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Применение биомедицинских клеточных продуктов для лечения 
онкологических заболеваний
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В настоящее время онкологические заболевания продолжают оставаться одной из причин смертности 
населения. Стандартные методы терапии, включая лучевую и химиотерапию, имеют ограниченную эф-
фективность. В связи с этим разработка принципиально новых методов терапии онкологических заболе-
ваний является актуальной задачей. Перспективным и многообещающим подходом считается лечение 
онкологии с помощью биомедицинских клеточных продуктов (БМКП), к которым можно отнести адоптив-
ную клеточную терапию и терапию вакцинами на основе дендритных клеток. Цель работы — обзор со-
временных представлений о принципах терапии, а также имеющегося клинического опыта применения 
клеточных продуктов для лечения онкологических заболеваний. В работе представлены данные клиниче-
ского применения опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов (TIL-терапия), генетически модифицирован-
ных T-клеток, экспрессирующих специфичные к опухолевым антигенам рецепторы (TCR/CAR-T-терапия), 
а также дендритно-клеточных вакцин. Применение ex vivo модифицированных клеток иммунной систе-
мы человека является новым подходом и имеет большие перспективы для лечения онкологических за-
болеваний. Представленные основные направления адоптивной клеточной терапии, базирующиеся на 
использовании генетически модифицированных Т-лимфоцитов, имеют различные преимущества и не-
достатки. В работе рассмотрены способы получения БМКП, приведены данные по эффективности при-
менения адоптивной клеточной терапии и вакцин на основе дендритных клеток. Отдельное внимание 
уделено проблемам, связанным с безопасностью каждого метода терапии, а также другим факторам, 
ограничивающим применение данных терапевтических подходов в клинической практике. Ожидается, 
что дальнейшие исследования будут направлены на повышение эффективности и снижение побочных 
реакций при терапии БМКП.
Ключевые слова: биомедицинские клеточные продукты; клеточная терапия; онкологические заболева-
ния; адоптивная клеточная терапия; дендритные клетки; модифицированные Т-клетки; химерный анти-
генный рецептор; дендритно-клеточная вакцина
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Cancer remains one of the leading causes of death. Conventional treatment methods, including radiation and 
chemotherapy, have limited effectiveness. Therefore, the development of novel approaches to cancer treatment 
is an urgent challenge. Biomedical cell products (BMCPs) which include adoptive cell therapy (ACT) and dendritic 
cells vaccines (DCVs) are considered a promising area of research. The aim of the study was to review current 
ideas about the principles of BMCP therapy, as well as clinical experience with cell-based products used for 
cancer treatment. The paper summarises the results of clinical use of tumor-infiltrating lymphocytes (TIL-therapy), 
genetically modified T-cells that express tumour antigen-specific receptors (TCR/CAR T-therapy), as well as 
DCVs. The use of human immune cells genetically modified ex vivo is a novel and promising approach to cancer 
treatment. The main analysed ACT approaches which are based on the use of genetically modified T-lymphocytes 
have some benefits and drawbacks. The paper discusses the methods of BMCP production, provides data on 
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the effectiveness of ACT and DCVs. It pays special attention to safety concerns associated with each treatment 
method, as well as to other factors limiting their clinical use. It is expected that the main areas of further research 
will be aimed at increasing BMCP efficacy and reducing adverse reactions.
Key words: biomedical cell products; cell-based therapy; cancer; adoptive cell therapy; dendritic cells; genetically 
modified T cells; chimeric antigen receptor; dendritic cell vaccine
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На сегодняшний день установлено, что заболеваемость 
и  смертность от  онкологических заболеваний постоянно ра-
стут. По оценкам Международного агентства по изучению рака 
ВОЗ, в 2018 г. в мире было зарегистрировано около 18,1 млн 
новых случаев и 9,6 млн смертей в результате онкологических 
заболеваний [1]. В России в 2017 г. впервые выявлено около 
540,9 тыс. онкобольных, смерть в результате заболевания на-
ступила у  290,7  тыс. человек [2]. Одним из  важных направ-
лений предотвращения смертности от  онкологических забо-
леваний является разработка новых и эффективных методов 
лечения, в том числе инновационных методов иммунотерапии, 
так как традиционные методы лечения рака (хирургия, хи-
мио- и лучевая терапия) имеют ограниченную эффективность, 
в особенности для пациентов на поздних стадиях заболеваний. 
Также химио- и лучевая терапия часто вызывают значительные 
побочные эффекты, снижая качество жизни пациентов. Успех 
терапии, основанной на применении моноклональных антител, 
ингибирующих контрольные точки иммунного ответа, напри-
мер CTLA‑4 (Cytotoxic T‑lymphocyte-associated protein 4) и PD‑1 
(Programmed cell death 1; CD279), привел к тому, что иммуно-
терапия заняла ведущее направление в разработке новых ме-
тодов лечения рака. К особому виду иммунотерапии относится 
применение культивированных жизнеспособных клеток чело-
века, так называемых биомедицинских клеточных продуктов 
(БМКП). С учетом последних технологических достижений кле-
точной и молекулярной биологии применение БМКП является 
наиболее перспективным и многообещающим.

В данной работе рассмотрены современные подходы и на-
правления создания БМКП с  использованием лимфоцитов 
и  дендритных клеток для лечения онкологических заболева-
ний, а  также приведена сравнительная оценка их эффектив-
ности и  безопасности. Цель работы  — обзор современных 
представлений о  принципах терапии, а  также рассмотрение 
имеющегося опыта клинического применения клеточных про-
дуктов для лечения онкологических заболеваний.

Применение опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов 
(TIL-терапия)

Опухоль-инфильтрирующие лимфоциты (Tumor-infiltrating 
lymphocytes, TILs) представляют собой гетерогенную популя-
цию, состоящую из  Т‑лимфоцитов и  NK-клеток (Natural killer 
cells), которые естественным образом мигрируют к  опухоли 
и  распознают специфические опухолевые антигены посред-
ством Т‑клеточных рецепторов (T‑cell receptor, TCR). Установ-
лено, что присутствие TILs в опухолевых очагах связано с бла-
гоприятным прогнозом при различных типах онкологических 
заболеваний [3, 4]. Первое применение TILs было предпринято 
в  1988  г., когда пациентам вводили опухолеспецифические 
Т‑лимфоциты, предварительно выделенные из  опухолево-
го очага и размноженные ex vivo [5]. В настоящее время TILs 
выделяют из резецированного опухолевого материала, после 
чего их культивируют и вводят тому же пациенту (рис. 1), пред-

варительно прошедшему курс химиотерапии с целью лимфо-
деплеции [6].

Для успешного применения терапии на основе TILs должны 
быть соблюдены следующие условия: 1) проведена немиело
абляционная лимфодеплеция с целью подавления популяции 
регуляторных Т‑клеток (Тregs); 2) введено достаточно большое 
количество TILs; 3) после инфузии TILs необходимо введение 
интерлейкина‑2 (ИЛ‑2) для более длительной персистенции 
введенных лимфоцитов  in vivo [7, 8]. Помимо этого, опухоль 
у пациентов должна быть доступна и операбельна.

Преимущество терапии на  основе TILs заключается в  их 
способности распознавать широкий спектр опухолевых анти-
генов. Несколькими исследователями была подтверждена 
способность TILs распознавать опухолевые неоантигены, воз-
никшие в  результате мутаций [9, 10]. Считается, что именно 
специфичные к опухолевым неоантигенам TILs играют ключе-
вую роль в регрессии опухоли. Кроме того, это объясняет факт 
низкой токсичности TIL-терапии, возникающей в  результате 
«атаки» здоровых тканей, экспрессирующих опухолевые анти-
гены. В  связи с  этим предполагается, что TIL-терапия более 
эффективна при лечении опухолей, характеризующихся вы-
соким уровнем мутаций, включая меланому и мелкоклеточный 
рак легких, а также опухолей с нарушением процесса репара-
ции ошибочно спаренных нуклеотидов, такими как опухоли ви-
русного происхождения (рак шейки матки, рак шеи и головы, 
ассоциированный с вирусом папилломы).

Как и в случае с другими видами адоптивной клеточной те-
рапии (АКТ), получение клеточного продукта для TIL-терапии 
остается трудоемким и  дорогостоящим процессом. Иссечен-
ный образец опухоли разделяют на фрагменты, каждый из ко-
торых отдельно обрабатывают ферментами с целью получения 
суспензии индивидуальных клеток (клетки опухоли и лимфо-
циты). В присутствии ИЛ‑2 происходит экспансия лимфоцитов 
и уничтожение опухолевых клеток в течение 3–5 недель. Далее 
проводят селекцию TILs на основании их способности к опу-
холеспецифичной секреции интерферона-γ и цитотоксичности 
[11]. После чего отобранные изоляты TILs используют для по-
лучения конечного продукта для инфузии, что занимает еще 
две недели. В результате проведенных манипуляций получают 
суспензию клеток с  концентрацией до  2·10 11 Т‑лимфоцитов 
[12]. Однако существуют способы ускоренного получения TILs, 
при которых сокращают начальную фазу экспансии до  двух 
недель и минуют стадию селекции, используя «неотобранные 
TILs» для получения конечного продукта. При использова-
нии данного метода получения TILs общий ответ на  лечение 
в клинических исследованиях (КИ) с участием пациентов с ме-
ланомой был сравним с ответом, полученным при использо-
вании TILs, приготовленных с  включением стадии селекции 
[13, 14]. Установлено, что такие параметры, как количество 
Т‑лимфоцитов в суспензии, количество и процентное содержа-
ние CD8+ клеток, коррелировали с клиническим ответом [15].

Применение TIL-терапии, главным образом, было изучено 
в КИ с участием пациентов с поздними стадиями меланомы при 
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отсутствии у них клинического ответа на проведение стандарт-
ной терапии. Объективный ответ на лечение, подтвержденный 
в нескольких независимых КИ, был достигнут у 40–50 % паци-
ентов, включая случаи полной регрессии опухоли, наблюдав-
шейся у 10–25 % пациентов [8]. Более того, среди пациентов, 
достигших полной регрессии опухоли, наблюдаемый клиниче-
ский ответ на проведение TIL-терапии был длительным [5, 16, 
17]. Для сравнения, при лечении меланомы моноклональными 
антителами, направленными на  рецепторы CTLA‑4 или PD‑1, 
в качестве монотерапии или в комбинации, полную регрессию 
опухоли наблюдали от 2,2 до 11,5 % пациентов [18].

Применение TILs связано с  проявлением токсичности 
3 и 4 категории, что объясняется введением высоких доз ИЛ‑2 
после введения клеток [5]. Наиболее часто возникающими 
токсическими явлениями были синдром повышенной прони-
цаемости капилляров, гипотензия и  тахикардия. Кроме того, 
предварительная лимфодеплеция зачастую является причиной 
развития гематологической токсичности. Однако данные неже-
лательные реакции были сравнительно легко устранимы.

В связи с риском проявления токсичности и высокой сто-
имостью терапии необходим поиск надежных биомаркеров 
и  установление прогностических критериев клинического от-
вета для применения TIL-терапии у ограниченного числа паци-

ентов, у которых возможно получение значимого клинического 
ответа.

Данные по  эффективности применения TIL-терапии при 
лечении меланомы послужили основанием для продолжения 
исследований при других типах онкологических заболеваний 
внутренних органов, таких как рак яичников, рак груди, рак 
шейки матки, саркома и  рак почки [8, 12]. Однако в  данном 
случае эффективность применения TILs оказалась невысокой. 
Имеется сообщение об успешном применении TILs у пациентов 
с метастатическим раком шейки матки, не поддающимся ле-
чению химиотерапией и бевацизумабом. В данном случае TILs 
были отобраны на  основании их реактивности в  отношении 
опухолевых антигенов вируса папилломы человека (Е6 и Е7), 
после чего однократно введены пациентам. Средний возраст 
пациентов составлял 37 лет (от 18 до 66). Это привело к пол-
ной ремиссии заболевания в течение 22 и 15 месяцев у двух 
пациенток [19].

Использование TIL-терапии ограничено, во-первых, тем, 
что не всегда имеется возможность сделать резекцию опухоли 
у пациента. Во‑вторых, среди тех пациентов, у которых опухоль 
была операбельна, не всегда удается получить из нее лимфо-
циты. В‑третьих, если лимфоциты все-таки были получены, 
то  они могут не  обладать противоопухолевой активностью. 
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Isolation and ex vivo 
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Рис. 1. Схема создания препаратов адоптивной клеточной терапии и дендритно-клеточных вакцин (по M.W. Rohaan [6] 
с изменениями). А — TIL-терапия; выделенные из опухоли после ее резекции TILs культивируют ex vivo, после чего их вводят 
тому же пациенту; B — вакцины на основе дендритных клеток; моноциты или CD34+-клетки, полученные из периферической 
крови, инкубируют в присутствии GM-CSF и ИЛ-4. Затем полученные незрелые дендритные клетки (iDC) активируют 
комбинацией цитокинов и нагружают опухолевыми антигенами, и уже «зрелые» дендритные клетки (mDC) вводят 
в организм пациента; C и D — TCR- и CAR T-терапия; выделенные Т-клетки из периферической крови путем лейкафереза 
трансдуцируют вирусными векторами для экспрессии TCR (С) или CAR (D) специфичных к опухолевым антигенам.
Fig. 1. Schematic overview of the development of adoptive cell therapy products and dendritic cell vaccines (modified from M.W. 
Rohaan [6]). A — TIL-therapy; TILs are isolated and expanded ex vivo after surgical resection of the tumour. Thereafter, the TILs are 
injected intravenously to the patient; B — Dendritic cell vaccines; monocytes or CD34+ cells are isolated from the peripheral blood 
and incubated with GM-CSF and IL-4. The resulting immature dendritic cells (iDCs) are activated by a combination of cytokines and 
loaded with relevant tumor antigens. Subsequently, mature DCs are injected to the patient; C, D — TCR and CAR T-therapy; T cells 
are isolated from the peripheral blood via leukapheresis. These T cells are then transduced by viral vectors to either express tumour 
antigen-specific TCRs (C) or CARs (D).
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В связи с этим, несмотря на эффективность и перспективность 
данного подхода, он не нашел широкого применения в клини-
ческой практике.

TCR Т‑лимфоциты

TCR (T‑cell receptor)  — представляют собой мембранные 
рецепторы Т‑клеток, распознающие пептидные антигены, пре-
зентируемые клетками организма, в  составе главного ком-
плекса гистосовместимости (Major histocompatibility complex, 
MHC). TCR-терапия подразумевает введение пациенту генети-
чески модифицированных Т‑лимфоцитов, экспрессирующих 
TCR, специфичные к  определенным опухолевым антигенам 
пациента. Это достигается за счет трансдукции Т‑лимфоцитов, 
выделенных из  периферической крови, генами опухолеспе-
цифичных TCR в  составе лентивирусных или ретровирусных 
генетических конструкций (рис.  1). Критическим моментом, 
определяющим эффективность и  безопасность данной те-
рапии, является аффинность выбранного TCR в  отношении 
выбранного антигена. Другим важным моментом является 
встречаемость данного антигена в разных органах и тканях че-
ловека. В идеальном случае целевой для TCR антиген должен 
экспрессироваться только клетками опухоли [8].

Несколько КИ терапии с помощью TCR-модифицированных 
лимфоцитов было проведено с  участием пациентов с  мела-
номой [20, 21], колоректальным раком [22], раком пищево-
да [23], множественной миеломой [24]. Наибольший успех 
данного типа АКТ-терапии был достигнут в  исследованиях 
с  введением лимфоцитов, экспрессирующих TCR, специфич-
ных к  антигенам зародышевых клеток опухоли, таким как 
ассоциированный с  меланомой антиген MAGE-A3  и  антиген 
NY‑ESO-1 плоскоклеточного рака пищевода [23, 25]. В иссле-
довании с  лимфоцитами, трансфецированными TCR, специ-
фичным к NY-ESO‑1 антигену, объективный клинический ответ 
наблюдали у 4 из 6 пациентов с саркомой и 5 из 11 пациентов 
с  меланомой, что продемонстрировало высокую эффектив-
ность данного способа лечения [25].

Так  же как и  в  случае TIL-терапии, пациентам предва-
рительно проводится лимфодеплеция, а  после инфузии 
Т‑лимфоцитов вводится высокая доза ИЛ‑2. Аналогично TIL-
терапии, токсичность при терапии TCR-модифицированными 
лимфоцитами обусловлена лимфодеплецией и  применением 
высоких доз ИЛ‑2. Кроме того, в  результате данной терапии 
может развиться опасный для жизни синдром высвобождения 
цитокинов и  возникнуть аутоиммунные реакции [26]. Ауто
иммунные реакции возникают в  том случае, когда мишени 
модифицированных TCR-лимфоцитов расположены не только 
в тканях опухоли, но и присутствуют в здоровых тканях. К при-
меру, применение лимфоцитов с TCR, специфичными к карци-
ноэмбриональному антигену (Carcinoembryonic antigen, СЕА), 
присутствующему как в тканях опухоли желудочно-кишечного 
тракта, так и в незначительной степени в здоровых тканях ки-
шечника, приводило к развитию колитов тяжелой степени [22].

Значительным недостатком терапии с  помощью TCR 
Т‑лимфоцитов является их токсичность, возникающая вслед-
ствие кроссреактивности введенных TCR-рецепторов к схожим 
мишеням, расположенным вне опухолевых тканей. В  частно-
сти, было установлено, что TCR, сконструированные к MAGE-A3 
(Melanoma-associated antigen 3), были способны распознавать 
пептидный эпитоп, расположенный в тканях сердца, что в ре-

зультате привело к  кардиогенному шоку и  смерти пациентов 
в течение нескольких дней после инфузии [27]. В связи с этим 
выбор мишени для TCR-терапии должен проводиться с боль-
шой осторожностью. К  настоящему времени относительно 
безопасным признан антиген NY-ESO‑1, так как терапия анти-
NY-ESO‑1 TCR T‑клетками продемонстрировала клиническую 
эффективность, не  сопровождавшуюся серьезной токсично-
стью [25].

CAR T‑лимфоциты

Одним из  важных недостатков разработки и  применения 
TCR Т‑лимфоцитов является распознавание только процессиро-
ванных протеасомой антигенов, презентированных в комплексе 
с  MHC класса  I. Этого недостатка лишен подход, основанный 
на генетической модификации Т‑клеток генами, кодирующими 
химерный антигенный рецептор (Chimeric antigen receptor, CAR).

CAR состоят из  внеклеточного антигенраспознающего 
домена (scFv), специфичного к  определенному опухолевому 
антигену, шарнирной области, трансмембранного домена и од-
ного или нескольких внутриклеточных доменов (костимулиру-
ющего и/или сигнального, рис. 2). В зависимости от строения 
внутриклеточного домена CAR делят на  4  поколения: первое 
поколение содержит только один сигнальный домен CD3ζ, 
в то время как второе или третье поколение помимо CD3ζ со-
держат костимулирующие домены CD28  и/или 4–1  BB (один 
домен — 2 поколение, два — 3 поколение), улучшающие про-
лиферацию, секрецию цитокинов, устойчивость к  апоптозу 
и персистенцию in vivo. CAR четвертого поколения, или TRUCKs 
(T cells redirected for universal cytokine-mediated killing), облада-
ют активностью CAR 2 поколения и способностью к секреции 
цитокинов (например, ИЛ‑12), которые направляют действие 
иммунных клеток на уничтожение клеток опухоли [28].

К настоящему времени в мире проведено или проводится 
около 600 КИ1, большинство которых находятся на ранних ста-
диях исследований (I и I/II фазы КИ). По данным F. Arabi с со-
авт. [29], 57 % всех КИ с использованием CAR Т‑лимфоцитов 
(CAR T‑терапия) приходятся на лечение гематологических зло-
качественных заболеваний, при этом из 17 мишеней основной 
является CD19 антиген. Выбор в  качестве мишени CD19 обу
словлен его высокой экспрессией в  опухолевых В‑клетках, 
что обусловило успех анти-CD19 CAR Т‑терапии при лечении 
В‑клеточных лимфом и лейкозов [30–32].

В 2017  г. на основании проведенного КИ ELIANA, в  кото-
ром из  63  пациентов 52 (83 %) достигли полной или частич-
ной ремиссии, Управление по  контролю за  качеством про-
дуктов питания и лекарственных средств США (Food and Drug 
Administration, FDA) одобрило первую CD19  специфическую 
CAR T‑терапию для лечения острого лимфобластного лей-
коза (ОЛЛ)  — Kymriah (Novartis Pharmaceuticals Corporation). 
По результатам КИ JULIET, в котором у 52 % пациентов наблю-
дали полный или частичный ответ, было одобрено показание 
Kymriah для лечения рецидивирующей или рефрактерной диф-
фузной В‑крупноклеточной лимфомы (ДБКЛ)2. Также для ле-
чения ДБКЛ в 2017 г. был одобрен второй препарат — Yescarta 
(Kite Pharma, Inc.). При исследовании Yescarta в  КИ у  51 % 
пациентов наблюдался полный и у 21 % — частичный ответ3. 
Несмотря на достигнутые успехи анти-CD19 CAR Т‑терапии, ос-
новной проблемой при ее применении является высокий риск 
развития серьезных нежелательных реакций (например, син-
дром высвобождения цитокинов и нейротоксичность), которые 

1  https://clinicaltrials.gov/
2  Summary of product characteristics. https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/kymriah-epar-product-information_en.pdf
3  Summary of product characteristics. https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/yescarta-epar-product-information_en.pdf
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могут привести к гибели пациента. Другой проблемой, требую-
щей решения, является развитие рецидивов заболевания, свя-
занных с избыточным ростом опухолевых клеток, неэкспрес-
сирующих целевой опухолевый антиген [33].

Несмотря на  активные исследования применения CAR 
Т‑терапии для лечения солидных опухолей, убедительных 
данных об  эффективности пока нет, возможно, это связано 
с  несколькими причинами: труднодоступность клеток-мише-
ней солидных опухолей; цитотоксическое и иммуносупрессив-
ное действие микроокружения опухоли; сложность при выборе 
универсальной и специфичной антигенной мишени [34, 35].

Дендритно-клеточные вакцины

Дендритные клетки (ДК) представляют собой гетероген-
ную группу антигенпрезентирующих клеток, происходящих 
из CD34+ стволовых клеток костного мозга. Главная функция 
ДК в организме заключается в поглощении антигенов посред-
ством фаго- и пиноцитоза, процессинге и последующей пре-
зентации антигенов посредством молекул главного комплекса 
гистосовместимости Т‑лимфоцитам. Захваченные антигены 
процессируются либо по эндогенному пути и презентируются 
посредством MHC I класса CD8+ T‑лимфоцитам, либо процес-
сируются через экзогенный путь и  презентируются посред-
ством MHC  II класса CD4+ T‑лимфоцитам [36]. Аналогичным 

образом ДК могут захватывать и представлять Т‑лимфоцитам 
опухолевые антигены.

Зрелые ДК мигрируют во вторичные лимфоидные ткани: 
лимфоузлы, селезенку, Пейеровы бляшки, где происходит 
их контакт с  Т‑ и  В‑клетками. Т‑лимфоциты посредством 
TCR‑рецепторов узнают специфические антигены, свя-
занные с  МHC молекулами на  поверхности ДК. Активация 
T‑лимфоцитов зависит от  интенсивности и  продолжитель-
ности взаимодействия их с  ДК. Данные свойства ДК лежат 
в основе разработки вакцин на их основе для противораковой 
иммунотерапии [37, 38].

Терапия на  основе дендритных клеток включает в  себя по-
лучение ДК из  аутологичных предшественников, «нагрузка» их 
опухолевыми антигенами и  последующее введение в  организм 
пациента с целью индукции высокоспецифичного противоопухо-
левого иммунного ответа [39, 40]. Стандартный протокол произ-
водства вакцин на основе ДК включает в себя следующие стадии.

1) Моноциты, полученные из периферической крови, ин-
кубируют в  присутствии гранулоцитарного макрофагального 
колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) и ИЛ‑4 в течение 
5–6 суток.

2) Полученные незрелые ДК подвергают процессу созре-
вания посредством инкубирования в присутствии нескольких 
провоспалительных цитокинов.
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Рис. 2. Строение химерных антигенных рецепторов (CARs) (по J. Hartmann [28] с изменениями). Голубым цветом обозначен 
связывающийся с лигандом одноцепочечный вариабельный фрагмент (scFv), опосредующий распознавание клеток 
опухоли. VH и VL домены scFv связаны посредством трансмембранного домена с внутриклеточным сигнальным доменом. 
Провоспалительные цитокины или костимулирующие лиганды, экспрессируемые CAR T-клетками, указаны для CAR 
четвертого поколения.
Fig. 2. Structure of chimeric antigen receptors (CARs) (modified from J. Hartmann [28]). The single-chain variable fragment (scFv) 
mediating tumor cell recognition is shown in light blue. VH and VL domains are connected via a long flexible linker and transmembrane 
domain to intracellular signaling domains. Pro-inflammatory cytokines or co-stimulatory ligands expressed by the CAR T cells are 
depicted for the 4th generation.
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3) На  следующей стадии происходит нагрузка ДК опухо-
левыми антигенами с  последующим введением в  организм 
пациента.

Наиболее важными стадиями получения ДК-вакцин явля-
ются стадии созревания и нагрузки антигенами. От стадии со-
зревания зависит иммуногенность получаемой ДК-вакцины. 
В  свою очередь, способ нагрузки антигенами дендритных 
клеток напрямую влияет на способность к презентации анти-
генов. ДК могут быть подвергнуты экспозиции антигенами 
в  виде пептидов, белков, цельных лизатов убитых опухоле-
вых клеток или стволовых клеток опухоли; либо трансфеци-
рованы мРНК или кДНК, кодирующими опухолевые антигены. 
Нагрузка антигенами также возможна за  счет комбинации 
нескольких методов (обработки лизатами опухолевых кле-
ток и  трансфецирование мРНК), что позволяет антигенам 
задействовать оба класса MHC  I и  II [41]. Установлено, что 
для более эффективной доставки ДК в периферические лим-
фоузлы наиболее подходящим способом введения является 
внутрикожный/подкожный или непосредственное введение 
в лимфатический узел [42].

К настоящему времени проведено около 200 КИ с участи-
ем пациентов с  меланомой (применено у  >1250  пациентов), 
раком предстательной железы (применено у >750 пациентов), 
глиомой (применено у >500 пациентов) и почечно-клеточным 
раком (применено у >250 пациентов) [43]. Большинство этих 
исследований являются небольшими исследованиями с целью 
оптимизации иммунологических параметров вакцин и измере-
ния иммунного ответа. Безопасность иммунотерапии на основе 
ДК-вакцин была подтверждена в многочисленных исследова-
ниях  I и  II фазы. Наблюдаемые побочные эффекты были от-
носительно умеренные и преходящие. Наиболее частыми про-
явлениями были реакции в месте введения (боль, покраснение, 
зуд). Системные реакции включали лихорадку и другие гриппо-
подобные симптомы. Применение вакцин на основе ДК не вы-
зывало серьезных осложнений со стороны иммунной системы. 
Таким образом, применение вакцин на основе ДК не приводит 
к ухудшению качества жизни пациентов с онкологическими за-
болеваниями.

Несмотря на благоприятный профиль безопасности, при-
менение ДК-вакцин в клинической практике выглядит не очень 
успешным в связи с их относительно низкой терапевтической 
эффективностью. В работе S. Anguille [43] проведен система-
тический анализ опубликованных результатов КИ. В случае ме-
ланомы объективный ответ наблюдался у 8,5 % пациентов, что 
показывало схожую эффективность с  дакарбазином. Среди 
пациентов с раком простаты объективный ответ после приме-
нения иммунотерапии на основе ДК наблюдали у 7,1 % пациен-
тов, тогда как при применении традиционной терапии ответ на-
блюдается у 10 % пациентов. При проведении иммунотерапии 
у  пациентов со  злокачественной глиомой ответ наблюдался 
в 15,6 % случаев, у пациентов с раком почки — 11,5 % [43].

Наиболее убедительным исследованием, демонстриру-
ющим увеличение медианы общей выживаемости, является 
КИ III фазы IMPACT, в котором была продемонстрирована эф-
фективность препарата Sipuleucel-T для лечения гормонустой-
чивого рака простаты. В данном исследовании медиана общей 
выживаемости составила 25,8 мес. в экспериментальной груп-
пе и  21,7  мес. в  контрольной группе. На  основании данного 
исследования Sipuleucel-T был одобрен FDA, несмотря на  то 
что объективный ответ наблюдался только у <5 % пациентов. 
В данном исследовании также была подтверждена корреляция 
между антиген-специфичным иммунным ответом вследствие 

введения Sipuleucel-T и  увеличением общей выживаемости 
[44]. В течение трехлетнего наблюдения за пациентами числен-
ность выживших пациентов в группе, получавших Sipuleucel-T, 
была на  50 % больше по  сравнению с  контрольной группой. 
В настоящее время Sipuleucel-T, зарегистрированный под тор-
говой маркой Provenge, является единственным препаратом 
на основе ДК, одобренным FDA.

