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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Низкая физико-химическая стабильность мРНК и зависимость современных 
мРНК-вакцин от успешности инкапсуляции в липидные наночастицы и соблюдения обяза-
тельных условий холодовой цепи ограничивают их хранение и транспортировку. Перспек-
тивным подходом является лиофилизация неинкапсулированной мРНК с последующей 
доставкой методом струйной инжекции. Однако сохранение ее структуры и функциональ-
ной активности при длительном хранении изучено недостаточно.
ЦЕЛЬ. Оценка структурной и функциональной стабильности лиофилизированной неин-
капсулированной мРНК при длительном хранении и ее иммуногенности в составе трех-
валентной мРНК-вакцины против сезонного гриппа, вводимой мышам методом струйной 
инжекции.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. мРНК-GFP (мРНК, кодирующую зеленый флуоресцентный белок 
(GFP)) лиофилизировали с различными криопротекторами и хранили при −20, 4 и 20 °C. 
Функциональную активность определяли после трансфекции клеток HEK293 по экспрес-
сии GFP, целостность мРНК — методом микрочипового электрофореза. Иммуногенность 
лиофилизированной и нелиофилизированной вакцины «мРНК-Вектор-Флю» оценивали 
на самках инбредных мышей BALB/c после двукратной струйной иммунизации методами 
ИФА (иммуноферментный анализ), РТГА (реакция торможения гемагглютинации), вирус-
нейтрализации и IFN-γ ELISpot (метод иммуноферментных пятен для выявления клеток, 
секретирующих интерферон-γ).
РЕЗУЛЬТАТЫ. По результатам предварительного скрининга для дальнейших исследований 
была выбрана композиция с 10% трегалозы, обеспечивавшая сохранение функциональной 
активности мРНК-GFP на уровне, наиболее близком к контрольному препарату. Лиофи-
лизированная мРНК-GFP сохраняла функциональную активность после 12 мес. хранения 
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при всех исследованных температурах; статистически значимых различий с мРНК, синте-
зированной непосредственно перед применением, не выявлено (p>0,05). Основная фрак-
ция мРНК сохранялась, хотя после 6–12 мес., особенно при 20 °C, выявлялись минорные 
фракции частично деградированной мРНК. После 3 мес. хранения вакцины при 4 °C сред-
ние геометрические титры антител к гемагглютининам вирусов гриппа H1, H3 и HB соста-
вили 1:382 000, 1:628 000 и 1:273 000 против 1:710 000, 1:628 000 и 1:328 000 в группе 
нелиофилизированной вакцины. Титры в РТГА составляли 1:37–1:80, вируснейтрализую-
щих антител — 1:50–1:90; число IFN-γ-секретирующих клеток — 440 и 500 SFC (пятнооб-
разующих клеток) на 1×106 спленоцитов. Значимых межгрупповых различий не выявлено.
ВЫВОДЫ. Лиофилизация с 10% трегалозы обеспечивала сохранение функциональной ак-
тивности неинкапсулированной мРНК в течение 12 мес., несмотря на признаки частичной 
деградации при 20 °C. После 3 мес. хранения при 4 °C трехвалентная вакцина сохраня-
ла способность индуцировать гуморальный и Т-клеточный иммунный ответ у мышей. По-
лученные данные подтверждают перспективность сочетания лиофилизации и струйной 
инжекции для разработки стабильных мРНК-вакцин.
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The low physicochemical stability of mRNA and the dependence of current 
mRNA vaccines on the successful encapsulation into lipid nanoparticles and adherence to man-
datory cold chain requirements limit their storage and transportation. A promising approach 
is the lyophilization of nonencapsulated mRNA with its subsequent delivery by jet injection. 
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However, the preservation of its structure and functional activity during long-term storage has 
been insufficiently studied.
AIM. To evaluate the structural and functional stability of lyophilized nonencapsulated mRNA 
during long-term storage and its immunogenicity as a component of a trivalent mRNA vaccine 
against seasonal influenza administered to mice by jet injection.
MATERIALS AND METHODS. mRNA encoding green fluorescent protein (GFP) was lyophilized 
with various cryoprotectants and stored at −20, 4, and 20 °C. Its functional activity was de-
termined by GFP expression after transfection of HEK293 cells, and its integrity was analyzed 
by microchip electrophoresis. The immunogenicity of the lyophilized and nonlyophilized mRNA- 
Vector-Flu vaccine was evaluated in female inbred BALB/c mice after two jet immunizations by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), hemagglutination inhibition (HAI) assay, virus neu-
tralization assay, and interferon gamma (IFN-γ) enzyme-linked immunospot (ELISpot) assay.
RESULTS. Based on the results of a preliminary screening, a 10% trehalose formulation was se-
lected for further studies because it preserved the functional activity of GFP mRNA at the level 
closest to that of the control preparation. The lyophilized GFP mRNA retained its functional 
activity after 12 months of storage at all tested temperatures; no statistically significant differ-
ences were found compared with the mRNA synthesized immediately before use (p>0.05). The 
major mRNA fraction was preserved, although minor fractions of partially degraded mRNA were 
detected after 6–12 months, particularly at 20 °C. After 3 months of storage of the vaccine at 
4 °C, the geometric mean antibody titers against hemagglutinin subtype 1 (H1), hemagglutinin 
subtype 3 (H3), and influenza B hemagglutinin (HB) were 1:382,000, 1:628,000, and 1:273,000, 
respectively, compared with 1:710,000, 1:628,000, and 1:328,000 in the nonlyophilized vaccine 
group. HAI titers were 1:37–1:80, virus-neutralizing antibody titers were 1:50–1:90; and the 
numbers of IFN-γ-secreting cells were 440 and 500 spot-forming cells (SFC) per 1×106 spleno-
cytes. No significant between-group differences were identified.
CONCLUSIONS. Lyophilization with 10% trehalose preserved the functional activity of nonen-
capsulated mRNA for 12 months despite signs of partial degradation at 20 °C. After 3 months of 
storage at 4 °C, the trivalent vaccine retained its ability to induce humoral and T-cell immune 
responses in mice. These findings support the potential of combining lyophilization and jet 
injection for the development of stable mRNA vaccines.
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ВВЕДЕНИЕ
Матричная РНК (мРНК) является перспек-

