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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы и степень ее проработанности 

В последние годы широкое распространение получили векторы на основе 

мРНК. Существует два типа мРНК векторов: линейные, кэп-зависимые, и 

кольцевые, кэп-независимые. 

Вакцины на основе линейной мРНК показали свою высокую иммуногенность 

и протективную активность в период пандемии SARS-CoV-2 [198]. В то же время, 

сама по себе линейная мРНК быстро разрушается РНКазами. Для повышения 

стабильности линейных мРНК в их состав включают N1-метилпсевдоуридин. 

Однако последние данные говорят о наличии таких нежелательных эффектов, как 

смещение рамки считывания при включении его в состав линейных мРНК. 

Следствием этого является синтез целого пула аберрантных белков, включающих 

нормальную N-концевую часть целевого белка и неправильную C-концевую часть. 

Это приводит непредсказуемому возникновению иммунного ответа на эти белки. 

А при их перекрывании с нормальными белками может вызывать аутоиммунные 

реакции [203]. Также стоит отметить высокую стоимость синтетических аналогов 

кэпа, что негативно сказывается на масштабировании данной технологии [200]. 

Кольцевые мРНК-векторы являются сравнительно новым классом, однако на 

их основе разрабатывается ряд кандидатных вакцин от гриппа, оспы обезьян, 

бешенства и лихорадки Зика [173, 305, 324, 336]. 

За счет своей структуры кольцевые мРНК-векторы не нуждаются в 

использовании N1-метилпсевдоуридина для повышения стабильности, что 

нивелирует описанные выше побочные эффекты. Существует целый ряд 

технологий получения кольцевых мРНК: химическая сшивка, ферментативное и 

рибозимное лигирование [308]. Последние две технологии обладают 

существенными преимуществами перед химической сшивкой, такими как высокая 

эффективность, отсутствие токсических компонентов и больший предельный 
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размер циклизуемой мРНК. Метод рибозимной циклизации оказывается более 

перспективным с точки зрения масштабируемости технологии, так как основан на 

спонтанной реакции, протекающей между молекулами мРНК без участия внешних 

ферментов [308, 315].  

Кольцевые мРНК-векторы используют кэп-независимую трансляцию, что 

существенно снижает стоимость производства. Наиболее часто для трансляции 

целевого белка с кольцевой мРНК используются IRES-элементы (Internal Ribosome 

Entry Site – внутренний сайт посадки рибосомы). IRES-элемент представляет собой 

последовательность РНК служащую для привлечения рибосомы. Они были 

первоначально обнаружены у пикорнавирусов, однако позднее подобные элементы 

были найдены и у эукариотических организмов. Существует огромное количество 

природных IRES-элементов, однако большинство из них малоизучены [126, 224, 

308, 312].  

Еще одним преимуществом трансляции с помощью IRES-элементов является 

её функционирование в стрессовых условиях даже при подавлении классической 

кэп-зависимой трансляции [308, 323]. 

Наиболее широко в кольцевых мРНК- векторах используются вирусные 

IRES-элементы. Самыми распространенными являются IRES-элементы вируса 

Коксаки B3 (CVB3), вируса энцефаломиокардита (ECMV) и вируса паралича 

сверчка (CrPV) [208, 224]. 

В настоящее время ведутся работы по модификации существующих векторов 

и поиску новых IRES. По последним данным IRES некоторых риновирусов 

превосходят вирус Коксаки по уровням продукции целевого белка [48].  

Однако для правильного функционирования IRES-элементу необходимо 

поддерживать свою вторичную структуру. Для обеспечения правильной 

конформации IRES-элемента используются спейсерные последовательности, 

отделяющие его от интронов циклизации, имеющих собственную вторичную 
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структуру. В настоящее время нет единого подхода к выбору спейсерной 

последовательности [48, 315].  

Цель:  

Разработка нового кольцевого мРНК-вектора и изучение его в качестве 

основы для создания вакцин против респираторных вирусов и средств пассивной 

иммунизации. 

Задачи: 

1. Сконструировать панель кольцевых мРНК-векторов, содержащих различные 

IRES-элементы и спейсерные последовательности, и сравнить их по уровням 

продукции репортерного белка in vitro. 

2. Сравнить кинетику продукции репортерного белка после введения линейного и 

кольцевого мРНК-векторов in vitro и in vivo. 

3. Изучить иммуногенность и протективную активность S-гликопротеина вируса 

SARS-CoV-2, кодируемого кольцевым мРНК вектором, на модели трансгенных 

мышей К18-hАСЕ-2. 

4. Оценить индукцию клеточного иммунного ответа против вирусных антигенов 

новым кольцевым мРНК вектором в сравнении с линейным. 

5. Изучить протективную активность консервативных антигенов вируса гриппа А, 

кодируемых кольцевым мРНК-вектором на модели летальной инфекции. 

6. Оценить возможность использования кольцевого мРНК вектора для 

специфической иммунотерапии на летальных моделях отравления 

бактериальными токсинами. 

Научная новизна выполненной работы 

Впервые был сконструирован и охарактеризован по уровням продукции 

люциферазы кольцевой мРНК вектор, содержащих IRES риновируса B6. Впервые 

изучена иммуногенность и протективная активность при введении нового 

кольцевого мРНК вектора, кодирующего S-гликопротеин вируса SARS-CoV-2 на 
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модели трансгенных мышей АСЕ-2. Впервые оценена индукция клеточного 

иммунного ответа при введении кольцевых мРНК векторов, кодирующих 

консервативные антигены вируса гриппа А. Впервые оценена возможность 

использования кольцевого мРНК вектора для специфической антитоксической 

иммунотерапии. 

Теоретическая и практическая значимость работы  

Теоретическая значимость исследования заключается в расширении знаний 

в области применения различных IRES-элементов и спейсерных 

последовательностей при разработке кольцевых мРНК-векторов. 

Практическая значимость работы заключается в создании нового вектора, 

показавшего себя эффективной основой для создания вакцин и средств 

специфической антитоксической иммунотерапии. 

Внедрение полученных результатов в практику 

Научная работа представляет собой законченный вид исследования, 

имеющий выраженную прикладную направленность. В рамках диссертационной 

работы были оптимизированы условия получения мРНК в ходе реакции in vitro 

транскрипции 

Данный метод внедрен на уровне ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 

Минздрава России, что подтверждается соответствующим актом о внедрении 

результатов в практику.  

Методология и методы исследования  

Методологической основой исследования послужили современные подходы, 

теоретические и экспериментальные исследования по получению кольцевых и 

линейных мРНК-векторов. В работе использовались передовые молекулярно-

биологические, иммунологические, биоинформатические, вирусологические 



9 

методы, а также методы работы с лабораторными животными и методы 

статистической обработки результатов.  

Степень достоверности результатов  

Достоверность полученных результатов подтверждается размером выборки 

и результатами статистической обработки результатов. Для обработки результатов 

использовались статистические методы, соответствующие поставленным задачам. 

При проверке гипотез минимальный уровень значимости составлял 5% (p <0,05). 

Сравнение двух исследуемых групп между собой проводилось с помощью U-

критерия Манна-Уитни. Различия между выживаемостью животных в 

экспериментальных группах оценивали с использованием логрангового метода 

Мантель-Кокс. Анализ и обсуждение полученных результатов проводились с 

учетом актуальных данных по данной тематике. 

Положения, выносимые на защиту  

1. Линейный и кольцевой мРНК-векторы обеспечивают различную кинетику 

люциферазной активности in vitro на клетках НЕК293 и in vivo на мышах 

линии Balb/c, при этом ко вторым суткам уровни продукции репортерного 

белка выравниваются. 

2. Кольцевой мРНК-вектор индуцирует сильный гуморальный и клеточный 

иммунные ответы и обеспечивает защиту лабораторных животных от гриппа 

типа А и коронавирусной инфекции Covid-19. 

3. Кольцевой мРНК вектор может быть использован в качестве вектора для 

пассивной иммунизации против бактериальных токсинов. 

Личный вклад автора 

Автором были лично получены ДНК-матрицы для синтеза кольцевой мРНК, 

кодирующие последовательности люциферазы, S-гликопротеина вируса SARS-

CoV-2, консервативных антигенов вируса гриппа M2 и NP, тяжелоцепочечных 
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антител B11-Fc и C4.2-Fc. Также автором были получены ДНК-матрицы для 

синтеза линейной мРНК, кодирующей консервативные антигены вируса гриппа M2 

и NP, тяжелоцепочечное антитело C4.2-Fc. 

Автором проводились трансфекции клеточных линий мРНК-препаратами 

для изучения продукции целевых белков, а также введение изучаемых препаратов 

лабораторным животным. Также автор проводил отбор крови у лабораторных 

животных для дальнейшего исследования. 

Секвенирование полученных конструкций проводилось в лаборатории 

анализа геномов. 

Упаковка мРНК в липидные наночастицы проводилась совместно с 

лабораторией механизмов популяционной изменчивости патогенных 

микроорганизмов. 

Заражение лабораторных животных вирусом SARS-CoV-2, оценка вирусной 

нагрузки и титров нейтрализующих антител проводилось сотрудниками 

лаборатории Государственной коллекции вирусов. 

Изучение in vivo люциферазной активности и изучение протективной 

активности мРНК-векторов, несущих ген тяжелоцепочечного антитела C4.2-Fc, 

против токсина А Clostridium difficile проводилось совместно с лабораторией 

клеточной микробиологии. 

Изучение протективной активности мРНК-векторов, несущих ген 

тяжелоцепочечного антитела В11-Fc, против летальной дозы ботулотоксина 

проводилось совместно с лабораторией иммунобиотехнологии. 

Публикации  

По материалам диссертационной работы опубликовано 3 научные 

статьи в изданиях, рекомендованных ВАК и/или индексируемых в системах 

Web of Science, Scopus, 5 работ в сборниках международных конференций. 

Объем и структура диссертации 

Диссертационная работа изложена на 162 страницах машинописного 

текста, включает разделы: введение, обзор литературы, материалы и методы, 

результаты собственных исследований, обсуждение результатов, 
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заключение, выводы, список сокращений и условных обозначений и список 

используемой литературы (338 источников, в том числе 2 отечественных и 

336 иностранных публикаций). Работа содержит 7 таблиц и 20 рисунков. 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности  

Научные положения диссертации и результаты проведённого 

исследования соответствуют пунктам 3, 6 и 7 паспорта научной 

специальности 3.2.7. Иммунология. 
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ГЛАВА 1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 ИММУНОПРОФИЛАКТИКА, КАК ОДИН ИЗ ВАЖНЕЙШИХ МЕТОДОВ 
СОХРАНЕНИЯ ОБЩЕСТВЕННОГО ЗДОРОВЬЯ 

 

Человечество на протяжении всей своей истории сталкивалось с различными 

инфекционными заболеваниями. Согласно археологическим находкам вспышки 

оспы происходили еще в Древнем Египте около 1500 лет до нашей эры [66]. 

Первая задокументированная эпидемия относится ко II веку нашей эры, она 

известна также как «чума Антонина», хотя дальнейшие исследования показали, что 

эпидемия была вызвана вирусом оспы [66]. 

Одной из самых смертоносных эпидемий считается эпидемия чумы в 

средневековой Европе, унесшая жизни половины населения. Это эпидемия 

получила от современников название «Черная смерть». На протяжении средних 

веков эпидемии чумы происходили регулярно [66] 

Среди эпидемий нового времени важно отметить пандемию испанского 

гриппа, бушевавшую в 1918-1920 годах. По некоторым оценкам количество 

летальных случаев достигает 100 миллионов [66]. 

В 2020 года началась пандемия, вызванная COVID-19. Согласно данным 

Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), количество прямых летальных 

случаев, к настоящему моменту превышает 7,1 миллионов человек. При этом 

важно учитывать значительное количество незарегистрированных случаев 

заражения [319]. В это же время количество избыточной смертности, связанной с 

пандемией за период 2020-2023 год превысило 29,7 миллионов случаев [94]. 

Иммунопрофилактика является одним из основных методов борьбы с 

инфекционными заболеваниями. Подходы иммунопрофилактики можно разделить 

на индукцию собственного иммунного ответа в организме (вакцинацию) и 

введение готовых иммуноглобулинов (пассивную иммунизацию).  
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1.1.1 ТРАДИЦИОННЫЕ ПОДХОДЫ К ВАКЦИНАЦИИ 

Вакцинация является наиболее широко распространенным подходом к 

предотвращению инфекционных заболеваний. В частности, согласно данным, 

собранным Shattock и др, за период с 1974 до 2024 года массовая вакцинация 

предотвратила более 151 миллиона летальных случаев без учета вирусов гриппа, 

вируса папилломы человека и COVID-19. При этом общее количество сохраненных 

лет жизни превысило 10 миллиардов [339]. В то же время по данным, приведенным 

журналом педиатрии и детского здоровья за период 2021 -2022 года вакцинация от 

COVID-19 предотвратила от 14,4 до 19,8 миллионов смертей [175]. 

В зависимости от механизма получения существует несколько типов вакцин: 

 живые аттенуированные вакцины; 

 инактивированные вакцины; 

 субъединичные вакцины; 

 рекомбинантные вакцины; 

 векторные вакцины. 

Перейдем к детальному рассмотрению отдельных типов вакцин.  

Аттенуированные вакцины 

История аттенуированных вакцина началась с работы Луи Пастера, который 

на примере холеры кур показал, что заражение аттенуированным патогеном 

способно обеспечивать защиту от летальной инфекции высоковирулентным 

штаммом [221]. 

В 1921 году путем многократных пассажей была создана аттенуированная 

вакцина против туберкулеза [37]. В 1937 году Theiler, M и др. разработал 

аттенуированную вакцину против желтой лихорадки [290]. В 1957 году Sabin и др. 

была разработана вакцина от полиомиелита [257]. В 1960 году был получен 

ослабленный вакцинный штамм вируса кори [77]. В 1966 году была разработана 

вакцина от паротита, а в 1969 от краснухи [36, 231]. В 2015 году были проведены 

клинические испытания аттенуированной вакцины против вируса Денге [104].  
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Аттенуированные вакцины имитируют полный цикл заражения, и вызывают 

сильный иммунный ответ, однако они являются реактогенными, а также способны 

вызывать заболевания у людей с ослабленным иммунитетом. Наконец существует 

риск реверсии вакцинных штаммов в патогенные [185, 222].  

Для повышения безопасности первым шагом стало создание 

инактивированных вакцин.  

Инактивированные вакцины 

Инактивированные вакцины представляют собой культуру патогена, которая 

была подвергнута химической или термической обработке для инактивации 

вирулентных свойств. 

Первой инактивированной вакциной стала вакцина против холеры свиней, 

разработанная в 1886 году Salmon, и др [263]. В 1896 году была разработана 

вакцина против брюшного тифа, содержащая инактивированные нагреванием 

микроорганизмы, а в 1897 году вакцина против чумы [105, 228]. На протяжении 20 

века был создан ряд инактивированных вакцин от таких заболеваний, как коклюш, 

грипп, полиомиелит, бешенство и гепатит А [24, 87, 136, 262, 314]. 

В ходе пандемии COVID-19 был также одобрен ряд инактивированных 

вакцин: CoronaVac (компания Sinovac, Китай), BBIBP-CorV (компания Sinopharm, 

Китай) и Covaxin [8, 272].  

Однако стоит отметить, что из-за инактивации целевого патогена 

существенно снижается иммуногенность таких вакцин, что требует введения 

адъювантов и может увеличивать реактогенность [116, 222]. 

Дальнейшим развитием инактивированных вакцин стали субъединичные. 
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Субъединичные вакцины  

В основе субъединичных вакцин лежит один или несколько очищенных 

антигенов [222]. 

Первой субъединичной вакциной стал инактивированный и очищенный 

дифтерийный анатоксин, полученный в 1923 году Ramon, и др [244]. В 1945 году 

была получена полисахаридная вакцина против пневмококка [186]. В дальнейшем 

в данной вакцине был расширен спектр антигенов. Так в 2000 году была получена 

вакцина Превенар-7, в 2009 – Превенар-13, а в 2021 – Превенар-20, 

обеспечивающие защиту от 7, 13 и 20 штаммов Streptococcus pneumoniae, 

соответственно [32, 75, 141]. 

Во второй половине 20 века были также получены субъединичные вакцины 

против инфекций, вызванных менингококком, гемофильной палочкой и вирусом 

гепатита В [17, 79, 287]. 

Среди преимуществ субъединичных вакцин по сравнению с 

инактивированными и аттенуированными стоит отметить их высокую 

безопасность. Также субъединичные вакцины оказываются менее реактогенными 

в сравнении с инактивированными. К недостаткам данного типа вакцин стоит 

отнести сравнительно низкий иммунный ответ, что требует увеличения доз, 

использования адъювантов и многократного введения препарата [116, 222]. 

По мере развития генетических технологий широкое распространение 

получили рекомбинантные вакцины. 

Рекомбинантные вакцины 

Рекомбинантные вакцины также содержат отдельные антигены, однако в 

отличие от сплит-вакцин, целевые антигены получают в модифицированных 

клетках продуцентах, а не путем разрушения патогенов [222]. 
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История рекомбинантных вакцин началась в 1984 году, когда McAleer и др. 

показали, что рекомбинантный поверхностный антиген вируса гепатита Б, 

полученный в дрожжах обеспечивает защиту от заражения этим вирусом [192].  

В 2006 году была одобрена вакцина против вируса папилломы человека – 

Гардасил. Стоит отметить, что при получении рекомбинантного белка L1 

происходит его самосборка в виде вирусоподобных частиц, что имитирует для 

иммунитета природный вирус, но не вызывает заражения [304]. В 2015 году была 

одобрена вакцины против вируса ветряной оспы – Shingrix, в основе которой лежал 

рекомбинантный Е-белок оболочки вируса, полученный в культуре клеток СНО 

[154]. А в 2023 году был одобрен препарат Arexvy – вакцина против респираторно-

синцитиального вируса, главным компонентом которой является рекомбинантный 

гликопротеин F вируса RSV [219].  

Отдельно стоит отметить систему экспрессии в клетках насекомых с 

использованием бакуловирусов. История этой системы началась в 1983 году, когда 

Smith и др сконструировал первый рекомбинантный бакуловирус, 

экспрессирующий бета-интерферон [275]. В 1987 году на её основе 

разрабатывалась вакцина от вируса иммунодефицита человека [254]. В 2007 году 

на основе бакуловирусной системы экспрессии была одобрена вакцина [213]. A в 

2013 – вакцина против гриппа Flublok Quadrivalent, и в 2021 – вакцина против 

вируса SARS-CoV-2 Nuvaxovid [71, 72, 328]. 

Преимуществами данного типа вакцин является их высокий уровень 

безопасности и низкая реактогенность, также стоит отметить относительную 

универсальность технологии производства. Среди недостатков можно выделить 

низкую иммуногенность, что делает необходимым использование адъювантов и 

многократных схем введения. Также стоит отметить низкий Т-клеточный ответ, 

индуцируемый этим видом вакцин [222]. 

Дальнейшим развитием генно-инженерных вакцин стали векторные 

технологии, которые будут рассмотрены подробнее в разделе 1.3. 
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1.1.2 ТРАДИЦИОННЫЕ ПОДХОДЫ К ПАССИВНОЙ ИММУНИЗАЦИИ 

Использование иммунных сывороток  

История пассивной иммунизации началась в 1890 году с опытов Behring, и 

др. Было показано, что введение интактным морским свинкам сывороток, 

полученных от переболевших дифтерией сородичей, обеспечивает защиту от 

заражения [28]. А в 1893 году было показано успешное применение этого подхода 

для человека [29]. В 1894 году Roux, и др, предложил использовать в лошадей в 

качестве продуцентов иммунных сывороток, а также разработал схемы 

иммунизации для получения гипериммунных сывороток [252]. В 1937 году было 

показано, что для некоторых заболеваний сыворотки кроликов оказывают более 

сильный терапевтический эффект в сравнении с лошадиными сыворотками [119]. 

Одним из главных недостатков данной технологии является развитие 

иммунного ответа против сывороточных белков животного, а также высокая 

реактогенность. Еще одним недостатком данной технологии является риск 

передачи заболеваний от животных при использовании сывороток зараженных 

животных [80]. 

Следующей ступенью развития технологий пассивной иммунизации стало 

использование сывороточных иммуноглобулинов.  

Использование сывороточных иммуноглобулинов  

В 1940-ых годах Cohn открыл фракционирование плазмы крови, при этом 

одна из фракций была обогащена иммуноглобулинами. Это открытие привело к 

появлению целого направления препаратов сывороточных иммуноглобулинов [54]. 

На основе этой технологии в 1957 году был получен противостолбнячный 

сывороточный концентрат [277]. А в 1971 году был одобрен к применению 

концентрат антирабических иммуноглобулинов [179]. В сравнении с введением 

сывороток животных эти препараты вызывали значительно меньшую 

реактогенность, а для достижения терапевтического эффекта требовалось введение 

меньшего объема препаратов. Однако использование очищенных 
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иммуноглобулинов сталкивается с рядом проблем: использование 

иммуноглобулинов животного происхождения вызывает побочные иммунные 

реакции из-за гетерологичного происхождения, а использование донорской крови 

для выделения иммуноглобулинов человека является дорогой и плохо 

масштабируемой технологией [82, 151, 325]. 

Альтернативным подходом является использование моноклональных 

антител. 

Моноклональные антитела 

В 1975 году Köhler и др. разработали гибридомную технологию, которая 

позволила получать моноклональные клеточные линии, секретирующие строго 

одно антитело [144]. В 1987 году был одобрен первый препарат моноклональных 

антител против CD3 для предотвращения острого отторжения почечного 

трансплантата [97]. В 1988 году было получено первое гуманизированное антитело, 

которое не вызывало такого сильного иммунного ответа, как нативное антитело 

крысы [248]. B конце 1980-ых была разработана технология фагового дисплея, 

позволившая проводить отбор антител клонов in vitro [27, 193, 276]. В 2002 году 

был одобрен препарат Адалимумаб — человеческое моноклональное антитело, 

полученное методом фагового дисплея [313]. 

Параллельно с развитием технологий фагового дисплея в 1993 году были 

открыты тяжелоцепочечные антитела у верблюда. Их особенностью является то, 

что они состоят из димеров тяжелой цепи, что существенно упрощает отбор с 

помощью фагового дисплея [109]. Затем в 1994 году Muyldermans др. был получен 

первый фаговый дисплей наноантител на основе антител верблюдовых [204]. В 

2018 году было одобрен препарат Каплацизумаб, в основе которого лежит 

гуманизированное наноантитело против фактора фон Виллебранда [268]. 

Технология рекомбинантных моноклональных антител позволила снизить 

реактогенность вводимых препаратов и нивелировала угрозу передачи 

заболеваний из донорской крови. Однако производство рекомбинантных антител 
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является дорогостоящим, а для достижения терапевтического эффекта часто 

требуется многократное введение препаратов, обладающих отличным от человека 

гликозилированием, что может вызвать иммунный ответ [125, 274, 292]. 

В последние два десятилетия широкое распространение получили препараты 

на основе векторных технологий.  

1.2 ВЕКТОРНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ В ИММУНОПРОФИЛАКТИКЕ 

Вектор представляет собой молекулу нуклеиновой кислоты, которая 

содержит определенную генетическую информацию и может переносить её между 

клетками. Векторы можно разделить на вирусные и невирусные.  