Клиническая эффективность ДК-вакцин считается неопти-
мальной [45]. Частично это объясняется тяжелой опухолевой 
иммуносупрессией и включением в КИ пациентов с прогресси-
рующим статусом заболевания. Основными способами увели-
чения эффективности иммунотерапии на  основе дендритных 
клеток являются: 1) усиление иммуностимулирующих свойств 
препаратов на основе ДК; 2) усиление их эффективности по-
средством применения в  комбинации с  другими противоопу-
холевыми лекарственными препаратами. В  настоящее время 
проводятся КИ с целью увеличения эффективности препарата 
Sipuleucel-T при применении в  комплексной терапии с  дру-
гими химио- или иммунотерапевтическими лекарственными 
средствами: с ипилимумабом (NCT01804465), атезолизумабом 
(NCT03024216), индоксимодом (завершено, NCT01560923), 
бустерной ДНК-вакциной pTVG-HP (завершено, NCT01706458), 
радием (NCT02463799), разнообразными способами ради-
ации (NCT02232230, NCT01833208, NCT01818986) и  ИЛ‑7 
(NCT01881867) при лечении рака простаты4.

Другим перспективным продуктом, разрабатываемым 
на основе ДК, является вакцина DCVax-L®, представляющая 
собой аутологичные ДК, «нагруженные» опухолевым ли-
затом, полученным из резецированной глиобластомы [46]. 
Глиобластома является наиболее агрессивной опухолью 
у взрослых. Стандартное лечение включает в себя хирурги-
ческое удаление с последующей радиотерапией и назначе-
нием темозоломида [47]. При этом медиана общей выжива-
емости составляет 15–17 мес., ≤5 % пациентов переживают 
пятилетний период. В работе L. М. Liau с соавт. [46] приво-
дятся промежуточные данные, полученные в  КИ  III фазы 
с  участием 331 пациента, из  которых 232 получили вакци-
ну DCVax-L®. Медиана общей выживаемости в  данном КИ 
была 23,1  мес. от  времени проведения резекции опухоли. 
Двухлетнего периода выживания достигли 46,2 % пациен-
тов, трехлетнего  — 25,4 % пациентов. Несмотря на  то  что 
на данном этапе было подтверждено увеличение продолжи-
тельности жизни пациентов, получивших DCVax-L®, данное 
КИ продолжается по  настоящее время с  целью получения 
более точных данных по выживаемости в разных подгруп-
пах пациентов.

В связи с тем фактом, что объективный ответ на лечение 
ДК-вакцинами считается неоптимальным, общепринятым мне-
нием является возможность их применения в клинической он-
кологии в том случае, когда наблюдаются рецидивы заболева-
ния после использования химио-/радиотерапии, ингибиторов 
иммунных точек (Immune checkpoint  inhibitors, ICIs) или при 
невозможности применения CAR-Т терапии. Критериями, кос-
венно подтверждающими возможность эффективного приме-
нения ДК-вакцин, могут быть появление устойчивых к первой 
и  второй линиям терапии опухолевых клеток, низкий имму-
ногенный потенциал опухоли, низкий уровень TILs. Несмотря 
на то что в настоящее время соотношение цены и терапевти-
ческой эффективности ДК-вакцин является неоптимальным, 
дальнейшие исследования по  оптимизации производства 
ДК‑вакцин и  получения препаратов воспроизводимого каче-
ства и эффективности могут изменить ситуацию.

4  https://clinicaltrials.gov/
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Заключение

Применение ex  vivo модифицированных клеток иммун-
ной системы человека является новым подходом и  имеет 
большие перспективы для лечения онкологических заболе-
ваний, что, в частности, подтверждается значительным коли-
чеством проводимых КИ. Рассмотренные в  статье основные 
направления адоптивной клеточной терапии, базирующиеся 
на использовании TILs или генетически модифицированных 
Т‑лимфоцитов, имеют различные преимущества и недостат-
ки. Дальнейшие исследования будут направлены на повыше-
ние эффективности и снижение побочных реакций при тера-
пии БМКП. При TCR-терапии важным является поиск новых 
антигенов, которые будут экспрессироваться только на опу-
холевых клетках, а также возможность использования неоан-
тигенов в качестве мишеней. Для CAR-терапии в КИ уже ис-
следуются новые модификации, содержащие молекулярные 
переключатели или гены «самоубийства» с  целью контроля 
терапии и снижения серьезных нежелательных реакций. Те-
рапия ДК-вакцинами является безопасной, однако не  отли-
чается высокой клинической эффективностью и может быть 
применима при невозможности проведения терапии на осно-
ве TILs или генно-модифицированных Т‑лимфоцитов. Также 
перспективным направлением является комбинирование ме-
тодов иммунотерапии с применением традиционных методов 
лечения онкологических заболеваний, что активно изучается 
в проводимых КИ.

Несмотря на имеющийся положительный опыт применения 
БМКП для лечения онкологических заболеваний, в настоящий 
момент остается много нерешенных проблем как научных, так 
экономических и регуляторных, решение которых необходимо 
для успешного внедрения новых методов клеточной терапии.
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Эффективность и безопасность вакцин для профилактики ротавирусной инфекции
В. А. Шевцов, Е. Э. Евреинова*, И. Н. Индикова, Л. М. Хантимирова, Д. В. Горенков, А. В. Рукавишников

Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

Ротавирусная инфекция вызывает острый гастроэнтерит и является одной из основных причин приво-
дящей к смерти от тяжелой дегидратирующей диареи у детей младше 5 лет во всем мире. Живые атте-
нуированные ротавирусные вакцины являются единственным средством профилактики тяжелых форм 
заболевания. Цель работы  — анализ двадцатилетнего опыта иммунопрофилактики ротавирусной ин-
фекции в мире. Представлены результаты анализа эффективности и безопасности при долговременном 
применении вакцин Rotarix® (Бельгия) и RotaTeq® (США) против ротавирусной инфекции в государствах 
Европейского региона ВОЗ, Европейского Союза (ЕС) и других стран. Рассмотрены вопросы разработ-
ки корреляционных показателей иммунной защиты вакцин, а также экспертная оценка эффективности 
и безопасности новых вакцин Rotavac® и Rotasiil® (Индия) в клинических исследованиях. Проведен ана-
лиз мирового опыта их применения в странах, в которых детская смертность от диареи не регистриру-
ется. Обобщены результаты клинических исследований по применению новых вакцин, преквалифици-
рованных ВОЗ в 2018 г., в регионах, в которых регистрируется высокая детская смертность от диареи. 
Обоснована целесообразность массовой вакцинации. Установлено, что вакцинация не только уменьшает 
количество случаев госпитализаций иммунизированных детей, но и обеспечивает формирование попу-
ляционного иммунитета. Вакцины Rotarix® и RotaTeq® разрешены к применению или включены в нацио-
нальные календари профилактических прививок многих стран, но вакцинация в большинстве государств 
не является обязательной. Охват вакцинацией в странах ЕС  — 24 %. Для снижения имеющегося ри-
ска предназначены альтернативные схемы вакцинации живыми аттенуированными вакцинами на основе 
штаммов, выделенных от новорожденных детей, а также парентеральными ротавирусными вакцинами, 
которые не способны к размножению в кишечнике. Сделан вывод о том, что внедрение живых ротави-
русных вакцин в календарь профилактических прививок должно сопровождаться изучением частоты воз-
никновения инвагинации тонкого кишечника до и после введения массовой иммунизации и проведением 
мероприятий по активному фармаконадзору.
Ключевые слова: ротавирусная инфекция; живые аттенуированные вакцины; нереплицирующиеся вак-
цины; эффективность и безопасность вакцин; инвагинация; популяционный иммунитет
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Vaccine Safety and Efficacy in Preventing Rotavirus Infection
V. A. Shevtsov, E. E. Evreinova*, I. N. Indikova, L. M. Khantimirova, D. V. Gorenkov, A. V. Rukavishnikov
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8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation

The rotavirus infection causes acute gastroenteritis and is a major cause of lethal severe dehydrating diarrhoea 
in children under 5 years of age worldwide. Live attenuated rotavirus vaccines are the only means of preventing 
severe forms of the disease. The aim of the study was to analyse the twenty-year international experience of 
prophylactic immunisation against rotavirus infection. The paper summarises safety and efficacy data on the 
long-term use of Rotarix® (Belgium) and RotaTeq® (USA) for the prevention of rotavirus infection in the WHO 
European Region, the European Union and other countries. It addresses the development of correlates of immune 
protection for vaccines as well as evaluation of efficacy and safety of the new vaccines Rotavac® and Rotasiil® 
(India) in clinical trials. The authors analysed international experience of using the vaccines in countries that do 
not keep records of infant mortality from diarrhoea. The study summarises the results of clinical studies on the use 
of new vaccines prequalified by WHO in 2018 in regions with high rates of infant mortality from diarrhoea. It was 
demonstrated that vaccination not only reduces the rates of hospital admission of immunised children, but also 
contributes to the development of herd immunity. Rotarix® and RotaTeq® vaccines are authorised or included in the 
national immunisation schedules of many countries, but this type of vaccination is not mandatory in most of these 
countries. Vaccination coverage in the EU countries is about 24 %. Alternative vaccination schemes using live 
attenuated vaccines based on strains derived from newborn children, and parenteral rotavirus vaccines which do 
not replicate in the intestine may help reduce existing risks. It was concluded that the introduction of live rotavirus 
vaccines in immunisation schedules should be accompanied by the analysis of incidence of intussusception of the 
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small intestine before and after the introduction of mass immunisation, and by active pharmacovigilance.
Key words: rotavirus infection; live attenuated vaccine; non-replicating vaccines; efficacy and safety of vaccines; 
intussusception; herd immunity
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Ротавирусная инфекция (РВИ) вызывает острый гастро-
энтерит и является во всем мире одной из основных причин 
тяжелой дегидратирующей диареи у детей младше 5 лет1. 
Симптомы острого гастроэнтерита при РВИ у детей младше 
пяти лет включают водянистую диарею, рвоту и лихорадку. 
Тяжелая форма заболевания вызывает обезвоживание орга-
низма и заканчивается смертью. Ротавирус обладает высокой 
устойчивостью в окружающей среде, распространяется фе-
кально-оральным, капельным или контактным путем переда-
чи. Вакцинация против РВИ предотвращает заболевание и ле-
тальный исход, тогда как грудное вскармливание, применение 
антибиотиков, низкоосмолярных солей для пероральной ре-
гидратации (oral rehydration solution, ORS), препаратов цин-
ка облегчают состояние больных. Всемирной организацией 
здравоохранения (ВОЗ) предложено деление стран по уровню 
доходов и регистрируемой смертности, в том числе смертно-
сти от диареи среди детей младше пяти лет2. ВОЗ рекоменду-
ет включение вакцин против РВИ в национальные календари 
профилактических прививок всех стран. Для стран регионов 
Южной, Юго-Восточной и Юго-Западной Азии, а также Афри-
ки к югу от Сахары, в которых регистрируют высокую детскую 
смертность от диареи, первоочередное внедрение данных 
вакцин является обязательным3. Приоритетность включения 
вакцин против РВИ в национальный календарь профилакти-
ческих прививок определяется государством в зависимости 
от уровня регистрируемой детской смертности от диареи, 
экономических и социальных факторов.

В настоящее время против РВИ применяют живые ат-
тенуированные вакцины. В Европейском Союзе (ЕС) и США 
с  2006–2008 гг. разрешены к применению вакцины RotaTeq™ 
(Merck & Co. Inc, США) и Rotarix™ (GlaxoSmithKline, Бельгия). 
С 2018 г. на международном уровне доступны преквалифици-
рованные ВОЗ вакцины Rotavac™ (Индия) и RotaSiil™ (Индия), 
эффективность и безопасность которых была подтверждена 
только в Индии и в странах Африки. В этих странах отличий 
по эффективности от преквалифицированных ранее вакцин 
RotaTeq™ и Rotarix™ установлено не было4.

По результатам изучения эффективности и безопасности, 
а также на основании опыта долговременного применения жи-
вых аттенуированных ротавирусных вакцин RotaTeq™ и Rotarix™, 
включенных в национальные календари прививок ряда стран, 
была отмечена их высокая эффективность для снижения дет-

ской смертности от диареи и сделан вывод о превышении 
пользы над риском при их использовании5.

Эффективность применения вакцин в странах, где детская 
смертность от диареи не регистрируется, определяется на ос-
нове изменения статистики заболеваемости тяжелыми фор-
мами ротавирусного гастроэнтерита. Основным риском при 
вакцинации является повышение вероятности инвагинации 
тонкого кишечника у привитых по сравнению с установленным 
уровнем идиопатической инвагинации. ВОЗ рекомендованы 
клинические исследования по оценке идиопатической инва-
гинации до введения ротавирусных вакцин в национальный 
календарь прививок и широкие исследования в рамках актив-
ного надзора за безопасностью вакцин после начала массовой 
иммунизации.

Цель работы  — обзор двадцатилетнего опыта иммуно-
профилактики ротавирусной инфекции в мире. Задачами 
исследования было изучение актуальных данных по охвату 
вакцинацией против ротавирусной инфекции в государствах 
Европейского региона ВОЗ и других странах, публикаций по 
разработке корреляционных показателей иммунной защиты, 
безопасности вакцин в клинических исследованиях, а также 
анализ целесообразности иммунопрофилактики по результа-
там их долговременного применения в различных странах.

Целесообразность иммунопрофилактики ротавирусной 
инфекции

В соответствии с рекомендациями календаря прививок 
против РВИ государств ЕС6 и с рекомендациями календаря 
прививок против РВИ в Канаде7, календарей прививок в дру-
гих странах, в которых уровень детской смертности от диареи 
низкий или не регистрируется, вакцины RotaTeq™ и Rotarix™ 
могут быть включены в национальные календари профилак-
тических прививок, но их применение не носит обязательного 
характера. На принятие уполномоченными органами в области 
здравоохранения положительного решения о целесообраз-
ности и  обязательности массовой вакцинации существенным 
образом влияет стоимость и источник финансирования для 
курса вакцинации, а также вопросы индивидуальной безопас-
ности при иммунизации8 [1–8]. На популяционном уровне су-
ществуют риски, связанные с возможной недостаточной эф-
фективностью вакцины против новых штаммов ротавирусов, 
возможностью возникновения реассортантов с нежелательны-

1  Rotavirus vaccines. WHO position paper – January 2013. Wkly Epidemiol Rec. 2013;88(5):49–64.
2  List of member states by WHO region and mortality stratum. https://www.who.int/whr/2003/en/member_states_182-184_en.pdf
3  Rotavirus vaccines. WHO position paper — January 2013. Wkly Epidemiol Rec. 2013;88(5):49–64.
4  Summary of key characteristics of currently WHO-prequalified rotavirus vaccines. https://www.who.int/immunization/diseases/rotavirus/WHO_Sum-

mary_xtics_PQ’d_rota_vaccines.PDF?ua=1
5  Global Advisory Committee on Vaccine Safety, 11–12 December 2013. Wkly Epidemiol Rec. 2014;89(7):53–60. https://www.who.int/vaccine_safety/

committee/reports/wer8907.pdf?ua=1
6  Rotavirus infection: recommended vaccinations. European Centre for Disease Prevention and Control. https://vaccine-schedule.ecdc.europa.eu/Sched-

uler/ByDisease?SelectedDiseaseId=32&SelectedCountryIdByDisease=-1
7  Canada’s provincial and territorial routine (and catch-up) vaccination routine schedule programs for infants and children. https://www.canada.ca/en/

public-health/services/provincial-territorial-immunization-information/provincial-territorial-routine-vaccination-programs-infants-children.html
8  VIEW-hub report: Global vaccine introduction and implementation. International vaccine access center. 2018. https://www.jhsph.edu/ivac/wp-content/

uploads/2018/08/VIEW-hub_Report_Jun2018.pdf
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ми эпидемиологическими характеристиками при вакцинации 
ослабленных детей [5–7] и увеличением вероятности развития 
инвагинации тонкого кишечника у привитых9.

Вакцинация не только уменьшает количество случаев го-
спитализации иммунизированных детей, но и обеспечивает 
формирование популяционного иммунитета, наблюдаемого 
даже в соседних государствах. В настоящее время вакцины 
RotaTeq™ и Rotarix™ защищают от возникающих новых штаммов 
ротавирусов, подтипы которых отличаются от штаммов, вклю-
ченных в вакцины против РВИ10. Популяционный иммунитет 
приводит к снижению количества случаев заболеваний ротави-
русным гастроэнтеритом, требующих госпитализации, и таких 
осложнений РВИ, как почечная недостаточность, судороги, эн-
цефалит и энцефалопатия [9–11]. Все это способствует значи-
тельному снижению затрат на медицинское обслуживание как 
в амбулаторном, так и госпитальном секторах (с учетом вну-
трибольничных инфекций)11 [12].

Целесообразность массовой вакцинации в странах мира 
связана с оценкой бюджетных затрат на ее проведение в соот-
ветствии с предлагаемыми ВОЗ механизмами оценки12 [13–15]. 
Наиболее целесообразно введение массовой вакцинации [1], 
при этом вакцинация по эпидемическим показаниям в Рос-
сии13 или целевая вакцинация в странах Европейского региона 
ВОЗ [1] могут рассматриваться как ее более экономичная аль-
тернатива.

Вместе с тем уполномоченные органы здравоохранения 
ряда стран или региональных отделений в государствах Ев-
ропейского региона ВОЗ (Франция, Дания, Швеция, Испания 
и некоторые другие) в связи с низкой детской смертностью от 
диареи не считают целесообразным финансировать вакцина-
цию против РВИ на национальном уровне.

Международные консультативные группы ROTA (The Rota-
virus Organization of Technical Allies) и GRADE (The Grading of 
Recommendations Assessment, Development and Evaluation), 
сотрудничающие с ВОЗ, оказывают информационную под-
держку уполномоченным органам в области здравоохранения 
и населению, способствуют внедрению массовой вакцинации. 
В странах с более высоким доходом и низкой смертностью 
показатели госпитализации оказывают большее влияние на 
структуру затрат14. В Российской Федерации массовая вакци-
нопрофилактика ротавирусного гастроэнтерита считается эко-
номически обоснованной и поддерживается Правительством 
Российской Федерации, Министерством здравоохранения 
и Союзом педиатров России [16–18]. Согласно расчетам [17], 
ежегодная вакцинация 95  % новорожденных в Российской 
Федерации позволит в течение первых 10 лет снизить за-
траты на 45,31  млрд  руб., из них 18,98 млрд руб.  — затра-

ты на амбулаторные случаи ротавирусного гастроэнтерита, 
26,33  млрд  руб.  — на случаи ротавирусного гастроэнтерита, 
потребовавшие госпитализации. Предотвращенные затраты 
системы здравоохранения составят при этом 20,04 млрд руб., 
предотвращенные непрямые затраты — 25,27 млрд руб.

Вакцины для профилактики ротавирусной инфекции

Живые вакцины против ротавирусного гастроэнтерита пер-
вого поколения представляли собой аттенуированные штаммы 
ротавирусов животных: ротавирусов обезьян RRV (Rhesus Ro-
tavirus Vaccine Strain MMU18006 G3P5B[3]), бычьих  — NCDV 
(Bovine Rotavirus Vaccine Strain RIT4237 G6[P6], UK G6[P5]), 
WC3 (Bovine Rotavirus Vaccine Strain WC3 G6 P7 [5]), ягненка 
LLR G10P[12] (Lanzhou lamb rotavirus vaccine). Эффективность 
вакцины против ротавирусного гастроэнтерита (на основе 
штамма RIT4237) колебалась от 0 до 64 %, а против тяжелых 
форм  — от 0 до 84  %. Вакцины не обеспечивали воспроиз-
водимой гетеротипичной защиты [19, 20]. В дальнейшем про-
изводственные вакцинные штаммы были применены в раз-
работке вакцин второго поколения. Из них были получены 
реассортанты эпидемиологически важных серотипов штаммов 
ротавируса человека G1–G4 и штаммов ротавирусов животных, 
способных размножаться в кишечнике человека, не вызывая 
заболевания. На основе штамма ротавируса обезьян резус RRV 
и штамма ротавируса телят UK были разработаны тетравалент-
ные вакцины RRV-TV и BRV-TV (резус ротавирусная вакцина 
и бычья ротавирусная вакцина). Реактогенность, иммуноген-
ность и эффективность двух доз каждой из вакцин (RRV-TV 
и BRV-TV) в сравнении с плацебо определяли в двух парал-
лельных клинических исследованиях, проведенных в 1997 г. 
в Финляндии. Для обеих вакцин была установлена сходная 
эффективность: 68–69 % против любого вида ротавирусного 
гастроэнтерита и 88–100 % против тяжелых форм ротавирус-
ного гастроэнтерита в течение первого эпидемического сезона 
[21, 22].

Первая лицензированная вакцина RotaShield® (Wyeth 
Lederle Vaccines and Pediatrics, Marietta, Pennsylvania, США) 
(RRV-TV) была разрешена к применению в США. Она содер-
жала 3 реаcсортантных штамма, имевших по 10 генов аттенуи-
рованного штамма RRV и по одному гену ротавируса человека, 
кодирующему VP7 серотипов G1, G2, G4, и штамм RRV c анти-
геном VP7 серотипа G3. Для нейтрализации желудочного сока 
в состав препарата был введен буферный раствор. По резуль-
татам пострегистрационного надзора лицензия была отозвана 
производителем вакцины [21, 22].

В 2005 г. лицензия на разработку, производство и реализа-
цию реассортантных поливалентных вакцин на основе штамма 

9  Available rotavirus vaccine products. A global recommendation. The Rotavirus Organization of Technical Allies. 2018. http://rotacouncil.org/vaccine-
evidence/available-rotavirus-vaccine-products

How to use and interpret findings from qualitative evidence syntheses assessed using the CERQual approach. A practical guide for decision makers in 
health and social care and other users. The GRADE-CERQual Project Group. 2018. https://drive.google.com/file/d/1tF0rhDmihpzd3B6BDFHcD8msDu1rqY
jR/view

10  Generic protocol for monitoring impact of rotavirus vaccination on gastroenteritis disease burden and viral strains (WHO/IVB/08.16). WHO; 2008.
11  Global Advisory Committee on Vaccine Safety, 11–12 December 2013. Wkly Epidemiol Rec. 2014;89(7):53–60. https://www.who.int/vaccine_safety/

committee/reports/wer8907.pdf?ua=1
12  European Centre for Disease Prevention and Control. ECDC Expert opinion on rotavirus vaccination in infancy. https://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/

documents/rotavirus-vaccination-expert%20opinion-september-2017.pdf
Global Advisory Committee on Vaccine Safety, 11–12 December 2013. Wkly Epidemiol Rec. 2014;89(7):53–60. https://www.who.int/vaccine_safety/

committee/reports/wer8907.pdf?ua=1
13  Вакцинопрофилактика ротавирусной инфекции у детей. Минздрав России, Союз педиатров России; 2017. https://www.pediatr-russia.ru/sites/

default/files/file/kr_vri.pdf
Приказ Минздрава России от 21.03.2014 № 125н «Об утверждении национального календаря профилактических прививок и календаря про-

филактических прививок по эпидемическим показаниям». 
14  Rotavirus: common, severe, devastating, preventable. ROTA Council; 2016. http://rotacouncil.org/wp-content/uploads/2016/03/White-paper-FINAL-

v2.pdf
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UK ротавируса крупного рогатого скота для производства деше-
вых региональных вакцин была передана Национальным инсти-
тутом здоровья США производителям в Китае, Индии и Бразилии. 
Предполагалось, что в состав вакцины будут включены дополни-
тельные штаммы-реассортанты, содержащие гены, экспрессиру-
ющие VP7 c серотипом G8 и G9 ротавируса человека [21].

На основе штамма UK ротавируса крупного рогатого скота 
в Индии была разработана вакцина Rotasiil® (Serum Institute of 
India), которая содержит реассортанты штаммов ротавируса 
человека и штамма ротавируса крупного рогатого скота, экс-
прессирующие антигены с типовой специфичностью G1, G2, 
G3, G4 и G9 [23, 24].

На основе штамма Wistar Calf 3 (WC3) и штамма ротавируса 
человека Wа-DS-1 была разработана вакцина RotaTeq™ (Merck 
& Co. Inc, США), содержащая антигены пяти реассортантных 
штаммов ротавируса, геномы которых экспрессируют бел-
ки VP7 (G1–G4) и VP4 (P1A[8]) ротавируса человека и белки 
VP7(G6) и VP4 (P7[5]) ротавируса теленка15 [20].

Другое направление разработки живых вакцин предусма-
тривает создание моновалентной вакцины на основе ослаблен-
ного штамма ротавируса человеческого происхождения [20]. 
На основе G1P[8]-Wa-подобного штамма ротавируса человека 
(RIX4414), аттенуированного путем многократного пассирова-
ния на культуре клеток Vero, создана моновалентная вакцина 
Rotarix™ (GlaxoSmithKline Biologicals Rixensart, Бельгия)16. На 
основе аттенуированного путем многократного пассирова-
ния на культуре клеток Vero местного штамма KH0118-2003 
типа G1P[8], выделенного от больного ребенка во Вьетнаме, 
была разработана вакцина Rotavin-M1 (Center for Research 
and Production of Vaccines and Biologicals (POLYVAC), Вьетнам) 
[20, 25]. На основе местного штамма 116E, выделенного от 
новорожденного ребенка, являющегося естественным чело-
веческо-бычьим реассортантным штаммом, создана вакцина 
Rotavac™ (Bharat Biotech International Limited, Hyderabad, Индия) 
[20, 26]. Продолжаются клинические исследования монова-
лентной вакцины RV3-BB (G3P[6]), созданной на основе есте-
ственно-аттенуированного штамма ротавируса, выделенного 
от новорожденного ребенка в Мельбурне [20, 27].

В целях совершенствования специфической профилактики 
проводится разработка ротавирусных вакцин следующего поко-
ления, эффективных и безопасных (не способных размножать-
ся в организме вакцинируемого) — нереплицирующихся вакцин 
для парентерального применения (НВПП). На различных этапах 
исследований находятся инактивированные вакцины (цельнови-
рионная вакцина на основе G1P[8]), рекомбинантные субъеди-
ничные вакцины (на основе гибридных рекомбинантных белков 
VP8 P[8], P[4] или P[6] генотипов ротавируса человека), вакци-
ны на основе вирусоподобных частиц [20, 28–30].

Корреляционные показатели иммунной защиты 
при определении эффективности вакцины

До начала массового применения клиническая эффек-
тивность ротавирусных вакцин изучалась по снижению таких 
показателей, как смертность, частота случаев тяжелых форм 

ротавирусного гастроэнтерита и гастроэнтерита всех форм тя-
жести [31].

Была установлена корреляция нескольких гуморальных 
факторов17 как с защитой от инфекции, так и со степенью тяже-
сти ротавирусного гастроэнтерита. В качестве корреляционных 
показателей иммунной защиты в клинических исследованиях 
применяли показатели гуморального ответа: среднегеометри-
ческие титры иммуноглобулинов (IgA, IgG), мукозального им-
муноглобулина А (IgA) и данные по сероконверсии [31–38].

Выбор среднегеометрического титра IgA оказался успеш-
ным, так как была установлена обратная зависимость меж-
ду общей детской смертностью до 5 лет, эффективностью 
вакцинации и титром IgA. Титр сывороточного ротавирус-
специфичного IgA рассматривается как показатель иммуно-
генности вакцины, коррелирующий с эффективностью вак-
цины на популяционном уровне, что особенно характерно для 
стран с низким доходом и высокой детской смертностью от 
диареи [36, 37].

Была показана возможность использования в качестве 
корреляционного показателя иммунной защиты титра ней-
трализующих антител к белкам G1 и титра анти-RV IgA, опре-
деляемых после третьего введения вакцины в курсе иммуни-
зации RotaTeq™. Этот подход также применяли в клинических 
исследованиях эффективности вакцины при определении 
иммунного ответа и среднегеометрического титра антител 
(нейтрализирующих антител и антител против P2-VP8-P[8] 
IgA и IgG) через 4 недели после третьей инъекции [29]. В ряде 
публикаций была рассмотрена возможность применения в ка-
честве корреляционных показателей иммунной защиты опре-
деляемых в сыворотке крови при РВИ антител IgM и  IgA из 
кишечника или их секреторного компонента [31, 35]. Измене-
ние титра не обладающих нейтрализующей способностью ин-
тестинальных IgA в слюне, содержимом двенадцатиперстной 
кишки и фекалиях также может рассматриваться в качестве 
лабораторного маркера эффективности иммунитета против 
ротавирусов.

