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цель исследования – создание высокоиммуногенной вакцинной конструкции на основе рекомбинантного 
варианта репликативно-дефектного штамма вируса осповакцины MVA, экспрессирующего вирусоподобные ча-
стицы, имитирующие природную инфекцию вирусом марбург. материалы и методы. рекомбинантный вирус 
получали путем рекомбинации между гомологичными последовательностями вирусной днк и инсерционной 
плазмиды pDel2-GP-VP-Pat, которая несет трансгены структурных белков GP и VP40 вируса марбург, фланкиро-
ванные фрагментами генома штамма MVA. структуру рекомбинантного вируса подтверждали методами пцр и 
секвенирования, экспрессию трансгенов анализировали методом вестерн-блот, формирование вирусоподобных 
частиц фиксировали с помощью электронной микроскопии. оценку иммуногенности и протективности проводи-
ли на модели морских свинок. титр антител определяли в иммуноферментном анализе. для оценки т-клеточного 
ответа использовали метод внутриклеточного окрашивания цитокинов с последующим анализом образцов на 
проточном цитофлуориметре. результаты и обсуждение. на основе высокоаттенуированного штамма MVA ви-
руса осповакцины сконструирован рекомбинантный вариант MVA-GP-VP40-MARV, несущий в районе делеции II 
генома кассету трансгенов GP и VP40 вируса марбург. показана экспрессия трансгенов в пермиссивных для MVA 
клетках CER, инфицированных рекомбинантным штаммом MVA-GP-VP40-MARV, и секреция белков GP и VP40 
вируса марбург в культуральную среду. электронно-микроскопический анализ выявил наличие вирусоподоб-
ных частиц вируса марбург в культуральной среде клеток начиная с 12 часов после инфицирования. двукратная 
вакцинация морских свинок рекомбинантным штаммом MVA-GP-VP40-MARV в дозе 108 бое/животное инду-
цировала формирование антител к вирусу марбург и вирусу осповакцины, а также 100 % защиту от летальной 
инфекции вирусом марбург (50 лд50). с использованием оригинального программного обеспечения TEpredict 
предсказана структура т-хелперных эпитопов белка GP вируса марбург. с помощью метода ICS эксперимен-
тально подтверждена биологическая активность этих эпитопов и показано, что они обеспечивают индукцию 
т-клеточного иммунного ответа в составе вакцинной конструкции MVA-GP-VP40-MARV.
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Abstract. The aim of the study was to create a highly immunogenic vaccine construct based on a recombinant vari-
ant of a replication-defective MVA strain of vaccinia virus, expressing virus-like particles that mimic natural infection 
with Marburg virus. Materials and methods. The recombinant virus was obtained through recombination between 
homologous viral DNA sequences and the insertion plasmid pDel2-GP-VP-Pat which carries transgenes of the structural 
proteins GP and VP40 of Marburg virus, flanked by fragments of MVA strain genome. Structure of the recombinant 
virus was confirmed in PCR and using sequencing, transgenes expression was analyzed by Western blotting, virus-
like particles formation was recorded using electron microscopy. Evaluation of immunogenicity and protectivity was 
carried out using a guinea pig model. The antibody titer was determined in enzyme-linked immunosorbent assay. To 
assess T-cell response, the intracellular staining of cytokines was used, followed by analysis of samples on a flow cy-
tometer. Results and discussion. On the basis of highly attenuated MVA strain of vaccinia virus a recombinant variant  
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проблема создания эффективных вакцин про-
тив особо опасных филовирусных инфекций, к ко-
торым относится вирус марбург (Marburg virus, 
MARV), остается нерешенной в настоящее время. 
перспективную вакцинную платформу представля-
ет использование безопасного вирусного вектора, 
экспрессирующего непатогенные вирусоподобные 
частицы (впч), имитирующие вирионы вируса 
марбург. такая платформа широко используется за 
рубежом, в том числе и при разработке вакцин про-
тив инфекций, вызываемых вирусами эбола [1] и 
марбург [2].

