
ТЕМА НОМЕРА: РАЗРАБОТКА БИОЛОГИЧЕСКИХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ ДЛЯ 
ПРОФИЛАКТИКИ, ДИАГНОСТИКИ И ЛЕЧЕНИЯ COVID-19 / ISSUE TOPIC: DEVELOPMENT 
OF BIOLOGICALS FOR THE PREVENTION, DIAGNOSIS, AND TREATMENT OF COVID-19

414
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2022, Т. 22, № 4

© Е.В. Шипаева, О.В. Филон, А.В. Зинченко, Г.А. Шипунов, А.А. Дмитриева, М.C. Лемак, С.А. Гришин, Е.И. Трофимец, К.Л. Кры-
шень, Л.И. Козловская, А.С. Лунин, В.Д. Аполохов, С.Ф. Барбашов, Я.В. Лавровский, М.Ю. Самсонов, 2022

УДК 615.015:604:578.7
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-4-414-434

Оригинальная статья | Original article

Доклинические исследования 
противовирусной активности гибридного 
белка RPH-137 и молнупиравира 
в отношении COVID-19
Е.В. Шипаева1, , О.В. Филон1, А.В. Зинченко1, Г.А. Шипунов1, А.А. Дмитриева1, 
М.C. Лемак1, С.А. Гришин1, Е.И. Трофимец2, К.Л. Крышень2, Л.И. Козловская3, 
А.С. Лунин3, В.Д. Аполохов3, С.Ф. Барбашов4, Я.В. Лавровский4, М.Ю. Самсонов1

1 Акционерное общество «Р-Фарм», Ленинский проспект, д. 111/1, Москва, 119421, Российская 
Федерация

2 Акционерное общество «Научно-производственное объединение «ДОМ ФАРМАЦИИ», 
Заводская ул., д. 3-245, Ленинградская обл., Всеволожский р-н, п. Кузьмоловский, 188663, 
Российская Федерация

3 Федеральное государственное автономное научное учреждение «Федеральный научный 
центр исследований и разработки иммунобиологических препаратов им. М.П. Чумакова РАН» 
(Институт полиомиелита), поселение Московский, поселок Института полиомиелита, 
вл. 8, к. 1, Москва, 108819, Российская Федерация

4 Р-Фарм Оверсиз инк, ул. Кост-Бульвар-Саус, д. 505, офис 102, Ла-Хойя, г. Сан-Диего, 
штат Калифорния, 92037, Соединенные Штаты Америки

 Шипаева Елена Владимировна; shipaeva@rpharm.ru

Резюме Поиск эффективных и безопасных лекарственных средств для борьбы с коронавирусной 
инфекцией, вызванной вирусом SARS-CoV-2, является актуальной задачей. RPH-137 — ори-
гинальный гибридный белок-ловушка вируса SARS-CoV-2, состоящий из внеклеточного до-
мена ангиотензинпревращающего фермента 2 типа и Fc-фрагмента IgG1 человека. Цель 
работы: доклиническая оценка эффективности RPH-137 и молнупиравира в отношении 
инфекции, вызванной SARS-CoV-2. Материалы и методы: RPH-137 получали в стабильной 
линии клеток китайского хомячка. В работе использовали субстанцию молнупиравира. 
Изучение ингибирования вирус-индуцированной цитотоксичности проводили в культуре 
клеток Vero. В исследовании эффективности in vivo сирийских хомячков заражали интра-
назально SARS-CoV-2 (вариант ПИК35) в дозе 5 lg ТЦД50. Оценивали массу тела, массовый 
коэффициент и гистологическую картину легких. В орофарингеальных мазках измеряли 
содержание вирусной РНК методом ОТ-ПЦР по показателю порогового цикла амплифи-
кации Ct. Статистическая обработка: однофакторный и двухфакторный дисперсионный 
анализ (ANOVA), t-тест Стьюдента, критерий Манна–Уитни. Результаты: RPH-137 и молну-
пиравир ингибировали цитопатическое действие вируса SARS-CoV-2 в культуре клеток 
Vero: для RPH-137 EC50=4,69 мкг/мл (21,3 нМ) и 16,24 мкг/мл (73,8 нМ) для доз 50 ТЦД50 
и 200 ТЦД50 соответственно, для молнупиравира EC50=0,63 мкг/мл (1900 нМ) для обеих 
доз вируса. RPH-137 при внутримышечном введении в дозах 30 и 80 мг/кг не оказывал 
влияния на развитие инфекции у сирийских хомячков. RPH-137 при внутрибрюшинном 
введении в дозе 100 мг/кг показал статистически значимый эффект по ряду параметров 
по сравнению с животными контрольной группы (контроль заражения), в том числе вы-
зывая снижение воспалительного процесса и общей площади поражения легких на 7 сут 
на 27 и 30% соответственно. Молнупиравир при пероральном введении в дозе 300 мг/кг 
2 раза в сут значимо подавлял развитие инфекции, вызванной SARS-CoV-2. Выводы: RPH-
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137 и молнупиравир ингибируют цитопатическое действие вируса SARS-CoV-2 в культуре 
клеток Vero. У сирийских хомячков введение молнупиравира демонстрировало более вы-
раженное подавление инфекции, вызванной SARS-CoV-2, по сравнению с RPH-137. Однако 
RPH-137 проявлял статистически значимое действие по ряду параметров, что открывает 
перспективы для его дальнейшего изучения.

Ключевые слова: SARS-CoV-2; молнупиравир; RPH-137; культура клеток Vero; сирийские хомячки; эффектив-
ность; ОТ-ПЦР
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Abstract Finding effective and safe medicines to fight SARS-CoV-2 infection is an urgent task. RPH-137 is 
an original trap fusion protein against SARS-CoV-2 virus. It comprises the angiotensin-convert-
ing enzyme type 2 extracellular domain and the human IgG1 Fc fragment. The aim of the study 
was to carry out a preclinical evaluation of the efficacy of RPH-137 and molnupiravir against 
SARS-CoV-2 infection. Materials and methods: the  authors analysed RPH-137 expressed in 
a  stable CHO cell line and molnupiravir used as an  active pharmaceutical ingredient. Drug- 
mediated inhibition of virus-induced cytotoxicity was assessed in Vero cell culture. In vivo effi-
cacy assessments were performed in Syrian hamsters. The animals were infected intranasally 
with SARS-CoV-2 (PIK35 clinical isolate) in the dose of 5 log TCID50. The authors evaluated body 
weight measurements, lung-body weight ratios, and lung histopathology findings and deter-
mined viral RNA levels in oropharyngeal swabs by RT-PCR using the amplification cycle thresh-
old (Ct). The statistical analyses involved one- and two-way ANOVA, Student’s t-test, and Mann–
Whitney test. Results: RPH-137 and molnupiravir inhibited the cytopathic effect of SARS-CoV-2 
in Vero cells; the EC50 values of RPH-137 amounted to 4.69 μg/mL (21.3 nM) and 16.24 μg/mL 
(73.8 nM) for 50 TCID50 and 200 TCID50, respectively, whereas the EC50 values of molnupiravir 
were 0.63 μg/mL (1900 nM) for both doses. Intramuscular RPH-137 (30 and 80 mg/kg) had no 
effect on the infection process in Syrian hamsters. The comparison with the challenge control 
group showed that intraperitoneal RPH-137 (100 mg/kg) had statistically significant effects 
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on a number of parameters, including a 27% reduction in inflammation and a 30% reduction 
in the total lesion area of the lungs by Day 7. Intragastric molnupiravir (300 mg/kg twice dai-
ly) significantly inhibited SARS-CoV-2 infection. Conclusions: both RPH-137 and molnupiravir 
inhibited the cytopathic effect of SARS-CoV-2 in Vero cells. In Syrian hamsters, molnupiravir 
demonstrated a more pronounced inhibition of SARS-CoV-2 than RPH-137. However, RPH-137 
had statistically significant effects on a  range of parameters. This offers additional perspec-
tives for further research.

