

новоствореними зразками та препаратами порівняння. Серед досліджених 

грипозних вакцин найвпливовішими на продукцію специфічної відповіді 

виявились ліпосомальні препарати, а серед експериментальних – позитивно 

заряджені зразки, особливо препарат, що мав розщеплене антигене наповнення, 

Ліпос 1 (рис. 4). Після бустерної імунізації вакциною «Ваксігрип» максимальні 

показники титрів становили: А (H1N1) – 1:640 у 36% тварин, А (H3N2) – 1:640 у 

20% та В — 1:320 у 45%; СГТ – 1:412; 1:177; 1:183 співвідносно. Для «Інфлювак» 

відповідно: 1:160 – 90%; 1:160 – 95%; 1:80 – 80% та СГТ – 1:158; 1:152; 1:74. 

Вакцини «Інфлексал В» і Ліпос 1 демонстрували близькі за рівнем та найвищі 

серед досліджених препаратів показники: СГТ для А (H1N1) – 1:497 та 1:490 

відповідно, А (H3N2) – 1:315 та 1:312, і для вірусу В – 1:439 та 1:435 і максимальні 

титри 1:640 для А (H1N1)  і В у 55%-50% та 45%-35% співвідносно й для А 

(H3N2) – 1:320 у 70% і 60% тварин. Інші експериментальні препарати 

демонстрували значно нижчі результати порівняно з вакцинами лідерами, однак 

усе одно значно перевищували показники субодиничної «Інфлювак» за усіма 

штамами (рис. 4). 

Привертає увагу, що СГТ Ліпос 1 після бустерної імунізації перевищували у 

1,8 для А (H1N1), 1,9 для А (H3N2) та у 5 разів для грипу В показники 

«Інфлювак»; у 1,1; 1,7 та 2 рази показники вихідної «Ваксігрип», співвідносно, та 

близько у 1,3-1,5 рази показники за усіма штамами інших експериментальних 

зразків. Стосовно відмінностей результатів у групах молодшого та старшого віку 

підослідних мишей у порівнянні з середнім віком, неліпосомальні препарати 

викликали на 5% - 7% та 12,5% - 14% нижчі титри продукції спец. антитіл 

відповідно. Ліпос 1 давала найвищий пиріст спец. антитіл у цих вікових 
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категоріях, у середньому 6,7%-7% для молодшої та 13,5%-14% старшої групи за 

усіма штамами. 

 
Рис. 4. Ефективність модифікації протигрипозних вакцин за додавання ліпосомальної 

складової, середнє геометричні титри першої та бустерної імунізації. 

 

Таким чином, на першому етапі дослідження шляхом занурення антигенного 

складу розщеплених грипозних білків у катіонні ліпосоми розміром 100-140 нм, 

було отримано Ліпос 1, яка за своєю імуногенністю практично не поступалася 

офіцінальній віросомальній вакцині, що слугувала головним препаратом 

порівняння. Одержаний результат відкрив шлях для подальшого удосконалення 

препарату з метою можливого перевершення ефективності офіцінальних вірусних 

вакцин, які на сьогоднішній день використовуються для проведення цільових 

імунопрофілактичних заходів проти вірусних інфекцій. 

У підрозділі 4.3 представлені результати визначення впливу на активність 

фагоцитозу ліпосом з різним поверхневим зарядом. Вивчено різні стадії 

фагоцитозу перитонеальними макрофагами через 15 хв, 30 хв, 60 хв та 3 год після 

введення у черевну порожнину миші.  