в качестве высокоперспективного вируса-
вектора мы предлагаем использовать штамм MVA 
вируса осповакцины (VACV), который является 
репликативно-дефектным штаммом для клеток чело-
века. на различных доклинических моделях показа-
но, что векторные вакцины на основе рекомбинант-
ных штаммов MVA являются безопасными, высоко-
иммуногенными и обладают хорошими защитными 
свойствами [3].

для продукции впч вируса марбург в соста-
ве рекомбинантного вируса осповакцины (штамм 
MVA) необходимо произвести встройку в вирусный 
геном кассеты из генов нескольких структурных 
белков MARV. основную роль в формировании впч 
играет матриксный вирионный белок VP40 MARV, 
который обладает способностью к самосборке и поч-
кованию на мембране клетки [4]. включение в впч 
поверхностного гликопротеина GP MARV является 
обязательным условием, поскольку он несет основ-
ные протективно значимые детерминанты вируса. 
возможно также включение в состав экспрессируе-
мой кассеты гена нуклеопротеина NP MARV, кото-

рый выполняет роль внутреннего каркаса (кора), од-
нако данные о его роли в сборке впч носят противо-
речивый характер [5].

целью настоящего исследования являлось соз-
дание высокоиммуногенной вакцинной конструкции 
на основе репликативно-дефектного штамма вируса 
осповакцины MVA, экспрессирующего вирусопо-
добные частицы, имитирующие природную инфек-
цию вирусом марбург. для реализации этой цели 
сконструирован рекомбинантный вариант MVA со 
встройкой кассеты генов GP-VP40 MARV и показана 
его 100 % протективность в отношении летальной 
инфекции морских свинок вирусом марбург.

материалы и методы

Штамм MVA получен из государственной кол-
лекции возбудителей вирусных инфекций и риккет-
сиозов Фбун гнц вб «вектор» роспотребнадзора, 
где он депонирован под номером V-713. геномная 
последовательность музейного штамма MVA со-
ответствует депонированной в GenBank под но-
мером AY603355.1. нами разработана система 
культи вирования штамма MVA в клетках CER из 
коллекции культур клеток Фбун гнц вб «вектор» 
роспотребнадзора, которые являются гибридом 
клеток почки сирийского хомячка и куриных фиб-
робластов.

для определения концентрации (титра) виру-
са использовали метод бляшек. бляшки получали 
на инфицированном монослое клеток CER, выра-
щенном на 12-луночных культуральных планшетах. 
визуализацию бляшек проводили раствором кри-
сталлического фиолетового (2 г/л кристаллический 

MVA-GP-VP40-MARV has been constructed, carrying a cassette of transgenes, GP and VP40, of Marburg virus in 
the region of deletion II of the genome. The expression of transgenes in MVA-permissive CER cells infected with 
recombinant MVA-GP-VP40-MARV strain and secretion of GP and VP40 proteins into culture medium have been 
demonstrated. Electron microscopy analysis has revealed the presence of Marburg virus-like particles in the culture me-
dium of cells 12 hours after infection. Double vaccination of guinea pigs with MVA-GP-VP40-MARV strain at a dose  
of 108 PFU/animal induced the formation of antibodies to Marburg and vaccinia viruses, as well as 100 % protection 
against lethal Marburg virus infection (50 LD50). Using original TEpredict software, the structure of T-helper epitopes of 
GP protein has been predicted. Using the ICS method, the biological activity of these epitopes has been experimentally 
confirmed and it was shown that they provide the induction of a T-cell immune response as part of the MVA-GP-VP40-
MARV vaccine construct.

Key words: MVA strain of vaccinia virus, virus-like particles (VLP), Marburg virus (MARV), surface glycopro-
tein (GP), virion protein VP40, intracellular cytokine staining (ICS).
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фиолетовый, 5 % формальдегид, 10 % этанол). титр 
вируса выражали как количество бляшкообразую-
щих единиц на 1 мл суспензии (бое/мл).

