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В ПРОИЗВОДСТВЕННОМ МАСШТАБЕ: ОПТИМИЗАЦИЯ УСЛОВИЙ
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Аденовирусные векторы представляют собой безопасную и высокоиммуногенную платформу для
доставки вакцин. Нереплицирующиеся вирусные векторы широко используют в вакцинологии, что
обусловлено такими свойствами, как высокая титражность, простота манипуляций, безопасность и
иммуногенность, а также возможность масштабирования их производства и устойчивость к проце-
дурам термообработки. Кроме того, вакцины на основе аденовирусных векторов вызывают устой-
чивый антигенспецифический клеточный и гуморальный иммунитет. Для выяснения условий
культивирования аденовирусного вектора 26 серотипа (Ad26) в культуре клеток НЕК293 мы иссле-
довали влияние множественности заражения на плотность, жизнеспособность клеток в процессе
культивирования и их продуктивность, что позволило подобрать оптимальные параметры. Так, при
заражении 1 л суспензии клеток НЕК293 Ad26-вектором в дозе (3.20‒4.16) × 109 копий ДНК гена
гексона получили самый высокий выход вирусных частиц: около (2 × 1012)/л. Кроме того, проде-
монстрировано, что замена глутамина в питательной среде на более устойчивый к деградации ди-
пептид GlutaMAX™ (Thermo Fisher Scientific, США) приводит к уменьшению времени удвоения
числа клеток до 22‒24 ч при сохранении их жизнеспособности на уровне 92–98% в течение экспо-
ненциальной фазы роста. Результаты этого исследования были использованы при производстве суб-
станции Ad26-компонента вакцины Гам-КОВИД-Вак, что позволило удовлетворить высокий спрос
на вакцину во время кампании массовой иммунопрофилактики COVID-19 в Российской Федерации.
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SARS-CoV-2 ‒ новый штамм коронавируса, вы-
деленный в конце 2019 года в г. Ухань (Китай) и за
несколько месяцев распространившийся по всему
миру. В январе 2020 года Всемирная организация
здравоохранения объявила вспышку заболевания,
вызванного этим вирусом (COVID-19), чрезвычай-
ной ситуацией в области общественного здраво-
охранения, имеющей международное значение, а в
марте охарактеризовала распространение заболева-
ния как пандемию (https://www.who.int/news-
room/commentaries/detail/transmission-of-sars-cov-
2-implications-for-infection-prevention-precautions).

В начале пандемии заболевание преимуще-
ственно протекало как острая респираторная ин-
фекция с различными клиническими формами ‒ от
легкой до тяжелой с серьезными осложнениями:
пневмонией, острым респираторным дистресс-
синдромом, острой дыхательной недостаточно-
стью, острой сердечной недостаточностью, острым
поражением почек, септическим шоком ‒ и вы-
сокой летальностью (https://www.who.int/news-
room/detail/30-01-2020-statement-on-the-second-
meeting-of-the-international-health-regulations-
(2005)-emergency-committeeregarding-the-out-
break-of-novel-coronavirus-(2019-ncov). SARS-
CoV-2 распространяется от человека к человеку
воздушно-капельным путем или при прямом кон-
такте. Базовое репродуктивное число (R0) SARS-
CoV-2, то есть потенциальное число зараженных

Список сокращений: Ad26 (adenovirus serotype 26) ‒ адено-
вирус серотипа 26; CPE (cytopathic effect) – цитопатическое
действие; MOI (multiplicity of infection) ‒ множественность
заражения; БОЕ – бляшкообразующие единицы.
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одним человеком, по данным различных публи-
каций варьировало в пределах от 2.68 [1] до 6.6 [2],
а средний инкубационный период составлял 5.2
сут [3].

Вирусные векторы приобретают все большее
значение в различных медицинских приложени-
ях. Аденовирусные векторы получили большое
распространение еще в конце прошлого века, а
теперь привлекли внимание в связи с разработ-
кой вакцин против COVID-19. Кроме того, аде-
новирусные векторы также используют в качестве
инструмента для доставки таргетных препаратов в
генной терапии и в качестве онколитических виру-
сов [4, 5].

