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Обзор посвящен ДНК- и РНК-вакцинам, возможность использования которых была показана еще в кон-
це XX века. При этом до сих пор ни одна вакцина, основанная на использовании бактериальных плазмид 
и мРНК, не нашла применения в практике здравоохранения для профилактики инфекционных заболева-
ний. Но, несмотря на это, интерес к вакцинам, действующим веществом которых являются рекомбинантные 
нуклеиновые кислоты, сохраняется из-за возможности их быстрой разработки, малозатратного производ-
ства, безопасности технологии и возможности активации клеточного и гуморального иммунитета. Послед-
ние технологические достижения в значительной степени преодолели проблемы низкой иммуногенности, 
нестабильности и трудности доставки при применении ДНК- и РНК-вакцин у человека. Цель работы — из-
ложение основных стратегий создания ДНК- и РНК-вакцин, предназначенных для профилактики инфекци-
онных заболеваний, обобщение требований к оценке их качества и проведению доклинических исследова-
ний. Представлены общие принципы создания плазмидных векторов, кодирующих протективные антигены. 
Описаны новые технологии создания ДНК-вакцин, плазмиды которых кодируют геном аттенуированного 
вируса (iDNA и PPLAV). Приведены стратегии создания РНК-вакцин на основе мРНК и самоамплифициру-
ющихся РНК. Представлены современные регуляторные требования к выбору необходимых показателей 
качества и общим принципам проведения доклинических исследований ДНК- и РНК-вакцин.
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This review focuses on DNA and RNA vaccines whose potential use was first considered at the end of the 
20th century. However, not a single bacterial plasmid-based or mRNA vaccine has been used since that time in 
public healthcare for the prevention of infectious diseases. Nevertheless, vaccines containing recombinant nucleic 
acids as the active ingredient still attract interest due to the possibility of rapid development, low-cost production, 
safety of the technology and the potential to activate cellular and humoral immunity. Recent technological 
advances have largely overcome the problems of low immunogenicity, instability, and difficulties with the delivery 
of DNA and RNA vaccines in humans. The aim of this review was to present the main strategies of development 
of DNA and RNA vaccines designed to prevent infectious diseases, and to summarise requirements for the quality 
control and preclinical studies. The article examines the general principles of creation of plasmid vectors encoding 
protective antigens. It describes new technologies used in the creation of DNA vaccines with plasmids encoding 
an attenuated virus genome (iDNA and PPLAV), and RNA vaccines based on mRNA and self-amplifying RNAs. 
The article presents current regulatory requirements for the choice of quality parameters to be tested and the 
general principles of preclinical studies of DNA and RNA vaccines.
Key words: vaccine; DNA vaccine; plasmid; mini-circle DNA; RNA vaccine; mRNA; RNA replicon; self-amplifying 
RNA; iDNA; PPLAV

ОБЗОРЫ / REVIEWS

 CC    BY 4.0



БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2019, Т. 19, № 2

BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2019, V. 19, No. 2

73

For citation: Goryaev AA, Savkina MV, Obukhov YuI, Merkulov VA, Olefir YuV. DNA and RNA vaccines: current 
status, quality requirements and specific aspects of preclinical studies. BIOpreparaty. Profilaktika, diagnostika, 
lechenie = BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2019;19(2):72–80. https://doi.org/10.30895/2221-
996X-2019-19-2-72-80
*Corresponding author: Artem A. Goryaev; goryaev@expmed.ru

Сокращения: АПК — антигенпрезентирующая клетка (antigen presenting cell, APC); дцДНК — двухце-
почечная ДНК (double-stranded DNA, dsDNA); кДНК — комплементарная ДНК; BAC — бактериальная 
искусственная хромосома (bacterial artificial chromosome); IRES — участок внутренней посадки рибосо-
мы (internal ribosome entry site); MHC — главный комплекс гистосовместимости (major histocompatibility 
complex); PAMP — патоген-ассоциированные молекулярные паттерны (pathogen-associated molecular 
patterns); TLR — Toll-подобные рецепторы (Toll-like receptor); UTR — нетранслируемые области (untranslated 
regions); VEGF — фактор роста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth factor).

Возможность использования плазмидной ДНК и мРНК для 
индуцирования клеточного и гуморального иммунного ответа 
была показана еще в начале 1990-х годов [1–5]. Применение 
данных технологий представлялось очень перспективным для 
профилактики инфекционных заболеваний в силу простоты 
создания подобных векторов, кодирующих протективные анти-
гены. Но, несмотря на проведение более 500 различных клини-
ческих исследований1 за более чем 25 лет, ни одна ДНК- или 
РНК-вакцина не была зарегистрирована и разрешена к приме-
нению у людей для профилактики инфекционных заболеваний 
[5–9]. В настоящее время лицензированы только три препарата 
в ветеринарии (Apex-IHN, LifeTide® SW5, ONCEPT) и один ге-
нотерапевтический лекарственный препарат для медицинского 
применения (Неоваскулген®)2, действующим веществом кото-
рых являются плазмиды, что может свидетельствовать о без-
опасности данной технологии [10, 11].