Через 15 хвилин при мікроскопічному вивченні препарату ліпосоми 

адсорбувалися по всій клітинній поверхні макрофага в полі зору. Важливо 

відмітити, що частина ліпосом, навіть за цей короткий час, вже була включена у 

цитоплазму макрофагів. Найвищій відсоток фагоцитованих ліпосом відмічався у 

препаратів з позитивним зарядом мембрани Ліпос 1 (15%), у порівнянні з 

нейтральними ліпосомами «Інфлексал В» (7,5%), та негативно зарядженими Ліпос 

3 (5%). Через 30 хвилин усі прикріплені катіонні ліпосоми заглибилися у 

цитоплазму та почали зливатися з лізосомами, створюючи фагосому. Слід 

відзначити, що процес поглинання для катіонних ліпосом характеризувався 

здебільше інтеграцією кластерів. Ліпосоми «Інфлексал В» та Ліпос 3 

інтерналізувалися на цей час не повністю та окремими сферами. На поверхні 

макрофагів лишалося від 20% до 26% відповідно. Через 60 хвилин продовжували 

спостерігалися процеси інкубації. Відмінністю була наявність початку процесу 

лізісу ліпосомального бішару Ліпос 1, що проявлялось втратою зовнішніх контурів 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

A(H1N1) 1

A(H1N1) 2

A(H3N2)

A(H3N2) 2

B 1

B 2



13 

включень від 25% до 30%, і візуально спостерігалось у вигляді так званих «тіней» 

ліпосом. Через 3 години у результаті взаємодії з лізосомами поглинуті ліпосоми 

усіх зразків втратили свої контури. Підсумовуючи результати, можна означити 

достовірно вищу активність фагоцитозу позитивно заряджених ліпосом у кожній 

віковій групі тварин. Активність та швидкість включення катіонних ліпосом, у 

порівнянні з нейтральними й аніонними, відзначалась більш раннім початком (у 2 

та 3 рази) та швидшим завершенням процесу (рис.5). Помітною була різниця між 

різнозарядженими ліпосомами для груп молодшого та старшого віку, для 

катіонних ліпосом фагоцитарні процеси не змінювались з віком, на відміну від 

нейтральних та аніонних, для яких було властивим їх зменшення на 7-15% та 10-

18% відповідно. 

 
Рис. 5. Відсоток інтерналізації ліпосом з різним зарядом поверхні у цитоплазму 

перитонеальних макрофагів мишей та відсоток біодеградації бішарової оболонки ліпосом з 

плином часу. 

 

У підрозділі 4.4 представлені результати дослідження ефективності 

модифікації антигенів вірусних вакцин. Метою цього етапу була подальша 

модифікація зразка Ліпос 1. Наступним кроком удосконалення та збільшення 

імунної відповіді завдяки поліепітопному реагуванню була модифікація 

антигенної складової (розщепленого субстрату) шляхом часткового ацилювання. 

Отриманий експериментальний зразок вакцини був названий Ліпос 1.1. Для 

оптимізації компонентності вакцин на основі Ліпос 1.1 створено ряд препаратів зі 

зменшенням антигенної начинки на 5%-25% з метою досягнення високих 

показників безпечності, імуногенності та економічності. Визначення рівня 

продукції спец. антитіл дозволило оцінити ефективність модифікацій у порівнянні 

з іншими препаратами при бустерній імунізації (рис.6).  

СГТ Ліпос 1.1 перевищували показники немодифікованого за антигенним 

складом зразка Ліпос 1 та «Інфлексал В» для штаму А (H1N1) у 3,5 та 1,8 рази; для 

А (H3N2) у 1,9; В – 1,75 і 1,6 рази, співвідносно, після 1ї імунізації; та у 1,13 для А 

(H1N1), у 1,2 і 1,6 для А (H3N2) та 2,5 і 1,4 рази для В після 2го етапу. Серед 

препаратів зі зменшеним вмістом ацильованого антигенного субстрату (на 5%-

20%) титри спец. антитіл не мали достовірної (1-3,5%) відмінності від Ліпос 1.1, 

що має велике практичне значення, надаючи можливість зменшення антигенного 

навантаження на 1/5 частину (Ліпос 1.2) без втрати показників імуногенності 

завдяки комплексу модифікацій та використання відповідних ліпосомальних 

систем. Потрібно відмітити, що для молодшої та старшої вікових груп 

піддослідних тварин показники Ліпос 1.1 та Ліпос 1.2 зі зменшеним антигенним 
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вмістом на 20% достовірно не відрізнялись від групи середнього віку, що 

підкреслює ефективність імунізації у широкому віковому діапазоні. 

