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Резюме

Актуальность. Живые аттенуированные вакцины широко применяются в практике здравоохранения, благодаря приемлемому 

соотношению пользы и риска, а также высокой рентабельности. Однократная иммунизация в детском возрасте вакциной 17D 

против желтой лихорадки (ЖЛ) в эндемичном районе обеспечивает защиту от различных генотипов возбудителя данного забо-

левания на пятьдесят лет. Основным недостатком живых аттенуированных вакцин против РНК-вирусов является генетическая 

нестабильность способного к репликации вакцинного штамма. К недостаткам живых аттенуированных вакцин также можно 

отнести риск контаминации их другими возбудителями или реверсии к исходному вирусу дикого типа. Кроме того, затраты на 

поддержание холодовой цепи в тропических странах составляют почти 80% от стоимости вакцины. Поэтому актуальна разработ-

ка вакцин, сочетающих положительные характеристики живых аттенуированных вакцин и лишенных их недостатков. 

Цель. Представить обзор результатов разработки технологии вакцины против желтой лихорадки на основе инфекционной ДНК, 

сочетающих преимущества вакцин на основе депротеинизированной ДНК и живых аттенуированных вакцин. 

Вывод. Если дальнейшие испытания пройдут успешно, то данный подход сможет кардинальным образом изменить процесс про-

изводства вакцин и иммунопрофилактику в целом
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Abstract

Background DNA-launched vaccine is “manufactured” in vaccinated individuals and does not require traditional vaccine manufacturing 

facility and technology. 

Goals. Using yellow fever 17D vaccine, we have provided proof-of-concept evidence that these vaccine can be launched from DNA and 

induce specific immune responses against pathogenic virus causing yellow fever. The infectious DNA vaccine technology is based on 

the transcription of the full-length genomic RNA of the live-attenuated virus from plasmid DNA in vitro and in vivo. A few ng of infectious 

DNA encoding the fulllength genomic RNA are required to initiate the replication of the vaccine virus in vitro. The in vivo-generated viral 

RNA initiates limited replication of the vaccine virus, which in turn leads to efficient immunization. Electroporation in vivo has induced 

specific immune responses against pathogenic virus and protected mice against fatal disease. Here we describe a novel infectious DNA 

vaccine technology which combines advantages of naked DNA vaccination and live-attenuated vaccine efficacy. 

Conclusions If successful in further testing, this technology can dramatically change the way we make vaccines as well as vaccination 

practice.

Key words: yellow fever, virus, vaccine, DNA, infectious DNA, immunization, electroporation
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Введение
К одним из наиболее рентабельных и широко 

применяемых в практике здравоохранения имму-
нобиологических препаратов относят живые атте-
нуированные вакцины. Благодаря вакцинам этого 
типа удалось значительно снизить заболеваемость 
такими инфекциями, как эпидемический паротит, 
полиомиелит, корь и желтая лихорадка, возбуди-
телями которых являются РНК-вирусы. В прошлом 
живые аттенуированные вакцины разрабатыва-
лись эмпирическим путем: при последовательных 
пассажах дикого вируса в культуре клеток его ви-
рулентность уменьшалась, а иммуногенные свой-
ства сохранялись. Живые ослабленные вакцины 
вызывают практически пожизненный иммунитет. 
Парадоксальность ситуации состоит в том, что со-
временные требования к вакцинам столь строги, 
что, вероятно, ни одна из эффективных «старых» 
живых аттенуированных вакцин сегодня не могла 
бы быть утверждена к применению.

Совершенствование методов молекулярной 
вирусологии и алгоритмов рационального дизай-
на живых аттенуированных вакцин способствует 
созданию иммунобиологических препаратов ново-
го поколения, которые могут быть одновременно 
и безопасными и эффективными [1]. Например, та-
кие вакцины разработаны против гриппа (FluMist®, 
MedImmune, Inc), ротавирусной инфекции (Rotarix®, 
GSK Biologicals; RotaTeq®, Merck &Co., Inc., а так-
же отечественных вакцин  против кори, краснухи 
и паротита). Важно отметить, что эти вакцины раз-
решены к применению у детей младше двух лет, 
что свидетельствует о безопасности их применения 
даже в группе лиц с ослабленным иммунитетом.

Использование живых аттенуированных вак-
цин характеризуется приемлемым соотношением 
пользы и риска, а также высокой рентабельностью. 
Как было показано, однократная иммунизация 
в  детском возрасте вакциной 17D против желтой 
лихорадки (ЖЛ) в эндемичном районе обеспечила 

защиту от различных генотипов возбудителя дан-
ного заболевания на пятьдесят лет. В современ-
ных вакцинах на основе штамма YF17D (исходный 
штамм YF17D не применяют) используются три суб-
штамма (17D-204, 17DD и 17D-213), различающих-
ся несколькими нуклеотидами [2–4].

