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Резюме 
Введение. К настоящему времени не решена проблема распространения заболеваемости вирусом кле-
щевого энцефалита (Orthoflavivirus encephalitidis). Имеющиеся вакцины имеют ряд недостатков. Изучение 
новых вакцинных платформ позволит разработать более эффективные вакцины для профилактики забо-
левания.
Цель исследования. Изучить эффективность кандидатных вакцин на основе химерного вируса желтой 
лихорадки, аденовируса обезьян 25-го серотипа и матричной рибонуклеиновой кислоты (мРНК), кодирую-
щих фрагмент вирусного полипротеина клещевого энцефалита, который соответствует областям PrM и E.
Материалы и методы. Конструкции для вакцинных препаратов получали по описанным ранее методи-
кам. Изучение иммуногенности и протективности вакцин проводили с использованием мышей линии BAL-
B/c. Оценку нейтрализующей активности сывороток животных, а также инфицирование мышей проводили 
с использованием вируса клещевого энцефалита штамм «Софьин-Чумаков». 
Результаты. Установлено, что иммунизация животных мРНК, кодирующей области PrM и E вирусного по-
липротеина вируса клещевого энцефалита, приводила к индукции более высокого уровня нейтрализующих 
антител по сравнению с остальными исследуемыми вакцинными платформами в используемой схеме им-
мунизации. Кроме того, данная платформа обеспечивала 100% защиту животных от летальной инфекции, 
вызываемой вирусом клещевого энцефалита.
Заключение. Проведенное исследование показало, что доставка нуклеотидной последовательности, коди-
рующей области PrM и E вирусного полипротеина вируса клещевого энцефалита, в составе мРНК вызывает 
выраженный гуморальный иммунный ответ при иммунизации животных. Полученные результаты демон-
стрируют принципиальную возможность эффективной экспрессии одного и того же антигенного компонента 
вируса клещевого энцефалита в различных вакцинных платформах, каждая из которых обладает собствен-
ными преимуществами и ограничениями. 

Ключевые слова: вирус клещевого энцефалита; химерный вирус; аденовирусный вектор; рекомбинант-
ный аденовирус; обезьяний аденовирус типа 25; вакцинная платформа; мРНК-ЛНП; 
вакцины-кандидаты
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Abstract 
Introduction. The spread of tick-borne encephalitis virus (Orthoflavivirus encephalitidis) continues. Existing 
vaccines have several limitations. Research new vaccine platforms will enable the development of more effective 
strategies of disease prevention.
Materials and methods. The constructs for producing vaccine preparations were obtained using the methods 
described earlier. Study of the effectiveness of candidate vaccines based on chimeric yellow fever virus, adenovirus 
serotype 25 and mRNA encoding a fragment of the tick-borne encephalitis viral polyprotein corresponding to the 
PrM and E regions, immunogenicity and protective efficacy was performed using BALB/c mice. The neutralizing 
activity assessment of animal sera and mice challenge were performed using the tick-borne encephalitis virus 
strain Sofjin-Chumakov. 
Results. It was established that immunization of animals with mRNA encoding the PrM and E regions of the viral 
polyprotein of tick-borne encephalitis virus resulted in the induction of a higher level of neutralizing antibodies 
compared to the other vaccine platforms studied in the immunization schedule used. In addition, this platform 
provided 100% protection of animals from the lethal infection caused by the tick-borne encephalitis virus.
Conclusion. The study demonstrated that delivery of the nucleotide sequence encoding the PrM and E regions of 
the tick-borne encephalitis virus polyprotein within mRNA elicits a pronounced humoral immune response during 
animal immunization. These results demonstrate the fundamental feasibility of effectively expressing the same 
tick-borne encephalitis virus antigen in various vaccine platforms, each with its own advantages and limitations.

Keywords: tick-borne encephalitis virus; chimeric virus; adenovirus vector; recombinant adenovirus; simian ade-
novirus type 25; vaccine platform; mRNA-LNP; candidate vaccines
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Введение
По данным Всемирной организации здравоохране-

ния, ежегодно в мире регистрируется около 10–12 тыс. 
случаев клещевого энцефалита (КЭ)1. Возбудителем 
заболевания является вирус клещевого энцефалита 
(ВКЭ), относящийся к семейству Flaviviridae и роду 
Orthoflavivirus. Помимо ВКЭ, в семейство Flaviviridae 
входят другие арбовирусы, патогенные для челове-
ка, такие как вирус желтой лихорадки (ВЖЛ), вирус 
японского энцефалита, вирус лихорадки денге, вирус 
Зика и вирус Западного Нила [1]. По результатам фи-
логенетического анализа выделено 5 подтипов ВКЭ: 
европейский, сибирский, дальневосточный, байкаль-
ский и новый подтип – гималайский [2, 3]. ВКЭ по-
ражает центральную нервную систему, приводя к не-
врологическим осложнениям разной степени тяжести 
в зависимости от подтипа ВКЭ [1, 4, 5].

На сегодняшний день вакцинация является един-
ственным способом предотвращения развития забо-
левания, поскольку эффективного лечения не суще-
ствует. Все имеющиеся в настоящее время лицензи-
рованные вакцины являются инактивированными 
и основаны на европейских (Neudoerfl и K23 [6, 7]) или 
дальневосточных («Софьин», «205»  [8] и Senzhang 
[9]) штаммах. Несмотря на то что эти вакцины до-
статочно эффективны и безопасны, они имеют не-
которые ограничения, такие как схемы вакцинации, 
включающие несколько доз первичной иммунизации, 
с необходимостью последующих регулярных ревак-
цинаций для поддержания защитного уровня иммун-
ного ответа. Кроме того, традиционные инактиви-
рованные вакцины не всегда обеспечивают полную 
защиту, особенно у лиц пожилого возраста. Таким 
образом, разработка новых вакцин может позволить 
преодолеть недостатки имеющихся инактивирован-
ных вакцин против ВКЭ [10]. 

Подходы к разработке и производству вакцин разви-
вались на протяжении многих лет, и на сегодняшний 
день уже разработано несколько технологий и плат-
форм для их создания, включая инактивированные, 

анатоксиновые, живые аттенуированные вакцины, 
вакцины на основе вирусоподобных частиц, синтети-
ческих пептидов, полисахаридов и конъюгатов поли-
сахаридов, вакцины на основе вирусных векторов, на 
основе нуклеиновых кислот (ДНК и матричной РНК 
(мРНК)) [11, 12]. Платформы нового поколения, такие 
как мРНК, открывают путь к разработке вакцин с низ-
кой себестоимостью, высокой безопасностью и эффек-
тивностью и возможностью быстрой массовой вакци-
нации. Основными компонентами вакцин являются 
антигены, которые получают непосредственно от па-
тогена или биотехнологическим путем [11]. 