тивной платформой для быстрой разработки 
вакцинных препаратов и получения конструк-
ций, кодирующих антигены различных па-
тогенов, включая сезонные и потенциально 
пандемические варианты вируса гриппа [1, 2].  
Вместе с тем практическое применение 
мРНК-препаратов ограничивается физико-
химической нестабильностью РНК, ее чув-
ствительностью к гидролизу рибонуклеазами 
и необходимостью соблюдения строгих усло-
вий хранения и транспортировки, что ослож-
няет широкое применение, создание резервов 
и логистику [3].

В настоящее время большинство мРНК- 
вакцинных платформ основано на использовании 
липидных наночастиц, которые обеспечивают 
защиту мРНК и ее доставку в иммунокомпетент-
ные клетки. Однако системы доставки, основан-
ные на липидных наночастицах, имеют ряд тех-
нологических ограничений, таких как сложность 
состава, чувствительность к условиям замора-
живания и размораживания, необходимость 
контроля размера частиц, полидисперсности 
и стабильности липидных компонентов [4–7]. 
В связи с этим сохраняется интерес к альтерна-
тивным подходам, позволяющим упростить со-
став мРНК-препарата и одновременно повысить 
его стабильность при хранении.
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За последние три года была продемонстри-
рована эффективность применения струйной 
инжекции для введения мРНК-вакцин [8–12], 
при котором препараты вводятся с помощью 
инжектора высокоскоростной струи через не-
большое сопло под высоким давлением. В дан-
ном случае используется неинкапсулированная 
молекула мРНК, не упакованная в липидные 
наночастицы или другие носители. Известно, 
что молекулы мРНК представляют собой высо-
колабильные макромолекулы, вследствие чего 
создание препаратов на их основе требует раз-
работки эффективных подходов к их хранению. 
Особый интерес представляет лиофилизация, 
позволяющая перевести препарат мРНК в сухую 
форму. Применение лиофилизации приводит 
к снижению деградации мРНК, упрощает состав 
препарата, повышает устойчивость мРНК к тем-
пературным колебаниям и, как следствие, может 
потенциально повысить безопасность и снизить 
стоимость конечного продукта [13–16].

Сезонный грипп остается одной из наибо-
лее значимых респираторных инфекций, тре-
бующих регулярного обновления вакцинных 
штаммов и быстрой адаптации состава вакцин 
к изменяющейся эпидемиологической ситуации. 
мРНК-платформа позволяет в короткие сроки 
создавать вакцинные конструкции, кодирующие 
актуальные варианты гемагглютинина. Ранее 
нами была разработана экспериментальная тре-
хвалентная мРНК-вакцина «мРНК-Вектор-Флю», 
содержащая мРНК, кодирующие гемагглюти-
нины вирусов гриппа A(H1N1)pdm09, A(H3N2) 
и гриппа B, и продемонстрирована ее имму-
ногенность при введении методом струйной 
инжекции [17]. Следующим этапом разработки 
является оценка стабильности такой вакцины 
при хранении, в том числе возможности сохра-
нения функциональной активности мРНК после 
лиофилизации, а затем проведение доклиниче-
ских исследований.

Цель работы  — оценка структурной и функ-
циональной стабильности лиофилизированной 
неинкапсулированной мРНК при длительном 
хранении и ее иммуногенность в составе тре-
хвалентной мРНК-вакцины против сезонного 
гриппа, вводимой мышам методом струйной 
инжекции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы

Культуры клеток и плазмиды. В качестве мат-
риц для синтеза мРНК использовали плазмиды 
pVAX-С3-H1-24, pVAX-С3-H3-24 и pVAX-С3-HB-24, 
кодирующие антигены штаммов вирусов сезонно-
го гриппа A/Wisconsin/67/2022(H1N1)pdm09,  

A/Darwin/9/2021(H3N2) и B/Austria/1359417/2021 
соответственно, а также pVAX-C3-GFP, кодирую-
щую ген зеленого флуоресцентного белка (GFP). 
Все плазмиды были получены ранее в ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора [17]. Для ана-
лиза функциональности мРНК in vitro была ис-
пользована перевиваемая клеточная линия поч-
ки эмбриона человека HEK293 (ФБУН ГНЦ ВБ 
«Вектор» Роспотребнадзора). В реакции вирус-
нейтрализации использовали штаммы вирусов 
сезонного гриппа A/Buryatia/106-6V/2022 (H1N1), 
A/Darwin/9/2021 (H3N2) и B/Austria/1359417/2021 
(ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора). 
В исследованиях использовали культуру кле-
ток MDCK-SIAT1 (Коллекция культур клеток 
ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, 
Новосибирская область, р.п. Кольцово).