Среди преимуществ аденовирусных векторов
для производства вакцин ‒ их благоприятный про-
филь безопасности, способность стимулировать
сильный клеточный и гуморальный иммунный от-
вет, эффективная трансдукция как пролиферирую-
щих, так и покоящихся клеток, относительная
простота конструирования векторов, возмож-
ность быстрого получения вирусной продукции с
высокими титрами и стабильность, что облегчает
очистку, логистику и условия хранения лекар-
ственных препаратов [6].

Важнейшее свойство для критерия безопасности
аденовирусных векторов как средств доставки ле-
карственных препаратов ‒ некомпетентность к ре-
пликации. Для достижения этой цели геном ди-
кого типа аденовируса модифицируют различны-
ми способами. Векторы Ad∆E1, наиболее часто
используемые в производстве вакцин и генной
терапии, несут делецию области E1 (400–3500
п.н.), которая необходима для репликации виру-
са. Кроме того, в этих векторах обычно удаляют
ген Е3, который не требуется для репликации,
тем самым освобождая место для вставки транс-
гена [7].

В Российской Федерации коллективом ФГБУ
“НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи” Минздрава России
в 2020 году была разработана инновационная век-
торная вакцина Гам-КОВИД-Вак для профилак-
тики коронавирусной инфекции, вызываемой
SARS-CoV-2. Вакцина была разработана на ос-
нове рекомбинантных аденовирусных векторов
двух различных серотипов: 26 (rAd26) и 5 (rAd5).
Оба вектора несут ген гликопротеина шипа (S)
SARS-CoV-2 (rAd26-S и rAd5-S). В ходе двух откры-
тых нерандомизированных исследований вакцины
на здоровых взрослых добровольцах выявлена
безопасность двух основных компонентов вакци-
ны (rAd26-S и rAd5-S), хорошая переносимость и
высокий гуморальный и клеточный иммунный
ответ [8, 9].

Рекомбинантные аденовирусные векторы ре-
пликативно некомпетентны, так как из их генома
удалены гены, вовлеченные в размножение виру-
са, и, следовательно, не дают продуктивной ви-

русной инфекции в клетках человека. Клетки
HEK293 по принципу комплементарной экспрес-
сии способны обеспечивать репликацию аденови-
русов, так как стабильно трансформированы де-
летированным из генома рекомбинантного адено-
вируса участком [10]. К важнейшим параметрам
высокопроизводительного культивирования ви-
русов в культуре клеток относятся следующие:
температура, рН, концентрации в растворе кис-
лорода, углекислого газа и глюкозы, ‒ а также
другие, которые влияют на выход и качество ко-
нечного продукта. Один из таких биохимических
показателей ‒ содержание аминокислоты глута-
мина в питательной среде для роста и поддержа-
ния клеток НЕК293. Глутамин обеспечивает клетки
азотом, который необходим для биосинтеза NAD,
NADPH, нуклеотидов и белков, а также служит до-
полнительным источником энергии, участвуя в
цикле трикарбоновых кислот [11‒13]. Потребность
клеток в этой аминокислоте в 3–40 раз (в зависи-
мости от типа клеток) превышает потребность в
других аминокислотах. Присутствие глутамина
необходимо при культивировании клеток, требова-
тельных к повышенному содержанию питательных
компонентов в среде [14]. Однако многие исследо-
ватели сообщали, что глутамин легко разлагается
в среде с образованием аммония, оказывающего
токсическое воздействие на клетки [11, 15‒17],
поэтому часто используют его производные, бо-
лее устойчивые к деградации, такие как L-ала-
нил-L-глутамин или глицил-L-глутамин [18, 19].
Эти дипептиды, известные под коммерческим
названием GlutaMAX™ (далее: глутамакс), тер-
мически стабильнее глутамина и выдерживают
стерилизацию автоклавированием [20]. В клетках
они расщепляются пептидазами, высвобождая
глутамин и аланин или глицин, поэтому доступ-
ность глутамина зависит от пептидазной активно-
сти клеток, что определяет его невысокую внутри-
клеточную концентрацию и снижает риск образо-
вания токсичных уровней аммиака [21]. Таким
образом, дипептиды могут заменять глутамин при
длительном культивировании медленно расту-
щих клеточных культур [22].