Структура вириона всех флавивирусов, включая 
ВКЭ, схожа и включает оболочку (образованную 
мембранными (М) и оболочечными (Е) белками), ну-
клеокапсид (образованный капсидным (С) белком) 
и РНК-геном [13–16]. Помимо структурных белков, 
вирусная РНК кодирует 7 неструктурных белков 
[15, 17]. Белок Е ВКЭ представляет собой поверх-
ностный гликопротеин, который взаимодействует 
с факторами прикрепления и/или рецепторами на 
плазматической мембране клеток-мишеней и способ-
ствует слиянию вирусной и эндосомальной мембран, 
а также индуцирует выработку нейтрализующих ан-
тител [13, 15]. Белок-предшественник М (PrM) регу-
лирует перестройку белков Е на поверхности вируса, 
что приводит к переходу от незрелых к зрелым вирио-
нам [13, 17]. Таким образом, белки PrM и E считаются 
основными предпочтительными антигенами для раз-
работки вакцин не только против ВКЭ, но и против 
других флавивирусов.

В нашем исследовании мы выбрали три подхода 
для доставки антигенов, кодирующих области PrM 
и E вирусного гликопротеина, и создания вакцин-кан-
дидатов: на основе живого аттенуированного штамма 
ВЖЛ 17DD-UN (в качестве генетической основы для 
разработки вакцин против других вирусов), рекомби-
нантных аденовирусных (rAd) векторов (популярный 
инструмент для доставки генов в клетки млекопита-
ющих, особенно при разработке вакцин-кандидатов) 
и мРНК, инкапсулированной в липидные наночасти-
цы (ЛНП) (перспективная платформа для разработки 
мРНК-вакцин). В ходе нашего исследования мы со-
здали три вакцины-кандидата против ВКЭ на основе 

1Tick-borne encephalitis. Доступно по: https://www.who.int/health-
topics/tick-borne-encephalitis#tab=tab_1
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штамма «Софьин-Чумаков» (дальневосточный под-
тип). Мы использовали три подхода к доставке фраг-
ментов полипротеина, соответствующих белкам PrM 
и E (основного антигена ВКЭ), в клетки млекопита-
ющих: в виде мРНК-ЛНП, в виде рекомбинантного 
аденовируса обезьян 25-го серотипа и в виде химе-
ры ВЖЛ 17DD-UN со вставками генов ВКЭ. Затем 
мы оценили иммуногенность и протективность полу-
ченных кандидатных вакцин против ВКЭ на мышах.

Цель исследования – изучить эффективность кан-
дидатных вакцин на основе химерного ВЖЛ, адено-
вируса обезьян 25-го серотипа и мРНК, кодирующих 
фрагмент вирусного полипротеина КЭ, который соот-
ветствует областям PrM и E.

Материалы и методы 

Схема создания трех кандидатных вакцин 
Для разработки трех кандидатных вакцин исполь-

зовали штамм ВКЭ дальневосточного подтипа «Со-
фьин-Чумаков» (ID доступа GenBank: KC806252.1). 
Вирусную РНК использовали в качестве матрицы 
для получения комплементарной ДНК (кДНК) с по-
мощью набора High-Capacity RNA-to-cDNA (Thermo 
Fisher Scientific, США). Олигонуклеотидный праймер 
для синтеза кДНК PrM/E имел следующий состав: 
cDNE-TBEV 5’-GTG TCC ACA GCA CAG CCA ACA 
TC-3’. Далее полученную кДНК использовали для ам-
плификации фрагмента (размером 1,9 кб) с помощью 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с применением 
набора 2× Platinum SuperFi Green MasterMix (Ther-
mo Fisher Scientific, США). Для ПЦР были выбраны 
праймеры со следующей структурой: PrME-For 5’-
TGC TGG TTG TTG TCC TGT TGG GA-3’ и PrME-
Rev 5’-ACC GCC AAG AAC TGT GTG CAG CG-3’. 
Амплификацию проводили в соответствии с инструк-
цией производителя. Олигонуклеотидные праймеры 
для синтеза кДНК, амплификации ПЦР-фрагмента 
и построения плазмид подбирали с помощью про-
граммы SnapGene (версия 7.2). Идентичность коди-
рующих последовательностей подтверждали секве-
нированием по Сэнгеру. В зависимости от вирусно-
го вектора после одного или нескольких пассажей 
продукцию рекомбинантных вирусов подтверждали 
с помощью высокопроизводительного секвенирова-
ния. На рис. 1 представлена ​​схема получения химер-
ного репликативно-компетентного аттенуированного 
ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE), рекомбинантного репли-
кативно-дефектного аденовируса обезьян SAd25-
КЭ(FE) и мРНК-КЭ(FE)-ЛНП.

Получение химерного репликативно-компетентного 
аттенуированного вируса желтой лихорадки  

17DD-UN/КЭ(FE)
Для получения химерного ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE) 

на основе штамма ВЖЛ 17DD-UN (ID GenBank 
OP796361.1) со вставками нуклеотидных последо-
вательностей, кодирующих области PrM и E ВКЭ, 
использовали плазмиду pSMART BAC из набора 
CopyRight v.  2.0 Bac Cloning (Lucigen, США). Все 

работы по молекулярному клонированию проводи-
ли с использованием штамма Escherichia coli Top10. 
Конструирование и сборку плазмиды осуществляли 
с помощью набора Gibson Assembly Ultra MasterMix 
(Codex DNA, США) в соответствии с инструкцией 
производителя.

Для сборки гибридной конструкции была прове-
дена трансфекция клеток Vero E6. Для этого клетки 
высевали в 48-луночные планшеты (2  ×  105 клеток 
на лунку) за сутки до эксперимента. Затем проводи-
ли трансфекцию клеток в среде Opti-MEM (Gibco, 
США) с использованием Lipofectamine 2000 (LF2000; 
ThermoFisher, США). Репликацию вируса подтвер-
ждали методом одностадийной ПЦР с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР) с последующим наблюде-
нием за развитием вирус-индуцированного цитопати-
ческого эффекта (ЦПЭ).

Амплификацию химерного ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE) 
проводили методом одностадийной ОТ-ПЦР с функ-
цией количественная ПЦР, как описано ранее [18]. 
Олигонуклеотидные праймеры и зонды для гена 
неструктурного белка NS5 ВЖЛ 17DD-UN (остов) 
и гена E ВКЭ (вставка) были следующими: прямой 
праймер YFV NS5F 5’-GCG GTA TCT TGA GTT TGA 
GG-3’, обратный праймер NS5R 5’-AGG TCT CTG 
ATC ACA TAT CCT AG-3’, зонд NS5TM 5’-FAM-AGC 
CAA TGC CTTC CAC TCC TCC TC-BHQ1-3’ (20) 
и прямой праймер TBEV(FE) ChTBE-Fe-for 5’-gTC 
AAA gTA gAg CCg CAT AC-3’, обратный праймер 
ChTBE-Fe-rev 5’-T TCT CCg Agg AAg CCg TgA A-3’, 
зонд ChTBE-Fe-Z 5’-R6G-CgT CgC TgC TAA TgA 
gAC TCA CAg Tgg-BHQ1-3’ (данное исследование). 
Для подтверждения продукции PreM и E вируссодер-
жащую жидкость ВКЭ исследовали с помощью им-
муноферментного анализа (ИФА).