Key words: SARS-CoV-2; molnupiravir; RPH-137; Vero cell culture; Syrian hamsters; efficacy; RT-PCR
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Введение

1 https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/situation-reports

В декабре 2019 г. в Китае в городе Ухань 
произошла крупная вспышка инфекционного 
заболевания COVID-19, вызванного коронави-
русом типа 2 тяжелого острого респираторного 
синдрома (SARS-CoV-2) [1, 2]. Многочисленные 
клинические случаи, ассоциированные с SARS-
CoV-2, зарегистрированы в большинстве стран 
мира, и на начало октября 2022 г. количество 
случаев заражения в мире превышает 615 млн1. 
Высокая изменчивость SARS-CoV-2 приводит 
к появлению новых вариантов вируса, способ-
ных уклоняться от ранее приобретенной иммун-
ной защиты и изменять чувствительность к раз-
личным видам терапии, вызывая периодические 
подъемы заболеваемости COVID-19. В связи 
с этим поиск эффективных и безопасных лекар-
ственных средств для борьбы с инфекцией, вы-
званной SARS-CoV-2, остается актуальной зада-
чей фармацевтической отрасли.

RPH-137 — оригинальный гибридный бе-
лок, который состоит из внеклеточного доме-
на человеческого ангиотензинпревращающего 
фермента 2 типа (АПФ2) и Fc-фрагмента чело-
веческого IgG1. Известно, что рецептор АПФ2 ис-
пользуется SARS-CoV-2 для проникновения вируса 
в клетку [3]. Присутствие в гибридной молекуле 
 RPH-137 внеклеточного домена АПФ2 способ-
ствует тому, что молекула RPH-137 может вы-
ступать в роли «ловушки», нейтрализующей 
вирус. Подобный подход специфической ней-
трализации вируса SARS-CoV-2 описан в лите-
ратуре   [3–5] и имеет перспективу для лечения 
и профилактики COVID-19.

Молнупиравир — противовирусный препарат 
с известной активностью против SARS-CoV-2 [6]. 
Препарат представляет собой пролекарство, ме-

таболизирующееся до аналога рибонуклеозида 
N-гидроксицитидина (NHC). NHC распределяет-
ся в клетке и фосфорилируется с образовани-
ем фармакологически активного рибонуклео-
зидтрифосфата (NHC-TP). NHC-TP встраивается 
в вирусную РНК с помощью вирусной РНК-по-
лимеразы, создавая ошибки в вирусном гено-
ме путем включения гуанозина или аденозина 
в цепь РНК. С каждым циклом репликации ви-
руса мутации накапливаются, что в итоге делает 
дочерний вирус SARS-CoV-2 неинфекционным 
и неспособным к репликации. Эффективность 
молнупиравира была показана ранее в докли-
нических и клинических исследованиях, что по-
зволяет использовать его в качестве препарата 
сравнения при проведении исследований новых 
соединений [6–10].

Появление и стремительное распростране-
ние вируса SARS-CoV-2 способствовало разра-
ботке подходов для оценки эффективности про-
тивовирусных лекарственных средств на этапе 
доклинической разработки, включающих иссле-
дования in vitro и in vivo.

Исследования in vitro лекарственных средств 
для лечения инфекции SARS-CoV-2 предполага-
ют изучение ингибирования вирус-индуциро-
ванной цитотоксичности в культурах клеток. 
Наиболее широко с этой целью используется 
культура клеток Vero (эпителий почки зеленой 
мартышки). Эта клеточная линия является тра-
диционно используемой в вирусологии для ра-
боты с различными типами вирусов, в том числе 
вирусом гриппа и коронавирусами [11]. Особен-
ностью этих клеток является выраженная экс-
прессия рецептора АПФ2, а также отсутствие 
выработки собственного интерферона [11, 12] 
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в ответ на заражение вирусами. Несмотря 
на то что культура клеток Vero является удоб-
ной скрининговой моделью для оценки эф-
фективности различных соединений для пода-
вления репликации вируса SARS-CoV-2, метод 
имеет ряд серьезных ограничений, типичных 
для in vitro моделей, таких как отсутствие слож-
ных межклеточных взаимодействий, характер-
ных для дыхательных путей человека, и невоз-
можность воспроизведения иммунного ответа 
на вирусную инфекцию.

Потенциальная противовирусная активность 
исследуемого лекарственного средства, про-
демонстрированная in vitro, должна быть под-
креплена данными, полученными на животных 
моделях. Применение in vivo модели позволяет 
подтвердить эффективность при выбранном 
пути введения и концепцию клинического ис-
пользования препарата, установить эффектив-
ные дозы, а также режим введения.

Вирус SARS-CoV-2 поражает разные виды мле-
копитающих, включая хомячков, хорьков, кошек, 
собак, приматов и др. [13]. Ни одна из извест-
ных на сегодняшний день животных моделей 
не отражает в полной мере клиническую карти-
ну COVID-19, наблюдаемую у человека [14]. Наи-
более распространенной является модель ин-
фекции SARS-CoV-2 легкой и умеренной степени 
тяжести на сирийских хомячках. Высокое срод-
ство рецептора AПФ2 к SARS-CoV-2 у сирийских 
хомячков обеспечивает их восприимчивость 
к инфекции [15]. Было показано, что у этого вида 
животных вирус реплицируется как в нижних, 
так и верхних дыхательных путях c максимумом 
накопления на 2–3 сут после заражения. Интра-
назальное введение вируса SARS-CoV-2 приво-
дит к поражению легких с развитием пневмонии, 
выраженному воспалительному и иммунному 
ответу. Инфекция характеризуется снижени-
ем активности и потерей массы тела животных 
на протяжении 5–7 сут после заражения. Кроме 
того, на данной модели была обнаружена связь 
тяжести течения заболевания с возрастом, ана-
логичная наблюдаемой у человека. Ограничения 
данной модели связаны с самостоятельной эли-
минацией вируса в течение 7–14 сут без разви-
тия тяжелых форм заболевания. В литературе 
описано использование хомячков для оценки 
эффективности вакцин и противовирусных пре-
паратов разных классов [16].