1.2.1 ВИРУСНЫЕ ВЕКТОРЫ  

Применение вирусов в качестве векторов для доставки чужеродного 

генетического материала в клетки предполагает использование природных 

механизмов вируса. Это с одной стороны, позволяет решить проблему таргетности 

доставки за счёт тропизма вирусов, с другой стороны, требует сложных 

технологических процедур и несёт определенные риски. 

Применение вирусов для доставки генетического материала началось с 

использования ретровирусов. Вслед за первыми ретровирусами, обнаруженными 

Baltimore и др., были идентифицированы другие ретровирусы, такие как вирус 

миелоцитоматоза MC29, вирус эритробластоза AEV, вирус саркомы мышей Харви 

и Кирстен. Однако для разработки вакцин эти вирусы не применялись [26]. 

Для создания вакцин наиболее распространенными векторами являются 

векторы на основе аденовирусов, вируса осповакцины, вируса везикулярного 

стоматита и некоторые другие. В то время как для пассивной генетической 

иммунизации применяются преимущественно аденоассоциированные вирусы и 

аденовирусы.  
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Аденовирусные векторы  

Аденовирусы – это безоболочечные вирусы, чей геном представлен 

двуцепочечной молекулой ДНК. Размер их генома варьируется от 26 до 45 тыс. пар 

нуклеотидов. Они были открыты в 1953 году Rowe и др [253]. 

В 1980-ые появились первые репликативно-дефектные аденовирусные 

векторы, в которых гены Е1 области были заменены на целевые гены, а для 

культивирования таких вирусов используется специальная комплементарная 

клеточная линия НЕК-293 [30, 95, 99, 302]. 

Первое успешное применение аденовирусов в качестве вакцинной 

платформы было проведено в 1990 Prevec L и др. Было показано, что введение 

аденовирусного вектора 5 серотипа, кодирующего ген гликопротеина G вируса 

бешенства индуцирует сильный гуморальный ответ и обеспечивает защиту мышей 

от летальной инфекции [234]. 

В 1998 году начались клинические испытания вакцины против вируса 

иммунодефицита человека на основе трех аденовирусных векторов. Однако 

результаты проведенных исследований показали отсутствие защиты, и испытания 

были закрыты [235].  

Первой зарегистрированной в России вакциной на основе аденовирусного 

вектора стала вакцина от вируса Эбола [67]. А первым зарегистрированным в мире 

препаратом стал ZEBOV – тоже вакцина от вируса Эбола, разработанная 

компанией Johnson & Johnson [16]. 

Широкое распространение вакцины на основе аденовирусных векторов 

получили в ходе пандемии COVID-19 [34, 85, 177, 258]. 

Также стоит отметить использование аденовирусных векторов для пассивной 

иммунизации. В частности, Tutykhina и др была показана протективная активность 
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нейтрализующих антител против вируса гриппа в составе аденовирусного вектора 

[298]. 

Аденовирусные векторы, кодирующие антитела, показали свою 

эффективность и в лечении инфекций, вызванных Mycoplasma hominis [35].  

В качестве вакцинной платформы аденовирусные векторы обладают рядом 

преимуществ: безопасность, широкий тропизм, индукция сильного гуморального и 

клеточного иммунного ответа, транзиентность экспрессии трансгена, сравнительно 

высокая пакующая емкость. Однако они обладают и рядом недостатков: высокая 

реактогенность, индукция противовекторного иммунного ответа, а также наличие 

предсуществующего ответа к ряду аденовирусных векторов. В то же время 

рассматривая аденовирусы в качестве платформы для пассивной иммунизации 

высокая иммуногенность является недостатком [18, 34, 149, 197, 271, 327]. 

Векторы на основе вируса осповакцины 

Ещё одним векторов для разработки вакцин является вирус осповакцины, 

который является представителем семейства Poxviridae, и относится к 

оболочечным вирусам. Геном вируса осповакцины представлен двуцепочечной 

молекулой ДНК размером 190 тыс. пар нуклеотидов и содержит около 200 генов 

[202]. 

Важной особенность вируса осповакцины является то, что весь 

репликативный цикл происходит в цитоплазме зараженной клетки, что нивелирует 

риск случайной интеграции вирус в геном клетки-хозяина.  

Первые векторы на основе вируса осповакцины были сделаны в 1982 году 

[184, 217]. А в 1997 году была одобрена первая ветеринарная вакцина на основе 

вируса осповакцины [220, 303]. В 2020 году в Европейском союзе одобрена вакцина 

от лихорадки Эбола на основе модифицированного вируса осповакцины Анкара 

[156]. 
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К преимуществам векторов на основе вируса осповакцины можно отнести 

большую пакующую емкость, достигающую 25 тыс. пар нуклеотидов, отсутствие 

риска интеграции вируса в геном и безопасность самого вектора. Наконец векторы 

на основе осповакцины индуцируют сильнейший иммунный ответ [309]. 

Основным недостатком данного вектора является широкая распространенность 

предсуществующего иммунного ответа в популяции из-за широкомасштабной 

вакцинации от оспы в ХХ веке. Также стоит отметить сложности внесения 

модификаций, возникающие из-за большого размера генома [309]. 

В настоящее время данные об использовании этого типа векторов для 

пассивной иммунизации в литературе отсутствуют. 

Векторы на основе вируса везикулярного стоматита  

Вирус везикулярного стоматита (VSV) — оболочечный вирус с 

одноцепочечным РНК-геномом негативной полярности. Природным хозяином 

VSV является крупный рогатый скот, у которого он вызывает неопасное 

заболевание, напоминающее ящур, но не представляющее угрозы для человека. 

Геном VSV имеет размер около 11 т.п.н. и содержит пять генов. 

Разработка векторов на основе этого вируса началась в 1995 году с работ 

Lawson и др. и Whelan и др., которые клонировали кДНК вируса везикулярного 

стоматита в плазмидную конструкцию и успешно показали дальнейшую 

репликацию этого вируса [157, 317]. В 1997 г. Schnell и др. создал первый 

репликативно компетентный рекомбинантный VSV, содержащий ген зеленого 

флюорицентного белка GFP [266]. В 2001 году была показана успешная замена G-

гликопротеина VSV на гликопротеин вируса Эбола, что положило начало 

созданию вакцин на основе VSV [318]. 

Дальнейшее развитие идеи химерных вирусных частиц привело к созданию 

целого ряда тест-систем, где вместо патогенных вирусов используются 

рекомбинантные частицы на основе VSV [39]. 
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Векторы на основе VSV обладают целым рядом преимуществ: низкая 

серопревалентность в популяции, отсутствие риска интеграции в геном, высокая 

иммуногенность, возможность псевдотипирования, сравнительно высокая 

пакующая емкость (до 5 тыс. пар нуклеотидов) и наличие эффективной технологии 

производства [309]. 

Однако этот тип векторов обладает и рядом недостатков, в частности стоит 

отметить высокую реактогенность репликативно компетентного вируса, также для 

его хранения требуется холодовая цепь с температурой -70оС, что ограничивает 

широкое применение, и наконец при репликации существует риск случайных 

мутаций в трансгене [309]. 

В настоящее время единственным одобренным препаратом на основе вируса 

везикулярного стоматита является вакцина rVSV-ZEBOV против вируса Эболы 

[60, 67]. 

В ходе пандемии COVID-19 был разработан ряд кандидатных вакцин на 

основе VSV, которые проходят клинические испытания [200, 251, 321]. 

В настоящее время данная платформа также не нашла своего применения в 

области пассивной иммунизации.  

Векторы на основе аденоассоциированных вирусов 

Аденоассоциированные вирусы (ААВ), были открыты в 1965 году как 

примеси аденовирусных препаратов [19]. ААВ – небольшие безоболочечные 

вирусы, их геном представлен одноцепочечной молекулой ДНК размером около 4,7 

тыс. пар нуклеотидов, фланкированной концевыми инвертированными повторами. 

Геном содержит два гена rep и cap [306]. 

История векторов на основе ААВ начинается с работы Samulski и др, 

получивших плазмиду, содержащую полный геном, из которого при трансфекции 
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образовывались вирусные частицы [264]. В 1984 году был получен первый 

рекомбинантный ААВ-вектор, кодирующий ген устойчивости к неомицину [115]. 

Среди преимуществ данного типа векторов стоит отметить их 

неинфекционность, долговременную экспрессию трансгена, широкий спектр 

тропизмов и низкую иммуногенность, что делает их перспективным инструментом 

для генной терапии. Среди недостатков стоит отметить риск инсерционного 

онкогенеза [41, 61, 236]. В то же время эта низкая иммуногенность и колоссальная 

стоимость производства ограничивает их применение в качестве платформы для 

создания вакцин [236, 306]. 

В то же время есть ряд работ, где ААВ, кодирующие антитела, используются 

для пассивной иммунизации. В частности, была показана защита мышей от 

летальной инфекции эболавирусом, а также от интоксикации токсинами C. Difficile 

и ботулотоксином [64, 103, 166 255]. 

В качестве альтернативы вирусным векторам существуют невирусные 

векторы.  

1.2.2 НЕВИРУСНЫЕ ВЕКТОРЫ  

По используемым нуклеиновым кислотам невирусные векторы разделяются 

на ДНК-векторы и РНК-векторы. История невирусной доставки генетического 

материала началась в 1990 году с работы Wolf и др, в которой было показано, что 

введение неупакованной РНК и ДНК в мышечную ткань мыши вызывает 

экспрессию целевых генов. При этом этот эффект был значительно более слабо 

выражен для других тканей [320]. В 1993 г. Robinson и др. показали протективный 

эффект против вируса гриппа при внутримышечной иммунизации ДНК-вектором, 

кодирующим ген гемагглютинина [92]. Эти эксперименты показали применимость 

прямого введения нуклеиновой кислоты, как альтернативу вирусной доставке, 

однако выявили низкую эффективность этого метода и его ограниченность 

клетками мышечной ткани.  
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Наиболее распространенным методом доставки нуклеиновых кислот в 

клетки in vivo является использование липидных наночастиц, однако это сопряжено 

с рядом особенностей. 

Влияние липидных наночастиц на активацию иммунного ответа 

Наиболее распространенная формуляция липидных наночастиц включает в 

себя четыре липидных компонента: ионизируемый липид, холестерин, 

фосфолипид и липид, связанный с полиэтиленгликолем (ПЭГ-липид). Именно 

благодаря ионизируемым липидам удалось достичь эффективной доставки целевой 

РНК: при нейтральном рН крови они не связываются с сывороточными белками, 

их активация происходит в эндосоме при снижении рН, что приводит к деградации 

липидной наночастицы и высвобождению РНК [55, 176]. 

Интересно, что недавние исследования показали адъювантные свойства 

липидных компонентов, которые при введении совместно с субъединичными 

вакцинами усиливали иммунный ответ [9, 176]. 

Схема активации врожденного иммунного ответа липидными 

наночастицами, содержащими РНК приведена на рисунке 1. В ряде работ было 

показано, что продукты метаболизма липидных компонентов или сами липидные 

компоненты активируют такие патоген-распознающие рецепторы, как TLR2, 

TLR4, NLRP3 или STING [178, 199, 289]. Было показано, что продукт окисления 

фосфолипида (фосфохолин) вызывает активацию врожденного иммунного ответа, 

хотя время данных о его окислении при соблюдении условий хранения нет [335]. 

Также активацию врожденного иммунного ответа могут вызывать продукты 

метаболизма ионизируемых липидов [43, 176, 215]. Наконец, стоит отметит 

опосредованные реакции: разрушение эндосомы само по себе активирует 

врожденный иммунный ответ через галектины, наконец содержимое эндосомы 

также может взаимодействовать с цитоплазматическими патоген-распознающими 

рецепторами [176, 212]. 
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Рис. 1 – Схема активации врожденного иммунного ответа липидными 

наночастицами, содержащими РНК Адаптировано из [176]. 

Ещё одним компонентом липидных наночастиц является холестерол. Было 

показано, что высокие количества холестерина в клетке способствуют 

образованию инфламмасомы и выработке IL-1β [140]. Провоспалительный эффект 

оказывают и продукты окисления холестерина, в частности оксистеролы [57, 176] 

Наконец было показано, что в крови многих людей есть антитела против Пэг-

липида, которые взаимодействуя с липидными наночастицами вызывают их 

разрушение через систему комплемента. Также происходит активация тучных 

клеток, что может привести к тяжелым аллергическим реакциям [10, 38, 89, 102, 

130, 148, 286]. 

В настоящее время ведутся работы по дальнейшей оптимизации состава 

липидных наночастиц для обеспечения селективного проникновения в 

определенные типы клеток, а также снижение реактогенности [110, 135, 299]. 
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Существуют также альтернативные варианты упаковки мРНК, в частности 

липоплексы и наночастицы на основе неорганических соединений  

Липоплексы представляют собой альтернативный подход к упаковке РНК, не 

требующий микрофлюидной формуляции и задействующий меньший спектр 

липидов. Этот подход был успешно применен при разработке мРНК-препаратов 

против рака. Однако в его составе также присутствуют ионизированные липиды, и 

как следствие, этому подходу характерен схожий с платформой липидных 

наночастиц набор проблем [260, 331]. 

Совершенно иной механизм используется при доставке нуклеиновых кислот 

селеновыми наночастицами. На первом этапе происходит получение ядра, 

состоящего из электронейтрального селена и положительного покрытия, такого как 

хитозан или полилизин. Следующим этапом становится сорбция РНК и её 

покрытие снаружи еще одним заряженным слоем, таким как гиалуроновая кислота, 

альгинат или гепарин. При попадании в эндосому рН резко снижается и внешний 

полимер уже не связывается с РНК, происходит распаковка. Этот подход был 

успешно применен для лечения рака [49, 88, 122, 172, 329, 333]. 

Теперь перейдем к обобщению технологических и иммунологических 

особенностей характерных для линейных, самореплицирующихся и кольцевых 

мРНК-векторов. 

Далее следует подробнее сравнить особенности ДНК- и РНК-векторов. 

ДНК-векторы 

Векторы на основе ДНК содержат в своем составе целевой ген, экспрессия 

которого управляется промотором. Также они содержат точку начала репликации 

и ген устойчивости к антибиотику для наработки плазмидной ДНК в 

бактериальных клетках. В последнее время ведутся работы по уменьшению 

«бактериальной части» ДНК-векторов или получению векторов, не содержащих её 

[307].  
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В конце 1990-ых проводились неудачные клинические испытания ДНК- 

вакцины против вируса иммунодефицита [183]. В 2021 году в Канаде была 

одобрена к применению ДНК-вакцина ZyCoV-D против COVID-19 [339]. Помимо 

одобренных препаратов в настоящее время ведутся клинические испытания ДНК-

вакцины от папилломавируса [267]. Также ведутся клинические испытания ряда 

комбинированных противоопухолевых препаратов, кодирующих не только 

опухолевые антигены, но и различные цитокины [74, 128, 160]. 

Вакцины на основе ДНК обладают такими преимуществами, как 

безопасность, простота производства, низкая реактогенность, высокая пакующая 

емкость и транзиентность экспрессии. Главным же недостатком является низкая 

иммуногенность и невозможность проникнуть в ядра неделящихся клеток. 

Отдельные опасения вызывают векторные компоненты, необходимые для 

амплификации ДНК в бактериальных продуцентах. В то же время избавление от 

этих компонентов при производстве существенно усложняет и удорожает процесс 

[138]. 

Помимо ДНК-векторов существует целый ряд различных РНК-векторов, 

включающий в себя самореплицирующиеся РНК-векторы, линейные мРНК-

векторы и кольцевые мРНК-векторы. 

РНК-векторы 

История РНК-векторов началась в 1961 году с открытия Brenner и др, 

который показал, что мРНК переносит информацию о нуклеотидной 

последовательности белка в рибосому [33]. В 1981 году Melton и др показал 

возможность синтеза мРНК in vitro, что открыло перспективы ее дальнейшего 

исследования [196]. 

По сравнению с ДНК-векторами векторам на основе РНК не требуется 

проникновение в ядро клетки для начала продукции целевого белка, что расширяет 

возможности их применения и сокращает время между введением препарата и 
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началом продукции целевого белка. РНК-векторы разделяют на 

самореплицирующиеся, линейные и кольцевые. 

РНК-векторы, введенные в организм, попадают в различные клетки системы 

врожденного иммунитета и не иммунных клеток, таких как фибробласты и 

адипоциты [40, 112, 165].  

Более того после внутримышечной инъекции макрофаги, моноциты и 

дентритные клетки могут поглощать липидные наночастицы и эффективно 

транслировать мРНК в лимфоузлах, что существенно усиливает иммунный ответ 

[40, 112, 165]. 

Castano et al. было показано, что дендритные клетки 2 типа, эффективно 

праймирующие CD4⁺ T-лимфоциты также эффективно транслируют белок с мРНК-

векторов. При этом фрагменты транслируемого белка демонстрируются через 

главный комплекс гистосовместимости [40]. 

В последние годы было проведено множество исследований по изучению 

иммунного ответа, вызываемого мРНК-векторами. Одной из их отличительных 

особенностей является образование высоких титров антител, в том числе 

нейтрализующих, в сравнении с другими платформами [158, 159, 176, 269, 296]. 

Прежде чем рассматривать индивидуальные реакции, происходящие при 

введении различных типов РНК-векторов, остановимся на общих аспектах.  

1.3 ТИПЫ РНК-ВЕКТОРОВ 

1.3.1 ЛИНЕЙНЫЕ КЭП-ЗАВИСИМЫЕ МРНК-ВЕКТОРЫ 

Векторы на основе линейной мРНК включают в себя целевой ген, 

фланкированный 5` и 3` нетранслируемыми областями. На 5` конце вектора 

находится кэп-структура, а на 3` – полиадениновый хвост.  

История использования РНК в качестве векторов началось в 1989 с работы 

Malone и др, который показал, что при введении мРНК, упакованной в липидные 
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наночастицы, клетки начинают транслировать закодированный белок [187]. В 1990 

были проведены опыты Wolff и др, по использованию неупакованной мРНК [320]. 

А в 1993 была получена первая мРНК-вакцина от вируса гриппа, в основе которой 

лежали липидные наночастицы, содержащие мРНК-вектор, кодирующий ген белка 

NP вируса гриппа [191]. Однако полученная в ходе in vitro транскрипции мРНК 

была нестабильна в клетках, что тормозило широкое применение этой технологии. 

В 2005 году Karikó и др. показали, что использование N1-метилпсевдоуридина 

значительно повышает стабильность мРНК, а также снижает активацию 

врожденного иммунного ответа [133]. 

В 2017 году завершились первые клинические испытания мРНК-вакцины 

против инфекционного заболевания – бешенства. Интересно, что вакцина, 

разработанная компанией CureVac, подразумевала использование 

немодифицированных нуклеотидов, а также предполагала использование 

безыгольного инжектора для доставки неупакованной РНК в клетки. Однако из-за 

побочных эффектов и технологической сложности безыгольной доставки от 

дальнейшего применения отказались [11]. В 2017 году были также проведены 

клинические испытания вакцины против вирусов гриппа H10N8 and H7N9, в основе 

которой лежала мРНК, содержащая N1-метилпсевдоуридин и упакованная в 

липидные наночастицы [23]. Первыми одобренными к применению мРНК-

препаратами стали вакцины от COVID-19 компаний Pfizer/BioNTech и Moderna 

[211, 232]. В настоящее время одобрена также мРНК-вакцина от респираторно-

синцитиального вируса mRESVIA, а также противоопухолевая вакцина mRNA-

4157 / V940 [127, 311]. 

Линейные мРНК-векторы показали свою применимость и для пассивной 

иммунизации. На их основе были сделаны препараты для борьбы с вирусными, 

бактериальными и опухолевыми заболеваниями, а также препараты от ядов [12, 44, 

218, 256, 293,]. В целом, на сегодняшний день проводится более 550 клинических 

и доклинических исследований различных препаратов на основе мРНК [164]. 
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Для понимания основных проблем данного подхода стоит рассмотреть и 

другие важные части линейных РНК-векторов: кэп и полиадениновый хвост. 

Выделяют несколько природных кэп-структур: кэп-0, кэп-1 и кэп-2. Все они 

присоединяются к первому нуклеотиду РНК-цепи с помощью связи 5`–5`. Кэп-0 

представляет собой 7-метил-гуанозин, в кэп-1 структуре помимо присоединения 7-

метил-гуанозина первый нуклеотид цепи РНК подвергается 2`– О – 

метилированию, в кэп-2 структуре помимо 7-метил-гуанозина и первый, и второй 

нуклеотиды цепи РНК подвергаются метилированию [59]. 

Впервые кэп-структура на 5` конце РНК была обнаружена Furuichi и др. в 

1975 году [91]. В 1984 году Krieg, и др. впервые синтезировал кэпированную РНК 

in vitro. В качестве кэп-структуры он использовал инвертированный нуклеотид, 

состоящий из метил-гуанозина и гуанозина, соединенных между собой 5`–5` 

связью. Однако данный метод давал сравнительно низкие выходы функционально 

активной РНК [150] 

Для повышения выходов целевой кэпированной РНК в 2001 году Stepinski и 

др. был разработан аналог кэп-структуры – ARCA (anti-reverse cap analog). В этой 

структуре 3` гидроксильная группа немодифицированного гуанозина была 

метилирована, что делало невозможным синтез цепи в «неправильном» 

направлении. Однако данный метод давал кэп-0 структуру, которая связана со 

сравнительно более низкой трансляционной активностью и более сильной 

активацией иммунного ответа [281]. 

Для решения этой проблемы было предложено использование 

ферментативных технологий кэпирования, в частности на основе вируса 

осповакцины. Однако этот подход является дорогостоящим и 

сложномасштабируемым [273]. 

Революция в методах кэпирования произошла в 2017 году, когда компания 

TriLink BioTechnologies представила свой аналог кэпа – CleanCap, который 

обеспечил практически 100% эффективность кэпирования, более того его 
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структура была аналогичной кэп-1 структуре. Однако стоит отметить высокую 

стоимость этого реагента, который составляет значительную часть от общей 

себестоимости линейных мРНК-векторов [194]. В настоящее время продолжаются 

работы по поиску новых более сильных аналогов кэп-структур и альтернативных 

аналогов на основе других химических веществ, в частности комплексов меди [147, 

188]. 

Ещё одной технологической сложностью является поддержание структуры 

поли-(А) хвоста в ДНК-матрицах для синтеза мРНК. Из-за его структуры в ходе 

культивирования штаммов-продуцентов происходят делеции, что снижает 

дальнейшую трансляционную активность мРНК. 

Существуют различные подходы к решению этих проблем: использование 

ПЦР-амплификации матрицы для синтеза РНК, использование сегментированных 

поли-(А) структур и специализированных штаммов продуцентов, использование 

ферментативного полиаденилирования и, наконец, химических модификаций. 

Однако все эти методы обладают своими недостатками. ПЦР-амплификация поли-

(А)-хвоста существенно удорожает процесс производства и усложняет 

масштабирование, более того при амплификации существует риск спонтанного 

мутагенеза целевого гена. Использование сегментированного поли(А)-хвоста 

также не обеспечивает 100% сохранности и требует оптимизаций условий 

культивирования. Использование ферментативного полиаденилирования, в свою 

очередь, оказывается сложно стандартизуемым процессом, что также негативно 

сказывается на масштабировании данной технологии [114, 195, 278, 295, 332]. 