Для определения титра вируса клетки Vero E6 высе-
вали в 24-луночные планшеты (105 клеток на лунку) 
за сутки до эксперимента. Затем к монослою клеток 
добавляли различные разведения вируса. После адсо-
рбции вируса среду удаляли, а клетки покрывали 0,7% 
карбоксиметилцеллюлозы (Sigma, США) в среде 
DMEM. Планшеты инкубировали в течение 4–5 сут 
при температуре 37 °С и 5% СО2. После этого клет-
ки фиксировали 5% раствором параформальдегида 
и окрашивали 1% раствором кристаллического фио-
летового. Титр вируса выражали в БОЕ/мл (бляшко-
образующие единицы) [19].

Получение рекомбинантного репликативно-
дефектного аденовируса обезьян SAd25-КЭ(FE)

Плазмиду с геном рекомбинантного репликатив-
но-дефектного вектора на основе аденовируса обе-
зьян 25-го серотипа (SAd25), содержащую нуклео-
тидные последовательности PrM и E ВКЭ, получа-
ли методом гомологичной рекомбинации в клетках 
E. coli BJ5183. Бактериальные клетки трансфор-
мировали методом электропорации согласно ин-
струкции производителя с использованием прибора 
MicroPulser (Bio-Rad, Hercules, США). Полученную 
плазмиду (pSAd25-КЭ(FE)) анализировали методами 
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Рис. 1. Схематическое изображение конструкции химерного вируса желтой лихорадки (ВЖЛ) 17DD-UN/КЭ(FE), рекомбинантного 
SAd25-КЭ(FE) и мРНК-КЭ(FE)-ЛНП. 

а – схематическое изображение генома КЭ(FE); б – схематическое изображение генома ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE); в – схематическое изображение гено-
ма SAd25-КЭ(FE); г – схема мРНК-КЭ(FE)-ЛНП.

Fig. 1. Schematic representation of the design of chimeric virus YFV 17DD-UN/TBEV(FE), a recombinant SAd25-TBEV(FE) and mRNA-
TBEV(FE)-LNP used in this study. 

a – schematic representation of TBEV(FE) genome; b – schematic representation of YFV 17DD-UN/TBEV(FE) genome; c – schematic representation of 
SAd25-TBEV(FE) genome; d – schematic representation of mRNA-TBEV(FE)-LNP.

а/а

б/b

в/с

г/d
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ПЦР, рестрикционного картирования и высокопроиз-
водительного секвенирования по стандартным прото-
колам [18, 20]. В pSAd25-КЭ(FE) делетированная об-
ласть E1 генома аденовируса была заменена кассетой, 
содержащей целевой ген (промотор CMV, нуклеотид-
ная последовательность полипротеина PrM/E ВКЭ 
того же штамма, который использовался для создания 
химерного ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE), а также сигнал 
полиаденилирования). Для увеличения пакующей 
емкости вектора также была делетирована область E3 
генома аденовируса.

Плазмиду pSAd25-КЭ(FE) использовали для ожив-
ления рекомбинантного аденовируса SAd25-КЭ(FE). 
Клетки HEK293 высевали в 24-луночные культу-
ральные планшеты и инкубировали в течение ночи 
до достижения 80% конфлюентности. Для удаления 
бактериальной части плазмидную ДНК гидролизо-
вали рестриктазами PacI и SspI, а затем трансфици-
ровали в клетки HEK293 с использованием реагента 
Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific, США) 
согласно инструкции производителя. После визу-
ального выявления цитопатического действия виру-
са (ЦПД) с помощью инвертированного микроскопа 
CKX41 (Olympus, Япония) клетки в культуральной 
среде подвергали трем циклам замораживания-отта-
ивания.

Рекомбинантный аденовирус обезьян накапливали 
в культуре клеток HEK293. Клетки HEK293 высевали 
в чашки Петри диаметром 10 см с плотностью 15–
17  ×  106 клеток на чашку. На следующие сутки 65–
75% конфлюэнтный монослой клеток инфицировали 
рекомбинантным аденовирусом SAd25-КЭ(FE) в до-
зе 107 TCID50 на чашку. Через 2 сут, по достижении 90–
100% ЦПД, инфицированные клетки собирали, кон-
центрировали низкоскоростным центрифугирова-
нием, ресуспендировали в буфере (0,01 М Трис-HCl 
pH 8,0, 0,01 М NaCl, 5 мМ ЭДТА) и подвергали трем 
циклам замораживания-оттаивания для разрушения 
клеточной и ядерной мембран и высвобождения ви-
руса из клеток. Клеточные лизаты центрифугирова-
ли при 5000 об/мин в течение 10 мин при комнатной 
температуре, после чего удаляли осадок. Затем реком-
бинантный аденовирус очищали двукратным ультра-
центрифугированием в градиенте CsCl (как ступенча-
тым, так и равновесным) на ультрацентрифуге Optima 
XPN-90 (Beckman Coulter Inc., США).

Чистоту и идентичность SAd25-КЭ(FE) подтвер-
ждали с помощью ПЦР и полногеномного секве-
нирования. Титр очищенного вируса определяли 
с помощью анализа TCID50 на клетках HEK293 [21]. 
Результаты регистрировали на 10–12-е сутки после 
трансдукции клеток. Количество вирусных частиц 
(в.ч.) определяли с помощью реагентов из набора для 
количественного определения двухцепочечной ДНК 
Pico488 (Lumiprobe, США) в соответствии с инструк-
цией производителя.

SDS-PAGE проводили в 12% полиакриламидном ге-
ле по методу Лэммли [22]. В качестве стандарта моле-
кулярной массы использовали Precision Plus Protein. 
Препараты аденовируса разводили до концентра-

ции 1010 в.ч./мл в фильтрованной (PES-фильтр, раз-
мер пор 0,22 мкм) воде milliQ. Затем 1 мл препарата 
переносили в кювету размером 10 × 10 × 45 мм и про-
водили 3-кратное измерение. Размер частиц опреде-
ляли с помощью программного обеспечения Zetasizer.

Для анализа экспрессии в чашки Петри диаме-
тром 3 см с 80–90% монослоем клеток Vero E6 иноку-
лировали вирус SAd25-КЭ(FE) и контрольный вирус 
SAd25-EGFP (экспрессирующий ген репортерного 
белка EGFP). Через 72 ч клетки и среду собирали 
и анализировали методом ИФА.