В связи с тем, что корреляционный показатель иммунной 
защиты до настоящего времени не установлен18 [31, 38], для 
живых ротавирусных вакцин изучали возможность использова-
ния других факторов иммунологического ответа (ASC-клеток, 
секретирующих антител и Т-клеток) [39, 40]. Многие исследо-
ватели при оценке эффективности вакцины как альтернативу 
корреляционным показателям иммунной защиты рассматрива-
ют так называемые «лабораторные маркеры» эффективности 
иммунитета, например уменьшение количества ротавирусов, 
выделяемых с фекалиями, что является прямым отражением 
способности вакцины подавлять размножение вируса в кишеч-
нике [41]. Увеличение концентрации эпидермального фактора 
роста (epidermal growth factor, EGF) в слюне может выступать 
в качестве лабораторного маркера эффективности иммуните-
та, так как РВИ связана с повышением экспрессии гена IFI27 
в подчелюстных слюнных железах. Кроме того, концентрация 
EGF в слюне коррелирует с продолжительностью госпитализа-
ции при ротавирусном гастроэнтерите [42].

15  Highlights of prescribing information. RotaTeq  (Rotavirus Vaccine, Live, Oral, Pentavalent). https://www.merck.com/product/usa/pi_circulars/r/ro-
tateq/rotateq_pi.pdf

16  Highlights of prescribing information. ROTARIX (Rotavirus Vaccine, Live, Oral). https://www.gsksource.com/pharma/content/dam/GlaxoSmithKline/
US/en/Prescribing_Information/Rotarix/pdf/ROTARIX-PI-PIL.PDF

17  Guidelines to assure the quality, safety and efficacy of live attenuated rotavirus vaccines (oral). WHO Technical Report Series No. 941; 2007. https://
www.who.int/biologicals/publications/trs/areas/vaccines/rotavirus/Annex%203%20rotavirus%20vaccines.pdf

18  Guidelines on clinical evaluation of vaccines: regulatory expectations (WHO/BS/2016.2287). WHO; 2016.
WHO Expert Committee on Biological Standardization, sixty-seventh report. WHO Technical Report Series No. 1004; 2017. https://apps.who.int/iris/

bitstream/handle/10665/255657/9789241210133-eng.pdf?sequence=1&isAllowed=y
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Безопасность и реактогенность живых ротавирусных 
вакцин

При проведении постмаркетингового эпидемиологическо-
го надзора вакцин против РВИ было выявлено небольшое уве-
личение риска возникновения инвагинации кишечника (при-
мерно 1–2 случая на 100 тысяч привитых детей младенческого 
возраста) после введения первой дозы вакцины. Инвагинация 
кишечника — смешанный вариант кишечной непроходимости, 
обусловленный, как правило, изоперистальтическим внедре-
нием проксимального участка кишки в дистальный19. Число за-
регистрированных случаев идиопатической инвагинации раз-
личается в разных странах и составляет в среднем 74 случая на 
100 тысяч детей младше одного года жизни (от 9 до 328 слу-
чаев на 100 тысяч детей младше одного года жизни) [43]. Из 
них 2/3 — дети грудного (от 4 до 9 месяцев) возраста, большей 
частью мальчики20. В Российской Федерации частота острой 
кишечной непроходимости составляет около 5 заболевших на 
100 тысяч человек, являясь причиной от 3 до 5 % поступлений 
больных в хирургические стационары21.

В качестве одного из возможных факторов развития кишеч-
ной непроходимости рассматриваются вирусные и бактериаль-
ные инфекции. По результатам ретроспективного изучения со-
храненных образцов фекалий детей с инвагинацией кишечника 
и контрольных групп показано, что при инвагинациях выявляют-
ся преимущественно не бактериальные патогены (Campylobacter 
spp., Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia enterocolitica и др.), 
а вирусы кишечной группы. При изучении фекальных образцов 
методами геномной амплификации в группе детей с подтверж-
денной инвагинацией вирусы выявляли чаще, чем в образцах 
фекалий детей без инвагинации. Преобладали аденовирусы 
группы С (HAdV-1, HAdV-2), энтеровирусы группы В, ротавиру-
сы. Взаимосвязи между инвагинацией и выявлением норовиру-
сов, риновирусов, астровирусов, пареховирусов, бокавирусов 
в фекалиях установлено не было [44–47].

Инвагинация тонкого кишечника в крайне редких случа-
ях была отмечена после совместной иммунизации живыми 
оральными полиомиелитными вакцинами и ротавирусными 
вакцинами разных производителей [48, 49]. Ротавирусные 
вакцины RotaTeq™ и Rotarix™ могут повышать риск инвагина-
ции в течение первых 7 сут после вакцинации [50, 51]. В США 
и Австралии было выявлено от 1 до 6 дополнительных случаев 
инвагинации на 100  тысяч вакцинированных [52]. У невакци-
нированных до одного года жизни инвагинации выявлялись 
с частотой от 33 до 101 на 100 тысяч детей в год [53]. Инваги-
нация после вакцинации была выявлена в Мексике, Бразилии, 
США, Франции, в то же время, в африканских странах не было 
обнаружено превышения числа инвагинаций в группе детей, 
иммунизированных вакциной [49].

При проведении клинических исследований вакцин 
Rotavac™ (Индия) и Rotаsiil™ (Индия) в Индии и Африке повы-
шение числа инвагинаций в группах иммунизированных детей 
по сравнению с числом инвагинаций в контрольных группах 
было незначительным [41, 51, 52]. Тем не менее польза от вак-
цинации против РВИ, благодаря профилактике развития тяже-
лой диареи и смертельного исхода в результате ротавирусного 
заболевания, намного превышает риск развития инвагинации 
кишечника22.

Причина различий в потенциальном риске инвагинации 
кишечника у детей вследствие вакцинации в разных странах 
не ясна, в настоящее время существуют предположения о сле-
дующих факторах:

- различие в возрасте при вакцинации;
-  различие в эффективности вакцины (например, более 

низкая эффективность может быть связана с более низким 
риском инвазионного восприятия);

-  гипотеза «триггера» (предполагает, что вакцинация мо-
жет спровоцировать инвагинацию у восприимчивого человека, 
у которого инвагинация, возможно, развилась бы и без имму-
низации, только в более поздний период) [4, 53, 54].

В связи с территориальными различиями в эффективно-
сти диагностики, лечения и исходах инвагинации рекомендует-
ся изучение статистики частоты возникновения случаев инва-
гинации кишечника23.

По данным ВОЗ24, ротавирусные вакцины обладают бла-
гоприятным клиническим профилем безопасности и реак-
тогенности, подобным профилю безопасности плацебо, и не 
увеличивают риск возникновения серьезных нежелательных 
реакций, включая риск инвагинации. Вместе с тем, низкий уро-
вень достоверности не позволяет полностью исключить риски 
возникновения инвагинации при применении указанных вак-
цин [51]. Для дальнейшей оценки соотношения пользы и ри-
ска вакцин с учетом возможных различий в риске инвагинации 
в странах, где ротавирусные вакцины включены в националь-
ные календари прививок, необходимо проводить активное на-
блюдение за выявлением инвагинаций и других нежелатель-
ных поствакцинальных реакций25.

Схемы вакцинации и их эффективность

Уполномоченные органы государств принимают решение 
о включении вакцинации против РВИ в национальные календа-
ри прививок и устанавливают схемы вакцинации на основе ре-
комендаций ВОЗ по эффективности и безопасности вакцин26, 
учитывая локальную эпидемиологическую ситуацию по РВИ 
и идиопатической инвагинации [55–57].

В ЕС с 2006 года27 разрешены к применению вакцины 
RotaTeq™ (США) и Rotarix™ (Бельгия).

19  Инвагинация кишечника у детей. Клинические рекомендации. Минздрав России, Российская ассоциация детских хирургов; 2016. http://www.
radh.ru/invaginacia_guidelines_new.pdf 

20  Vaccines and Biologicals. Acute intussusception in infants and children. Incidence, clinical presentation and management: a global perspective (WHO/
V&B/02.19). WHO; 2002. https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/67720/WHO_V-B_02.19_eng.pdf

21  Инвагинация кишечника у детей. Клинические рекомендации. Минздрав России, Российская ассоциация детских хирургов; 2016. http://www.
radh.ru/invaginacia_guidelines_new.pdf

22  Rotavirus vaccines: WHO position paper – January 2013. Wkly Epidemiol Rec. 2013;88(5):49–64. http://www.who.int/wer/2013/wer8805.pdf 
23  Meeting of the Global Advisory Committee on Vaccine Safety, June 2011. Wkly Epidemiol Rec. 2011;86(30):321–4. https://www.who.int/wer/2011/

wer8630.pdf?ua=1
24  Rotavirus vaccines: WHO position paper — January 2013. Wkly Epidemiol Rec. 2013;88(5):49–64. http://www.who.int/wer/2013/wer8805.pdf 
25  Global Advisory Committee on Vaccine Safety, 6–7 December 2017. Wkly Epidemiol Rec. 2018;93(3):17–30. https://apps.who.int/iris/bitstream/

handle/10665/259874/WER9303.pdf?sequence=1
26  Progress with the implementation of rotavirus surveillance and vaccines in countries of the WHO African Region, 2007–2016. Wkly Epidemiol Rec. 

2017;92(44):673–80.
27  Summary of product characteristics. https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/rotarix-epar-product-information_en.pdf 
Summary of product characteristics https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/rotateq-epar-product-information_en.pdf
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Rotarix™ назначают в виде двух доз с интервалом не ме-
нее четырех недель. Первую дозу вводят ребенку старше 
шести недель. Рекомендуется завершить курс вакцинации до 
того, как ребенку исполнится 16 недель, но, в любом случае, 
не позднее 24-недельного возраста. Та же схема вакцинации 
может быть использована у детей, родившихся преждевре-
менно (с 27-недельного гестационного возраста). Rotarix™ 

можно вводить одновременно с другими инактивированны-
ми вакцинами. Вакцину RotaTeq™ назначают в виде трех доз 
с интервалом не менее четырех недель между каждой дозой. 
Первую дозу вводят ребенку в возрасте от 6 до 12 недель. 
Рекомендуется, чтобы последняя доза была введена ребенку 
в возрасте от 20 до 22 недель. При необходимости вакцину 
можно назначать детям в возрасте до 32 недель. RotaTeq™ 

можно вводить одновременно с другими вакцинами, за ис-
ключением оральной вакцины против полиомиелита (необ-
ходим двухнедельный интервал между введениями данных 
вакцин). Вакциной RotaTeq™ можно иммунизировать недоно-
шенных детей, если беременность длилась не менее 25 не-
дель. В таком случае первая доза должна быть введена через 
шесть недель после рождения. В странах Европы обобщение 
опыта применения вакцин с 2006 г. показало высокую эф-
фективность (95 %) вакцин против тяжелых форм болезни.

В государствах ЕС вакцинация по общим рекомендаци-
ям внедрена в 36 % стран. В Чешской Республике и Польше 
вакцинация не поддерживается государственным финанси-
рованием28. Охват вакцинацией стран ЕС, по данным UNICEF29 
за 2017 год, составляет 24 %.

В Европейском регионе ВОЗ Программы иммунизации при-
вели к сокращению на 60–90 % случаев госпитализаций и ам-
булаторных посещений при РВИ30.

В Российской Федерации с 2012 г. зарегистрирована 
вакцина RotaTeq™, США (РотаТек®, вакцина для профилакти-
ки РВИ пентавалентная, живая, раствор для приема внутрь 
1 доза; туба 2 мл; № ЛП-00186531). Вакцинация против РВИ 
проводится в рамках календаря профилактических при-
вивок по эпидемическим показаниям (Приказ Минздрава 
России от 21.03.2014 №  125н, Приложение № 2) с учетом 
сроков введения вакцин Национального календаря профи-
лактических прививок. По данным Государственного докла-
да «О состоянии санитарно-эпидемиологического благопо-
лучия населения в Российской Федерации в 2018 году»32, за 
2012–2017 гг. в нашу страну поступило 212 310 доз вакцины, 
привито 76 785 детей (в 2014 г. — 5904, в 2015 г. — 23 268, 
в 2016 г. — 38 023, в 2017 г. — 17 956). Сделан вывод о том, 
что малые объемы иммунизации не могут существенно по-
влиять на течение эпидемического процесса в  масштабах 
страны.

В США вакцинация зарегистрированными вакцинами про-
тив РВИ (RotaTeq™, США и Rotarix™, Бельгия) включена в На-
циональный календарь прививок для всех младенцев, начиная 
с возраста 2 месяцев. RotaTeq™ назначают в трех дозах (в воз-
расте 2, 4 и 6 месяцев). Rotarix™ назначают в двух дозах (в воз-
расте от 2 до 4 месяцев). Первая доза любой вакцины должна 
быть введена ребенку до достижения им возраста 15 недель. 
Кроме того, дети должны пройти весь курс вакцинации против 
РВИ до того, как им исполнится 8 месяцев. Охват вакцинацией 
составляет 88 (1 доза) и 73 % (последняя доза).

На основании рекомендации ВОЗ, благодаря програм-
ме Всемирного альянса по вакцинам и иммунизации (Global 
Alliance for Vaccines and Immunisation, GAVI), была субсиди-
рована закупка преквалифицированных ВОЗ вакцин RotaTeq™ 
и  Rotarix™ по цене 0,1–0,3 долларов США за дозу, которые, 
начиная с 2009 г., были введены в национальные программы 
иммунизации 72 стран мира с самым низким уровнем дохо-
да. К настоящему времени ротавирусные вакцины RotaTeq™ 
и Rotarix™ внедрены более чем в 98 странах мира33 с 70–99 % 
охватом детского населения для первой дозы вакцины и для 
полного курса34.

В большинстве стран, включивших вакцину в календари 
прививок, применяют моновалентную вакцину Rotarix™. Пента-
валентную вакцину RotaTeq™ применяют 74 страны, одновре-
менно оба типа вакцин применяют 7 стран. В странах с низкой 
детской смертностью от диареи эффективность вакцин Ro-
taTeq™ и Rotarix™ против тяжелых форм ротавирусного гастро-
энтерита оценена как высокая [51, 58, 59]. Многолетний опыт 
применения показал, что эффективность ротавирусных вакцин 
в странах с высокой детской смертностью была существенно 
ниже [60–63]. Низкая эффективность вакцин из штаммов ро-
тавируса с генотипом P[8] (Rotarix™, RotaTeq™) в клинических 
исследованиях наблюдается в регионах Африки и Юго-Вос-
точной Азии, в  которых большая часть детской популяции 
восприимчива к циркулирующим штаммам ротавирусов с ге-
нотипом P[6]. Предполагается, что успешному иммунному от-
вету на живые вирусные вакцины у детей в странах с высокой 
детской смертностью препятствует совокупность различных 
факторов: наличие антител в материнском молоке, интерфе-
ренция с живой полиомиелитной вакциной, отличия в  соста-
ве микробиома кишечника, энтеропатия, недоедание. После 
массовой иммунизации в 40 странах южной части Африки 
число случаев госпитализации сократилось на 33 %, что суще-
ственно снизило смертность и расходы в госпитальном секто-
ре [51, 64–68]. С 2018 г. на международном уровне доступны 
преквалифицированные ВОЗ вакцины Rotavac™ (Индия) и Ro-
taSiil™ (Индия), эффективность и безопасность которых была 
подтверждена в Индии и странах Африки. Отличий по эффек-

28  Rotavirus infection: recommended vaccinations. European Centre for Disease Prevention and Control. https://vaccine-schedule.ecdc.europa.eu/
Scheduler/ByDisease?SelectedDiseaseId=32&SelectedCountryIdByDisease=-1

29  Global and regional immunization profile. WHO vaccine-preventable disease monitoring system; 2019 global summary. https://www.who.int/immuni-
zation/monitoring_surveillance/data/gs_eurprofile.pdf?ua=1

30  European Centre for Disease Prevention and Control. ECDC Expert opinion on rotavirus vaccination in infancy. https://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/
documents/rotavirus-vaccination-expert%20opinion-september-2017.pdf

31  Вакцинопрофилактика ротавирусной инфекции у детей. Руководство по профилактике заболевания/синдрома. Минздрав России, Союз 
педиатров России; 2017. https://www.pediatr-russia.ru/sites/default/files/file/kr_vri.pdf

32  https://rospotrebnadzor.ru/upload/iblock/798/gosudarstvennyy-doklad-o-sostoyanii-sanitarno_epidemiologicheskogo-blagopoluchiya-naseleniya-v-
rossiyskoy-federatsii-v-2018-godu.pdf

33  Reported estimates of Rota1 coverage. WHO vaccine-preventable diseases: monitoring system 2019 global summary. http://apps.who.int/immuniza-
tion_monitoring/globalsummary/timeseries/tscoveragerota1.html

34  Global introduction status. ROTA Council. http://rotacouncil.org/vaccine-introduction/global-introduction-status/
Reported estimates of Rota1 coverage. WHO vaccine-preventable diseases: monitoring system 2019 global summary. http://apps.who.int/immuniza-

tion_monitoring/globalsummary/timeseries/tscoveragerota1.html
VIEW-hub report: Global vaccine introduction and implementation. International vaccine access center. 2018. https://www.jhsph.edu/ivac/wp-content/

uploads/2018/08/VIEW-hub_Report_Jun2018.pdf
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тивности в странах с низким доходом с преквалифицирован-
ными ранее вакцинами установлено не было35 [51].

Для моновалентной вакцины Rotаvac™, содержащей на-
туральный реассортантный штамм G9P[11], выделенный 
в 1980 г. в Нью-Дели (Индия) от младенца с бессимптомным 
течением инфекции, предложена также схема вакцинации при 
рождении (0–5 сут). Введение первой дозы вакцины в наибо-
лее ранний период младенчества, сразу после рождения, когда 
идиопатические инвагинации не наблюдаются, может снизить 
риск инвагинации тонкого кишечника. Эта схема учитывает 
особенности развития иммунитета у новорожденных (отсут-
ствие плазматических клеток), отсутствие молозивных анти-
тел до начала грудного вскармливания, а также материнских 
секреторных IgA, которые не проходят через плаценту. Кроме 
того, в  это время неблагоприятные факторы желудочно-ки-
шечного тракта оказывают на вакцинный вирус минимальное 
негативное действие [26, 27, 30]. Для ранней иммунизации 
предложено использование вакцины RV3-BB на основе полно-
стью человеческого штамма ротавируса G3P[6], выделенного 
в Мельбурне (Австралия) в 1975 году [26, 30].

Разрабатываемые НВПП, не увеличивающие риск инваги-
нации, способны снизить заболеваемость ротавирусной диа-
реей среди детей младше пяти лет в странах с низким уровнем 
смертности от диареи36.

Заключение

ВОЗ рекомендует включать живые аттенуированные вак-
цины против РВИ в национальные программы иммунизации 
и указывает на необходимость их обязательного применения 
в  странах, где регистрируется высокая смертность от диареи 
у детей в возрасте менее 5 лет.

Данные по безопасности ротавирусных вакцин не позво-
ляют полностью исключить риски развития такой серьезной 
нежелательной реакции, как инвагинация кишечника.

Учитывая низкую смертность от диареи среди детей млад-
ше 5 лет и незначительную заболеваемость РВИ в Российской 
Федерации, оправдано включение вакцинации против РВИ 
в Национальный календарь профилактических прививок Рос-
сийской Федерации по эпидемическим показаниям. В соот-
ветствии с международным опытом применения ротавирусных 
вакцин дополнительно необходимы организация системы по 
активному фармаконадзору и установление уровня частоты 
возникновения инвагинации тонкого кишечника среди вакци-
нированных и не вакцинированных детей декретируемого воз-
раста.

В целях минимизации рисков, связанных с применением 
живых аттенуированных ротавирусных вакцин, необходимо 
продолжение научных исследований в области разработки 
вакцин для парентерального введения, не способных к репли-
кации в организме иммунизированных.

Благодарности. Работа выполнена в рамках госу-
дарственного задания ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава Рос-
сии № 056-00154-19-00 на проведение прикладных на-
учных исследований (номер государственного учета НИР 
AAAA-A18-118021590046-9).

Acknowledgments. The study reported in this publication 
was carried out as part of a publicly funded research project No. 
056-00154-19-00 and was supported by the Scientific Centre for 
Expert Evaluation of Medicinal Products (R&D public accounting 
No. AAAA-A18-118021590046-9).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов, требующего раскрытия в данной статье.

Conflict of interest. Authors declare no conflict of interest 
requiring disclosure in this article.

Литература/References

1.	 Bruijning-Verhagen P, Mangen MJ, Felderhof M, Hartwig NG, 
van Houten M, Winkel L, et al. Targeted rotavirus vaccination 
of high-risk infants; a low cost and highly cost-effective al-
ternative to universal vaccination. BMC Med. 2013;11:112. 
https://doi.org/10.1186/1741-7015-11-112

2.	 Rheingans RD, Antil L, Dreibelbis R, Podewils LJ, Bre-
see JS, Parashar UD. Economic costs of rotavirus gastro-
enteritis and cost-effectiveness of vaccination in developing 
countries. J Infect Dis. 2009;200(Suppl. 1):S16–27. https://
doi.org/10.1086/605026

3.	 Haider S, Chaikledkaew U, Thavorncharoensap M, Young-
kong S, Islam MA, Thakkinstian A. Systematic Review and 
Meta-Analysis of Cost-effectiveness of Rotavirus Vaccine 
in Low-Income and Lower-Middle-Income Countries. Open 
Forum Infect Dis. 2019;6(4):ofz117. https://doi.org/10.1093/
ofid/ofz117

4.	 Parez N, Giaquinto C, Du Roure C, Martinon-Torres F, Spou-
lou V, Van Damme P, Vesikari T. Rotavirus vaccination in Eu-
rope: drivers and barriers. Lancet Infect Dis. 2014;14(5):416–
25. https://doi.org/10.1016/S1473-3099(14)70035-0

5.	 Ricciardi GW, Toumi M, Weil-Olivier C, Ruitenberg EJ, 
Dankó D, Duru G, et al. Comparison of NITAG policies 
and working processes in selected developed countries. 
Vaccine. 2015;33(1):3–11. https://doi.org/10.1016/j.vac-
cine.2014.09.023

6.	 St-Martin G, Lindstrand A, Sandbu S, Fischer TK. Selection 
and interpretation of scientific evidence in preparation for 
policy decisions: a case study regarding introduction of rota-
virus vaccine into National Immunization Programs in Swe-
den, Norway, Finland, and Denmark. Front Public Health. 
2018;6:131. https://doi.org/10.3389/fpubh.2018.00131

7.	 Bernstein DI. Rotavirus vaccines: mind your Ps and Gs. J In-
fect Dis. 2018;218(4):519–21. https://doi.org/10.1093/infdis/
jiy203

8.	 Tate JE, Parashar UD. Approaches to monitoring intussus-
ception following rotavirus vaccination. Expert Opin Drug 
Saf. 2019;18(1):21–7. https://doi.org/10.1080/14740338.20
19.1561857

9.	 Pollard SL, Malpica-Llanos T, Friberg IK, Fischer-Walker C, 
Ashraf S, Walker N. Estimating the herd immunity effect of 
rotavirus vaccine. Vaccine. 2015;33(32):3795–800. https://
doi.org/10.1016/j.vaccine.2015.06.064

10.	 Burke RM, Tate JE, Dahl RM, Aliabadi N, Parashar UD. Rotavi-
rus vaccination is associated with reduced seizure hospitaliza-
tion risk among commercially insured US children. Clin Infect 
Dis. 2018;67(10):1614–6. https://doi.org/10.1093/cid/ciy424

11.	Payne DC, Baggs J, Zerr DM, Klein NP, Yih K, Glanz J, 
et al. Protective association between rotavirus vaccination 
and childhood seizures in the year following vaccination in 
US children. Clin Infect Dis. 2014;58(2):173–7. https://doi.
org/10.1093/cid/cit671

12.	Standaert B, Strens D, Li X, Schecroun N, Raes M. The 
sustained rotavirus vaccination impact on nosocomial infec-
tion, duration of hospital stay, and age: the RotaBIS study 
(2005–2012). Infect Dis Ther. 2016;5(4):509–24. https://doi.
org/10.1007/s40121-016-0131-0

13.	Hutubessy RC, Baltussen RM, Torres-Edejer TT, Evans DB. 
Generalised cost-effectiveness analysis: an aid to deci-
sion making in health. Appl Health Econ Health Policy. 
2002;1(2):89–95.

35  Rotavirus vaccines. WHO position paper – January 2013. Wkly Epidemiol Rec. 2013;88(5):49–64.
36  European Centre for Disease Prevention and Control. ECDC Expert opinion on rotavirus vaccination in infancy. https://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/

documents/rotavirus-vaccination-expert%20opinion-september-2017.pdf



222

В. А. Шевцов, Е. Э. Евреинова И. Н. Индикова, Л. М. Хантимирова, Д. В. Горенков, А. В. Рукавишников 
V. A. Shevtsov, E. E. Evreinova, I. N. Indikova, L. M. Khantimirova, D. V. Gorenkov, A. V. Rukavishnikov

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2019, Т. 19, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2019, V. 19, No. 4

14.	Glass RI. Priority setting for the introduction of rotavirus 
vaccine: what evidence was essential? Cost Eff Resour Al-
loc. 2018;16(Suppl. 1):42. https://doi.org/10.1186/s12962-
018-0126-7

15.	Oldin C, Golsäter M, Schollin Ask L, Fredriksson S, Sten-
marker M. Introduction of rotavirus vaccination in a Swedish 
region: assessing parental decision-making, obtained vac-
cination coverage and resulting hospital admissions. Acta 
Paediatr. 2019;108(7):1329–37. https://doi.org/10.1111/
apa.14674

16.	Баранов АА, Намазова-Баранова ЛС, Таточенко  ВК, 
Вишнева ЕА, Федосеенко МВ, Селимзянова ЛР и др. 
Ротавирусная инфекция у детей  — нерешенная про-
блема. Обзор рекомендаций по вакцинопрофилакти-
ке. Педиатрическая фармакология. 2017;14(4):248–57. 
[Baranov AА, Namazova-Baranova LS, Tatochenko  VK, 
Vishneva EА, Fedoseenko MV, Selimzianova LR, et 
al. Rotavirus infection in children is an unsolved prob-
lem. Review of guidelines for vaccinal prevention. Pedi-
atricheskaya farmakologiya = Pediatric pharmacology. 
2017;14(4):248–57 (In Russ.)] https://doi.org/10.15690/
pf.v14i4.1756

17.	Рудакова АВ, Харит СМ, Усков АН, Лобзин ЮВ. Оценка 
предотвращенных затрат на терапию ротавирусной 
инфекции при вакцинации 5-валентной вакциной 
в Российской Федерации. Журнал инфектологии. 
2014;6(2):71–5. [Rudakova AV, Kharit SM, Uskov AN, 
Lobzin YV. Assessment of reduction of rotavirus infection 
burden in case of vaccination with a pentavalent vaccine in 
Russian Federation. Zhurnal infektologii = Journal Infectol-
ogy. 2014;6(2):71–5 (In Russ.)]

18.	Костинов МП, Зверев ВВ. Экономическая эффективность 
вакцинации против ротавирусной инфекции в Российской 
Федерации. Журнал микробиологии, эпидемиологии и 
иммунобиологии. 2012;(3):50–5. [Kostinov MP, Zverev VV. 
Economic efficiency of vaccination against rotavirus infection 
in the Russian Federation. Zhurnal mikrobiologii, epidemiolo-
gii i immunobiologii = Journal of Microbiology, Epidemiology 
and Immunobiology. 2012;(3):50–5 (In Russ.)]

19.	Midthun K, Kapikian AZ. Rotavirus vaccines: an over-
view. Clin Microbiol Rev. 1996;9(3):423–34. https://doi.
org/10.1128/CMR.9.3.423

20.	Ward RL, McNeal MM, Steele AD. Why does the world 
need another rotavirus vaccine? Ther Clin Risk Manag. 
2008;4(1):49–63. https://doi.org/10.2147/tcrm.s821

21.	Kapikian AZ, Simonsen L, Vesikari T, Hoshino Y, Mo-
rens DM, Chanock RM, et al. A hexavalent human rotavirus-
bovine rotavirus (UK) reassortant vaccine designed for use 
in developing countries and delivered in a schedule with the 
potential to eliminate the risk of intussusception. J Infect Dis. 
2005;192(Suppl. 1):S22–9. https://doi.org/10.1086/431510

22.	Vesikari T, Karvonen AV, Majuri J, Zeng SQ, Pang XL, 
Kohberger R, et al. Safety, efficacy, and immunogenic-
ity of 2 doses of bovine-human (UK) and rhesus–rhesus-
human rotavirus reassortant tetravalent vaccines in Finn-
ish children. J Infect Dis. 2006;194(3):370–6. https://doi.
org/10.1086/505151

23.	Zade JK, Kulkarni PS, Desai SA, Sabale RN, Naik SP, 
Dhere RM. Bovine rotavirus pentavalent vaccine develop-
ment in India. Vaccine. 2014;32(Suppl.  1):A124–8. https://
doi.org/10.1016/j.vaccine.2014.03.003

24.	Desai S, Rathi N, Kawade A, Venkatramanan P, Kundu R, 
Lalwani SK, et al. Non-interference of Bovine-Human reas-
sortant pentavalent rotavirus vaccine ROTASIIL® with the 
immunogenicity of infant vaccines in comparison with a li-
censed rotavirus vaccine. Vaccine. 2018;36(37):5519–23. 
https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2018.07.064

25.	Dang DA, Nguyen VT, Vu DT, Nguyen TH, Nguyen  DM, 
Yuhuan  W, et al. A dose-escalation safety and immuno-
genicity study of a new live attenuated human rotavirus 
vaccine (Rotavin-M1) in Vietnamese children. Vaccine. 