Основными проблемами применения ДНК-вакцин, выяв-
ленными в ходе клинических исследований, являлись низкая 
трансфекция клеток человека in vivo, слабая иммуногенность 
и необходимость повторных бустерных вакцинаций высоки-
ми дозами ДНК. Главными проблемами использования мРНК 
были нестабильность молекулы и неэффективность ее до-
ставки. Но, несмотря на это, ДНК- и РНК-вакцины продолжают 
вызывать значительный интерес из-за возможности активации 
гуморального и клеточного иммунитетов, простоты их про-
изводства, стабильности при высоких температурах по срав-
нению с традиционными вакцинами, что позволит отказаться 
от соблюдения холодовой цепи.

Цель работы — изложение основных стратегий создания 
ДНК- и РНК-вакцин, предназначенных для профилактики ин-
фекционных заболеваний, обобщение требований к оценке их 
качества и проведению доклинических исследований.

В работе не рассматриваются вопросы использования 
плазмид и РНК для создания препаратов, направленных для 
профилактики и/или лечения неинфекционных заболеваний, 
в качестве векторов в генной или клеточной терапиях, а также 
ДНК- и РНК-вакцины, полученные путем химического синтеза.

ДНК-вакцины

В связи с отсутствием общепринятого определения под 
ДНК-вакцинами в статье будут пониматься вакцины, действую-
щим веществом которых являются рекомбинантные плазмиды, 
содержащие ген или гены, кодирующие один или несколько 
протективных антигенов, и способные стимулировать иммун-
ный ответ против инфекционного заболевания.

Как правило, в плазмидах помимо трансгена содержатся 
эукариотические промоторы, обеспечивающие высокий уровень 
экспрессии протективных антигенов, энхансеры транскрипции 
(например, интрон А или SV40), сайты полиаденилирования 

и терминации транскрипции. Кроме того, плазмиды содержат 
гены резистентности к антибиотикам, являющиеся селектируе-
мыми маркерами, и сайты репликации, обеспечивающие увели-
чение копийности в бактериальной клетке [4, 7, 9, 11, 12].

ДНК-вакцины, содержащие несколько трансгенов в одной 
плазмиде, получают путем создания полицистронных векторов, 
обеспечивающих коэкспрессию трансгенов в цис-положении 
[5]. Достижение мультигенной коэкспрессии в таких плазмидах 
может достигаться путем использования независимых промо-
торов для каждого трансгена, IRES, трансляционных/посттран-
сляционных модификаций, «саморасщепляющихся» пептидов 
или получения гибридного (слитого) белка [12, 13].

Общий механизм действия ДНК-вакцин представлен на ри-
сунке 1. Считается, что презентация антигена может происхо-
дить тремя возможными механизмами:

1) плазмидная ДНК экспрессируется в соматических клет-
ках (например, миоцитами) и представляется их MHC класса I 
CD8+ Т-клеткам;

2) АПК (например, дендритные клетки), привлеченные 
к месту инъекции, трансфицируются плазмидной ДНК, и экс-
прессированные антигены представляются Т-клеткам через 
МНС класса I и МНС класса II;

3) АПК фагоцитируют трансформированные соматические 
клетки, что приводит к перекрестному праймированию и пре-
зентации антигена как CD4+, так и CD8+ T-клеткам. Поскольку 
соматические клетки не способны представлять антиген через 
MHC класса II Т-хелперным клеткам, прямое или косвенное 
представление АПК является наиболее вероятным путем [12].

Также введение ДНК-вакцин может приводить к активации 
врожденного иммунитета за счет распознания PAMP, напри-
мер неметилированные CpG-мотивы или дцДНК [12, 14]. Еще 
одним из возможных способов повышения эффективности 
ДНК-вакцин является включение в плазмиду генов цитокинов, 
хемокинов, иммуностимулирующих молекул или ингибиторов 
иммуносупрессивных путей [12].

Мини-кольцевые ДНК

Одна из стратегий модификаций плазмид направлена 
на исключение «ненужных» бактериальных последователь-
ностей (маркеры селекции и ori сайты) в клетке человека, 
но с сохранением экспрессируемой конструкции за счет об-
разования мини-кольцевой ДНК. Мини-кольцевые ДНК полу-
чают из исходной плазмиды с использованием различных ре-
комбиназных систем (фаговая интеграза, phiC31-рекомбиназа, 
Flp-рекомбиназа, ParA-резолваза и Cre-рекомбиназа) или по-
средством сайт-специфической рекомбинации. Считается, что 
применение мини-кольцевых ДНК позволит упростить доставку 
в клетки человека за счет меньшего размера вектора, повысить 
экспрессию антигена, так как в некоторых случаях ori сайты 
способны к сайленсингу трансгена, увеличить персистенцию 

1 https://clinicaltrials.gov
2 http://grls.rosminzdrav.ru
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в организме человека. Также это повысит безопасность при-
менения за счет уменьшения потенциальной возможности 
интеграции вектора в геном, снижения возможной иммуно-
токсичности и риска горизонтального переноса генов антибио-
тикорезистентности в клетки микробиоты человека [5, 15–17].