Получение мРНК-ВКЭ(FE)-ЛНП
Разработка платформы мРНК для эффективной 

и длительной экспрессии интересующего гена, 
включая процедуры клонирования ДНК, получе-
ние и очистку плазмидной ДНК, транскрипцию in 
vitro (IVT) и упаковку мРНК в ЛНП, была описана 
ранее  [25]. Линейную бактериальную плазмиду на 
основе pJAZZ-OK (Lucigen, США) с кодирующими 
областями PrM и E использовали в качестве матрицы 
для получения мРНК. pDNA для IVT была выделена 
из электрокомпетентных клеток E. coli BigEasy-TSA 
(Lucigen, США) с помощью набора Plasmid Maxi Kit 
(QIAGEN). pDNA расщепляли с помощью эндону-
клеазы рестрикции BsmBI-v2 (NEB) с последующей 
очисткой продукта экстракцией фенол-хлорофор-
мом и осаждением этанолом. IVT проводили, как 
описано ранее [26]. Готовили реакционную смесь 
объемом 100 мкл, содержащую 3 мкг ДНК-матри-
цы, 3 мкл РНК-полимеразы T7 (Biolabmix) и буфе-
ра T7 10X (TriLink), 4 мМ аналога тринуклеотид-
ного кэпа 1 (3′-OMe-m7G)-5′-ppp-5′-(2′-OMeA)pG 
(Biolabmix), 5 мМ m1ΨTP (Biolabmix), заменяющего 
UTP, и 5 мМ GTP, ATP и CTP. После 2 ч инкубации 
при 37 °C добавляли 6 мкл ДНКазы I (Thermo Fisher 
Scientifiс, США) еще на 15 мин, после чего мРНК оса-
ждали 2М LiCl (инкубация 1 ч на льду с последую-
щим центрифугированием 30 мин при 14 000g, 4 °C) 
и тщательно промывали 80% этанолом. Целостность 
РНК оценивали электрофорезом в 8% денатурирую-
щем полиакриламидном геле.

Сборка ЛНП также была описана ранее [23]. Все 
липидные компоненты растворяли в этаноле в моляр-
ном соотношении 46,3  :  9,0  :  42,7  :  1,6 (ионизируе-
мый липид  :  DSPC  :  холестерин  :  ПЭГ-липид). Ио-
низируемый липид Acuitas (ALC-0315) и ПЭГ-липид 
(1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-метоксиполиэтилен-
гликоль 2000) были приобретены в Cayman Chemical 
Company; DSPC (1,2-дистеароил-sn-глицеро-3-фос-
фохолин) и холестерин – в AvantiResearch и Merck 
соответственно. Липидную смесь смешивали с под-
кисляющим буфером 10 мМ цитрата натрия (pH 3,0), 
содержащим мРНК (0,2 мг/мл) в объемном соотноше-
нии 3 : 1 (водный раствор : этанол) с помощью устрой-
ства NanoAssemblr Ignite (Precision NanoSystems, Ка-
нада). Соотношение ионизуемых атомов азота в ио-
низуемом липиде к числу фосфатных групп в мРНК 
(соотношение N : P) было установлено равным 6 для 
каждой формулы. Препараты диализовали против 
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PBS (pH 7,2) в диализных кассетах Slide-A-Lyzer 
(Thermo Fisher Scientific, США) не менее 24 ч. Пре-
параты пропускали через фильтр с размером пор 0,22 
мкм и хранили при температуре 4 °C (PBS) до исполь-
зования. Диаметр и распределение по размерам, а так-
же дзета-потенциал мРНК-ЛНП измеряли с помощью 
прибора Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Вели-
кобритания) согласно инструкции по эксплуатации.

Эффективность инкапсуляции и концентрацию 
мРНК определяли с помощью красителя SYBR 
Green (SYBR Green I, Lumiprobe), как описано ранее 
[23, 24]. Трансфекцию клеток HEK293 мРНК, кодиру-
ющей PreM/E, проводили, как описано ранее [23, 25]. 
Для подтверждения продукции PreM и E антигена 
ВКЭ клеточную жидкость исследовали методом ИФА.

Эффективность инкапсуляции мРНК
Эффективность инкапсуляции и концентрацию  

мРНК определяли с помощью красителя SYBR Green 
(SYBR Green для ПЦР, Lumiprobe, Россия) с последую-
щим измерением флуоресценции. Образцы мРНК-ЛНП 
разбавляли буфером TE (pH 8,0) в отсутствие или в при-
сутствии 2% Triton-X-100 в черном 96-луночном план-
шете. Стандартную мРНК серийно разбавляли буфе-
ром TE в отсутствие или в присутствии 2% Triton-X-100 
для построения калибровочных кривых. Затем план-
шет инкубировали в течение 10 мин, после чего 
в каждую лунку добавляли краситель SYBR Green 
(разбавленный в 100 раз) для связывания РНК. Флу-
оресценцию измеряли при возбуждении 497 нм и ис-
пускании 522 нм с помощью Varioscan LUX (Thermo 
Fisher Scientific Inc., США). Концентрации мРНК по-
сле разрушения ЛНП Тритоном-Х-100 (с общей мРНК) 
и до разрушения ЛНП (с внешней мРНК) определяли 
с помощью соответствующих стандартных кривых. 
Концентрацию мРНК, загруженной в ЛНП, опреде-
ляли как разницу между двумя концентрациями, ум-
ноженную на коэффициент разбавления исходного 
образца. Эффективность инкапсуляции рассчитывали 
по формуле: (E%) = (С общей мРНК) – (С внешней  
мРНК) / (С общей мРНК) × 100%.

Динамическое рассеяние света
Размер частиц определяли с помощью наносайзера 

Zetasizer Nano ZS (Malvern, Великобритания) методом 
динамического рассеяния света (ДРС). Метод ДРС 
определяет коэффициент диффузии дисперсных ча-
стиц в жидкости после анализа корреляционной функ-
ции флуктуаций интенсивности рассеянного света. За-
тем по полученному коэффициенту диффузии рассчи-
тывается гидродинамический диаметр частицы.

Для Zetasizer Nano ZS образец SAd25-КЭ(FE) 
разбавляли до концентрации 7,3  ×  109/мл в отфиль-
трованной (PES-фильтр, размер пор 0,22 мкм) воде 
milliQ. Затем 1 мл разбавленного образца переносили 
в измерительную кювету (10 × 10 × 45 мм, материал 
полистирол/полистирол, Sarstedt, Германия). После 
этого размер частиц измеряли трижды.

Суспензию мРНК-ЛНП разбавляли водой в 20 раз 
и загружали в кювету для измерения при температу-

ре 25 °C. ЛНП в PBS считывали с использованием па-
раметра растворителя «вода». Одно измерение состо-
яло из трех показаний, каждое из которых получено 
из 13 измерений. Представленные данные ДРС для 
препарата мРНК-ЛНП представляют собой среднее 
значение этих трех показаний.

Результаты были рассчитаны с помощью программ-
ного обеспечения Zetasizer (Malvern, Великобритания).

Иммуноферментный анализ для выявления 
гликопротеинов PrM и E

Среду или вируссодержащую жидкость собирали 
и анализировали с помощью набора реагентов для 
определения антигена ВКЭ «ВектоВКЭ-антиген» 
(«Вектор-Бест», Россия).

Результаты ИФА оценивали на приборе µ-Quant 
(Bio-Tek Instruments, США) при длине волны 450 нм 
с референтной длиной волны 620 нм. Пороговое зна-
чение ИФА рассчитывали в соответствии с инструк-
цией производителя по формуле:

Пороговое значение = среднее значение оптиче-
ской плотности (ОП) трех отрицательных контролей 
+ 0,25 (SD).