модифицированный штамм MVA-GP-VP40-
MARV получали путем рекомбинации между гомо-
логичными последовательностями исходного штам-
ма MVA и инсерционной плазмиды pDel2-GP-VP-
Pat. отбор рекомбинантных вариантов вируса про-
водили методом временной доминантной селекции. 
ген устойчивости к пуромицину pat использовали в 
качестве селективного маркера [6].

инсерционную плазмиду pDel2-GP-VP-Pat по-
лучали на базе плазмиды pDel2-Pat [6]. ген, коди-
рующий GP MARV, синтезировали методом поли-
меразной цепной реакции (пцр) с использованием 
в качестве матрицы кднк вируса марбург и пары 
праймеров с заложенными в их структуру сайта-
ми узнавания эндонуклеаз рестрикции AscI и PmeI 
для клонирования в pDel2-Pat под контроль ранне-
позднего синтетического промотора вируса оспо-
вакцины PE/L. ген, кодирующий белок VP40 MARV, 
получали также методом пцр с использованием 
пары праймеров, которые содержат сайты узнавания 
эндонуклеаз рестрикции BamHI и EcoRI, что обе-
спечивает встройку гена VP40 MARV в плазмиду 
pXJP5.2 под контроль природного промотора р7,5 
VACV [7]. полученный оперон р7,5-VP40 MARV на 
втором этапе конструирования переносили в плазми-
ду pDel2-Pat с использованием эндонуклеаз рестрик-
ции EcoRV и NotI.

отбор рекомбинантных штаммов проводи-
ли пцр-анализом днк клонов с использованием 
пар праймеров, специфичных к участкам генома 
MVA, фланкирующим район встройки (делеция II): 
MVA_F1 5’-CATGCTACTACCTTCGGGTAAA и  
MVA_R7 5’-TGCGTCTAGTATGTACGTTGTT [6]. 
после двойно го реклонирования проводили верифи-
кацию структуры днк рекомбинантного штамма с 
помощью технологии секвенирования нового поко-
ления (NGS) на платформе MiSEQ.

экспрессию клонированных трансгенов в ре-
комбинантном варианте вируса марбург оценивали 
методом вестерн-блот. для выявления GP MARV 
использовали коммерческие антитела, полученные 
на усеченный рекомбинантный белок (без трансмем-
бранного домена) вируса марбург (IBT Bioservices 
0303-007). в качестве положительного контроля 
использовали recombinant MMARV GPdTM (IBT 
Bioservices 0503-001). для иммунодетекции бел-
ка VP40 использована поликлональная анти-VP40 
сыворотка мыши и рекомбинантный белок VP40 
MARV, полученный в клетках Escherichia coli (лю-
безно предоставлены д.н. щербаковым).

для подтверждения формирования впч вируса 
марбург, продуцируемых штаммом MVA-GP-VP40-
MARV, проведен электронно-микроскопический 
анализ. монослой клеток CER инфицировали реком-
бинантным и исходным штаммами MVA с множе-
ственностью 0,02 бое/клетка. инкубировали 12 ча-

сов, культуральную среду собирали и концентри-
ровали ее с использованием Centrifugal Filter Units 
(Millipore) Ultracel-100K до уменьшения объема в 
10 раз. материал фиксировали добавлением равного 
объема 8 % раствора параформальдегида и наносили 
на медные сеточки, покрытые пленкой-подложкой 
из формвара и стабилизированные углеродом. 
препараты дополнительно окрашивали 1 или 2 % 
водным раствором уранилацетата по общепринятой 
методике [8]. образцы исследовали в электронном 
микроскопе JEM 1400 (Jeol, япония) при ускоряю-
щем напряжении 80 кв. Фотосъемка проводилась 
цифровой камерой Veleta (SIS, германия). анализ и 
обработка изображения осуществлялись с помощью 
программного пакета iTEM (SIS, германия) [8].