 
Рис. 6. Ефективність модифікації антигенної складової при створенні грипозних 

вакцин двоетапної імунізації (середнє геометричні титри специфічних антитіл), де (1) - 

показники СГТ після одноразової імунізації; (2) - показники СГТ після бустерної імунізації. 

 

У підрозділі 4.5 наведено результати дослідження специфічного 

антитілоутворення через 6 місяців після бустерної вакцинації. Важливим 

показником ефективності вакцин, є рівень специфічних антитіл з плином часу, що 

має бути на захисному рівні. Титри специфічних антитіл, що реєструвалися для 

кожної із вакцин є захисними в усіх вікових групах, однак препарати, що мали 

ліпосомальну складову демонстрували достовірні переваги, особливо у групі 

молодих та старших тварин: для новостворених вакцин не було тенденції до 

зниження у цих групах, на відміну від «Ваксігрип» зі зниженням близько 4-5% та 

5-6,5% відповідно. Відмінності СГТ «Інфлексал В» за віковими категоріями не 

були значущими і становили близько 1-3% в цілому. Найкращі показники 

імунологічної пам’яті – найвищі титри, демонстрували вакцини з модифікацією 

антигенного складу Ліпос 1.1 і Ліпос 1.2, розбіжності значень становили не більше 

2%, що доводить ефективність та значимість комплексу заходів оптимізації складу 

грипозних вакцин. СГТ для А (H1N1) у груп імунізованих Ліпос 1.1 та Ліпос 1.2 

вищі в порівнянні з Ліпос 1 та «Інфлексал В» відповідно у 1,2 та 1,5 разів, і в 3,1 

рази в порівнянні з «Ваксігрипом». Для А (H3N2) співвідношення СГТ було 

«Ваксігрип» і модифіковані зразки, як 1 до 4,4; титри «Інфлексал В» та Ліпос 1 

були практично на одному рівні та відносно вакцин 2го ступеню модифікації 

відповідали співвідношенню 1:1,4. Титри спец. антитіл для вірусу В були для 

Ліпос 1.1 та Ліпос 1.2 вище в порівнянні з «Ваксігрип» у 3,3 рази, з «Інфлексал В» 

у 1,96 рази, з Ліпос 1 у 1,3 рази (рис.7). 

 

 
Рис. 7. Середнє геометричні титри специфічних антитіл через 6 міс після імунізації 

сезонними вакцинами проти грипу. 
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У п’ятому розділі представлені результати візуалізації та оцінки 

ультраструктурних особливостей і їх впливу на індукцію імунної відповіді. У 

результаті спостережень було виявлено, що везикули «Інфлексал В» 

характеризуються неправильними округлими формами, мають бугристу аморфну 

поверхню, на вигляд достатньо еластичну і гнучку. Виступи різноманітної 

конфігурації на поверхні ліпосом, вочевидь, повторюють форми окремих 

складових антигенного вміщення. Внаслідок цього ліпосомальна мембрана має 

складчастий характер, що може свідчити про її тендітну структуру, а самі 

ліпосоми - досить значні просторові параметри внаслідок своєрідного 

«розтягнення» антигенною начинкою (рис. 8-9). Подібна будова ліпосомальної 

мембрани повинна сприяти прискореному легкому вивільненню антигенного 

вмісту по мірі досягнення мішені. Це може викликати більш швидке імунне 

реагування на вакцинні антигени та, в кінцевому підсумку, більш раннє 

формування специфічного імунітету, що, безперечно, є позитивною якістю 

досліджуваної офіцінальної вакцини. З іншого боку, тендітність ліпосомальної 

оболонки може призводити до її більш легкого порушення та вразливості до будь-

яких фізичних та хімічних факторів зовнішнього середовища. Про це, зокрема, 

свідчать зони затемнення, що відображають площину, на якій відбувся розпад 

значної частини зразку вакцини «Інфлексал В», майже за 2 хв після відкриття 

ампули з препаратом.  
 

 

 

Рис. 8. «Інфлексал В», рельєф поверхні,            Рис. 9.  «Інфлексал В», загальний план,    

дозвіл 6,1×6,1×1,6 мкм.                                              дозвіл 6,1×6,1×1,6 мкм. 