Исследования на животных
Все процедуры на животных проводились в соответ-

ствии с действующими руководствами по уходу и ис-
пользованию лабораторных животных и были одобрены 
Локальной этической комиссией Национального иссле-
довательского центра эпидемиологии и микробиологии 
имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи (Протокол 
№ 63 от 05.10. 2023). В соответствии с институциональ-
ными и национальными руководствами все эксперимен-
ты выполняли в помещениях ABSL/BSL-2 и -3.

Мыши были приобретены в питомнике лаборатор-
ных животных «Столбовая» (Россия). Все животные 
содержались в отдельных клетках (по 10 мышей 
в клетке) с контролируемой температурой (20–24 °C) 
и влажностью (45–65%). В течение всего исследова-
ния мыши имели свободный доступ к корму и воде.

Иммунизация
Для оценки иммуногенности и протективности 

полученных рекомбинантных вирусов и мРНК-ЛНП 
самки мышей линии BALB/c (возраст 6–8 нед) были 
распределены на группы (10 особей в каждой). В за-
висимости от вакцинной платформы, используемой 
для доставки гликопротеинов PrM и E ВКЭ (вирусы 
или мРНК-ЛНП), мышей иммунизировали одной или 
двумя дозами экспериментальной вакцины подкож-
но или внутримышечно. Контрольную группу со-
ставили мыши, которым вводили фосфатно-солевой 
буфер (ФСБ) (группа невакцинированных, 10 осо-
бей). Состояние здоровья и поведение мышей кон-
тролировали 1 раз в сутки до конца исследования. 
При появлении неврологических симптомов, таких 
как парез, мышей умерщвляли. Через 28 сут наблю-
дения из хвостовой вены отбирали образцы крови. 
Сыворотку крови брали для определения уровня 
нейтрализующих антител.
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Заражение вирусом клещевого энцефалита
Для анализа протективной эффективности реком-

бинантных вирусов и мРНК-ЛНП иммунизирован-
ных мышей заражали штаммом ВКЭ «Софьин-Чу-
маков». Штамм ВКЭ был получен из Государствен-
ной коллекции вирусов (ГКВ № 1/2). Вирусный сток 
для экспериментов представлял собой осветленный 
мозговой гомогенат, полученный при интрацере-
бральном инфицировании новорожденных мышей 
BALB/c. Титр вируса определяли с использованием 
клеток Spev («Биолот», Россия). После иммунизации 
животных всех групп внутрибрюшинно заражали 
ВКЭ в дозе 100 LD50. LD50 рассчитывали по методу 
Рида и Менча [26]. Состояние здоровья и поведение 
мышей контролировали 1 раз в сутки в течение не-
дели после заражения ВКЭ, а затем дважды в сутки 
до окончания исследования. Через 20 сут наблюдения 
выжившие животные были умерщвлены.

Оценка нейтрализующей активности сыворотки 
после иммунизации

Разные разведения сыворотки, полученной от имму-
низированных животных, смешивали в равных про-
порциях со 100 TCID50 штамма ВКЭ «Софьин-Чума-
ков» и инкубировали в течение 1 ч при 37 °С. После 
инкубации смесь сыворотки и вируса переносили 
в 96-луночный планшет, содержащий монослой эм-
бриональных клеток почки свиньи (SPEV). Планше-
ты инкубировали при 37 °С и 5% СО2 в течение 4 сут. 
Последнее разведение сыворотки, демонстрирующее 
полную защиту от вирус-индуцированного ЦПЭ, при-
нимали за вируснейтрализующий титр.

Статистический анализ
Все различия считали статистически значимыми 

при p  ≤  0,05. Для интерпретации анализа выживае-
мости Каплана–Майера использовали логранговый 
критерий (критерий Мантеля–Кокса). Для сравнения 
уровней вируснейтрализующих антител применя-
ли критерий Краскела–Уоллиса, а затем апостери-
орный критерий множественного сравнения Данна. 
Все данные были получены с помощью программы 
GraphPad, 8-е издание (GraphPad Software, США).

Результаты

Создание химерного репликативно-компетентного 
аттенуированного вируса желтой лихорадки  

17DD-UN/КЭ(FE)
В нашем предыдущем исследовании [20] мы полу-

чили химерный ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(Eu) с помощью 
метода инфекционных субгеномных ампликонов 
(ИСА). В настоящей работе мы получили химерный 
ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE) с использованием бактери-
альных искусственных хромосом (рис. 1 б). Для этой 
цели инфекционный кДНК-остов ВЖЛ 17DD-UN был 
клонирован в плазмиду pSMART BAC, затем клетки 
были трансфицированы с последующей оценкой ви-
рус-индуцированного ЦПЭ и подтверждением репли-
кации вируса методом ОТ-ПЦР в режиме реального 

времени. ЦПЭ и репликация вируса наблюдались 
в клетках Vero E6 как после трансфекции, так и после 
пассажей вируса. После нескольких пассажей в клет-
ках Vero E6 наличие полного генома ВЖЛ 17DD-UN 
было подтверждено методом высокопроизводитель-
ного секвенирования. Сравнительный анализ полных 
геномов ВЖЛ 17DD-UN (ID GenBank OP796361.1) 
(сгенерированного ИСА) и ВЖЛ 17DD-UN (сгенери-
рованного с использованием искусственных хромо-
сом) в исследовании не выявил нуклеотидных замен.

Искусственная хромосома, содержащая полный ге-
ном штамма ВЖЛ 17DD-UN, была затем использова-
на в качестве молекулярного клона для восстановле-
ния жизнеспособного химерного вируса. Нуклеотид-
ные последовательности вирусных гликопротеинов 
PrM и E остова ВЖЛ 17DD-UN были заменены теми 
же гликопротеинами ВКЭ. Плазмидная конструкция 
была собрана методом Гибсона (сборка по Гибсону). 
Секвенирование по Сэнгеру подтвердило идентич-
ность PrM и E ВКЭ(FE) остова ВЖЛ 17DD-UN. По-
следующая трансфекция и пассажи в клетках Vero E6 
продемонстрировали успешное конструирование хи-
мерного ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE), что было подтверж-
дено методом ОТ-ПЦР в режиме реального времени 
и оценкой ЦПД. Вируссодержащая среда, собранная 
из клеток Vero E6, также была исследована методом 
ИФА, который подтвердил экспрессию белков-анти-
генов PreM и E ВКЭ химерным вирусом (таблица). 

Создание рекомбинантного  
репликативно-дефектного аденовируса обезьян 

SAd25-КЭ(FE)

Ранее мы разработали технологическую платформу 
на основе SAd25 [20]. В настоящей работе исполь-
зовали тот же подход для получения рекомбинант-
ного аденовируса обезьян, содержащего нуклеотид-
ные последовательности, которые кодируют области 
PrM и E ВКЭ. Одним из важных аспектов успешного 
комплементирования аденовирусов с делецией гена 
E1 является функциональное взаимодействие белка 
E1B 55K (продуцируемого транскомплементирую-
щей клеточной линией) с белком E4 34K в вирусном 
геноме. Однако разработка комплементарных клеточ-
ных линий для разных типов репликативно-дефек-
тных векторов является трудоемким и сложным про-
цессом. Таким образом, наличие аденовирусов, не па-
тогенных для человека и способных реплицироваться 
в клетках, таких как HEK293, является существен-
ным преимуществом. Для получения вируса SAd25-
КЭ(FE) клетки HEK293 были трансфицированы 
плазмидной конструкцией pSAd25-КЭ(FE) (рис. 1 б). 
Сходство последовательностей белка E1B 55K Ad5 
и SAd25 составляет приблизительно 56%. Однако нам 
удалось успешно оживить репликативно-дефектный 
SAd25 в клетках HEK293.