определение иммуногенности и протективно-
сти полученного штамма MVA-GP-VP40-MARV про-
водили на аутбредных морских свинках массой 200–
250 г из питомника лабораторных животных гнц вб 
«вектор». все эксперименты на животных проводи-
ли с соблюдением принципов гуманности в соответ-
ствии с протоколами, утвержденными биоэтическим 
комитетом гнц вб «вектор». морских свинок им-
мунизировали рекомбинантным штаммом MVA-GP-
VP40-MARV внутримышечно в дозе 108 бое/живот-
ное дважды с интервалом в четыре недели. для оцен-
ки протективности животных через четыре недели 
после второй иммунизации инфицировали вирусом 
марбург в дозе 50 лд50 (лд50 – доза, летальная для 
50 % тест-животных). инфицированных животных 
наблюдали в течение 24 дней.

титр антител к вирусу марбург и вирусу оспо-
вакцины определяли в сыворотках крови иммунизи-
рованных морских свинок методом непрямого двух-
стадийного иммуноферментного анализа (иФа). 
в качестве антигена-сорбента использовали цельно-
вирионные препараты MARV и VACV, очищенные 
центрифугированием в градиенте плотности сахаро-
зы. детекцию иммунных комплексов «антиген-IgG» 
осуществляли пероксидазным конъюгатом антител 
кролика против IgG морской свинки и визуализа-
цией тетраметиленбензидином (тмб) в цитрат-
фосфатном растворе с перекисью водорода. забор 
крови из сердца морских свинок осуществляли по-
сле премедикации раствором золетила (Valdepharm, 
Франция) через четыре недели после второй имму-
низации. 

оценку клеточного иммунитета проводили че-
рез три недели после второй иммунизации [9]. для 
оценки т-клеточного ответа использовали метод 
внутриклеточного окрашивания цитокинов (intracel-
lular cytokine staining, ICS), который проводили в со-
ответствии со стандартным протоколом, как описано 
в [10]. в качестве источника т-клеток использовали 
спленоциты, полученные стандартным методом из 
селезенок морских свинок [9], а в качестве инди-
каторного цитокина – интерферон-гамма (иФнγ). 
стимуляцию спленоцитов проводили смесью син-
тетических пептидов, представляющих потенциаль-
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ные CD4+ т-клеточные эпитопы белков GP и VP40 
вируса марбург. предсказание эпитопов проводи-
ли с использованием программного обеспечения 
TEpredict [10]. пептиды синтезированы в Elabscience 
Biotechnology Co., Ltd (Wuhan, китай), чистота 
≥90,0 %. в работе использовали девять пептидов, че-
тыре из которых представляют т-хелперные эпито-
пы белка VP40 MARV, а пять – белка GP MARV. для 
стимуляции спленоцитов пептиды объединили в две 
группы, соответствующие белкам VP40 и GP, и до-
бавляли в концентрации 20 мкг/мл каждого пептида 
на 106 клеток. после стимуляции клетки окрашива-
ли моноклональными антителами PEAnti-guinea pig 
CD4 (MA1-81852, ThermoFisher Scientific) и PF647P 
Anti-guinea pig IFN-gamma (MT4A27, MabtechAB). 
образцы анализировали на проточном цитомет-
ре FACSCanto II (Becton Dickinson and Company, 
сШа) c использованием программного обеспечения 
Everest. 

результаты и обсуждение

для получения рекомбинантного штамма 
MVA сконструирована базовая плазмида интегра-
ции pDel2-GP-VP-Pat, обеспечивающая встрой-
ку трансгенов в район делеции II генома MVA, не 
существенный для репродукции вируса. плазмида 
pDel2-GP-VP-Pat содержит последовательности, 

фланкирующие район делеции II MVA, между ко-
торыми расположены высокоэффективные ранне-
поздние промоторы VACV и полилинкер для встрой-
ки трансгенов. также в плазмиду pDel2-GP-VP-Pat 
дополнительно введен доминантный селективный 
маркер для получения рекомбинантных вирусов – 
ген устойчивости к пуромицину pat под контролем 
промотора VACV [6].