Технология мини-кольцевых ДНК активно используется 
в разработке новых методов лечения неинфекционных забо-
леваний, но для профилактики инфекционных заболеваний 
не получила широкого развития. В настоящее время ведется 
разработка только одной перспективной вакцины для профи-
лактики и лечения лейшманиоза — LEISHDNAVAX [18].

ДНК-вакцины, плазмиды которых кодируют геном 
аттенуированного вируса

Еще одним из направлений совершенствования 
ДНК-вакцин является использование плазмид для in vivo 
доставки в клетки человека кДНК генома аттенуированных 

одноцепочечных (+/–)РНК вирусов. Так, компания Medigen, 
Inc. (США) разработала технологию «иммунизационной» ДНК 
(iDNA, immunization DNA) на основе рекомбинантной BAC, 
которая кодирует полноразмерную геномную РНК аттенуиро-
ванного вируса под промотором цитомегаловируса и флан-
кированную цис-регуляторными элементами [19]. После 
введения в клетку iDNA происходит транскрипция с образова-
нием геномной РНК аттенуированного вируса. Вирусная РНК 
инициирует ограниченную репликацию вируса в клетке с по-
следующей сборкой, созреванием и выходом вируса (рис. 1). 
В настоящее время данная технология применяется для раз-
работки вакцин для профилактики различных вирусных ин-
фекций, вызываемых альфавирусами (вирусы Чикунгунья 
и венесуэльского энцефаломиелита лошадей) и флавивиру-
сами (вирусы Денге, Зика, японского энцефалита и желтой 
лихорадки) [19, 20].

Рис. 1. Схематическое изображение механизма действия ДНК- и РНК-вакцин:
 механизм действия ДНК-вакцин: в ядре трансформированных клеток происходит транскрипция с образованием 

мРНК, кодирующая последовательность антигена. мРНК транспортируется в цитоплазму, в которой происходит 
трансляция. Синтезированный белок может секретироваться через аутокринные, паракринные или эндокринные 
механизмы из клетки либо процессироваться с последующим связыванием и представлением белками MHC I (всеми 
клетками) и MHC II (только АПК);

 механизм действия ДНК-вакцин, кодирующих аттенуированный вирус: в ядре трансформированных клеток происходит 
транскрипция с образованием инфекционной вирусной РНК, способной инициировать ограниченную репликацию 
аттенуированного вируса;

 механизм действия РНК-вакцин: экзогенная РНК проникает в клетку за счет клеточно-специфических механизмов 
(например, макропиноцитоз в незрелых дендритных клетках), в которой происходит ее трансляция c использованием 
клеточного механизма синтеза белка. Синтезированный белок может секретироваться через аутокринные, 
паракринные или эндокринные механизмы из клетки либо процессироваться с последующим связыванием 
и представлением белками MHC I (всеми клетками) и MHC II (только АПК).

Fig. 1. Schematic presentation of the mechanism of action of DNA and RNA vaccines:
 mechanism of action of DNA vaccines: transcription that takes place in the nucleus of transformed cells results in the formation of 

mRNA encoding the antigen sequence. The mRNA is transported to the cytoplasm where translation takes place. The synthesised 
protein may be secreted from the cell via autocrine, paracrine, or endocrine mechanisms, or be processed with subsequent binding 
and presentation by MHC I proteins (all cells) and MHC II proteins (only APCs);

 mechanism of action of DNA vaccines encoding an attenuated virus: transcription that takes place in the nucleus of transformed 
cells results in the formation of infectious viral RNA which is capable of initiating limited replication of the attenuated virus;