После наращивания и очистки вируса 
мы измерили размер частиц и проанализировали бел-
ковый спектр. Размер вириона SAd25-КЭ(FE) состав-
лял 108,23  ± 26,64 нм (рис. 2 а). Анализ белкового 
спектра рекомбинантного аденовируса SAd25-КЭ(FE) 
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Оценка продукции гликопротеинов PrM и E
Экспрессия белков PrM и E, синтезированной in 

vitro мРНК-КЭ(FE)-ЛНП рекомбинантным репли-
кативно-дефектным аденовирусом SAd25-КЭ(FE) 
и репликативно-компетентным аттенуированным 
вирусом, была подтверждена при трансфекции кле-
точных культур HEK293 и Vero E6. Культуральная 
среда и/или клеточный лизат затем исследовались 
в ИФА (таблица). Результаты подтвердили трансля-
ционную активность синтетической мРНК и нали-
чие антигена в полученных ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE) 
и SAd25-КЭ(FE).

Оценка иммуногенности химерного репликативно-
компетентного аттенуированного вируса желтой 

лихорадки 17DD-UN/КЭ(FE), рекомбинантного 
репликативно-дефектного аденовируса SAd25-

КЭ(FE) и мРНК-КЭ(FE)-ЛНП
Для оценки иммуногенности полученных ре-

комбинантных ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE) и SAd25-
КЭ(FE), а также мРНК-КЭ(FE)-ЛНП мышам линии 
BALB/c подкожно вводили ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE) 
в дозе 104 БОЕ на мышь (группа ВЖЛ 17DD-UN/
КЭ(FE), 10 особей на группу), внутримышечно 
SAd25-КЭ(FE) в дозе 5 × 1010 в.ч. на мышь (SAd25-
КЭ(FE) 2 группы, 10 особей на группу) и внутри-
мышечно мРНК-КЭ(FE)-ЛНП в дозе 5 мкг на мышь 

указывает на присутствие основных капсидных бел-
ков – гексона (II), основания пентона (III) и фибера 
(IV), а также минорных белков (V, VI). Молекуляр-
ная масса полипептидов SAd25-КЭ(FE) была при-
близительно следующей: гексон (II) – 120–170 кДа; 
основание пентона (III) – 51–65 кДа; pIIIa и фибер –  
60–65 кДа; минорный белок pV ~ 48 кДа; белок, ассо-
циированный с гексоном pVI – 22–24 кДа (рис. 2 в). 
Экспрессию генов PreМ и Е соответствующих белков 
определяли методом ИФА (таблица).

Получение мРНК-ВКЭ(FE)-ЛНП
Для получения мРНК-КЭ(FE)-ЛНП нуклеотидные 

последовательности полипротеина PrM/E ВКЭ были 
синтезированы и клонированы в линейную бакте-
риальную плазмиду pJAZZ-OK, как описано ранее 
[23, 24] (рис. 1 г). Синтезированные in vitro мРНК 
включали структуру cap-1 на 5’-конце; поли(А)-хвост 
длиной 100 нуклеотидов на 3’-конце; 5’- и 3’-не-
транслируемые области мРНК альфа-субъединицы 
гемоглобина человека (HbA1).

N1-метилпсевдоуридины (m1Ψ) были котранскрип-
ционно включены в мРНК вместо 100% уридинов (U). 
Препараты мРНК-ЛНП были приготовлены с использо-
ванием микрофлюидного прибора NanoAssemblr Ignite. 
Эффективность инкапсуляции составила 90% (SD 1,2%) 
при размере частиц 88,64 ± 32,4 нм (рис. 3).

Таблица. Анализ экспрессии гликопротеинов PreM и E ВКЭ методом ИФА
Table. Production of PreM and E TBEV antigen evaluated by ELISA 

Образец
Sample type

Оптическая плотность (среднее значение)*
Optical density (mean)*

Отрицательный контроль (буфер для разведения)
Negative control (buffer for dilution) 0,053

Cut-off значение
Cut-off value 0,30

YFV 17DD-UN/КЭ(FE) (культуральная среда)
YFV 17DD-UN/TBEV(FE) (culture medium) 2,609

YFV 17DD-UN/КЭ(FE) (клеточный лизат)
YFV 17DD-UN/TBEV(FE) (cell lysate) 3,908

SAd25-КЭ(FE) (культуральная среда) 
SAd25-TBEV(FE) (culture medium) 3,598

SAd25-КЭ(FE) (клеточный лизат) 
SAd25-TBEV(FE) (cell lysate) 4,000

mRNA-PrM/E-КЭ(FE) (культуральная среда)
mRNA-PrM/E-TBEV(FE) (culture medium) 3,653

mRNA-PrM/E-КЭ(FE) (клеточный лизат)
mRNA-PrM/E-TBEV(FE) (cell lysate) 4,000

HEK293 (культуральная среда) 
HEK293 (culture medium) 0,049

HEK293 (клеточный лизат)
HEK293 (cell lysate) 0,060

Vero E6 (культуральная среда) 
Vero E6 (culture medium) 0,055

Vero E6 (клеточный лизат)
Vero E6 (cell lysate) 0,056

Положительный контроль
Positive control 3,106

Примечание. * – показания оптической плотности > 2,5 единиц рассматривается как индикатор высокой степени поглощения, а не как коли-
чественный параметр. В данном диапазоне измерения носят полуколичественный анализ. 
Note. * – an optical density reading > 2.5 units is considered an indicator of high absorption, not a quantitative parameter. Measurements in this range 
are semi-quantitative. 
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Для оценки нейтрализующей активности сывороток 
против гомологичного ВКЭ штамм «Софьин-Чумаков» 
через 28 сут после иммунизации были отобраны образ-
цы крови. Установлено, что иммунизация мышей до-
зой 104 БОЕ ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE) не привела к обра-
зованию нейтрализующих антител. Нейтрализующие 
антитела были выявлены у ½ животных, получивших 
одну дозу SAd25-КЭ(FE). Иммунизация двумя дозами 
SAd25-КЭ(FE) и мРНК-КЭ(FE)-ЛНП привела к обра-
зованию антител у всех животных в группах (рис. 5).

(группа мРНК-КЭ(FE)-ЛНП, 10 особей). Дозы под-
бирали в ходе предварительных экспериментов. 
В качестве контрольных групп использовали живот-
ных, которым вводили PBS (группа невакцинирован-
ных, 10 особей). Три группы мышей BALB/c полу-
чили по одной дозе ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE), SAd25-
КЭ(FE) и PBS, две другие группы – по две дозы 
SAd25-КЭ(FE) и мРНК-КЭ(FE)-ЛНП (рис. 4).