 

На протилежність Ліпос 1.2 демонструвала дещо інші властивості. Її 

ліпосомальні елементи мали більш читку сферичну форму, а структура мембрани 

везикул, на відміну від контролю, була практично гладкою, без складчастості та 

виступів (рис. 10-11). Характер поверхні ліпосом, а також достатньо висока 

загальна збереженість вакцини дозволяють припустити, що ліпосомальні везикули 

розробленого препарату мають міцнішу ліпосомальну оболонку. Виходячи з чого, 

можна вважати, що перевагами новоствореного препарату є більш висока 

збереженість і стійкість до різноманітних біологічних і біохімічних впливів як під 

час підготовки препарату, так і після введення до організму. Останнє дозволяє 

припустити, що транспортування переважної кількості антигенів до їх цілей, 
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інкапсульованих у ліпосоми з подібними характеристиками, є більш гарантованим, 

що повинно забезпечувати достатньо високу імунну відповідь. Дослідження 

поверхні нано-носіїв лікарських препаратів є важливим при розробці нових форм і 

композицій в імунофармакології. Висновки зроблені при вивченні поверхневого 

рельєфу ліпосомальних везикул досліджуваних зразків вакцинних препаратів 

підтверджуються результатами досліджень імуногенності та дозволяють 

співставити та означити  прогностичні кореляції імунної відповіді ліпосомальних 

вакцин з особливостями їх нано-структури.  

 

 
 

Рис. 10. Рельєф поверхні ліпосомальних 

елементів Ліпос 1.2, дозвіл 2,2×2,2×148,8 мкм. 

       Рис. 11. Ліпос 1.2, загальний план, дозвіл 

    2,2×2,2×148,8 мкм.

У дисертаційній роботі АССМ вперше було використано як методику 

вивчення ліпосомальних протигрипозних вакцинних препаратів з подальшою 

інтерпретацією отриманих даних, що відображає кореляцію поверхневих 

молекулярних ультраструктурних особливостей та імуногенністю досліджуваних 

вакцин. Таким чином, дослідження ліпосомальних препаратів за допомогою 

АССМ має практичне прогностичне значення, що здатне допомогти передбачити 

ефективність нових препаратів у подальших розробках.  

У шостому розділі викладено дослідження безпечності модифікованих 

ліпосомальних вірусних вакцин. Реактогенність. Щодо частоти місцевих 

реакцій, оцінених шляхом суб’єктивних візуальних спостережень за станом 

імунізованих тварин, то треба зазначити, що місце ін’єкції як офіцінальних так і 

новостворених зразків не характеризувалося утворенням значного набряку, 

затвердінням тканини, гіперемією чи локальними болісними реакціями, однак 

ліпосомальні препарати демонстрували менші прояви в порівнянні з «Ваксігрип» у 

3,8 рази для Ліпос 1.2 та у 2,8 рази для Ліпос 1 і «Інфлексал В» (рис.12). Також у 

піддослідних тварин, імунізованих досліджуваними препаратами, не було 

зареєстровано підвищення температури тіла на протязі 5 діб після маніпуляцій, 

котре є основним критерієм побічних системних реакцій при введенні вакцинних 

препаратів, а також зміни у частоті серцевих скорочень або дихання. Після 

застосування препаратів суб’єктивно не відбувалося зміни у загальному стані 

тварин, у тому числі, зниження апетиту, розладів травлення, зміни активності 

тощо. Ця тенденція зберігалась для всіх вікових груп тварин.  
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Рис. 12. Реактогенність за тестом «на припухлість стопи» новостворених та 

офіцінальних вакцинних препаратів за реакцією ГУТ.  

 

Визначено рівні вмісту гідроперекисів ліпідів (ГПЛ), карбонілів білків та 

активність глютатіон-пероксидази (Gpx3) у сироватках крові щурів різних вікових 

груп через 2 години після імунізації (табл.1). 

Таблиця 1 

Показники перекісного окиснення білків та ліпідів при введенні 

модифікованих ліпосомальних протигрипозних вакцин. 