Цель работы — доклиническая оценка эффек-
тивности RPH-137 и молнупиравира в отноше-
нии инфекции, вызванной SARS-CoV-2.

2 Общая фармакопейная статья 1.2.1.2.0007.18 Эксклюзионная хроматография. Государственная фармакопея Российской 
Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

Материалы и методы

Материалы:
 – RPH-137 (R-Pharm Overseas, Inc., США);
 – субстанция молнупиравира (предоставлена 
АО «Р-Фарм Прогресс», Россия);

 – препарат положительного  контроля  — 
β-d-N4-гидроксицитидин (β-d-N4-hydroxy-
cytidine, NHC, BioVision, Inc., США; предостав-
лен ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова 
РАН»);

 – ДМСО (Sigma Aldrich, США) (использовали 
в качестве препарата отрицательного контро-
ля для in vitro исследований);

 – среда ДМЕМ (Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium) (ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумако-
ва РАН», Россия);

 – вирус SARS-CoV-2, паспортизированный ва-
риант ПИК35 (GISAID ID EPI_ISL_428852, клад 
GR, линия B.1.1, Европейский) из коллекции 
 ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН», 
выделенный из культуры клеток Vero, зара-
женной материалом назофарингеального маз-
ка пациента с СOVID-19, в 2020 г. [17];

 – культура клеток Vero (RCB 10-87, ВОЗ, Швей-
цария) из коллекции ФГАНУ «ФНЦИРИП им. 
М.П. Чумакова РАН».
В работе были использованы половозрелые 

сирийские хомячки Mesocricetus auratus: 80 сам-
цов сирийских хомячков (получены из питом-
ника ООО «Институт доклинических исследо-
ваний», Россия) и 38 самок сирийских хомячков 
(получены из НПП «Питомник лабораторных жи-
вотных» ИБХ РАН).

Методы
Получение гибридного белка RPH-137. Иссле-

дуемый гибридный белок RPH-137 (оригиналь-
ная молекула, разработка группы компаний 
«Р-Фарм», Россия) получали в стабильной линии 
клеток китайского хомячка [18]. Белок выделя-
ли из осветленной культуральной жидкости, ис-
пользуя три этапа хроматографической очистки, 
включая хроматографию на сорбенте, содержа-
щем иммобилизованный белок А. Для концен-
трации и перевода RPH-137 в буфер для при-
готовления доз применяли ультрафильтрацию 
и диафильтрацию на кассете для тангенциальной 
фильтрации площадью 200 см2. Чистота препа-
рата (>99%) была подтверждена аналитической 
эксклюзионной хроматографией2 и электрофо-
резом в полиакриламидном геле в присутствии 
додецилсульфата натрия в восстанавливающих 
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и невосстанавливающих условиях3. Прочное 
связывание RPH-137 с рекомбинантным S-бел-
ком  вируса SARS-CoV-2 было подтверждено 
с использованием метода поверхностного плаз-
монного резонанса [19].

Изучение эффективности молнупиравира 
и RPH-137 в отношении вируса SARS-CoV-2 в  экс-
перименте in vitro. Исследование проводили 
с использованием вируса SARS-CoV-2 на клеточ-
ной линии Vero. В качестве положительного кон-
троля использовали NHC, обладающий извест-
ной противовирусной активностью [20], в виде 
5 мМ раствора в ДМСО. В качестве отрицатель-
ного контроля использовали серию разведений 
ДМСО в культуральной среде, соответствующих 
разведениям исследуемого препарата.

Для приготовления доз препарата RPH-137 го-
товили 50-кратный маточный раствор с концен-
трацией 1250 мкг/мл. Для препарата молнупи-
равир готовили 50 мМ раствор в ДМСО, который 
перед постановкой эксперимента разводили 
в 10 раз сывороткой крови человека, не содер-
жащей нейтрализующих антител к SARS-CoV-2, 
до рабочей концентрации 5 мМ и инкубировали 
при 37 °С в течение 1 ч.

Изучение противовирусной активности [21] 
исследуемых препаратов было проведено в ре-
акции нейтрализации, где ингибирующее дей-
ствие оценивали по способности препаратов 
подавлять индуцированную вирусом гибель 
клеток, регистрируемую как цитопатическое 
действие. Серию восьми последовательных дву-
кратных разведений готовили из маточных рас-
творов исследуемых препаратов и субстанции 
положительного контроля (NHC), начиная с раз-
ведения 1:25 в среде ДМЕМ. Затем готовили 
2 рабочих разведения вируса — 50 и 200 ТЦД50 
(50% тканевая цитопатическая доза) и смеши-
вали с разведениями исследуемых препаратов 
1:1 (конечная серия разведений 1:50). Смеси 
разведений исследуемых препаратов с вирусом 
инкубировали не менее 1 ч при 37 °С в СО2-ин-
кубаторе (5% CO2). Далее смеси добавляли к мо-
нослою клеток Vero в 4 повторностях, и клет-
ки инкубировали при 37 °С в СО2-инкубаторе 
на протяжении 5 сут. После этого гибель клеток 
оценивали микроскопированием.

По графикам зависимости цитопатического 
действия вируса (%) от концентрации препара-

3 Общая фармакопейная статья 1.2.1.0023.15 Электрофорез в полиакриламидном геле. Государственная фармакопея Рос-
сийской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

4 ГОСТ 33216-2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила содержания и ухода 
за лабораторными грызунами и кроликами.

5 Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010 on the protection of animals used 
for scientific purposes. http://data.europa.eu/eli/dir/2010/63/oj

та находили значение показателя ЕС50 (эффек-
тивная концентрация, подавляющая рост клеток 
на 50%). Расчет дозы вируса (ТЦД50) и показате-
ля ЕС50 проводили по формуле Кербера [22]. Экс-
перимент для каждого исследуемого препарата 
повторяли два раза для расчета среднего зна-
чения ЕС50. Расчеты и построение кривых были 
проведены с использованием программного 
обеспечения OriginPro 8 («OriginLab Corp.», США).

Оценка эффективности RPH-137 и молнупира-
вира на модели инфекции, вызванной SARS-CoV-2, 
у сирийских хомячков. Исследование с использо-
ванием лабораторных животных было одобрено 
на заседаниях биоэтической комиссии АО «НПО 
«ДОМ ФАРМАЦИИ» № 2.31/21 от 12.07.2021 
и № 3.57/21 от 17.11.2021. Исследование про-
водили на половозрелых сирийских хомячках 
(Mesocricetus auratus) возрастом 6–8 недель 
на начало введения исследуемых препаратов. 
Эффективность RPH-137 изучали на самцах хо-
мячков, молнупиравира — на самках. Животных 
содержали на базе испытательной площад-
ки ФГАНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН» 
в стандартных условиях4 в соответствии с Ди-
рективой 2010/63/EU Европейского парламента 
и Совета Европейского союза5. Животные полу-
чали гранулированный корм и питьевую воду 
ad libitum. Для исключения влияния предпочте-
ний исследователя на формирование экспери-
ментальных групп отбор животных проводили 
при помощи метода модифицированной блоч-
ной рандомизации [23].