Методы
Синтез мРНК in vitro проводили с использова-

нием линеаризованных матриц pVAX-С3-H1-24, 
pVAX-С3-H3-24, pVAX-С3-HB-24 и pVAX-C3-GFP 
и коммерческого набора T7 High Yield RNA 
Synthesis Kit (Yeasen, КНР). Реакционная смесь 
содержала 1 мкг линеаризованной плазмидной 
ДНК, полимеразу Т7 с буфером, аналог AG-Cap 
(аналог кэпа m7GmAmG (Biolabmix, Россия) (10 мМ),  
смесь рибонуклеотидтрифосфатов (10 мМ) 
с заменой уридина на N1-метилпсевдоуридин 
(Biolabmix), ингибитор РНКазы (БелБиоЛаб, 
Россия) и воду, свободную от нуклеаз. Протокол 
синтеза был описан нами ранее [11]. Полученные 
мРНК были названы мРНК-H1, мРНК-H3, мРНК-HB 
(кодируют гемагглютинин вирусов гриппа H1N1, 
H3N2 и гриппа B соответственно) и мРНК-GFP. 
мРНК-H1, мРНК-H3 и мРНК-HB смешивали в эк-
вимолярных соотношениях и получали трехва-
лентную мРНК-вакцину против гриппа, условно 
обозначенную как «мРНК-Вектор-Флю».

Чистоту, однородность и молекулярный раз-
мер синтетических мРНК оценивали с использо-
ванием прибора Agilent 2100 BioAnalyzer (Agilent 
Technologies, США). Анализ проводили методом 
микрочипового электрофореза с применени-
ем набора Agilent RNA 6000 Pico kit (Agilent 
Technologies) в соответствии с инструкциями 
производителя.

Лиофилизацию растворов мРНК проводили 
в лиофильной сушильной камере ED-DF21A-K 
(ERSTVAK Ltd., КНР) в автоматическом режиме 
с функцией пневматической укупорки. Для лио-
филизации использовали три технологические 
композиции криопротекторов: на основе саха-
розы (№ 1); на основе маннозы (№ 2); на осно-
ве трегалозы (№ 3). Для лиофилизации исполь-
зовали 10% (масса/объем) водные растворы 
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криопротекторов. Другие вспомогательные 
компоненты в состав композиций не входили. 
Перед лиофилизацией водный раствор очи-
щенной мРНК доводили до 500 мкл раствором 
одного из криопротекторов до конечной кон-
центрации криопротектора 10% (масса/объем). 
Стерильный препарат мРНК с одним из трех 
криопротекторов дозировали по 0,5 мл во фла-
коны инсулиновые 2R объемом 3 мл (SCHOTT 
Forma Vitrum, Венгрия). В случае мРНК-GFP ко-
личество мРНК составляло 100 мкг на флакон, 
мРНК-Вектор-Флю  — во флаконе смешивали 
по 150 мкг мРНК-H1, мРНК-H3, мРНК-HB (сум-
марно 450 мкг мРНК). Затем проводили лиофи-
лизацию в течение 24 ч. Процесс лиофилизации 
включал заморозку до температуры минус 50 ºС 
в течение 10,5 ч (давление 10–13 Па), затем по-
степенное повышение температуры до 15  ºС 
со скоростью 10 ºС в час, после чего проводи-
ли сублимацию в течение 7 ч при температуре 
25±2 ºС и давлении 1,2 Па. По окончании суш-
ки флаконы закрывали пробками опусканием 
прижимной полки и фиксировали пробки алю-
миниевыми колпачками. Лиофилизированная 
масса представляла собой белую таблетку. 
Высушенную мРНК хранили при температурах 
минус 20, 4 и 20 °C.

Трансфекция клеток HEK293 мРНК. Клетки 
HEK293 выращивали в 24-луночных культураль-
ных планшетах (Corning, США) с питательной 
средой DMEM (Sigma-Aldrich, США), содержа-
щей 10% FBS (HyClone, США) и 50 мкг/мл ген-
тамицина (более подробно методика описана 
в Приложении 1, размещено на сайте журнала1). 
Уровень флуоресценции белка GFP оценивали 
с помощью микроскопа Olympus CKX53 (Olympus, 
Япония) и проточного цитометра ZE5 (Bio-Rad, 
США). Анализ данных проточной цитометрии 
проводили по единой стратегии гейтирования 
для всех образцов (рис. S1, Приложение 1 раз-
мещено на сайте журнала2).