Основным недостатком живых аттенуирован-
ных вакцин против РНК-вирусов является генети-
ческая нестабильность способного к репликации 
вакцинного штамма. В 1945 г. для обеспечения 
постоянства вакцинного штамма была предложена 
система посевных вирусов. Тем не менее, вариа-
бельность штаммов в посевах сохраняется, что вы-
зывает определенные трудности при производстве 
таких вакцин. Некоторые из них до сих пор про-
изводятся по технологии, почти не претерпевшей 
изменений за последние 50 лет. К недостаткам 
живых аттенуированных вакцин также можно от-
нести риск контаминации их другими возбудителя-
ми или реверсии к исходному вирусу дикого типа. 
Кроме того, затраты на поддержание холодовой 
цепи в  тропических странах составляют почти 
80% от стоимости вакцины.

Для решения многих из этих проблем и была 
создана технология производства ДНК-вакцин 
на основе инфекционной ДНК (иДНК). Технология 
разработки вакцин на основе иДНК® сочета-
ет преимущества живых аттенуированных (ЖАВ) 
и  традиционных ДНК-вакцин. Клонирование ин-
фекционной РНК вакцинного штамма 17D вируса 
ЖЛ в бактериальной плазмиде проходит под кон-
тролем эукариотического промотора цитомегало-
вируса (CMV). После нескольких оптимизирующих 
процедур рекомбинантную плазмиду (иДНК) вводят 
в вакцину, которая in vivo трансфицирует клетки-
мишени. Полученная in vivo вирусная РНК запуска-
ет ограниченную репликацию вакцинного вируса, 
результатом чего становится эффективная иммуни-
зация. Для производства вакцины на основе иДНК 
не требуются традиционные производственные 
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предприятия и технологии, поскольку она выра-
батывается непосредственно в вакцинированном 
организме. В таблице 1 представлены преимуще-
ства вакцин, полученных по технологии иДНК®, пе-
ред живыми аттенуированными и традиционными 
ДНК-вакцинами.

Такая вакцина в отличие от живых аттенуиро-
ванных или традиционных инактивированных 
вакцин представляет собой рекомбинантную бак-
териальную плазмиду, экспрессирующую нужные 
гены (антигены) под контролем сильного эукари-
отического промотора. Результатом трансфек-
ции ДНК становится низкий уровень экспрессии 
антигенов в соматических (кератиноциты, мио-
циты) и, вероятно, антигенпрезентирующих клет-
ках (дендритные клетки, макрофаги). Кроме того, 
происходит презентация (в том числе перекрест-
ная) антигенов посредством комплексов MHC 
I и  II классов и  стимуляция гуморальных и кле-
точных иммунных реакций. По-видимому, на адъ-
ювантный эффект ДНК-вакцин и их способность 
стимулировать реакции врожденного иммунитета 
влияют адьювантные свойства, присущие самой 
рекомбинантной бактериальной ДНК (например, 
активация TLR9 неметилированными участками 
CpG)  [5,  6]. Производство иДНК-вакцин, которые 
не содержали бы примесей, относительно недорого 
и не  занимает много времени, а их безопасность 
подтверждена многими клиническими исследо-
ваниями. Технология производства рекомбинант-
ной ДНК позволяет разрабатывать ДНК-вакцины 
с необходимым набором генов, что обеспечива-
ет их генетическую стабильность и безопасность. 
Причем для усиления иммуногенности алгорит-
мы рационального дизайна позволяют встроить 
в ДНК вакцинного штамма не только необходимый 
ген, но  и  гены, кодирующие цитокины и другие 

молекулы, стимулирующие иммунные реакции. 
Следует также отметить, что  ДНК-вакцины относи-
тельно устойчивы к температурным воздействиям, 
не требуют поддержания холодовой цепи и могут 
храниться долгое время на складе.

К сожалению, в настоящее время ни одна 
из  разработанных ДНК-вакцин не получила офи-
циального разрешения для применения в меди-
цинских целях, несмотря на то, что после открытия 
ДНК-иммунизации прошло 25 лет [7].