К преимуществам линейных мРНК-векторов векторов стоит отнести 

быстроту внесения модификаций, нулевой риск интеграции РНК в геном, высокую 

эффективность трансляции, универсальность, а также низкую иммуногенность 

самого вектора. К недостаткам стоит отнести высокую стоимость синтетических 

аналогов кэп-структур, сравнительно высокую токсичность липидных наночастиц, 

нестабильность ДНК-матриц-содержащих длинные поли-(А)-хвосты и 



33 

необходимость холодовой цепи при транспортировке. Также последние данные 

говорят о смещении рамки считывания при трансляции белка с мРНК, содержащей 

N1-метилпсевдоуридин, что может приводить к нежелательным побочным 

эффектам [46, 203, 285]. 

Отдельно стоит рассмотреть механизм активации врожденного иммунитета 

линейными мРНК-векторами. 

Существует два основных типа рецепторов врожденного иммунитета: 

эндосомальные и цитоплазматические. Среди эндосомальных рецепторов РНК-

векторы активируют TLR3, TLR7 и TLR8, а среди цитоплазматических RIG-1 и 

MDA-5. В разрезе мРНК-векторов также стоит отметить TLR9, который 

активируется CpG-мотивами в бактериальной ДНК, в данном случае остаточными 

количествами матрицы для синтеза РНК. 

Активаторами TLR3 и MDA-5 являются длинные двуцепочечные участки РНК. 

В норме линейные мРНК не активируют этот рецептор. Однако в ходе in vitro 

транскрипции в реакции образуются побочные двуцепочечные продукты, которые 

вызывают активацию TLR3. Решением этой проблемы является очистка целевой 

РНК от побочных двуцепочечных продуктов [330]. 

Также важную роль в индукции иммунного ответа на линейные мРНК-векторы 

играют TLR7 и TLR8. Активатором TLR7 являются Г-У-богатые участки РНК, а 

активатором TLR8 – А-У-богатые. Линейная мРНК является сильным активатором 

TLR7 и TLR8. Для решения это проблемы в составе мРНК уридин заменяют на N1-

метилпсевдоуридин. В результате модифицированный нуклеотид не может 

попасть в активный центр фермента из-за стерического фактора, что защищает РНК 

от деградации [31, 123, 132, 316]. 

Ещё одним важным активатором врожденного иммунного ответа является RIG-

1. Ранние исследования показали, что RIG-1 активируется за счет фосфатных групп 

на 5` конце молекулы РНК [229]. 
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Однако позднее было показано, что к его активации приводят шпильки, при 

этом размер комплементарного участка может составлять менее 30 нуклеотидов, в 

то время как размер петли не влияет активацию [22]. Lee и др. показал, что при 

использовании фрагментов кольцевых шпилек генома вируса гриппа активация 

RIG-1 происходит и в отсутствие трифосфата [162]. 

Целевая линейная мРНК в составе препаратов имеет на 5` конце кэп-структуру 

и в норме не активирует RIG-1, однако примеси некэпированной РНК способны его 

активировать. В то же время было показано, что использование N1-

метилпсевдоуридина снижает его активацию даже при отсутствии кэпа, хотя и не 

полностью [65, 118]. 

Также стоит рассмотреть активацию TLR9, которая может происходить при 

некачественной деградации ДНК-матрицы для синтеза и недостаточной очистке 

целевого продукта [310]. 

1.3.2 САМОРЕПЛИЦИРУЮЩИЕСЯ МРНК-ВЕКТОРЫ 

Основой для создания самореплицирующихся РНК-векторов стали РНК-

вирусы из семейства альфавирусов. В 1991 году Liljeström и другие создали вектор 

на основе вируса леса Симлики. Из целевого вектора удалили белки капсида, что 

не позволило получать полноценные вирусные частицы, а вирусный аппарат 

амплификации РНК оставили, что позволило размножать количество копий РНК в 

клетке. При этом для упаковки этих частиц использовался репликативно 

дефектный хелперный вирус [167]. По аналогичной схеме были созданы векторы 

на основе вируса венесуэльского энцефаломиелита лошадей (VEEV) и вируса 

Синдбис [62, 106]. 

Уже в 1995 году Zhou X и др. успешно применили вектор на основе вируса 

леса Симлики для создания вакцины против гриппа, эффективно защищавшей 

мышей от летальной инфекции [338]. Однако полноценное использование этих 

систем как самореплицирующихся РНК-векторов, не содержащих вирусные белки 
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началось в 2012 году с работы Geall и др. Они показали возможность успешного 

применения самореплицирующейся РНК, упакованной в липидные наночастицы 

для индукции иммунного ответа [93]. 

На сегодняшний день единственным одобренным к применению препаратом 

на основе самореплицирующейся РНК является вакцина от COVID-19 ARCT-154 

[210]. 

Также в настоящее время ведутся клинические испытания вакцин на основе 

самореплицирующейся РНК против вируса бешенства и вируса гриппа [3, 247]. 

Также самореплицирующиеся РНК-векторы показали свою применимость 

при пассивной иммунизации. В частности, Erasmus и др. показал протективный 

эффект нейтрализующих антител против вируса Зика в составе 

самореплицирующегося РНК-вектора от летальной инфекции [78]. 

К преимуществам самореплицирующихся РНК-вакцин стоит отнести их 

эффективность при введении низких доз за счет репликации и возможность 

продукции белка как в делящихся, так и неделящихся клетках. Также стоит 

отметить отсутствие предсуществующего иммунитета к белкам этих вирусов в 

большинстве стран [63, 107, 152, 201]. 

Среди недостатков самореплицирующихся векторов стоит отметить 

высокую активацию врожденного иммунного ответа. Помимо общей для всех РНК-

векторов проблемы активации TLR3 и MDA-5 побочными продуктами in vitro 

транскрипции самореплицирующаяся РНК при попадании в эндосому 

дополнительно активирует TLR7 и TLR8, а в ходе своей репликации является 

сильнейшим триггером рецепторов MDA-5 и RIG-1. Также стоит отметить, что 

введение в состав этой РНК N1-метилпсевдоуридина приводит к потере 

возможности амплификации, что сводит на нет преимущества этого типа векторов. 

Альтернативным подходом является модификация вирусной полимеразы или 

использование других модифицированных нуклеотидов [20, 181, 241]. 
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Активация врожденного иммунного ответа в свою очередь, запускают 

продукцию интерферонов I и III типов, которые вызывают деградацию РНК, арест 

трансляции и привлечение иммунных клеток. С одной стороны, привлечение 

иммунных клеток играет роль адъюванта, положительно влияя на эффективность 

вакцинации. С другой стороны, чрезмерная активация врожденного иммунитета 

приводит к низким уровням продукции антигена, что оказывает негативное 

влияние на эффективность вакцинации [176, 246]. Для снижения нежелательной 

иммуногенности ряд исследователей предлагают ко-экспрессировать ингибиторы 

nF-kB пути [168]. 

К другим недостаткам стоит отнести большой размер вектора, что усложняет 

процессы инкапсуляции, невозможность использования модифицированных 

нуклеотидов для повышения стабильности, а также низкую точность вирусной 

полимеразы, что приводит к накоплению мутаций в целевом гене при репликации 

in vivo. Также стоит отметить, что при in vitro транскрипции требуется 

использование аналогов кэпа, однако из-за введения значительно меньших доз 

препаратов самореплицирующейся РНК этот фактор не оказывает значительного 

влияния на себестоимость её производства [63, 107, 152, 201]. 

1.3.3 КОЛЬЦЕВЫЕ МРНК-ВЕКТОРЫ 

Векторы на основе кольцевой мРНК представляют собой ковалентно 

замкнутые молекулы, единственным обязательными элементом является целевой 

ген, другие элементы вектора отличаются в зависимости от методов циклизации и 

трансляции. Эти аспекты будут подробнее рассмотрены в соответствующих 

разделах, посвященных кольцевым мРНК-векторам. 

Впервые природные кольцевые РНК были обнаружены в 1976 году. В работе 

Sanger et. al. было описано 4 кольцевых РНК, выделенных из растений. Затем в 1979 

году они были обнаружены и в культуре HeLa, и в ткани Drosophila [120, 265]. 
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В 1995 Chen et. al показал возможность in vitro трансляции белка с кольцевых 

мРНК при наличии в них сайта посадки рибосомы. При этом также была показана 

невозможность использования классического кэп-зависимого механизма 

трансляции. Эти открытия заложили основу для дальнейших исследований в 

области кольцевых мРНК [45]. 

В настоящее время нет одобренных к применению препаратов на основе 

кольцевой мРНК, однако ведется ряд клинических испытаний Эти препараты 

охватывают не только вакцины против инфекционных и опухолевых заболеваний, 

но также терапию аутоиммунных и других заболеваний  

Среди вакцин на основе кольцевой мРНК стоит отметить препарат TI-0093, 

разработанный компанией Therorna, для лечения рака, вызванного 

папилломавирусной инфекцией. В качестве антигенов используются белки Е6 и Е7 

папилломавируса человека 16 серотипа. Для удаления онкогенного потенциала 

этих белков в домены, отвечающие за взаимодействие с белком р53, были внесены 

мутации [284, 337]. 

В настоящее время завершены клинические испытания по изучению 

безопасности кольцевой мРНК-вакцины от вируса SARS-Cov-2. В данной вакцине 

используется не полноразмерный S-гликопротеин, а его рецептор-связывающий 

домен [14, 240]. 

Также на основе кольцевых мРНК был создан ряд терапевтических 

препаратов, например компания PegBio проводит клинические испытания 

препарата от диабета второго типа. В его основе лежит кольцевой мРНК-вектор, 

кодирующий аналог глюкагоноподобного пептида-1 (GLP-1) [4]. 

Компанией Shanghai CirCodeBiomed был разработан препарат HM2002 для 

лечения ишемической болезни сердца. Ввиду значимости данного заболевания 

Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и 

медикаментов присвоило статус ускоренной разработки (FDA Fast Track 
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Designation). В качестве терапевтического гена используется фактор роста 

эндотелия сосудов (VEGF). Важно также отметить, что компания разработала 

собственную проприетарную технологию получения кольцевого мРНК-вектора. 

Это говорит о высоком интересе фармацевтической отрасли к этой сфере и 

готовности к фундаментальным исследованиям в этой области [84]. 

В марте 2026 года компания Shanghai CirCodeBiomed подала заявку на 

проведение клинических испытаний ещё одного препарата на основе кольцевой 

мРНК HM2003. Препарат направлен на создание коллатеральных сосудов и 

улучшение кровообращения конечностей, однако более подробной информации в 

пресс-релизе компании представлено не было [53]. 

Осенью 2024 года в США были одобрены первые клинические испытания 

препарата RXRG001, кодирующего ген аквапорина-1, для лечения ксеростомии, 

вызванной радиотерапией. А в марте 2025 года компанией RiboX Therapeutics 

начались его клинические испытания [283]. 

Еще одним препаратом, разрабатываемым компанией RiboX Therapeutics, 

является препарат RXIM002, предназначенный для CAR-T терапии В-клеточных 

аутоиммунных заболеваний. В его основе лежит кольцевая мРНК, которая 

кодирует химерный CAR-T рецептор, нацеленный на CD19. В отличие от 

традиционного ex vivo подхода к CAR-T терапии этот препарат вводится пациенту 

внутривенно [259]. Ещё один препарат TI-0032, функционирующий по такому же 

принципу, но разработанный компанией Therorna, также проходит клинические 

испытания в настоящий момент [294]. 

Наряду с CAR-T терапией компанией Therorna разрабатывается 

альтернативный подход к лечению В-клеточных аутоиммунных заболеваний. В его 

основе лежит кольцевая мРНК, кодирующая биспецифическую молекулу, которая, 

связываясь с CD3 на поверхности Т-клетки и с CD19 на поверхности В-клетки, 

приводит к их сближению и уничтожению последней [291]. 
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В последние годы появляются данные об использовании кольцевой мРНК 

для экспрессии антител или их фрагментов. Так Y. Liu и др. показали эффективную 

терапию метастазов HER-2-положительного рака груди у мышей при 

использовании кольцевого мРНК-вектора, кодирующего одноцепочечный 

вариабельный домен антитела к PD-L1 (scFv-PD-L1) [174]. 

Далее будут рассмотрены рецепторы врожденного иммунитета, с которыми 

взаимодействует кольцевая мРНК и технологические особенности платформы. 

Как и для других типов РНК-векторов, побочные двуцепочечные продукты in 

vitro транскрипции способны активировать TLR3 [330]. 

В то же время благодаря своей замкнутой структуре кольцевые мРНК-векторы 

не активируют TLR7 и TLR8. Однако даже небольшие примеси линейных 

предшественников способны индуцировать их активацию. Аналогичная ситуация 

происходит с цитоплазматическим рецептором RIG-1: кольцевые векторы инертны 

по отношению к этому рецептору, в отличие от линейных предшественников. Эта 

особенность требует тщательной очистки и контроля качества препаратов [316]. 

Еще одним подходом для снижения активации врожденного иммунитета 

является использование модифицированных нуклеотидов. Однако для кольцевых 

мРНК-векторов применяют N⁶-метиладенозин, а не N1-метилпсевдоуридин [48, 

50]. 

В то же время у пикорнавирусов были обнаружены вторичные структуры РНК, 

которые подавляли иммунный ответ. Например, у пикорнавирусов родов 

Cardiovirus и Aphthoviru с 5` стороны от IRES-элемента был выявлен длинный 

полицитозиновый участок, размер которого варьируется в зависимости от вида и 

может достигать 400 нуклеотидов [117, 121, 224]. В ряде работ было показано, что 

его частичная или полная делеция существенно снижала инфекционность вируса у 

взрослых животных, но не у новорожденных, не затрагивая также in vitro 

инфекционность [70, 108, 111, 189, 190 224, 249,]. Это говорит о наличии какой-то 
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важной функции в данном участке, ответственной не за саму репликацию вируса, 

а за его элиминацию иммунитетом. Более того было показано, что такие вирусы 

давали более сильный иммунный ответ, чем их дикие аналоги [216, 224]. 

Теоретически эти структуры могут быть использованы в качестве составных 

элементов кольцевых мРНК-векторов, однако на данный момент работы по этой 

теме отсутствуют. 

Отдельно стоит рассмотреть технологические особенности получения 

кольцевых мРНК-векторов, и особенности трансляции.  

Существует целый ряд подходов к получению кольцевых мРНК: 

 химическое лигирование; 

 ферментативное лигирование; 

 интроны циклизации. 

Химическое лигирование  

Для химической сшивки РНК используются такие активирующие агенты, как 

цианогенбромид (BrCN) и 1-этил-3-(3′-диметиламинопропил) карбодиимид (EDC).  

Этот метод имеет ряд недостатков. Например, из-за большого количества 

свободных гидроксильных групп образуется смесь побочных продуктов. Помимо 

целевой кольцевой молекулы мРНК, соединенной 5`-3` фосфодиэфирной связью 

продуктами являются кольцевые молекулы с 5`-2` связью. Другими 

нежелательными побочными продуктами являются димерные и олигомерные 

линейные молекулы мРНК, полученные при межмолекулярной сшивке двух и 

более молекул. Наконец по мере увеличения размера молекулы РНК падает 

эффективность циклизации. Отдельную опасность представляют остаточные 

количества токсичных активирующих агентов и продуктов реакции. Поэтому в 

настоящее время данный метод практически полностью вытеснен 

ферментативными и рибозимными методами циклизации мРНК [209, 308].  
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Ферментативное лигирование 

В качестве альтернативного подхода применяют ферментативное 

лигирование с использованием РНК- и ДНК-лигаз. Среди недостатков данного 

подхода стоит отметить необходимость того, чтобы на 5` конце мРНК находилась 

монофосфатная группа, в то время как продукты in vitro транскрипции содержат на 

5` конце трифосфат. Для получения целевой группы требуется дополнительные 

стадии дефосфорилирования и кинирования. Другим способом ращения этой 

проблемы является добавление в среду нуклеотид монофосфатов. Также помимо 

циклизации РНК возможно получение димерных и олигомерных продуктов, как и 

при химическом лигировании. Наконец использование сплинтов также 

увеличивает себестоимость [227, 308]. 

Среди преимуществ данного метода можно указать отсутствие швов и 

«лишних» нуклеотидов, а также безопасность и значительно большую 

эффективность, в сравнении с химическим методом сшивки [308]. 

Интроны циклизации  

В настоящее время известно два типа интронов циклизации: интроны 1 и 2 

типов. Интроны первого типа были обнаружены у вирусов, бактерий, а также в 

рибосомальной и митохондриальной РНК эукариотов [113, 308]. 

Интроны первого типа представляют собой сложную структуру, состоящую 

из 10 доменов. Для своего функционирования интронам 1 типа необходим гуанозин 

трифосфат, а также ионы магния [205, 308, 315].  

В природе происходит вырезание интронов и сшивка экзонов, при этом если 

поменять местами эти последовательности, то произойдет циклизация линейной 

молекулы голова к хвосту, или обратный сплайсинг [308]. 

В 1992 году Puttaraju and Been обнаружили, что интроны, участвующие в 

сплайсинге пре-тРНКлейцин Anabaena PCC7120, подходят для in vitro циклизации 
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РНК [237]. А в 1994 году, Ford E. и Ares M применили интрон, полученный из гена 

тимидилатсинтазы (td) бактериофага T4 для циклизации РНК [86]. В 2018 году 

Wesselhoeft et. al. создали самосплайсирующийся in vitro кольцевой мРНК-вектор, 

в основе которого лежит интрон пре-тРНКлейцин Anabaena. Также была показана 

успешная циклизация мРНК размером 5 тыс. оснований [315]. В качестве 

альтернативы в 2021 году Rausch et. al. была предложена модификация интронов 

из гена тимидилатсинтазы бактериофага Т4 для повышения выходов реакции 

циклизации [245, 308]. 

Схожий, но несколько иной механизм действия имеют интроны 2 группы. 

Интроны 2 типа, представляют собой мобильные генетические элементы. Они не 

так распространены в природе, как интроны 1 типа, и встречаются 

преимущественно в геномах бактерий и органелл. Некоторые исследователи 

считают интроны 2 типа предшественниками ретротранспозонов и сплайсосомных 

интронов эукариот [155]. В отличие от интронов 1 типа в их структуре 

насчитывается всего 6 доменов [169, 239, 250]. 

Большинство интронов второй группы кодируют интрон-кодируемый белок 

(IEP), расположенный в петле домена IV. Этот IEP играет решающую роль в in vivo 

сплайсинге, стабилизируя вторичную структуру и повышая каталитическую 

активность интронов. В то же время, была показана способность интронов 2 типа к 

произвольному сплайсингу in vitro [155, 238, 308]. 

Ключевым отличием интронов второго типа является отсутствие 

необходимости в ГТФ для инициации реакции, а также образование связанных 

между собой интронов 5'-2', связью [308]. 

К преимуществам интрон-экзонного подхода циклизации можно отнести её 

автокаталитичность, что существенно упрощает технологию и снижает 

себестоимость. Также для данной технологии существенно увеличен предельный 

размер, который может успешно циклизоваться, в отличие от ферментативного 

лигирования и тем более химической сшивки. К недостаткам технологии стоит 
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отнести наличие «шва» – остаточного участка экзонов, которые могут быть 

потенциально иммуногенны1 [308, 315]. 

Chen et. al. показали, что значительную роль в иммуногенности играет 

организм происхождения интронов. В частности, при использовании интронов 

циклизации, полученных от гена тимидилатсинтазы (td) бактериофага T4, была 

показана активация врожденного иммунного ответа. При этом эффект сохранялся 

независимо от того вводилась ли РНК, циклизованная с помощью интронов, РНК, 

содержащая интроны, но циклизованная ферментативно, или ДНК, с которой 

клетках транскрибировалась и процессировалась эта РНК внутри клетки. В то же 

время при использовании для циклизации интрона гена человека ZKSCAN1 или 

интрон Drosphila laccase2 активации иммунного ответа не наблюдалось. Более 

того, было показано, что включение в состав одной молекулы РНК и интронов 

бактериофага Т4 и интронов гена человека ZKSCAN1 делает РНК неиммуногенной 

независимо от порядка расположения интронов в векторе [51]. 

Далее подробно будут рассмотрены подходы к трансляции целевых белков с 

кольцевых мРНК векторов 

Трансляция белка с кольцевых мРНК-векторов 

Кольцевые РНК в клетке не подвергаются ни кэпированию, ни 

полиаденилированию и для трансляции они используют кэп-независимые 

механизмы. К настоящему моменту достоверно известно о четырех способах 

трансляции белка с кольцевых мРНК [308]: 

 трансляция по типу катящегося кольца; 

 трансляция опосредованная N⁶-метиладенозином; 

 искусственная кэп-зависимая трансляция; 

 IRES-зависимая трансляция. 

Рассмотрим подробнее каждый из них. 
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Трансляция по типу катящегося кольца 

В 1998 г. Perriman и Ares показали, что кольцевые молекулы РНК могут 

транслироваться в E. сoli [226]. Abe et al. показали, что при отсутствии стоп-

кодонов бактериальная рибосома продолжает трансляцию. Позднее Fan et al. 

показали, что около 50% белков, транслируемых с эндогенных кольцевых мРНК, 

делают это по типу катящегося кольца [81]. В результате образуются длинное 

конкатемерные белки, состоящие из повторяющихся целевых белков. С одной 

стороны, пропускание стадии инициации существенно повышает трансляционную 

активность, с другой стороны, этот подход требует введения протеазных сайтов и 

дизайна нуклеотидной последовательности вектора, также существует риск 

неправильного фолдинга и агрегации целевого белка. Наконец, из-за наличия 

скрытых рамок считывания в кольцевых РНК использование трансляции по типу 

катящегося кольца может приводить к образованию нежелательных побочных 

продуктов [5, 6, 81, 308]. 

В настоящее время этот подход не нашел применения при разработке 

иммунологических препаратов. 

Трансляция опосредованная N⁶-метиладенозином 

Было показано, что метилированный аденозин в составе определенных 

мотивов, таких как RRACH (где R = Г или A; H = A, Ц или У), позволяет с высокой 

эффективностью транслировать белок с кольцевой РНК [124].  

При этом трансляция, опосредованная N6-метиладенозином, присутствует в 

различных типах клеток. Более того, даже единичного метилированного сайта 

оказывается достаточно для начала трансляции [233, 322]. 

Включение метиладенозина в состав кольцевой мРНК также повышает её 

устойчивость к разрушению нуклеазами и снижает иммуногенность, что повышает 

продолжительность трансляции [48, 50].  
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Однако данный механизм остается недостаточно изученным и его 

использование в кольцевых мРНК-векторах ограничено. В отличие от добавления 

N6-метиладенозина для повышения стабильности и снижения иммуногенности 

[308]. 

Искусственная кэп-зависимая трансляция 

Кэп-структура на 5` конце линейной мРНК играет одну из ключевых ролей в 

инициации трансляции, привлекая трансляционный комплекс через 

взаимодействие с факторами инициации трансляции. В тоже время для 

кэпирования требуется свободный конец молекулы мРНК, поэтому природные 

кольцевые мРНК не подвергаются кэпированию [308]. В то же время кэп не удается 

включить в состав кольцевой РНК при транскрипции [142]. 

Для решения этой проблемы были созданы кэпированные разветвленные 

олигонуклеотиды, которые затем пришивались к РНК и циклизовались. Из 

преимуществ данной технологии стоит отметить более чем десятикратное 

увеличение трансляционной активности. В то же время данный метод является 

дорогостоящим и трудоемким, а использование многостадийного химического 

синтеза требует повышенного контроля качества препаратов на предмет 

токсичности [47, 308]. 