Иммунизация мышей BALB/c. Работа с животны-
ми проводилась в соответствии с Руководством 
по содержанию и использованию лабораторных 
животных3. Мыши были получены из питомни-
ка ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора 
(Новосибирская область, р.п.  Кольцово) 
и содержались в условиях 12-часового све-
тового дня со свободным доступом к пище 
и воде. Исследование проводили на инбред-
ных мышах-самках BALB/c с исходным весом 
16–18 г. Препараты мРНК-H1, мРНК-H3, мРНК-HB 
и мРНК-Вектор-Флю, растворенные в 50 мкл 

физиологического раствора, вводили в левую 
заднюю лапу методом струйной инжекции [11]. 
Иммунизацию проводили методом безыгольной 
струйной инжекции с использованием инжекто-
ра Comfort-In (MIKA Medical, Корея). Перед вве-
дением препарат восстанавливали в стериль-
ном физиологическом растворе, перемешивали 
до полного растворения лиофилизата и набира-
ли в одноразовый картридж-насадку инжектора. 
Иммунизацию проводили при следующих пара-
метрах: скорость инъекции 220 м/с, давление 
6,5 бар, длительность инъекции 0,33 с.

Для оценки иммуногенности использовали 
два варианта трехвалентной мРНК-вакцины 
«мРНК-Вектор-Флю»: лиофилизированный вари-
ант, полученный в присутствии 10% трегалозы 
и хранившийся в течение 3 мес. при 4 °C, и не-
лиофилизированный вариант того же состава, 
синтезированный непосредственно перед вве-
дением. Далее по тексту используются обозна-
чения «лиофилизированная вакцина» и «нелио-
филизированная вакцина» соответственно.

Животных разделили на 3 группы по 8 осо-
бей в каждой. Размер групп выбран по результа-
там предшествующих исследований на мышах 
BALB/c, аналогичных мРНК-вакцинных конструк-
ций и сопоставимой схемы иммунизации. 
Иммунизацию проводили в День 0 и 21: жи-
вотным группы 1 вводили лиофилизированную 
вакцину; животным группы 2  — нелиофили-
зированную вакцину, животным контрольной 
группы  3  — 50 мкл физиологического раство-
ра. Каждая доза вакцины содержала по 15 мкг 
мРНК-H1, мРНК-H3 и мРНК-HB, суммарно 45 мкг 
мРНК. Перед введением лиофилизированную 
вакцину восстанавливали в 500 мкл стерильно-
го физиологического раствора. Все препараты 
вводили методом струйной инжекции. На 35-й 
день для оценки гуморального ответа забира-
ли кровь из ретроорбитальной пазухи глаза. 
Для анализа Т-клеточного ответа животных гу-
манно умерщвляли методом цервикальной дис-
локации, после чего извлекали селезенку.

Иммуноферментный анализ (ИФА). Специфи
ческие IgG-антитела в сыворотках крови мышей 
определяли методом непрямого иммунофер-
ментного анализа (более подробно методика 
описана в Приложении 1).

Оценка клеточного иммунного ответа мето-
дом ELISpot. Интенсивность Т-клеточного иммун-
ного ответа у иммунизированных мышей опре-
деляли с помощью метода иммуноферментных 
пятен для выявления клеток, секретирующих 

1	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-3-299-310-annex
2	 Там же.
3	 https://docs.cntd.ru/document/1200157968
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интерферон-γ (IFN-γ ELISpot) по числу сплено-
цитов, продуцирующих IFN-γ в ответ на стиму-
ляцию пептидами белков вируса гриппа (более 
подробно методика описана в Приложении 1).

Реакцию торможения гемагглютинации (РТГА) 
проводили в соответствии с протоколом РТГА, 
основанным на рекомендациях ВОЗ и Минздрава 
России4. Перед постановкой РТГА получен-
ные образцы сыворотки крови мышей обра-
батывали ферментом RDE II (Denka Seiken Co.,  
Япония, кат. № 370013) в течение 18–20 ч со-
гласно инструкции производителя для удале-
ния неспецифических термостабильных инги-
биторов. Затем образцы сывороток прогревали 
на водяной бане при 56 °C для удаления не-
специфических термолабильных ингибиторов 
и инактивации ферментативной активности RDE. 
Конечное разведение сыворотки 1:10 получа-
ли добавлением фосфатно-солевого буфера 
(рН 7,2). Сыворотки исследовали в РТГА против 4  
гемагглютинирующих единиц антигена, соот-
ветствующего серотипу вируса. Для определе-
ния титра РТГА использовали 0,5% эритроциты 
индейки и U-образные планшеты (Nest, Китай, 
кат. № 701111). Титр антител в РТГА опреде-
ляли как величину, обратную максимальному 
разведению сыворотки, при котором наблю-
далось полное торможение гемагглютинации. 
Минимальное исследованное разведение сы-
воротки составляло 1:10, поэтому нижний пре-
дел определения титра был равен 10. Образцам, 
в которых торможение гемагглютинации от-
сутствовало при разведении 1:10, при расчете 
средних геометрических титров условно при-
сваивали значение 5, соответствующее поло-
вине нижнего предела определения метода. 
В качестве антигенов использовали инактиви-
рованные β-пропиолактоном вирусы гриппа  
A/Buryatia/106-6V/2022 (H1N1), A/Darwin/9/2021 
(H3N2) и B/Austria/1359417/2021.