Основным недостатком ДНК-вакцин по-
прежнему является их низкая иммуногенность при 
введении человеку, хотя для ее повышения и при-
лагаются огромные усилия с привлечением самых 
разных методов [5]. В то же время несколько ДНК-
вакцин было одобрено для применения в ветери-
нарии: для профилактики инфекционного некроза 
гемопоэтической ткани у лососевых рыб (Apex-IHV, 
Novartis, Канада) [8] и защиты лошадей от вируса 
Западного Нила (West Nile-Innovator, CDC и Fort 
Dodge Labs, США). Еще две ДНК-вакцины недавно 
начали применять для генной терапии меланомы 
собак и для снижения перинатальной заболевае-
мости и смертности у свиней [6]. Многообещающие 
результаты применения таких вакцин в ветерина-
рии дают надежду на то, что в скором времени бла-
годаря усовершенствованию технологии создания 
ДНК-вакцин трудности их применения у людей бу-
дут преодолены. Вероятно, профилактика данным 
типом вакцин будет проводиться по схеме «прайм-
буст» (prime-boost), причем для ревакцинации будут 
использовать белок либо вектор. Благодаря тому, 
что недавно были одобрены профилактические 
вакцины Cervarix® и Gardasil® против рака шейки 
матки, вызываемого вирусами папилломы чело-
века ВПЧ-16 и ВПЧ-18, а также вследствие по-
явления передовых технологий, вновь возродился 

Таблица 1. 
Сравнительная характеристика ЖАВ, традиционных ДНК-вакцин и вакцин, полученных по технологии иДНК®

Table 1. Comparative characteristics of live attenuating vaccine (LAV), traditional DNA vaccines and vaccines obtained 
by the technology of iDNA®

Требования к вакцине
Requirements to vaccine

ЖАВ
LAV

ДНК-вакцины
DNA vaccines

иДНК-вакцины
iDNA® vaccine

Генетическая стабильность
Genetic stability

Нет
Not

Да
Yes

Да
Yes

Простота контроля производства
Ease of production control

Нет
Not

Да
Yes

Да
Yes

Соблюдение холодовой цепи
Cold chain compliance

Да
Yes

Нет
Not

Нет
Not

Однократное применение
Single use

Да
Yes

Нет
Not

Да
Yes

Минимум ядерных включений
Minimum nuclear inclusions

Да
Yes

Нет
Not

Да
Yes

Быстрый иммунный ответ
Fast immune response

Да
Yes

Нет
Not

Да
Yes

Эффективная защита
Effective protection

Да
Yes

Нет
Not

Да
Yes
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интерес к использованию в целях формирования 
иммунного ответа рекомбинантной ДНК, кодиру-
ющей один или несколько специфических для опу-
холи антигенов. В настоящее время проводятся 
клинические испытания множества противоопухо-
левых вакцин на основе депротеинизированной 
ДНК [9, 10].

Идея использования рекомбинантной депротеи-
низированной ДНК для получения с помощью эука-
риотического промотора живой аттенуированной 
вакцины in vivo возникла при проведении экспе-
риментов с полноразмерной кДНК, комплементар-
ной геному штамма YF17D. В этих экспериментах 
штамм YF17D пытались использовать в качестве 
вектора для клонирования и экспрессии антигенов 
лихорадки Ласса, представляющей собой управля-
емую инфекцию, которой каждый год заболевают 
сотни тысяч жителей Западной Африки [11–14]. 
Ранее такой подход с частичным успехом уже при-
менялся к возбудителям лихорадки Западного 
Нила и ящура [15–17]. Возможность производства 
живой аттенуированной вакцины в организме вак-
цинированных была изучена экспериментально на 
вакцине 17D против ЖЛ. В результате этих опытов 
была получена иДНК® и разработана технология ее 
изготовления [18–20].

Цель статьи – представить результаты исследо-
ваний, доказывающих состоятельность технологии 
на основе инфекционной ДНК.

Несмотря на наличие высокоэффективной вак-
цины YF17D, за последние 30 лет число случа-
ев заболевания желтой лихорадкой увеличилось. 
Причиной этого послужили следующие факторы: 
снижение популяционного иммунитета к вирусу 
ЖЛ, вырубка лесов, урбанизация, миграция насе-
ления, недостаточный контроль над переносчиками 
заболевания и изменение климата. До  недавне-
го времени наблюдался дефицит данной вакци-
ны, вследствие чего охват вакцинацией в районах 
с  высоким риском заболевания остается недоста-
точным. Фактически, ЖЛ по-прежнему является 
возвращающейся инфекцией в тропических и суб-
тропических областях Африки и остается серьезной 
угрозой для здоровья населения Южной Америки. 
По оценкам ВОЗ. ежегодно ЖЛ заболевают около 
200 тыс. человек, из которых 30 тыс. больных поги-
бают, причем в основном это жители Африки. Также 
причиной для беспокойства является возмож-
ность проникновения ЖЛ в страны Азии, где сей-
час случаи инфекции не регистрируются [21–23].  
Для удовлетворения возрастающих потребностей 
в вакцине против вируса ЖЛ в ближайшем буду-
щем потребуются новые способы ее производства, 
транспортировки и хранения.