 mechanism of action of RNA vaccines: exogenous RNA penetrates into the cell by means of cell-specific mechanisms 
(e. g. macropinocytosis in immature dendritic cells), then the RNA translation takes place with the aid of the cell mechanism 
of protein synthesis. The synthesised protein may be secreted from the cell via autocrine, paracrine, or endocrine 
mechanisms, or be processed with subsequent binding and presentation by MHC I proteins (all cells) and MHC II proteins 
(only APCs).
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Еще одной подобной технологией является PLLAV 3 
(plasmid launched live attenuated virus), разрабатываемая ис-
следовательской группой проф. J. Neyts из Левенского католи-
ческого университета (Бельгия). Как и в iDNA, в PLLAV в каче-
стве вектора используется BAC [21]. Возможность применения 
технологии PLLAV была показана на примере клонирования 
аттенуированного вируса желтой лихорадки штамма 17D. Ин-
дуцированный иммунный ответ на введение PLLAV-YFV17D 
оказался сопоставим с ответом на введение лицензированной 
вакцины Stamaril® на различных видах животных4. Отличи-
тельной особенностью PLLAV от iDNA является возможность 
создания химерных конструкций вирусной кДНК, в которую 
могут быть встроены гетерологичные последовательности 
других вирусов [21]. Доказательство данной концепции уже 
продемонстрировано на нескольких видах животных с ис-
пользованием химерных PLLAV, содержащих антигены ви-
русов японского энцефалита, гепатита В, Зика и бешенства. 
Разрабатываемая гибридная вакцина RABYD-VAX5 против 
бешенства и желтой лихорадки финансируется программой 
«Horizon 2020» (Восьмая рамочная программа Европейского 
союза по развитию научных исследований и технологий). Еще 
одним возможным применением подобных технологий явля-
ется их использование в производстве традиционных живых 
вирусных вакцин, что, возможно, позволит сократить матери-
ально-технические затраты и повысить стабильность получе-
ния вакцин.

Преимуществами вакцин, плазмиды которых кодируют 
геном аттенуированного вируса, являются: 1) высокая имму-
ногенность, сопоставимая с применением живых вирусных 
вакцин; 2) генетическая стабильность; 3) быстрая разработка 
подобных вакцин; 4) возможность введения целевых мутаций 
для повышения безопасности и иммуногенности; 5) масшта-
бируемость производства, основанного на культивировании 
E. coli, и отсутствие необходимости использования клеточных 
культур или куриных эмбрионов; 6) возможность хранения без 
использования холодовой цепи; 7) безыгольное применение. 
Недостатками же являются отсутствие вакцинных штаммов 
многих патогенных вирусов, трудности в получении полно-
размерных кДНК из-за их нестабильности в клетках E. coli, 
использование плазмид, транскрипция которых происходит 
в ядре эукариотических клеток, что может привести к дегра-
дации или инактивации инфекционной геномной РНК в ядре, 
возможным проблемам при транспорте РНК в цитоплазму, 
а также отсутствие данных о длительности персистенции ин-
фекционных геномных РНК.

РНК-вакцины

В настоящее время для создания РНК-вакцин применяются 
два основных подхода: 1) использование нереплицирующейся 
мРНК, кодирующей, как правило, только один антиген; 2) по-
лучение самоамплифицирующегося РНК-репликона из одно-
цепочечных (+/–)РНК вирусов, в геноме которых структурные 
гены заменены на гены, кодирующие необходимые антигены 
и РНК-полимеразу [8, 22, 23].

мРНК-вакцины

Вакцины на основе мРНК получают путем транскрип-
ции in vitro из линейной ДНК-матрицы, в качестве которой 
выступает плазмида, с использованием различных РНК-
полимераз бактериофагов. Синтезированная мРНК помимо 
кодирующей последовательности должна содержать кэп-
структуру на 5′-конце, UTR и полиаденилирование на 3′-конце 
(рис. 2), необходимые для эффективной трансляции, защиты 
мРНК от экзонуклеаз и правильного сплайсинга транскрипта.

Существуют два основных подхода к добавлению кэп-
структуры на 5′-конец мРНК. Первый основан на использо-
вании ферментов вируса коровьей оспы, один из которых 
добавляет m7GpppN, а второй — 2-О-метильную группу к пред-
последнему нуклеотиду, в результате формируется 5′-кэп, 
идентичный по структуре эукариотическим мРНК. Второй, наи-
более часто используемый подход, заключается во включении 
синтетических аналогов (например, антиреверсные ARCAs или 
m2

7,3′-OGpppG) при транскрипции in vitro [24–27].
Добавление UTR, содержащих различные регуляторные 

элементы, используется для повышения эффективности транс-
ляции и повышения стабильности мРНК. Например, введение 
3′-UTR гена α-глобина или 5′-, 3′-UTR гена β-глобина стаби-
лизирует мРНК [24, 26, 28]. В случаях необходимости быстрой 
деградации мРНК в 3′-UTR могут включаться элементы, богатые 
аденин-урацил последовательностями [29]. Поли(А)-хвост может 
быть сконструирован путем введения последовательностей тими-
на в ДНК, что является более предпочтительным подходом, так 
как использование рекомбинантной поли(А)-полимеразы для уд-
линения транскрибированной РНК in vitro после транскрипции ча-
сто приводит к образованию поли(А)-хвостов различной длины.

Еще одним способом «улучшить» свойства мРНК-вакцин 
является использование химически модифицированных ну-
клеотидов. Например, включение модифицированного псев-
доуридина повышает стабильность и трансляцию РНК, также 
включение химически модифицированных нуклеотидов при-
водит к снижению иммуногенности векторов [28].