Еще один важный критерий при культивиро-
вании вирусов ‒ множественность заражения
(multiplicity of infection, MOI). Так, C. Joe с соавт.
[23] показали, что важным фактором при культи-
вировании вируса в культуре клеток HEK293 явля-
ется подбор оптимального количества вносимого
вирусного инокулята. А. Морозов с соавт. [24] вы-
явили, что избыточная доза вируса может вызы-
вать раннюю гибель клеток (цитотоксичность) и
тем самым приводить к преждевременному завер-
шению процесса, неполному заражению клеток,
перерастанию биомассы, то есть к существенной
потере продуктивности. Оценку эффективности
заражения и накопления вирусных частиц можно
проводить по графику расхода кислорода в ходе
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процесса культивирования. Полное заражение кле-
точной биомассы характеризуется резким сниже-
нием потребления кислорода через 12–16 ч после
заражения, без стадии медленного снижения, и
последующей стадией стабилизации потребле-
ния. Оптимизировав этот параметр, авторам уда-
лось достичь максимального выхода продукции ви-
руса, но точных количественных данных они не
предоставили. При работе с вирусом осповакци-
ны А. Овчинников с соавт. [25] оптимизировали
этот параметр для заражения суспензионой куль-
туры клеток ВНК-21 и получили максимальный
выход при MOI 1–5 бляшкообразующих единиц
(БОЕ)/клетка.

М. Шмаров и др. [26] оптимизировали стадии
производства препарата на основе нереплициру-
ющегося аденовирусного вектора, экспрессиру-
ющего ген Toll-подобного рецептора 5 типа и ген
фрагмента белка флагелина, в суспензионной
культуре клеток HEK293. В результате оптимиза-
ции всех условий получен высокий выход целево-
го продукта с концентрацией (8 × 108 БОЕ/мл).

Как следует из анализа литературных источни-
ков, показатель MOI имеет важное значение при
культивировании вирусов, его значение подбира-
ют экспериментальным путем в каждом конкрет-
ном случае.

Целью исследования была оптимизация усло-
вий культивирования аденовирусного вектора в
суспензионной культуре клеток HEK293 для по-
вышения выхода вирусных частиц ‒ как основы
для получения вакцинного препарата. Основны-
ми оптимизируемыми параметрами были следую-
щие: i) состав среды для культивирования заражен-
ных клеток, а именно возможность замены глута-
мина на глутамакс, и ii) значение MOI для rAd26.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Питательные среды и добавки

В работе использована питательная среда Ba-
lanCD HEK293 (Irvine Scientific, США) и следую-
щие питательные добавки: HyCloneTM CellBoostTM 1
(HyClone, США), BalanCD HEK293 Feed (Irvine
Scientific), GlutaMAXTM (Thermo Fisher Scientific,
США).

Вирусы

В работе использован рекомбинантный адено-
вирус 26 серотипа (rAd26, далее: Ad26), предо-
ставленный ФГБУ НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи
Минздрава России, для разработки производства
векторной вакцины Гам-КОВИД-В в промыш-
ленных масштабах. Препарат Ad26 был предо-
ставлен в виде замороженной вирусной суспен-
зии в питательной среде.

Клетки и их культивирование
В работе использовали клетки HEK293. Про-

цесс культивирования проводили в вышеуказан-
ных средах с добавками или без в течение 3‒4 сут.
Отбор проб проводили ежедневно для подсчета
клеток и оценки их жизнеспособности на автома-
тическом анализаторе клеток ViCell XR (Beckman
Coulter, CША). Концентрации глюкозы, лактата,
растворенных О2 и СО2, рН и осмоляльность сре-
ды определяли на биохимическом анализаторе
BioProfile® FLEX2 Nova (Nova Biomedical Corpo-
ration, США).