схема генома сконструированного рекомби-
нантного штамма MVA со встройкой кассеты ге-
нов GP-VP40-MARV представлена на рис. 1, A. 
секвенирование днк штамма MVA-GP-VP40-
MARV показало, что в районе встройки кассеты  
GP-VP40-MARV имеется делеция с-концевой части 
гена GP (129 п.н.), которая включает трансмембран-
ный домен белка (90 п.н.) и цитоплазматический 
«хвост» (24 п.н.). в результате этой делеции сдвига 
рамки трансляции не произошло, а новый стоп-кодон 
образовался через восемь аминокислот от начала де-
летированного участка.

результаты вестерн-блот-анализа представле-
ны на рис. 1, B. анализ экспрессии трансгенов про-
водили в пермиссивной для MVA культуре клеток 
CER. как следует из рисунка, в культуральной среде 
инфицированных рекомбинантным штаммом кле-
ток выявляется зрелая форма GP в виде двух расще-
пленных полипептидов GP1 массой 160 кда и GP2 – 
38 кда. в лизатах инфицированных клеток выявля-

рис. 1. характеристики рекомбинантного штамма MVA-GP-VP40-MARV:
А – схема генома штамма MVA-GP-VP40-MARV, на которой указаны позиции праймеров, использованных в пцр-анализе. В – вестерн-блот-анализ 
экспрессии кассеты генов GP-VP40 MARV в составе рекомбинантного MVA: M – контроль молекулярных весов Spectra™ Multicolor Broad Range 
Protein Ladder (Thermo Scientific, 26634); 1 – лизат клеток CER, инфицированных MVA-GP-VP40-MARV; 2 – лизат клеток CER, инфицированных 
MVA; 3 – культуральная среда клеток CER, инфицированных MVA-GP-VP40-MARV; 4 – культуральная среда клеток CER, инфицированных MVA; 
5 – положительные контроли GP (слева) и VP40 (справа). С – электронно-микроскопический анализ впч в культуральной среде клеток CER, инфици-
рованных рекомбинантным штаммом MVA-GP-VP40-MARV

Fig. 1. Characteristics of the recombinant strain MVA-GP-VP40-MARV:
А – the genome scheme of MVA-GP-VP40-MARV with the positions of the primers used in PCR analysis of recombinant viral DNA; B – Western blot analysis of 
GP-VP40 MARV gene cassette expression in recombinant MVA: M – control of molecular weights Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo 
Scientific, 26634); 1 – cell lysates infected with MVA-GP-VP40-MARV; 2 – cell lysates infected with MVA; 3 – culture medium of CER cells infected with  
MVA-GP-VP40-MARV; 4 – culture medium of CER cells infected with MVA; 5 – positive controls of purified recombinant GP protein (to the left) 
and VP-40 MARV (to the right). C – electron microscopy analysis of VLP in the culture medium of CER cells infected with the recombinant strain  
MVA-GP-VP40-MARV
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ются частично гликозилированные и расщепленные 
формы GP. поскольку матриксный белок VP40 не 
содержит сайтов гликозилирования, он выявляется в 
виде белка с молекулярной массой 40 кда как в куль-
туральной среде инфицированных рекомбинантным 
вирусом клеток, так и в лизатах данных клеток.

из данных вестерн-блот-анализа можно сде-
лать вывод, что происходит секреция впч вируса 
марбург, поскольку оба белка GP и VP40 MARV 
регистрируются в культуральной среде клеток. 
электронно-микроскопический анализ образцов 
среды клеток, инфицированных рекомбинантным 
штаммом MVA-GP-VP40-MARV, подтверждает эту 
гипотезу: выявлено большое количество впч с ха-
рактерной формой вирионов MARV размером 35–
40 нм × 700–900 нм (рис. 1, C).