Анализ микронейтрализации in vitro про-
водили с вирусами гриппа A/Buryatia/106-
6V/2022 (H1N1), A/Darwin/9/2021 (H3N2) и  
B/Austria/1359417/2021 по методике, описан-
ной ранее в работе [18], с отличием, которое 
заключалось в способе визуализации конечного 
результата: через 2 сут после инфицирования 
клетки окрашивали раствором кристаллическо-
го фиолетового красителя (Sigma-Aldrich, США; 
кат. № C0775)  — 1,3 г красителя растворяли 
в 50 мл 96% этанола, доводили объем до 700 мл 
дистиллированной водой и добавляли 300 мл 
40% формалина. Результаты анализировали с ис-
пользованием системы Agilent BioTek Cytation 5  

(Thermo Fisher Scientific). Титр нейтрализации 
определяли как наибольшее разведение сыво-
ротки, при котором достигалась нейтрализация 
вируса ≥50%, что соответствовало сохранению 
жизнеспособности ≥50% клеток.

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием программы GraphPad Prism 10.0  
(GraphPad Software, США). Количественные дан-
ные представляли в виде медианы и диапазона 
значений от минимального до максимального, 
если не указано иное. Для титров антител рас-
считывали среднее геометрическое значение 
титра и указывали диапазон от минимального 
до максимального значения. Межгрупповые раз-
личия оценивали с помощью критерия Краскела–
Уоллиса с последующим post hoc тестом Данна 
для множественных сравнений.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе нами были разработаны три 

криопротектора для лиофилизации мРНК: пер-
вый криопротектор — на основе сахарозы, вто-
рой — на основе маннозы, а третий — на основе 
трегалозы. Для отработки процедуры лиофили-
зации использовали мРНК-GFP. Образцы храни-
ли при температуре 4 °C в течение одного меся-
ца. Затем лиофилизированную мРНК растворяли 
в безнуклеазной воде и использовали для транс-
фекции клеток HEK293.

Установлено, что после одного месяца хра-
нения все препараты продемонстрировали 
высокую эффективность синтеза белка GFP  
(рис. 1 и рис. S2, Приложение 1). Композиция № 3  
на основе трегалозы обеспечивала сохранение 
функциональной активности мРНК-GFP на уров-
не, наиболее близком к синтезированной непо-
средственно перед применением нелиофилизи-
рованной мРНК в данной серии экспериментов. 
С учетом этих данных и данных о способно-
сти трегалозы стабилизировать биомолекулы 
при высушивании такая композиция была вы-
брана для дальнейшего исследования длитель-
ного хранения. Для оценки температурного 
диапазона условий хранения и длительности 
хранения были получены лиофилизированные 
мРНК-GFP, которые хранились в течение 12 мес. 
при температуре минус 20, 4 и 20 °C. Проверку 
биологической активности проводили через 1, 3, 
6 и 12 мес. Из хранилища брали ампулу с образ-
цом, растворяли в воде и проводили трансфек-
цию клеток HEK293. Интенсивность свечения 
клеток оценивали с помощью проточного цито-
флуориметра. Полученные данные представле-
ны на рисунке 2. Уровень флуоресценции клеток 

4	 https://docs.cntd.ru/document/1200040123
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HEK293, трансфицированных препаратами, 
хранившимися 1, 3, 6 и 12 мес. при разных тем-
пературах, был сравним с контрольной нелио-
филизированной мРНК-GFP, синтезированной 
перед экспериментом. Достоверного различия 
по уровню флуоресценции между исследован-
ными препаратами не было обнаружено (рис. 2). 
На рисунке S3 представлены результаты ми-
кроскопии и проточной цитофлуориметрии  
(Приложение 1).

Функциональная активность мРНК-GFP после 
хранения при комнатной температуре указывает 
на потенциальную устойчивость лиофилизиро-
ванной формы к температурным отклонениям, 
которые могут возникать при транспортировке 

или временном хранении препарата. Именно 
оценка биологической активности мРНК, 
восстанавливаемой из лиофильно высушенного 
препарата, имеет первостепенное значение, так 
как этот параметр определяет эффективность 
последующего использования терапевтической 
формы мРНК-вакцины.

Важную роль в поддержании биологической 
активности мРНК может играть криопротектор. 
Так, мРНК-GFP, лиофилизированная в присутствии 
трегалозы, сохраняла высокую трансляционную 
способность в клетках HEK293 после 12 мес.  
хранения. В отдельных экспериментальных точ-
ках уровень экспрессии GFP после трансфек-
ции восстановленными лиофилизированными 

B

B

D

D
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C
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A

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Анализ стабильности мРНК, кодирующей зеленый флуоресцентный белок (GFP), после лиофильной сушки 
в присутствии различных криопротекторов. Микрофотографии клеток HEK293, трансфицированных образцами мРНК-GFP.  
A — интактный контроль (нативная нелиофилизированная мРНК-GFP) — доля GFP-положительных клеток составила 80,3%; 
B — мРНК-GFP, лиофилизированная с криопротектором № 1 (сахароза) — 65,3%; C — мРНК-GFP, лиофилизированная с крио-
протектором № 2 (манноза)  — 70,5%; D  — мРНК-GFP, лиофилизированная с криопротектором № 3 (трегалоза)  — 78,5%. 
GFP — зеленый флуоресцентный белок.