Рис. 2. Структурные элементы РНК-вакцин [30, 31]: a — мРНК вакцина состоит из кэп-структуры на 5′-конце, 5′-UTR, 
открытой рамки считывания (ORF), кодирующей протективный антиген, 3′-UTR и полиаденилированный 3′-конец; 
b — самоамплифицирующиеся РНК-вакцины, как правило, создаются из генома альфавирусов, в котором остаются 
неструктурные гены (nsp), а структурные гены (капсида и E2/E1) заменены на чужеродный ген (GOI).
Fig. 2. Structural elements of RNA vaccines [30, 31]: a — an mRNA vaccine consists of a cap structure at the 5′-end, 5′-UTR, open 
reading frame (ORF) encoding the protective antigen, 3′-UTR, and polyadenylated 3′-end; b — self-amplifying RNA vaccines are 
generally created from an alphavirus genome which contains nonstructural genes (nsp), and in which structural genes (capsid and 
E2/E1) were replaced by a foreign gene (GOI).

a

b

3 https://rega.kuleuven.be/cmt/jn/viruses/pllav-a-plasmid-based-live-attenuated-vaccine-technology
4 https://www.who.int/immunization/research/forums_and_initiatives/gvirf/Johan_Neyts_2018.pdf?ua=1
5 https://rabyd-vax.eu

ДНК- и РНК-вакцины: современное состояние, требования к качеству и особенности проведения...

DNA and RNA Vaccines: Current Status, Quality Requirements and Specific Aspects of Preclinical Studies

′′

′

′

′



БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2019, Т. 19, № 2

BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2019, V. 19, No. 2

76

А. А. Горяев, М. В. Савкина, Ю. И. Обухов, В. А. Меркулов, Ю. В. Олефир

A. A. Goryaev, M. V. Savkina, Yu. I. Obukhov, V. A. Merkulov, Yu. V. Olefir

Самоамплифицирующиеся РНК-вакцины (РНК-репликоны)

РНК-репликоны получают путем замены структурных ге-
нов на гены, кодирующие антигены, и сохранением неструк-
турных генов, отвечающих за репликацию вируса. Также 
cамоамплифицирующиеся РНК-вакцины содержат основные 
элементы мРНК-вакцин: кэп, 5′-UTR, 3′-UTR и поли(А)-хвост 
(рис. 2). Наиболее изученные РНК-репликоны были получены 
из геномов альфавирусов, таких как вирусы Синдбиса, леса Сем-
лики и Венесуэльского энцефаломиелита лошадей [25, 30, 31]. 
После введения в эукариотические клетки РНК-репликон самоам-
плифицируется с использованием комплекса РНК-полимеразы 
репликона, при этом образование вирусных частиц невозможно 
из-за отсутствия структурных генов [25, 30]. Главным преимуще-
ством применения технологии самоамплифицирующихся РНК 
является их способность к образованию большого количества 
антигена, и, соответственно, получение более сильного иммун-
ного ответа, что позволит уменьшить вводимую дозу вакцины.

Регуляторные требования к ДНК- и РНК-вакцинам

Как уже было отмечено, в настоящее время в мире не ли-
цензирована ни одна ДНК- и РНК-вакцина для профилактики 
инфекционных болезней, вместе с тем Всемирной организаци-
ей здравоохранения (ВОЗ) и некоторыми национальными ре-
гуляторными органами опубликованы руководящие принципы 
и руководства, рассматривающие требования и подходы к обе-
спечению качества ДНК- и РНК-вакцин и проведению их до-
клинических исследований. Руководящие принципы ВОЗ, опу-
бликованные в 2007 г., содержат информацию и рекомендации 
для национальных регуляторных органов и производителей от-
носительно контроля качества и доклинических исследований 
ДНК-вакцин6. Многие аспекты руководящих принципов могут 
применяться и к РНК-вакцинам, за исключением подходов 
к доклиническим исследованиям.

В США в 2005 г. Управление по контролю за качеством 
продуктов питания и лекарственных средств (FDA) разрабо-
тало руководство «Considerations for plasmid DNA vaccines 
for infectious disease indications»7 («Вопросы, связанные с плаз-
мидными ДНК-вакцинами, применяемыми для профилактики 
инфекционных заболеваний»), в котором содержатся реко-
мендации по описанию производственного процесса, тести-
рованию и объему проведенных доклинических исследований, 
необходимых для получения разрешения на проведение кли-
нических исследований [32].

В Европейском союзе на сегодняшний момент отсутствуют 
руководства для оценки качества и проведению доклинических 
и клинических исследований ДНК- и РНК-вакцин, за исклю-
чением документа Европейского агентства по лекарственным 
средствам (EMA) «Concept paper on guidance for DNA vaccines»8 

(«Документ-концепция для руководства по ДНК-вакцинам»), 
в котором содержится информация о необходимости разработ-
ки такого руководящего документа. Некоторые вопросы оценки 
качества и проведения доклинических исследований, которые 
могут быть применены к ДНК- и РНК-вакцинам, рассмотрены 
в «Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene 
therapy medicinal products»9 («Руководство по качеству, докли-

ническим и клиническим аспектам разработки генотерапевтиче-
ских препаратов»), но необходимо отметить, что в Европейском 
союзе согласно директиве комиссии 2009/120/ЕС10 от 14 сентя-
бря 2009 г. вакцины против инфекционных заболеваний не от-
носятся к генотерапевтическим лекарственным препаратам.