2012;30(Suppl. 1):A114–21. https://doi.org/10.1016/j.vacci
ne.2011.07.118

26.	Madhi SA, Parashar UD. 116E rotavirus vaccine develop-
ment: a successful alliance. Lancet. 2014;383(9935):2106–7. 
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(13)62701-4

27.	Bines JE, At Thobari J, Satria CD, Handley A, Watts E, Cow-
ley D, et al. Human neonatal rotavirus vaccine (RV3-BB) to 
target rotavirus from birth. N Engl J Med. 2018;378(8):719–
30. https://doi.org/10.1056/NEJMoa1706804

28.	Arnold MM. Rotavirus vaccines: why continued invest-
ment in research is necessary. Curr Clin Microbiol Rep. 
2018;5(1):73–81.

29.	Groome MJ, Koen A, Fix A, Page N, Jose L, Madhi SA, et al. 
Safety and immunogenicity of a parenteral P2-VP8-P[8] sub-
unit rotavirus vaccine in toddlers and infants in South Africa: 
a randomised, double-blind, placebo-controlled trial. Lan-
cet Infect Dis. 2017;17(8):843–53. https://doi.org/10.1016/
S1473-3099(17)30242-6

30.	Wen X, Cao D, Jones RW, Li J, Szu S, Hoshino Y. Con-
struction and characterization of human rotavirus re-
combinant VP8* subunit parenteral vaccine candidates. 
Vaccine. 2012;30(43):6121–6. https://doi.org/10.1016/j.vac-
cine.2012.07.078

31.	Angel J, Steele AD, Franco MA. Correlates of protection 
for rotavirus vaccines: possible alternative trial endpoints, 
opportunities, and challenges. Hum Vaccin Immunother. 
2014;10(12):3659–71. https://doi.org/10.4161/hv.34361

32.	Holmgren J, Parashar UD, Plotkin S, Louis J, Ng SP, De-
sauziers E, et al. Correlates of protection for enteric vaccines. 
Vaccine. 2017;35(26):3355–63. https://doi.org/10.1016/j.
vaccine.2017.05.005

33.	Desselberger U, Huppertz HI. Immune responses to rota-
virus infection and vaccination and associated correlates 
of protection. J Infect Dis. 2011;203(2):188–95. https://doi.
org/10.1093/infdis/jiq031

34.	Velázquez FR, Matson DO, Guerrero ML, Shults J, Calva JJ, 
Morrow AL, et al. Serum antibody as a marker of protection 
against natural rotavirus infection and disease. J Infect Dis. 
2000;182(6):1602–9. https://doi.org/10.1086/317619

35.	Patel M, Glass RI, Jiang B, Santosham M, Lopman B, 
Parashar U. A systematic review of anti-rotavirus serum 
IgA antibody titer as a potential correlate of rotavirus vac-
cine efficacy. J Infect Dis. 2013;208(2):284–94. https://doi.
org/10.1093/infdis/jit166

36.	Lee B, Carmolli M, Dickson DM, Colgate ER, Diehl SA, 
Uddin MI, et al. Rotavirus-specific immunoglobulin A re-
sponses are impaired and serve as a suboptimal correlate 
of protection among infants in Bangladesh. Clin Infect Dis. 
2018;67(2):186–92. https://doi.org/10.1093/cid/ciy076

37.	Liu GF, Hille D, Kaplan SS, Goveia MG. Postdose 3 G1 
serum neutralizing antibody as correlate of protection for 
pentavalent rotavirus vaccine. Hum Vaccin Immunother. 
2017;13(10):2357–63. https://doi.org/10.1080/21645515.20
17.1356522

38.	Jiang B, Gentsch JR, Glass RI. The role of serum antibod-
ies in the protection against rotavirus disease: an over-
view. Clin Infect Dis. 2002;34(10):1351–61. https://doi.
org/10.1086/340103

39.	Blutt SE, Warfield KL, Lewis DE, Conner ME. Early response 
to rotavirus infection involves massive B cell activation. J Im-
munol. 2002;168(11):5716–21. https://doi.org/10.4049/jim-
munol.168.11.5716

40.	Wang Y, Dennehy PH, Keyserling HL, Tang K, Gentsch JR, 
Glass RI, et al. Rotavirus infection alters peripheral T‑cell 
homeostasis in children with acute diarrhea. J Virol. 
2007;81(8):3904–12. https://doi.org/10.1128/JVI.01887-06

41.	Ella R, Bobba R, Muralidhar S, Babji S, Vadrevu KM, 
Bhan MK. A Phase 4, multicentre, randomized, single-blind 
clinical trial to evaluate the immunogenicity of the live, at-
tenuated, oral rotavirus vaccine (116E), ROTAVAC®, ad-
ministered simultaneously with or without the buffering 



223

Эффективность и безопасность вакцин для профилактики ротавирусной инфекции
Vaccine Safety and Efficacy in Preventing Rotavirus Infection

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2019, Т. 19, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2019, V. 19, No. 4

agent in healthy infants in India. Hum Vaccin Immunother. 
2018;14(7):1791–9. https://doi.org/10.1080/21645515.2018.
1450709

42.	Gómez-Rial J, Curras-Tuala MJ, Talavero-González C, 
Rodríguez-Tenreiro C, Vilanova-Trillo L, Gómez-Carballa A, 
et al. Salivary epidermal growth factor correlates with hos-
pitalization length in rotavirus infection. BMC Infect Dis. 
2017;17:370. https://doi.org/10.1186/s12879-017-2463-0

43.	Jiang J, Jiang B, Parashar U, Nguyen T, Bines J, Pa-
tel MM. Childhood intussusception: a literature review. PloS 
One. 2013;8(7):e68482. https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0068482

44.	Mansour AM, El Koutby M, El Barbary MM, Mohamed W, 
Shehata S, El Mohammady H, et al. Enteric viral infections 
as potential risk factors for intussusception. J Infect Dev 
Ctries. 2013;7(1):28–35. https://doi.org/10.3855/jidc.2321

45.	Clarke EJ Jr, Phillips IA, Alexander ER. Adenovi-
rus infection in intussusception in children in Taiwan. 
JAMA. 1969;208(9):1671–4. https://doi.org/10.1001/
jama.1969.03160090031007

46.	Minney-Smith CA, Levy A, Hodge M, Jacoby P, Williams SH, 
Carcione D, et al. Intussusception is associated with the de-
tection of adenovirus C, enterovirus B and rotavirus in a rota-
virus vaccinated population. J Clin Virol. 2014;61(4):579–84. 
https://doi.org/10.1016/j.jcv.2014.10.018

47.	Nylund CM, Denson LA, Noel JM. Bacterial enteritis as a 
risk factor for childhood intussusception: a retrospective 
cohort study. J Pediatr. 2010;156(5):761–5. https://doi.
org/10.1016/j.jpeds.2009.11.026

48.	Weintraub ES, Baggs J, Duffy J, Vellozzi C, Belongia EA, 
Irving S, et al. Risk of intussusception after monovalent rota-
virus vaccination. N Engl J Med. 2014;370(6):513–9. https://
doi.org/10.1056/NEJMoa1311738

49.	Tate JE, Mwenda JM, Armah G, Jani B, Omore R, Ademe A, 
et al. Evaluation of intussusception after monovalent rotavirus 
vaccination in Africa. N Engl J Med. 2018;378(16):1521–8. 
https://doi.org/10.1056/NEJMoa1713909

50.	Дармостукова МА, Снегирева ИИ, Вельц НЮ, Казаков АС, 
Аляутдин РН. Международный мониторинг безопасности 
вакцин. Безопасность и риск фармакотерапии. 
2019;7(1):6–14. [Darmostukova MA, Snegireva II, Velts NYu, 
Kazakov AS, Alyautdin RN. Vaccine safety international 
monitoring. Bezopasnost’ i risk farmakoterapii = Safety and 
Risk of Pharmacotherapy. 2019;7(1):6–14 (In Russ.)] https://
doi.org/10.30895/2312-7821-2019-7-1-6-14

51.	Soares-Weiser K, Bergman H, Henschke N, Pitan F, Cun-
liffe N. Vaccines for preventing rotavirus diarrhoea: vaccines 
in use. Cochrane Database Syst Rev. 2019;(3):CD008521. 
https://doi.org/10.1002/14651858.CD008521.pub4

52.	Yen C, Healy K, Tate JE, Parashar UD, Bines J, Neuzil K, 
et al. Rotavirus vaccination and intussusception  — sci-
ence, surveillance, and safety: a review of evidence and 
recommendations for future research priorities in low 
and middle income countries. Hum Vaccin Immunother. 
2016;12(10):2580–9. https://doi.org/10.1080/21645515. 
2016.1197452

53.	Tate JE, Parashar UD. Approaches to monitoring intussus-
ception following rotavirus vaccination. Expert Opin Drug 
Saf. 2019;18(1):21–7. https://doi.org/10.1080/14740338.20
19.1561857

54.	Desselberger U. Differences of rotavirus vaccine effective-
ness by country: likely causes and contributing factors. 
Pathogens. 2017;6(4):65. https://doi.org/10.3390/patho-
gens6040065

55.	Dennehy PH, Bertrand HR, Silas PE, Damaso S, Fried-
land  LR, Abu-Elyazeed  R. Coadministration of RIX4414 

oral human rotavirus vaccine does not impact the immune 
response to antigens contained in routine infant vaccines in 
the United States. Pediatrics. 2008;122(5):e1062–6. https://
doi.org/10.1542/peds.2008-1059

56.	Gruber JF, Gruber LM, Weber RP, Becker-Dreps S, Jonsson 
Funk M. Rotavirus vaccine schedules and vaccine response 
among infants in low- and middle-income countries: a sys-
tematic review. Open Forum Infect Dis. 2017;4(2):ofx066. 
https://doi.org/10.1093/ofid/ofx066

57.	Crawford SE, Ramani S, Tate JE, Parashar UD, Svensson L, 
Hagbom M, et al. Rotavirus infection. Nat Rev Dis Primers. 
2017;3:17083. https://doi.org/10.1038/nrdp.2017.83

58.	Willame C, Vonk Noordegraaf-Schouten M, Gvozdenović E, 
Kochems K, Oordt-Speets A, Praet N, et al. Effectiveness 
of the oral human attenuated rotavirus vaccine: a system-
atic review and meta-analysis–2006–2016. Open Forum 
Infect Dis. 2018;5(11):ofy292. https://doi.org/10.1093/ofid/
ofy292

59.	Payne DC, Selvarangan R, Azimi PH, Boom JA, Englund JA, 
Staat MA, et al. Long-term consistency in rotavirus vac-
cine protection: RV5 and RV1 vaccine effectiveness in US 
children, 2012–2013. Clin Infect Dis. 2015;61(12):1792–9. 
https://doi.org/10.1093/cid/civ872

60.	Inchauste L, Patzi M, Halvorsen K, Solano S, Montesano R, 
Iсiguez V. Impact of rotavirus vaccination on child mortality, 
morbidity, and rotavirus-related hospitalizations in Bolivia. 
Int J Infect Dis. 2017;61:79–88. https://doi.org/10.1016/j.
ijid.2017.06.006

61.	Burnett E, Jonesteller CL, Tate JE, Yen C, Parashar UD. 
Global impact of rotavirus vaccination on childhood hos-
pitalizations and mortality from diarrhea. J Infect Dis. 
2017;215(11):1666–72. https://doi.org/10.1093/infdis/jix186

62.	Abou-Nader AJ, Sauer MA, Steele AD, Tate JE, Atherly D, 
Parashar UD, et al. Global rotavirus vaccine introduc-
tions and coverage: 2006–2016. Hum Vaccin Immunother. 
2018;14(9):2281–96. https://doi.org/10.1080/21645515.201
8.1470725

63.	Patel M, Shane AL, Parashar UD, Jiang B, Gentsch  JR, 
Glass  RI. Oral rotavirus vaccines: how well will they 
work where they are needed most? J Infect Dis. 
2009;200(Suppl. 1):S39–48. https://doi.org/10.1086/605035

64.	Atherly DE, Lewis KDC, Tate J, Parashar UD, Rhein-
gans RD. Projected health and economic impact of rotavirus 
vaccination in GAVI-eligible countries: 2011–2030. Vaccine. 
2012;30(Suppl.  1):A7–14. https://doi.org/10.1016/j.vac-
cine.2011.12.096

65.	Mwenda JM, Parashar UD, Cohen AL, Tate JE. Impact of 
rotavirus vaccines in Sub-Saharan African countries. Vac-
cine. 2018;36(47):7119–23. https://doi.org/10.1016/j.vac-
cine.2018.06.026

66.	Madhi SA, Cunliffe NA, Steele D, Witte D, Kirsten M, Louw C, 
et al. Effect of human rotavirus vaccine on severe diarrhea in 
African infants. N Engl J Med. 2010;362(4):289–98. https://
doi.org/10.1056/NEJMoa0904797

67.	Armah GE, Sow SO, Breiman RF, Dallas MJ, Tapia MD, 
Feikin DR, et al. Efficacy of pentavalent rotavirus vaccine 
against severe rotavirus gastroenteritis in infants in develo
ping countries in sub-Saharan Africa: a randomised, double-
blind, placebo-controlled trial. Lancet. 2010;376(9741):606–
14. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(10)60889-6

68.	Mwenda JM, Burke RM, Shaba K, Mihigo R, Tevi-Benis-
san MC, Mumba M, et al. Implementation of rotavirus sur-
veillance and vaccine introduction — World Health Organiza-
tion African Region, 2007–2016. MMWR Morb Mortal Wkly 
Rep. 2017;66(43):1192–6. https://doi.org/10.15585/mmwr.
mm6643a7



224

В. А. Шевцов, Е. Э. Евреинова И. Н. Индикова, Л. М. Хантимирова, Д. В. Горенков, А. В. Рукавишников 
V. A. Shevtsov, E. E. Evreinova, I. N. Indikova, L. M. Khantimirova, D. V. Gorenkov, A. V. Rukavishnikov

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2019, Т. 19, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2019, V. 19, No. 4

Об авторах / Authors
Шевцов Владимир Александрович, канд. мед. наук. Vladimir A. Shevtsov, Cand. Sci. (Med.). ORCID: http://orcid.org/0000-
0002-7164-2890

Евреинова Елена Эдуардовна, канд. биол. наук. Elena E. Evreinova, Cand. Sci. (Biol.). ORCID: https://orcid.org/0000-0002-
3250-0937

Индикова Ирина Николаевна, канд. биол. наук. Irina N. Indikova, Cand. Sci. (Biol.). ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0695-
3446

Хантимирова Лейсан Маратовна. Leysan M. Khantimirova. ORCID: http://orcid.org/0000-0001-6269-0201

Горенков Дмитрий Витальевич. Dmitry V. Gorenkov. ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0940-8080

Рукавишников Андрей Владимирович, канд. биол. наук. Andrey V. Rukavishnikov, Cand. Sci. (Biol.). ORCID: http://orcid.
org/0000-0003-4536-2040

Поступила 05.06.2019
После доработки 04.10.2019
Принята к публикации 22.11.2019

Received 5 June 2019
Revised 4 October 2019
Accepted 22 November 2019



225БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2019, Т. 19, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2019, V. 19, No. 4

УДК 606:604:616-006	 ШИФР	 СПЕЦИАЛЬНОСТЬ
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2019-19-4-225-232	 03.01.06	 Биотехнология (в том числе бионанотехнологии)

Терапия генетических заболеваний: актуальные направления разработки 
биомедицинских клеточных продуктов
О. А. Рачинская1,*, М. А. Водякова1, Е. В. Мельникова1, В. А. Меркулов1,2

1Федеральное государственное бюджетное учреждение 
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2Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования  
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Трубецкая ул., д. 8, стр. 2, Москва, 119991, Российская Федерация

Генетические заболевания в большинстве случаев носят прогрессирующий характер и без соответству-
ющего лечения приводят к  смерти или инвалидизации человека. Актуальными проблемами мирового 
здравоохранения являются как трудность диагностики, так и отсутствие эффективного лечения для мно-
гих генетических заболеваний. Медицинская помощь пациентам с генетическими заболеваниями часто 
сводится к симптоматическому и паллиативному лечению. Начиная с 2000‑х годов перспективным на-
правлением для терапии таких заболеваний являются препараты на основе жизнеспособных клеток че-
ловека (в соответствии с законодательством Российской Федерации — биомедицинские клеточные про-
дукты) и  генотерапевтические препараты. Цель работы — обзор актуальных направлений разработки 
биомедицинских клеточных продуктов для лечения генетических заболеваний. В  работе рассмотрены 
препараты на основе клеток для лечения таких моногенных генетических заболеваний, как тяжелый ком-
бинированный иммунодефицит (SCID), рецессивный дистрофический буллезный эпидермолиз (RDEB), 
β-гемоглобинопатии, дефицит альфа‑1‑антитрипсина, гемофилия А и мышечная дистрофия Дюшенна. 
Разработка подобных препаратов осуществляется во многих странах и находится на разных стадиях: до-
клинические и разные фазы клинических исследований. Для одного заболевания могут разрабатываться 
препараты, содержащие разные типы жизнеспособных клеток: дифференцированных, стволовых и фи-
бробластов, индуцированных плюрипотентных, а также ex vivo генетически модифицированных. Приори-
тетными задачами разработки таких препаратов являются отказ от проведения заместительной терапии 
или паллиативного лечения, а  также существенное увеличение продолжительности и  качества жизни 
пациентов.
Ключевые слова: биомедицинские клеточные продукты; генетические заболевания; орфанные заболе-
вания; генотерапевтические препараты; стволовые клетки; индуцированные плюрипотентные клетки

Для цитирования: Рачинская ОА, Водякова МА, Мельникова ЕВ, Меркулов ВА. Терапия генетиче-
ских заболеваний: актуальные направления разработки биомедицинских клеточных продуктов. БИО-
препараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2019;19(4):225–232. https://doi.org/10.30895/2221-
996X-2019-19-4-225-232
*Контактное лицо: Рачинская Ольга Анатольевна; Rachinskaya@expmed.ru

Treatment of Genetic Diseases: Current Trends in the Development  
of Biomedical Cell Products
O. A. Rachinskaya1,*, M. A. Vodyakova1, E. V. Melnikova1, V. A. Merkulov1,2

1Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, 
8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation

2I. M. Sechenov First Moscow State Medical University, 
8/2 Trubetskaya St., Moscow 119991, Russian Federation

Genetic diseases are often progressive in nature, and without proper treatment may result in disability or death. 
Difficulties with diagnosis of genetic diseases and lack of effective treatment are global public health challenges. 
Medical care for patients with genetic diseases is often confined to symptomatic and palliative care. Starting from 
the 2000s, great hopes have been placed on cell-based medicinal products (which are referred to as biomedical 
cell products in the Russian legislation) and gene therapy products. The aim of the study was to review current 
trends in the development of biomedical cell products for the treatment of genetic diseases. The paper focuses on 
cell-based products for the treatment of monogenic genetic diseases, such as severe combined immunodeficiency 
(SCID), recessive dystrophic epidermolysis bullosa (RDEB), beta-haemoglobinopathies, alpha-1-antitrypsin 
deficiency, haemophilia A, and Duchenne muscular dystrophy. Such drugs are being developed in many countries 
and are now entering preclinical and different stages of clinical trials. Products based on various types of viable 
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cells, including differentiated cells, stem cells, induced pluripotent cells, as well as cells genetically modified 
ex vivo, may be developed for the treatment of one and the same disease. The main priority is the creation of such 
products that will obviate the need for replacement therapy or palliative care, and that will significantly increase 
life expectancy and quality of life.
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induced pluripotent cells
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На протяжении долгого эволюционного пути человече-
ством было приобретено около 6000–7000 редких заболеваний 
и расстройств. Международные определения редких (орфан-
ных) (англ. rare disease, orphan disease) заболеваний различ-
ны. Например, в Соединенных Штатах заболевание считается 
«редким», если оно встречается менее чем у 200 тысяч чело-
век1, а в Европе — если уровень заболеваемости не превышает 
10 случаев на 20 тысяч человек2. В соответствии с российским 
законодательством к  таким патологиям относятся заболе-
вания, которые имеют распространенность не  более 10  слу-
чаев на  100  тысяч населения3. В  список орфанных болезней 
в России Минздравом России на 11 ноября 2019 года внесено 
256 заболеваний4. Российский регистр людей с орфанными за-
болеваниями включает менее 30 тысяч человек, но, по оценкам 
экспертов, реальное число пациентов достигает 1,5 млн5.

Большинство редких заболеваний (до  80 %) вызваны 
генетическими нарушениями, многие из  которых являются 
наследственными и  сопровождают человека на  протяжении 
всей жизни, даже в случае позднего проявления симптомов. 
Если нарушения (замена нуклеотидов, небольшие дуплика-
ции, делеции, инверсии) затрагивают один ген, то речь идет 
о моногенных заболеваниях, которые, как правило, проявля-
ются в  уменьшении продуцирования клетками какого-либо 
белка или в  снижении его активности. В  настоящее время 
идентифицировано более 1000  генов, мутации в  которых 
приводят к развитию заболеваний [1]. Если нарушения затра-
гивают большие районы или даже целые хромосомы (круп-
ные структурные перестройки, изменение числа хромосом), 
то  говорят о  хромосомных болезнях. Такие патологии, как 
правило, характеризуются множественными клиническими 
проявлениями6.

На сегодняшний день из всего огромного числа генетиче-
ских заболеваний методы лечения/лекарственные препараты 
существуют примерно для 300. Чаще всего медицинская по-
мощь сводится к  симптоматическому и  паллиативному лече-
нию. При этом диагностика с  использованием молекулярно-
генетических методов анализа и  лечение таких заболеваний 
являются в основном дорогостоящими, и в постоянной тера-
пии пациенты часто нуждаются на  протяжении всей жизни. 
Кроме того, необходимо обратить внимание на то, что для ле-
чения некоторых генетических заболеваний прибегают к пере-
садке костного мозга, что не всегда осуществимо вследствие 
отсутствия подходящего донора и большого числа возможных 
побочных явлений. Поэтому в последние пару десятилетий ак-

тивно ведутся разработки, проводятся доклинические (ДКИ) 
и клинические исследования (КИ) препаратов на основе кле-
точной и генной терапии, прежде всего, для лечения моноген-
ных заболеваний. Разрабатываемые в настоящее время гено-
терапевтические препараты позволяют осуществлять точное 
воздействие на определенный ген благодаря появлению новых 
технологий коррекции генома и  других биотехнологических 
подходов [2]. Большинство современных разработок в  обла-
сти терапии генетических заболеваний приходится на геноте-
рапевтические препараты, с помощью которых осуществляют 
коррекцию генома in vivo.

Однако сходные механизмы генетических модификаций, 
основанные на  применении векторных конструкций и  систем 
редактирования генома, позволяют осуществить устранение 
гена с  мутацией или внесение копии корректного гена в  ге-
ном предварительно выделенных из организма донора клеток 
(генная терапия ex  vivo). При этом зачастую различные век-
торные конструкции используют для трансдукции стволовых 
клеток (СК), например гемопоэтических стволовых клеток, 
для лечения различных орфанных заболеваний крови и обме-
на веществ. Препараты генной терапии ex vivo в соответствии 
с национальным законодательством отнесены к биомедицин-
ским клеточным продуктам (БМКП)7. Область БМКП является 
новой для фармацевтического рынка Российской Федерации, 
в настоящее время ни один БМКП не зарегистрирован в нашей 
стране. Основываясь на опыте регуляторной практики приме-
нения подобных препаратов в мире, необходимо отметить, что 
они используются главным образом для терапии генетических 
заболеваний, для которых отсутствуют доступные методы/пре-
параты лечения, направленные на  устранение причины забо-
левания, а  также для лечения онкологических заболеваний 
и жизнеугрожающих состояний. Учитывая сложность состава 
БМКП — наличие жизнеспособных клеток человека со своим 
набором генов и секретируемых факторов, существуют опре-
деленные риски применения БМКП в  медицинской практике 
(главным образом проявление туморогенного и  онкогенного 
потенциала) [3]. Поэтому разработка, проведение ДКИ и  КИ 
БМКП представляют собой процесс значительно более слож-
ный, трудоемкий, долгосрочный и  дорогостоящий по  срав-
нению с  традиционными лекарственными препаратами. Что 
касается генетических заболеваний, дополнительными сдер-
живающими факторами для разработки БМКП в  Российской 
Федерации являются незначительное количество пациентов 
и  необходимость продолжительных КИ. В  настоящее время 

1  Orphan Drug Act of 1983. US Food and Drug Administration. 4 January 1983. Retrieved 27 October 2015.
2  www.orpha.net
3  Федеральный закон Российской Федерации от 21.11.2011 № 323-ФЗ «Об основах охраны здоровья граждан в Российской Федерации».
4  Перечень редких (орфанных) заболеваний. Минздрав России. https://www.rosminzdrav.ru/documents/8048-perechen-redkih-orfannyh-

zabolevaniy
5  Попович ЛД. Нельзя подходить к космосу с линейкой. Редкие болезни в России. 2019;14:14–26.
6  Гинтер ЕК. Медицинская генетика. М.: Медицина; 2003.
7  Федеральный закон Российской Федерации от 23.06.2016 № 180-ФЗ «О биомедицинских клеточных продуктах».
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в мире зарегистрировано два препарата на основе генетически 
модифицированных клеток человека для лечения тяжелого 
комбинированного иммунодефицита, связанного с  недостат-
ком гена аденозиндезаминазы (Strimvelis, GSK)8, и для лечения 
β-талассемии (Zynteglo, bluebird bio)9.

Цель работы — обзор актуальных направлений разработки 
препаратов на основе жизнеспособных клеток человека (био-
медицинских клеточных продуктов) для лечения генетических 
заболеваний. В рамках поставленной цели были рассмотрены 
возможные способы терапии некоторых генетических заболе-
ваний с помощью разных типов клеток, в том числе генетиче-
ски модифицированных, а также приведены результаты иссле-
дований эффективности применяемых клеточных препаратов.

Клеточная терапия тяжелого комбинированного 
иммунодефицита (SCID)

Первый генотерапевтический препарат ex  vivo был при-
менен для лечения тяжелого комбинированного иммуноде-
фицита (severe combined immunodeficiency, SCID), вызванного 
недостаточностью фермента аденозиндезаминазы (adenosine 
deaminase, ADA) [4, 5]. К  развитию заболевания приводят 
мутации в  гене, кодирующем фермент ADA, что проявляется 
в снижении иммунитета и появлении осложнений, связанных 
с  нарушением обмена веществ. До  появления генотерапев-
тических препаратов единственным способом лечения SCID 
с  дефицитом ADA, приводящим к  полному выздоровлению, 
была аллогенная трансплантация костного мозга (КМ) от род-
ственников реципиента с идентичным главным комплексом ги-
стосовместимости (Human Leukocyte Antigens, HLA). В случае 
отсутствия подходящих доноров пациентам осуществляли за-
местительную терапию бычьей аденозиндезаминазой, конъю
гированной с полиэтиленгликолем, которая не могла привести 
к долговременному восстановлению иммунитета [6].

Генотерапевтический препарат ex  vivo для лечения SCID 
основан на применении системы переноса гена фермента ADA 
с  помощью ретровирусного вектора в  лимфоциты перифе-
рической крови [7]. При этом было показано, что, несмотря 
на  заметные улучшения состояния больных (восстановление 
иммунитета, исчезновение симптомов сопутствующих заболе-
ваний, отказ от  заместительной терапии), уровень фермента 
ADA у них в крови был недостаточным для полного исчезнове-
ния токсичных метаболитов, образующихся в результате нару-
шенного обмена веществ [8]. Поэтому перенос гена фермента 
стали осуществлять в плюрипотентные гемопоэтические ство-
ловые клетки, что позволило существенно увеличить число 
клеток с корректированным геномом, способных к пролифе-
рации и передаче генетической конструкции в дочерние клетки. 
Последующее совершенствование процедуры генной терапии, 
например применение цитокинов, использование ретронекти-
на для увеличения проникающей способности вектора в клет-
ку, привело к долгосрочной ремиссии заболевания и прекра-
щению какого-либо лечения у пациентов [9].