 

Показники 

 

 

Вакцинні 

препарати 

ГПЛ, 

ммоль 

МДА/1 мл 

сироватки 

Карбоніли білків, 

нмоль КБ/ мг 

білку 

GPx3, 

мкмоль 

HADPH/мин×мл 

«Ваксігрип» 3,7±0,43 1) 2,5±0,49 1) 4,79±0,28 

«Інфлексал В» 4,27±0,33 2) 3,22±0,3 1) 4,80±0,51 

Ліпос №1 3,8±0,15 2,5±0,20 4,80±0,33 

Ліпос №1.2 3,56±0,15 2,44±0,20 4,82±0,33 

Фізіологічний розчин 3,58±0,21 2,48±0,30 4,78±0,36 
Примітки: 

1)
 - достовірність відмінності даних від інтактної  групи, (р≤0,05); 

2) 
- 

тенденція до збільшення або підвищення значень у порівнянні з інтактною групою (р≤0,1). 
 

Показники вмісту ГПЛ та карбонілів білків мали тенденцію до зниження в 

усіх вікових категоріях тварин для ліпосомальної композиції на основі 

фосфатидилхоліну та зі зменшеним вмістом антигенного субстрату Ліпос 1.2. 

Визначено, що показники ГПЛ Ліпос 1.2 були нижчими на 20% порівняно з 

«Інфлексал В» і на 0,6% з показниками сироватки інтактних тварин; рівні 

карбонілів білків були меншими на 32% й 1,6% співвідносно. При визначенні 

впливу на активність GРx3 стає помітною тенденція до її підвищення для 

модифікованого зразка Ліпос 1.2 на 0,6% у порівнянні з «Інфлексал В» та 0,8% 

інтактними сироватками. Наявність зниження рівнів первинних продуктів 

пероксидації ліпідів та продуктів окиснення білків, а також відсутність ефектів 

інгібіції протиоксидантних ферментів у сироватці крові щурів усіх вікових груп, 

яких імунізували модифікованою ліпосомальною протигрипозною вакциною, дає 

можливість зробити висновок о безпечності препарату стосовно показників 

перекісного окиснення та відкриває шлях для подальших клініко-фармакологічних 

досліджень даного зразку (рис. 13).  
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Рис. 13. Вміст продуктів перекісного окиснення ліпідів і білків й активність GPx3 у 

сироватці крові щурів при застосуванні модифікованих експериментальних вакцин, (M±σ), 

(n=33) (ГПЛ – гідроперекиси ліпідів, карбоніли білків, GPx3 – глутатіон-пероксидаза 3). 

 

ВИСНОВКИ 
У дисертаційній роботі запропоновано новий комплексний підхід до 

вирішення актуальної науково-практичної задачі: підвищення імуногенності 

розщепленої грипозної вакцини зі збереженням її безпечності, використовуючи 

модифікацію ад`ювантної та антигенної складових, що має істотне значення для 

підвищення ефективності вакцинопрофілактики грипу. 

1. Встановлено зв’язок між протеїновим складом різних типів вакцин та 

індукцією специфічних антитіл. Розщеплена вакцина з більш широким 

протеїновим профілем відзначалася вищими титрами. Рівні сероконверсії спліт 

вакцини «Ваксігрип» при бустерній імунізаціі для штаму А (H1N1) були вищими у 

2,6 рази, А (H3N2) — у 1,2 рази, для вірусу В – у 3 рази ніж у субодиничної 

«Інфлювак». Вакцина «Інфлексал В» продукувала найвищі титри специфічних 

антитіл серед досліджуваних вакцин завдяки віросомальний складовій незважаючи 

на субодиничне антигенне наповнення (СГТ та відсоток тварин з максимальними 

титрами у 2,1-3 рази перевищували показники «Інфлювак» та 1,2-2 рази показники 

«Ваксігрип» за усіма штамами).   