В Российской Федерации также отсутствуют специализи-
рованные руководства и рекомендации по исследованию ДНК- 
и РНК-вакцин. Основные требования к качеству ДНК-вакцин 
отражены в Государственной фармакопее Российской Федера-
ции (ГФ РФ) XIV издания11.

Специализированных требований к качеству и докли-
ническим исследованиям безопасности и иммуногенности 
РНК-вакцин в настоящее время не разработано ни в одной 
стране мира. Частично это связано с тем, что многие подхо-
ды, применяемые для ДНК-вакцин, можно использовать и для 
РНК-вакцин, но создание новых технологий и увеличение ко-
личества клинических исследований РНК-вакцин, возможно, 
приведет к разработке такого специализированного документа.

Требования к оценке качества

Выбор показателей качества ДНК- и РНК-вакцин необходи-
мо проводить с учетом используемого вектора, метода достав-
ки, трансгена, физико-химических свойств вакцин, способа/пути 
введения, технологического процесса, а также требований ГФ 
РФ XIV издания. Нормы и аналитические методики, используе-
мые для контроля качества вакцин, должны быть обоснованны-
ми, в том числе и валидационными данными.

В таблице 1 представлены показатели и методы, необходи-
мые для оценки качества ДНК- и РНК-вакцин. Необходимо учи-
тывать, что для оценки качества вакцины могут потребоваться 
дополнительные показатели качества, например для лиофилиза-
тов необходима оценка потери в массе при высушивании, время 
растворения (диспергирования), для растворов — прозрачность, 
цветность, извлекаемый объем, механические включения и т. д.

Описание должно отражать характеристику вакцины с уче-
том ее физико-химических свойств, например для растворов 
для инъекций приводится характеристика прозрачности и цвет-
ности раствора, а для лиофилизатов — описание лиофилизи-
рованной массы и описание восстановленного раствора.

Выбор метода для определения подлинности должен за-
висеть от свойств и характеристик вакцины. Например, могут 
использоваться рестрикционный анализ (при этом выбор ис-
пользуемых рестриктаз будет зависеть от ДНК-конструкции), 
ПЦР, секвенирование, ВЭЖХ, капиллярный электрофорез, био-
логические in vivo или in vitro методы, позволяющие определить 
экспрессию антигена. Если в состав вакцины входят липиды, 
липоплексы или другие системы доставки, то их подлинность 
также должна подтверждаться соответствующими методами.

Специфическую активность можно оценить с помощью раз-
личных in vivo и/или in vitro методов с учетом предполагаемого 
применения, экспрессируемого антигена и его биологической 
активности. При наличии релевантной биологической модели 
предпочтительным методом является определение иммуноген-
ности вакцины. Применение биологических методов in vitro, 
например методов измерения экспрессируемого антигена, 
должно коррелировать с иммуногенностью вак цины12. Для 

6 Guidelines for assuring the quality and nonclinical safety evaluation of DNA vaccines. WHO; 2007.
7 Guidance for industry: considerations for plasmid DNA vaccines for infectious disease indications. FDA; 2007.
8 Concept paper on guidance for DNA vaccines (EMEA/CHMP/308136/2007). EMA; 2007.
9 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products (EMA/CAT/80183/2014). EMA; 2018.
10 Commission Directive 2009/120/EC. https://ec.europa.eu/health/sites/health/files/files/eudralex/vol-1/dir_2009_120/dir_2009_120_en.pdf
11 Общая фармакопейная статья 1.7.1.0013.18 ДНК-вакцины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
12 Guidelines for assuring the quality and nonclinical safety evaluation of DNA vaccines. WHO; 2007.
Guidance for industry: considerations for plasmid DNA vaccines for infectious disease indications. FDA; 2007.
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ДНК-вакцин, плазмиды которых кодируют геном аттенуирован-
ного вируса, возможно определение показателя биологической 
активности методами титрования на культурах клеток либо при 
постановке ПЦР.

Для определения количественного содержания плазмиды 
или РНК в вакцине наиболее часто используются спектрофо-
тометрические методы (по отношению поглощения при длинах 
волн 260/280 нм для ДНК и 260/230 нм для РНК). Однако исполь-
зование различных систем доставок будет затруднять примене-
ние таких методов, поэтому потребуется разработать способы, 
обеспечивающие разрушение используемых систем доставки.

Для ДНК-вакцин важным является определение конфор-
мационной формы плазмиды, так как плазмидная ДНК может 
присутствовать в трех формах (суперскрученная, открытая 
кольцевая и линейная), и данные об их относительной актив-
ности in vivo недостаточны. Считается, что содержание супер-
скрученной формы должно быть не менее 80 % относительно 
всех форм, но выбор нормы должен быть обоснован с учетом 
возможного влияния на эффективность.