В качестве альтернативного подхода Fukuchi,et. al. предложил использовать 

гибридизацию кэпированных нуклеотидов с кольцевой РНК, кодирующей целевой 

белок. Это значительно упростило технологию производства таких векторов. В 

работе было показано значительное повышение трансляционной активности, 

однако была обнаружена существенная активация врожденного иммунного ответа, 

за счет образования двуцепочечной РНК при гибридизации. Также была показана 

невозможность комбинирования данного подхода с использованием IRES-

элементов [90]. 
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В настоящее время широкого применения в производстве 

иммунобиотехнологических препаратов этот подход не нашел. 

IRES-зависимая трансляция  

IRES – internal ribosome entry site представляет собой последовательность 

РНК, служащую для привлечения рибосомы по кэп-независимому механизму [7]. 

Вирусные IRES-элементы имеет сложную вторичную структуру, состоящую 

из шпилек и псевдоузлов различной длины [73, 161, 225, 280,]. 

Первоначально они были обнаружены у вирусов из семейства Picornaviridae., 

где они располагаются на 5` конце геномной РНК. Именно эти IRES-элементы 

являются наиболее изученными [126, 308]. 

Было также показано, что пикорнавирусы сохраняют свою активность даже 

при замене родного IRES-элемента на другой, принадлежащий этому же роду, что 

говорит о значительной универсальности IRES-элементов, как инструмента 

трансляции [224, 326]. 

Существует большое разнообразие вирусных IRES-элементов, помимо этого 

ведутся работы по поиску IRES-подобных элементов в клетках эукариотов [58, 139, 

312]. 

По вторичной структуре и используемых механизмах трансляции IRES-

элементы можно разделить на 4 группы [139, 323]: 

 подобные IRES паралича сверчка CrPV; 

 подобные IRES вируса гепатита С; 

 подобные IRES вируса энцефаломиокардита; 

 подобные IRES полиовируса. 

Схематическое изображение вторичной структуры, а также трансляционных 

особенностей перечисленных групп приведено на рисунке 2. 
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Рисунок. 2 – Схематическое изображение различных групп IRES-

элементов, а также необходимых для трансляции факторов. 

Адаптировано из [308]. 

IRES-элементы подобные IRES-элементу вируса паралича сверчка 

CrPV 

Помимо вируса паралича сверчка туда также относятся IRES-элементы 

кишечного вируса Plautia stali (PSIV) и вируса синдрома Таура (TSV). Этот тип 

IRES-элементов является наиболее компактным (около 200 нуклеотидов) [83, 100, 

131, 137, 207]. 

Главной особенностью этой группы является способность 

взаимодействовать с 40S-субъединицей рибосомы напрямую, без участия других 

кофакторов. Однако стоит отметить, что этот тип IRES-элементов способен 

инициировать трансляцию не с АУГ-кодона, что может приводить к смещению 

рамки считывания и нежелательным побочным явлениям при их клиническом 

применении [308, 323]. 
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IRES-элементы подобные IRES-элементу вируса гепатита С  

Помимо вируса гепатита С (семейство Flaviviridae), эта группа включает 

представителей пикорнавирусов: вирус классической чумы свиней (CSFV), 

тешовирус свиней 1 (PTV-1) пикорнавирус обезьян (SPV). IRES-элементы этой 

группы способны взаимодействовать с 40S-субъединицей, однако для 

эффективной инициации им нужны такие эукариотические факторы инициации как 

eIF2 и eIF3 [230, 308, 323]. 

Этот тип IRES не нашел широкого применения, так как с одной стороны, 

требует факторов инициации трансляции и сравнительно больше вируса паралича 

сверчка, с другой стороны, обладает значительно меньшими уровнями 

трансляционной активности, чем IRES-элементы подобные полиовирусам [143]. 

IRES-элементы подобные IRES-элементу вируса энцефаломиокардита  

Помимо EMCV эта группа включает также вирус ящура (FMDV) и вирус 

энцефаломиелита мышей Тейлера (TMEV) и другие. В отличие от двух 

предыдущих групп показано, что IRES-элементы этой группы не способны 

напрямую взаимодействовать с рибосомой и для инициации трансляции им 

необходим ряд факторов. Одним из таких факторов является РТВ (Polypyrimidine 

Tract-Binding Protein), который связывается с первым доменом IRES-элемента 

[145]. Кроме того, IRES-элементы этого типа взаимодействует с факторами 

инициации трансляции eIF4B, eIF3 и eIF4G [182, 214, 242, 243]. При этом 

природный вирус ящера имеет два стартовых кодона, и трансляция с обоих из них 

регулируется одним IRES-элементом, что потенциально может быть использовано 

при дизайне векторов [15].  
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IRES-элементы подобные IRES-элементу полиовируса  

Эта группа включает в себя IRES-элементы энтеровирусов, вирусов Коксаки, 

в том числе широко используемого Коксаки B3, а также IRES-элементы 

риновирусов. Именно с IRES-элементов этой группы и началось изучение 

вирусной кэп-независимой трансляции [223]. Благодаря этому данная группа 

является наиболее изученной. 

Общая длина IRES-элементов этой группы составляет около 500 

нуклеотидов, а их структура состоит из 6 доменов, при этом делеции I и VI доменов 

не являются критическими для трансляционной активности [25, 48, 315]. 

Как и для предыдущей группы эти IRES-элементы не могут самостоятельно 

связываться с рибосомой, для этого им нужен ряд трансляционных факторов и 

ITAF, таких как РTB, PCBP2 (Poly(C)-binding protein 2), eIF4G/eIF4A, eIF4B и eIF3 

[48, 98, 206, 224,].  

Еще одной отличительной особенностью данного типа IRES-элементов 

является то, что рибосома сканирует мРНК в поисках стартового кодона. Это 

позволяет вносить дополнительные нуклеотиды, например, последовательность 

Козака, между IRES и AУГ-кодоном для повышения экспрессии белка [48, 161, 

323]. 

Особенности трансляции и современный подход к использованию IRES-

элементов 

Было показано, что в стрессовых условиях в эукариотической клетке 

усиливается трансляция по альтернативным кэп-независимым механизмам, в 

частности с использованием IRES-подобных элементов [170, 279]. При этом 

зачастую в клетках этот тип трансляции продолжает функционировать даже при 

подавлении кэп-зависимой трансляции [308, 323]. 
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Эта особенность IRES-элементов была использована Lim et. al. для снижения 

иммунного ответа против самореплицирующегося РНК-вектора. Целевой ген 

транслировался по стандартному кэп-зависимому механизму, а IRES-элемент 

контролировал трансляцию противовоспалительных белков, для предотвращения 

ареста классической трансляции [168]. 

Среди особенностей IRES-элементов важно отметить, что эффективность их 

трансляции зависит от типа клеток, что позволяет делать вектор с 

преимущественно таргетным синтезом белка [48, 308]. 

Накопленные данные свидетельствуют о том, что мутации в IRES также 

влияют на вирулентность и тропизм. Так, было показано, что внесение мутаций в 

IRES-элемент, также может приводить к изменению тропизма. В частности, 

мутация Ц→У в положении 472 IRES-элемента у вакцинного штамма вируса 

полиомиелита Sabin-3 приводила к снижению нейровирулентности. Эта 

особенность открывает поле для дальнейшей разработки таргетной экспрессии 

целевого белка [134]. 

Использование вирусных IRES-элементов в искусственно 

сконструированных кольцевых мРНК является предпочтительной стратегией для 

обеспечения кэп-независимой инициации у эукариот Среди них наиболее 

известными являются вирусы Коксаки B3 (CVB3), полиомиелита (PV), 

энцефаломиокардита (EMCV), ящура (FMDV) и энтеровирусов 29 и 71 (EV 29, 

EV71) [48, 163, 224, 326]. 

Помимо этого, ряд исследователей предлагает модифицировать IRES-

элементы, путем введения в их состав аптамеров и сайтов для связывания с теми 

или иными факторами трансляции, например, фактором инициации 4G (Apt-

eIF4G). В то же время было показано, что IRES-элемент имеет сложную вторичную 

структуру критически важную для его функционирования, и что введение аптамера 

в неоптимальные места приводит к потере трансляционной активности [48]. 
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К преимуществам кольцевых мРНК-векторов стоит отнести их высокую 

стабильность, нулевой риск интеграции в геном, низкую стоимость производства, 

пролонгированную в сравнении с линейной мРНК продукцию целевого белка и 

универсальность. К недостаткам данного типа векторов стоит отнести более низкие 

уровни продукции целевого белка, в сравнении с линейными мРНК-векторами [69, 

259, 294, 308]. 

Ввиду этого целью нашей работы стала разработка кольцевого мРНК-

вектора, обеспечивающего высокий уровень продукции трансгена и изучение его в 

качестве основы для разработки вакцин и средств пассивной иммунизации. 
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2 ГЛАВА МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 МАТЕРИАЛЫ 

2.1.1 ОБОРУДОВАНИЕ 

Для взвешивания компонентов питательных сред и других реактивов 

использовались весы аналитические EX224 (Ohaus, США).  

Для приготовления растворов и сред использовалась магнитная мешалка MR 

Hei-End (Heidolph, Германия).  

Для приготовления сред и реактивов использовалась дистиллированная вода, 

полученная с использованием аквадистиллятора (GFL, Германия), и осмотическая 

вода, полученная с помощью системы очистки Milli-Q® Type 1 (Merck, Германия). 

Измерение рН растворов проводилось pH-метром Mettler Toledo Seven 

Compact Duo S213(Mettler Toledo GmbH, Швейцария). 

Стерилизация посуды и сред методом автоклавирования проводилась в 

автоклаве 2540ML(Tuttnauer, Израиль). 

Для определения количества и чистоты нуклеиновых кислот использовался 

спектрофотометр NanoDrop-1000 (Thermo Fisher Scientific, США). 

Линеаризацию ДНК-матриц проводилась в твердотельном термостате с 

термостатируемой крышкой «Гном» (ДНК-Технология, Россия). 

Трансформацию компетентных клеток и инактивацию фетальных сывороток 

проводилась в водяной бане WB-4MS (BioSan, Латвия). В работе также 

использовался ледогенератор PORKKA KF 45 (PORKKA, Финляндия). 

ПЦР и реакция сборки по Гибсону проводились в амплификаторе T100 

Thermal Cycler (Bio-Rad, США). 
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Электрофорез проводился в горизонтальной камере для электрофорезов (Bio-

Rad, США) с источником питания «Эльф-4» (ДНК-Технология, Россия). 

Для визуализации результатов электрофореза использовался 

трансиллюминатор TCF-26LMX для Fusion, Vilber Lourmat. 

Культивирование клеточных линий проводилось в CO₂-инкубаторе SANYO 

MCO-19AIC(UV) (SANYO, Япония). 

Микроскопия клеточных линий при культивировании и трансфекции 

проводилась на микроскопе инвертированном флуоресцентном CKX41 (Olympus, 

Япония). 

Подсчет количества клеток и оценка их жизнеспособности проводились с 

помощью счетчика клеток Countess (Thermo Fisher Scientific, США). 

Оценка результатов ИФА и изучение in vitro люциферазной активности 

проводились на планшетном ридере CLARIOstar (BMG Labtech, Германия). 

Изучение in vitro кинетики люциферазной активности проводилось с 

использованием модуля контроля атмосферы (для ридера CLARIOstar) (BMG 

Labtech, Германия). 

Измерение прижизненной биолюминесценции проводилось на системе IVIS 

Lumina II (Life Sciences, США). 

Приготовление гомогеннатов легких проводилось в гомогенизаторе FastPrep-

24 (MP Biomedicals, США). 

Упаковка мРНК в липидные наночастицы проводилась на приборе 

Nanoassembler Ignite (Precision NanoSystems, США). Диализ проводился с 

использованием диализных кассет Slide-A-Lyzer (20 кДа) (Thermo Fisher Scientific, 

США). 
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Определение размера частиц и их заряда и распределения проводились на 

анализаторе Zetasizer Nano ZS (Malvern, Великобритания). 

Заражение лабораторных животных проводилось в ламинарном боксе класса 

II/тип А2 (ЗАО «Ламинарные системы», Россия). Дальнейшее содержание 

зараженных животных велось в системе IsoCage N (Techniplast, Италия). 

В работе также использовались центрифуги с охлаждением Centrifuge 5804R 

(Eppendorf, Германия) и Centrifuge 5417C (Eppendorf, Германия), морозильные 

установки на -80 оС SANYO Biomedical Freezer (SANYO, Япония) и на - 20 °C MDF-

DU300H-PE (PHCbi, Сингапур), наборы автоматических пипеток переменного 

объема (Thermo Scientific, Россия), электронные дозаторы для серологических 

пипеток (Thermo Scientific, США) и шприцевые фильтры 0,22 мкм PES (Pall 

Corporation, США). 

2.1.2 КЛЕТОЧНЫЕ И БАКТЕРИАЛЬНЫЕ КУЛЬТУРЫ, ВИРУСЫ 

В работе использовались следующие клеточные культуры: 

 HEK-293 (ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия); 

 Vero E6 (ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия); 

 CACO-2 (ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия); 

 первичная культура костного мозга мышей C57BL/6; 

 первичная культура спленоцитов мышей C57BL/6; 

В работе также использовались клетки E. coli штамм Neb stable (New England 

Biolabs, США). 

В работе использовался заражения лабораторных животных использовался 

вирус гриппа А H5N2 A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84 (адаптированный к 

мышам) (коллекция ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия). 
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Для заражения лабораторных животных также использовался вирус SARS-

CoV-2 штамм hCoV-19/Russia/Moscow PMVL-1/2020 (коллекция ФГБУ «НИЦЭМ 

им. Н.Ф. Гамалеи», Россия). 

Для использования в качестве рекрутирующего компонента в стратегии 

“Prime and pull” использовался репликативно дефектный аденовирус человека 5 

типа, не содержащий гена интереса (Ad5-null), предоставленный лабораторией 

молекулярной биотехнологии ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия. 

2.1.3 ПИТАТЕЛЬНЫЕ СРЕДЫ 

Культивирование клеток E. coli проводилось на жидкой и агаризованной 

среде Лурия-Бертрани (Biocomma, Китай) с добавлением Ампициллина 

(Applichem, Германия) до конечной концентрации 100 мкг/мл. 

При проведении трансформации компетентных клеток использовалась среда 

SOB (Himedia, Индия). 

Культивирование клеток НЕК-293 проводилось на среде DMEM (HyClone, 

США) с добавлением эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone, США) до 

конечной концентрации 10%.  

Разведение РНК и трансфекционного агента проводили в среде Opti-MEM I 

(Thermo Scientific, США) 

Для гомогенизации легких, зараженных вирусом гриппа, использовалась 

среда 199 Хэнкса (Gibco, США). 

Для работы с культурой костного мозга использовалась среда ImmunoCult™-

ACF Dendritic Cell Medium (StemCell, США) с добавлением рекомбинантного 

гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) 

(Gibco, США) до конечной концентрации 10 нг/мл 
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Для работы с первичной культурой из селезенки мыши использовалась среда 

RPMI 1640 (HyClone, США), с добавлением инактивированной эмбриональной 

телячьей сывороткой (HyClone, США) до конечной концентрации 10%., а также 

смеси незаменимых аминокислот (Gibco, США)/ 

Во всех средах, использованных для культивирования клеток, конечная 

концентрация Пенициллина 100 ЕД/мл и Стрептомицина 100 мкг/мл. 

2.1.4 ГОТОВЫЕ КОММЕРЧЕСКИЕ НАБОРЫ  

В работе использовались следующие наборы.  

 набор для выделения ДНК из геля и реакционных смесей Cleanup 

Standart (Евроген, Россия); 

 набор для выделения плазмидной ДНК MiniPrep (Евроген, Россия); 

 набор для выделения плазмидной ДНК MidiPrep (Евроген, Россия); 

 GeneArt™ Gibson Assembly HiFi Master Mix (Invitrogen, США); 

 HiScribe T7 High Yield mRNA Synthesis Kit (NEB, США); 

 Monarch mRNA Cleanup Kit (NEB, США); 

 Quant-iT RiboGreen mRNA Reagent (Thermo Fisher Scientific, США); 

 POLIVIR SARS-CoV-2 «Express» (ПЦР-РВ) (Литех, Россия); 

 BD Biosciences Mouse IFN-γ ELISPOT Set (BD Biosciences, США); 

 MagniSort™ Mouse CD8 T cell Enrichment Kit (Thermo Fisher Scientific, 

США); 

 ELISA kit IgG total-EIA-BEST (Вектор-Бест, Россия). 

2.1.5 ФЕРМЕНТЫ ДЛЯ МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ  

Получение ПЦР-фрагментов для молекулярного клонирования проводилось 

Фьюжн ДНК-полимеразой (Biolabmix, Россия). 
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Линеаризация матриц для синтеза мРНК проводилась ферментами 

рестрикции AflII (Thermo Fisher Scientific, США) и BspQI (NEB, США). 

Деградация ДНК-матрицы после проведения in vitro транскрипции 

проводилась ДНКазой I (NEB, США). 

Деградация линейного предшественника кольцевой мРНК проводилась 

РНКазой R (Epicenter, США) 

2.1.6 РЕКОМБИНАНТНЫЕ АНТИГЕНЫ, ТОКСИНЫ, АНТИТЕЛА 

Для изучения протективной активности рекомбинантных антител в составе 

мРНК векторов использовался токсин А Clostridium difficile, предоставленный 

Лабораторией молекулярных основ патогенности ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. 

Гамалеи», Россия, и ботулотоксин, предоставленный Лабораторией 

иммунобиотехнологии ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия. 

Для оценки количества рекомбинантного S-гликопротеина в культуральной 

среде использовалось рекомбинантное антитело 1p1B10-Fc, предоставленное 

лабораторией иммунобиотехнологии ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия. 

В качестве вторичных антител использовался конъюгат козьих антител к IgG мыши 

с пероксидазой хрена (Sigma, США) 

Рекомбинантный CROPs домен токсин А Clostridium difficile для оценки 

продукции рекомбинантного антитела С4.2-Fc был предоставлен Лабораторией 

молекулярных основ патогенности ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия. 

Для оценки титров специфических антител в сыворотке крови 

иммунизированных мышей использовался рекомбинантный рецептор-

связывающий домен S-гликопротеина B.1.1.1 вируса SARS-CoV-2 (SinoBiological, 

Китай). 
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В качестве положительного контроля для построения калибровочной кривой 

при изучении кинетики синтеза рекомбинантного антитела В11-Fc после введения 

мРНК векторов использовалось очищенное антитело В11-Fc, предоставленное 

Лабораторией иммунобиотехнологии ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия. 

2.1.7 ДРУГИЕ РЕАКТИВЫ 

 гуанозин-5′-трифосфат (GTP) (NEB, США); 

 N1-метилпсевдоуридин-5′-трифосфат (Биолабмикс, Россия); 

 кэпирующий реагент CleanCap AG (TriLink, США); 

 ионизируемый липид Acuitas (ALC-0315) (Cayman Chemical Company, 

США); 

 фосфолипид DSPC (Cayman Chemical Company, США); 

 холестерин (Cayman Chemical Company, США); 

 ПЭГ-липид (Cayman Chemical Company, США); 

 D-люциферин (Promega, США); 

 трансфекционный реагент Lipofectamine 2000 (Invitrogen, США); 

 ТМБ (тетраметилбензидин) (Immunotech, Россия); 

 H₂SO₄ (стоп-реагент) (Химмед, Россия); 

 фосфатно-солевой буфер (PBS) (Sigma, США); 

 Маркер молекулярного веса GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher 

Scientific, США). 

2.1.8 РАСХОДНЫЕ МАТЕРИАЛЫ 

При работе с нуклеиновыми кислотами использовались свободные от 

нуклеаз пробирки объемом 15 и 50 мл, а также микропробирки объемом 0,2 мл 0,5 

мл и 1,5 мл и наконечники для автоматических пипеток объемом 10, 200 и 1000 мкл 

(GenFollower, Китай). 

В работе также использовались одноразовые бактериальные чашки Петри 

(Перинт, Россия). Культивирование клеток проводилось на матрасах площадью 25 
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и 75 см2 (Corning, США). Анализ люциферазной активности проводился в 

непрозрачных плоскодонных 96-луночных планшетах (Greiner, Германия). 

Определение вирусной нагрузки проводилось в культуральных плоскодонных 96-

луночных планшетах (Corning, США). Реакция гемагглютинации проводилась в U-

образных 96-луночных планшетах (Corning, США) 

Для гомогенизации легких использовался гранатовый песок для 

гомогенизации 0,7 мм (OMNI International, США) 

2.1.9 ГЕНЕТИЧЕСКИЕ КОНСТРУКЦИИ 

Сборка ДНК-матриц для синтеза кольцевых и линейных векторов 

проводилась на основе плазмиды pCDNA3.1(Zeo+). Нуклеотидная 

последовательность IRES-элементов была синтезирована в компании Евроген 

(Россия). 

В работе использовались IRES-элементы вируса Коксаки B3 (GenBank: 

M33854.1) и риновируса B6 (GenBank: DQ473486.1). 

Плазмида, содержащая последовательность рекомбинантного антитела С4.2-

Fc, была предоставлена Лабораторией молекулярных основ патогенности ФГБУ 

«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия. 

Плазмида, содержащая последовательность рекомбинантного антитела В11-

Fc, была предоставлена Лабораторией иммунобиотехнологии ФГБУ «НИЦЭМ им. 

Н.Ф. Гамалеи», Россия. 

Плазмида, содержащая последовательность S-гликопротеина вируса SARS-

CoV-2, была предоставлена Лабораторией клеточной микробиологии ФГБУ 

«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия. 

Плазмида, содержащая последовательности рекомбинантных выравненных 

белков M2 и NP вируса гриппа А, была предоставлена н.с лаборатории 
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молекулярной биотехнологии ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия 

Щербининым Д.Н.  

ДНК-матрицы для синтеза линейной мРНК, кодирующей S-гликопротеин 

вируса SARS-CoV-2 и рекомбинантное антитело В11-Fc, были предоставлены 

лабораторией механизмов популяционной изменчивости патогенных 

микроорганизмов ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи», Россия. 

2.1.10 ЛАБОРАТОРНЫЕ ЖИВОТНЫЕ 

Для изучения кинетики люциферазной активности in vivo, гуморального 

иммунного ответа и выживаемости при летальной инфекции вирусом гриппа А 

использовались самки лабораторных мышей линии BALB/ полученные из Филиала 

«Андреевка» ФГБУН НЦБМТ ФМБА России/ Возраст животных варьировался от 

6 до 8 недель, вес – от 18 до 20 г, Статус животных SPF. 

Для изучения протективной активности против летальной интоксикации 

ботулотоксином и токсином А Clostridium difficile и клеточного иммунного ответа 

против вируса гриппа А использовались самки мышей линии C57B1/6, весом 18 - 

20 г и возрастом 6 - 8 недель., статус здоровья SPF. Животные также были получены 

из Филиала «Андреевка» ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. 

Для изучения иммуногенности и протективной активности мРНК векторов 

против летальной инфекции вирусом SARS-CoV-2 использовались трансгенные 

мыши F1, полученные путем скрещивания нетрансгенных самок мышей C57BL/6 

Gamrc (ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России) и трансгенных 

самцов B6.Cg-Tg(K18ACE2)2Prlmn/J (Jackson Laboratory). Статус животных SPF. 

Все животные имели неограниченный доступ к пище и воде. При содержании 

использовались предварительно стерилизованные клетки, корма, подстилка и вода. 