оценку иммуногенности и протективности 
штамма MVA-GP-VP40-MARV проводили на мор-
ских свинках, которые чувствительны к летальной 
инфекции вирусом марбург. на рис. 2, A представ-
лена выживаемость животных в иммунизированной 
(опытной) и контрольной группах после инфекции 
вирусом марбург в дозе 50 лд50. инфицированных 
животных наблюдали в течение 24 дней (инкубаци-
онный период для лихорадки марбург). все живот-
ные контрольной группы погибли на 8–14-й день 
после инфекции, в то время как все животные опыт-
ной группы выжили без каких-либо признаков за-
болевания.

как следует из рис. 2, B, иФа образцов сыво-
роток, полученных через четыре недели после дву-
кратной иммунизации морских свинок рекомбинант-
ным вариантом MVA-GP-VP40-MARV, показал на-
личие антител к вирусу марбург в титрах от 1:1600 
до 1:6400, а антител к вирусу осповакцины – от 
1:12800 до 1:102400. известно, что вирус осповак-

цины формирует перекрестный иммунный ответ на 
разные ортопоксвирусы, включая высокопатогенные 
для человека вирус натуральной оспы и вирус оспы  
обезьян [11]. таким образом, иммунизация штаммом 
MVA-GP-VP40-MARV обеспечивает защиту и про-
тив этих инфекций.

с целью оценки т-клеточного иммунного от-
вета, индуцированного рекомбинантом MVA-GP-
VP40-MARV, проведен анализ структуры генов GP и 
VP40 MARV с использованием оригинального про-
граммного обеспечения TEpredict [10] и предсказа-
на структура пептидов, содержащих т-хелперные 
эпитопы этих белков (таблица). несмотря на то, что 
программа TEpredict не предназначена для предска-
зания эпитопов, рестриктированных молекулами 
MHCII класса морской свинки, мы провели предска-
зание нонамерных пептидов, способных связывать-
ся с наиболее широким спектром алломорф молекул 
MHCII класса (promiscuous binders), и выбрали фраг-
менты длиной 16–25 аминокислотных остатков, со-
держащие несколько таких эпитопов.

пептиды разделили на две группы, соответствую-
щие белкам VP40 (пептиды 1–4) и GP (пептиды 5–9), 
и использовали в виде соответствующих смесей для 
стимуляции спленоцитов вакцинированных морских 
свинок. результаты эксперимента представлены 
на рис. 3. 

как следует из рис. 3, статистически значи-
мое увеличение количества иФнγ-продуцирующих  
CD4+ т-лимфоцитов по сравнению с контролем 
(р<0,01) зарегистрировано только при стимуляции 
спленоцитов смесью пептидов белка GP MARV 
(пептиды 5–9). полученные данные свидетель-
ствуют о способности рекомбинантной вакцины 
MVA-GP-VP40-MARV индуцировать не только гу-
моральное, но и клеточное звено иммунитета против 

рис. 2. оценка протективности (A) и иммуногенности (B) рекомбинантного вируса MVA-GP-VP40-MARV на модели морских  
свинок:
В – статистическую значимость оценивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с поправкой бонферрони; * – различия 
достоверны при p<0,05. порог детекции антител – разведение сыворотки 1:40

Fig. 2. Evaluation of the protectivity (A) and immunogenicity (B) of the recombinant virus MVA-GP-VP40-MARV using guinea pig  
model:
B – P values were determined by 1-way ANOVA followed by Bonferroni post-test; * – differences are significant at p<0.05. The antibody detection limit is serum 
dilution 1:40
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инфекции MARV. кроме того, нам удалось экспери-
ментально подтвердить биологическую активность 
т-хелперных эпитопов белка GP MARV, которые 
входят в состав группы пептидов 5–9, предсказан-
ных с помощью программы TEpredict.