Инкубационный период при желтой лихорад-
ке составляет 3–6 дней с момента укуса инфи-
цированного комара. Клинические проявления 
могут быть самыми разными: от субклинических 
форм или неспецифического гриппоподобного 
заболевания до тяжелой болезни с фебрильной 

лихорадкой, желтухой, печеночной и почечной не-
достаточностью, геморрагическим синдромом, 
шоком и летальным исходом. Классическое те-
чение заболевания включает в себя три стадии. 
На  первой стадии, длящейся 3–4 дня («период ин-
фекции»), вирус определяется в крови. В случаях 
с летальным исходом виремия длилась дольше, чем 
у выживших, а при экспериментальном заражении 
мышей ее уровень составлял до 5–6 log LD50/мл. 
Иногда за инфекционным периодом следует, ча-
сто неявный и очень короткий, период ремиссии, 
и при абортивном течении болезни на этой стадии 
пациент выздоравливает. Примерно у 15% паци-
ентов отмечается «период интоксикации», и разви-
вается тяжелое или среднетяжелое заболевание, 
характеризующееся желтухой. На 3–6 день после 
первых симптомов возвращается лихорадка, воз-
никают брадикардия, тошнота, рвота, желтуха, оли-
гурия и геморрагические проявления. Дальнейшее 
прогрессирование заболевания характеризуется 
полиорганной недостаточностью, в том числе по-
ражением печени вследствие висцеротропности 
вируса, почек и сердечно-сосудистой системы. В тя-
желых случаях летальность достигает 50%. С пятого 
по десятый день наблюдается критический период 
болезни, когда пациент выздоравливает или уми-
рает [21].

Вирус ЖЛ, который относят к семейству 
Flaviviridae (род Flavivirus), представляет собой не-
большой покрытый оболочкой вирус с одноцепо-
чечным позитивным РНК-геномом длиной около 
11 т.п.н. [23]. В геноме закодирована 5›-нетранс-
лируемая область (5›-НТО), за которой следует 
открытая рамка считывания (ОРС) и 3›-НТО. ОРС 
кодирует полипротеин из 3411 аминокислот, ко-
торый во время и после трансляции расщепляет-
ся на три структурных белка (C – белок капсида, 
prM – премембранный белок и E – белок оболоч-
ки) и семь неструктурных белков (NS1, NS2A, NS2B, 
NS3, NS4A, NS4B, NS5). Белок NS5 кодирует РНК-
зависимую РНК-полимеразу (RdRp) флавивирусов. 
По данным экспериментальных исследований, 
RdRp штамма YF17D-204 характеризуется очень 
низкой по сравнению с другими РНК-вирусами 
частотой ошибок при репликации (1  замена 
на 2 × 107 нуклеотидов) [24].

На поздних стадиях репликации вируса ЖЛ 
структурные белки встраиваются в зрелые вирион-
ные частицы; при этом неструктурные белки отве-
чают за репликацию и процессинг полипротеина. 
Белок C, взаимодействуя с РНК-геномом, форми-
рует нуклеокапсид. Белок prM является шаперо-
ном и отвечает за правильный фолдинг белка E. 
Последний содержит детерминанты гемагглютина-
ции и нейтрализации, взаимодействует с рецеп-
торами клетки и запускает слияние мембран, что 
приводит к попаданию вирусной РНК в цитоплаз-
му клетки-хозяина. Как показали генетические 
исследования, во многом именно белок E опреде-
ляет тропность вируса к определенным клеткам, 
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его вирулентность и иммуногенность [21,  23]. 
И хотя в гене белка E было найдено несколько по-
тенциально важных мутаций, очевидно, что виру-
лентность является полигенным фенотипическим 
свойством, определяемым генами как структурных, 
так и неструктурных белков [21].