Содержание лабораторных животных проводилось в соответствии с ГОСТ 33044-

2014 «Принципы надлежащей лабораторной практики», а также при соблюдении 
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«Европейской Конвенции о защите позвоночных животных, используемых для 

экспериментов или в иных научных целях» и «Директивы 2010/63/EU 

Европейского Парламента и Совета Европейского союза по охране животных, 

используемых в научных целях» от 22 сентября 2010 года. 

Для постановки реакции гемагглютинации вирусами гриппа использовалась 

суспензия эритроцитов морской свинки. 

Эксперименты были одобрены локальными комитетом по биомедицинской 

этике ФГБУ «НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России в соответствии с 

протоколами №93 от 14 мая 2025, №96 от 23 мая 2025, №97 от 03 июня 2025 и №100 

от 24 июля 2025. 

2.2 МЕТОДЫ 

2.2.1 ПОЛИМЕРАЗНАЯ ЦЕПНАЯ РЕАКЦИЯ 

Для получения ПЦР-продуктов для клонирования использовалась Фьюжн 

ДНК-полимераза (Biolabmix, Россия). Реакционная смесь готовилась согласно 

инструкции производителя.  

Амплицифкацию ПЦР-продуктов проводили в амплификаторе T100™ 

Thermal Cycler (Bio-Rad, США). Программа амплификации состояла из следующих 

этапов: 

1. Изначальная денатурация – 95 оС 3 минуты. 

2. 30 циклов амплицикации: 

 денатурация 95 оС 15с; 

 отжиг праймеров 55-65 оС 10с (температура варьировалась в 

конкретных случаях в зависимости от используемой матрицы и 

праймеров); 
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 элонгация 72 оС 1-5 мин (длительность элонгации варьировалась от 

размера амплифицируемого фрагмента). 

3. Финальная элонгация – 5 мин. 

Для создания панели кольцевых мРНК-векторов применялся кольцевой ПЦР, 

пары использованных праймеров приведены в таблице 1. 

Таблица 1 – Праймеры, использованные для получения панели кольцевых 
мРНК векторов. 

Конструкция 
Название 

праймеров 
Последовательность 

CVB3-polyAC 

CVB-polyAC-F 5`-CAAAAAAAACAAAAAAAAAACCAAAAAAAC-
AAAACACATTAAAACAGCCTGTGGGTTGATC -3` 

polyAC-R 5`-GGTTTTTTTTTTGTTTTTTTTGTTTTTTGTTTTTCG-
GCTATTGCGTTTCCGGCGT -3` 

CVB3-PABP3 

CVB3-PABP3-F 5`-CAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAATAATTG-
ACTAATTAAAACAGCCTGTGGGTTGATC -3` 

PABP3-R 5`-TTAGTCAATTATTTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTTTT-
GGTTTTTTTTTTTTCGGCTATTGCGTTTCCG-3` 

HRVB6-
polyAC 

HRVB6-polyAC-F 5`-CAAAAAAAACAAAAAAAAAACCAAAAAAACA-
AAACACATTAATACAGCGGATGGGTATCCCACC-3` 

polyAC-R 5`-GGTTTTTTTTTTGTTTTTTTTGTTTTTTGTTTTTCG-
GCTATTGCGTTTCCGGCGT -3` 

HRVB6-PABP3 

HRVB6-PABP3-F 5`-CAAAAAAAAAAAATAATTGACTAATTAATACA-
GCGGATGGGTATCC-3` 

PABP3-R 5`-TTAGTCAATTATTTTTTTTTTTTGTTTTTTTTTTTT-
GGTTTTTTTTTTTTCGGCTATTGCGTTTCCG-3` 

Затем для получения мРНК векторов, кодирующих целевые антигены или 

рекомбинантные антитела, использовалось две универсальные пары праймеров для 

амплификации векторов (см. табл. 2). 

Таблица 2 – Универсальные праймеры для амплификации линейного и 
кольцевого мРНК-векторов  

Вектор Название 
праймеров 

Последовательность 

Кольцевой 
Universal-Circ-F 5`-TGATAATAGAAAAAACAAAAAACAAAACGGCTATTATG-3 
Universal-Circ-R 5`-CATGGTGGCGATCACAGTATATTTAAC-3` 

Линейный 
Universal-Linear-F 5`-TGATGACTCGAGCTGGTACTGCATG-3` 
Universal-Linear-R 5`-GGTGGCGGGTTCTCTCTGAG-3` 

Пары праймеров, использованные для амплификации целевых генов, 

приведены в таблице 3. 
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Таблица 3 – Наборы праймеров для амлификации целевых генов  
Целевой 

ген 
Название 
праймера 

Последовательность праймера 

S-SARS-
Cov-2 

S-to-circ-F 
5`-TATTTGTTAAATATACTGTGATCATGTTTGTGTTCCTTGTGTTA-
TTGCCACTAGTCTCTAGTCAG-3` 

S-to-circ-R 
5`-TTTTTTGTTTTTTCTATTATCATTATGTGTAATGTAATTTGACTC-
CTTTGAGCACGGGC-3` 

M2NP 

M2NP-to-circ-F 5`-TATTTGTTAAATATACTGTGATCATGAGCCTGCTCACCGAGG-3` 

M2NP-to-circ-R 
5`-GTTTTTTGTTTTTTCTATTATCAGGATCTATTGTCGTACTCCT-
CGG-3` 

M2NP-to-linear-
F 

5`-AGACTCAGAGAGAACCCGCCACCATGAGCCTGCTCACCGAGG3` 

M2NP-to-linear-
R 

5`-TGCAGTACCAGCTCGAGTCATCAGGATCTATTGTCGTACTCCTC-
3` 

B11-Fc 
B11-to-circ-F 

5`-TATTTGTTAAATATACTGTGATCATGGGCTGGAGTCTGATCC-
TTC-3` 

Fc-to-circ-R 
5`-TTTTTTGTTTTTTCTATTATCACTTGCCAGGAGACAAAGACA-
GGCTCTTC-3` 

B11 
B11-to-circ-F 

5`-TATTTGTTAAATATACTGTGATCATGGGCTGGAGTCTGAT-
CCTTC-3` 

B11-to-circ-R 
5`-TTTTTTGTTTTTTCTATTATCATGAGGAGACAGTGACCTGGG-
TCCCCTGGCCCCAGTAGTCATACTCA -3` 

C4.2-Fc 

C4.2-to-circ-F 
5`- ATTTGTTAAATATACTGTGATCATGGGCTGGAGCTTGATCCTTC-
TGTTCC-3` 

Fc-to-circ-R 
5`-TTTTTTGTTTTTTCTATTATCACTTGCCAGGAGACAAAGA-
CAGGCTCTTC-3` 

C4.2-to-linear-F 
5`-AGACTCAGAGAGAACCCGCCACCATGGGCTGGAGCTTGAT-
CCTTCTG-3` 

Fc-to-linear-R 
5`-TTTTTTGTTTTTTCTATTATCACTTGCCAGGAGACAAAGACAGG-
CTCTTC-3` 

2.2.2 ЭЛЕКТРОФОРЕЗ В АГАРОЗНОМ ГЕЛЕ  

Электрофорез проводили в трис-ацетатном буфере TAE (40 мМ трис-ацетат 

рН 8.1 и 2 мМ ЭДТА). Для разделения фрагментов ДНК использовали гель с 

содержание агарозы 0,8%. Для анализа мРНК использовался гель с содержанием 

агарозы 1%. Содержание бромистого этидия составляло 0,5 мкг/мл для обоих типов 

гелей. Электрофорез фрагментов ДНК проводился при комнатной температуре, 

электрофорез РНК проводился в холодном ТАЕ-буфере. 

Детекцию фрагментов ДНК осуществляли с помощью системы GelDoc EZ 

Imager (Bio-Rad, США). Для определения молекулярного веса фрагментов ДНК 

использовался маркер молекулярного веса GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific, США). 
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2.2.3 СБОРКА ДНК-МАТРИЦ ДЛЯ СИНТЕЗА РНК  

Целевые ПЦР-продукты были вырезаны из агарозного геля и выделены 

набором Clean up mini (Евроген, Россия) согласно инструкции производителя. 

Определение концентрации выделенной ДНК проводилось 

спектрофотометрически на приборе NanoDrop-1000 (Thermo Fisher Scientific, 

США). Реакция сборки проводилась набором GeneArt™ Gibson Assembly HiFi 

Master Mix (Invitrogen™, США) согласно инструкции производителя. 

2.2.4 ТРАНСФОРМАЦИЯ КОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК  

Компетентные клетки E.coli Neb stable готовили с помощью хлорида кальция 

по методике, описанной Chang и соавт. Трансформацию проводили по 

измененному протоколу Chang и соавт.: Аликвота компетентных клеток была 

разморожена на льду, затем к клеткам была добавлена реакционная смесь после 

сборки матриц по методу Гибсона. Клетки и ДНК инкубиовались на льду в течение 

30 минут, затем проводился тепловой шок при 42 оС в течение 40 секунд, затем 

клетки инкубировались во льду в течение 5 минут, после чего к добавлялась среда 

SOB и культивировалась на шейкере при 37 оС в течение 1 часа [42]. 

2.2.5 СЕКВЕНИРОВАНИЕ ПО СЭНГЕРУ 

Секвенирование полученных конструкций проводилось в лаборатории 

анализа геномов в ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России под 

руководством к.б.н., доцента Ворониной О.Л. В работе использовался 

генетический анализатор 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США). 

2.2.6 ВЫДЕДЕНИЕ ПЛАЗМИДНОЙ ДНК  

Культивирование клеток E.coli Neb stable проводилось на жидкой 

питательной среде Луи-Бертрана. Конечная концентрация ампициллина в среде 

составляла 100 мкг/мл. Культивирование проводилось при 37 оС в течение 18 часов. 
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Выделение плазмидной ДНК проводилось набором MidiPrep (Евроген, Россия) 

согласно инструкции производителя.  

Чистота и концентрация полученной ДНК определялась 

спектрофотометрически на приборе NanoDrop-1000 (Thermo Fisher Scientific, 

США). Стабильность ДНК-матриц определялась методом электрофореза в 0,8% 

агарозном геле. 

2.2.7 ЛИНЕАРИЗАЦИЯ ДНК-МАТРИЦЫ 

Линеаризация матриц для синтеза кольцевой мРНК проводилась ферментом 

рестрикции AflII (Thermo Fisher Scientific, США). Линеаризация проводилась в 

буфере Orange x1 (Thermo Fisher Scientific, США), при 37 оС в течение 18 часов.  

Линеаризация ДНК-матриц для синтеза линейной мРНК проводилась 

ферментом BspQI (NEB, США) Линеаризация проводилась в буфере CutSmart x1 

(NEB, США) при 50 оС в течение 18 часов. 

Качество линеаризации проверялось методом электрофореза в 0,8% 

агарозном геле. Затем полученную матрицу очищали фенол-хлороформной 

экстракцией с последующим переосаждением ацетатом натрия. Очищенную ДНК 

растворяли в деионищированной воде, концентрацию матрицы определяли 

спектрофотометрически на приборе NanoDrop-1000 (Thermo Fisher Scientific, 

США).  

2.2.8 IN VITRO ТРАНСКРИПЦИЯ  

Синтез мРНК проводился набором HiScribe T7 High Yield mRNA Synthesis 

Kit (NEB, США) согласно инструкции производителя. Реакционные смеси для 

получения линейной и кольцевой мРНК отличались. Для синтеза кольцевой мРНК 

смесь содержала уридин-5'-трифосфат, и не содержала кэпирующих агентов. В 

реакцинной смеси для синтеза линейной мРНК уридин-5'-трифосфат был заменен 

на N1-метилпсевдоуридин-5'-трифосфат (YEASEN, Китай). Также в состав 
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добавлялся кэпирубщий агент CleanCap AG (TriLink, США). Реакцию синтеза 

проводили в течение 6 часов, после этого в реакционную смесь добавляли ДНКазу 

I (NEB, США) и инкубировали в течение 30 мин при 37°C для удаления ДНК-

матрицы. Далее проводилась очистка мРНК набором Monarch mRNA Cleanup Kit 

(NEB, США). 

Для получения кольцевой мРНК из её линейного предшественника 

проводилась дополнительная стадия циклизации. Для этого к раствору 

полученного РНК добавляли гуанин-5'-трифосфат до конечной концентрации 2 мМ 

и инкубировали при 55°C в течение 15 мин. Далее снова следовала очистка набором 

Monarch mRNA Cleanup Kit (NEB, США). После этого проводилось разрушение 

остаточного количества линейных предшественников кольцевой мРНК. Для этого 

раствор кольцевой мРНК прогревали при 65°C в течение 3 мин, охлаждали на льду 

и обрабатывали РНКазой R (Epicenter, США) в течение 30 минут при 37°C. Затем 

проводилась окончательная очистка кольцевой мРНК набором Monarch mRNA 

Cleanup Kit (NEB, США). 

2.2.9 УПАКОВКА МРНК В ЛИПИДНЫЕ НАНОЧАСТИЦЫ 

Перед использованием измеряли диаметр, распределение по размерам и 

дзета-потенциал частиц на приборе Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical). 

Эффективность инкапсуляции и концентрацию мРНК в конечных препаратах 

определяли с помощью анализа RiboGreen (Quant-iT RiboGreen mRNA Reagent, 

Thermo Fisher Scientific). 

Липидные наночастицы состояли из ионизируемого липида ALC-0315, 

фосфолипида DSPC, холестерина и ПЭГ-липида в молярном соотношении 

46,3:9,4:42,7:1,6. Липидные компоненты растворяли в этаноле. Очищенную мРНК 

растворяли в 10 мМ цитратном буфере натрия (pH 3,0) до конечной концентрации 

0,2 мг/мл. Затем водную и спиртовую фракции смешивали в соотношении 3:1 на 

устройстве NANOassembler Spark (Precision NanoSystems, США).  
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Полученную смесь диализовали против PBS (pH 7,2) с 10% сахарозой в 

кассетах Slide-A-Lyzer (Thermo Fisher Scientific, США) в течение 24 ч, затем 

стерилизовали фильтрованием через PES-фильтр 0,22 мкм.  

Перед использованием препаратов измеряли диаметр, индекс 

полидисперсности и дзета-потенциал полученных наночастиц на приборе Zetasizer 

Nano ZS (Malvern Panalytical). Эффективность инкапсуляции и концентрацию 

мРНК определяли красителем Quant-iT RiboGreen mRNA Reagent, (Thermo Fisher 

Scientific, США).  

2.2.10 ТРАНСФЕКЦИЯ АДГЕЗИОННЫХ КЛЕТОК ЛИНИИ HEK293 

Трансфекция клеток НЕК293 проводилась реагентом Lipofectamine 2000 

(Invitrogen, США) согласно инструкции производителя. Соотношение мРНК к 

трансфекционному агенту составило 1:2. При трансфекции 96-луночного планшета 

накануне трансфекции клетки засевались в количество 2×10⁴ клеток на лунку. 

Количество мРНК составило 10 нг/лунку. При трансфекции 6-луночного планшета 

для изучения продукции целевых белков количество клеток на лунку составило 

5×10⁵ количество мРНК 1 мкг/лунку. 

2.2.11 ИЗМЕРЕНИЕ ЛЮЦИФЕРАЗНОЙ АКТИВНОСТИ IN VITRO 

Клетки HEK-293 высевали в 96-луночные планшеты, затем проводили 

трансфекцию мРНК-векторами, кодирующими люциферазу светлячка.  

Измерение тотальной люциферазной активности проводили через 18 часов. 

К клеткам добавлялся лизирующий буффер (Promega, США), лизис проводили в 

течение 20 минут, затем центрифугировали при 12 000 g, супернатант переносили 

в лунки непрозрачного планшета и добавляли D-люциферин (Promega, США) до 

конечной концентрации 5 мМ. Измерение люциферазной активности проводилось 

на планшетном ридере CLARIOstar (BMG Labtech, Германия). 
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При измерении прижизненной кинетики люциферазной активности клетки 

сразу высевали в непрозрачный плоскодонный планшет. (Greiner, Германия). Затем 

через 15 мин после трансфекции в культуральную среду добавляли D-люциферин 

(Promega, США) до конечной концентрации 5 мМ. Затем планшет помещали в 

планшетный ридер CLARIOstar(BMG Labtech, Германия) с модулем контроля 

атмосферы. Эксперимент проводили при 37°C в атмосфере, содержащей 5% CO₂. 

Измерение люциферазной активности проводилось автоматически каждый час, на 

протяжении 120 часов.  

2.2.12 ИЗМЕРЕНИЕ ПРИЖИЗНЕННОЙ ЛЮЦИФЕРАЗНОЙ 

АКТИВНОСТИ IN VIVO 

Самок мышей BALB/c внутримышечно иммунизировали препаратами 

липидных наночастиц, содержащими различные мРНК-векторы, кодирующие 

люциферазу светлячка, в дозе 10 мкг мРНК на мышь. Затем по прошествии 10, 24, 

48 и 72 ч после введения мРНК после седации изофлураном мышам 

внутрибрюшинно вводили 2,5 мкг D-люциферина. Измерение 

биолюминесцентного сигнала проводили на системе IVIS Lumina II (Life Sciences, 

США). 

2.2.13 ИЗМЕРЕНИЕ КОЛИЧЕСТВА S-ГЛИКОПРОТЕИНА SARS-COV-

2 IN VITRO МЕТОДОМ ИФА 

Клетки HEK-293 трансфицировали в 6-луночных планшетах мРНК, 

кодирующими S-гликопротеин вируса SARS-CoV-2. Через 20 ч после трансфекции 

клетки собирали, трижды отмывали PBS и лизировали. Клеточный лизат 

центрифугировали при 12 000 g в течение 10 минут. Супернатант использовали для 

твердофазного ИФА.  

Накануне анализа в лунки 96-луночного планшета (Costar, США) 

сорбировали антитела 1p1B10-Fc [270]. в количестве 100 нг на лунку и 

инкубировали при +4°C в течение ночи. После блокировки и промывок в лунки 
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вносили супернатанты лизатов и контрольные образцы. В качестве 

положительного контроля использовали рекомбинантный S-гликопротеин SARS-

CoV-2 (Sino Biological, Китай).  

В качестве первичных антител использовали сыворотку мышей, 

иммунизированных S-гликопротеином, в разведении 1:1000. Для детекции 

применяли вторичные антитела против IgG мыши, конъюгированные с 

пероксидазой хрена (GE Healthcare, США). Реакцию проявляли субстратом ТМБ 

(Immunotech, Россия) и останавливали 1M H₂SO₄. Оптическую плотность измеряли 

при 450 нм на планшетном ридере CLARIOstar (BMG Labtech, Германия). 

2.2.14 ИЗМЕРЕНИЕ КОЛИЧЕСТВА РЕКОМБИНАНТНОГО 

АНТИТЕЛА С4.2 IN VITRO МЕТОДОМ ИФА 

Клетки НЕК293 были трансфицированы в 6-луночных планшетах, как было 

описано в пункте 2.2.9. По прошествии 18 часов после трансфеции проводился сбор 

культуральной среды и её фильтрование через PES-фильтр с диаметром пор 0,22 

мкм. Полученный фильтрат использовался для постановки ИФА. 

В качестве антигена использовался рекомбинантный CROPs домен TcdA в 

количестве 100 нг на лунку. Сорбцию проводили в карбонатно-бикарбонатном 

буфере (pH 9,6) в течение 16 часов при 4 ºC. На следующий день проводили 

промывку и блокировку. Затем в лунки с антигеном добавляли серию разведений 

культуральной среды (1:1, 1:4, 1:16 и 1:48) в блокирующем буфере, и инкубировали 

1 ч при 37 ºC. После промывки планшета в лунки добавляли конъюгированные с 

пероксидазой хрена антитела к IgG человека (Sigma, Германия). Разведение 

конъюгированных антител составило 1:1000. Затем проводилась инкубация в 

течение 1 ч при 37 ºC. Далее планшет промывали и добавляли ТМБ (Immunotech, 

Россия). Реакцию останавливали с помощью 4M H₂SO₄. Измерение оптической 

плотности проводили при 450 нм на планшетном спектрофотометре Multiscan FC 

(Thermo Fisher Scientific, США). 
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2.2.15 ВВЕДЕНИЕ ПРЕПАРАТОВ ТОКСИНОВ ЛАБОРАТОРНЫМ 

ЖИВОТНЫМ  

Введение мРНК препаратов проводилось внутримышечно в объеме, не 

превышающем 100 мкл. Введение репликативно-дефектного аденовируса человека 

5 серотипа проводилось интраназально в объеме 50 мкл. Введение токсинов 

проводилось внутрибрюшинно в объеме, не превышающем 200 мкл. 

2.2.16 ИЗМЕРЕНИЕ КОЛИЧЕСТВА АНТИТЕЛ В СЫВОРОТКЕ 

ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ МЕТОДОМ ИФА 

Кровь иммунизированных мышей инкубировалась в течение 30 минут при 

37оС, затем на льду в течение ещё 30 минут. Центрифугирование проводилось при 

температуре +4 оС при 800 g в течение 10 минут. 

Для экспериментов по иммуногенности векторов, кодирующих S-

гликопротеин SARS-CoV-2, в качестве антигена использовался рецептор-

связывающий домен S-гликопротеина B.1.1.1 вируса SARS-CoV-2 (SinoBiological, 

Китай) в количестве 100 нг/лунку. Накануне анализа проводилась сорбция 

антигена, затем проводилась отмывка и блокировка. 

Для экспериментов по изучению иммуногенности векторов, кодирующих 

консервативные антигены вируса гриппа, в качестве антигена использовался 

препарат H5N2 A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84/ выращенный в куриных 

эмбрионах и очищенный методом центрифугирования в сахарозе в количестве 100 

нг общего белка на лунку. Накануне анализа проводилась сорбция антигена, затем 

проводилась отмывка и блокировка.  

Сорбция антител из разведений сыворотки проводилась при 37оС в течение 

часа, затем проводилась отмывка и внесение антител против IgG мыши, 

конъюгированных с пероксидазой хрена, (Abcam, Соединенное Королевство). 

Разведение вторичных антител составило 1:5000. Затем проводилось 
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инкубирование при 37оС в течение часа, после чего следовала серия отмывок и 

внесение ТМБ (Immunotech, Россия). Реакцию останавливали 4M H₂SO₄. 

Оптическую плотность измеряли при 450 нм на спектрофотометре Multiscan FC 

(Thermo Fisher Scientific, США). Титр определяли как наибольшее разведение 

сыворотки, дающее сигнал как минимум вдвое превышающий сигнал контрольной 

сыворотки в том же разведении. 

Для измерения кинетики синтеза рекомбинантного антитела В11-Fc в 

сыворотках использовался коммерческий набор ELISA kit IgG total-EIA-BEST 

(Вектор-Бест, Россия). В качестве положительного контроля использовалось 

очищенное рекомбинантное антитело В11-Fc, предоставленное лабораторией 

иммунобиотехнологии НИЦЭМ Н.Ф. Гамалеи. 

2.2.17 ЗАРАЖЕНИЕ И МОНИТОРИНГ СОСТОЯНИЯ 

ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ 

Заражение животных проводилось интраназально после седации 

изофлураном, количество вводимого раствора составляло 50 мкл.  

Для летальной модели инфекции вирусом SARS-CoV-2 использовался 

штамм hCoV-19/Russia/Moscow PMVL-1/2020 в дозе 10⁵ ТЦД₅₀. 

Для летальной модели инфекции вирусом гриппа А использовался штамм 

вируса гриппа H5N2 A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84/ выращенный в 

куриных эмбрионах и очищенный методом центрифугирования в сахарозе. Доза 

заражения 5 ЛД50. 