Клеточную культуру размораживали в течение
3‒5 мин на водяной бане, предварительно нагре-
той до 37°С. Криопротектор удаляли центрифуги-
рованием клеточной суспензии при 200 g и 20 ± 2°С,
а клетки переносили в колбу объемом 125 см3 и вно-
сили свежую питательную среду в объеме 30 см3.

Экспериментальное суспензионное культиви-
рование проводили в колбах Эрленмейера (Corn-
ing, США) объемом 1000 см3 с рабочим объемом
культуральной жидкости 300 см3. Адгезивное куль-
тивирование проводили в культуральных флаконах
объемом 50 см3. Клетки пересевали при достиже-
нии плотности (2.6–3.8) × 106 клеток/мл. Посевная
плотность составляла (0.5‒0.6) × 106 клеток/мл,
скорость вращения шейкера ‒ 120 об/мин, темпе-
ратура культивирования ‒ 37.0 ± 0.5°С, концен-
трация СО2 ‒ 5–6%, pH ‒ в интервале 6.9–7.3.

Заражение клеток Ad26-вектором
Для заражения культуры клеток использовали

вирусную суспензию с известным содержанием
числа копий гена гексона аденовируса. Для этого
клетки HEK293, выращенные в колбах объемом
1 л до концентрации (1.10‒1.20) × 106, заражали раз-
ными дозами Ad26 ‒ в диапазоне (1.6‒6.4) × 109 ко-
пий ДНК/мл. Для заражения 1 л клеточной сус-
пензии указанной выше плотности использовали
1 мл вируссодержащей жидкости. Все экспери-
менты проводили в двух повторах.

Определение содержания ДНК Аd26
Для выделения ДНК использовали 100 мкл

Ad26-содержащей суспензии, полученной при
культивировании. В качестве отрицательного кон-
троля использовали 100 мкл воды, обработанной
диэтилпирокарбонатом. Тотальную ДНК из вирус-
содержащей суспензии выделяли с использова-
нием набора Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega, США) по инструкции производителя.

Для приготовления стандартной калибровоч-
ной кривой использовали плазмиду, содержащую
полноразмерный геном Ad26, с концентрацией от
102 до 108 вирусных геномов в образце. Число ко-
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пий геномов Ad26 определяли методом ПЦР в ре-
жиме реального времени с использованием набо-
ра qPCRmix-HS (ЗАО “Евроген”, Россия) согласно
протоколу производителя. На основе последова-
тельности гена гексона Ad26 были разработаны
праймеры HexF (5'-СССTCGGCTCGGGTTTC-
GACCC-3') и HexR (5'-GTCGTTGCCGGGC-
CAGCTGACC-3') и зонд Hex-probe: (R6G)-
TACTCGGGCTCCATCCCCTACCTCGA-(BHQ-2),
которые синтезировали в компании ЗАО “Евро-
ген”. Реакцию проводили на амплификаторе
CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,
США) с использованием канала Hex. Режим ам-
плификации: 5 мин при 95°С (предварительная де-
натурация), затем 39 циклов по 3 этапа (денатура-
ция при 95°С в течение 15 с, отжиг при 60°С в тече-
ние 20 с, элонгация при 72°С в течение 20 с).
Результаты анализировали автоматически с ис-
пользованием программного обеспечения для
ПЦР-амплификатора. На основании полученных
данных строили калибровочный график и опре-
деляли число копий гена гексона в исследуемой
пробе.

Производили проверку пригодности системы.
Система считалась адекватной при коэффициен-
те корреляции (r) ≥ 0.90 и эффективности >80%.
При невыполнении критериев приемлемости ре-
зультаты эксперимента считались некорректны-
ми. По построенному графику находили среднее
арифметическое двух образцов (повторов) для од-
ной и той же концентрации ДНК (Х, копий/мл):

где С1 и С2 – концентрация ДНК в образце 1 и 2
соответственно, рассчитанная по калибровочно-
му графику (копий/мл), 2 ‒ число образцов.