Fig. 1. Stability analysis of mRNA encoding green fluorescent protein (GFP) after lyophilization in the presence of various cryopro-
tectants. Micrographs of HEK293 cells transfected with GFP mRNA samples. A, intact control (native nonlyophilized GFP mRNA): 
percentage of GFP-positive cells was 80.3%; B, GFP mRNA lyophilized with cryoprotectant No. 1 (sucrose): 65.3%; C, GFP mRNA 
lyophilized with cryoprotectant No. 2 (mannose): 70.5%; D, GFP mRNA lyophilized with cryoprotectant No. 3 (trehalose): 78.5%. 
GFP, green fluorescent protein.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Оценка эффективности трансляции мРНК, кодирующей зеленый флуоресцентный белок (GFP), в клетках HEK293 
после хранения в лиофилизированном виде. Динамика сохранности функциональной активности оценивалась через A —  
1 мес., B — 3 мес., C — 6 мес. и D — 12 мес. Ось Y — относительное изменение уровня экспрессии целевого белка по сравнению 
с контрольной, синтезированной непосредственно перед применением нелиофилизированной мРНК-GFP (уровень экспрессии 
контрольной мРНК-GFP принят за 0). Ось X — температура хранения мРНК-GFP. GFP — зеленый флуоресцентный белок.

Fig. 2. Evaluation of the translation efficiency of mRNA encoding green fluorescent protein (GFP) in HEK293 cells after storage 
in lyophilized form. The dynamics of functional activity retention were assessed after: A, 1 month; B, 3 months; C, 6 months;  
D, 12 months. The y-axis represents the relative change in the expression level of the target protein compared with the control 
nonlyophilized GFP mRNA synthesized immediately before use (the expression level of the control GFP mRNA was set to 0).  
The x-axis represents the storage temperature of GFP mRNA. GFP, green fluorescent protein.
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препаратами был сопоставим с показателями 
синтезированной непосредственно перед при-
менением мРНК-GFP или незначительно пре-
вышал их (рис. S3). При этом статистически до-
стоверных различий между группами выявлено 
не было, поэтому полученные результаты сле-
дует интерпретировать в пользу поддержания 
функциональной активности мРНК после лио-
филизации и хранения, а не как повышение ее 
трансляционной активности. Полученные ре-
зультаты согласуются с данными о способности 
трегалозы снижать деградацию РНК в сухом 
состоянии и способствовать сохранению функ-
циональной активности мРНК-содержащих 
препаратов после лиофилизации и восстанов-
ления  [19–21]. Тем не менее обнаруженный эф-
фект следует дополнительно верифицировать 
в строго контролируемых сравнительных тестах, 
поскольку на эффективность экспрессии репор-
терного белка существенно влияют параметры 
трансфекции, исходное качество матрицы, со-
став буфера и физиологическое состояние кле-
точной линии.

Мы также проанализировали лиофилизи-
рованную мРНК с помощью микрочипового 
электрофореза для оценки сохранности мРНК 
(рис.  S4, Приложение 1). В течение 3 мес. хра-
нения целостность мРНК после высушива-
ния практически не изменилась по сравнению 
с контрольной мРНК, синтезированной непо-
средственно перед применением. Анализ всех 
образцов лиофилизированной мРНК-GFP, хра-
нившейся в течение 12 мес., выявил преоблада-
ние целевого пика в области ожидаемого разме-
ра мРНК. Данные обработки электрофореграмм 
указывают на низкий уровень фонового сиг-
нала и отсутствие выраженного накопления 
низкомолекулярных фрагментов, особенно 
на отсутствие выраженного низкомолекулярно-
го шлейфа, что свидетельствует о сохранении 
целостности основной фракции мРНК после 
длительного хранения. Незначительные допол-
нительные сигналы меньшей интенсивности, 
которые более выражены в условиях хранения 
при комнатной температуре, могут отражать ми-
норные фракции укороченных молекул или ча-
стично деградированной мРНК. Теоретически 
такие низкомолекулярные фрагменты мРНК 
способны вносить вклад в неспецифическую 
активацию клеточных сенсоров врожденного 
иммунитета. В настоящей работе прямая оцен-
ка активации соответствующих сигнальных пу-
тей не проводилась, что является ограничением 
исследования. Вместе с тем основная фракция 
мРНК сохранялась, выраженного накопления 
низкомолекулярного шлейфа не наблюдалось, 

а функциональная активность мРНК подтвер-
ждалась экспрессией GFP in vitro.

Для проверки способности лиофилизирован-
ной мРНК сохранять иммуногенные свойства 
мы выбрали в качестве модели разработанную 
нами ранее экспериментальную трехвалентную 
вакцину против гриппа «мРНК-Вектор-Флю» [17].  
Сравнивали лиофилизированную вакцину  
«мРНК-Вектор-Флю» с использованием крио-
протектора на основе трегалозы, хранившуюся 
в течение 3 мес. при 4 °C, и нелиофилизирован-
ную вакцину того же состава.

По данным ИФА, обе формы вакцины инду-
цировали выраженный гуморальный иммунный 
ответ, при этом статистически значимых раз-
личий между группами не выявлено. Средние 
геометрические титры антител к H1 составили 
1:382  000 в группе лиофилизированной вакци-
ны и 1:710  000 в группе нелиофилизированной 
вакцины; к H3  — 1:628  000 в обеих группах; 
к HB  — 1:273  000 и 1:328  000 соответственно. 
При использовании в качестве антигена смеси 
рекомбинантных гемагглютининов H1, H3 и HB 
средние геометрические титры антител соста-
вили 1:984  000 в группе лиофилизированной 
и 1:1  310  000 в группе нелиофилизированной 
вакцины (рис. 3).