В 2016  году Европейским агентством по лекарственным 
средствам (European Medicines Agency, EMA) было выдано 
разрешение на коммерческое использование генотерапевтиче-
ского препарата Strimvelis (Orchard Therapeutics (Netherlands) 

BV) пациентам, для которых отсутствует подходящий HLA-
идентичный донор. Препарат представляет собой фракцию 
клеток, содержащую аутологичные CD34+ клетки, трансдуци-
рованные ретровирусным вектором GSK3336223, несущим 
последовательность кДНК ADA человека, полученную из  ге-
мопоэтических CD34+ стволовых клеток здоровых доноров. 
Strimvelis относится к  группе препаратов  — иммуностимуля-
торов. Клетки препарата трансплантируются в  КМ пациента, 
где они восстанавливают гемопоэтическую систему, экспрес-
сируя активный фермент ADA. После успешного приживления 
клеток у пациентов возможен пожизненный терапевтический 
эффект10.

В результате трехлетнего открытого клинического исследо-
вания в общей сложности 18 пациентов разных рас в возрасте 
до 6 лет (12 пациентов в основном исследовании), для которых 
не было возможности подобрать донора и у которых не было 
адекватного ответа на  заместительную терапию бычьей ADA, 
прошли лечение с  помощью Strimvelis. Терапия привела 
к 100 % выживанию пациентов через 7 лет, снижению тяжести 
сопутствующих инфекционных заболеваний, увеличению чис-
ла Т‑лимфоцитов (CD3+) и снижению содержания дезоксиаде-
нозина в венозных эритроцитах ниже патологического уровня. 
После лечения Strimvelis 7 человек (58 %) не нуждались в тера-
пии иммуноглобулинами в течение трех лет11.

Клеточная терапия рецессивного дистрофического 
буллезного эпидермолиза (RDEB)

Ярким примером заболевания, для лечения которого 
признаются перспективы клеточной терапии в  целом и  ге-
нотерапии ex  vivo в  частности является рецессивный дис-
трофический буллезный эпидермолиз (recessive dystrophic 
epidermolysis bullosa, RDEB) — тяжелое наследственное кож-
ное заболевание, вызванное рецессивными мутациями в гене 
Col7a1, кодирующем коллаген  VII типа (С7), который имеет 
большое значение для формирования устойчивого контак-
та между слоями дермы и эпидермиса. Нарушение контакта 
приводит к появлению пузырей и эрозий на коже и слизистых 
оболочках. Кроме того, дефект коллагена  VII типа ассоции-
рован с  хронической анемией и  остеопатией, а  также с  по-
вышением вероятности развития тяжелых осложнений, в том 
числе плоскоклеточного рака кожи. На сегодняшний день ме-
дицинская помощь для пациентов с RDEB сводится в основ-
ном к паллиативному лечению, направленному на облегчение 
симптомов заболевания и защиту от инфекций, попадающих 
через дефекты кожи. При образовании контрактур проводит-
ся оперативное лечение [10].

Тем не менее разработаны способы лечения, основанные 
на  аутологичной и  аллогенной трансплантации клеток кожи, 
зачастую прошедших стадию культивирования. Так, способ-
ность заживления кожных ран при RDEB была показана для 
аллогенных фибробластов, синтезирующих коллаген VII типа, 
при этом обладающих низкой иммуногенностью и полностью 
элиминирующихся из  организма реципиента в  течение двух 
недель [11]. Более высокая эффективность препарата отме-
чалась у пациентов с RDEB, у которых сохранялся некоторый 
базовый уровень экспрессии белка С7 [12].

8  Annex 1 — summary of product characteristics. EMA. https://www.ema.europa.eu/documents/product-information/strimvelis-epar-product-
information_en.pdf

9  Annex 1 — summary of product characteristics. EMA. https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/zynteglo-epar-product-
information_en.pdf

10  Annex 1 — summary of product characteristics. EMA. https://www.ema.europa.eu/documents/product-information/strimvelis-epar-product-
information_en.pdf

11  Там же.
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Для лечения трудноизлечимых язвенных поражений кожи 
у пациентов с RDEB также применяли Apligraf (Organogenesis, 
Canton, MA, USA), который представляет собой дермальный эк-
вивалент из кератиноцитов и фибробластов на бычьем колла-
гене. Первоначально препарат использовался для лечения диа-
бетических язв, впоследствии был многократно применен для 
лечения разных подтипов буллезного эпидермолиза [13]. На-
пример, одним из первых описан случай лечения новорожден-
ной девочки с генерализованным подтипом RDEB с эрозиями, 
затрагивающими 80 % кожных покровов. Кожный эквивалент 
помещался на участки кожи ног, ягодиц и рук с наибольшим 
числом булл и  эрозий. Значительные улучшения состояния 
кожных покровов в местах трансплантации наблюдались уже 
через 3  суток. Повторного образования булл и  эрозий кожи 
в местах трансплантации не отмечалось на протяжении перио-
да наблюдения (6 недель). У девочки также не обнаруживались 
признаки развития инфекции и сепсиса [14].

Для лечения буллезного эпидермолиза также имеется опыт 
применения мезенхимальных стволовых клеток (МСК). МСК 
обладают способностью мигрировать в поврежденные участ-
ки ткани и  стимулировать регенерацию, выделяя различные 
факторы роста и цитокины, при последующей полной элими-
нации клеток из организма [15]. Эффективность от введения 
МСК при RDEB была впервые зарегистрирована у 13‑летнего 
и 25‑летнего пациентов из Чили в 2010 году. Оба пациента име-
ли клинически выраженное образование булл на фоне полного 
отсутствия экспрессии белка С7. Использованные для лечения 
МСК были аллогенными, полученными из КМ донора, и под-
кожно вводились как в интактные, так и в поврежденные участ-
ки кожи, что приводило к сокращению раневых поверхностей 
через 12 недель. Новообразованный коллаген обнаруживался 
между эпидермисом и дермой, что свидетельствовало о воз-
можности экспрессии белка С7 de novo. Однако терапевтиче-
ский эффект сохранялся лишь в течение 4 месяцев, после чего 
свойства кожных покровов становились исходными [16].

Еще один тип клеточной терапии, разрабатываемый для 
лечения RDEB,  — лечение ревертантными кератиноцитами. 
У  пациентов с  наследственными заболеваниями кожи ино-
гда спонтанно появляются участки с  нормальной кожей, где 
преобладают ревертантные клетки  — клетки, геном которых 
вторично потерял мутацию, приводящую к  заболеванию. Это 
явление получило название «ревертантный мозаицизм» или 
«естественная генная терапия» [17]. Накопление кератиноци-
тов, выделенных из участка кожи с ревертантными клетками, 
позволяет осуществлять персонализированную и  специфич-
ную для пациентов форму терапии. В  культуре клеток или 
в сформированных эпидермальных лоскутах содержится 30 % 
ревертантных кератиноцитов, однако после трансплантации 
в  участки с  поврежденной кожей остается только 3 % таких 
клеток. Несмотря на это, трансплантация ревертантных керати-
ноцитов осуществлялась, при этом было продемонстрировано 
устойчивое улучшение состояния кожи пациентов: заживление 
кожи в  участках трансплантации. Однако отмечалось повтор-
ное образование булл [18].

В настоящее время ведутся разработки препаратов с  ис-
пользованием клеток с  индуцированной плюрипотентностью 
(induced pluripotent stem cells, iPSCs), полученных из  ревер-
тантных кератиноцитов, которые в  дальнейшем могут быть 
дифференцированы в  любые необходимые типы клеток, 
включая кератиноциты [19, 20].

Существуют попытки терапии различных типов буллезного 
эпидермолиза генетически модифицированными ex vivo клет-
ками, которые могут быть трансплантированы пациенту в фор-
ме кожных эквивалентов, а  также с  помощью внутрикожных 
инъекций. При этом трансдуцированные эпидермальные ство-
ловые клетки и фибробласты демонстрируют свой потенциал 
к делению и пролиферации, обеспечивая возможность долго-
срочной экспрессии белков, необходимых для формирования 
нормальной структуры дермы и эпидермиса12.

Первое КИ такого препарата было проведено для генети-
чески модифицированных ex  vivo эпидермальных СК, транс-
дуцированных вектором на основе ретровируса, содержащим 
ген LAMB3, ответственный за  экспрессию гликопротеина ла-
минина‑332. Наблюдения на протяжении восьми лет показали 
устойчивый синтез белка ламинина‑332 и отсутствие в участ-
ках трансплантации булл, воспаления и опухолей [21].

Приживление кожных эквивалентов, содержащих клетки, 
трансдуцированные вектором на  основе гамма-ретровируса, 
несущим полноразмерный ген Col7a1, через 3 месяца приво-
дило к увеличению экспрессии белка С7 в 90 % транспланти-
рованных участков, через 6 месяцев — в 66 %, через 12 меся-
цев — в 42 %. Отмечалось уменьшение кожных повреждений 
в течение года [22].

С целью снижения рисков инсерционного мутагенеза ви-
русные векторные конструкции подвергались модификации — 
появилось новое поколение самоинактивирующихся (SIN) 
вирусных векторов, не способных активировать гены трансду-
цированных клеток. Использование такой векторной конструк-
ции привело к трансдукции 95 % клеток и позволило получить 
стойкий синтез белка C7 в течение 5 месяцев in vitro [23].

В настоящее время разработан препарат, представляю-
щий собой трансплантат аутологичного кожного эквивалента. 
Трансплантаты изготавливаются из клеток-предшественников 
кератиноцитов и  фибробластов (эпидермальных стволовых 
клеток), генетически исправленных с  помощью безопасно-
го (SIN) ретровирусного вектора, экспрессирующего колла-
ген VII типа под контролем промотора ЕF1alpha. Использован-
ный SIN-вектор был охарактеризован EUFETS (BioNTech IMFS, 
Германия) и назван pCMS-EF1.COL7A1.SIN1 (E890)13.

Следует отметить, что были разработаны и другие систе-
мы трансфекции, например на основе фагов, демонстрирую-
щие более низкий трансфекционный потенциал по сравнению 
с  векторами на  основе ретровирусов, что компенсировалось 
последующим культивированием и  отбором трансдуцирован-
ных клеток. При этом отмечалось устойчивое продуцирование 
белка C7 несколькими поколениями фибробластов на протя-
жении 14 недель в культуре клеток, а также в коже [24].

Клеточная терапия β-гемоглобинопатий

β-гемоглобинопатии, которые включают β-талассемию 
и  серповидноклеточную анемию, являются одними из  самых 
распространенных моногенных заболеваний в  мире [25]. 
β-талассемию могут вызвать более 200  различных мутаций 
в  гене глобина HBB, который кодирует бета-цепь гемоглоби-
на А человека. Мутации в этом гене приводят или к снижению 
(β+), или к  полному отсутствию (β0) синтеза β-глобина, что 
обуславливает возникновение мишеневидных форм эритроци-
тов, нарушение эритропоэза, хронический гемолиз и тяжелую 
анемию [26]. При самых тяжелых клинических проявлениях 
заболевания пациенты нуждаются в постоянном переливании 

12  Phase I/II ex vivo gene therapy clinical trial for recessive dystrophic epidermolysis bullosa using skin equivalent grafts genetically corrected with a 
COL7A1-encoding SIN retroviral vector. GENEGRAFT Project. CORDIS. European Commission. https://cordis.europa.eu/project/rcn/98248_en.html

13  Там же.
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эритроцитарной массы и сопутствующей терапии, направлен-
ной на  хелирование избытков железа, возникающих при ча-
стых переливаниях крови. На  данный момент единственным 
вариантом лечения, приводящим к полному излечению забо-
левания, является аллогенная пересадка костного мозга [27].

Сложность подбора доноров и риски, связанные с транс-
плантацией, ограничивают широкое использование аллоген-
ных гемопоэтических клеток пациентам с β-талассемией. Эту 
проблему, а  также необходимость регулярного переливания 
эритроцитарной массы можно решить, используя векторные 
конструкции, кодирующие функционально-активные формы 
β-глобина. Так, аутологичные CD34+ гемопоэтические клет-
ки, трансдуцированые ex vivo с помощью вектора LentiGlobin 
BB305, который несет ген гемоглобина взрослого человека 
с аминокислотной заменой Т87Q (HbAТ87Q), вводили в кровь 
пациентам с разным генотипом, в том числе с генотипом β0/β0 
[28]. Терапия привела к  снижению или даже полному отказу 
пациентов от переливания крови, увеличению уровня HbAТ87Q 
и общего гемоглобина. У пациентов также отмечалась коррек-
ция биологических маркеров дизэритропоэза [29].

Другой вид β-гемоглобинопатии — серповидноклеточная 
анемия возникает в результате гомозиготной миссенс-мутации 
(замене) в  одном из  экзонов гена β-глобина (HBB) (Glu6Val), 
что приводит к образованию аномального гемоглобина S [30]. 
В  условиях гипоксии гемоглобин S полимеризуется, в  ре-
зультате чего эритроциты приобретают серповидную форму. 
У больных наблюдаются болезненные вазоокклюзивные кри-
зы, приводящие к  повреждению разных органов, снижению 
качества и продолжительности жизни [31].

На сегодняшний день единственным одобренным видом 
терапии серповидноклеточной анемии является применение 
гидроксимочевины  — цитотоксического соединения, способ-
ного приводить к повышению уровня фетального гемоглоби-
на. Для некоторых пациентов, страдающих этим заболеванием, 
возможно лечение с помощью аллогенной трансплантации ге-
мопоэтическими стволовыми клетками [32].

Несколько лет назад подход, разработанный для лечения 
β-талассемии, был применен и для лечения пациента с серпо-
видноклеточной анимией — 13‑летнего мальчика с генотипом 
βS/βS с осложненным клиническим анамнезом. В связи с низ-
кой чувствительностью к терапии дезоксимочевиной пациенту 
регулярно проводилось переливание эритроцитарной массы 
с  хелатированием железа. Введение пациенту аутологичных 
СD34+ гемопоэтических стволовых клеток, полученных из КМ 
и трансдуцированных самоинактивирующимся лентивирусным 
вектором LentiGlobin BB305, несущим ген β-глобина (человече-
ский вариант HBB βА-Т87Q), привело к значительному увели-
чению уровня β-глобина и отсутствию рецидивов заболевания. 
В результате терапии биохимические параметры крови пришли 
в норму, и переливание эритроцитарной массы было прекра-
щено на 88 сутки после трансплантации. Пациент был выписан 
на 50 сутки после трансплантации, и повторных госпитализа-
ций, связанных с заболеванием, у него не было на протяжении 
более 15 месяцев [33].

В июне 2019 года EMA было выдано разрешение на ком-
мерческое использование препарата на основе аутологичных 
генетически модифицированных СD34+ клеток, содержащих 
корректную копию гена βА-Т87Q-глобина, под торговым на-
званием Zynteglo (bluebird bio). Препарат предназначен для 
пациентов старше 12 лет, нуждающихся в регулярном пере-
ливании крови и для которых отсутствует донор для пересад-

ки КМ. Так же, как в случае с препаратом Strimvelis, клетки 
препарата Zynteglo трансплантируются в  КМ пациента, где 
они восстанавливают гемопоэтическую систему. При приме-
нении препарата ожидается пожизненный терапевтический 
эффект14.

Таким образом, эффект при лечении генетических забо-
леваний с  помощью клеток, модифицированных  векторной 
конструкцией, достигается путем трансфекции в  клетку гена, 
экспрессирующего функционально-активный белок, недоста-
ток которого и приводит к развитию заболевания. Другой стра-
тегией лечения генетических заболеваний с помощью ex vivo 
генотерапевтических препаратов является применение моди-
фицированных с помощью различных систем редактирования 
генома клеток, в которых выключены или изменены аномаль-
ные гены.

Клеточная терапия дефицита альфа‑1‑антитрипсина

Дефицит альфа‑1‑антитрипсина (А1АТ, также известного 
как SERPINA1) — генетически детерминированное заболева-
ние, вызванное недостаточностью белка А1АТ в  сыворотке 
крови и  проявляющееся в  виде хронической обструктивной 
болезни легких (ХОБЛ), эмфиземы легких, поражения печени 
и сосудов. Белок А1АТ — это ингибитор сериновой протеазы, 
в основном экспрессируемый и секретируемый гепатоцитами 
и  защищающий соединительную ткань от  деградации ней-
трофильной эластазой и другими протеазами [34]. Дефицит 
А1АТ является аутосомно-рецессивным заболеванием, обна-
руживаемым у 1 из 2000 европеоидов, и представляет собой 
наиболее распространенное наследственное заболевание 
обмена, приводящее к поражению печени [35]. В основе за-
болевания лежит единственная точечная мутация (Glu342Lys) 
в  гене, кодирующем белок A1AT. В  настоящее время един-
ственным способом лечения является пересадка печени. 
Растущая нехватка доноров и  отрицательные эффекты им-
муносупрессивного лечения накладывают серьезные огра-
ничения на трансплантацию органов, что делает применение 
индуцированных плюрипотентных клеток человека весьма 
привлекательным для терапии генетического заболевания, 
связанного с дефицитом А1АТ.

К. Yusa с  соавт. [36] применили систему коррекции гено-
ма ZFN совместно с  piggyBac-технологией в  iPSCs для биал-
лельной коррекции точечной мутации в гене A1AT. Транспозон 
piggyBac выделен из клеток Trichoplusia ni, может эффективно 
транспонироваться в геном клеток млекопитающих и осущест-
влять бесшовное удаление участков ДНК, окруженных инвер-
тированными повторами (inverted terminal repeat sequences, 
ITRs) [37]. iPSCs с корректированым геномом дифференциро-
вали in vitro в гепатоцитоподобные клетки. Полученные клетки 
секретировали белок A1AT, который проявлял ферментатив-
ную ингибирующую активность, сравнимую с  активностью 
фермента из нормальных гепатоцитов. Полученные iPSCs че-
рез 14 суток после инъекции в печени мышей демонстрирова-
ли способность дифференцироваться в  гепатоцитоподобные 
клетки, которые были способны заселять печень in vivo и про-
являть функциональную активность [36].

Клеточная терапия гемофилии А

Гемофилия А — одно из наиболее распространенных гене-
тических заболеваний, вызванное мутациями в  гене фактора 
свертывания крови VIII (F8), локализованном в  хромосоме Х. 

14  Annex 1 — summary of product characteristics. EMA. https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/zynteglo-epar-product-
information_en.pdf
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В зависимости от видов мутаций выделяют три степени тяже-
сти протекания заболевания, которые связаны с количеством 
и активностью фактора VIII в крови: легкий (активность фер-
мента варьирует от  5  до  30 % от  нормы), умеренный (актив-
ность фермента варьирует от 2 до 5 % от нормы) и тяжелый 
(активность фермента составляет менее 1 % от нормы). Почти 
половина всех случаев тяжелой гемофилии А является резуль-
татом двух грубых хромосомных инверсий размером 140 т. п.н. 
в области интрона 1 (int1h‑1/int1h‑2) и 600 т. п.н. в области ин-
трона 22 (int22h‑1/int22h‑2.3) гена F8 [38].

Для лечения данного генетического заболевания было 
предложено осуществить восстановление нормальной после-
довательности нуклеотидов в инвертированном участке с по-
мощью системы CRISPR/Cas9 — РНК-направляемых нуклеаз 
(RNA-guided engineered nucleases, RGENs) в iPSCs. Эндотели-
альные клетки, дифференцированные из iPSCs с редактиро-
ванным геном F8, были способны экспрессировать активный 
фактор свертывания крови  VIII и  приводить к  устранению 
его дефицита в крови иммунодефицитных мышей. У мышей, 
которым трансплантировали клетки с  редактированным ге-
номом, наблюдалось значительное увеличение продолжи-
тельности жизни и  более высокие показатели активности 
фактора VIII [39].

Клеточная терапия мышечной дистрофии Дюшенна

Возможность использования системы CRISPR/Cas9 пред-
лагается для лечения другого генетического заболевания — 
мышечной дистрофии Дюшенна (МДД). МДД  — наиболее 
распространенное детское, чаще встречающееся у  маль-
чиков генетическое заболевание с  летальным исходом, 
сцепленное с  хромосомой Х. Заболевание вызывается 
различными мутациями, в  том числе точечными делеция-
ми и  дупликациями, в  экзонных областях (чаще в  экзонах 
45–55) гена дистрофина, приводящими к  сдвигу рамки 
считывания, что проявляется в  изменении структуры или 
снижении количества белка дистрофина в клетках мышеч-
ной ткани [40]. Функция дистрофина в мышечных волокнах 
заключается в стабилизации сарколеммы за счет образова-
ния дистрофин-ассоциированного гликопротеинового (ДАГ) 
комплекса, при деградации которого происходит нарушение 
целостности клеточной мембраны с последующей дегенера-
цией мышечных волокон.

В настоящее время не  существует высокоэффективных 
методов лечения МДД, есть лишь способы замедления ско-
рости прогрессирования заболевания. Однако ведутся разра-
ботки клеточной и генной терапии, которые позволяют восста-
новить синтез дистрофина либо путем встраивания в  клетки 
нормального гена дистрофина, либо с  помощью коррекции 
мутации в самом гене дистрофина или в его мРНК [41]. Много-
численные доклинические и клинические исследования проде-
монстрировали, что удаление из гена экзонов 45–55 приводит 
к  частичному исправлению структуры дистрофина и  к  более 
легкому течению заболевания по  типу мышечной дистрофии 
Беккера, при котором симптомы заболевания могут не прояв-
ляться даже к 60 годам [40].

Именно на удаление экзонов 45–55 с последующим него-
мологичным соединением концов ДНК направлена система 
коррекции генома на  основе CRISPR/Cas9. В  результате ее 
действия происходит устранение сдвига рамки считыва-
ния и  экспрессия стабильного и  функционально-активно-
го белка DYS∆45–55. Полученная система была применена 
к клеткам iPSCs, полученным из фибробластов людей с мио
дистрофией, с  последующей их дифференцировкой в  кар-

диомиоциты и  клетки скелетных мышц. Клетки скелетных 
мышц, полученные из  iPSCs, инъецированные в  переднюю 
большеберцовую мышцу иммунодефицитных мышей, секре-
тировали дистрофин и β-дистрогликан правильной структу-
ры, что приводило к образованию функционально-активного 
ДАГ комплекса [42].

Кроме подхода с  использованием генотерапевтических 
препаратов для лечения МДД с  1990‑х годов проводятся 
клинические исследования внутримышечных инъекций СК 
людям. Так, при введении миобластов, полученных путем 
культивирования из биопсии мышечной ткани здоровых до-
норов, в  мышцы-разгибатели стопы и  пальцев, у  пациентов 
с МДД отмечалось увеличение изометрической силы и про-
извольных сокращений мышц [43]. В  другом исследовании 
проводили имплантацию в переднюю большеберцовую мыш-
цу культивированных миобластов, полученных от  здоровых 
доноров. Гистологическое и молекулярно-биологическое ис-
следования биопсийного материала подтвердили увеличение 
числа мышечных волокон, экспрессирующих донорский дис-
трофин [44].

Заключение

Таким образом, клеточные препараты (БМКП), в  том 
числе генотерапевтические ex  vivo, в  настоящее время все 
больше применяются для терапии моногенных генетических 
заболеваний. Интерес к разработке БМКП, содержащих гене-
тически модифицированные клетки, обусловлен проблемами 
лечения генетических заболеваний, связанными с отсутстви-
ем совместимого донора для пересадки костного мозга, от-
сутствием препаратов/методов лечения или ответа на  стан-
дартное лечение (в частности, на заместительную терапию). 
Разработки подобных препаратов осуществляются во многих 
странах и находятся на разных стадиях: ДКИ и разные фазы 
КИ. Для одного заболевания могут разрабатываться различ-
ные подходы к  лечению с  применением БМКП, основанных 
на разных типах жизнеспособных клеток: дифференцирован-
ных, СК и фибробластов, iPSCs, а также ex vivo генетически 
модифицированных. Генетическая модификация выделен-
ных из организма клеток может заключаться в исправлении 
дефектного гена либо его нокауте, а также внесении в клетку 
корректной копии гена. Именно использование генотерапев-
тических препаратов, в том числе для генной терапии ex vivo, 
позволит добиться долгосрочного эффекта и  устойчивой 
ремиссии заболевания. Целью дальнейшей разработки и со-
вершенствования таких препаратов является отказ от прове-
дения заместительной терапии или паллиативного лечения, 
а также существенное продление продолжительности и каче-
ства жизни пациентов.
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Лечебно-профилактические бактериофаги — современные безопасные эффективные лекарственные 
средства, предназначенные для терапии кишечных инфекций и гнойно-воспалительных заболеваний. 
Возможность адаптировать вирулентные фаги к антибиотикоустойчивым бактериальным штаммам де-
лает перспективным использование этой группы лекарственных средств при лечении инфекций, свя-
занных с оказанием медицинской помощи. Разработка стандартов качества на препараты бактериофа-
гов позволит унифицировать требования к показателям их качества и методам контроля. Необходимо 
отметить, что в зарубежных фармакопеях монографии на препараты бактериофагов не представлены. 
В связи с этим весьма актуальной и своевременной стала разработка общих фармакопейных статей 
(ОФС) на группы методов контроля качества бактериофагов и фармакопейных статей (ФС) на бактери-
офаги и включение их в Государственную фармакопею Российской Федерации (ГФ РФ). Цель работы — 
разработка фармакопейных стандартов качества на препараты лечебно-профилактических бактерио-
фагов, зарегистрированные на  территории России, для включения в  Государственную фармакопею 
Российской Федерации. В результате анализа ФС предприятий и технологических регламентов на ле-
чебно-профилактические препараты бактериофагов, выпускаемые в Российской Федерации, были вы-
явлены единые технологические этапы производства препаратов бактериофагов в соответствии с тре-
бованиями GMP, критерии подбора штаммов бактериофагов и производственных штаммов бактерий, 
определены условия их культивирования и  хранения, стандартизированы показатели качества бак-
териофагов, методы определения которых приведены в  соответствие с методиками ГФ РФ XIV изд. 
Приведены методы определения подлинности и специфической активности бактериофагов. Основные 
положения этой работы вошли в ОФС Бактериофаги и ФС на отдельные препараты бактериофагов, 
которые были включены в действующую ГФ РФ. Дальнейшие исследования и разработка новых стан-
дартов качества на моно- и комплексные препараты бактериофагов, а также успешное применение их 
в медицинской практике повысят эффективность профилактики и лечения различных инфекционных 
заболеваний.
Ключевые слова: бактериофаги; лекарственные препараты; общая фармакопейная статья; фармако-
пейная статья; методы испытания; показатели качества
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Elaboration of Pharmacopoeial Quality Standards for Bacteriophage Products
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Bacteriophages are novel safe and efficacious medicinal products that are used for treatment of intestinal infections 
and purulent inflammations. The fact that virulent phages can be adapted to fight antibiotic-resistant bacterial 
strains makes this group of medicines a promising means of treatment of infections associated with medical 
interventions. The elaboration of quality standards for bacteriophage products will enable alignment of the quality 
requirements and test methods. There are no monographs on bacteriophage products in pharmacopoeias of other 
countries, therefore, the development of general chapters on groups of test methods used in bacteriophage quality 
control and monographs on bacteriophages for the State Pharmacopoeia of the Russian Federation (Ph. Rus.) 
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was a very relevant and timely initiative. The aim of the study was to elaborate pharmacopoeial quality standards 
for bacteriophages approved in the Russian Federation for therapeutic and prophylactic indications. The authors 
of the study analysed product specification files and master production records for bacteriophages produced 
in the Russian Federation. They determined common GMP-compliant production steps, the selection criteria 
for bacteriophage strains and bacteria production strains, and cultivation and storage conditions. The authors 
standardised bacteriophage quality parameters and brought the test methods in line with the test procedures 
described in the Ph. Rus., 14th ed. The study summarised test methods used for identification of bacteriophages 
and determination of their specific activity. The main results of the study were included into the general monograph 
«Bacteriophages» and individual monographs on bacteriophage products that were included into the current 
edition of the Ph. Rus. Further studies and elaboration of new quality standards for mono- and multicomponent 
bacteriophage products, and the use of such products in clinical practice will improve prophylaxis and treatment 
of various infectious diseases.
Key words: bacteriophages; medicinal products; general chapter; general monograph; monograph; test 
methods; quality parameters
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Успешный опыт многолетнего использования лечебно-
профилактических бактериофагов, огромный практический 
интерес к созданию новых лекарственных форм и лекарствен-
ных препаратов, активных в отношении новых клинически зна-
чимых видов условно-патогенных микроорганизмов, привели 
к  необходимости создания нормативных документов, имею-
щих государственный статус и  являющихся обязательными 
для производства и  применения этой группы лекарственных 
препаратов на территории Российской Федерации.