В таблице 1 представлены характеристики 
экспериментальных групп.

При проведении исследований эффективно-
сти RPH-137 и молнупиравира в дизайн экспери-
мента была включена группа патологии без ле-
чения, получавшая носитель (буферный раствор 
для приготовления доз) и являвшаяся контролем 
заражения. В эксперименте по оценке эффектив-
ности препарата молнупиравир дополнительно 
была включена группа интактных животных.

Заражение животных осуществляли под дей-
ствием золетил-ксилазинового наркоза, путем 
однократного интраназального введения ви-
руссодержащего материала в объеме 25 мкл 
в каждый носовой ход (суммарно 50 мкл на одно 
животное), содержащего дозу 5 lg ТЦД50 виру-
са SARS-CoV-2. На протяжении эксперимента 

http://data.europa.eu/eli/dir/2010/63/oj
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у  животных контролировали общее состояние 
и массу тела. У животных отбирали орофарин-
геальные мазки для оценки содержания вирус-
ной РНК методом ОТ-ПЦР по показателю Ct (по-
роговый цикл флуоресценции); положительным 
аналитическим сигналом являлось пересечение 
кривых накопления флуоресцентного сигнала 
с пороговой линией (согласно инструкции про-
изводителя: набор реагентов «ПОЛИВИР SARS-
CoV-2 Express», Литех, Россия, серия 180/660е/21). 
Орофарингеальные мазки отбирали ежедневно 
в ходе эксперимента по оценке эффективности 
RPH-137 и трехкратно на 1, 3 и 5 сут после зара-
жения в эксперименте по оценке эффективности 
молнупиравира. Схема проведения эксперимен-
та приведена в таблице 2.

Эвтаназию животных проводили на третьи 
и седьмые сут после заражения путем пере-
дозировки комбинации препаратов ксилази-
на и золетила с последующим отбором крови. 
Животных подвергали некропсии, легкие фо-
тографировали и взвешивали для дальнейшей 
оценки массового коэффициента. При патомор-
фологическом обследовании проводили ма-
кроскопическую оценку легких по 5-балльной 
шкале, разработанной исследовательским цен-
тром, которая учитывает выраженность и объ-
ем поражения ткани. Доли правого легкого ис-
пользовали для анализа наличия РНК вируса 
методом ОТ-ПЦР и инфекционного титра вируса 
методом титрования гомогената легочной тка-
ни на клетках Vero (показатель lg ТЦД50/г ткани 
легкого). Левое легкое использовали для ми-
кроскопической оценки изменений. Гистологи-
ческий анализ включал в себя оценку четырех 
показателей (выраженность патологии, призна-
ки воспаления легких, клеточная инфильтрация 
и отек) и суммирование баллов; анализ прово-
дили с использованием методики, описанной 
в работе N. Osterrieder с соавт. [24]. С помощью 
программного обеспечения «ВидеоТест-Размер 
5.0» (ООО «Микроскоп Сервис», Россия) прово-
дили оценку площади повреждения легких, со-
гласно инструкции к программе, выраженную 
в процентах от общей площади среза.

Статистическая обработка данных. Для ана-
лиза данных применяли описательную статисти-
ку [25]. Данные были проверены на соответствие 
закону нормального распределения с помощью 
критерия Шапиро–Уилка. Для оценки данных 
с признаками нормального распределения ис-

6 Bebtelovimab Original Authorization 02112022. FDA. https://www.fda.gov/media/156396
 Emergency Use Authorization (EUA) for bamlanivimab 700 mg IV: CDER Review Document. FDA. https://www.fda.gov/

media/144118
7 Там же.

пользовали однофакторный и двухфакторный 
дисперсионный анализ (ANOVA) с последующим 
сравнением с контрольной группой методом 
Даннета или критерием Тьюки. Для сравне-
ния двух групп использовали t-тест Стьюдента. 
Для данных, не подчиняющихся закону нор-
мального распределения, применяли критерий 
Манна–Уитни. Различия определяли при уровне 
значимости р<0,05. Статистический анализ вы-
полняли с помощью лицензионного программно-
го обеспечения GraphPad Prism 9.0.0 («GraphPad 
Software», США).

Результаты и обсуждение

Изучение эффективности RPH-137 
и молнупиравира in vitro по оценке 
ингибирования цитопатического действия 
вируса SARS-CoV-2 в культуре клеток Vero

По результатам проведенного экспери-
мента была продемонстрирована ингибиру-
ющая активность исследуемых препаратов 
 RPH-137 и молнупиравира по отношению к ви-
русу SARS-CoV-2 в системе in vitro при двух за-
ражающих дозах вируса 50 и 200 TЦД50. Значе-
ние показателя ингибирования цитопатического 
действия вируса (EC50) для RPH-137 составило 
около 21,3 нМ (4,69±1,56 мкг/мл) для дозы ви-
руса 50 ТЦД50 и повысилось до 73,8 нМ 
(16,24±1,36 мкг/мл) с увеличением дозы вируса 
до 200 ТЦД50 (табл.  3). Ингибирующая актив-
ность RPH-137 была ниже по сравнению с ранее 
изучавшимися моноклональными антитела-
ми6  [26]. Для аналогичных по механизму дей-
ствия препаратов, являющихся «ловушками» 
для вируса SARS-CoV-2, также продемонстриро-
вавших эффективность на животных моделях, 
значение показателя EC50 составляло от 0,10 
до 0,13 мкг/мл [27, 28]. Высокая противовирус-
ная активность была показана для монокло-
нальных антител к S-белку вируса SARS-CoV-2, 
одобренных для клинического применения у па-
циентов с легким течением COVID-19: значение 
показателя EC50 для бебтеловимаба, бамланиви-
маба и «коктейля» из моноклональных антител 
REGEN-COV2 (казиривимаб/имдевимаб) состав-
ляло 0,044 нМ (6,4 нг/мл), 0,20–0,34 нМ (30–
50 нг/мл) и 31 пM (5 нг/мл) соответственно7 [29]. 
Более высокий уровень противовирусной ак-
тивности этих препаратов может  объясняться 
большей аффинностью и селективностью 

https://www.fda.gov/media/156396
https://www.fda.gov/media/144118
https://www.fda.gov/media/144118
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Доклинические исследования противовирусной активности гибридного белка RPH-137 и молнупиравира в отношении...

 связывания вирусных частиц. Однако из-за бы-
строго накопления мутаций, в первую очередь 
в рецептор-связывающем домене S-белка SARS-
CoV-2, для моноклональных антител, в отличие 
от вирусных «ловушек», существует высокий 
риск потери эффективности при появлении но-
вых вариантов. Так, в настоящее время для ле-
чения COVID-19 применяется только одно анти-
тело из четырех, ранее продемонстрировавших 
эффективность против различных вариантов 
SARS-CoV-2 в клинических исследованиях8.