В ДНК- и РНК-вакцинах основными примесями будут яв-
ляться остаточные ДНК, РНК и белки клеток хозяина, анти-
биотики, добавляемые в питательную среду, ферменты 
(РНК-полимеразы, РНК-азы, ДНК-азы и др.), специфические 
химические примеси, связанные с системой доставки, и оста-
точные органические примеси. Выбор испытаний и методик 
для оценки чистоты может быть основан на анализе рисков 
(например, высокое содержание остаточной ДНК или РНК бу-
дет приводить к иммунотоксичности) и способности к после-
довательному удалению примесей в процессе производства. 
Возможно проведение испытаний на определенных этапах 
производства и при контроле фармацевтической субстанции.

Для обеспечения единообразия и минимизации возмож-
ных отклонений, в первую очередь при определении под-
линности и специфической активности (иммуногенности) 
ДНК- и РНК-вакцин, необходимо использование стандартных 
образцов. В настоящее время отсутствуют специализирован-
ные международные стандартные образцы для данных типов 
вакцин, поэтому в качестве стандартного образца рекоменду-
ется использовать стандартный образец предприятия (СОП), 
в качестве которого могут быть использованы образцы одной 
серии вакцины либо промежуточного продукта вакцины. Кан-
дидатный образец в СОП должен быть охарактеризован по со-
ставу, чистоте, специфической активности и другим характери-
стикам для обеспечения целей испытаний13.

Особенности проведения доклинических исследований

Целью доклинических исследований ДНК- и РНК-вакцин 
является исследование безопасности и иммунологических 
свойств на соответствующих in vivo и in vitro моделях. По воз-
можности следует использовать релевантные виды животных, 
иммунобиологический ответ которых на вводимый вектор 
и экспрессируемый антиген будет аналогичен ответу у людей. 
Доклинические исследования ДНК- и РНК-вакцин должны со-
ответствовать общим требованиям и принципам доклиниче-

ских исследований вакцин с учетом используемой технологии 
создания вектора, выбранной конструкции вектора, системы 
доставки и способа введения14.

Потенциальные проблемы безопасности ДНК- и РНК-
вакцинации связывают с: 1) возможной интеграцией плазмид-
ной ДНК в хромосомы клеток человека, тем самым увеличивая 
риск канцерогенеза или других генетических аномалий; 2) раз-
витием иммунопатологических реакций и рисков, связанных 
с образованием аутоантител против плазмидной ДНК, потен-
циально вызывая или ускоряя развитие системных аутоим-
мунных заболеваний (таких как системная красная волчанка), 
либо индуцированием местного воспалительного ответа про-
тив трансформированных клеток, экспрессирующих кодиру-
емый вакциной антиген, способствуя развитию органоспеци-
фического аутоиммунного заболевания, либо экспрессией 
цитокинов или костимуляторных факторов, используемых как 
адъюванты; 3) развитием толерантности к секретируемому 
антигену; 4) продолжительностью экспрессии антигена; 5) ри-
сками, связанными с экспрессией других последовательностей 
гена в клетках млекопитающих или бактерий15 [33].

Исследования по изучению распределения и длительно-
сти присутствия сконструированных плазмид или РНК в орга-
низме животных необходимо проводить в различных тканях 
и нескольких временных точках в диапазоне от нескольких 
суток до нескольких месяцев после введения. Как правило, 
биораспределение оценивается в крови, сердце, мозге, пе-
чени, почках, легких, костном мозге, половых железах, лим-
фатических узлах, селезенке, кишечнике и месте введения. 
Выбор временных интервалов определения количественного 
содержания векторов должен быть обоснован с учетом того, 
что в эктопических местах персистенция плазмид редко бывает 
длительной, в то время как в месте введения они могут обна-
руживаться до 2 месяцев, а иногда и до 6 месяцев16 [33]. Для 
РНК-вакцин длительность персистенции часто не превышает 
нескольких суток [34]. Также может потребоваться исследова-
ние продолжительности экспрессии, фармакокинетики антиге-
нов и распределения, выведения системы доставки17.

В случае использования системы доставки, направлен-
ной на определенную ткань или орган за счет использования 
специ фических лигандов и/или использования тканеспецифи-
ческих промотеров, необходимо оценивать желаемый тропизм 
и целевую селективность.

Необходимо отметить, что ДНК-вакцины, сходные по струк-
туре вектора и отличающиеся только трансгенами, имеют схо-
жий профиль биораспределения. Следовательно, возможно 
использование данных ранее проведенных исследований. 
В случае изменения вектора, системы доставки, способа введе-
ния или любых других модификаций, влияющих на поглоще-
ние клеткой и/или биораспределение, необходимо проводить 
новые исследования18.