Хроматографическая очистка Аd26

Для очистки Ad26 из вируссодержащей суспен-
зии использовали метод анионообменной хромато-
графии, описанный А. Костарным с соавт. [27], и
мультимодальную хроматографию [28].

Определение содержания вирусных частиц

Содержание аденовирусных частиц в материа-
ле определяли спектрофотометрически по мето-
ду, описанному Maizel с соавт. [29], согласно ко-
торому поглощение 1 оптической единицы (о.е.)
при длине волны 260 нм соответствует концен-
трации 1.1 × 1012 вирусных частиц/мл. Определение
соотношения пустых и полных вирусных капсидов
проводили по методу, описанному Х. Yang с соавт.
[30], после предварительного ультрацентрифуги-
рования вируссодержащей суспензии на роторе
SW-28 (Optima XPN-90, Beckman Coulter) в тече-
ние 80 мин при 12°С и скорости 28000 об/мин.

( )1 2С С /2,Х = +

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее при культивировании клеток HEK293 в

среде с добавкой глутамина мы выявили (данные
не представлены) нестабильность их роста: время
удвоения клеточной плотности увеличивалось с
24 ч, характерных для клеток НЕК293, до 35 ч, а
жизнеспособность варьировала от 80 до 90%. Бо-
лее того, регистрировали интенсивное накопле-
ние лактата и катионов аммония, а иногда и агре-
гацию клеточной суспензии. Известно, что кон-
центрация ионов аммония выше 2 мМ оказывает
негативное влияние как на рост клеток, так и на
их продуктивность [31‒35]. Проведенный нами
биохимический анализ проб культуральной жид-
кости показал, что концентрация ионов аммония
достигала 2 мМ, что, по-видимому, и было при-
чиной плохого роста культуры клеток.

Теперь мы попробовали заменить глутамин на
термически стабильный дипептид глутамакс в
среде для клеток HEK293, продуцирующих Ad26.
И получили ожидаемый результат ‒ устойчивый
рост культуры. Кроме того, благодаря замене на
глутамакс время удвоения числа клеток уменьши-
лось до 22‒24 ч, а жизнеспособность сохранялась на
уровне 92–98% в течение экспоненциальной фазы
роста. Таким образом, появилась возможность до-
стижения необходимых значений клеточной плот-
ности для пересева в емкости большего объема и
дальнейшего масштабирования производства.

Еще один важнейший параметр, требующий
оптимизации для повышения продуктивности
клеточной системы, ‒ MOI вируса для заражения
клеток. Как описано выше, клетки HEK293 в кон-
центрации (1.10‒1.20) × 106 заражали разными до-
зами Ad26 ‒ в диапазоне (1.6‒6.4) × 109 копий
ДНК/мл ‒ в расчете 1 мл вируссодержащей жид-
кости на 1 л клеточной культуры. Пробы отбира-
ли в момент заражения и через каждые 12 ч куль-
тивирования. При достижении содержания жи-
вых клеток на уровне ~70% от общего числа клеток
процесс культивирования останавливали, так как
дальнейшее снижение доли живых клеток приводит
к их разрушению, снижению качества и потере ви-
русного материала. Обычно время заражения кле-
ток Ad26-вектором составляло около 70 ч, что со-
гласуется с приведенными в литературе данными ‒
около 72 ч [26, 36].

В отобранных в процессе культивирования
пробах определяли критичные параметры куль-
тивирования, такие как число копий гена гексона
Ad26 (рис. 1), концентрация клеток (рис. 2) и доля
в них живых клеток (рис. 3). Результаты прове-
денных исследований представлены на соответ-
ствующих иллюстрациях.