Одной из самых безопасных и эффективных вак-
цин против ЖЛ является вакцина 17D. Она  была 
получена эмпирическим путем в 30-е годы ХХ века 
учеными М. Тейлером и П. Смитом при проведе-
нии 176 последовательных пассажей прототипа 
штамма Asibi дикого типа вируса ЖЛ в  различных 
тканях мышей и куриных эмбрионов, в том числе 
в измельченном курином эмбрионе без головно-
го и  спинного мозга. Полученный штамм YF17D 
утратил способность к репликации в клетках ко-
мара, нейро- и висцеротропные свойства, но со-
хранил высокую иммуногенность при попадании 
в  организм человека. После однократной инъек-
ции происходит выработка высокоаффинных ней-
трализующих антител, что коррелирует с развитием 
иммунитета у 98% вакцинированных. В последнем 
меморандуме ВОЗ о вакцинах и вакцинации была 
пересмотрена необходимость ревакцинации через 
10 лет по причине имеющихся сведений о том, 
что однократного введения вакцины достаточно 
для  формирования стойкого пожизненного имму-
нитета [22,25,26].

За последние 75 лет более 600 млн человек 
во всем мире были успешно привиты вакциной 
на основе штамма YFV-17D, которая продемон-
стрировала высокую безопасность и эффектив-
ность  [27]. В  настоящее время ежегодно в целях 
иммунопрофилактики путешественников, военных 
и жителей эндемичных регионов используется око-
ло 30 млн доз данной вакцины. Нежелательные 
явления со стороны нервной системы или внутрен-
них органов при применении вакцины YFV-17D 
редки  (0,05–1,5 случаев на 100 тыс. вакцини-
рованных), но летальность при этом высока [25]. 
По-видимому, данные осложнения возникают 
вследствие особенностей организма, а не самой 
вакцины.

Иммунизация вакциной на основе штамма 
YF17D является «золотым стандартом» иммунопро-
филактики, однако ученым еще предстоит более 
подробно изучить механизмы ослабления вак-
цинного штамма и выявить нуклеотидные и ами-
нокислотные последовательности, отвечающие 
за  процесс аттенуации. В недавно проведенных 
исследованиях было показано, что в отличие от до-
вольно однородной популяции штамма YF17D 
популяция штамма Asibi дикого типа включает 
в себя множество различных квазивидов [28, 29]. 
Из-за высокой частоты ошибок фермента RdRp 
квазивидовые популяции образуют множество 
РНК-вирусов, что, вероятно, влияет на их пато-
генный потенциал. Важно отметить, что в попу-
ляции вируса Asibi дикого типа аттенуирующие 
мутации найдены не были, что свидетельствует 

о  том, что  штамм YF17D был получен вследствие 
отдельных мутаций, а не в результате геномной се-
лекции в популяции вируса дикого типа.

За последние десятилетия технология произ-
водства вакцины на основе штамма YF17D прак-
тически не изменилась. Для ее получения до сих 
пор используются куриные эмбрионы, поэтому про-
тивопоказанием к вакцинации является аллергия 
на куриный белок. Кроме того, данная вакцина 
нуждается в усовершенствовании по причине ва-
риабельности вируса в каждой партии, риска кон-
таминации материала микоплазмами или другими 
микроорганизмами, риска реверсии к генотипу ди-
кого типа и необходимости поддержания холодо-
вой цепи.

Вакцина на основе иДНК, экспрессирующая 
штамм YF17D, сочетает в себе преимущества ДНК-
вакцин и высокую эффективность живой ослаблен-
ной вакцины. Принцип ее создания заключается 
в присоединении 5›-НТО вирусной РНК к промотору 
CMV так, чтобы клеточная РНК-полимераза II ини-
циировала транскрипцию генома вируса YF17D. 
Для получения правильного 3›-конца транскриби-
рованной вирусной РНК рибозим вируса гепатита 
дельта (HDVr) был встроен за последним нуклео-
тидом генома вируса ЖЛ. На начальном этапе ну-
клеотидные последовательности промотора CMV 
и HDVr были клонированы и внедрены в плазмиду 
pACNR-FLYFx [30]. Однако полученная в результате 
плазмида pACNR-CMVp-FLYF-HDVr при трансфек-
ции в штамм DH5α E. coli оказалась генетически 
нестабильной. Попытки стабилизировать плазми-
ду с  использованием различных штаммов бакте-
рий и  альтернативных условий культивирования 
успехом не увенчались. Это, предположительно, 
свидетельствует о том, что в кДНК вируса ЖЛ со-
держатся криптические бактериальные промото-
ры, посредством которых осуществляется синтез 
токсичных белков, влияющих на генетическую ста-
бильность и  выход рекомбинантной ДНК в E. coli. 
Чтобы уменьшить количество копий рекомбинант-
ной плазмиды и стабилизировать ее, в качестве 
вектора для генной кассеты ДНК-экспрессируемой 
вакцины на основе штамма YF17D был использо-
ван вектор бактериальной искусственной хромо-
сомы (BAC) – pBeloBAC11 [31]. Было показано, что 
полученная рекомбинантная бакмида pBeloBAC-
FLYF оставалась генетически стабильной после не 
менее чем 20 пассажей в культуре клеток штаммов 
DH5α и DH10B E. coli.