После иммунизации, за животными наблюдали 
в течение 4 нед. 

Рис. 2. Характеристика рекомбинантного аденовируса обезьян SAd25-КЭ(FE). 
а – результаты анализа однородности распределения рекомбинантных аденовирусных частиц по размерам; б – SDS-PAGE SAd25-КЭ(FE).

Fig. 2. Characteristics of the recombinant simian adenovirus SAd25-TBEV(FE).
a – results of the analysis of the homogeneity of the distribution of recombinant adenoviral particles by size; b – SDS-page of SAd25-TBEV(FE).

Рис. 3. Результаты анализа однородности распределения частиц мРНК-ВКЭ(FE)-ЛНП.
Fig. 3. Results of the analysis of the homogeneity of the distribution of mRNA-TBEV(FE)-LNP particles by size.
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ниченной эффективности вакцин против ВКЭ ак-
тивно изучаются, что способствует более глубокому 
пониманию механизмов защитного иммунного отве-
та [29, 30]. В этом контексте разработка усовершен-
ствованных вакцин и новых стратегий вакцинации 
рассматривается как перспективный подход к повы-
шению эффективности профилактики данного забо-
левания [10].

Целью настоящей работы было сравнение имму-
ногенности и протективной эффективности одного 
и того же антигенного компонента ВКЭ, представ-
ленного в различных вакцинных платформах, прин-
ципиально отличающихся по механизму доставки, 
характеру экспрессии и формированию иммунного 
ответа. Для этого использовалась нуклеотидная по-
следовательность, кодирующая фрагмент вирусно-
го полипротеина, который соответствовал областям 
PrM и E, и реализованная в составе живой химерной 
вакцины, рекомбинантного аденовирусного вектора 
и мРНК-платформы.

Несмотря на то что вакцина против ВЖЛ была 
разработана более 80 лет назад, она остается одной 
из наиболее эффективных живых аттенуированных 
вакцин, формируя длительный, в ряде случаев пожиз-
ненный, иммунитет после однократного введения. 
Это обусловливает устойчивый интерес к использо-
ванию генома вакцинного штамма 17D в качестве ге-
нетической основы для разработки химерных вакцин 
против других флавивирусов, включая ВКЭ.

С 2012 г. были одобрены две вакцины на основе 
ВЖЛ для профилактики японского энцефалита и ли-

Анализ титра вируснейтрализующих антител в сы-
воротках крови выявил статистически значимую раз-
ницу между всеми группами. В группе мРНК титр 
антител был выше, чем в других группах.

Для оценки способности химерного репликатив-
но-компетентного аттенуированного ВЖЛ 17DD-UN/
КЭ(FE), рекомбинантного репликативно-дефектного 
аденовируса и SAd25-КЭ(FE), а также мРНК-КЭ(FE)-
ЛНП защищать животных от летальной инфекции 
вызванной ВКЭ, иммунизированные животные были 
заражены ВКЭ (штамм «Софьин-Чумаков»). Экспери-
ментальное заражение животных в дозе 100 LD50 при-
вело к 100% выживаемости в группах мРНК-КЭ(FE)-
ЛНП и в обеих группах SAd25-КЭ(FE). Заражение 
штаммом ВКЭ «Софьин-Чумаков» в дозе 100 LD50 при-
вело к 85,7 и 0% выживаемости в группах ВЖЛ 17DD-
UN/КЭ(FE) и плацебо соответственно. Значительные 
различия между кривыми выживаемости (p < 0,0001) 
были выявлены с помощью логрангового теста (крите-
рия Мантеля–Кокса) (рис. 6).

Обсуждение
Все имеющиеся в настоящее время инактиви-

рованные вакцины против ВКЭ не обеспечива-
ют 100% защиты от инфицирования и развития за-
болевания, и случаи КЭ ежегодно регистрируются 
среди вакцинированных лиц2 [27–28]. Причины огра-

Рис. 4. Экспериментальный дизайн исследования.
Fig. 4. Experimental design. 

2Tick-borne encephalitis ‒ Annual Epidemiological Report 
for 2020. Доступно по: https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-
data/tick-borne-encephalitis-annual-epidemiological-report-2020
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ского подтипа (EU) ВКЭ и штамма ВЖЛ 17DD-UN,  
в которой области PrM и E ВЖЛ 17DD-UN были за-
менены на фрагменты PrM и E европейского подтипа 
(EU) ВКЭ. Химерный вирус был создан с помощью 
метода ИСА. В настоящем исследовании был получен 
химерный репликативно-компетентный ВЖЛ 17DD-
UN/КЭ(FE), для которого в ходе предварительных 
экспериментов была подобрана безопасная иммуни-

хорадки денге [31, 32]. Ранее было показано, что хи-
мерные репликативно-компетентные вакцины-канди-
даты против ВКЭ, включая Langat/DENV-4, TBEV/
DENV-4 и TBEV/JEV (ChinTBEV), обладали более 
низкой нейровирулентностью у мышей и нечеловеко-
образных приматов по сравнению с исходными виру-
сами [33–35]. В нашей предыдущей работе [18] мы со-
здали и охарактеризовали химерный вирус европей-

Рис. 5. Титры нейтрализующих антител в сыворотке мышей, иммунизированных ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE), SAd25-КЭ(FE)  
и мРНК-КЭ(FE)-ЛНП. 

Точками показаны индивидуальные значения для каждого образца. Данные представлены как среднее геометрическое с 95% доверительным интер-
валом (ДИ). Значимость данных оценивали на основе однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с критерием множественных сравнений 

Данна (*p ˂ 0,05, **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,0001).
Fig. 5. Titers of neutralizing antibodies in serum samples from mice immunized with YFV 17DD-UN/TBEV(FE), SAd25-TBEV(FE) and 

mRNA-TBEV(FE)-LNP. 
Individual values of neutralization antibody titer ​​for each sample are shown. Data are presented as geometric mean with 95% CI. Significance is based on one-

way ANOVA with Dunn’s multiple comparisons test (*p ≤ 0.01, **p ≤ 0.001, ***p ≤ 0.0001).

Рис. 6. Оценка протективности ВЖЛ 17DD-UN/КЭ(FE), SAd25-КЭ(FE) и мРНК-КЭ(FE)-ЛНП. 
За выживаемостью мышей наблюдали в течение 20 сут. Анализ выживаемости по Каплану–Майеру для иммунизированных мышей, инфицированных 

штаммом вируса клещевого энцефалита «Софьин-Чумаков» в дозе 100 LD50.
Fig. 6. Assessment of protective efficacy of YFV 17DD-UN/TBEV(FE), SAd25-TBEV(FE) and mRNA-TBEV(FE)-LNP. 