Качество, безопасность и эффективность — основные тре-
бования, которые предъявляются к любому зарегистрирован-
ному лекарственному средству. Государственная фармакопея 
Российской Федерации (ГФ РФ) служит основным докумен-
том, содержащим совокупность методов анализа (физических, 
химических, биологических и  т. д.), позволяющих установить 
качество лекарственного средства в соответствии с областью 
его применения.

Цель работы  — разработка фармакопейных стандартов 
качества на  препараты лечебно-профилактических бактерио-
фагов, зарегистрированные на территории Российской Феде-
рации, для последующего включения в Государственную фар-
макопею Российской Федерации.

Активное использование антибиотикотерапии привело 
к  формированию у  бактерий, возбудителей инфекционных 
заболеваний, резистентности к  различным группам анти-
биотиков. Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) 
считает антибиотикорезистентность одной из  главных про-
блем  XXI  века в  связи с  тем, что для лечения большинства 
инфекционных заболеваний применение медикаментозной 
терапии станет невозможным1.

Открытие биопленок как способа существования бактери-
ального сообщества, дающего значительные микроэкологи-
ческие преимущества в  выживании бактерий и  часто являю-
щегося причиной развития инфекций, связанных с оказанием 
медицинской помощи, приводит к  необходимости использо-
вания в терапии бактериальных инфекций всей совокупности 
известных антибактериальных агентов: антибиотиков, бакте
риофагов, антисептиков [1–6].

Одной из важных составляющих в борьбе с антибиотико
устойчивыми возбудителями инфекционных заболеваний яв-
ляется фаготерапия [7, 8].

Фаготерапия как направление в лечении кишечных и гной-
но-септических инфекций возникла более 100 лет назад, после 
того как канадский ученый Феликс Д’Эрелль не  только опи-
сал явление «бактериофагии», но и применил дизентерийные 
и холерные фаги в лечении больных2.

1920–1940  гг. в  Европе и  в  Советском Союзе характери-
зовались интенсивным изучением природы бактериофагов, 
многочисленными экспериментальными исследованиями 
на  лабораторных животных и  первыми опытами применения 
бактериофагов при лечении инфекционных болезней у людей3.

В СССР начиная с  1930‑х годов проводили клинические 
исследования эффективности профилактического и  терапев-
тического использования дизентерийного и  брюшнотифоз-
ного бактериофагов4. Отрабатывали оптимальные способы 
введения бактериофагов, дозировку и кратность применения, 
условия проведения массовой профилактики среди населе-
ния в эпидемических очагах. В результате этих исследований 
дизентерийный бактериофаг был признан эффективным про-
тивоэпидемическим средством и рекомендован для широкого 
профилактического использования5. В  начале 1940‑х годов 
были получены бактериофаги против основных возбудителей 
хирургических инфекций  — стафилококков, стрептококков, 
кишечной палочки, протея и синегнойной палочки. Препараты 
бактериофагов, так называемые «раневые фаги», успешно ис-
пользовали во время Великой Отечественной войны при лече-
нии хирургических гнойных ран и послеоперационных ослож-
нений, а  применение анаэробных бактериофагов позволило 
снизить в 2,5 раза летальность от газовой гангрены [9–11].

После окончания Великой Отечественной войны в  СССР 
было налажено промышленное производство лечебно-профи-
лактических бактериофагов. В 1949 году президиумом Ученого 
медицинского совета Минздрава СССР были утверждены Ин-
струкции по изготовлению и контролю жидких дизентерийно-
го и  брюшнотифозного бактериофагов. В  Инструкциях были 
введены понятия маточные бактериофаги и  коллекционные 

1  Устойчивость к антибиотикам. ВОЗ. https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/antibiotic-resistance
2  д’Эрелль Ф. Бактериофаг и феномен выздоровления. Тифлис; 1935. 
3  Сутин И.А. Бактериофаги и их применение в медицинской практике. Сталинград: Областное книгоиздательство; 1947.
4  Александров МБ, Дьякова АА, Райхельсон ЭА, Мельник ЕГ. Бактериофаготерапия брюшного тифа. Межинститутская конференция по бакте-

риофагу. 21–25 декабря 1940 г. М.; 1940. 
5  Мельник МИ, Хастович РИ. Бактериофаг при дизентерии. М.: Государственное медицинское издательство; 1935.
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штаммы бактерий; сформулированы основные критерии, 
по  которым осуществляется подбор фагов и  бактериальных 
штаммов; указаны основные производственные этапы при из-
готовлении препаратов; обозначены условия культивирования 
и фильтрации; рекомендованы питательные среды; установле-
ны сроки годности и режим хранения препаратов; определены 
основные качественные характеристики препаратов: стериль-
ность, безвредность, литическая активность и описаны методы 
их определения.

В 1960–1970‑х гг., когда на фоне успехов антибиотикоте-
рапии в  Европе и  в  странах Северной Америки от  использо-
вания бактериофагов полностью отказались, в Советском Со-
юзе продолжали вести активную научно-исследовательскую 
работу, направленную на улучшение качества дизентерийного 
и  сальмонеллезного бактериофагов, усиления их вирулент-
ности, расширения диапазона литической активности. Впер-
вые был предложен метод лечения адаптированным бакте-
риофагом, приготовленным с  использованием клинических 
штаммов, проявляющих слабую чувствительность или рези-
стентность к бактериофагу [12, 13]. В городах Горьком и Уфе 
на предприятиях были разработаны таблетированные формы 
дизентерийного, брюшнотифозного и сальмонеллезного бак-
териофагов.

В 1980–1990  годы область применения бактериофагов 
была расширена. В связи с ростом частоты и тяжести после-
операционных осложнений в  форме сочетанных инфекций 
комплексной бактериальной этиологии большую востребо-
ванность приобрели комбинированные препараты, состоя-
щие из бактериофагов, активных в отношении бактерий раз-
личных таксономических групп (стафилококки, стрептококки, 
кишечная палочка, протей, синегнойная палочка, клебсиелла). 
На  предприятиях г.  Уфы (ГУП «Иммунопрепарат», ДП «Био-
фаг») разработали, а затем наладили выпуск пиобактериофа-
гов (поливалентного и комбинированного). В это время прово-
дились исследования по созданию новых лекарственных форм 
на основе известных бактериофагов клебсиелл и стафилокок-
ков (линименты, суппозитории, таблетки).

В связи с  проблемой формирования у  возбудителей ин-
фекционных болезней устойчивости к большинству использу-
емых в  терапии антибиотиков здравоохранение все чаще об-
ращается к фаготерапии, используя препараты бактериофагов 
как средства монотерапии или в  комплексе с  другими анти-
микробными средствами.

Бактериофаги находят успешное применение в акушерстве 
и гинекологии, педиатрии и урологии, в хирургии при лечении 
послеоперационных инфицированных ран [14–18]. В  сочета-
нии с  другими антимикробными препаратами бактериофаги 
использовали у  больных с  ожоговыми ранами и  у  онкологи-
ческих больных для профилактики и лечения инфекционных 
осложнений после операций [19, 20]. Высокая клиническая 
эффективность фаготерапии достигалась при применении 
адаптированных к условиям данного стационара бактериофа-
гов [21, 22].

Бактериофаги представляют собой вирусы, которые яв-
ляются специфическими инфекционными агентами бактерий. 
Они лишены клеточного строения и состоят только из генети-
ческого материала (ДНК или РНК), заключенного в белковую 
или липопротеиновую оболочку. Являясь внутриклеточными 
паразитами, они используют клетки бактерий для количествен-
ного воспроизведения. По характеру взаимодействия с бакте-
риями фаги бывают умеренными и  литическими (вирулент-
ными). Умеренные фаги, проникая в  бактериальную клетку, 
либо лизируют ее, либо вызывают состояние лизогении, при 
котором фаговый геном, встраиваясь в бактериальный геном 

или присутствуя в  виде плазмиды, передается последующим 
поколениям бактериальной клетки в  процессе деления [23]. 
При существовании подобных симбиотических форм на протя-
жении длительного времени фаги могут придавать бактериям 
новые свойства.

Литические (вирулентные) фаги вызывают необратимые 
структурные изменения в бактериальной клетке, используя ее 
синтетический аппарат для воспроизведения собственных бел-
ковых структурных образований и генома. В результате фор-
мирования новых фаговых частиц происходит гибель и разру-
шение бактерии. Вышедшие фаговые частицы повторяют цикл 
развития на  других бактериальных клетках, вызывая лизис 
культуры.

Среди преимуществ использования бактериофагов в  ле-
чебно-профилактических целях по сравнению с антибиотика-
ми следует отметить следующие:

- бактериофаги специфичны, то есть их литическая актив-
ность проявляется в отношении определенного вида или рода 
микроорганизмов;

- бактериофаги часто высокоактивны в отношении бакте-
рий, обладающих устойчивостью к антибиотикам;

- бактериофаги свободно проникают в ткани организма че-
ловека и животного;

- результаты исследований бактериофагов  in  vivo, дли-
тельная практика их клинического применения указывают 
на незначительное количество возможных нежелательных ре-
акций;

- бактериофаги не вызывают побочных эффектов, не по-
давляют рост индигенной симбиотической микрофлоры, 
не ослабляют иммунитет;

- противопоказанием к  медицинскому применению бак-
териофагов служит только индивидуальная непереносимость 
компонентов лекарственного препарата;

- бактериофаги могут применяться у  пациентов любого 
возраста [24].

Таким образом, бактериофаги повреждают лишь опреде-
ленные бактериальные клетки, не нарушая при этом естествен-
ный биоценоз различных систем организма. В  связи с  этим 
бактериофаги являются весьма успешной альтернативой анти-
биотикам.

Исторически сложилось, что СССР занимал лидирующие 
позиции в области производства и применения лечебно-про-
филактических бактериофагов. Отечественное производство 
бактериофагов и до настоящего времени базируется на следу-
ющих критериях:

- препараты должны включать только вирулентные бакте-
риофаги;

- фаги, входящие в препарат, должны обладать высокими 
показателями активности репликации;

- фаги, входящие в  препарат, должны сохранять литиче-
скую активность при длительном хранении;

- фаги, входящие в препарат, не должны взаимодейство-
вать с  представителями облигатной симбиотической микро-
биоты человека [25].

В настоящее время отечественная медицинская промыш-
ленность производит лекарственные препараты бактериофа-
гов, предназначенные для борьбы с инфекционными заболе-
ваниями, вызванными патогенными и  условно-патогенными 
возбудителями. Эти препараты представляют собой стериль-
ные фильтраты фаголизатов соответствующих видов бакте-
рий, очищенные от эндо- и экзотоксинов, продуктов фаголи-
зиса бактериальных клеток, а также их антигенных комплексов 
и компонентов питательных сред. Главным условием клиниче-
ской эффективности при назначении бактериофагов является 
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фагочувствительность бактерий-возбудителей. Современные 
лечебно-профилактические бактериофаги представляют со-
бой комплекс поликлональных бактериальных вирусов, об-
ладающих высокой литической активностью в  отношении 
наиболее эпидемиологически значимых групп возбудителей 
бактериальных инфекций (бактерий сем. Enterobacteriaceae, 
родов Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas и пр.) [26].

На фармацевтическом рынке Российской Федерации нахо-
дятся в обращении 16 наименований зарегистрированных ле-
карственных препаратов бактериофагов, выпускаемых в виде 
растворов и таблеток6. Продолжается разработка новых лекар-
ственных форм известных наименований бактериофагов.

Поскольку фаготерапия признается перспективным на-
правлением в  лечении инфекций, вызываемых антибиотико-
резистентными штаммами бактерий, а также рассматривается 
в комплексе мер по предотвращению возникновения биопле-
нок при терапии инфекций, связанных с оказанием медицин-
ской помощи, проводится активный научный поиск в области 
разработки новых препаратов. Ведутся работы по выделению 
новых бактериофагов к возбудителям инфекционных заболе-
ваний таких родов, как Serratia, Acinetobacter, Enterobacter [27].

Таким образом, весьма актуальным и своевременным яв-
ляется совершенствование системы стандартизации и оценки 
качества данной группы биологических препаратов путем раз-
работки и включения соответствующих общих фармакопейных 
статей (ОФС) и фармакопейных статей (ФС), регламентирую-
щих требования к их качеству и методам анализа, в ГФ РФ. Ак-
туальность и  необходимость данной работы подтверждается 
тем, что в зарубежных фармакопеях монографии по препара-
там бактериофагов не представлены [28–30].

Первая и  единственная ФС Бактериофаг дизентерийный 
была включена в Государственную фармакопею СССР VIII изд. 
(1946  г.). В  настоящее время препараты бактериофагов ис-
пользуются в  России и  странах Евразийского экономическо-
го союза для лечения и  профилактики гнойно-септических 
и кишечных инфекций, а  также в диагностических целях для 
индикации, видового и  внутривидового дифференцирова-
ния бактерий7. Использование бактериофагов предусмотрено 
«Комплексной программой развития биотехнологий в Россий-
ской Федерации на период до 2020 года».

В ГФ РФ ХIV изд. включена ОФС Бактериофаги8, которая яв-
ляется базовой для препаратов этой группы. В ОФС Бактерио-
фаги приведены основные требования к порядку производства 
и  требования к  качеству лекарственных препаратов бактерио-
фагов, обусловливающих их эффективность и  безопасность. 
В  данной ОФС обобщены и  систематизированы основные 
требования к  производственному процессу, унифицированы 
показатели качества в  соответствии с  областью применения 
препаратов и утверждены методы их контроля, приведена со-
временная классификация лечебно-профилактических бакте-
риофагов по  их специфической направленности, подразделя-
ющихся на монокомпонентные, содержащие вирулентные фаги 
против одного рода или вида бактерий и комбинированные, со-
держащие несколько видов монокомпонентных бактериофагов.

В ОФС Бактериофаги в разделе «Производство» уточнены 
этапы производства, обязательные для всех видов бактериофа-
гов: выделение чистых культур перспективных штаммов бакте-
рий (кандидатов в производственные штаммы бактерий) и вы-

деление вирулентных бактериофагов для пополнения коллекции 
маточных фагов. Определены требования к производственным 
штаммам и маточным бактериофагам. В состав маточных бак-
териофагов должны входить исключительно вирулентные фаги 
с  широким диапазоном действия по  отношению к  штаммам 
гомологичного вида бактерий, обладающих высокой активно-
стью, стабильностью лизиса, специфической направленностью 
антимикробного действия и высокой «урожайностью». Характе-
ризуя вирулентные фаги, при отборе в состав маточных, реко-
мендуется проводить дополнительные испытания на основе со-
временных молекулярно-биологических методов (электронная 
микроскопия, полногеномное секвенирование и т. д.). В разделе 
«Производство» рекомендованы питательные среды для работы 
с производственными штаммами, а также условия для их хране-
ния, с учетом периодической проверки их культуральных, мор-
фологических, биохимических свойств.

Приведено краткое описание технологического процесса, 
включающего работу с  производственными штаммами, под-
бор к  ним активных фаговых рас, культивирование, очистку 
фаголизатов методом ультрафильтрации, концентрирование 
и  стерилизующую фильтрацию с  последующим розливом 
и фасовкой. Указаны показатели качества, которые необходи-
мо проверять еще на стадии производства препарата: специфи-
ческая активность, рН, стерильность, аномальная токсичность. 
В  ОФС Бактериофаги приведены специфические методы ис-
следования, характеризующие качество лечебно-профилакти-
ческих бактериофагов: методы определения специфической 
активности бактериофагов и  стабильности лизиса по  методу 
Аппельмана и определение фаговых частиц в 1 мл по методу 
Грациа на плотных питательных средах двухслойным методом.

В разделе «Испытания» перечислены все показатели ка-
чества препаратов в соответствии с их лекарственной формой 
и указаны методы контроля качества в соответствии с утверж-
денными в  ГФ РФ ХIV изд. физическими и  биологическими 
методами анализа.

Позднее были разработаны проекты ФС на отдельные пре-
параты бактериофагов с последующим включением их в оче-
редное издание ГФ РФ ХIV изд.

В результате впервые были разработаны и  включены 
в  ГФ  РФ ХIV изд. 12  ФС на  лечебно-профилактические бак-
териофаги, из них 3 — ФС на поликомпонентные препараты, 
представляющие собой комплексы очищенных бактериофагов 
6 или 7 различных родов бактерий9 (табл. 1).

Дополнительно разработаны еще два проекта ФС: Бакте-
риофаг бактерий сальмонелл групп A, B, C, D, E монокомпо-
нентный, таблетки и Бактериофаг бактерий сальмонелл групп 
A, B, C, D, E монокомпонентный, раствор для приема внутрь 
и ректального введения, которые будут включены в очередное 
издание ГФ РФ.

ФС для бактериофагов состоят из разделов: «Введение», 
«Производство» и «Испытания». В зависимости от группировоч-
ного наименования лекарственного средства раздел «Испыта-
ния» помимо стандартизованных показателей качества, соответ-
ствующих лекарственной форме препарата и методов контроля, 
содержит уникальную информацию об условиях проведения 
испытания по показателю «Специфическая активность».

Показатели качества и методы контроля препаратов бакте-
риофагов представлены в таблице 2.

6  http://grls.rosminzdrav.ru/GRLS.aspx 
7  Правила проведения исследований биологических лекарственных средств Евразийского экономического союза (утв. решением Совета Евра-

зийской экономической комиссии 03.11.2016 № 89). 
8  Общая фармакопейная статья 1.7.1.0002.15 Бактериофаги. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
9  Государственная фармакопея Российской Федерации. ХIV изд. 2018.



237

Разработка фармакопейных стандартов качества на лекарственные препараты — бактериофаги
Elaboration of Pharmacopoeial Quality Standards for Bacteriophage Products

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2019, Т. 19, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2019, V. 19, No. 4

Таблица 1. Перечень фармакопейных статей на лечебно-профилактические бактериофаги, вошедших в Государственную 
фармакопею Российской Федерации ХIV изд.
Table 1. The list of monographs on therapeutic and prophylactic bacteriophages included in the State Pharmacopoeia of the Russian 
Federation, 14th ed.

№ п/п Название фармакопейной статьи
Monograph

Специфическая
направленность препарата
Specific action of the product

Монокомпонентные
Monocomponent products

1

Бактериофаг бактерий стафилококка монокомпонентный, раствор для 
приема внутрь, местного и наружного применения

Monocomponent anti-Staphylococcus bacteriophage, solution for oral and 
topical use

Staphylococcus spp. (S. aureus)

2

Бактериофаг бактерий стрептококка монокомпонентный, раствор для 
приема внутрь, местного и наружного применения

Monocomponent anti-Streptococcus bacteriophage, solution for oral and topi-
cal use

Streptococcus spp.
(в том числе Enterococcus spp.)

Streptococcus spp.  
(including Enterococcus spp.)

3

Бактериофаг бактерий синегнойной палочки монокомпонентный, 
раствор для приема внутрь, местного и наружного применения

Monocomponent anti-Pseudomonas aeruginosa bacteriophage, solution 
for oral and topical use

Pseudomonas aeruginosa

4

Бактериофаг бактерий кишечной палочки монокомпонентный, раствор 
для приема внутрь, местного и наружного применения

Monocomponent anti-Escherichia coli bacteriophage, solution for oral 
and topical use

Escherichia coli

5
Бактериофаг бактерий протея, раствор для приема внутрь, местного 

и наружного применения
Anti-Proteus bacteriophage, solution for oral and topical use

Proteus mirabilis, P. vulgaris

6
Бактериофаг бактерий дизентерии поливалентный, раствор для приема 

внутрь и ректального введения
Polyvalent anti-dysentery bacteriophage, solution for oral and rectal use

Shigella flexneri serotypes 1, 2, 3, 4, 6, 
S. sonnei

7 Бактериофаг бактерий брюшного тифа, таблетки
Anti-typhoid bacteriophage, tablets Salmonella typhi

8
Бактериофаг бактерий клебсиелл поливалентный, раствор для приема 

внутрь, местного и наружного применения
Polyvalent anti-Klebsiella bacteriophage, solution for oral and topical use

Klebsiella pneumoniae,
K. ozaenae,

K. rhinoscleromatis

Комбинированные
Multicomponent products

9

Бактериофаг бактерий кишечной палочки + протея поликомпонентный, 
раствор для приема внутрь, местного и наружного применения

Multicomponent anti-Escherichia coli+Proteus bacteriophage, solution for oral 
and topical use

E. coli, Proteus mirabilis, P. vulgaris

10

Бактериофаг бактерий стафилококка + энтерококка + стрептококка + 
синегнойной палочки + клебсиелл + кишечной палочки + протея 

поликомпонентный, раствор для приема внутрь, местного и наружного 
применения

Multicomponent anti-Staphylococcus + Enterococcus + Streptococcus + 
Pseudomonas aeruginosa + Klebsiella + Escherichia coli + Proteus 

bacteriophage, solution for oral and topical use

Staphylococcus spp., Streptococ-
cus spp., Enterococcus spp., Pro-
teus mirabilis, P. vulgaris, E. coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Klebsi-
ella pneumoniae, K. oxytoca

11

Бактериофаг бактерий стафилококка + стрептококка + протея + 
синегнойной палочки + клебсиеллы пневмонии + кишечной палочки 

поликомпонентный, раствор для приема внутрь, местного и наружного 
применения

Multicomponent anti-Staphylococcus + Streptococcus + Proteus + 
Pseudomonas aeruginosa + Klebsiella pneumoniae + Escherichia coli 

bacteriophage, solution for oral and topical use

Staphylococcus spp., Streptococ-
cus spp., Proteus vulgaris, P. mirabilis, 
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

pneumoniae, E. coli

12

Бактериофаг бактерий шигелл + сальмонелл + кишечной палочки + 
протея + энтерококка + стафилококка + синегнойной палочки поликом-

понентный, раствор для приема внутрь и ректального введения
Multicomponent anti-Shigella + Salmonella + Escherichia coli +Proteus + 

Enterococcus + Staphylococcus + Pseudomonas aeruginosa bacteriophage, 
solution for oral and rectal use

Shigella flexneri serotypes 1, 2, 3, 4, 6, 
S. sonnei, Salmonella typhimurium, 

S. paratyphi A, S. paratyphi B, 
S. choleraesuis, S. oranienburg, 

S. infantis, S. enteritidis, 
Proteus mirabilis, P. vulgaris, E. coli, 

Enterococcus spp., Staphylococcus spp., 
Pseudomonas aeruginosa
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Заключение

В Государственную фармакопею Российской Федерации 
ХIV изд. включена ОФС Бактериофаги, являющаяся базовой 
для препаратов этой группы. Разработаны 12 фармакопей-
ных статей на лечебно-профилактические бактериофаги всех 
группировочных наименований, которые зарегистрированы 
в Российской Федерации и впервые включены в действующую 
Государственную фармакопею Российской Федерации.

Фармакопейные статьи на лечебно-профилактические 
бактериофаги, включенные в действующую Государственную 

фармакопею Российской Федерации, будут способствовать 
унификации требований, предъявляемых к данной группе био-
логических лекарственных препаратов, и повышению их ка
чества.

Дальнейшие исследования бактериофагов и их примене-
ние в клинической практике как в монотерапии, так и в ком-
плексе с другими лекарственными препаратами позволят 
расширить границы их применения в медицинской практике 
и в последующем разработать комплексные лекарственные 
препараты стандартов качества, в состав которых могут быть 
включены бактериофаги.

Таблица 2. Показатели качества препаратов бактериофагов и методы их контроля
Table 2. Bacteriophage quality parameters and test methods 

№ п/п
Наименование

показателя качества
Quality parameter

Лекарственная форма
Dosage form

Метод контроляa

Test methoda

1 Описание
Appearance

Таблетки
Раствор
Tablets
Solution

Визуальный
Visual inspection

2 Подлинность
Identification

Таблетки
Раствор
Tablets
Solution

Подтверждается специфической  
активностью согласно разделу  
«Специфическая активность»

Confirmed by determination of specific 
activity according to the requirements of the 

«Specific activity» section

3 рН
pH

Раствор
Solution

ОФС Ионометрия
General chapter Ionometry

4

Средняя масса
таблетки и отклонения от средней 

массы
Average tablet mass and mass variation

Таблетки
Tablets

ОФС Однородность массы дозированных 
лекарственных форм

General chapter Uniformity of mass  
of single-dose preparations

5 Время распадаемости
Disintegration time

Таблетки
Tablets

ОФС Распадаемость таблеток и капсул
General chapter Disintegration of tablets 

and capsules

6 Потеря в массе при высушивании
Loss on drying

Таблетки
Tablets

ОФС Потеря в массе при высушивании
General chapter Loss on drying

7 Извлекаемый объем
Extractable volume 

Раствор
Solution

ОФС Извлекаемый объем
General chapter Extractable volume

8 Стерильность
Sterility

Раствор
Solution

ОФС Стерильность, метод прямого посева или 
мембранной фильтрации

General chapter Sterility test. Direct inoculation 
or membrane filtration method

9 Микробиологическая чистота
Microbial quality

Таблетки
Tablets

ОФС Микробиологическая чистота
General chapter Microbial quality

10 Аномальная токсичность
Abnormal toxicity

Таблетки
Раствор
Tablets
Solution

ОФС Аномальная токсичность
General chapter Abnormal toxicity

11 Специфическая активность
Specific activity

Таблетки
Раствор
Tablets
Solution

ОФС Бактериофаги  
(раздел «Специфическая активность»)

General monograph Bacteriophages  
(«Specific activity» section)

12 Упаковка и маркировка
Packaging and labelling

Таблетки
Раствор
Tablets
Solution

ОФС Лекарственные формы, ОФС Упаковка, 
маркировка и транспортирование 

лекарственных средств
General chapter Dosage forms,

General chapter Packaging, labelling,  
and transportation of medicinal products

13 Транспортирование и хранение
Storage and transportation

Таблетки
Раствор
Tablets
Solution

ОФС Лекарственные формы, ОФС Упаковка, 
маркировка и транспортирование 

лекарственных средств
General chapter Dosage forms, General 

chapter Packaging, labelling, and transportation 
of medicinal products

a Согласно Государственной фармакопее Российской Федерации ХIV изд.
a According to the State Pharmacopoeia of the Russian Federation, 14th ed.
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Разработка ортотопической модели глиобластомы мыши с использованием 
клеточной линии GLi-261
А. А. Овсепян*, А. А. Борзов, Е. И. Каторкина, Е. О. Анисимова, М. В. Лыков

Общество с ограниченной ответственностью «Международный биотехнологический центр «ГЕНЕРИУМ», 
ул. Владимирская, д. 14, пос. Вольгинский, Петушинский район, 
Владимирская область, 601125, Российская Федерация

Глиобластома — наиболее часто встречающийся и наиболее агрессивный тип опухолей головного мозга 
с почти 100 % смертностью пациентов в течение 5 лет. Для поиска новых эффективных подходов к ле-
чению этого заболевания требуется разработка адекватных экспериментальных моделей. Цель работы: 
отработка и внедрение в практику ортотопической модели глиобластомы мышей. Материалы и мето­
ды: клетки глиомы мыши GLi-261 ортотопически, c использованием стереотаксического оборудования, 
инокулировали в область Putamen головного мозга мышей линии C57Bl/6. Динамика развития опухоли 
была исследована с помощью высокопольного магнитно-резонансного томографа Preclinical MRI System 
7.0T/17cm (Flexiscan). В качестве «положительного» контроля при лечении экспериментальной глиобла-
стомы использовали Темцитал® (темозоломид). Оценку неврологического статуса животных при проте-
кании опухолевого процесса оценивали по результатам тестов. Результаты: отработана ортотопическая 
модель глиобластомы мыши, разработанная на основе клеточной линии GLi-261, с использованием сте-
реотаксического оборудования для точной инокуляции опухолевых клеток, магнитно-резонансной томо-
графии для неинвазивного определения объема и динамики развития опухоли, специальных тестов для 
определения неврологического статуса биологических тест-систем. С использованием данной модели 
показана эффективность темозоломида («золотой стандарт» лечения глиобластомы). Выводы: данная 
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паратов, а также схем лечения онкологических заболеваний головного мозга при комплексной терапии.
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Glioblastoma is the most common and most aggressive type of brain tumor, with an almost 100 % mortality rate 
over 5 years. The search for new effective approaches to the treatment of this disease requires the development 
of adequate experimental models. Objective: to develop and put into practice an orthotopic model of mouse 
glioblastoma. Materials and methods: GLi-261 mouse glioma cells were orthotopically inoculated into the putamen 
of C57Bl/6 mice brain. Tumor dynamics was investigated by Preclinical MRI System 7.0T/17cm (Flexiscan) high-
field magnetic resonance imager (MR Solutions, UK). Temcital® (temozolomide) was used as a positive control in 
the treatment of experimental glioblastoma. The neurological status of animals in the course of tumour development 
was assessed by specific tests. Results: a GLi-261 cell-based mouse glioblastoma orthotopic model was developed 
using stereotactic equipment for accurate inoculation of tumour cells, magnetic resonance imaging for non-invasive 
determination of tumour volume and dynamics, and special tests for determination of the neurological status of the 
biological test systems. This model was used to demonstrate the effectiveness of temozolomide (the «gold standard» 
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По данным Международного агентства по изучению рака 
(International Agency for Research on Cancer) при участии Все-
мирной организации здравоохранения1, заболеваемость пер-
вичными опухолями головного мозга (включая менингиомы) 
составляет 6–19 случаев на 100 тысяч мужского и 4–18 случа-
ев на 100 тысяч женского населения.