Животные, зараженные вирусом SARS-CoV-2, были под наблюдением в 

течение 28 дней, животные, зараженные вирусом гриппа А, были под наблюдением 

в течение 14 дней. Животных периодически взвешивали. 



72 

2.2.18 ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИРУСНОЙ НАГРУЗКИ SARS-COV-2 В 

ЛЕГКИХ ИММУНИЗИРОВАННЫХ ЖИВОТНЫХ 

На 3-й день после заражения лёгкие извлекали, готовили 10% гомогенаты в 

среде DMEM с 2% инактивированной фетальной телячьей сывороткой. 

Гомогенизацию проводили с помощью прибора FastPrep-24 (MP Biomedicals, 

США) в пробирках с керамическими бусинами. Полученные гомогенаты 

центрифугировали при 12 000 g в течение 10 мин, супернатанты аликвотировали и 

использовали для дальнейшей работы. 

Вирусную нагрузку оценивали двумя способами: как инфекционный титр 

методом ТЦД₅₀ и методом обратной транскрипции с ПЦР в реальном времени. 

Титрование инфекционного вируса по ТЦД₅₀  

За сутки до анализа клетки Vero E6 высевали в 96-луночные культуральные 

планшеты. Из полученных гомогенатов легких готовили серийные 10-кратные 

разведения в среде DMEM с 2% инактивированной фетальной телячьей 

сывороткой. 

Из каждого разведения в клетки вносили по 100 мкл раствора в 8 

повторностях. Планшеты инкубировали при 37°C в атмосфере 5% CO₂ в течение 

120 ч, после чего визуально оценивали цитопатический эффект (ЦПЭ). 

Инфекционный титр расчитывался по методу Спирмена-Кербера. Результаты 

выражали в виде log₁₀(ТЦД₅₀) на 1 г ткани легкого. 

Количественный ПЦР в реальном времени с обратной транскрипцией 

Из аликвот гомогенатов легких проводилось выделение тотальной РНК 

набором RNeasy Plus Universal Kit (QIAGEN, Германия) согласно инструкции 

производителя.  
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Концентрацию и чистоту РНК проверяли спектрофотометрически. Обратную 

транскрипцию и ПЦР в реальном времени проводили с использованием 

коммерческого набора POLIVIR SARS-CoV-2 «Express» (Литех, Россия), 

содержащего специфичные праймеры и зонды к гену E SARS-CoV-2. Для 

количественного анализа на каждом планшете параллельно с образцами 

амплифицировали стандарты – серийные разведения вирусной РНК с известной 

концентрацией (ГЭ/мл, геномных эквивалентов на мл), по которым строили 

калибровочную кривую. Результаты выражали в виде log₁₀ (геном-эквивалентов) на 

1 г ткани легкого. 

2.2.19 ОЦЕНКА CD8+ ЦИТОТОКСИЧЕСКИХ Т-КЛЕТОК ПАМЯТИ 

МЕТОДОМ ELISPOT-АНАЛИЗА 

Анализ цитотоксических Т-лимфоцитов проводился по методике 

Атлауханова и соавт. [1]. 

Интактные мыши линии C57BL/6 были подвергнуты эвтаназии методом 

цервикальной дислокации. Затем в асептических условиях из костного мозга 

бедренных и больших берцовых костей была получена суспензия клеток в 

фосфтно-солевом буфере, содержащем 2% термически инактивированной 

сыворотки (Cytiva, GE Healthcare Life Sciences HyClone, США). Затем проводился 

лизис эритроцитов методом осмотического лизиса.  

Полученные ядросодержащие клетки культивировались в среде 

ImmunoCult™-ACF Dendritic Cell Medium (StemCell, США). с добавлением 

рекомбинантного гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего 

фактора (ГМ-КСФ) (Gibco, США) до конечно концентрации 10 нг/мл. при 

температуре 37 оС в 5% атмосфере СО2. По прошествии 3 дней к клеткам вносили 

равный объем среды с теми же добавками.  

Elispot-анализ проводили набором BD Biosciences Mouse IFN-ELISPOT Set 

(BD Biosciences, США) согласно инструкции производителя. 
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По прошествии 7 дней культивирования проводился подсчет клеток и оценка 

их жизнеспособности с помощью счетчика клеток Countess (Thermo Fisher 

Scientific, США). Активацию клеток проводили липополисахаридом (LPS) из E. coli 

(Sigma, США) в конечной концентрации 0,1 мкг/мл и нагружали антигенами. В 

качестве антигена использовался препарат H5N2 

A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84/ выращенный в куриных эмбрионах и 

очищенный методом центрифугирования в сахарозе. В качестве контрольных 

образцов использовался аллантоис куриного эмбриона и фосфатно-солевой буфер. 

Доза вируса гриппа составляла 10 БОЕ/клетку. 

Затем клетки высевали в предварительно подготовленный планшет из набора 

с сорбированными антителами к интерферону-гамма. Количество клеток на лунку 

составило 5х104.  

В данном эксперименте изучалось количество клеток через 60 суток после 

иммунизации. На следующий день после активации дендритных клеток 

проводилась эвтаназия иммунизированных мышей методом цервикальной 

дислокации. Затем в асептических условиях из селезенки была получена суспензия 

клеток в фосфатно-солевом буфере, содержащем 2% термически 

инактивированной сыворотки (Cytiva, GE Healthcare Life Sciences HyClone, США). 

Затем проводился лизис эритроцитов методом осмотического лизиса.  

Из полученной суспензии CD8+ клетки выделяли набором MagniSort™ Mouse 

CD8 T cell Enrichment Kit (Thermo Fisher Scientific, США) согласно инструкции 

производителя. Затем проводились подсчет и оценка жизнеспособности клеток с 

помощью счетчика клеток Countess (Thermo Fisher Scientific, США). Затем клетки 

вносили к предварительно активированным дендритным клеткам в количестве 

1х105 клеток на лунку. По прошествии 36 часов проводилась фиксация клеток с 

последующим проведением анализа согласно инструкции производителя. 

Индивидуальные фотографии лунок делали с помощью микроскопа 

Levenhuk DTX 700 LCD (Levenhuk, США), подсчет спотов проводился вручную. 
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2.2.20 СТАТИСТИЧЕСКАЯ ОБРАБОТКА РЕЗУЛЬТАТОВ  

Статистическую обработку результатов исследований проводили с помощью 

программного обеспечения GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, США). In vitro 

эксперименты повторяли трижды, количество технических повторов 3. Принятые 

в работе уровни значимости и их обозначение на рисунках: ns – не значимо, *– p 

≤0.05; **– p ≤0.01; ***– p ≤0.001; ****– p <0.0001. Данные, представленные на 

линейных графиках и гистограммах, показывают среднее значение с 

доверительным интервалом 95%. Сравнение двух исследуемых групп между собой 

проводилось с помощью U-критерия Манна-Уитни. При количестве исследуемых 

групп >2 проводилось попарное сравнение групп между собой. Различия между 

выживаемостью животных в экспериментальных группах оценивали с 

использованием логрангового метода Мантель-Кокс.  
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3 ГЛАВА. РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

В ходе данной работы для получения кольцевых мРНК была выбрана 

платформа на основе рибозимной циклизации с использованием интронов 1 типа. 

Выбор рибозимного метода циклизации объясняется технологической простотой, 

и как следствие, более низкой себестоимостью данного метода в сравнении с 

ферментативными методами сшивки [308]. 

Метод циклизации на основе интронов используется компаниями Orna 

therapeutics и Therorna – лидерами в области кольцевых мРНК векторов [308]. 

В качестве механизма трансляции был выбрана IRES-зависимая трансляция. 

В данном типе трансляции ключевую роль играет внутренний сайт посадки 

рибосомы. Кэп-зависимая трансляция белка с кольцевых мРНК не использовалась 

из-за технологической сложности и трудоемкости данной технологии, 

малопригодной для масштабного производства в настоящее время. Изучение 

использования N6-метиладенозина в данной работе не проводилось. 

Использование трансляции по типу катящегося кольца не использовалось так как 

нуклеотиды IRES-элемента и остаточных экзонных участков приводят к синтезу 

побочного белкового продукта [308, 323]. 

Существует большое количество различных IRES-элементов, которые можно 

разделить на четыре группы (подробнее об этом см. раздел 1.3.3). Среди них были 

выбраны IRES-элементы, подобные полиовирусу. 

В работе не использовались IRES-элементы подобные IRES паралича сверчка 

(CrPV). Это объясняется тем, что при трансляции данному IRES-элементу не 

требуется стартовый кодон, что приводит к частому смещению рамки считывания 

и, как следствие, нежелательным побочным эффектам, вызванным аберрантными 

белками [308, 323]. 
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Также не использовались IRES-элементы, подобные IRES-элементу гепатита 

С (HCV) и IRES-элементу вируса энцефаломиокардита (ECMV), поскольку, 

согласно литературным данным, они показывают более низкие уровни 

трансляционной активности в сравнении с IRES-элементом вируса Коксаки B3 

[143]. 

В то же время последние данные говорят о перспективности использования 

IRES-элементов риновирусов, однако степень их изученности сравнительно мала 

[48]. 

3.1 ДИЗАЙН КОЛЬЦЕВЫХ МРНК-ВЕКТОРОВ 

На первом этапе работы с помощью программного обеспечения RNAfold на 

основе минимальной свободной энергии было проведено предсказание вторичной 

структуры интрон-экзонных стыков пре-тРНКлейцин Anabaena. Схематическое 

изображение вторичной структуры мРНК вектора до и после циклизации 

приведено на рисунке 3. Для лучшей визуализации вторичная структура 

кодирующей последовательности вектора изображена упрощенно [101]. 
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Рисунок 3. – Схематическое изображение вторичной структуры 

кольцевого мРНК вектора в процессе циклизации интрон-экзонных стыков пре-

тРНКлейцин Anabaena. Стрелками и красными линиями показаны места 

вырезания интронов. Образованная ковалентная связь показана зеленым. Из-за 

ограничений программного обеспечения оба интроны показаны одной вторичной 

структурой, место разреза показано красным Предсказание вторичной 

структуры на основании расчетной свободной энергии выполнено программным 

обеспечением RNAfold [101]. 

Далее был проведен анализ вторичной структуры IRES-элементов. Для 

работы нами был выбран широко используемый IRES-элемент вируса Коксаки B3, 

а также IRES-элемент риновируса B6. С помощью программного обеспечения 

RNAfold была предсказана вторичная их вторичная структура на основании 

расчета минимальной свободной энергии она приведена на рисунке 4А и 4Б.  
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Рисунок 4 – Предсказанная вторичная структура используемых IRES-

элементов (А) – IRES-элемент вируса Коксаки B3, (Б) – IRES-элемент риновируса 

B6. Для лучшей визуализации остальная часть мРНК-вектора показана 

оранжевой линией. Расчеты минимальной свободной энергии, выполнены 

программным обеспечением RNAfold [101]. 
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Несмотря на то, что оба IRES-элемента относятся к группе подобных 

полиовирусу IRES-элементов, они имеют различную вторичную структуру и даже 

длину. IRES-элемент вируса Коксаки B3 имеет длину 741 нуклеотид, в то время, 

как IRES-элемент риновируса B6 только 627. Однако в их структуре существует 

схожая доменная организация, хотя размер и количество шпилек в их составе 

различны. 

Нетрудно заметить, что и IRES-элементы, и интрон-экзонные стыки пре-

тРНКлейцин Anabaena имеют сложную вторичную структуру, состоящую из целого 

ряда доменов, образованных группами шпилек. Здесь стоит отметить, что для 

эффективной циклизации кольцевой мРНК важно сохранение вторичной 

структуры интрон-экзонных стыков. Изменение их конформации негативно влияет 

на выходы реакции циклизации и, как следствие увеличивает стоимость 

производства. В то же время, для эффективной трансляции белка в клетках важно 

сохранение конформации IRES-элемента.  

Для разнесения в пространстве этих элементов вектора используются 

спейсерные последовательности. При этом важно, чтобы они не образовывали 

вторичных структур ни с интрон-экзонными стыками, ни с IRES-элементом. Выбор 

оптимальных спейсерных последовательностей оказывает существенное влияние 

на качество мРНК-векторов. 

Согласно литературным данным, оптимальный размер спейсерного участка 

составляет около 50 нуклеотидных остатков [48]. Однако единого мнения об 

оптимальных последовательностях спейсеров на данный момент нет. В работе 

Cheng et. al. было показано, что использование поли(АЦ)-тракта значительно хуже, 

чем использование сайта для связывания поли(А)-связывающего белка 3, и даже 

хуже использования случайных 50-нуклеотидов в качестве спейсера. При этом 

Wesselhoeft и др. показал, что использование поли(АЦ)-тракта показывает лучший 

результат [315].  
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В пользу использования А-богатых спейсеров говорит тот факт, что 

природные пикорнавирусы также имеют поли(А)-хвост, не смотря на 

использование кэп-знеависимой трансляции. При этом их геном сворачивается в 

ковалентно незамкнутое кольцо и поли(А)-хвост оказывается около IRES-элемента 

для привлечения трансляционных факторов [224]. 

Далее было проведено изучение вторичной структуры комбинаций IRES-

элементов вируса Коксаки B3 и риновируса B6 со спейсерными 

последовательностями. Результаты предсказанной вторичной структуры на основе 

минимальной свободной энергии приведены на рисунке 5. 

А 

 

Б 

 

В Г
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Рис. 5 – Предсказанная вторичная структура IRES-элементов с различными 

спейсерами, зеленым выделены последовательности 50-нуклеотидных спейсеров 

(А) – IRES-элемент вируса Коксаки B3 и поли(АЦ)-тракт качестве спейсера, (Б) 

– IRES-элемент вируса Коксаки B3 и сайт для поли(А)-связывающего белка 3 в 

качестве спейсера, (В) – IRES-элемент риновируса B6 и поли(АЦ)-тракт 

качестве спейсера, (Г) – IRES-элемент риновируса B6 и сайт для поли(А)-

связывающего белка 3 в качестве спейсера. Расчеты минимальной свободной 

энергии, выполнены программным обеспечением RNAfold [101]. 

 

Мы видим, что при использовании одного и того же спейсера, для различных 

IRES-элементов наблюдается различная вторичная структура. Так для поли(АЦ)-

тракта в комбинации с IRES-элементом вируса Коксаки B3 наблюдается всего 5 

оснований, спаренных первым доменом. В то же время при использовании 

поли(АЦ)-тракта в комбинации с IRES-элементом риновируса B6 их число 

возрастает до 12. Для сайта распознавания поли(А)-связывающего белка 3 

наблюдается обратный эффект, при использовании совместно с IRES-элементом 

вируса Коксаки B3 наблюдается 9 спаренных оснований, а при использовании 

совместно с IRES-элементом риновируса B6 только 3 основания. 

Следующим этапом работы стало получение ДНК-матриц для синтеза панели 

кольцевых мРНК-векторов. 

3.1.1 ПЛАЗМИДНЫЕ МАТРИЦЫ ДЛЯ СИНТЕЗА КОЛЬЦЕВОЙ МРНК 

В ходе работы была получена панель кольцевых мРНК векторов, её 

схематическое изображение представлено на рисунке 6. ДНК-матрица для синтеза 

мРНК имеет следующие важные участки: промотор для ДНК-зависимой РНК-

полимеразы фага Т7, необходимый для синтеза мРНК, интроны циклизации на 5` и 

3` конца РНК-вектора, необходимые для кольцевания мРНК, спейсерную 
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последовательность, обеспечивающую стабильность структуры IRES-элемента, а 

также сам IRES-элемент и ген интереса.  

В данной работе было изучено использование в качестве спейсеров 

поли(АЦ)-тракта или сайта для посадки поли(А)-связывающего белка 3. В качестве 

исследуемых сайтов посадки рибосомы использовались IRES-элементы, 

полученные от риновируса B6 или вируса Коксаки B3. В таблице 4 приведены 

полученные кольцевые мРНК-векторы. 

 

Рисунок 6 – Схематическое изображение панели кольцевых мРНК-

векторов. Т7 – промотор фага Т7, 5`PIE – 5` интрон циклизации Anabaena, 

PolyAC – Поли(АЦ)-тракт, PABP3 – сайт для поли(А)-связывающего белка, 3 

CVB3 IRES – внутренний сайт посадки рибосомы вируса Коксаки Б, HRVB6 IRES 

– внутренний сайт посадки рибосомы Риновируса B6, Fluc – репортерный белок 

(люцифераза светлячка), 3`PIE – 3` интрон циклизации Anabaena 

Таблица 4 – Описание кольцевых мРНК-векторов, входящих в панель  

Номер 
Название 
вектора 

Спейсер 
Внутренний сайт 

посадки рибосомы 
1 CVB3-polyAC Поли(АЦ)-тракт Коксаки вирус B3 

2 CVB3-PABP3 
Сайт для поли(А)-
связывающего белка 3 

Коксаки вирус B3 

3 HRVB6-polyAC Поли(АЦ)-тракт Риновирус B6 

4 HRVB6-PABP3 
Сайт для поли(А)-
связывающего белка 3 

Риновирус B6 

 

3.1.2 ВЫБОР НАИБОЛЕЕ ЭФФЕКТИВНОГО КОЛЬЦЕВОГО МРНК-

ВЕКТОРА 

Первым этапом изучения панели кольцевых мРНК векторов являлось 

сравнение люциферазной активности клеток НЕК293 после трансфекции 
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соответствующими векторами. Результаты измерения через 18 часов после 

трансфекции приведены на рисунке 7. 

 

Рисунок 7 – Сравнение люциферазной активности клеток НЕК293 

через 18 часов после трансфекции различными кольцевыми мРНК 

векторами. Оценка значимости проводилась методом Манна-Уитни, n=3, 

* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001, ns – незначимо). 

Результаты измерения люциферазной активности говорят о том, что 

использование в качестве спейсера поли(АЦ)-тракта, более чем в два раза 

повышает уровни продукции целевого белка, в сравнении с линкером PABP3. 

Также заметно превосходство сайта посадки рибосомы риновируса B6 над таковым 

от вируса Коксаки B3, независимо от используемого спейсера. 

Для дальнейшей работы было выбрано два лучших вектора, содержащих 

поли(АЦ)-тракт в качестве спейсера и оба типа IRES-элементов. 

3.1.3 СРАВНЕНИЕ КОЛЬЦЕВОГО И ЛИНЕЙНОГО МРНК-

ВЕКТОРОВ IN VITRO 

Для всестороннего изучения полученного вектора была исследована 

кинетика синтеза целевого белка в сравнении с линейным мРНК вектором. 

Линейный мРНК вектор содержал 5` и 3` нетранслируемые области альфа-глобина, 
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а также сегментированный поли(А)-хвост, состоящий из 30 и 70 поли(А)-

сегментов, разделенных десятинуклеотидным «островом» для повышения 

стабильности. Кэпирование мРНК осуществлялось реагентом CleanCap, как 

наиболее эффективным. Так как стабильность линейным мРНК векторов зависит 

от использования N1-метил псевдоуридина, в эксперименте использовался, как 

модифицированный, так и немодифицированный вектор. 

На первом этапе сравнения линейных и кольцевых мРНК-векторов 

проводилось изучение кинетики продукции люциферазы in vitro. Клетки НЕК293 

были трансфицированы линейными и кольцевым мРНК-векторами. Через 15 минут 

после трансфекции в среду добавлялся Д-люциферин и проводилось измерение 

люциферазной активности каждый час на протяжении 5 дней. Результаты 

приведены на рисунке 8, численные значения некоторых временных точек 

приведены в таблице 5. 

 
Рисунок 8 – Сравнение кинетики люциферазной активности клеток 

НЕК293 после трансфекции мРНК векторами. Жирной линией в центре показано 

среднее значение, тонкие линии ограничивают доверительный интервал 95%. 

Адаптировано из [300]. 
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Таблица 5 – численные значения люциферазной активности, значение с 
доверительным интервалом 95%. 
Вектор 10 часов 24 часа 48 часов 72 часов 96 часов 120 часов 

Линейный-мΨ 
340 144.3 
±29 534.5 

472 710.2 
±17 678.9 

37 323.7 
±3 602.7 

6 732.3 
±251.8 

3 193.7 
±326.2 

2 569.3 
±157.6 

Кольцевой  
28 538.7 
±2 605.1 

68 002.1 
±5 582.4 

51 310.4 
±4 404.4 

26 724.8 
±2 696.7 

12 672.5 
±953.7 

8 849.6 
±872.7 

Линейный -У 
3 735.7 
±401.7 

2 075.3 
±244.9 

202.9 
±13.5 

35.6 
±3.7 

20 
±1.7 

18.3 
±1 

Результаты измерения люциферазной активности показывают, что 

трансляционная активность нового кольцевого мРНК-вектора достоверно 

превышает таковую линейного мРНК-вектора, содержащего уридин. Продукция 

люциферазы после трансфекции линейным мРНК-вектором, содержащим N1-

метилпсевдоуридин вектора сравнима с продукцией люциферазы новым 

кольцевым мРНК-вектором.  

Наконец, важно отметить разницу в кинетике между линейными и кольцевым 

мРНК векторами. Для линейной мРНК пиковые значения люциферазной 

активности наблюдаются на 18 часов после трансфекции, а затем стремительно 

снижаются. Пик люциферазной активности после трансфекции кольцевой мРНК 

приходится на 22 часовую точку, а снижение является более плавным. 

Далее было проведено сравнение люциферазной активности in vivo. Из 

гуманных соображений линейный вектор содержащий уридин, был исключен как 

низкоэффективный.  

3.1.4 СРАВНЕНИЕ КОЛЬЦЕВОГО И ЛИНЕЙНОГО МРНК-

ВЕКТОРОВ IN VIVO 

Для данного эксперимента мРНК была упакована в липидные наночастицы. 

Доза мРНК на мышь составила 10 мкг. По прошествии 10, 24, 48 и 72 часов после 

введения мРНК мыши были подвергнуты седации, им был введен Д-люциферин. 

Визуализация измерения люциферазной активности приведена на рисунке 9, 

численные значения приведены в таблице 6. 
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Рисунок 9 – Сравнение in vivo люциферазной активности после введения 

линейного и кольцевого мРНК-векторов, методом прижизненной визуализации 

биолюминесценции в мышах линии BALB/c. Адаптировано из [300]. 

Таблица 6 – Численные значения общей светимости лабораторных животных 
после введения линейного и кольцевого мРНК-векторов. 

Вектор Мышь 
Общая светимость [протон/с] 

10 часов 24 часа 48часов 72 часа 

Линейный-мΨ 
1 6.42x109 7.62x109 5.25 x107 2.50 x105 
2 4.19 x 109 5.70X109 4.22 x107 1.31 x105 
Контрольная  4.73 x10 7 8.69 x107 1.95 x105 1.07 x105 

Кольцевой 
1 6.57 x107 5.27 x108 1.47 x108 7.67 x107 
2 1.10 x108 5.75 x108 2.28 x108 1.18 x108 
Контрольная 2.53 x105 8.25 x105 3.53 x105 2.69 x105 

Результаты сравнения трансляционной активности линейного и кольцевого 

мРНК-вектора коррелируют с результатами in vitro эксперимента. По прошествии 

10 и 24 часов видны более высокие значения люциферазной активности у мышей, 

получивших линейный вектор, к 48 часам значения линейной и кольцевой мРНК 

выравниваются, а по прошествии 72 часов после введения препаратов наблюдается 

превосходство кольцевой мРНК в уровнях люциферазной активности. 