The survival of mice was monitored for 20 days. Kaplan–Meier survival analysis immunized mice infected with TBEV strain Sofjin at 100 LD50.
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частиц, обладающих антигенными свойствами, сход-
ными с вирусными вирионами, и стимулирует образо-
вание нейтрализующих антител  [55]. Таким образом, 
платформа мРНК-ЛНП является перспективным под-
ходом к созданию вакцины против ВКЭ, позволяющим 
при необходимости быстро обновлять и комбиниро-
вать антигенный состав.

Анализ полученных нами экспериментальных дан-
ных позволяет выделить ряд особенностей исследо-
ванных вакцинных платформ. Так, мРНК-платформа 
характеризовалась индукцией наиболее высоких ти-
тров вируснейтрализующих антител, что, вероятно, 
связано с эффективной экспрессией кодируемого 
фрагмента вирусного полипротеина и двукратной 
схемой иммунизации. Высокий уровень гуморально-
го иммунного ответа коррелировал со 100% выжива-
емостью животных после заражения летальной дозой 
ВКЭ. Вакцина на основе рекомбинантного аденови-
русного вектора также обеспечивала полную защиту 
животных от летальной инфекции, несмотря на более 
низкие титры нейтрализующих антител по сравне-
нию с мРНК-платформой. Это может указывать на 
вклад дополнительных механизмов иммунной за-
щиты, включая клеточный иммунный ответ, харак-
терный для вирус-векторных платформ. Химерный 
репликативно-компетентный вирус демонстрировал 
защитный эффект при сравнительно низкой имму-
низирующей дозе и однократном введении, однако 
сопровождался формированием низких или недетек-
тируемых титров нейтрализующих антител. Полу-
ченные данные позволяют предположить, что протек-
тивный эффект в данном случае может быть обуслов-
лен особенностями репликации вакцинного вируса in 
vivo и вовлечением механизмов иммунитета, не огра-
ничивающихся уровнем циркулирующих антител. 
Таким образом, различия в титрах вируснейтрали-
зующих антител и показателях выживаемости под-
черкивают, что эффективность вакцинных платформ 
не может быть оценена исключительно на основании 
одного иммунологического параметра, а должна рас-
сматриваться в контексте их биологических и техно-
логических особенностей. 

Полученные результаты показывают, что выбор 
вакцинной платформы должен учитывать не только 
уровень индуцируемых антител, но и такие факторы, 
как кратность иммунизации, используемая доза, спо-
собность к репликации in vivo и потенциальный вклад 
клеточного иммунитета. Следует учитывать, что 
прямое сравнение иммуногенности различных вак-
цинных платформ ограничено различиями в дозах, 
кратности введения и механизмах формирования им-
мунного ответа. Каждая из исследованных платформ 
обладает собственными преимуществами и ограни-
чениями, связанными с безопасностью и продолжи-
тельностью иммунитета. Таким образом, данное ис-
следование подчеркивает перспективность дальней-
ших исследований различных вакцинных платформ 
против ВКЭ и их возможную адаптацию для решения 
конкретных задач для дальнейшей оптимизации стра-
тегий вакцинопрофилактики данного заболевания.

зирующая доза. Следует отметить, что живая химер-
ная вакцина принципиально отличается от других 
исследованных платформ возможностью репликации 
in vivo и потенциально – формированием более про-
должительного иммунного ответа после однократной 
иммунизации.

Рекомбинантные аденовирусные векторы широ-
ко используются при разработке вакцин против раз-
личных инфекционных заболеваний благодаря бла-
гоприятному профилю безопасности и способности 
индуцировать как гуморальный, так и клеточный 
иммунный ответ [36–38]. В отношении флавивиру-
сов ранее было показано, что аденовирусные векто-
ры, экспрессирующие структурные белки, способны 
вызывать формирование нейтрализующих антител 
и Т-клеточного ответа [39, 40]. Однако данные об ис-
пользовании аденовирусных векторов, экспрессиру-
ющих области PrM и E вирусного полипротеина ВКЭ, 
остаются ограниченными. 

Хотя аденовирусные векторы являются популярной 
платформой для создания вакцин против различных 
флавивирусных инфекций, включая заболевания, вы-
зываемые вирусами Зика, денге и Западного Нила, 
исследования относительно КЭ весьма ограничены. 
К настоящему времени опубликовано только два ис-
следования, посвященных изучению аденовирусов 
в качестве кандидатов на вакцины против ВКЭ [41–
43]. В этих исследованиях был изучен вектор на осно-
ве аденовируса человека 5-го серотипа, экспрессиру-
ющий неструктурный белок NS1 ВКЭ. Эксперименты 
на мышах продемонстрировали хорошую иммуноген-
ность и защитную эффективность; однако дальнейших 
исследований не проводилось. Таким образом, разра-
ботанный и охарактеризованный нами рекомбинант-
ный аденовирус обезьян 25-го серотипа, экспрессиру-
ющий полипротеин prM/E ВКЭ, является перспектив-
ным кандидатом для разработки вакцины против ВКЭ. 

В последнее время растет интерес к разработке вак-
цин на основе мРНК; такие мРНК не интегрируются 
в геном, характеризуются кратковременной экспрес-
сией антигена, не способны к реверсии патогенности, 
не индуцируют специфичные к вектору гуморальные 
иммунные реакции, и, более того, мРНК не нужно 
преодолевать ядерный барьер для экспрессии бел-
ка, что позволяет трансфицировать неделящиеся или 
медленно делящиеся клетки, например дендритные 
клетки [44, 45]. Для защиты от деградации нуклеа-
зами хозяина, мРНК инкапсулируется в ЛНП. За по-
следние 10 лет было создано несколько эффективных 
вакцин на основе мРНК-ЛНП против многих вирусов, 
включая вирус гриппа [46], ВИЧ [47], вирус бешенства 
[48], вирус чикунгунья [49], цитомегаловирус челове-
ка [50], флавивирусы DENV [51], ZIKV [52], Powassan 
[53] и SARS-CoV-2 [54]. Кроме того, ранее нами была 
показана эффективность мультивалентных мРНК-вак-
цин против сезонного гриппа [24] и комбинированной 
мРНК-вакцины против гриппа и SARS-CoV-2 [25]. 
В отношении флавивирусов было показано, что транс-
фекция клеток мРНК-ЛНП, кодирующими структур-
ные белки prM/E, приводит к секреции субвирусных 
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Заключение
В целом представленное исследование демонстри-

рует практическую реализуемость сопоставимого ис-
пользования различных вакцинных платформ для до-
ставки одного и того же антигенного компонента ВКЭ 
и подчеркивает их принципиальные различия с точки 
зрения формируемого иммунного ответа и защитной 
эффективности. Полученные экспериментальные дан-
ные подтверждают перспективность мРНК-платформы 
как наиболее мощного индуцирующего гуморальный 
иммунитет подхода, а также указывают на значимый 
потенциал аденовирусных и химерных репликатив-
но-компетентных векторов, способных обеспечивать 
защиту за счет альтернативных иммунологических ме-
ханизмов. В совокупности полученные данные расши-
ряют представления о возможных стратегиях вакцино-
профилактики КЭ и формируют научную основу для 
дальнейшей разработки и оптимизации вакцин нового 
поколения с учетом требований к эффективности, без-
опасности и практической применимости.
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