Как видно из полученных результатов, при ис-
пользовании Ad26 в дозах 1.6 × 109 и 2.4 × 109 ко-
пий ДНК/мл выход аденовируса был невысокий,
что, по-видимому, обусловлено низкой его кон-
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центрацией на “входе”. За 69 ч инкубации кон-
центрация клеток и доля в них неживых клеток
снизились незначительно. При MOI 3.2 × 109 вы-
ход Ad26 был максимальным. После незначитель-
ного снижения через 36 ч заражения концентрация
клеток восстановилась и постепенно начинала сни-
жаться ‒ вплоть до момента окончания культиви-
рования. Жизнеспособность клеток постепенно
снизилась до 70% к 69 ч культивирования. Число
копий ДНК гена гексона, достигнув пика 2.19 ×
109 к 48 ч культивирования, снизилось до 1.37 ×
109 к 69 ч. При MOI 4.16 × 109 повышения числа
копий вирусной ДНК не было, а при дальнейшем
увеличении дозы до 4.8 × 109 и 5.76 × 109 падала и
доля жизнеспособных клеток (ниже 70% к 69 ч ин-
кубации). Следует заметить, что увеличение MOI
выше 4.8 × 109 значительно увеличивает расход ви-
русного материала, что особенно нежелательно при
масштабировании процесса, так как сразу “поме-
щает” его в разряд нерентабельных.

Процесс культивировании клеток HEK293, за-
раженных выбранными дозами Ad26, масштаби-
ровали, используя волновой биореактор CES 100
(Tofflon, КНР) c объемом культуральной жидко-
сти 50 л, осевые реакторы Sartorius (Sartorius,
США) объемом 200 и 500 л и реактор Tofflon
(Tofflon) объемом 2000 л. В табл. 1 представлены ре-
зультаты анализа выхода вирусных частиц спектро-
фотометрическим методом с расчетом MOI в 1 л
вируссодержащей суспензии, полученной в вы-
шеуказанных биореакторах.

Как видно из результатов случайным образом
выбранных серий, полученный в реакторах раз-
личного типа и объема вирусный материал значи-
мо не различался по выходу вирусных частиц. Ис-
пользование установленного нами интервала

MOI для Ad26 дало хорошие результаты по выхо-
ду вирусных частиц и, как следствие, числа доз в
расчете на 1 л вируссодержащей суспензии, полу-
ченной как в волновом, так и в осевых биореакто-
рах. Средняя концентрация вирусных частиц в
полученном биоматериале была в интервале
(1.87‒1.91) × 1012/мл, что достаточно для исполь-
зования в качестве матрицы для наработки вак-
цины Гам-КОВИД-Вак.

Специфичность наработанного в реакторах
Ad26-вектора проверяли в адгезивной культуре

Рис. 1. Накопление гена гексона Ad26 в культуре кле-
ток HEK293 в зависимости от дозы заражения (MOI). 
Fig. 1. Accumulation of the Ad26 hexon gene in HEK293
cell culture depending on the infection dose (MOI).
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Рис. 2. Анализ изменения концентрации клеток
HEK293 при заражения разными дозами Ad26.
Fig. 2. Analysis of changes in the concentration of
HEK293 cells upon infection with different doses of Ad26.
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Рис. 3. Анализ жизнеспособности клеток HEK293
при заражении различными дозами Ad26. 
Fig. 3. Viability analysis of HEK293 cells during infection
with different doses of Ad26.
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клеток HEK293, выращенной в плоских флаконах

для культивирования объемом 50 мл (Corning). Ки-

нетика развития цитопатического действия (cyto-

pathic effect, CPE) Ad26 при культивировании в ад-

гезивной культуре HEK293 представлена на рис. 4.

Как видно из рис. 4а, за 48 ч инкубации контроль-

ные клетки образовали плотный монослой, за-

полнив всю свободную поверхность культураль-

ного флакона. Через 24 ч после инокуляции виру-

са клеточный монослой еще не нарушен, хотя

часть клеток уже инфицирована и имеет округ-

лую форму; ядра этих клеток четко выражены

(рис. 4b). Через 48 ч после заражения (рис. 4c) все

клетки инфицированы и начинается разрушение

целостности монослоя, а через 72 ч монослой

клеток полностью разрушен и идет его отслоение

от поверхности флакона (рис. 4d).