После трансфекции клеток рекомбинантной 
бакмидой запускалась репликация инфекционного 
штамма YF17D. 

Меченная 3[H]-уридином вирусная РНК (в присут-
ствии актиномицина D) была впервые обнаружена 
через 27 часов после электропорации, и ее количе-
ство постепенно увеличивалось с течением времени, 
что может соответствовать распространению инфек-
ции в изначально нетрансфицированных клетках. 
Показатель выхода штамма YF17D при транскрипции 
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иДНК составил около 8 log10 БОЕ/мл, что сравнимо 
с показателем коммерческой вакцины YF17D-204.

Также с целью улучшения генетической ста-
бильности и повышения выхода рекомбинантной 
плазмиды был применен второй подход, заклю-
чавшийся во вставке интрона длиной 82 нукле-
отида в  положение 9152 полноразмерной кДНК 
штамма YF17D [32]. Сайт для вставки интрона был 
выбран путем прогнозирования положения бакте-
риальных промоторов в пределах клонированной 
последовательности штамма YF17D. Было опре-
делено, что  предполагаемые бактериальные про-
моторы были расположены между нуклеотидами 
8617 и 9012. Интрон был встроен в положение 
9152 и содержал пять стоп-кодонов для предотвра-
щения трансляции последующих предполагаемых 
полипептидов в Е. coli. Полученная в результате 
плазмида YF17D-16 иДНК была стабильна в штам-
ме Stbl3 E. coli и использовалась для дальнейших 
исследований in vivo и in vitro. Трансфекции этой 
иДНК в количестве 10 нг было достаточно для за-
пуска репликации вируса YF17D. По результатам 
ДСН-ПААГ-электрофореза и иммуноблоттинга была 
подтверждена продукция вирус-специфических 
структурных и неструктурных белков в клетках, 
трансфицированных иДНК. Оказалось, что бляш-
ки, производимые полученными из иДНК виру-
сами, оказались более однородными по размеру 
по  сравнению с бляшками, образованными виру-
сом коммерческой вакцины YF17D-204 [32].

В течение многих лет отсутствовала возмож-
ность использования мелких лабораторных жи-
вотных в качестве модели, отражающей течение 
заболевания в организме человека. По этой при-
чине проведение экспериментальных исследова-
ний молекулярных механизмов патогенеза ЖЛ 
и  способов аттенуации ее возбудителя было огра-
ничено. Однако недавно было показано, что в от-
личие от вируса живой аттенуированной вакцины 
17D-204 вирулентность дикого штамма вируса ЖЛ 
зависела от наличия у мышей IFN-α/β [33]. На ос-
новании данного открытия был сделан вывод, что 
мыши линии A129, лишенные рецепторов IFN-α/β, 
инфицированные вирусом ЖЛ дикого типа, пред-
ставляют собой подходящую модель для изучения 
висцеротропности данной инфекции, а также ее 
течения. Однако для экспериментов с вирусом ЖЛ 
дикого типа по-прежнему необходимо наличие ла-
боратории с 3 уровнем биологической безопас-
ности. Между тем, дополнительные исследования 
показали, что при интраперитонеальном введении 
штамма YF17D мышам линии AG129, лишенных ре-
цепторов IFN-α/β/γ, степень проявления болезни 
зависела от дозы вводимого материала. У таких 
мышей были зарегистрированы высокие титры 
вируса в клетках мозга и печени, что позволяет 
предположить, что возбудитель инфекции характе-
ризуется одновременно нейротропностью и висце-
ротропностью. На основании данных наблюдений 
мышей линии AG129, инфицированных вакцинным 

штаммом YF17D, можно рассматривать как ценную 
модель, отражающую развитие заболевания в ор-
ганизме человека [34]. Примечательно, что для ра-
боты с данной моделью не требуется лаборатория 
с 3 уровнем биологической безопасности.