Выраженную активность наблюдали при изу-
чении молнупиравира. Значение показателя EC50 
при двух дозах вируса составило 1900±460 нМ, 
что выше активности препарата позитивного 
контроля NHC (табл. 3). Разница между значени-
ями показателя EC50 для молнупиравира и NHC 
не является значимой для вирусологического 
теста и количества повторов в описанном иссле-
довании. Очевидно, небольшое различие может 
быть обусловлено такими факторами, как раз-
ная эффективность проникновения и накопле-
ния соединения в клетках, разная устойчивость 
(сохранность) соединений вне клеток и при хра-
нении после приготовления разведений. Полу-
ченные результаты в целом соответствуют дан-
ным литературы9.

В обоих экспериментах субстанция положи-
тельного контроля NHC ожидаемо ингибирова-
ла цитопатическое действие вируса SARS-CoV-2, 
что свидетельствует о корректности поставлен-
ных экспериментов (табл. 3).

Таким образом, при оценке активности ги-
бридного белка RPH-137 и молнупиравира было 
показано, что оба препарата ингибируют цито-
патическое действие вируса SARS-CoV-2 в клет-
ках Vero, однако активность RPH-137 была выше, 
что, по-видимому, объясняется различиями 
в механизмах действия препаратов.

Исследование фармакологической активности 
RPH-137 и молнупиравира на модели инфекции, 
вызванной SARS-CoV-2, у сирийских хомячков

При моделировании инфекции, вызванной 
SARS-CoV-2, у сирийских хомячков зарегистри-
рованы типичные изменения, характеризовав-
шиеся снижением массы тела животных (рис. 1), 
угнетением общего состояния, увеличением 
массового коэффициента легких по мере раз-
вития инфекции (рис. 2), появлением вируса 
в легких и орофарингеальных мазках, которое 
детектировалось по вирусной нагрузке (рис. 3, 

8 Emergency Use Authorization. FDA. https://www.fda.gov/emergency-preparedness-and-response/mcm-legal-regulatory-and-
policy-framework/emergency-use-authorization

9 FDA EUA Review Memo 000108 23.12.21. FDA. https://www.fda.gov/media/155241

4), макро- и микроскопическими изменениями 
легких, характерными для пневмонии, в том 
числе вирусной (рис. 5, 6). Воспроизведенная 
экспериментальная модель SARS-CoV-2 инфек-
ции у сирийских хомячков полностью соответ-
ствовала описанным в литературе данным [13, 
16, 26]. За весь период наблюдения во всех 
группах не было зарегистрировано смертности 
животных.

В таблицах 4 и 5 представлена сводная ин-
формация по полученным результатам.

Двукратное внутримышечное введение 
 RPH-137 по лечебно-профилактической схе-
ме (за сут до заражения и через 2 ч после за-
ражения) в дозах 30 и 80 мг/кг не оказало 
значимого влияния на развитие инфекции, вы-
званной SARS-CoV-2, у сирийских хомячков. 
Отмечена незначительная тенденция к сниже-
нию микроскопических признаков пневмонии 
и площади поражения легких. Использование 
 RPH-137 при внутрибрюшинном введении ока-
зало более выраженный терапевтический эф-
фект с достижением статистически значимых 
изменений по ряду показателей. Так, в дозе 
100 мг/кг наблюдали отчетливую тенденцию 
к нормализации массы тела животных в период 
заражения. При гистологическом исследовании 
наблюдали статистически значимое снижение 
признаков воспалительного процесса и общей 
площади поражения легких на 7 сут на 27 и 30% 
соответственно относительно группы контро-
ля заражения, не получавшей препарат (рис. 6). 
С 1 по 3 сут после заражения наблюдали сни-
жение количества вируса в орофарингеальных 
мазках с достижением статистической значимо-
сти только на 2 сут (рис. 3). Тем не менее на та-
кие показатели, как количество и инфекционный 
титр вируса в легких, введение RPH-137 не ока-
зало ожидаемого воздействия. Возможным объ-
яснением может быть недостаточная дозировка 
препарата — как было показано в исследовани-
ях in vitro, доза, необходимая для нейтрализа-
ции вируса, возрастает с увеличением количе-
ства вирусных частиц.

Фармакологический эффект был выявлен 
при внутрижелудочном введении молнупирави-
ра. Введение препарата по лечебно-профилак-
тической схеме в дозе 300 мг/кг оказало значи-
мое влияние на развитие SARS-CoV-2 инфекции 
у сирийских хомячков. Обнаруженные терапев-
тические эффекты регистрировали в виде сниже-
ния частоты проявления клинических признаков 

https://www.fda.gov/emergency-preparedness-and-response/mcm-legal-regulatory-and-policy-framework/emergency-use-authorization
https://www.fda.gov/emergency-preparedness-and-response/mcm-legal-regulatory-and-policy-framework/emergency-use-authorization
https://www.fda.gov/media/155241
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инфекции вплоть до их полного  исчезновения 
к концу эксперимента. Не выявлено фармако-
логического влияния на динамику массы тела 
(рис. 1). Отмечено статистически значимое сни-
жение массового коэффициента легких на 3 сут 
после заражения и снижение данного показате-
ля на уровне тенденции на 7 сут по сравнению 
с группой контроля заражения (рис. 2). Наблю-
дали тенденцию к снижению макроскопических 
признаков поражения легких на 3 и 7 сут. Вве-
дение молнупиравира привело к статистически 
значимому снижению вирусной нагрузки в оро-
фарингеальных мазках на 5 сут после зараже-
ния (рис. 3) и снижению количества РНК вируса 
в легких на 3 и 7 сут после заражения по показа-
телю Ct, достигшее статистической значимости 
на 3 сут после заражения (рис.  4). По получен-
ным результатам гистологического исследова-
ния и оценки площади поражения легких уста-
новлено, что введение тестируемых препаратов 
приводит к значимому снижению патоморфоло-
гических изменений в легочной ткани с макси-
мальным развитием положительных эффектов 
на 7 сут после заражения (рис. 5).