сконструированный нами рекомбинантный 
штамм MVA-GP-VP40-MARV является перспектив-
ным вакцинным штаммом, обеспечивающим 100 % 
защиту от летальной дозы MARV. Штамм MVA-GP-
VP40-MARV кроме индукции гуморального и кле-

точного иммунного ответа на вирус марбург фор-
мирует иммунитет и против ортопоксвирусов, вклю-
чая вирус оспы обезьян [11]. эта инфекция также 
чрезвычайно важна для эндемичных в отношении 
филовирусов районов африканского континента. 
вспышки оспы обезьян регулярно регистрируются в 
африке, в частности в октябре 2016 г. всемирная ор-
ганизация здравоохранения зарегистрировала более 
20 случаев оспы обезьян в центральноафриканской 
республике. созданный рекомбинантный вариант 

Предсказанные CD4+ Т-хелперные эпитопы белков GP и VP40 вируса марбург
Predicted CD4+ T-helper epitopes of the GP and VP40 proteins of Marburg virus

№ пептида
Peptide No.

белок
Protein

пептид
Peptide

Фрагмент
Fragment

количество эпитопов
Number of epitopes

количество алломорф
Number of allomorph

1 VP40 NYNTYMQYLNPPPYADHGA 6–24 3 17

2 VP40 GVPAWLPLGIMSNFEYPLAH 79–98 4 17

3 VP40 EKTSLFRISLPADMFSVKE 242–260 2 45

4 VP40 PLNGFNNRQVVLAYANPTLS 282–301 5 24

5 GP LHLWGAFFLYDRIASTTMYRG 137–157 5 29

6 GP IVNKTVHKMIFSRQGQGYRH 169–188 3 31

7 GP TQHLVYFRKKRSILWREGDM 425–444 4 36

8 GP ARLRRLANQTAKSLEL 557–572 2 28

9 GP LLLRVTTEERTFSLINRHAI 571–590 3 11

рис. 3. результаты анализа вирус-специфического т-клеточного ответа морских свинок, иммунизированных рекомбинантом  
MVA-GP-VP40-MARV (n=5) с использованием метода внутриклеточного окрашивания цитокинов (ICS):
A – E – представлены типичные плоты (диаграммы) CD4+ т-лимфоцитов животных, иммунизированных MVA-GP-VP40-MARV (A, B, C) или физ-
раствором (D, E), полученные с помощью проточного цитофлуориметра. на каждом плоте процентное содержание IFN-γ указано в правом верхнем 
углу; A, D – нестимулированные CD4+ лимфоциты; B – CD4+ лимфоциты, стимулированные пулом пептидов 1–4; C – CD4+ лимфоциты, стимулиро-
ванные пулом пептидов 5–9; Е – CD4+ лимфоциты, стимулированные пулом пептидов 1–9; F – графическое изображение полученных результатов.  
по оси Y отложен процент CD4+ т-лимфоцитов, продуцирующих IFNγ. статистический анализ проводился с использованием программного обеспе-
чения GraphPad Prism 8.0. данные представлены как среднее значение ± среднее квадратичное отклонение

Fig. 3. Results of virus-specific T-cell response in guinea pigs immunized with the recombinant MVA-GP-VP40-MARV (n=5) using  
the method of intracellular cytokine staining (ICS):
A – E – representative rafts (diagrams) of CD4+ T-lymphocytes from animals immunized with MVA-GP-VP40-MARV (A, B, C) or saline (D, E), obtained with 
the help of flow cytometer. On each raft, the percentage of IFN-γ is indicated in the upper right corner; A, D – un-stimulated CD4+ lymphocytes; B – CD4+ 
lymphocytes stimulated by a pool of peptides 1–4; C – CD4+ lymphocytes stimulated by a pool of peptides 5–9; E – CD4+ lymphocytes stimulated by a pool 
of peptides 1–9; F – graphical image of the results obtained. The y-axis is the percentage of CD4+ T-lymphocytes producing IFNγ. Statistical analysis was per-
formed using GraphPad Prism 8.0 software. Data are presented as mean ± standard deviation
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VACV может рассматриваться как бивалентная вак-
цина против вирусов марбург и оспы обезьян, что 
представляется целесообразным в связи с высоким 
пересечением ареалов распространения этих виру-
сов и опасностью двойного инфицирования.
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