Результаты РТГА по оценке ингибирования 
гемагглютинации сыворотками крови иммуни-
зированных мышей приведены на рисунке 4А. 
В сыворотках крови мышей, иммунизирован-
ных лиофилизированной трехвалентной мРНК-
вакциной, средние титры антител, ингибирую-
щих гемагглютинацию, в отношении штаммов 
A/Darwin/9/2021 (H3N2), A/Buryatia/106-6V/2022 
(H1N1) и B/Austria/1359417/2021 составили 1:45, 
1:37 и 1:80 соответственно. В группе животных, 
иммунизированных нелиофилизированной 
мРНК-вакциной, средние титры составили 1:60, 
1:47 и 1:80 соответственно.

Важным критерием эффективности вакцины 
является ее способность индуцировать антитела, 
способные нейтрализовать вирус. В сыворотках 
крови мышей, иммунизированных как лиофили-
зированной, так и нелиофилизированной мРНК-
вакцинами против гриппа, были выявлены ви-
руснейтрализующие антитела к вирусам гриппа 
A/Buryatia/106-6V/2022 (H1N1), A/Darwin/9/2021 
(H3N2) и B/Austria/1359417/2021, определенные 
в культуре клеток MDCK (рис. 4B). Средние тит-
ры вируснейтрализующих антител составили 
около 1:90 для всех исследованных штаммов, 
за исключением группы животных, иммунизиро-
ванных лиофилизированной вакциной, где в от-
ношении вируса A/Buryatia/106-6V/2022 (H1N1) 
средний титр составил 1:50.
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Результаты IFN-γ ELISpot показали, что через  
2 нед. после второй иммунизации у мышей, им-
мунизированных как лиофилизированной, так 
и нелиофилизированной вакциной, сформиро-
вался Т-клеточный ответ на стимуляцию пулом 
специфических пептидов гемагглютининов 
вирусов гриппа (рис. 4C). Среднее количество  
IFN-γ-секретирующих клеток составило 440  
на 1 млн клеток в группе лиофилизированной 
вакцины и 500 на 1 млн клеток в группе нелио-
филизированной вакцины.

Таким образом, лиофилизированная трехва-
лентная мРНК-вакцина против сезонного гриппа 
после хранения в течение 3 мес. при температуре 
4 °C индуцировала гуморальный и Т-клеточный 
иммунный ответ, сопоставимый с ответом на не-
лиофилизированную вакцину того же состава. 
При этом отсутствие статистически значимых 
различий не является доказательством эквива-
лентности препаратов, поскольку дизайн иссле-
дования и размер выборки не позволяют сде-
лать вывод о формальной эквивалентности двух 
вариантов вакцины.

Принципиальным преимуществом предла-
гаемой платформы является разделение задач 
стабилизации и доставки мРНК. В традицион-
ных системах на основе липидных наночастиц 
они одновременно выполняют функции защи-
ты мРНК от деградации и ее доставки в клетки. 
В предлагаемом подходе стабилизация дости-
гается за счет перевода неинкапсулированной 
мРНК в лиофилизированную форму в присут-
ствии криопротектора, тогда как доставка обес-
печивается физическим методом  — струйной 
инжекцией. Предлагаемый подход может упро-
стить состав препарата, снизить зависимость 
стабильности готовой вакцины от сохранности 
липидных компонентов и обеспечить ее продол-
жительное хранение.

Полученные данные согласуются с ре-
зультатами исследований, в которых показана 
способность лиофилизации и криопротекто-
ров на основе сахаров сохранять стабильность 
мРНК-содержащих препаратов [13–16, 19–21]. 
В настоящей работе неинкапсулированная 
мРНК-GFP сохраняла функциональную актив-
ность после 12 мес. хранения при температуре 
минус 20, 4 и 20  °C, хотя при длительном хра-
нении, особенно при 20 °C, выявлялись призна-
ки частичной деградации. Это свидетельствует 
о сохранении основной функционально актив-
ной фракции мРНК, но не исключает накопления 
отдельных продуктов деградации.

Полученные результаты подтверждают воз-
можность разделения функций стабилиза-
ции и доставки мРНК: стабильность препарата 

обеспечивается лиофилизацией в присутствии 
криопротектора, тогда как введение неинкап-
сулированной мРНК осуществляется методом 
струйной инжекции. Такой подход позволяет по-
тенциально уменьшить зависимость препарата 
от стабильности липидных компонентов и упро-
стить его состав.