Полученные в данной работе результа-
ты по оценке эффективности молнупиравира 
на модели инфекции, вызванной SARS-CoV-2, 
у сирийских хомячков согласуются с данны-
ми литературы [30]. Так, в статье K. Rosenke [8] 
было показано, что при пероральном введе-
нии молнупиравира в дозе 250 мг/кг за 12 и 2 ч 
до заражения или после заражения сирийских 
хомячков, которых интраназально инфициро-

вали SARS-CoV-2, не было выявлено статисти-
ческой значимости снижения выделения вируса 
в мазках из ротовой полости между группами, 
получавшими молнупиравир и носитель в каче-
стве контроля, но была выявлена значимая раз-
ница в вирусной нагрузке в легких (с помощью 
ОТ-ПЦР) между группой, получавшей молнупи-
равир до заражения, по сравнению с контролем, 
получавшим носитель. Инфекционные титры 
вируса в легких (ТЦД50; 50% тканевая цитопати-
ческая доза) значимо отличались как в группах, 
получавших препарат до заражения, так и после 
заражения по сравнению с контрольной группой, 
получавшей носитель. Однако следует отметить, 
что полученные нами результаты и данные ли-
тературы демонстрируют не столь выраженную 
эффективность молнупиравира по ряду пара-
метров, которую стоило бы ожидать. Это может 
быть связано с достаточно быстрой элимина-
цией метаболита молнупиравира  — NHC у жи-
вотных. Согласно данным литературы, время 
полувыведения NHC у мышей составляло около 
2 ч [31]. Согласно нашим собственным неопубли-
кованным данным исследования фармакокине-
тики молнупиравира у крыс, концентрация NHC 
в плазме крови падала ниже предела опреде-
ления через 6 ч после перорального введения. 
Таким образом, при в терапевтическом режи-
ме введения молнупиравира хомячкам каждые 
12 ч концентрация NHC в крови падает ниже 
IC90 (концентрация, которая снижает вирус-ин-
дуцированную гибель клеток в 90% тест-объ-
ектах), что снижает эффективность.  Вероятно, 

Таблица 3. Значение показателя ингибирования цитопатического действия (EC50) вируса SARS-CoV-2 (вариант ПИК35) препа-
ратами RPH-137 и молнупиравир в культуре клеток Vero
Table 3. EC50 values for inhibition of the cytopathic effect of SARS-CoV-2 (PIK35 clinical isolate) by RPH-137 and molnupiravir in 
Vero cell culture 

Исследуемый препарат
Test item

Доза вируса, ТЦД50
Virus dose, TCID50

ЕС50, M±SEM, нМ (мкг/мл)
ЕС50, M±SEM, nM (µg/mL)

RPH-137
50 21,30±7,10 (4,69±1,56)

200 73,80±6,20 (16,24±1,36)

NHC (контроль для RPH-137)
NHC (control for RPH-137)

50 4070,0±500,0 (1,05±0,13)

200 4840,0±420,0 (1,25±0,11)

Молнупиравир
Molnupiravir

50 1900,0±460,0 (0,63±0,15)

200 1900,0±460,0 (0,63±0,15)

NHC (контроль для молнупиравира)
NHC (control for molnupiravir)

50 4100,0±500,0 (1,06±0,13)

200 6600,0±310,0 (1,71±0,08)

Примечание. NHC (β-d-N4-гидроксицитидин) — препарат положительного контроля; ТЦД50 — 50% тканевая цитопатическая 
доза; ЕС50 — 50% эффективная концентрация.
Note. NHC (β-d-N4-hydroxycytidine)—positive control; TCID50—virus dose that induces a cytopathic effect in 50% of infected tissue 
culture; ЕС50—50% effective concentration.
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 необходимо увеличивать кратность введения 
препарата для демонстрации более выраженно-
го эффекта терапии.

Данные, полученные для RPH-137, выяви-
ли, что при используемых путях введения 
(в/м и в/б) препарат обладает эффективностью 
на модели инфекции, вызванной SARS-CoV-2, 
у сирийских хомячков только при использова-
нии в дозе 100 мг/кг (в/б), что характеризуется 
уменьшением снижения массы тела животных 
после заражения и выраженным снижением 
воспалительного процесса в легких по сравне-
нию с контролем заражения и молнупиравиром, 
а также заметным снижением вирусного титра 
в орофарингеальных мазках на начальном эта-
пе терапии (1–3 сут). При разработке препара-
тов-ловушек SARS-CoV-2 была продемонстриро-
вана эффективность ряда препаратов на основе 
моноклональных антител на модели заражения 
хомячков [28, 32–34]. При этом введение препа-

ратов восстанавливало массу тела, уменьшало 
вирусную нагрузку в тканях легких и улучшало 
гистологическую картину легких хомячков.

В настоящее время существует множество 
моделей инфекции, вызванной SARS-CoV-2, 
у различных видов животных, отражающих раз-
личные аспекты течения заболевания у челове-
ка. Для моделирования эффективности в рамках 
фармацевтической разработки зарегистриро-
ванных для лечения и профилактики COVID-19 
невакцинных препаратов наиболее часто ис-
пользовали сирийских хомячков, макак резус 
и зеленых мартышек. Полученные результаты 
у различных видов животных в целом были 
схожими: наблюдалось статистически значи-
мое снижение вирусной нагрузки в носовых хо-
дах и легких, уменьшение распространенности 
и выраженности пневмонии, снижение клини-
ческих симптомов. Животные модели инфекции, 
однако, обладают некоторыми недостатками: 

Рис. 1. Изменение массы тела животных от момента заражения при проведении экспериментов с введением RPH-137 (А) 
и молнупиравира (В). Данные представлены в виде среднего арифметического и стандартной ошибки среднего (M±SEM). 
По  оси Х обозначены сут от момента заражения. Количество животных в интактной группе: n=6 (с 0 по 3 сут) и n=3 
(с 4 по 7 сут); в опытных и контрольных группах: n=16 (c 0 по 3 сут) и n=8 (с 4 по 7 сут). * — отличия статистически значимы 
с группой контроля заражения, p<0,05 (two-way ANOVA, критерий Даннета). В легенде представлены группы животных, дозы 
исследуемых препаратов и способ их введения (в/б — внутрибрюшинно; в/м — внутримышечно; в/ж — внутрижелудочно).

Fig. 1. Changes in animal body weight starting from the infection day in experiments with RPH-137 (A) and molnupiravir (B). All 
data are presented as means and standard errors of the mean (M±SEM). The X-axis indicates days after infection. Intact animals: 
n=6 (days 0–3) and n=3 (days 4–7). Experimental and control groups: n=16 (days 0–3) and n=8 (days 4–7). Asterisks (*) mark statis-
tically significant differences from the corresponding control group, p<0.05 (two-way ANOVA, Dunnett’s test). The legend shows 
animal groups, test item doses, and administration routes (i.p.—intraperitoneal; i.m.—intramuscular; i.g.—intragastric).
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Рис. 3. Вирусная нагрузка в орофарингеальных мазках на указанные сут после заражения, определенная методом ОТ-ПЦР 
по пороговому циклу Сt при постановке экспериментов с введением RPH-137 (A) и молнупиравира (B). Данные представле-
ны в виде среднего арифметического и стандартной ошибки среднего M±SEM. Количество животных в опытных и контроль-
ных группах: n=16 (c 0 по 3 сут) и n=8 (с 4 по 7 сут). * — отличия статистически значимы по сравнению с группой контроля 
заражения, p<0,05 (one-way ANOVA, критерий Даннета). В легенде представлены группы животных, дозы исследуемых пре-
паратов и способ их введения (в/б — внутрибрюшинно; в/м — внутримышечно; в/ж — внутрижелудочно).