Дальнейшая очистка анионообменной и муль-

тимодальной хроматографией полученного Ad26-

вектора позволила получить вирусную субстан-

цию высокой степени гомогенности. На рис. 5

представлены результаты аналитического цен-

трифугирования в градиенте плотности CsCl ви-

русного материала до и после очистки. Как вид-

но, до очистки фракции пустых и полных капси-

дов присутствуют в равных количествах (рис. 5а),

в то время как после очистки (рис. 5b) фракция
пустых капсидов, то есть не содержащих ДНК
(верхняя опалесцирующая зона), присутствует в
незначительном количестве, а фракция полных
вирусных частиц (нижняя опалесцирующая зона)
представлена основной массой.

Один из ключевых показателей эффективно-
сти вакцины Гам-КОВИД-Вак ‒ содержание ви-
русных частиц в готовой субстанции. Этот параметр
оценивают методом спектрофотометрии при длине
волны 260 нм. Для получения максимального вы-
хода частиц Ad26 в культуре клеток HEK293 необ-
ходимо соблюдение параметров культивирова-
ния. Так, одна из причин низкого роста культуры
клеток ‒ цитотоксичность ионов аммония, кото-
рый образуется в результате катаболизма глута-
мина. Замена этого компонента питательной среды
на термически стабильный дипептид глутамакс
позволила решить эту проблему. В присутствии
глутамакса существенно сократилось накопление
аммония, повысилась жизнеспособность клеток
и значения клеточной плотности достигли уров-
ня, требуемого для последующего пересева.

Другим важным параметром, необходимым для
эффективной репликации вируса в культуре кле-
ток, является MOI. Оптимизация дозы заражения

Таблица 1. Содержание вирусных частиц Ad26 и доз вакцины в 1 л вируссодержащей суспензии, полученной при
культивировании в различных типах реакторов
Table 1. Content of Ad26 viral particles and vaccine doses in 1 L of virus-containing suspension obtained by cultivation in
various types of reactors

* Примечание: Указано число вирусных частиц в 1 мл вируссодержащей жидкости.
* Note: The number of viral particles in 1 mL of virus-containing liquid is indicated.

№ серии

Волновой биореактор, 

50 л

Осевой биореактор

200 л 500 л 2 000 л

NAd26 × 1012, 

число/мл*

число 

доз/л

NAd26 × 1012, 

число/мл

число 

доз/л

NAd26 × 1012, 

число/мл

число 

доз/л

NAd26 × 1012, 

число/мл

число 

доз/л

1 1.91 317 1.89 2351 1.89 1906 1.91 1599

2 1.77 186 1.94 1197 1.87 1964 1.95 2141

3 1.95 359 1.84 1467 1.93 1289 1.90 1725

4 1.89 687 1.78 896 1.87 2436 1.88 2367

5 1.87 2537 1.82 2141 1.82 2383 1.91 2601

6 1.94 797 1.93 1627 1.90 1687 1.90 1775

7 1.91 1131 1.89 1565 1.85 899 1.94 2353

8 1.96 1798 1.82 2163 1.91 2098 1.91 1882

9 1.86 2307 1.88 1801 1.92 2005 1.85 2483

10 1.95 1653 1.91 906 1.94 1664 1.96 1782

11 1.93 1923 1.90 1421 1.98 926 1.90 2322

12 1.94 3050 1.84 1249 1.95 1201 1.88 2240

Среднее ± SD 1.91 ± 0.05 ‒ 1.87 ± 0.05 ‒ 1.90 ± 0.04 ‒ 1.91 ± 0.03 ‒
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относится к ключевым вопросам этапа культиви-
рования аденовирусных векторов. При культиви-
ровании клеток HEK293 в 1-литровых колбах мы
установили, что заражение 1 л клеточной культуры

Ad26-вектором в дозе (3.20‒4.16) × 109 копий ДНК
гена гексона позволяет получить вирусный матери-
ал в концентрациях, подходящих для изготовления
вакцины. При последующем масштабировании
технологии культивирования Ad26 в реакторах раз-
ных типов и объемов (вплоть до 2000 л) показано,
что использование показателя MOI, выраженного в
числе копий ДНК гена гексона Ad26, вполне под-
ходит для оценки инфекционной дозы. При куль-
тивировании культуры клеток HEK293, заражен-
ной вектором Ad26 с MOI в установленном опти-
мальном диапазоне, в реакторах объемом 50‒2000 л
получены аденовирусные частицы в концентрации

(1.87‒1.91) × 1012/л, что удовлетворяет требованиям,
предъявляемым к векторной субстанции, при про-
изводстве вакцины Гам-КОВИД-Вак.