Исследование имеет ряд ограничений. 
Иммуногенность оценивали только на мы-
шах, длительность хранения вакцинного пре-
парата составляла 3 мес., защитную эффек-
тивность после хранения не исследовали, 
а возможную активацию врожденных иммун-
ных сенсоров продуктами деградации мРНК 
не определяли. Дальнейшие исследования бу-
дут нацелены на оптимизацию состава и цик-
ла лиофилизации, увеличение срока хранения 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was pre-
pared by the authors using their own data

Рис. 3. Оценка гуморального иммунитета у мышей после 
применения лиофилизированной вакцины «мРНК-Вектор-
Флю», хранившейся в течение трех месяцев при температу-
ре 4 °C. Ось X — антигены для иммуноферментного анализа 
(ИФА): рекомбинантные гемагглютинины подтипа H1, под-
типа H3 и вируса гриппа B (HB) и их смесь (3×HA). Столбцы 
отображают средние геометрические титры, планки по-
грешностей — диапазон от минимального до максимально-
го значения; точки  — индивидуальные значения. Зеленый 
цвет — группа 1 (лиофилизированная вакцина «мРНК-Век-
тор-Флю»); оранжевый цвет  — группа 2 (нелиофилизиро-
ванная вакцина «мРНК-Вектор-Флю»). ns — различия стати-
стически незначимы, p>0,05.

Fig. 3. Evaluation of the humoral immune response in mice 
after administration of the lyophilized mRNA-Vector-Flu 
vaccine stored for three months at 4 °C. The x-axis represents 
antigens for enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA): 
recombinant hemagglutinin subtype 1 (H1), subtype 3 (H3), 
and influenza B hemagglutinin (HB), and their mixture (3×HA). 
Bars represent geometric mean titers; error bars indicate the 
minimum-to-maximum range; points represent individual 
values. Green: group 1 (lyophilized mRNA-Vector-Flu vaccine); 
orange: group 2 (nonlyophilized mRNA-Vector-Flu vaccine).  
ns, not significant; p>0.05.
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вакцины, проведение исследований с вирусным 
заражением, а также оценку воспроизводимо-
сти и безопасности струйной доставки на более 
крупных животных моделях.

ВЫВОДЫ
1.	 Лиофилизация в присутствии 10% трегалозы 

обеспечивала сохранение функциональной 
активности неинкапсулированной мРНК-GFP 
при хранении в течение 12 мес. при минус 20, 
4 и 20 °C, хотя при 20 °C выявлялись незначи-
тельные признаки частичной деградации.

2.	 Трехвалентная лиофилизированная мРНК-
вакцина после хранения в течение 3 мес. 
при 4 °C сохраняла способность индуциро-
вать гуморальный и Т-клеточный иммун-
ный ответ, статистически не отличавший-
ся от ответа на нелиофилизированную  
вакцину.

3.	 Дальнейшие исследования должны включать 
количественную характеристику продуктов 
деградации, увеличение срока хранения вак-
цинного препарата и оценку его защитной 
эффективности.
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Рис. 4. Показатели иммуногенности лиофилизированной вакцины «мРНК-Вектор-Флю» на мышах. A — результаты реакции 
торможения гемагглютинации (РТГА) со штаммами вирусов гриппа. B — титры вируснейтрализующих антител к аналогичным 
штаммам вирусов гриппа. Ось X: 1 — A/Buryatia/106-6V/2022 (H1N1), 2 — A/Darwin/9/2021 (H3N2), 3 — B/Austria/1359417/2021, 
4 — отрицательный контроль. На рисунках A и B столбцы отображают средние геометрические титры, планки погрешно-
стей — диапазон от минимального до максимального значения; точки — индивидуальные значения. C — оценка Т-клеточного 
ответа методом иммуноферментного спот-анализа (ELISpot). Ось X: 1 — группа 1 (лиофилизированная вакцина «мРНК-Век-
тор-Флю»), 2 — группа 2 (нелиофилизированная вакцина «мРНК-Вектор-Флю»), 3 — группа 3 (отрицательный контроль). Дан-
ные представлены как среднее количество интерферон-гамма (IFN-γ)-продуцирующих клеток (пятнообразующих клеток, 
SFC) на 1×106 спленоцитов после стимуляции пулом специфических пептидов.
Зеленый цвет — группа 1 (лиофилизированная вакцина «мРНК-Вектор-Флю»); оранжевый цвет — группа 2 (нелиофилизи-
рованная вакцина «мРНК-Вектор-Флю»); синий цвет — группа 3 (отрицательный контроль). ns — различия статистически 
незначимы, p>0,05.

Fig. 4. Immunogenicity parameters of the lyophilized mRNA-Vector-Flu vaccine. A, results of the hemagglutination inhibition (HAI) 
assay against influenza virus strains. B, virus-neutralizing antibody titers against the corresponding influenza virus strains. The 
x-axis: 1, A/Buryatia/106-6V/2022 (H1N1); 2, A/Darwin/9/2021 (H3N2); 3, B/Austria/1359417/2021; 4, negative control. In panels A 
and B, bars represent geometric mean titers, error bars indicate the minimum-to-maximum range, and points represent individual 
values. C, evaluation of the T-cell response by enzyme-linked immunospot (ELISpot) assay. The x-axis: 1, group 1 (lyophilized 
mRNA-Vector-Flu vaccine); 2, group 2 (nonlyophilized mRNA-Vector-Flu vaccine); 3, group 3 (negative control). Data are presented 
as the mean number of interferon gamma (IFN-γ)-secreting cells (spot-forming cells, SFC) per 1×106 splenocytes after stimulation 
with a pool of specific peptides.
Green, group 1 (lyophilized mRNA-Vector-Flu vaccine); orange, group 2 (nonlyophilized mRNA-Vector-Flu vaccine); blue, group 3 
(negative control). ns, not significant; p>0.05.
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