Fig. 3. Viral load values for oropharyngeal swabs collected on indicated post-challenge days and tested by RT-PCR using the am-
plification cycle threshold (Ct) in experiments with RPH-137 (A) and molnupiravir (B). All data are presented as means and standard 
errors of the mean (M±SEM). Experimental and control groups: n=16 (days 0–3) and n=8 (days 4–7). The asterisk (*) marks a sta-
tistically significant difference from the corresponding control group, p<0.05 (one-way ANOVA, Dunnett’s test). The legend shows 
animal groups, test item doses, and administration routes (i.p.—intraperitoneal; i.m.—intramuscular; i.g.—intragastric).
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Рис. 2. Массовыe коэффициенты легких на 3 и 7 сут после заражения при постановке экспериментов с введением  RPH-137 (A) 
и молнупиравира (B). Данные представлены в виде среднего арифметического и стандартной ошибки среднего (M±SEM). 
Количество животных в интактной группе: n=6 (с 0 по 3 сут) и n=3 (с 4 по 7 сут); в опытных и контрольных группах: n=16 
(c 0 по 3 сут) и n=8 (с 4 по 7 сут). * — отличия статистически значимы с группой контроля заражения, p<0,05 (one-way ANOVA, 
критерий Тьюки). В легенде представлены группы животных, дозы исследуемых препаратов и способ их введения (в/б — 
внутрибрюшинно; в/м — внутримышечно; в/ж — внутрижелудочно).

Fig. 2. Lung-body weight ratios on days 3 and 7 after infection in experiments with RPH-137 (A) and molnupiravir (B). All data are 
presented as means and standard errors of the mean (M±SEM). Intact animals: n=6 (days 0–3) and n=3 (days 4–7). Experimental and 
control groups: n=16 (days 0–3) and n=8 (days 4–7). The asterisk (*) marks a statistically significant difference from the correspond-
ing control group, p<0.05 (one-way ANOVA, Tukey’s test). The legend shows animal groups, test item doses, and administration 
routes (i.p.—intraperitoneal; i.m.—intramuscular; i.g.—intragastric).
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Рис. 4. Количество РНК вируса в легких, определяемое методом ОТ-ПЦР по показателю порогового цикла флуоресценции 
Ct (A), и активность вируса, определяемая методом титрования гомогената легочной ткани на клетках Vero по показателю 
lg ТЦД50/г ткани легкого (B), на указанные сут после заражения. Данные представлены в виде среднего арифметического 
и  стандартной ошибки среднего (M±SEM). Количество животных в опытных и контрольных группах: n=8 на 3 сут и n=8 
на 7 сут. * — отличия статистически значимы с группой контроля заражения, p<0,05 (t-критерий Стьюдента). В легенде пред-
ставлены группы животных, доза исследуемого препарата и способ введения (в/ж — внутрижелудочно).

Fig. 4. Lung levels of viral RNA (A) measured by RT-PCR using the cycle threshold for fluorescence detection (Ct) and viral activity 
(B) determined in Vero cells by titration of lung tissue homogenate samples using log TCID50/g of tissue, on indicated post-chal-
lenge days. All data are presented as means and standard errors of the mean (M±SEM). Experimental and control groups: n=8 on 
day 3 and n=8 on day 7. The asterisk (*) marks a statistically significant difference from the corresponding control group, p<0.05 
(Student’s t-test). The legend shows animal groups, test item doses, and the administration route (i.g.—intragastric).

Рис. 5. Степень воспаления легких на 7 сут после заражения при постановке экспериментов с введением RPH-137 (A) и мол-
нупиравира (B). Данные представлены в виде баллов (в виде медианы Me и квартилей Q1, Q3). По оси X представлены экспе-
риментальные группы. A: 1 — контроль заражения; 2 — опытная группа, RPH-137, 30 мг/кг, внутримышечно (в/м); 3 — опытная 
группа, RPH-137, 80 мг/кг, в/м; 4 — опытная группа, RPH-137, 50 мг/кг, внутрибрюшинно (в/б); 5 — опытная группа, RPH-137, 
100 мг/кг, в/б. B: 1 — группа животных с патологией без лечения, 2 — опытная группа, молнупиравир, 300 мг/кг, внутриже-
лудочно (в/ж). Количество животных в опытных и контрольных группах: n=8. * — отличия статистически значимы с группой 
контроля заражения, p<0,05 (критерий Манна–Уитни).

Fig. 5. Pneumonia extent on day 7 after infection in experiments with of RPH-137 (A) and molnupiravir (B). All data are presented 
as scores (median (Me), lower (Q1) and upper (Q3) quartiles). The X-axis indicates experimental groups A: 1—challenge control 
group; 2—experimental group treated with intramuscular RPH-137, 30 mg/kg; 3—experimental group treated with intramuscular 
RPH-137, 80 mg/kg; 4—experimental group treated with intraperitoneal RPH-137, 50 mg/kg; 5—experimental group treated with 
intraperitoneal RPH-137, 100 mg/kg; B: 1—untreated infected group; 2—experimental group treated with intragastric molnupiravir, 
300 mg/kg. Experimental and control groups: n=8. Asterisks (*) mark statistically significant differences from the corresponding 
control group, p<0.05 (Mann–Whitney test).
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ограничениями при моделировании острого 
 респираторного дистресс-синдрома; влияния 
на сосудистую стенку, опосредованного связы-
ванием  вируса с рецептором АПФ2; аносмии; 
паросмии и коинфекции [29,  35]. В разных ла-
бораториях используют различные варианты 
вируса, что снижает воспроизводимость резуль-
татов. Также не исключена вероятность зараже-
ния экспериментальных животных от персонала 
питомника, при этом животные могут поступить 
в эксперимент уже переболевшими, что требует 
тщательного контроля наличия у животных ан-
тител перед началом исследования.

В отношении использования крупных живот-
ных существуют ограничения как с точки зрения 
этических принципов, так и по причине высокой 
стоимости исследований, трудности проведе-
ния экспериментальной работы и доступности 
животных. На сегодня имеется большой объем 
экспериментальных работ, описывающих вос-
произведение инфекции, вызванной SARS-CoV-2, 
на мелких грызунах — сирийских хомячках 
и трансгенных мышах [16, 26, 36–41]. Исследо-
вания репликации вируса SARS-CoV-2 у мышей 
лабораторных линий не привели к успеху [42]. 
Их резистентность к возбудителю, по-видимому, 
связана с различиями в строении человеческого 
и мышиного рецептора АПФ2 [43]. Именно по-

этому в экспериментальных моделях инфекции, 
вызванной SARS-CoV-2, используют трансген-
ных мышей с экспрессией человеческого АПФ2. 
Однородность и воспроизводимость экспери-
ментальных данных, полученных на инбред-
ных линиях мышей, является одновременно 
преимуществом и недостатком. Особи конкрет-
ной инбредной линии генетически идентичны, 
и маловероятно, что в пределах одной линии 
могут быть смоделированы все комплексные 
патогенетические механизмы болезни. Кроме 
того, тканевой и клеточный тропизм вируса мо-
жет не отражать поведение вируса в организме 
человека, поскольку экспрессия человеческого 
АПФ2 у мышей обусловлена молекулярной мо-
дификацией [44].