ФИНАНСИРОВАНИЕ

Проведенные исследования выполнены компани-

ей АО “Р-Фарм” в рамках внутренних проектов за счет

собственного финансирования.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интере-

сов.

Рис. 4. Развитие цитопатического действия Ad26 на
адгезивной культуре клеток HEK293. (а) ‒ Контроль-
ные клетки (неинфицированные) после 48 ч культи-
вирования; клетки через 24 (b), 48 (c) и 72 (d) ч после
заражения. 
Fig. 4. Development of the cytopathic effect of Ad26 on an
adherent HEK293 cell culture. (a) ‒ Control cells (unin-
fected) after 48 h of cultivation; cells 24 (b), 48 (c) and 72
(d) h after infection.

(b)

(а)

(d)

(c)

Рис. 5. Анализ наработанного в биореакторе Tofflon
(Tofflon, КНР) объемом 2000 л Ad26-содержащего
материала до (a) и после (b) двухэтапной хроматогра-
фической очистки. Показаны результаты ультра-
циентрифугирования препаратов в градиенте плот-
ности CsCl: верхняя зона опалесценции содержит пу-
стые капсиды, а нижняя ‒ полные капсиды Ad26.
Fig. 5. Аnalysis of Ad26-containing material produced in a
Tofflon bioreactor (Tofflon, Сhina) with a volume of
2000 L before (a) and after (b) two-stage chromatographic
purification. The results of ultracentrifugation of prepara-
tions in a CsCl density gradient are shown: the upper zone
of opalescence contains empty capsids, and the lower zone
contains full Ad26 capsids.

(b)(а)
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Adenovirus Serotype 26 Cultivation on a Production Scale: Optimization of Conditions
А. V. Kirilina, E. A. Guzovb, #, V. V. Sapovskayac, A. A. Khoromskayab, E. N. Sechinc, A. V. Erkhovc,
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aR-Pharm Joint Stock Company, Moscow, 119421 Russia
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Abstract–Adenoviral vectors represent a safe and highly immunogenic platform for vaccine delivery. Non-
replicating viral vectors are widely used in vaccinology due to properties such as high replicative activity, ease
of manipulation, safety and immunogenicity, as well as scalability of their production and resistance to heat
treatment procedures. In addition, vaccines based on adenoviral vectors induce sustained antigen-specific
cellular and humoral immune responses. To elucidate the conditions for cultivating adenovirus vector sero-
type 26 (Ad26) in HEK293 cells, the effects of multiplicity of infection (MOI) on the cell maximum density,
viability and productivity were investigated. As a result, optimal parameters for Ad26 cultivating were selected.
The use of Ad26 at a dose in the range of (3.20‒4.16) × 109 hexon gene DNA copies to infect 1 L of HEK293
cell suspension allowed us to obtain viral material with a high yield of virus particles (about 2 × 1012/L). In
addition, it was demonstrated that replacing glutamine in the nutrient medium with the more degradation-
resistant dipeptide GlutaMAX™ (Thermo Fisher Scientific, USA) resulted in a decrease in cell doubling time
to 22–24 h while maintaining cell viability at 92-98% during the exponential growth phase. Results obtained
were used in the manufacture of the Ad26-component of the Gam-COVID-Vac vaccine, which made it pos-
sible to satisfy the high demand for the vaccine during the mass immunization campaign against COVID-19
in the Russian Federation.

Keywords: SARS-CoV-2, adenovirus vector, vaccine, multiplicity of infection, HEK293
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