2. Встановлено переваги катіонної ліпосомальної композиції та антигенної 

складової, що містить широкий протеїновій профіль – Ліпос 1 при вивченні 

продукції спец. антитіл, яка демонструвала найвищі рівні серед досліджуваних 

вакцин. СГТ Ліпос 1 після бустерної імунізації перевищували у 1,8 для штаму А 

(H1N1), 1,9 для А (H3N2) та у 5 разів для грипу В показники «Інфлювак»; у 1,1; 1,7 

та 2 рази показники вихідної «Ваксігрип», співвідносно, та близько у 1,3-1,5 рази 

показники інших експериментальних зразків за усіма штамами. У групах 

піддослідних мишей молодшого та старшого віку Ліпос 1 давала найвищий 

приріст спец. антитіл в порівняні з іншими новоствореними препаратами на 6,7%-

7% та 13,5%-14% відповідно.   

3. При вивченні впливу поверхневого заряду ліпосомальної мембрани на 

етапи фагоцитозу визначено достовірну перевагу катіонних везикул, що швидко 

поглиналися та лізувлися, в порівнянні з нейтральними та негативно зарядженими. 

Рівень фагоцитозу позитивно заряджених везикул не зменшувався для тварин усіх 

вікових категорій, на відміну від зниження активності для ліпосом іншого заряду 

на 7-18% у групах молодшого та старшого віку. 
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4. Модифікація шляхом часткового ацилювання антигенного наповнення 3% 

за масою індукувала збільшення продукції спец. антитіл. СГТ Ліпос 1.1 

перевищували показники немодифікованого за антигенним складом зразка та 

«Інфлексал В» для штаму А (H1N1) у 3,5 та 1,8 рази; для А (H3N2) у 1,9; В – 1,75 і 

1,6 рази, співвідносно, після 1ї імунізації; та у 1,13 для А (H1N1), у 1,2 і 1,6 для А 

(H3N2) та 2,5 і 1,4 рази для В після 2го етапу. Зменшення у препараті Ліпос 1.2 

ацильованого антигенного субстрату на 20% не призвело до достовірного 

зниження (1-3,5%) продукції спец. антитіл в усіх вікових групах в порівнянні з 

Ліпос 1.1. 

5. Встановлено переваги вакцин з комплексом модифікацій, що являли 

найвищі показники імунологічної пам’яті серед досліджених. Через 6 місяців після 

бустерної імунізації найвищі показники імунологічної пам’яті демонструвала 

Ліпос 1.2, не зважаючи на зменшення антигенного вмісту, поряд з вакциною Ліпос 

1.1, розбіжність значень котрих становила не більше 2%. СГТ для штаму А (H1N1) 

були вищі в порівнянні з Ліпос 1 та «Інфлексалом В» у 1,2 та 1,5 разів, і в 3,1 рази 

в порівнянні з «Ваксігрипом»; для А (H3N2) у 1,4; 1,4 та 4,4 рази та для вірусу В 

були у 1,3; 1,96 та 3,3 рази, співвідносно.   

6. При дослідженні за допомогою АССМ визначено, що рельєф поверхні 

ліпосом зразку Ліпос 1.2, вирізняється гладкістю та сферичністю форми без 

наявності складчастості та виступів, характерних для віросом офіцинальної 

вакцини «Інфлексал В». Скани, що демонструють загальний план 

експериментальної вакцини, відображають відсутність ділянок розпаду 

ліпосомальних везикул у препараті, в порівнянні з «Інфлексал В».  

7. Під впливом комплексу заходів по оптимізації розщепленої грипозної 

вакцини спостерігалось зменшення проявів загальної та місцевої реактогенності й 

показників перекісного окиснення ліпідів і білків усіх вікових груп: рівні вмісту 

гідроперекисів ліпідів були нижчими на 20% порівняно з показниками «Інфлексал 

В» і на 0,6% в порівнянні з показниками інтактних тварин; рівні карбонілів білків 

були меншими на 32% та 1,6%; активність глютатіон-пероксидази 3 дещо 

підвищувалася на 0,6% і 0,8% відповідно. 

Практичні рекомендації 
1. З метою удосконалення грипозних вакцин необхідно використовувати 

комплексну модифікацію антигенної складової та ліпосомальних носіїв, у якості 

ад’ювантів, з отримання високоімуногенних і, водночас, безпечних для організму 

препаратів. 