Было показано, что в ткани головного мозга мы-
шей линии AG129 репликация вируса YF17D-204 
и  вируса, полученного при трансфицировании 
культуры клеток Vero иДНК плазмиды pYF17D-16, 
происходила сходным образом. Постепенное на-
копление вирусной РНК наблюдалось с 3 дня после 
инфицирования и достигало пика на 12–15  день. 
К этому времени у зараженных животных наблюда-
лись симптомы нейротропных заболеваний (паре-
зы, параличи верхних конечностей), и вскоре после 
этого мыши были подвергнуты эвтаназии. В тканях 
печени кинетика репликации вируса YF17D и ви-
руса, полученного из иДНК плазмиды pYF17D-16, 
отличалась от таковой в ткани головного мозга. 
На ранней стадии инфекции определялась очень 
быстрая репликация обоих вирусов; при этом 
на  6 день был выявлен пик вирусной нагрузки, 
сопоставимый с 12–15 днем при репликации 
в ткани головного мозга. Несмотря на то, что кине-
тика репликации обоих ослабленных вирусов была 
сходной, репликация вируса YF17D-16 в печени 
была выражена меньше по сравнению с  вирусом 
YF17D-204 [32].

Раннее начало репликации после иммунизации 
вакциной на основе штамма YF17D имеет реша-
ющее значение для формирования выраженного 
адаптивного иммунного ответа, который коррели-
рует с ранней выработкой IFN-γ [35,36]. И вирус 
YF17D и вирус из иДНК плазмиды pYF17D-16 бы-
стро индуцировали экспрессию большого коли-
чества IFN-γ в селезенке мышей линии AG129, 
не показав существенных различий в уровне и вре-
мени индукции. Как и следовало ожидать, индук-
ция мРНК IFN-γ в тканях печени была умеренной 
(здесь меньше чувствительных к индукции клеток), 
однако иммунный ответ у мышей, привитых ви-
русом YF17D-16, достиг своего пика раньше, чем 
у животных, которым был введен вирус YF17D [32].

Индукцию клеточного и гуморального иммунного 
ответа против вируса ЖЛ изучали при введении по-
средством электропорации бакмиды pBeloBAC-FLYF 
в организм трансгенных мышей линии AAD. Такие 
мыши экспрессируют домены α1 и  α2 антигена 
HLA-A2.1 человека и домен α3 антигена Н-2Db мыши, 
остальные гены соответствуют линии C57BL/6. 
Животным двукратно с интервалом в  14  дней вну-
тримышечно вводили бакмиду pBeloBAC-FLYF-17D, 
не кодирующую эндотоксин, в  дозе 10 нг, 100 нг 
или 1 мкг. Мышей впоследствии умерщвляли, а их 
селезенки использовали для определения методом 
ELISPOT (метод иммуноферментных зон или пятен) 
количества клеток, продуцирующих IFN-γ после 
воздействия пептидов вируса ЖЛ, которые пред-
ставляют собой доминантные эпитопы CD8+ и CD4 
+-клеток, связанных с HLA-A2.
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Было показано, что у мышей, вакцинированных 
бакмидой pBeloBAC-FLYF, формировался зависи-
мый от дозы клеточный иммунный ответ против ви-
руса ЖЛ. Наиболее выраженный иммунный ответ, 
опосредованный как CD8+-, так и CD4+-клетками, 
был получен после первичной иммунизации 
и  ревакцинации бакмидой в дозе 1 мкг и более. 
По  результатам внутриклеточного окрашивания 
цитокинов для выявления CD8+-клеток, спец-
ифических к вирусу ЖЛ и продуцирующих IL-2 или 
IFN-γ, была подтверждена зависимость иммунно-
го ответа от дозы. Также было показано, что,  хотя 
большинство CD8+-клеток после стимуляции спец-
ифическими пептидами вируса ЖЛ продуцировали 
IFN-γ, также были обнаружены полифункциональ-
ные CD8+-клетки. 

Для формирования иммунитета после иммуни-
зации вакциной на основе штамма YF17D доста-
точно выработки нейтрализующих антител в любом 
титре, который можно обнаружить. Кинетика про-
дукции нейтрализующих антител после иммуниза-
ции 5 мкг бакмиды pBeloBAC-FLYF была изучена 
на мышах линии A129, лишенных рецепторов IFN-α/β. 
Несмотря на то, что вирус не был обнаружен в сы-
воротке этих мышей после прививки, у животных 
была выявлена продукция нейтрализующих анти-
тел против вируса ЖЛ. Показатель реакции нейтра-
лизации по БОE50 (РНБОE50) на 11-й день после 
иммунизации достиг максимального значения: ти-
тры составили от 1:320 до 1:640. Согласно этим 
результатам у всех мышей линии BALB/с, кото-
рым посредством инъекции-электропорации была 
введена одна доза иДНК плазмиды pYF17D-16, 
в  реакции РНБОE50 была обнаружена продукция 
специфических антител против вируса ЖЛ в анало-
гичных титрах [32].