Методики, используемые для определения биораспределе-
ния и перситенции, должны быть валидированными, обладать 
необходимой чувствительностью и специфичностью. Согласно 
рекомендациям FDA чувствительность метода количественной 

13 Там же.
14 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств (иммунобиологические лекарственные препараты). Ч. 2. 

М.: Гриф и К; 2012.
WHO guidelines on nonclinical evaluation of vaccines. WHO; 2005.
Guidelines on the nonclinical evaluation of vaccine adjuvants and adjuvanted vaccines. WHO, 2013.
Guideline on clinical evaluation of new vaccines (EMEA/CHMP/VWP/164653/2005). EMA; 2006.
15 Guidelines for assuring the quality and nonclinical safety evaluation of DNA vaccines. WHO; 2007.
16 Там же.
17 Там же.
18 Guidance for industry: considerations for plasmid DNA vaccines for infectious disease indications. FDA; 2007.
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ПЦР должна быть не менее 100 копий плазмид на 1 мкг ДНК19. 
Для определения концентрации РНК могут использоваться на-
боры QuantiGene (ThermoFisher, США) или аналогичные.

Вероятность встраивания плазмид в хромосому очень низ-
кая, и на сегодняшний день имеется мало доказательств ин-
теграции [33, 35]. Однако включение в конструкцию вектора 
гомологичных последовательностей, длительная персистенция 
плазмиды и ее высокая концентрация, использование электро-
стимуляции для доставки или одновременное введение с плаз-
мидой, кодирующей фактор роста, могут привести к увеличе-
нию риска интеграции плазмидной ДНК в хромосому. В случае 
выявленных рисков необходимо проведение исследований, под-
тверждающих отсутствие интеграции плазмиды в хромосому20.

Токсикологические исследования должны проводиться 
с учетом предполагаемой дозы, схемы введения, состава 
и способа введения препарата. Количество доз должно со-
ответствовать или превышать предполагаемое их количество 
в клинических исследованиях. Исследования необходимо 
проводить на иммуночувствительных видах животных. Вклю-
чение приматов, трансгенных мышей или других видов жи-
вотных может потребоваться при ожидаемой видоспецифич-
ной токсичности и при наличии в векторе ДНК-вакцины генов 
цитокинов21.

Исследования генотоксичности могут потребоваться при 
наличии специфических примесей или нового химического 
компонента (например, нового компонента системы доставки), 
которые не были изучены ранее22. При обнаружении ДНК- или 
РНК-вакцин в тканях гонад может потребоваться изучение 
фертильности и общей репродуктивной функции. Кроме того, 
могут потребоваться исследования эмбриофетальной и пери-
натальной токсичности в случае включения в целевую попу-
ляцию клинического применения женщин с детородным по-
тенциалом23.

Оценку иммуногенности ДНК- и РНК-вакцин необходимо 
проводить на релевантных видах животных. Выбор конкретно-
го вида животного, помимо его чувствительности к патогену, 
может также зависеть от типа вектора, наличия адъюванта, 
типа предполагаемого иммунного ответа (клеточный или гумо-
ральный), способа введения или наличия в плазмиде генов, ко-
дирующих белки человека (например, цитокины или факторы 
роста). В отдельных случаях возможно проведение дополни-
тельных исследований с использованием «гомологичного пре-
парата», то есть с использованием ДНК-вакцины, в плазмиде 
которой гены, кодирующие белки человека, заменены на ана-
логичные гены, кодирующие белки выбранного вида животно-
го. Оценка иммуногенности в зависимости от индуцированного 
иммунного ответа может быть основана на определении сред-
них геометрических титров антител, факторе сероконверсии, 
титров вируснейтрализующих антител и/или клеточного отве-
та. При использовании гетерологичной «прайм-буст» вакцина-
ции оценку иммуногенности необходимо проводить с учетом 
предполагаемой схемы вакцинации.

Заключение

Использование рекомбинантных ДНК и РНК все еще пред-
ставляет собой относительно новый способ создания вакцин. 
И, несмотря на неудачи проведенных клинических исследова-
ний ДНК-вакцин, а также то, что многие РНК-вакцины все еще 

находятся на стадии разработки, данные технологии имеют 
высокий потенциал. В первую очередь, это связанно с про-
стотой и универсальностью создания плазмид/РНК и техно-
логического процесса, как правило, основанного на культи-
вировании E. coli. В последние годы возрождение интереса 
к ДНК- и РНК-вакцинам связано с успехами применения плаз-
мид и РНК в генной терапии, а также созданием более эффек-
тивных генетических конструкций, улучшением технологий до-
ставки и появлением новых перспективных технологий (iDNA, 
PPLAV, самоамплифицирующиеся РНК). Таким образом, под-
ходы, основанные на применении ДНК- и РНК-вакцин, в случае 
решения проблемы их низкой иммуногенности у людей явля-
ются реальной альтернативой для будущего развития медици-
ны в профилактике инфекционных заболеваний.
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