2. Для підвищення продукції специфічних антитіл при розробці грипозних 

вакцин рекомендовано застосовувати модифікацію розщепленого вірусного 

компоненту грипозної вакцини шляхом часткового ацилювання 3% за масою, що 

забезпечує поліепітопне реагування. 

3. При створення ліпосомальних систем доставки вірусних антигенів 

рекомендовано використовувати катіонні везикули, які на всіх етапах фагоцитозу 

у імунокомпетентних клітинах мають найвищу здатність до швидкої адсорбції та 

інтерналізації у перитонеальні макрофаги, забезпечуючи стрімкий лізис 

ліпосомального бішару та вивільнення антигенного вмісту. 

4.  Застосовувати атомно-скануючу мікроскопію для візуалізації поверхневої 

ультраструктури ліпосомальних везикул при розробці ліпосомальних вакцин. 
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АНОТАЦІЯ 

 

Давидова Тетяна Володимирівна. Оптимізація складу розщепленої 
грипозної вакцини модифікацією ад’ювантної та антигенної складових. - На 

правах рукопису. 

 Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за 

спеціальністю 14.03.08 – імунологія та алергологія (медичні науки). - Державна 

установа «Інститут мікробіології та імунології ім. І. І. Мечникова Національної 

академії медичних наук України», Харків, 2018. 

  Робота заснована на аналізі результатів експериментального дослідження 

впливу компонентів грипозних вакцин на імуногенність, яке проведено на 

мишиних моделях лінії BALBc та щурах. Здійснено комплексний кореляційний 

аналіз активності специфічного антитілоутворення та кількісного вмісту вірусних 

протеїнів і молекулярної маси офіцінальних грипозних вакцин. Доведено 

ефективність модифікації вірусного компоненту грипозної вакцини шляхом 

часткового ацилювання.  

Застосований комплекс заходів для оптимізації складу грипозних вакцин 

дозволяє обмежити антигенне навантаження шляхом значного зменшення 

кількісного вмісту антигенного наповнення без зміни рівня індукції специфічних 

антитіл в усіх дослідних вікових категоріях тварин. Визначено роль поверхневого 

заряду та ультраструктури ліпосом у складі грипозної вакцини. Доведено високу 

безпечність застосування модифікованої грипозної вакцини з катіонною 

ліпосомальною композицією на основі фосфатидилхоліну. Проведене дослідження 

виявило доцільність комплексної модифікації антигенної та ад’ювантної 

складових грипозної вакцини з метою отримання високоімуногенного та 

безпечного препарату, який є придатним для використання у широкій віковій 

категорії. 

Ключові слова: протигрипозні вакцини, ліпосоми, часткове ацилювання, 

атомно-скануюча мікроскопія, перекисне окиснення ліпідів і білків, реактогенність 
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АННОТАЦИЯ 

Давыдова Татьяна Владимировна. Оптимизация состава расщепленной 

гриппозной вакцины модификацией адъювантной и антигенной 
составляющих. – На правах рукописи. 

Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по 

специальности 14.03.08 – иммунология и аллергология (медицинские науки). - 

Государственное учреждение «Институт микробиологии и иммунологии 

им. И. И. Мечникова Национальной академии медицинских наук Украины», 

Харьков, 2018. 

Работа основана на анализе результатов экспериментального исследования 

влияния компонентов гриппозных вакцин на иммуногенность, проведенного на 

мышиных моделях линии BALBc и крысах. Применен комплекс мер по 

оптимизации состава гриппозных вакцин, позволяющий сократить антигенную 

нагрузку путем значительного уменьшения количественного содержания частично 

ацилированного антигенного наполнения без изменения уровня индукции 

специфических антител во всех исследуемых возрастных категориях животных. 

Определена роль поверхностного заряда и ультраструктуры липосом в 

составе гриппозной вакцины. Доказана высокая безопасность применения 

модифицированной гриппозной вакцины с катионной липосомальной 

композицией на основе фосфатидилхолина. Проведенное исследование показало 

целесообразность комплексной модификации антигенной и адъювантной 

составляющих гриппозной вакцины с целью получения высокоиммуногенного и 

безопасного препарата, который возможен для применения у широких возрастных 

групп. 