Согласно официальным данным2, заболеваемость первич-
ными опухолями центральной нервной системы в Российской 
Федерации составляет в среднем 4,8 случая на 100 тысяч насе-
ления. В 2017 г. общая заболеваемость в России по данной но-
зологии составила 8844 случая, в том числе 668 — в возрасте 
до 19 лет. Нейроэпителиальные опухоли составляют до 50 % 
всех новообразований головного мозга. Глиомы составляют 
более 3/4 (77 %) всех нейроэпителиальных опухолей.

Прогноз излечения и выживаемости при первичных опухо-
лях головного мозга (в онкологии принято оценивать пятилет-
нюю выживаемость) напрямую зависит от возраста пациента, 
его общего состояния, типа раковых клеток, а также ряда дру-
гих факторов. Статистика выживаемости в течение пяти лет ва-
рьирует от 66 % для молодых (от новорожденности до 19 лет) 
и до 5 % для пожилых людей (75 лет и старше)3. Прогноз менее 
благоприятный при мультиформной глиобластоме: в течение 
пяти лет выживает 13 % пациентов в возрасте 20–44 лет и 1 % 
пациентов в возрасте 55–64 лет.

Большинство существующих в настоящее время экспери-
ментальных моделей ориентированы на использование клеток 
глиобластомы человека и иммунодефицитных мышей. Данный 
подход не позволяет с точностью воспроизвести патологические 
процессы из-за отсутствия воздействия иммунной системы ма-
кроорганизма на клеточное микроокружение опухоли [1].

Таким образом, поиск эффективных средств лечения гли-
ом и глиобластом человека является актуальной проблемой 
как в России, так и во всем мире. Одной из задач, которая стоит 
перед исследователями для решения данной проблемы, явля-
ется разработка релевантных экспериментальных моделей для 
их использования в ходе доклинических исследований.

Одним из этапов разработки лекарственных средств явля-
ется доказательство их эффективности на эксперименталь-
ных моделях. Одним из направлений деятельности ООО «МБЦ 
«ГЕНЕРИУМ» является разработка противоопухолевых лекар-
ственных препаратов, включая доклиническую оценку их эф-
фективности и безопасности.

Цель работы — отработка и внедрение в практику ортото-
пической модели глиобластомы мышей.

Задачи исследования:
1. Разработать ортотопическую модель глиобластомы мы-

шей, включая отработку:
- хирургического подхода для инокуляции опухолевых кле-

ток с использованием стереотаксического оборудования;
- методов оценки клинического состояния биологических 

тест-систем (БТС);
- метода прижизненной оценки динамики роста опухоли с ис-

пользованием метода магнитно-резонансной томографии (МРТ).
2. Исследовать динамику роста опухоли после инокуляции 

клеток GLi-261 (Murine glioma 261) в различных дозах.
3.  Оценить эффективность «положительного» контроля 

(терапия темозоломидом) для последующего изучения эф-
фективности новых противоопухолевых препаратов.

4.  Разработать и апробировать метод комплексной оцен-
ки глубины и тяжести протекания опухолевого процесса 
(МРТ‑исследование, клинический осмотр, медиана выживае-
мости).

Материалы и методы
Культура клеток

Для моделирования глиобластомы была использова-
на культура клеток Murine glioma 261 (Gli-261), полученная 
из National Institutes of Health (NIH), США. В исследованиях 
указанные клетки использовали в концентрациях 1,67∙106, 
8,33∙106 и  5,0∙107 клеток/мл (соответственно 5,0∙102, 1,5∙103 
и  5,0∙103  клеток/БТС). Объем инокулируемой клеточной су-
спензии — 3 мкл.

Животные

В качестве БТС в эксперименте использовали мышей ли-
нии C57Bl/6 SPF-категории (specified pathogen free), самки 
в возрасте 10–12 недель (получены из НПП «Питомник лабора-
торных животных» Филиала ИБХ РАН, г. Пущино). Содержание 
и уход за БТС проводили в соответствии с нормами и правила-
ми, указанными в «Политике работы с животными ООО «МБЦ 
«ГЕНЕРИУМ» и Руководстве по содержанию и использованию 
лабораторных животных4. В каждой группе было использова-
но по 10 БТС. Исследование одобрено на заседании Комис-
сии по биоэтике ООО «МБЦ «ГЕНЕРИУМ» (протокол № 41 от 
20.10.2017).

Терапия

В качестве «положительного» контроля при лечении экс-
периментальной глиобластомы у мышей использовали Тем-
цитал® (темозоломид) (Monte Verde S.A., Аргентина), вводя 
его в дозе 60 мг/кг перорально со вторых суток после орто-
топической трансплантации клеток глиобластомы по схеме 
5+2+2  введения с трехсуточными интервалами (2–6; 10–11; 
15–16 сут) [2].

Ортотопическая трансплантация клеток глиобластомы

При подготовке БТС к работе для общей анестезии ис-
пользовали инъекционный золетил-ксилазиновый наркоз 
(7–9 мкл/г живой массы БТС), что соответствует 50–60 мг/кг 
по золетилу (ВИРБАК, Франция) и 20–25 мг/кг по ксилазину 
(Bioveta а.s. Ivanovice na Hame, Czech Republic). Пред- и после
операционную анальгезию проводили с помощью кетопрофе-
на путем подкожной инъекции в дозе 2–5 мг/кг.

После наступления хирургического наркоза, используя уш-
ные фиксаторы и фиксатор челюсти, закрепляли голову мыши 
в адаптере для мышей (Stoelting Co., США) в горизонтальном 
положении таким образом, чтобы исключить возможные сме-
щения при операции и подготовке операционного поля (рис. 1).

Производили кожный разрез стерильным скальпелем от 
уровня глаз вдоль сагиттального шва черепа в сторону затылка 
длиной 15 мм таким образом, чтобы иметь свободный доступ 
к брегме.

С помощью скальпеля удаляли надкостницу с предполага-
емого места трепанации. Стерильными ушными палочками вы-
сушивали операционную рану и обрабатывали черепную кость 
раствором перекиси водорода (3 %) для обеззараживания ме-
ста трепанации и визуализации брегмы.

1 Информационный портал об опухолях мозга. http://oncobrain.ru/brain_tumors/statistics_disease_brain_tumors.html
2 Каприн АД, Старинский ВВ, Петрова ГВ, ред. Злокачественные новообразования в России в 2017 году (заболеваемость и смертность). 

М.: МНИОИ им. П.А. Герцена — филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» Минздрава России; 2018. 
3 Информационный портал об опухолях мозга. http://oncobrain.ru/brain_tumors/statistics_disease_brain_tumors.html
4 Guide for the care and use of laboratory animals. 8th ed. Washington D.C.: The National Academies Press; 2011.
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С помощью стереотаксиса (Stoelting Co., США) выстав-
ляли кончик иглы шприца (Hamilton, Швейцария) на брегму 
(точка «0») (рис. 2), передвигали вправо. В этой точке (X = 0, 
Y = 2,3) другой иглой проделывали трепанационное отверстие, 
применяя легкое надавливание, совмещенное с круговыми 
движениями.

После осуществления трепанации с помощью стереотаксиса 
вводили инъекционную иглу шприца на требуемую глубину (рис. 3).

Место инъекции подбирали из соображений наличия мини-
мального количества жизненно важных центров и исключения 
возможности попадания в один из желудочков мозга. Инокуля-
цию проводили в область Putamen (лат.).

После введения клеток иглу оставляли в месте инъекции на 
2 мин для сбалансирования внутричерепного давления и умень-
шения дальнейшего вытекания клеток вместе с черепно-мозго-
вой жидкостью. Далее иглу медленно вынимали из головного 
мозга. Высушивали рабочую поверхность стерильной фильтро-
вальной бумагой. Трепанационное отверстие «пломбировали» 
костным воском Bone Wax (Ethicon, США). Кожную рану заклеи-
вали тканевым клеем Dermabond (Ethicon, США).

После завершения операции БТС переносили в блок подо-
грева TAILHEATB (BiopacSystems Inc., США) с принудительной 
подачей кислорода (при помощи медицинского кислородного 
концентратора NewLife (AirSep, США)) до выхода животного из 
наркоза (рис. 4).

Оценка состояния БТС

В течение эксперимента состояние БТС оценивали с помощью 
специальных тестов, представленных в таблице 1 [3–7]. В на-
чале развития опухолевого процесса клинический осмотр про-
водили 2 раза в неделю, затем ежедневно.

1. Парапарез (Tail suspension test) — мышь подвешивали 
за хвост и наблюдали за синхронностью движения задних ко-
нечностей [4].

2. Гемипарез (Neurological deficits)  — мышь поднимали 
с помощью пинцета за хвост и следили за поворотами мыши 

Рис. 1. Биологическая тест-система с подготовленным 
операционным полем, зафиксированная в адаптере.
Fig. 1. A biological test system with a prepared surgical field, 
fixed in the adapter.

Рис. 2. Визуализация брегмы.
Fig. 2. Bregma visualisation.

Рис. 3. Инокуляция опухолевых клеток.
Fig. 3. Inoculation of tumour cells.
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в разные стороны, а также за ее движением по кругу во время 
теста «Походка» [5].

3. Хождение по краю (Ledge test) — мышь ставили на край 
клетки и следили за ее движением по краю и спуском в клетку [6].

4. Походка (Gait test) — мышь устанавливали на горизон-
тальную поверхность и следили за ее передвижениями [7].

5. Висячий тест на 4 лапах (Four limb hanging test) — мышь 
прицепляли 4 конечностями за решетку клетки и переворачи-
вали вниз головой, следили за временем удержания мыши на 
решетке [7].

Комплексную оценку неврологического статуса (КОНС) 
проводили по балльной системе с учетом вышеописанных па-
раметров. Каждый параметр оценивали по 3-балльной шкале, 
где 0 — отклонения параметра отсутствуют, 3 — нарушения по 
данному параметру ярко выражены. Суммирование баллов по 
каждому оцениваемому параметру давало обобщенную кли-
ническую картину в числовом эквиваленте, где минимальное 
значение (0) сопоставимо с клинически здоровым животным, 
а максимальное значение (15) означало ярко выраженную не-
врологическую симптоматику (предагональное состояние). 
Данное состояние БТС являлось критерием вывода его из экс-
перимента, БТС подвергали эвтаназии гуманным способом.

Оценка объема опухоли

Динамика развития опухоли была исследована с помощью 
высокопольного магнитно-резонансного томографа Preclinical 
MRI System 7.0T/17cm (Flexiscan) (MR Solutions, Великобрита-
ния). Все исследования проводили на наркотизированных золе-
тил-ксилазином (7–9 мкл/г живой массы БТС, что соответствует 
50–60 мг/кг по золетилу (ВИРБАК, Франция) и 20–25 мг/кг по кси-
лазину (Bioveta. а.s. Ivanovice na Hame, Czech Republic)) животных.

Перед МРТ-исследованием в ретроорбитальный синус 
мыши вводили 2 мкл контрастного вещества (Омнискан, ДжиИ 
Хэлскеа Ирланд Корк, Ирландия), разведенного в 150 мкл 
0,9 % раствора NaCl для лучшей визуализации опухоли.

МРТ-исследование проводили с помощью импульсной по-
следовательности: FSE T1 axial (Fast Spin Echo T1, аксиальная 
проекция) со следующими параметрами: время повторения 
(TR)  — 720 мс, время появления эхо-сигнала (TE)  — 11 мс, 
количество срезов  — 12, толщина среза (Thk)  — 1  мм, рас-
стояние между срезами — 0,1 мм, поле зрения (FOV) — 20×20, 
размер матрицы (Image Size) — 256×256, количество повторе-

ний (NEX) — 3, угол поворота (FA) — 900. Время сканирова-
ния — 2 мин 25 с.

Площадь опухоли на срезе определяли полуавтоматиче-
ским путем с помощью программного обеспечения MultiVox 
Dicom.

Результаты и обсуждение

Ортотопическая имплантация клеток Gli-261 в головной 
мозг БТС привела к формированию объемных новообразо-
ваний. На МРТ-сканах определялась объемная опухоль, име-
ющая гетероинтенсивный сигнал на Т1, с участками некроза, 
проявляющегося снижением интенсивности сигнала опухо-
левой ткани, и кровоизлияний, проявляющихся увеличением 
интенсивности сигнала, явлениями отека и сдавления при-
лежащих тканей, дислокацией срединных структур головного 
мозга (рис. 5).

    

Рис. 4. Оборудование для послеоперационных мероприятий (пояснения в тексте).
Fig. 4. Equipment for postoperative procedures (explanations are provided in the text).

Рис. 5. МРТ-изображение головы мыши с глиобластомой.
Fig. 5. MRI image of the head of a mouse with glioblastoma.
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Результаты еженедельного МРТ-исследования головно-
го мозга у мышей после ортотопической инокуляции клеток 
GLi-261 показали, что первые признаки новообразования по-
являются через 2 недели после интрацеребральной инъекции. 
Дальнейший рост опухоли сопровождался экспоненциальным 
увеличением ее объема (рис. 6).

При оценке зависимости продолжительности жизни от 
количества вводимых клеток (рис. 7) было обнаружено, что 
уменьшение количества клеток в 10 раз увеличивает медиану 
выживаемости на 33 % (9 сутки), а также уменьшает средний 

объем опухоли в 8 раз к 21 суткам по данным МРТ с 77,4 ± 19,2 
до 9,5 ± 1,77 мм3 (рис. 8).

В ходе оценки неврологической симптоматики при помо-
щи поведенческих тестов было показано, что объем опухоли 
(по данным МРТ) коррелирует с выраженностью клинических 
симптомов: чем больше опухоль, тем более выражены нару-
шения (рис. 9).

По итогам проведенных экспериментов для дальнейших 
исследований наиболее перспективной была признана концен-
трация 8,33∙106 клеток GLi-261 в 1 мл.

Таблица 1. Комплексная оценка неврологического статуса биологической тест-системы
Table 1. Comprehensive assessment of BTS neurological status 

Оценивае­
мый пара­

метр
Parameter

Оценка параметра в баллах
Score

0 1 2 3

Походка
Gait test

Быстрые, плавные, 
направленные 

движения
Quick, smooth, direc-

tional movements

Тремор или хромота при ходь-
бе, поникший хвост, времена-
ми наблюдается «сгорблен-

ная» поза
Tremor or lameness when 

walking, a drooping tail, and oc-
casionally a hunched posture

Сильный тремор, понижен-
ный таз и «утиная походка», 
периодически наблюдается 

«сгорбленная» поза
Severe tremor, low-lying 

pelvis, waddling gait, and oc-
casionally a hunched posture

Задние лапы не 
двигаются, передви-

гается с помощью 
передних лап, по-

стоянно наблюдается 
«сгорбленная» поза, 
постоянный тремор

Immobility of hind 
paws, only forepaws 
are used for move-
ment, a permanent 
hunched posture, 
permanent tremor

Парапарез
(тест с под-
нятием за 

хвост)
Paraparesis 
(Tail suspen-

sion test)

Задние конечности 
растопырены на-

ружу, подальше от 
живота

Hind limbs are 
spread outwards, 

away from the abdo-
men

Задние конечности подтяги-
ваются к животу менее чем 

50 % времени подвешивания
Hind limbs are retracted inwards 

towards the abdomen for less 
than 50 % of the suspension 

period

Задние конечности под-
тягиваются к животу более 
чем 50 % времени подве-

шивания
Hind limbs are retracted 

inwards towards the abdomen 
for more than 50 % of the 

suspension period

Задние конечности 
касаются живота

Hind limbs touch the 
abdomen

Гемипарез
Hemiparesis 
(Neurological 

deficits)

При поднятии 
за хвост равное 

количество попыток 
поворота в обе 

стороны
When lifted by the tail 

the BTS makes an 
equal number of at-

tempts to turn in both 
directions

Слабые, периодические 
циркулярные движения. При 
поднятии за хвост немного 

больше попыток поворота на 
противоположную от повреж-

дения сторону
Weak, periodic circular move-
ments. When lifted by the tail 
the BTS makes a little more 
attempts to turn to the side 
opposite to the one which is 

damaged

Слабые, но постоянные 
циркулярные движения 
(движение по большому 

радиусу). При поднятии за 
хвост больше попыток пово-
ротов на противоположную 

от повреждения сторону
Weak, but persistent circular 
movements (movement over 

a large radius). When lifted by 
the tail the BTS makes more 
attempts to turn to the side 
opposite to the one which is 

damaged

Движение по кругу 
(по малому радиусу). 
Потеря рефлекса вы-
прямления и опоры
Circular movements 
(over a small radius). 
Loss of the righting 
and support reflexes

Координация 
(ходьба по 

краю клетки)
Coordination 
(Ledge test)

БТС ходит по краю, 
не теряя равно-
весие, и плавно 

опускается в клетку
The BTS walks along 

the edge without 
losing balance and 

slowly descends into 
the cage 

БТС теряет почву под ногами 
во время прогулки вдоль вы-

ступа (по верхнему краю клет-
ки), но в остальном выглядит 

скоординированно
The BTS loses balance while 

walking along the ledge (along 
the upper edge of the cage), 
but otherwise seems well-

coordinated

БТС неэффективно ис-
пользует лапы, при спуске 

приземляется не на лапы, а 
на голову

The BTS inefficiently uses 
its paws, when descending it 
lands not on its paws, but on 

its head

БТС падает с уступа 
или отказывается 

двигаться даже при 
действии сильного 

внешнего раздражи-
теля

The BTS falls off the 
ledge or refuses to 
move, even when 

exposed to a strong 
external stimulus

Выносливость
(висячий тест 
на 4 лапах)
Endurance 
(Four limb 

hanging test)

>5 мин с передви-
жением по поверх-

ности сетки
>5 min and moving 
on the grid surface 

>5 мин (на одном месте)
>5 min (in the same place)

>5 мин за две попытки
>5 min in two attempts

<5 мин за две 
попытки

<5 min in two attempts

Примечание. БТС — биологическая тест-система.
Note. BTS — biological test system.
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Рис. 6. Динамика изменения объема опухоли. Ось абсцисс — время после инокуляции, сут; ось ординат — объем опухоли, мм3.
Fig. 6. Dynamics of tumour volume. X axis — time after inoculation, days; Y axis — tumour volume, mm3.
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Рис. 7. Кривые выживаемости биологической тест-системы. Дозозависимый эффект. Ось абсцисс  — время после 
инокуляции, сут; ось ординат — выживаемость, %. 1 — 5,0·103, 2 — 1,5·103, 3 — 5,0·102 клеток/БТС.
Fig. 7. BTS survival curves. Dose dependent effect. X axis — time after inoculation, days; Y axis — survival, %. 1 — 5.0·103, 2 — 
1.5·103, 3 — 5.0·102 cells/BTS.
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Рис. 8. Объем опухоли на 21 сутки после инокуляции опухолевых клеток. Ось абсцисс — доза инокулированных опухолевых 
клеток; ось ординат — объем опухоли, мм3. 1 — 5,0·103, 2 — 1,5·103, 3 — 5,0·102 клеток/БТС.
Fig. 8. Tumour volume on day 21 after tumour cell inoculation. X axis — the dose of inoculated tumour cells; Y axis — tumour volume, 
mm3. 1 — 5.0·103, 2 — 1.5·103, 3 — 5.0·102 cells/BTS.
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Рис. 9. Сравнение размера (МРТ-визуализация) опухоли и клинической картины у биологической тест-системы. V GBM — 
объем глиобластомы мыши по данным МРТ, мм3; КОНС — комплексная оценка неврологического статуса, балл.
Fig. 9. Comparison of the tumour volume (MRI-visualisation) and clinical presentation. V GBM — tumour volume, mm3; КОНС — 
comprehensive assessment of the neurological status, score.
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Рис. 10. Выживаемость биологической тест-системы на фоне применения темозоломида. Ось абсцисс  — время после 
инокуляции опухолевых клеток, сут; ось ординат  — выживаемость, %. 1  — введение фосфатно-буферного раствора 
в объеме, равном объему введенного темозоломида, и по той же схеме; 2 — введение темозоломида.
Fig. 10. BTS survival with Temozolomide. X axis — time after tumour cell inoculation, days; Y axis — survival, %. 1 — administration 
of the phosphate-buffered saline in a volume equal to the volume of the administered temozolomide and following the same regimen; 
2 — administration of temozolomide.
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На следующем этапе была проведена серия экспериментов 
с лечением опухоли темозоломидом («золотой стандарт» при 
лечении глиобластом).

Применение темозоломида привело к увеличению продол-
жительности и качества жизни БТС. Медиана выживаемости 
в группе с темозоломидом (рис. 10) была в 1,5 раза выше, чем 
в  контрольной группе (41,5 суток против 26 суток соответ-
ственно и объем опухоли на 24 сутки после операции, оцени-
ваемый при помощи МРТ, был значительно меньше: 1,67 ± 1,5 
против 86,5 ± 41,4 мм3 (рис. 11). Клиническая картина также 
кардинально отличалась: в группе контроля все БТС пали или 
были в агональном состоянии (15 баллов по данным клиниче-
ского осмотра), в то время как в группе с лечением темозоло-
мидом все БТС были клинически здоровы (0–3 балла по КОНС), 
что подтверждает результаты исследования других авторов [8].

Заключение

Полученные в результате исследования данные свидетель-
ствуют о дозозависимом развитии опухолевого процесса при 
экспериментальном моделировании глиобластомы мышей на 
основе линии клеток GLi-261. Важно, что дозозависимый эф-
фект наблюдается практически по всем наиболее значимым 
параметрам оценки опухолевого процесса, а именно по:

- медиане выживаемости;
- динамике развития опухоли;
- клиническому состоянию биологической тест-системы.
В процессе исследования отработана комплексная оценка 

тяжести протекания опухолевого процесса, включающая в себя:
-  МРТ-исследование (для неинвазивного прижизненного 

определения наличия и динамики развития опухоли, а также 
процессов, протекающих в  развивающейся опухоли (некроз, 
кровоизлияние));

- клинический осмотр (адаптирован и внедрен в практику 
перечень неврологических проявлений глиобластомы, опреде-
лена корреляция с размером опухоли);

- оценку медианы выживаемости.
Показано, что темозоломид, примененный в отношении 

разработанной модели экспериментальной глиобластомы, эф-
фективно замедляет динамику развития опухоли, увеличивает 
медиану выживаемости животных, а также снижает выражен-
ность клинических симптомов.

Таким образом, полученные результаты позволяют говорить 
о разработанной впервые в России хирургической эксперимен-
тальной модели ортотопической глиобластомы мышей на осно-
ве линии клеток GLi-261, с использованием стереотаксического 
и МРТ-оборудования, оценкой клинического состояния экспери-
ментальных животных. Данная экспериментальная модель мо-
жет быть использована в качестве in vivo тест-системы для до-
клинической оценки эффективности новых противоопухолевых 
препаратов, а также отработки схем лечения онкологических 
заболеваний головного мозга при комплексной терапии.
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Рис. 11. Средний объем опухоли на 24 сутки после инокуляции опухолевых клеток. Ось абсцисс  — группы БТС; ось 
ординат  — объем опухоли,  мм3. 1  — введение фосфатно-буферного раствора в объеме, равном объему введенного 
темозоломида, и по той же схеме; 2 — введение темозоломида.
Fig. 11. Comparison of the tumour volume and clinical presentation. X axis — BTS groups; Y axis — tumour volume, mm3. 1 — 
administration of the phosphate-buffered saline in a volume equal to the volume of the administered temozolomide and following the 
same regimen; 2 — administration of temozolomide.
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На сегодняшний день метод коротких тандемных повторов (STR-анализ) является признанным междуна-
родным стандартом для установления подлинности и генетической стабильности клеточных линий, поэ-
тому развитие и внедрение метода в рутинную практику банков/коллекций является актуальной задачей. 
Кроме того, развитие сферы биомедицинских клеточных продуктов (БМКП), в которых клеточные линии 
являются основным компонентом, диктует необходимость внедрения метода STR-анализа и для оценки 
их подлинности в ходе экспертизы качества. В настоящее время Государственная фармакопея Россий-
ской Федерации не предусматривает обязательного применения метода STR-анализа для идентифика-
ции клеточных линий, в то время как в зарубежной практике для контроля качества клеточных линий он 
используется около десяти лет. Использование в медицинской практике идентифицированных клеточных 
линий обеспечит эффективность и безопасность применения БМКП. Цель работы: оценка возможности 
применения метода STR-анализа для аутентификации и определения генетической стабильности кле-
точных линий человека на примере U937, WISH, WIL2-S, NK-92, Jurkat Clone E6-1. Материалы и методы: 
клеточные линии человека — U937 (European Collection of Authenticated Cell Cultures, Европейский союз), 
WISH, WIL2-S, NK-92, Jurkat Clone E6-1 (American Type Culture Collection, США). Определение аллельного 
профиля клеточных линий осуществляли методом STR-анализа с использованием набора COrDIS Plus 
(Gordiz, Россия). Электрофоретическое разделение проводили на приборе Genetic Analyzer 3500 Series. 
Сравнение профилей клеточных линий проводили с использованием данных, представленных на сайтах 
коллекций European Collection of Authenticated Cell Cultures, American Type Culture Collection. Результаты: 
на основе сравнительных данных о наборах AuthentiFiler™ PCR Amplification Kit (Thermo Fisher Scientific, 
США) и GenePrint® 10 System (Promega Corporation, США), предназначенных для определения подлинно-
сти клеточных линий методом STR-анализа, с характеристиками набора COrDIS plus установлено, что на-
бор COrDIS plus содержит в себе все локусы суммарно из зарубежных наборов, а также включает локусы, 
рекомендованные Международным комитетом по идентификации клеточных линий человека. Установле-
но полное генетическое соответствие линий U-937, WIL2S, WISH, NK-92 стандартным профилям, пред-
ставленным на сайтах международных коллекций. Выявлена генетическая нестабильность клеточной ли-
нии Jurkat Clone E6-1, проявляющаяся потерей гена амелогенина. Выводы: подтверждена возможность 
применения метода STR-анализа для аутентификации и определения генетической стабильности с ис-
пользованием набора COrDIS plus на примере клеточных линий U937, WISH, WIL2-S, NK-92, Jurkat Clone 
E6-1. Полученные результаты свидетельствуют о целесообразности применения набора COrDIS plus для 
анализа клеточных линий, входящих в состав БМКП, в биомедицинских исследованиях, а также в ходе 
проведения экспертизы качества БМКП.
Ключевые слова: биомедицинский клеточный продукт; идентичность (подлинность); аллельный про-
филь клеточных линий; STR-анализ; клеточная линия
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Short tandem repeat analysis (STR) is a well-established international method of authentication and genetic sta-
bility testing of cell lines (CLs). Therefore, the development and introduction of this method into routine practice 
of cell banks and cell culture collections is a pressing concern. In addition, the expansion of the field of cell-line 
based biomedical cell products (BСPs) necessitates the implementation of STR as a tool of identification tes
ting during quality control. The State Pharmacopoeia of the Russian Federation does not require mandatory use 
of STR for cell line identification, while other countries have been using this method for cell line quality control 
for about a decade. The use of identified CLs in medical practice will ensure the efficacy and safety of BCPs. 
The aim of the study was to assess the possibility of using STR analysis for authentication and genetic stability 
testing of CLs using U937, WISH, WIL2-S, NK-92, and Jurkat Clone E6-1 CLs as examples. Materials and me­



252

М. Д. Хорольский, И. С. Семенова, Е. В. Мельникова, Ю. В. Олефир 
M. D. Khorolsky, I. S. Semenova, E. V. Melnikova, Yu. V. Olefir

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2019, Т. 19, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2019, V. 19, No. 4

thods: the following human CLs were used in the study: U937 (ECACC), WISH (ATCC), WIL2S (ATCC), NK-92 
(ATCC), and Jurkat Clone E6-1 (ATCC). The CL allelic profiles were determined by STR using the COrDIS Plus 
kit (Gordiz, Russia). The electrophoretic separation was performed using a Genetic Analyzer 3500 Series instru-
ment. The data provided on the websites of the European Collection of Authenticated Cell Cultures and Ameri-
can Type Culture Collection were used to compare the CL profiles. Results: the AuthentiFiler PCR Amplification 
Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) and the GenePrint 10 System (Promega Corporation, USA) intended for CL 
authentication by STR were compared with the characteristics of the COrDIS plus kit (Gordiz, Russia). The results 
of the comparison demonstrated that the COrDIS plus kit includes all the loci found in the foreign kits, as well as 
the loci recommended by the International Cell Line Authentication Committee. The U-937, WIL2S, and NK-92 
CLs demonstrated genetic identity with the reference profiles available on the websites of the international col-
lections. The Jurkat Clone E6-1 CL was found to be genetically instable due to the loss of the amelogenin gene. 
Conclusions: it was demonstrated by the examples of U937, WISH, WIL2-S, NK-92, and Jurkat Clone E6-1 CLs 
that STR and the COrDIS plus kit could be used for authentication and genetic stability testing. The obtained re-
sults suggest the feasibility of using the COrDIS plus kit for the analysis of CLs used in BCPs, for BCP quality 
control, and biomedical research.
Key words: biomedical cell product; authenticity (identification); cell line allelic profile; STR; cell line
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Одно из наиболее значимых достижений современной нау-
ки и медицины — это разработка препаратов для медицинско-
го применения (иммунобиологических, биотехнологических 
лекарственных препаратов и биомедицинских клеточных про-
дуктов) с использованием / на основе клеточных линий (КЛ). 
Активное использование КЛ диктует необходимость развития 
методов контроля их качества и стандартизации, учитывая 
в первую очередь такие специфические параметры, как под-
линность (генетическое соответствие организму — источнику 
получения, наличие определенных поверхностных маркеров 
и секретомов) и безопасность (отсутствие контаминации виру-
сами, бактериями, грибами, генетическим материалом других 
КЛ). Аутентификация КЛ подразумевает доказательство ее со-
ответствия исходному материалу на уровне ДНК и отсутствия 
контаминации другими КЛ (в том числе клеточными линиями 
других видов).