Несомненными плюсами модели на сирий-
ских хомячках является их доступность, про-
стота работы, воспроизводимость и валидность 
результатов. Однако есть и ограничения исполь-
зования этой модели, поскольку заболевание 
характеризуется легким течением и животные 
самопроизвольно выздоравливают к 7–14 сут по-
сле инфицирования [45]. Из-за легкого течения 
имеются трудности в регистрации прижизнен-
ных клинических показателей и, как следствие, 
требуется увеличение количества животных 
в группе для усиления статистической  мощности 

Рис. 6. Площадь поражения легких на 7 сут после заражения при постановке эксперимента с введением RPH-137 (A) и мол-
нупиравира (B). Данные представлены в виде среднего арифметического и стандартной ошибки среднего (M±SEM). По оси X 
представлены экспериментальные группы. A: 1 — контроль заражения; 2 — опытная группа, RPH-137, 30 мг/кг, внутримышеч-
но (в/м); 3 — опытная группа, RPH-137, 80 мг/кг, в/м; 4 — опытная группа, RPH-137, 50 мг/кг, внутрибрюшинно (в/б); 5 — опыт-
ная группа, RPH-137, 100 мг/кг, в/б. B: 1 — группа животных с патологией без лечения, 2 — опытная группа, молнупиравир, 
300 мг/кг, внутрижелудочно (в/ж). Количество животных в опытных и контрольных группах: n=8. * — отличия статистически 
значимы с группой контроля заражения, p<0,05 (t-критерий Стьюдента).

Fig. 6. Lung lesion area on day 7 after infection in experiments with RPH-137 (A) and molnupiravir (B). All data are presented as 
means and standard errors of the mean (M±SEM). The X-axis indicates experimental groups A: 1—challenge control group; 2—ex-
perimental group treated with intramuscular RPH-137, 30 mg/kg; 3—experimental group treated with intramuscular RPH-137, 
80  mg/ kg; 4—experimental group treated with intraperitoneal RPH-137, 50 mg/kg; 5—experimental group treated with intra-
peritoneal RPH-137, 100 mg/kg; B: 1—untreated infected group; 2—experimental group treated with intragastric molnupiravir, 
300 mg/ kg. Experimental and control groups: n=8. The asterisk (*) marks a statistically significant difference from the correspond-
ing control group, p<0.05 (Student’s t-test).
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Доклинические исследования противовирусной активности гибридного белка RPH-137 и молнупиравира в отношении...

выборки, что не всегда возможно по причине 
трудоемкости работы в «красной» зоне вивария.

Несмотря на ряд перечисленных недо-
статков, модель заражения хомячков SARS-
CoV-2  широко применяется в доклинических 
исследованиях для скрининга и исследования 
эффективности новых препаратов для профи-
лактики и лечения SARS-CoV-2, поскольку явля-
ется одной из самых простых, быстрых и отно-
сительно малозатратных.

Ранее данная модель использовалась в рам-
ках разработки и доклинических исследований 
молнупиравира [8, 9]. Молнупиравир показал 
высокую эффективность в терапии инфекции 
SARS-CoV-2 в рамках доклинических и клиниче-
ских исследований, после чего был зарегистри-
рован для применения у пациентов с COVID-19 
легкого и среднетяжелого течения в различных 
странах. Препарат в 2021 г. внесен во Времен-
ные методические рекомендации Министер-
ства здравоохранения Российской Федерации 
«Профилактика, диагностика и лечение новой 
коронавирусной инфекции (COVID-19)»10. Дока-
занная эффективность препарата обосновывает 
возможность использования его в качестве пре-
парата сравнения в исследованиях эффективно-
сти новых лекарственных препаратов для тера-
пии инфекции SARS-CoV-2.

В работе C. Muñoz-Fontela с соавт. [46], 
в которой проанализированы имеющиеся сей-
час животные модели инфекции, вызванной 
SARS-CoV-2, показано, что эти модели обычно 
демонстрируют ограниченную продолжитель-
ность репликации вируса и, следовательно, 
не могут являться в полной мере подходящими 
для оценки субоптимальных доз исследуемых 
препаратов моноклональных антител или низ-
комолекулярных противовирусных препаратов 
при появлении вариантов вируса, устойчивых 
к терапии. Поэтому важной дальнейшей задачей 
является разработка моделей инфекции SARS-
CoV-2, в которых вирус интенсивно реплициру-
ется в течение длительных периодов времени, 
не вызывая тяжелой патологии, которая потре-
бовала бы ранней эвтаназии животных. Вероят-

10 Временные методические рекомендации «Профилактика, диагностика и лечение новой коронавирусной инфекции 
(COVID-19)», версия 14 от 27.12.2021 (утв. Министерством здравоохранения Российской Федерации).

но, перспективным направлением для будущих 
исследований являются линии животных с им-
мунодефицитом или с экспериментально ин-
дуцированным иммунодефицитом, а также ис-
пользование генетически модифицированных 
животных [39, 47, 48]. Не исключено, что будут 
разработаны эффективные подходы in silico, по-
зволяющие с высокой точностью прогнозиро-
вать эффективность молекул.

Заключение
При оценке эффективности гибридного бел-

ка RPH-137 и молнупиравира в отношении 
SARS-CoV-2 было установлено, что оба пре-
парата ингибируют цитопатическое действие 
вируса SARS-CoV-2 в культуре клеток Vero. 
При этом значение показателя ингибирова-
ния (EC50) для  RPH-137 составило 4,69 мкг/ мл 
(21,3 нМ) и 16,24 мкг/ мл (73,8 нМ) для доз 
50 ТЦД50 и 200 ТЦД50 соответственно. Для молу-
нупиравира этот показатель составил 1900 нМ 
для обеих доз вируса.

При пероральном введении субстанции 
молнупиравира в дозе 300 мг/кг 2 раза в сут 
с использованием лечебно-профилактической 
схемы было продемонстрировано значимое 
влияние на развитие SARS-CoV-2 инфекции у си-
рийских хомячков. При внутримышечном и вну-
трибрюшинном введении RPH-137 с исполь-
зованием профилактической и лечебной схем 
не было показано отчетливого действия на раз-
витие SARS-CoV-2 инфекции (клинические при-
знаки инфекции, массовые коэффициенты лег-
ких и макроскопические изменения в легких, 
относительное количество РНК вируса и актив-
ность вируса в ткани легких), хотя по ряду пара-
метров были выявлены статистически значимые 
отличия и тенденция к восстановлению ряда 
показателей (снижение относительного коли-
чества РНК вируса в орофарингеальных мазках, 
тенденция к нормализации массы тела, сниже-
ние признаков воспаления и общей площади 
поражения легких) по сравнению с контролем, 
что открывает перспективы для дальнейшего 
изучения препарата.
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