Ключевые слова: противогриппозные вакцины, липосомы, частичное 

ацилирование, атомно-сканирующая микроскопия, перекисное окисление липидов 

и белков, реактогенность 

 

SUMMARY 

Davydova Tetyana. Adjuvant and antigen optimization of the split influenza 
vaccine. - Manuscript copyright. 

The dissertation for Ph.D. degree for specialization 14.03.08 – Immunology and 

Allergology (Medical Sciences). State Institution "Mechnikov Institute of Microbiology 

and Immunology of National Academy of Medical Sciences of Ukraine", Kharkiv, 2018. 

Prospects for the development of medical sciences indicate that the manufacture 

and use of vaccines will continuously grow through the development of new safe and 

effective drugs. This study is based on modern trends in the vaccines production through 

the use nanoparticle carriers, which can not only reproduce the structure of influenza 

virion, that greatly potentiates the immune effects, but also serves as universal, reliable 

and safe delivery systems. The objective of the study was to increase the 

immunogenicity of the split influenza vaccine through the adjuvant and antigen 

optimization with the preservation of its safety. This scientific work is based on the 

analysis of the results the pilot study on the ingredients of influenza vaccine impact on 

the immunogenicity, which was carried out on the groups of BALB/c mice and rats the 

younger, middle and older age groups.  

A complex correlation analysis of specific antibody formation activity and assay 

of viral proteins and molecular mass of officinal influenza vaccines was carried out. The 
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inactivated split influenza vaccine Vaxigrip (Sanofi Pasteur S.A.) with a broader protein 

profile was characterized with higher titres of seroconversion with booster immunization 

than in the subunit Influvac (Solvay Biologicals B.V.). The Inflexal V vaccine (Crucell 

Switzerland A.G.) produced the highest specific antibodies titers due to the virosomal 

component, despite the subunit antigen content among the vaccines studied. 

A complex approach for optimizing of the ingredients of the influenza vaccines 

has been developed, which, together with an increasing immunogenicity, provides the 

reduced generation of antigenic load, allowing its application to the different age groups. 

The effectiveness the modification viral component of the influenza vaccine by partial 

acylation, which has an intensifying effect on the production the specific antibodies for 

the primary immune response and the immune memory activation for booster 

immunization has been proved. It is shown that the applied complex of measures for 

optimization the influenza vaccines ingredients allows to limit the antigenic load by 

significantly reducing the assay antigenic content without changing the level of specific 

antibodies induction in all the experimental age categories. For the first time was 

determined the role of surface charge and ultrastructure of liposomes in the influenza 

vaccine ingredients used as adjuvants and carriers of the viral antigenic component. It 

has been shown that cationic vesicles at all stages of phagocytosis have the highest 

adsorption and internalization in peritoneal macrophages, providing a rapid lysis of 

liposomal bilayer and releasing antigenic content. Initial study of the nanostructure 

vesicles used to optimize the composition of the liposomal influenza vaccine. The 

observed correlation of their ability to preserve antigen content and also prevent its 

premature release and their timely complete immune response. The high safety of using 

the modified influenza vaccine with a phosphatidylcholine that was based for cationic 

liposomal ingredients demonstrated the peroxidation of lipids and proteins reduction due 

to its bioavailability and compatibility with immune systems and the absence of 

hypersensitivity reactions of the delayed type. 

It has been initiated the application of highly-performance non-contact atomic 

force scanning microscopy to visualize the ultrastructure surface of liposomal vesicles in 

the production of liposomal vaccines. The obtained data broaden the conception of 

interdependence induction specific antibodies and the protein profile influenza vaccines, 

the assay content and molecular weight of the proteins in its ingredients, the role of 

surface charge liposomal components and its ultrastructure in the formation the complete 

immune response and immune memory for liposomal viral vaccines. The results of the 

studies may be considered the justification for the creation the highly immunogenic and 

safe liposomal influenza vaccine intended for immunological prevention in population 

all age groups.  

Key words: influenza vaccines, liposomes, partial acylation, atomic force 

scanning microscopy, lipid and protein peroxidation, reactogenicity 