Ввиду того, что первой мРНК-вакциной, широко применяемой в мире, была 

вакцина против вируса SARS-CoV-2, мы выбрали этот патоген в качестве 

модельного. Также стоит отметить воспроизводимую модель летальной инфекции 

и отработанные методики оценки вирусологических показателей при заражении.  
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Далее было проведено сравнение трансляционной двух кольцевых мРНК-

векторов, содержащих в качестве спейсера активности кольцевой и линейной 

мРНК на примере целевого антигена – S-гликопротеина вируса SARS-CoV-2. 

3.1.5 СРАВНЕНИЕ ПРОДУКЦИИ ЦЕЛЕВОГО АНТИГЕНА ПОСЛЕ 

ТРАНСФЕКЦИИ КОЛЬЦЕВЫМИ МРНК-ВЕКТОРАМИ 

Было получено два кольцевых мРНК-вектора, кодирующие количества S-

гликопротеина вируса SARS-CoV-2, и содержащие поли(АЦ)-тракт в качестве 

спейсера, при этом один содержал IRES-элемент риновируса В6 (HRVB6-S), а 

другой IRES-элемент вируса Коксаки В3 (CVB3-S). 

Клетки НЕК-293 были трансфицированы кольцевыми мРНК-векторами. По 

прошествии 20 часов после трансфекции проводился лизис клеток и измерение 

количества S-гликопротеина вируса SARS-CoV-2 методом ИФА. Результаты 

измерения приведены на рисунке 10. 

 

Рисунок 10 – Сравнение продукции S-гликопротеина вируса SARS-CoV-

2 клетками НЕК293 после трансфекции кольцевыми мРНК-векторами. 

(n=3, * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001). Для оценки значимости 

различий использовался критерий Манна-Уитни. 

Продукция целевого антигена в после введения кольцевого мРНК-вектора, 

содержащего IRES-элемент риновируса В6 достоверно превышает продукцию 
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после введения кольцевого вектора, содержащего IRES-элемент вируса Коксаки 

В3. 

Для дальнейшей работы был выбран кольцевой мРНК-вектор, IRES-элемент 

риновируса В6. 

3.2 ИЗУЧЕНИЕ ИММУНОГЕННОСТИ И ПРОТЕКТИВНОЙ 

АКТИВНОСТИ КОЛЬЦЕВОГО МРНК ВЕКТОРА, КОДИРУЮЩЕГО 

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ S-ГЛИКОПРОТЕИНА ВИРУСА SARS-COV-2 

В качестве сравнения иcпользовался линейный мРНК-вектор, полученный 

ранее в нашем центре. Линейная и кольцевая мРНК была упакована в липидные 

наночастицы. На рисунке 11 приведена схема эксперимента. На первом этапе 

проводилась двухкратная иммунизация трансгенных АСЕ-2 мышей липидными 

наночастицами, содержащими мРНК в дозе 3 мкг/мышь с интервалом 21 день. По 

прошествии 21 дня у части мышей проводился отбор крови и измерение титров 

анти-RBD антител. Другие животные были интраназально заражены вирусом 

SARS-CoV-2 в дозе 105 ТЦД50. Через 4 дня после заражения часть мышей была 

подвергнута эвтаназии с последующим отбором легких для определения вирусной 

нагрузки. Остальные животные были под наблюдением на протяжении 28 дней. 

Результаты определения титров антител в сыворотках иммунизированных 

животных приведены на рисунке 12А 
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Рисунок 11 – Схема эксперимента по изучению иммуногенности и 

протективной активности линейных и кольцевых мРНК векторов, 

кодирующих S-гликопротеин вируса SARS-CoV-2. 

Вирусная нагрузка определялась двумя способами: методом ПЦР в реальном 

времени с обратной транскрипцией, а также методом титрования на пермессивной 

клеточной линии Vero E6. Эти результаты приведены на рисунках 12Б и 12В. 

 

А  

 

Б 

 

В 

 

Г 

 

Д 

 

Рисунок 12 – Изучение иммуногенности и протективной активности 

линейного и кольцевого мРНК-векторов. (А) – сравнение титров антител в 

сыворотке иммунизированных животных n=5. Для оценки значимости различий 

использовался критерий Манна-Уитни, (Б) – определение вирусной нагрузки в 

легких зараженных животных методом ПЦР-РВ с обратной транскрипцией, 
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n=5. Для оценки значимости различий использовался критерий Манна-Уитни (В) 

– определение вирусной нагрузки в легких зараженных животных методом 

титрования по ТЦД50 n=5. Для оценки значимости различий использовался 

критерий Манна-Уитни (Г) – оценка выживаемости зараженных животных 

Сравнение значимости проводилось попарно логранговым критерием Мантела-

Кокса n=10, (Д) – измерение потери веса зараженных животных, данные 

приведены, как среднее значение с доверительным интервалом 95%. * = p < 0.05, 

** = p < 0.01, *** = p < 0.001). Адаптировано из [300]. 

Новый кольцевой мРНК вектор, несущий ген S-гликопротеина SARS-CoV-2 

индуцирует сопоставимый с линейными уровень нейтрализующих антител в 

сыворотках иммунизированных животных. При этом титры достоверно 

отличаются от титров невакцинированных мышей. 

Оба вектора показывают 100% защиту мышей от летальной инфекции 

вирусом SARS-CoV-2, в то время как, невакцинированные животные умерли к 11 

дню (см. рис. 12Г).  

Оба вектора также демонстрируют снижение вирусной нагрузки более чем 

на 3log10, как при измерении методом ПЦР в реальном времени с обратной 

транскрипцией, так и при титровании по ТЦД50. При этом достоверной разницы 

между двумя типами векторов не наблюдается. Снижение веса у вакцинированных 

животных не превышает 10%, в отличие от контрольных животных (см. рис.12Д). 

Таким образом была показана высокая эффективность нового кольцевого 

мРНК вектора, содержащего сайт посадки рибосомы риновируса B6, как основы 

для разработки вакцин. 

Далее нами было проведено изучение кольцевого мРНК вектора, для 

создания универсальной вакцины против гриппа А.  
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3.3 ИЗУЧЕНИЕ КОЛЬЦЕВОГО МРНК-ВЕКТОРА КАК ОСНОВА ДЛЯ 

СОЗДАНИЯ УНИВЕРСАЛЬНОЙ ВАКЦИНЫ ПРОТИВ ГРИППА А  

В качестве второй модели нами были выбраны вирусы гриппа А. Из-за 

высокой изменчивости и реассортации возможен переход межвидового барьера. В 

результате появится штамм, к которому в популяции нет предсуществующего 

иммунного ответа. В то же время создание вакцины под все существующие 

варианты, которые потенциально могут перейти межвидовой барьер нереализуемо. 

Решением этой проблемы является поиск консервативных мишеней, 

использование которых дает широкий спектр защиты.  

Важно отметить первостепенную роль Т-клеточного иммунного ответа и 

второстепенную роль гуморального при использовании этих антигенов, что было 

продемонстрировано в работе Chung et al. Поэтому в рамках данной работы мы 

проводили сравнение Т-клеточного иммунного ответа при использовании 

линейного и кольцевого мРНК-векторов [52]. 

В качестве таких мишеней перспективно использовать белки М2 и NP из-за 

их высокой гомологии между различными типами вируса гриппа. 

Белок NP является полностью внутриклеточным, соответственно он 

оказывается вне досягаемости антител, нацеленных на него. Белок М2 имеет в 

своем составе эктодемен 1-23, что делает его доступным для узнавания антителами. 

В то же время в работе Zharikova et. al. была показана возможность получения 

эскейп мутантов при длительном культивировании вируса с соответствующей 

сывороткой. Это сводит на нет «универсальность» этого участка. В то же время 

внутриклеточные участки этого белка остаются неизменными из-за отсутствия 

давящего отбора [334]. При этом зараженная клетка продолжает демонстрировать 

на своей поверхности пептидные фрагменты с помощью главного комплекса 

гистосовместимости I, что позволяет ей быть узнанной цитотоксическими Т-

клетками. Именно это и выводит клеточный иммунный ответ на первостепенную 
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роль в предотвращении летального исхода при иммунизации универсальной 

вакциной против гриппа А [52].  

3.3.2 ВЫБОР АНТИГЕНА ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ИММУННОГО ОТВЕТА 

ПРОТИВ ГРИППА А И ИЗУЧЕНИЕ ЕГО ПРОДУКЦИИ В СОСТАВЕ МРНК 

ВЕКТОРОВ 

Ранее в лаборатории молекулярной биотехнологии НИЦЭМ им. Гамалеи 

были разработаны последовательности рекомбинантных белков M2 и NP, которые 

представляют собой выравненные последовательности белков природных изолятов 

вирусов гриппа А за период времени до 2014 года [297].  

Была показана высокая протективная активность аденовирусного вектора, 

несущего эти белки против широкого спектра вирусов гриппа А разных серотипов: 

H2N3 (A/BlackDuck/NewJersey/1580/78), H3N2 (A/Aichi/2/68), H5N2 

(A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84), H7N2 (A/Chicken/NJ/294508-12/2004) и 

H9N2 (A/Swine/Hong Kong/9A-1/98) и H1N1 (A/USSR/90/77) [297].  

Ввиду того, что данные антигены были получены более 10 лет назад, нами 

было проведено биоинформатическое исследование их актуальности. Нами были 

сделаны консенсусные последовательности белков M2 и NP, выделенных из 

изолятов, полученных от коров и представителей семейства кошачьих в ходе 

вспышки H5N1 в Техасе в 2025 году. Далее было проведено сравнение этих 

консенсусных последовательностей с последовательностями антигенов, 

разработанными ранее, а также с последовательностью модельного вируса гриппа 

H5N2 (A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84). Результаты идентичности 

аминокислотных замен приведены в таблице 7. 
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Таблица 7 – Сравнение гомологии выбранного рекомбинантного антигена, 

модельного вируса гриппа А и консенсусных последовательностей изолятов в ходе 

выделенных в 2025 году в ходы вспышки в Техасе. 

 
M2NP H5N1 H5N1 H5N2 

(рекомб.) (Кош*) (Кор**) 
A/Duck(Mallard)/ 
Pennsylvania/10218/84 

M2NP 
– 

84,54% M2 82,47% M2 83,51% M2 

(рекомб.) 94,98% NP 94,38% NP 94,98% NP 

H5N1 84,54% M2 
– 

97,94% M2 93,81% M2 

(Кош*) 94,98% NP 99,4% NP 100% NP 

H5N1 82,47% M2 97,94% M2 
– 

91,75% M2 

(Кор**) 94,38% NP 99,4% NP 99,4% NP 

H5N2 83,51% M2 93,81% M2 91,75% M2 

– A/Duck(Mallard)/ 
Pennsylvania/ 

10218/84 
94,98% NP 100% NP 99,4% NP 

Кош* – консенсусная последовательность изолятов, полученных от 
кошачьих в ходе вспышки 2025. 

Кор** – консенсусная последовательность изолятов, полученных от 
молочных коров в ходе вспышки 2025. 

Нетрудно заметить, что белок NP обладает большей консервативностью, чем 

белок М2. В то же время разница между выбранными антигенами, модельным 

вирусом и циркулирующими штаммами оказалась примерно одинаковой. В этой 

связи в качестве адекватной модели инфекции, вызванной современным штаммом 

вируса гриппа А, был выбран штамм A/Duck(Mallard)/ Pennsylvania/10218/84  

В ходе работы нами были сконструированы линейный и кольцевой мРНК-

векторы, кодирующие рекомбинантные M2 и NP белки, разделенные Р2А-

пептидом. Схематическое изображение антигенной конструкции приведено на 

рисунке 13. 
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Рисунок 13 – Схематическое изображение используемого антигена. М2 – 

матриксный белок 2 вируса гриппа, 2А-пептид – сайт разделения белка на две 

цепи, NP – нуклеопротеин вируса гриппа. 

Затем было проведено предсказание распределения рекомбинантных белков 

в клетке с использованием программы Рrotter его схематическое изображение 

приведено на рисунке 14 [211]. 

 
Рисунок 14 – Схематическое распределение антигенов между 

внутриклеточным, и внеклеточным пространством, а также в мембране. 

Моделирование выполнено программным обеспечением Рrotter [211]. 

Анализ распределения показывает, что рекомбинантный белок М2, также как 

и его природные аналоги, имеет трансмембранный домен и внеклеточную часть, в 

то время как белок NP является внутриклеточным. 

Далее методом вестерн-блот-анализа была подтверждена экспрессия 

целевых антигенов. Затем проводилось изучение иммуногенности.  



96 

3.3.2 СРАВНЕНИЕ ГУМОРАЛЬНОГО И КЛЕТОЧНОГО 

ИММУННОГО ОТВЕТА ПРОТИВ ЦЕЛЕВОГО АНТИГЕНА, ПРИ 

ВВЕДЕНИИ ЛИНЕЙНОГО И КОЛЬЦЕВОГО МРНК-ВЕКТОРОВ. 

Схема эксперимента приведена на рисунке 15 А. Для изучения гуморального 

иммунного ответа использовались мыши линии BALB/c, для изучения клеточного 

иммунного ответа использовались мыши линии C57BL/6 

Мыши однократно иммунизировались липидными наночастицами, 

содержащими линейный или кольцевой мРНК вектор в дозе 10 мкг/мышь. По 

прошествии 21 дня после иммунизации у мышей BALB/c проводился отбор крови 

и измерение титров антител против вируса гриппа H5N2 

A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84/. Результаты измерения титров антител в 

сыворотках иммунизированных животных приведены на рисунке 15Б 

По прошествии 60 дней после иммунизации мыши линии C57BL/6 были 

подвергнуты эвтаназии с последующим отбором селезенки. Затем из селезенки 

были выделены CD8+ клетки, которые использовались в Elispot-анализе, его 

результаты приведены на рисунке 15В.  

 

А 

 



97 

   Б                        В  

 
 

Рисунок 15 – Изучение гуморального и клеточного иммунных ответов 

после введения линейного и кольцевого мРНК векторов. (А) – схема 

эксперимента, (Б) – сравнение титров антител против вируса гриппа H5N2 

A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84/ в сыворотках иммунизированных 

животных через 21 день после иммунизации, (В) – сравнение количества 

интерферон-гамма-секретирующих иммуноспотов клеток, активированных 

вирусом гриппа H5N2 A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84/. (n=12, * = p < 0.05, 

** = p < 0.01, *** = p < 0.001). Для оценки значимости различий использовался 

критерий Манна-Уитни.  

В ходе проведенного эксперимента было показано, что количество 

CD8+клеток памяти, индуцированных кольцевым мРНК-вектором, достоверно 

выше, чем индуцированных линейным, в то время как, линейный вектор 

индуцировал достоверно более сильный гуморальный иммунный ответ, что делает 

кольцевой мРНК-вектор более перспективной основой для создания 

универсальной вакцины против гриппа А.  

После изучения индукции гуморального и клеточного иммунного ответа 

против целевых антигенов, был проведен эксперимент по изучению протективной 

активности консервативных антигенов, кодируемых кольцевого мРНК-вектором. 
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3.3.3 ИЗУЧЕНИЕ ПРОТЕКТИВНОЙ АКТИВНОСТИ КОЛЬЦЕВОГО 

МРНК ВЕКТОРА, КОДИРУЮЩЕГО КОНСЕРВАТИВНЫЕ АНТИГЕНЫ 

ВИРУСА ГРИППА А  

Схема эксперимента приведена на рис. 16 А. Мыши двухкратно или 

однократно иммунизировались внутримышечно в дозе 5 мкг/мышь. Интервал 

между первой и второй иммунизаций был 14 дней. Через 28 дней после первой или 

единственной иммунизации проводилось интраназальное заражение мышей 

вирусом гриппа А H5N2 A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84/ в дозе 5 ЛД50. 

Результаты оценки выживаемости и потери веса приведены на рис. 16 Б и 16 В, 

соответственно . 

 

 
 

Б В 
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Рисунок 16 – Изучение протективной активности линейного и кольцевого 

мРНК-векторов, кодирующих консервативные антигены вируса гриппа А. (А) – 

схема эксперимента, (Б) – Оценка выживаемости вакцинированных животных 

при заражении вирусом гриппа A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84/Н5N2 в 

дозе 5ЛД50., (В) – Оценка убыли веса вакцинированных животных при заражении 

вирусом гриппа A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84/Н5N2 в дозе 5ЛД50 

(Сравнение выживаемости проводилось попарно логранговым критерием 

Мантела-Кокса, n=9, * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001, ns – незначимо) 

 

3.4 КОЛЬЦЕВЫЕ МРНК-ВЕКТОРЫ ДЛЯ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ 

АНТИТОКСИЧЕСКОЙ ИММУНОТЕРАПИИ 

Для изучения использования кольцевого мРНК-вектора для пассивной 

иммунизации было выбрано две модели острой интоксикации: ботулотоксином и 

токсином А Clostridium difficile.  

Одной из причин выбора модели интоксикации, а не вирусной инфекции 

является то, что в процессе репликации вирусы изменяют трансляционные 

механизмы в зараженных клетках. Помимо этого, иммунные реакции в ответ на 

инфекцию также затрагивают механизмы трансляции [282]. При этом линейные и 

кольцевые мРНК-векторы используют различные механизмы трансляции, которые 

по-разному регулируются в стрессовых условиях [142, 308, 323]. 

В то же время, использование токсинов позволяет нивелировать влияние 

вирусных и иммунных факторов на трансляцию, обеспечив при этом 

воспроизводимую летальную модель. 

Более того введение, антител или сывороточных концентратов является 

«золотым стандартом» при терапии интоксикаций, в отличие от терапий вирусных 

инфекций. 
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3.4.1 ПАССИВНАЯ ИММУНИЗАЦИЯ КОЛЬЦЕВЫМ МРНК-

ВЕКТОРОМ, КОДИРУЮЩИМ ТЯЖЕЛОЦЕПОЧЕЧНОЕ АНТИТЕЛО, 

НЕЙТРАЛИЗУЮЩЕЕ БОТУЛОТОКСИН 

На первом этапе нами была получена конструкция для синтеза кольцевой 

мРНК, кодирующая одноцепочечное антитело В11, слитое с Fc-фрагментом IgG1 

человека [96]. Линейный мРНК-вектор, кодирующий антитело В11, слитое с Fc-

фрагментом IgG1 человека, был получен ранее в нашем центре [218].  

Затем нами была изучена кинетика in vivo продукции антитела В11 слитого с 

Fc-фрагментом IgG1 человека, при введении линейного и кольцевого мРНК-

векторов мышам линии BALB/c. Результаты измерения кинетики приведены на 

рисунке 17.  

 
Рисунок 17 – Изучение in vivo кинетики продукции однодоменного 

антитела В11-Fc после введения линейного и кольцевого мРНК-векторов. 

Оценка значимости проводилась методом Манна-Уитни, n=4, * = p < 0.05,  

** = p < 0.01, *** = p < 0.001, ns – незначимо).  

Затем проводилось изучение протективной активности линейного и 

кольцевых мРНК-векторов, кодирующих рекомбинантное антитело В11, схема 

эксперимента приведена на рисунке 18А. На первом этапе мышам линии BALB/c 

за 24 или 16 часов до введения токсина вводили липидные наночастицы, 

содержащие мРНК-векторы или PBS. Доза на мышь составила 10 мкг мРНК. Затем 

животным вводили 5ЛД50 ботулотоксина внутрибрюшинно, после чего животные 
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оставались под наблюдением в течение 72 часов. Результаты изучения 

выживаемости представлены на рисунках 18 Б и 18 В. Из-за быстрой гибели 

животных после введения токсина измерение потери веса в экспериментах не 

проводилось. 

 

А 

 

Б 

 

В 

 
Рисунок 18 – Изучение протективной активности мРНК-векторов, 

кодирующих однодоменное антитело В11 слитое с Fc-фрагментом IgG1 против 

летальной дозы ботулотоксина. (А) – Схема введения мРНК векторов и 

токсина. (Б) – Выживаемость мышей при введении мРНК-вектора за 16 часов 
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до введения токсина. (В) – Выживаемость мышей при введении мРНК-вектора 

за 24 часа до введения токсина. (Сравнение выживаемости проводилось попарно 

логранговым критерием Мантела-Кокса, n=4, * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = 

p < 0.001, ns – незначимо) 

Было показано, что линейный и кольцевой мРНК-векторы, кодирующие 

однодоменное антитело В11, слитое с Fc-фрагментом IgG1 человека, в равной 

степени обеспечивают 100% защиту мышей от летальной интоксикации 

ботулотоксином. В то же время кольцевой мРНК вектор, кодирующий 

однодоменное антитело, не содержащее Fc-фрагмент, не обеспечивает никакой 

защиты. Схожие данные были получены при использовании самого 

рекомбинантного антитела В11 модифицированного и немодифицированного Fc-

фрагментом IgG1 человека [96]. Это говорит о критически важной функции Fc-

фрагмента для повышения периода полувыведения антитела. 

Далее исследование пассивной иммунизации было расширено. В качестве 

дополнительной модели использовалась модель летальной интоксикации токсином 

А Clostridium difficile. 

3.4.2 ПАССИВНАЯ ИММУНИЗАЦИЯ КОЛЬЦЕВЫМ МРНК-

ВЕКТОРОМ, КОДИРУЮЩИМ НАНОАНТИТЕЛО НЕЙТРАЛИЗУЮЩЕЕ 

ТОКСИН А CLOSTRIDIUM DIFFICILE 

На первом этапе нами было получены линейный и кольцевой мРНК-векторы 

кодирующие наноантитело С4.2, слитое с Fc-фрагментом IgG1 человека. 

Получение конструкций, не содержащих Fc-фрагмент, было признано 

нецелесообразным из-за их низкой эффективности. 

Затем было проведено сравнение относительной продукции 

тяжелоцепочечного антитела С4.2 в культуре клеток НЕК293 через 18 часов после 

трансфекции линейным и кольцевым мРНК-векторами, результаты приведены на 

рисунке 18. 
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Рисунок 19 – Сравнение относительной продукции тяжелоцепочечного 

антитела С4.2-Fc клетками НЕК293 через 18 часов после трансфекции мРНК-

векторами. Для оценки значимости различий использовался критерий Манна-

Уитни, n=4, * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001, ns – незначимо) 

Адаптировано из [2]. 

Было показано, что для данной временной точки линейный мРНК-вектор 

обеспечивает достоверно большую продукцию рекомбинантного антитела, чем 

кольцевой.  

Затем проводилось изучение протективной активности полученных векторов 

на модели летальной инфекции токсином А Clostridium difficile. Схема 

эксперимента приведена на рисунке 20А. В данном эксперименте было принято 

решение изучить выживаемость в более широких интервалах: введение мРНК за 48 

часов до введения токсина и введение мРНК за 2 часа до введения токсина. После 

введения токсина животные были под наблюдением в течение 7 суток. Результаты 

изучения выживаемости приведены на рисунках 20Б и 20В. 
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Рисунок 20 – Изучение протективной активности мРНК-векторов, 

кодирующих тяжелоцепочечное антитело С4.2 слитое с Fc-фрагментом IgG1 

против летальной дозы токсина А Clostridium difficile. (А) – Схема введения 

мРНК векторов и токсина. (Б) – Выживаемость мышей при введении мРНК-

вектора за 2 часа до введения токсина. (В) – Выживаемость мышей при введении 

мРНК-вектора за 48 часов до введения токсина. N=3. Адаптировано из [2]. 

Из полученных данных следует, что оба вектора обеспечивают 100% защиту 

мышей от летальной интоксикации при введении за 48 часов до введения токсина. 