Таким образом, для создания принципиально 
новой вакцины против вируса ЖЛ была применена 
технология иДНКâ. Этот подход напоминает тра-
диционную технологию получения «инфекционного 
клона», но не требует транскрипции РНК в лабора-
торных условиях и поэтому позволяет использовать 
иДНК для непосредственной вакцинации в услови-
ях in vivo. Результатом успешного получения in vivo 
вакцины на основе штамма YF17D стала индук-
ция вирус-специфического клеточного иммунитета 
и  образование нейтрализующих антител у экспе-
риментальных животных. Чтобы лучше оценить по-
тенциальные возможности применения данной 
технологии (иммуногенность ДНК-экспрессируемой 
вакцины YF17D, эффективность и профиль без-
опасности), необходимо провести тщательные ис-
следования на приматах. В отличие от обычных 
ДНК-вакцин для репликации вакцинного штамма 
YF17D и формирования иммунитета, по-видимому, 
достаточно нанограммов иДНК. Производимая 
в настоящее время вакцина на основе штамма 
YF17D содержит 5 × 103 – 2 × 105 БОЕ в одной 
дозе. В наиболее успешных случаях у людей вско-
ре после вакцинации может выявляться низкий 

уровень виремии (< 100 БОЕ/мл). Однако вакцины, 
не вызывающие виремию, также способны повы-
шать уровень защитных нейтрализующих антител. 
Это означает, что даже при различной эффективно-
сти трансфицирования в условиях in vivo иммуни-
зация иДНК может обеспечить защиту при условии 
транскрипции способного к репликации штамма 
YF17D. Тем не менее, для достижения большей им-
муногенности и лучшей переносимости вакцины та-
кого типа еще предстоит определить подходящую 
дозу иДНК, ее состав и подобрать оптимальные 
пути ее введения. Доставка ДНК-вакцин методом 
электропорации былa широко изучена на многих 
животных, а в клинических испытаниях на челове-
ке при применении такого метода были получены 
многообещающие результаты. Однако в послед-
нее время больше внимания начали уделять вну-
трикожной иммунизации в связи с доступностью 
и  обилием антиген-представляющих клеток в эпи-
дермисе и дерме. При условии дальнейшего со-
вершенствования состава ДНК и путей введения 
вакцины на основе иДНК штамма YF17D эти пре-
параты могут стать альтернативой применяемым 
в настоящее время аттенуированным вакцинам, 
отличаясь стабильностью, простотой производства 
и контроля качества. Кроме того, принцип созда-
ния рекомбинантной иДНК вируса YF17D в пер-
спективе может быть использован для разработки 
иммунобиологических препаратов против других 
вирусов.

Заключение
Цель разработки технологии иДНКâ – объеди-

нить положительные свойства живых аттенуиро-
ванных вакцин и вакцин на основе плазмидной 
ДНК. Многие эффективные живые аттенуиро-
ванные вакцины против РНК-вирусов обладают 
значительными преимуществами перед инакти-
вированными и субъединичными вакцинами или 
вирусоподобными частицами, поскольку обе-
спечивают быстрое формирование стойкого 
гуморального и клеточного иммунитета после од-
нократного введения при приемлемом соотно-
шении риска и  пользы. Однако ввиду строгости 
современных требований к безопасности для по-
лучения живых аттенуированных вакцин необхо-
димо использовать новые подходы. Иммунизация 
с помощью иДНК позволяет избавиться от ряда 
таких существенных недостатков живых аттенуи-
рованных вакцин, как генетическая нестабиль-
ность и термолабильность. В случае успешного 
применения технологии иДНКâ необходимость 
в  традиционном процессе производства вакцин 
с использованием куриных эмбрионов и  культур 
клеток полностью исчезнет, поскольку живая ат-
тенуированная вакцина на основе иДНК будет 
«производиться» в организме вакцинирован-
ных лиц. Вакцины на основе иДНК не будут нуж-
даться в поддержании холодовой цепи и могут 
вводиться безыгольным способом. Результатом 
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использования технологии иДНКâ в сочетании 
с  продуманной аттенуацией и усовершенствован-
ной ДНК-иммунизацией может стать получение 
нового поколения более безопасных живых атте-
нуированных вакцин с более широким спектром 

применения. Безусловно, перед тем как прово-
дить испытания иДНК вакцин на людях необхо-
димо изучить возможности ее использования 
на более сложных моделях животных, в том числе 
приматах.
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