При введении за 2 часа до введения токсина линейный вектор демонстрирует 

неполную защиту, а кольцевой вовсе не показывает никакой защиты. Это 

обусловлено, по-видимому, разницей в кинетике продукции белка линейными и 

кольцевыми мРНК-векторами. За счет более быстрого начала трансляции целевого 

белка после введения линейного мРНК-вектора часть животных оказывается 
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защищена, однако защита не полная. Кольцевой же мРНК-вектор показывает 

медленный рост трансляции в первые часы, как следствие этого оказывается 

недостаточно для защиты.   
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4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  

Векторы на основе мРНК в последние годы стали новой технологической 

платформой для создания медицинских препаратов. мРНК-технологии 

предложили быстрый, универсальный и безопасный подход в терапии и 

профилактике как инфекционных, так и опухолевых заболеваний. Несмотря на то, 

что кольцевые мРНК являются сравнительно новым классом, на их основе был 

создан ряд кандидатных вакцин и препаратов. Их главным преимуществом перед 

линейными мРНК-векторами является стабильность: благодаря своей структуре и 

отсутствию свободных концов они менее доступны для деградации 

внутриклеточными ферментами. 

Кольцевые мРНК обеспечивают трансляцию закодированного белка 

посредством кэп-независимого механизма, центральным элементом которого 

служит внутренний сайт посадки рибосомы. Несмотря на значительное 

разнообразие известных IRES-элементов, функциональная характеристика 

большинства из них ограничена, а практически применяется только ограниченный 

набор IRES-элементов. При этом эффективная инициация трансляции возможна 

только при сохранности вторичной структуры IRES-элемента. В связи с этим 

критически важно не только выбрать оптимальный IRES, но и спейсерный участок, 

отделяющий его от интрона циклизации. 

В данной работе была разработана панель кольцевых мРНК-векторов, 

содержащих, как новый IRES-элемент, принадлежащий риновирусу B6, так и 

широко используемый IRES-элемент вируса Коксаки B3.  

Анализ вторичной структуры показал, что несмотря на незначительные 

отличия в нуклеотидных последовательностях между двумя спейсерами, 

наблюдается различная вторичная структура. Также было показано, что А-богатые 

спейсеры не образовывают вторичные структуру частями IRES-элемента. Затем 

была сконструирована панель кольцевых мРНК-векторов, содержащая различные 

типы IRES-элементов и спейсерных последовательностей.  
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В данной работе при синтезе кольцевых мРНК векторов не использовался 

N1-псевдоуридин, так как он негативно сказывается на вторичной структуре IRES-

элемента и, как следствие, существенно снижают трансляционную активность 

[129]. 

В рамках данной работы также не ставилось целью изучение влияния N6-

метиладенозина на эффективность кольцевых мРНК-векторов.  

Результаты измерения люциферазной активности после трансфекции клеток 

НЕК293 кольцевыми мРНК- векторами показали, что полученный новый IRES 

риновируса B6 превосходит широко используемый IRES вируса Коксаки B3. А 

также было показано, что использование в качестве спейсерной 

последовательности поли(АС)-тракта существенно повышает уровень 

трансляционной активности кольцевых мРНК-векторов, независимо от 

используемого IRES-элемента.  

Для дальнейшей работы нами был выбран наиболее эффективный вектор, 

содержащий поли(АС)-тракт в качестве спейсера и IRES-элемент риновируса B6. 

Результаты нашей работы также соотносятся с работой Chen R et. al, в которой было 

показано превосходство IRES-элементов некоторых представителей риновирусов 

против широко используемого IRES-элемента вируса Коксаки B3 [48]. 

Сравнение in vitro люциферазной активности при использовании кольцевого 

мРНК вектора с линейными модифицированным и немодифицированным показало 

существенное превосходство кольцевого мРНК-вектора над линейным 

немодифицированным вектором. В то же время кольцевой мРНК-вектор 

обеспечивал сопоставимые уровни продукции люциферазы с линейным вектором 

модифицированным N1-псевдоуридином. Ввиду наличия такого нежелательного 

побочного эффекта, как смещение рамки считывания при использовании N1-

псевдоуридина [203], использование кольцевых мРНК-векторов является более 

перспективным.  
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Полученные данные о низкой трансляционной активности линейных 

немодифицированных мРНК-векторов коррелируют с работой Kariko et. al, где 

была показана ведущая роль активации Toлл-подобных рецепторов в подавлении 

трансляции при введении чужеродной немодифицированной мРНК [132]. 

Отдельно стоит отметить разницу в паттерне кинетики люциферазной 

активности: для линейного мРНК вектора характерен значительно более резкий 

подъем экспрессии в первые часы с последующим снижением, в то время как для 

кольцевой мРНК характерен более плавный рост люциферзаной активности и затем 

существенно более медленное снижение. В итоге, в первые 48 часов наблюдается 

превосходство линейной мРНК в уровнях синтеза целевого белка, а после 48 часов 

уже кольцевого. Результаты сравнения прижизненной люциферазной активности 

на мышах линии BALB/c коррелируют с результатами, полученными in vitro. 

Сравнение продукции целевого антигена на примере S-гликопротеина вируса 

SARS-CoV-2 также показало значительное превосходство кольцевого мРНК 

вектора над линейным немодифицированным и сопоставимые с линейным, 

содержащим N1-севдоуридин. Эти данные коррелируют с работой Qu et. al, в 

которой продемонстрировано превосходство кольцевых мРНК-векторов против 

линейных в уровнях продукции рецептор-связывающего домена S-гликопротеина 

вируса SARS-CoV-2 [240]. 

Далее было проведено комплексное сравнение полученного нового 

кольцевого мРНК-вектора с существующим линейным мРНК-вектором. В качестве 

моделей для сравнения было выбрано два респираторных вируса с высоким 

пандемическим потенциалом это вируса SARS-CoV-2 и вирус гриппа H5N2 

A/Duck(Mallard)/Pennsylvania/10218/84/. 

Рассмотрим подробнее результаты, полученные при работе с вирусом SARS-

CoV-2. Изучение гуморального иммунного ответа при двухкратной 

внутримышечной иммунизации показало статистически неотличимые уровни 

титров антител в сыворотке. Эти данные сходны с результатами, полученными Qu 
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et. al, который показал, что двухкратная иммунизация в дозе 2,5 мкг/мышь 

линейным и кольцевым мРНК-векторами дает одинаковую сероконверсию [240]. 

Также интересно, что статистически значимое превосходство линейного мРНК 

вектора по уровню экспрессии in vitro не привело к значимому увеличению 

иммуногенности. Это говорит о сложности процесса возникновения иммунного 

ответа, который нелинейно связан с количеством антигена. Во-первых, для 

эффективной стимуляции В-клеток может быть достаточно сравнительно 

небольшого количества целевого антигена, презентируемого фолликулярными 

дендритными клетками, и дальнейшее повышение дозы не приводит к линейному 

росту титров. Во-вторых, немодифицированная кольцевая РНК способна 

активировать RIG-1 и MDA5-зависимые сигнальные пути, выступая в роли 

встроенного адъюванта, что частично компенсирует более низкую продукцию 

антигена [316, 50]. Наконец, более продолжительная экспрессия антигена 

кольцевыми векторами может способствовать более сильному иммунному ответу.  

В экспериментах по изучению выживаемости и линейный, и кольцевой 

мРНК-векторы продемонстрировали 100% защиту иммунизированных животных 

от летальной инфекции, в то время как невакцинированные животные умерли к 11 

дню. При этом убыль веса животных, иммунизированных как линейным, так и 

кольцевым мРНК-векторами была одинаковой и не превышала 10% от 

изначального веса.  

Измерение вирусной нагрузки в легких зараженных животных также не 

выявило достоверных различий между группой, вакцинированной кольцевым и 

линейным мРНК- векторами. Оба вектора показали достоверное снижение 

вирусной нагрузки не менее чем на 3 log10. Это говорит о перспективности 

полученного кольцевого мРНК вектора, как основы «вакцинного» вектора. 

Далее был проведен эксперимент по изучению кольцевой мРНК в качестве 

основы для создания универсальной вакцины против гриппа А. В отличие от 

COVID-19, где основным косвенным показателем защиты являются 
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вируснейтрализующие антитела к S-белку, эффективная вакцинопрофилактика 

гриппа А требует индукции мощного клеточного иммунного ответа, направленного 

на консервативные внутренние белки вируса, такие как нуклеопротеин (NP) и 

матриксный белок М2 

Для этого были получены линейный и кольцевой мРНК-векторы, 

кодирующие консервативные антигены вируса гриппа А. Важно отметить 

сложность детекции целевых антигенов: из-за того, что их последовательности 

были получены путем выравнивания белков различных изолятов, они значительно 

хуже связываются с антителами, специфичными к какому-либо определенному 

изоляту.  

Далее было проведено сравнение гуморального и клеточного иммунных 

ответов против целевых антигенов при введении линейного и кольцевого мРНК-

векторов. Из-за более низкой иммуногенности этих антигенов была использована 

большая доза, чем в эксперименте с S-гликопротеином вируса SARS-CoV-2. 

Результаты проведенного эксперимента показали, что линейный мРНК-вектор 

индуцирует более сильный гуморальный иммунный ответ, в то время как 

кольцевой – Т-клеточный. Полученные нами данные могут быть объяснены 

эффективной трансляцией кольцевой мРНК в дендритных клетках, которая затем 

эффективно презентирует антигенные пептиды цитотоксическим Т-лимфоцитам, 

как было показано Amaya L et. al [13]. 

Результаты оценки протективного эффекта показали, что двухкратная 

иммунизация кольцевым мРНК-вектором обеспечивает сопоставимую защиту от 

летальной инфекции вирусом гриппа А, как и линейный вектор. При этом оба 

вектора при однократной иммунизации не обеспечивают защиты.  

Наконец, для всесторонней характеристики полученного кольцевого мРНК-

вектора, он был изучен в качестве платформы для создания средств пассивной 

иммунизации. Для проверки полученных мРНК векторов было использовано две 

модели острой интоксикации: ботулотоксином и токсином А Clostridium difficile.  
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Сперва остановимся на модели летальной интоксикации ботулотоксином. 

Godakova et. al. было показано, что терапевтическое окно для введения антител 

после введения токсина составляет 3 часа, то есть задолго до появления первых 

симптомов [96]. При введении антитела позднее протективного эффекта уже не 

наблюдается. Поэтому в данной работе использовалась схема профилактического 

введения мРНК-векторов до введения токсина.  

На первом этапе была изучена кинетика синтеза рекомбинантного 

тяжелоцепочечного антитела В11-Fc после внутримышечного введения липидных 

наночастиц, содержащих линейный или кольцевой мРНК-векторы.  

В целом, данные коррелируют с результатами по измерению люциферазной 

активности: в первые 48 часов наблюдается превосходство трансляционной 

активности линейного мРНК-вектора, затем этот разрыв сокращается. Здесь также 

стоит отметить ограниченную чувствительность используемого ИФА-набора, 

ввиду которой при измерении концентрации рекомбинантного антитела в 

сыворотках в точках 48 и 72 часа, некоторые значения были ниже уровней 

детекции, что несколько исказило полученную картину. Изучение протективной 

активности проводилось по схеме профилактики: мРНК-векторы вводились за 16 

или 24 часа до введения токсина. Из полученных данных следует, что при пиковых 

значениях продукции белка оба вектора обеспечивают 100% защиту от летальной 

интоксикации. 

Далее была изучена протективная активность мРНК-векторов против 

токсина А Clostridium difficile. Для этого эксперимента был расширен интервал 

изучения: были выбраны точки 2 часа и 48 часов по схеме, описанной выше. Было 

показано, что при введении мРНК-векторов за 48 часов до введения токсина оба 

вектора также обеспечивают протективный эффект. В то же время при введении 

мРНК-векторов за 2 часа до введения токсина кольцевой мРНК-вектор не 

обеспечивал защиты, а линейный обеспечивал неполную защиту. Это обусловлено 

разной кинетикой продукции целевого белка в первые часа после введения. Также 
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некоторую роль в изменении времени начала продукции целевого белка играет 

использование липидных наночастиц. Тем не менее, на двух моделях летальной 

интоксикации бактериальными токсинами было показано, что при введении 

кольцевого мРНК-вектора в интервале 16-48 часов до введения токсинов он 

обеспечивает 100% защиту от летальной инфекции, сопоставимую с линейным 

мРНК-вектором. 

В целом, важно отметить, что данные об использовании кольцевых мРНК, 

как платформы для пассивной иммунизации от инфекционных заболеваний и 

токсинов отсутствуют, в отличие от линейных аналогов [12, 44, 256, 293]. 

Примером успешного использования кольцевых мРНК для продукции 

рекомбинантных антител является работа, Liu et. al, где кольцевая мРНК 

использовалась для экспрессии одноцепочечного вариабельного домена к PD-L1 

(scFv-PD-L1) при терапии метастазов HER-2 положительного рака груди. Однако 

важно отметить разницу в используемых моделях, так в модели, использованной 

Liu et. al начало падежа животных наблюдалось после 20 дня даже в контрольной 

группе, в то время как использованные в работе модели острой интоксикации 

показывают летальность не позднее 48 часов дня после введения токсинов [174]. 

Также рассматривая эффективность линейных и кольцевых мРНК-векторов, 

стоит отметит вклад векторных элементов в молярное соотношение векторов. Так 

при введении 10 мкг линейной и кольцевой мРНК, кодирующих S-гликопротеин 

вируса SARS-CoV-2, мольное количество линейного вектора превышает таковое 

кольцевого примерно на 15% из-за большого размера вирусного антигена, в то 

время как для конструкций, кодирующих рекомбинантные антитела, это 

превосходство составляет уже около 40% из-за небольшого размера 

рекомбинантных антител. При этом в экспериментах использовалось одинаковое 

количество мРНК в мкг, исходя из дальнейшего практического применения данной 

платформы, а не их эквимолярные соотношения, удобные при теоретическом 

сравнении. 
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Еще одной возможной причиной более низкой продукции терапевтического 

белка может служить недостаточная очистка от линейного предшественника, и как 

следствие, активация врожденного иммунного ответа. В частности, Wesselhoeft et. 

al. показал, что при очистке кольцевой мРНК только с использованием РНКазы R 

наблюдается активация RIG-I MDA-5. При очистке же методом 

высокоэффективной жидкостной хроматографии этого не происходит [316]. 

Для этих же целей ряд исследователей предлагает включать в состав векторов 

N6-метиладенозин, который в отличие от N1-метилпсевдоуридина не снижает 

трансляционную активность IRES-элементов [50]. Однако снижение активации 

врожденного иммунного ответа играет двоякую роль, которое, с одной стороны, 

улучшает трансляционные характеристики вектора, а с другой – нивелирует его 

адъювантные свойства. С этой точки зрения поиск оптимальной технологии 

очистки для того или иного мРНК-препарата, ровно как и модификация вектора 

являются обширными задачами, которые не ставились в рамках текущей работы. 

С практической точки зрения, полученные результаты демонстрируют, что 

кольцевые мРНК-векторы являются полноценной альтернативой одобренным 

линейным аналогам в качестве вакцинной платформы. Более того, их применение 

позволяет полностью отказаться от использования модифицированных 

нуклеозидов, в частности, N1-метилпсевдоуридина, который приводит к 

смещению рамки считывания, и как следствие, к синтезу побочных пептидов с 

неизученным иммуногенным и потенциально аутоиммунным потенциалом [203]. В 

то же время применение кольцевых мРНК для экстренной пассивной иммунизации 

имеет некоторые ограничения, связанные с кинетикой продукции целевого белка. 

Ввиду перспективности данных, полученных при изучении Т-клеточного 

иммунного ответа после введения кольцевых мРНК-векторов, в дальнейшем 

планируется изучить применение полученного вектора при разработке 

противораковых препаратов. А также изучить, как включение модифицированных 

нуклеотидов влияет на индукцию Т-клеточного иммунного ответа. Ещё одним 
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направлением дальнейшей работы является подбор оптимальных методов очистки 

кольцевых мРНК-векторов для их использования в качестве терапевтической и 

вакцинной платформ.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

В ходе проделанной работы на основе интронов циклизации 1 типа была 

сконструирована панель кольцевых мРНК-векторов, содержащих IRES-элементы 

вируса Коксаки B3 и риновируса B6, а также различные спейсерные 

последовательности. Установлено, что комбинация IRES-элемента риновируса B6 

с поли(АЦ)-спейсером обеспечивает максимальную трансляционную активность в 

клетках HEK293. 

Сравнительное изучение кинетики люциферазной активности in vitro и in vivo 

показало различие в кинетическом паттерне после введения линейного и 

кольцевого мРНК-векторов. Линейный мРНК-вектор характеризуется более 

быстрым ростом трансляции в первые часы после введения, а его пиковое значение 

превышает таковое для кольцевого. При этом к 48 часам их трансляционная 

активность выравнивается, а далее наблюдается превосходство кольцевого мРНК-

вектора. 

Далее был получен кольцевой мРНК-вектор, кодирующий S-гликопротеин 

SARS-CoV-2, который при двухкратной иммунизации обеспечивал 100% защиту 

трансгенных АСЕ-2 мышей от летальной инфекции SARS-CoV-2. При этом 

вирусная нагрузка в легких иммунизированных животных была более чем на 3 log₁₀ 

ниже, чем у контрольной группы как по данным ПЦР-РВ, так и по титрованию 

ТЦД₅₀, что не отличается от показателей линейного вектора. 

Сравнение гуморального и клеточного иммунного ответа против целевых 

антигенов, кодируемых кольцевым и линейным мРНК-векторами, проводилось на 

модели консервативных антигенов вируса гриппа А. Было показано, что линейный 

вектор обеспечивает достоверно более высокий гуморальной ответ, в то время как 

кольцевой вектор обеспечивает более сильный Т-клеточный иммунный ответ. При 

этом оба вектора при двухкратной иммунизации обеспечивают сопоставимый 

уровень протективной активности. 
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Кольцевые мРНК-векторы, кодирующие рекомбинантные антитела, показали 

свою эффективность при пассивной иммунизации. Кольцевой мРНК-вектор, 

кодирующий тяжелоцепочечное антитело B11-Fc, обеспечил 100% защиту мышей 

от 5 ЛД50 ботулотоксина при введении за 16 или 24 часа до интоксикации. 

Кольцевой мРНК-вектор, кодирующий тяжелоцепочечное антитело С4.2-Fc, 

обеспечил 100% защиту мышей от 5 ЛД50 токсина А C. difficile при введении за 48 

часов до интоксикации. 

В совокупности полученные данные говорят о применимости полученного 

нового кольцевого мРНК-вектора для широкого применения в различных сферах 

иммунологии от создания вакцин до средств пассивной иммунизации. 
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ВЫВОДЫ 

1. Был получен новый кольцевой мРНК-вектор, содержащий IRES риновируса 

В6 и поли(АЦ)-спейсер, который обеспечивает прирост люциферазной 

активности in vitro на 30-300% относительно других комбинаций.  

2. Изучение люциферазной активности in vitro на клетках НЕК293 и in vivo на 

мышах линии Balb/c показало, отличие в кинетике люциферазной активности 

между линейным и кольцевым мРНК-векторами. В первые 48 часов 

линейный мРНК-вектор обеспечивает достоверно большую люциферазную 

активность, а после 48 часов наблюдается превосходство люциферазной 

активности, обеспеченной кольцевым мРНК-вектором. 

3. Двухкратное введение кольцевого мРНК-вектора, несущего ген S-

гликопротеина вируса SARS-CoV-2, обеспечивает 100% защиту трансгенных 

мышей К18-hАСЕ-2 от заражения летальной дозой вируса 105 ТЦД50. 

4. CD8+ Т-клеточный иммунный ответ против консервативных антигенов 

вируса гриппа, индуцированный кольцевым мРНК вектором, достоверно 

превосходит ответ, индуцированный линейным, более чем в два раза.  

5. Двухкратное введение кольцевого мРНК-вектора, несущего консервативные 

антигены вируса гриппа А, обеспечивает 90% защиту мышей от заражения 5 

ЛД50 вируса гриппа А 

6. Кольцевые мРНК-векторы, кодирующие тяжелоцепочечные антитела B11-Fc 

и C4.2-Fc, обеспечили 100% защиту мышей при внутрибрюшинном введении 

5 ЛД50 ботулотоксина и токсина А Clostridium difficile соответственно.  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ  

ГМ-КСФ – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующийо 

фактор  

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

дцРНК – двухцепочечная рибонуклеиновая кислота 

ИФА – иммуноферментный анализ 

ЛД50 – средняя доза вируса, которая вызывает гибель 50 % подопытных 

животных 

мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота 

мΨ – N1-метил-псевдоуридин 

ОП450нм – оптическая плотность, измеренная при длине волны 450 нм 

оцРНК – одноцепочечная рибонуклеиновая кислота 

ПЦР – полимеразная цепная реакция  

РНК – рибонуклеиновая кислота 

ТМБ – тетраметилбензидин 

ТЦД50 – 50%-ная тканевая цитопатическая доза 

ФСБ – фосфатно-солевой буфер  

АСЕ2 – рецепторы ангиотензинпревращающего фермента II типа 

Ad-null – репликативно-дефектный аденовирус человека 5 серотипа, не 

содержащий трансгена 
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CAR-T – Т-клетки с химерным антигенным рецептором (Chimeric antigen 

receptor T-cells) 

CleanCap – запатентованная технология ко-транскрипционного кэпирования 

мРНК в ходе in vitro транскрипции 

CrPV – вирус паралича сверчков (Cricket paralysis virus) 

ECMV – вирус энцефаломиокардита (Encephalomyocarditis virus) 

FMDV – вирус ящура (Foot-and-mouth disease virus) 

HCV – вирус гепатита C (Hepatitis C virus) 

IgG – иммуноглобулины класса G 

ITAF – IRES-транс-действующие факторы (IRES-trans-acting factors; полнее 

– Internal ribosome entry site trans-acting factors) 

PTB – полипиримидиновый тракт-связывающий белок (polypyrimidine tract-

binding protein) 

TMEV – вирус энцефаломиелита мышей Тейлера (Theiler's murine 

encephalomyelitis virus) 

IgG – иммуноглобулины класса G 

M2 – матриксный белок 2 вируса гриппа (matrix protein 2 of influenza virus) 

MDA‑5 – белок, ассоциированный с дифференцировкой меланомы 5 

(melanoma differentiation‑associated protein 5) 

NP – нуклеокапсидный белок вируса гриппа (nucleocapsid protein of influenza 

virus) 
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PD‑L1 – лиганд запрограммированной клеточной гибели 1 (programmed 

death‑ligand 1) 

RIG‑I – белок, индуцируемый ретиноевой кислотой (ген I) (retinoic 

acid‑inducible gene I) 

PBS – фосфатно-солевой буфер 

S – S-гликопротеин вируса SARS-CoV-2 

SARS-CoV-2 – коронавирус тяжелого острого респираторного синдрома 2 

scFv‑PD‑L1 – одноцепочечный антигенсвязывающий фрагмент антитела 

против PD‑L1 (single‑chain variable fragment of antibody against PD‑L1) 

SPF – specific-pathogen-free, свободный от конкретных патогенов 

TLR3 – Толл‑подобный рецептор 3 (Toll‑like receptor 3) 

TLR7 – Толл‑подобный рецептор 7 (Toll‑like receptor 7) 

TLR8 – Толл‑подобный рецептор 8 (Toll‑like receptor 8) 
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