По данным ученых C. Korch с соавт. [1] и T.L. Rizner с соавт. 
[2], неверная идентификация КЛ и/или контаминация генети-
ческим материалом других КЛ обнаруживается почти в 40 % 
банкированных КЛ и зачастую приводит к получению недосто-
верных результатов при научных исследованиях. Ошибки иден-
тификации и дальнейшее медицинское применение контами-
нированных КЛ недопустимы и могут нанести существенный 
вред при их применении пациентам.

Отдельным классом препаратов, которые применяются 
в  терапии заболеваний, являются биомедицинские клеточные 
продукты (БМКП), содержащие в себе одну или несколько КЛ 
и вспомогательные вещества, а также зарегистрированные ле-
карственные препараты / фармацевтические субстанции и/или 
медицинские изделия1. Контроль качества БМКП отличается 
от контроля качества лекарственных препаратов (ЛП) в первую 
очередь обязательным определением соответствия качества КЛ, 
входящей в состав БМКП, что обусловлено особенностью их про-
изводства — наличием необходимого этапа культивирования КЛ.

Первые упоминания о межвидовой перекрестной (кросс-) 
контаминации КЛ человека и животных появились в конце 

60-х годов ХХ века [3]. В работах A. Rojas с соавт. [4], L.C. Lin 
с соавт. [3] описываются случаи перекрестного загрязнения 
опухолевыми линиями клеток HeLa перевиваемых клеточных 
культур, использование которых в экспериментах искажало 
результаты биомедицинских исследований.

Для своевременного выявления контаминации в 2010  г. 
Международный комитет по идентификации КЛ (International 
Cell Line Authentication Committee) опубликовал рекомендации 
о необходимости периодического проведения видовой иденти-
фикации и аутентификации клеточных культур2.

Методы определения подлинности КЛ постоянно совер-
шенствуются. На протяжении многих лет для аутентификации 
клеток применялись такие методы, как изоферментный ана-
лиз, кариотипирование, HLA-типирование и иммунофенотипи-
рование [5, 6]. Однако в последнее десятилетие наиболее ши-
рокое распространение получили молекулярно-биологические 
методы определения подлинности КЛ. Самыми известными 
и  эффективными являются методы, основанные на полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) [7]. Данная группа методов яв-
ляется чрезвычайно чувствительной и селективной.

Анализ профиля ДНК наравне с цитогенетическими мето-
дами, в соответствии с рекомендациями ВОЗ3 и документами 
ICH4, должен использоваться при характеризации главных 
и  рабочих клеточных банков для подтверждения подлинно-
сти и генетической стабильности КЛ. Это требование стано-
вится особенно актуальным и в сфере развития банкирова-
ния КЛ человека для целей производства БМКП. Кроме того, 
отсутствие генетических изменений в результате проводимых 
манипуляций с клетками в процессе производства БМКП 
особенно важно в случае использования стволовых клеток из-
за возможного риска онкогенной трансформации как in vitro, 
так и in vivo [7].

При выборе правильных генов-мишеней существует воз-
можность определения подлинности большого количества 
клеточных культур различного происхождения. Разнообра-
зие аналитических систем, позволяющих идентифицировать 

1  Федеральный закон Российской Федерации от 23.06.2016 № 180-ФЗ «О биомедицинских клеточных продуктах».
2  Guide to Human cell line authentication. 19 November 2012. International Cell Line Authentication Committee. https://standards.atcc.org/kwspub/

home/the_international_cell_line_authentication_committee-iclac_/Authentication_SOP.pdf
3  Annex 3. Recommendations for the evaluation of animal cell cultures as substrates for the manufacture of biological medicinal products and for the 

characterization of cell banks. WHO Technical Report Series 978; 2013. http://www.who.int/biologicals/vaccines/TRS_978_Annex_3.pdf
4  ICH Topic Q5D Quality of biotechnological products: derivation and characterisation of cell substrates used for production of biotechnological/biological 

products (CPMP/ICH/294/95). EMEA; 1998.
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видовую принадлежность клеточных культур, привело к обра-
зованию концепции ДНК-фингерпринтинга — качественному 
и точному методу оценки генома, практически лишенному не-
достатков, к которому относится и метод коротких тандемных 
повторов (Short tandem repeat analysis, STR-анализ), который 
позволяет оценить распределение аллелей [8].

Методы, основанные на фрагментном анализе нукле
иновых кислот, для аутентификации КЛ в настоящее 
время рекомендуются и в нормативном документе США5, 
регламентирующем выбор методов для контроля качества КЛ. 
В Российской Федерации Государственная фармакопея6 на 
сегодняшний день не содержит конкретных рекомендаций 
по использованию молекулярно-генетических методов 
фрагментного анализа для определения подлинности КЛ.

Изначально метод STR-анализа применялся в судебной 
экспертизе при установлении личности подозреваемых, а так-
же для определения степени родства [9–12]. Позже метод 
STR-анализа профилирования стал применяться в аутентифи-
кации КЛ при биомедицинских исследованиях различного ха-
рактера [13]. Ввиду того что генетический профиль чистой КЛ 
должен оставаться неизменным на протяжении всего процесса 
культивирования, процедура идентификации методом корот-
ких тандемных повторов становится обязательной. Ограниче-
ние применения данного метода может касаться только опухо-
левых КЛ, так как они часто дефектны по гетерозиготности или 
содержат множественные копии аллеля [14].

Немаловажную роль в актуальности и востребованности 
данного метода играет его применимость при генетическом 
профилировании клеток животных, которые активно исполь-
зуются в научных экспериментах, а также в качестве субстратов 
получения биотехнологических и иммунобиологических ЛП.

Клеточные линии мышей являются самым популярным вы-
бором при исследовании человеческих генов и заболеваний. 
Они используются в биотехнологии рекомбинантных белков 
и являются фидерными клетками для эмбриональных стволо-
вых клеток. Существуют данные о профилировании КЛ мышей 
при помощи набора STR-локусов с установлением зависимо-
сти длины фрагмента от количества повторов секвенировани-
ем по Сэнгеру. Проведенные исследования показали успешную 
идентификацию мышиных КЛ, а также возможность обнару-
живать изменения в геноме [15].

Исследования по аутентификации КЛ животных проводи-
лись не только на клетках белых мышей, но и на обезьянах. 
Такой выбор обусловлен частотой использования и схожестью 
КЛ обезьян с клетками человека. Поскольку генотип обезьян 
схож с генотипом человека, для испытаний использовались са-
мые распространенные наборы STR-локусов, предназначенные 
для идентификации КЛ человека. Восемь STR-маркеров были 
отобраны согласно следующим правилам: локус должен иметь 
как минимум 4 уникальных аллеля, локус должен отображать-
ся в каждом повторе эксперимента, локус должен содержать 
тетрануклеотидный повтор. По итогу проведенных исследова-
ний установлено, что наборы STR-локусов для идентификации 
человеческих КЛ можно использовать для идентификации 
клеток обезьян. Для установления стабильности данных локу-
сов испытания проводились в течение 6 месяцев. По истечении 
этого времени было установлено, что эти участки остаются не-
изменными даже при высоком числе пассажей [16].

В настоящее время метод фрагментного анализа явля-
ется одним из передовых способов аутентификации кле-
точных культур. Мировые коллекции КЛ, такие как American 
Type Culture Collection (АТСС), Japanese Collection of Research 
Bioresources (JCRB), Institute of Physical and Chemical Research 
(RIKEN), используют метод STR-анализа для установления 
подлинности клеточных культур. В России в 1978 г. была соз-
дана Всесоюзная (Российская) коллекция клеточных культур, 
объединяющая биобанки различных НИИ, в том числе кол-
лекция культур клеток позвоночных ФГБУН Института цито-
логии РАН (Санкт-Петербург). Коллекция оказывает услуги по 
характеристике, стандартизации и хранению КЛ. В паспортах 
КЛ указана информация по аутентификации ДНК профиля КЛ 
человека методом STR-анализа по 9 локусам [17], которые со-
ответствуют рекомендованным Международным комитетом по 
идентификации КЛ человека7. С 2017 г. STR-профилирование 
стало использоваться и в Покровском банке стволовых клеток 
(PSCB).

Американский национальный институт стандартов (Ameri-
can National Standards Institute, ANSI) вместе с АТСС разрабо-
тали международный документ ASN-0002, стандартизирующий 
методологию и подходы к ДНК-профилированию. Общей це-
лью этого документа является стандартизация методов выде-
ления ДНК, метода проведения фрагментного анализа, метода 
обработки и интерпретации данных.

Принцип использования метода STR-анализа для под-
тверждения подлинности (аутентификации) КЛ заключается 
в нахождении соответствий между полученным генетическим 
профилем и референсным профилем, предоставленным био-
банком/коллекцией. В случае получения аутологичного БМКП 
референсным выступает генетический профиль донора. Ге-
нетические профили состоят из комбинаций локусов (место-
расположение определенного гена на хромосоме). Каждый 
локус представлен тандемно повторяющимися мономерами 
и достигает длиной до 9 пар оснований. Генетический профиль 
получается в результате амплификации определенных аллелей 
образца ДНК при помощи готовых STR-наборов. Такие наборы 
могут быть предназначены для идентификации до 20 локусов 
одновременно. В настоящее время в мире принято несколько 
локусных стандартов или групп локусов с определенными, 
конкретными локусами, которые используются для идентифи-
кации личности в судебной медицине, криминалистике и ау-
тентификации КЛ в биомедицинских исследованиях. Самыми 
популярными из них являются следующие стандарты: CODIS 
(США), ESSS (ЕС), UK Core Loci (Великобритания), German Core 
Loci (Германия), Interpol Standard Set of Loci (международная 
база, не применяется в аутентификации КЛ).

В настоящее время только два набора импортного про-
изводства имеют непосредственное назначение «для уста-
новления подлинности клеточной линии» методом корот-
ких тандемных повторов: AuthentiFiler™ PCR Amplification 
Kit (Thermo Fisher Scientific, США) и GenePrint® 10 System 
(Promega Corporation, США) (табл. 1). Эти наборы кардиналь-
но отличаются перечнем определяемых STR-локусов (общий 
только один определяемый локус — ТН01). Причем только 
набор GenePrint® 10 System предназначен для определения 
STR-локусов, рекомендованных Международным комитетом 
по идентификации КЛ8.

5  <1046> Cellular and Tissue-Based Products. USP 41–NF 36.
6  Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд.; 2018.
7  Guide to Human cell line authentication. 19 November 2012. International Cell Line Authentication Committee. https://standards.atcc.org/kwspub/

home/the_international_cell_line_authentication_committee-iclac_/Authentication_SOP.pdf
8  Там же.
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В Российской Федерации на данный момент не существует 
наборов STR-анализа отечественного производства, которые 
были бы предназначены конкретно для определения подлин-
ности КЛ человека. Ранее нами была показана возможность 
применения набора отечественного производителя COrDIS plus 
(ООО «Гордиз», Россия) для фрагментного анализа, содержа-
щего одновременно 20 локусов из разных баз данных [18].

Набор COrDIS plus (табл. 1) содержит в себе суммарно 
практически все локусы из наборов GenePrint и Authentifiler, 
а  также включает локусы, рекомендованные мировым науч-
ным сообществом для идентификации9. Кроме того, при выбо-
ре набора COrDIS plus необходимо учитывать и экономическую 
составляющую при оценке стоимости анализов по аутентифи-
кации КЛ: набор отечественного производства значительно де-
шевле наборов, разработанных за рубежом.

Таким образом, для проведения нашего исследования был 
выбран набор COrDIS plus (ООО «Гордиз»), в который входят 
наиболее распространенные локусы (в соответствии с CODIS) 
и включающий все рекомендованные локусы для аутентифика-
ции КЛ. В ходе эксперимента нами была оценена возможность 
применения набора COrDIS plus для определения подлинности 
и генетической стабильности КЛ человека.

Цель работы — оценка возможности применения метода 
STR-анализа для аутентификации и определения генетической 
стабильности клеточных линий человека U937, WIL2-S, WISH, 
Jurkat Clone E6-1, NK-92.

Материалы и методы

Материалы

В таблице 2 представлен перечень КЛ, использованных 
для определения аллельного профиля методом STR-анализа 
с применением набора COrDIS Plus (арт. CP-192S, ООО «Гор-
диз», Россия). Характеристики набора COrDIS Plus представ-
лены в таблице 1.

Методы

Выделение ДНК КЛ проводили при помощи набора PureLink 
gDNA (Invitrogen, кат. № K182002) в двух повторностях. Концен-
трацию ДНК определяли по оптической плотности на приборе 
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) при длине волны 260 нм.

Для постановки ПЦР при помощи набора COrDIS Plus 
в  пробирку вносили 5 мкл активатора (содержащего буфер-
ный раствор и ионы Mg2+) и добавляли до 20 мкл исследуемой 
геномной ДНК для получения концентрации 1 нг. Оптимальное 
количество ДНК — 1 нг (в соответствии с рекомендациями 
к  набору COrDIS Plus). Объем полученного раствора доводи-
ли до 25 мкл деионизированной водой. Реакционную смесь 
перемешивали до гомогенного состояния 5–8-кратным пипе-
тированием и затем интенсивно перемешивали. Раствор на 
дне пробирки собирали коротким центрифугированием при 
2000 об./мин в течение 15 с.

Помимо исследуемых ДНК, с каждой серией был ампли-
фицирован один положительный и один отрицательный конт

Таблица 1. Сравнительная характеристика наборов для STR-анализа
Table 1. Comparison of STR reagent kits 

Показатель
Parameter

Характеристика набора
Kit description

AuthentiFiler™ PCR Amplification Kit GenePrint® 10 
System COrDIS Plus

Количество локусов
Number of loci

9+амелогенин
9+amelogenin

9+амелогенин
9+amelogenin

19+амелогенин
19+amelogenin

Локусы
Loci

D10S1248
D1S1656

Amelogenin
D2S1338

D22S1045
D19S433

TH01
D2S441

D6S1043
D12S391

TH01
D21S11
D5S818

D13S317
D7S820

D16S539
CSF1PO

Amelogenin
vWA

TPOX

Amelogenin
D3S1358

TH01
D12S391
D1S1656

D10S1248
D22S1045

D2S441
D7S820

D13S317

FGA
TPOX

D18S51
D16S539
D8S1179
CSF1PO
D5S818

VWA
D21S11

SE33

Назначение набора
Kit’s intended use

Для аутентификации клеточных 
линий, исключая судебные, диа-
гностические и терапевтические 

исследования
Cell line authentication, including foren-
sic, diagnostic and therapeutic research 

Для аутентифи-
кации клеточных 
линий человека
Human cell line 
authentication

Идентификация личности
Identification of personality

Чувствительность
Sensitivity

0,125–2 нг
0.125–2 ng

10 нг
10 ng

0,2–2 нг
0.2–2 ng

Дискриминирующий 
потенциал набора

Power of discrimination

Менее 1 на 1011

Less than 1 in 1011
Менее 1 на 1017

Less than 1 in 1017
Менее 1 на 1021

Less than 1 in 1021

Количество реакций
Number of reactions 50 50 192

Время анализа, ч
Analysis time, h 4 4–5 6–7 

Тип ПЦР
PCR type

Классическая
Conventional

Классическая
Conventional

Градиентная
Gradient

9  Там же.
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роль. Для приготовления положительного контроля вместо 
исследуемой ДНК в пробирку добавляли 1  мкл контрольной 
ДНК (входит в состав набора), для приготовления отрицатель-
ного контроля в пробирку вместо исследуемой ДНК добавляли 
деионизированную воду. Параметры температурного градиен-
та для проведения ПЦР указаны в таблице 3.

Для получения полного STR-профиля соответствующей КЛ 
проводили фрагментный анализ — электрофоретическое разде-
ление продуктов амплификации, полученных с помощью набора 
COrDIS Plus. Электрофоретическое разделение проводили на 
приборе Genetic Analyzer 3500 Series (Applied Biosystems). Перед 
загрузкой образцов готовили смеси деионизированного фор-
мамида и размерного стандарта S550 (входит в состав набора), 
разведенного в соотношении 10:1. Полученную смесь тщатель-
но перемешивали и добавляли по 10 мкл смеси в каждую лунку 
стрипа. Во все лунки (за исключением лунки, предназначенной 
для «аллельного стандарта»), вносили по 1 мкл ПЦР-продукта. 
В отдельную лунку вносили 1 мкл раствора «аллельного стандар-
та». Готовый стрип тщательно встряхивали и центрифугировали.

Электрофоретическое разделение проводили на капилля-
рах длиной 50 см с использованием полимера POP6 и набором 
красителей Any5Dye.

Экспериментально полученные генетические профили 
сравнивали с представленными на сайтах10.

Результаты и обсуждение

Для оценки возможности применения метода STR-анализа 
нами были установлены генетические профили следующих КЛ 
из коллекций ATCC и ECACC: U-937, WIL2S, WISH, Jurkat Clone 
E6-1, NK-92.

В ходе эксперимента было установлено полное генетиче-
ское соответствие линий U-937, WIL2S, WISH, NK-92 с пред-
ставленными на сайте коллекций стандартными профилями. 
Генетические профили вышеуказанных линий представлены 
в таблице 4.

Экспериментально полученные профили представлены 
на рисунках 1, 2.

Генетический профиль КЛ Jurkat Clone E6-1 отличался от 
представленного на сайте ATCC стандарта по отсутствию од-

ного аллеля гена амелогенина. Локусный состав полученного 
генетического профиля и стандарта ATCC представлены в та-
блице 5 и на рисунке 3.

Таким образом, в результате проведенного эксперимента по 
построению генетического профиля КЛ у четырех из пяти КЛ 
аллельные профили соответствовали представленным данным 
коллекций. Для КЛ Jurkat Clone E6-1 была зафиксирована поте-
ря гена амелогенина Y. В соответствии с данными Y. Huang c со-
авт. [19], геном клеток Jurkat Clone E6-1 является изменчивым 
и нестабильным, потеря одного из локусов при исследовании 
методом STR-анализа может происходить вследствие мутаций в 
геноме КЛ или изменения последовательности генов.

Выводы

В настоящее время метод коротких тандемных повторов 
является признанным международным стандартом для уста-
новления подлинности и генетической стабильности КЛ, поэ
тому развитие и внедрение его в рутинную практику банков/
коллекций является актуальной задачей. Кроме того, развитие 
сферы БМКП, в которых КЛ являются основным компонентом, 
диктует необходимость внедрения метода STR-анализа и для 

Таблица 2. Перечень клеточных линий, использованных в эксперименте по определению аллельного профиля методом 
STR-анализа
Table 2. Cell lines used in STR analysis of the allelic profile

№ п/п
No.

Наименование
Name

Пассаж
Passage

Коллекция
Collection

Происхождение
Origin

1 Jurkat Clone E6-1 3 ATCC® TIB-152™

Человек, острая лейкемия, Т-лимфоциты, перифе-
рическая кровь

Human, acute leukemia, T lymphocytes, peripheral 
blood

2 NK-92 8 ATCC® CRL-2407™
Человек, натуральные киллеры

Human, natural killer cells

3 U-937 4 ЕCACC® General Collection
Cat. No. 85011440

Человек, гистиоцитарная лимфома
Human, histiocytic lymphoma

4 WIL2-S 2 ATCC® CCL-8885™

Человек, В-лимфобластные клетки, экспрессирую-
щие на поверхности антиген CD20

Human, B lymphoblasts expressing the CD20 antigen 
on the cell surface

5 WISH 2 ATCC® CCL-25™ Человек, клетки амниона
Human, amnion cells

Примечание. ATCC — American Type Culture Collection, США; ECACC — European Collection of Authenticated Cell Cultures, Европейский союз.
Note. ATCC: American Type Culture Collection, USA; ECACC: European Collection of Authenticated Cell Cultures, European Union.

10  American Type Culture Collection. https://www.lgcstandards-atcc.org/?geo_country=ru
European Collection of Authenticated Cell Cultures. https://www.phe-culturecollections.org.uk/collections/ecacc.aspx

Таблица 3. Параметры температурного градиента для про-
ведения ПЦР
Table 3. Temperature gradient parameters for PCR

Температура, °C
Temperature, °C

Время
Time

Количество циклов
Number of cycles

94
98
59
72

3 мин (min)
30 с (s)

120 с (s)
90 с (s)

4 

94
59
72

30 с (s)
120 с (s)
90 с (s)

6 

90
59
72

30 с (s)
120 с (s)
75 с (s)

18 

68
15

10 мин (min)
∞ 1 
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Рис. 3. Экспериментально полученный STR-профиль клеточной линии Jurkat Clone E6-1.
Fig. 3. Obtained STR profile of the Jurkat Clone E6-1 cell line.

Таблица 4. Экспериментально полученные генетические профили клеточных линий U-937, WIL2S, WISH, NK-92
Table 4. Genetic profiles of U-937, WIL2S, WISH, and NK-92 cell lines 

U-937 WIL2S WISH NK-92

Amelogenin: X
CSF1PO: 12

D13S317: 10, 12
D16S539: 12
D5S818: 12

D7S820: 9, 11
THO1: 6, 9.3
TPOX: 8, 11
vWA: 14, 15

Amelogenin: X,Y
CSF1PO: 11, 12

D13S317: 11
D16S539: 11, 12
D5S818: 12, 13
D7S820: 9, 11
F13A01: 6, 7

F13B: 10
FESFPS: 11, 12

LPL: 9, 10
THO1: 8, 9.3
TPOX: 8, 11
vWA: 17, 20

Amelogenin: X
CSF1PO: 9, 10
D13S317: 13.3
D16S539: 9, 10
D5S818: 11, 12
D7S820: 8, 12

THO1: 7
TPOX: 8, 12
vWA: 16, 18

Amelogenin: X,Y
CSF1PO: 11, 12
D13S317: 9, 12

D16S539: 11, 12
D5S818: 12, 13
D7S820: 10, 11

THO1: 6, 9.3
TPOX: 8
vWA: 18

оценки их подлинности в ходе экспертизы качества. Использо-
вание в медицинской практике идентифицированных КЛ обе-
спечит эффективность и безопасность применения БМКП. Для 
оценки возможностей метода STR-анализа в аутентификации 
и определении генетической стабильности КЛ нами были уста-
новлены STR-профили следующих линий: WIL2S, WISH, NK-92, 
Jurkat Clone E6-1, U937 с использованием набора COrDIS plus. 
Сравнение профилей клеточных линий WIL2S, WISH, NK-92, 

U937 показало их полное совпадение с профилями, представ-
ленными на официальных сайтах коллекций. При аутентифи-
кации клеточной линии Jurkat Clone E6-1 была установлена 
потеря гена амелогенина. Данный фактор является примером 
детектирования генетической нестабильности КЛ методом 
фрагментного анализа.

Анализ и интерпретация полученных STR-профилей позволя-
ют судить о целесообразности применения набора COrDIS plus для 
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анализа КЛ, входящих в состав БМКП, в биомедицинских иссле-
дованиях, а также в ходе проведения экспертизы качества БМКП.
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profile and the reference profile provided by the ATСС

Генетический профиль клеточной линии  
Jurkat Clone E6-1

Genetic profile of the Jurkat Clone E6-1 cell line

Стандарт American Type 
Culture Collection 

Reference provided by the ATCC

Экспериментально 
полученный

Obtained genetic profile

Amelogenin: X, Y
CSF1PO: 11, 12
D13S317: 8, 12

D16S539: 11
D5S818: 9

D7S820: 8, 12
THO1: 6, 9.3
TPOX: 8, 10

vWA: 18

Amelogenin: X, ?
CSF1PO: 11, 12
D13S317: 8, 12

D16S539: 11
D5S818: 9

D7S820: 8, 12
THO1: 6, 9.3
TPOX: 8, 10

vWA: 18
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Апробация методики эксклюзионной хроматографии для оценки 
молекулярных параметров иммуноглобулина против лихорадки Эбола 
из сыворотки крови лошадей
Е. Ю. Мишалова*, Е. В. Гордеев, В. Н. Лебедев, С. А. Мельников, С. А. Нимирская, С. В. Борисевич

Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«48 Центральный научно-исследовательский институт» 
Министерства обороны Российской Федерации, 
ул. Октябрьская, д. 11, Сергиев Посад-6, Московская область, 
141306, Российская Федерация

Геморрагическая лихорадка, вызываемая вирусом Эбола, является особо опасным вирусным инфекци-
онным заболеванием, характеризующимся летальным исходом в 50–90 % случаев. Важными компонен-
тами рассматриваемого ВОЗ спектра медицинских средств экстренной профилактики и лечения забо-
левания являются гетерологичные иммуноглобулины с высоким титром вируснейтрализующих антител. 
Специфическая активность указанных препаратов во многом определяется их фракционным составом, 
в том числе молекулярно-массовым распределением. Для оценки молекулярно-массового распределе-
ния целевого белка в препаратах на основе иммуноглобулина человека традиционно применяется мето-
дика эксклюзионной высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Использование данной 
методики для оценки молекулярных параметров гетерологичного иммуноглобулина требует подтвержде-
ния специфичности, правильности и прецизионности, а также определения критериев пригодности хро-
матографической системы применительно к новому объекту. Цель работы: апробация методики экс-
клюзионной ВЭЖХ для оценки молекулярных параметров иммуноглобулина против лихорадки Эбола из 
сыворотки крови лошадей. Материалы и методы: в работе использовали три серии очищенного им-
муноглобулина против лихорадки Эбола, выделенного из сыворотки крови лошадей. В качестве стан-
дартных образцов использовали нормальные лошадиный и человеческий иммуноглобулины изотипа IgG. 
Определение содержания мономеров и других фракций иммуноглобулина с помощью ВЭЖХ проводили 
с использованием методик, представленных в Европейской фармакопее 9.6 и Государственной фарма-
копее Российской Федерации XIV изд. Для хроматографической оценки качества изучаемых препаратов 
использовали хроматограф Agilent 1260 Infinity (Agilent, США) c диодно-матричным детектором и хрома-
тографическую колонку Agilent Bio SEC-3. Результаты: установлено, что используемая система эксклю-
зионной ВЭЖХ по показателям фактора разрешения между хроматографическими пиками мономера 
и димера IgG (1,69 и 2,10) и эффективности хроматографической колонки (>2000) может быть использо-
вана для оценки молекулярных параметров гетерологичного иммуноглобулина. Подтверждена воспро-
изводимость результатов методики. Выводы: апробирована методика эксклюзионной ВЭЖХ для оцен-
ки молекулярных параметров иммуноглобулина против лихорадки Эбола из сыворотки крови лошадей. 
Установлено соответствие качества очищенного иммуноглобулина отечественным и международным 
требованиям по показателю «Молекулярные параметры».
Ключевые слова: гетерологичный иммуноглобулин; вирус Эбола; молекулярные параметры иммуногло-
булина; высокоэффективная жидкостная хроматография; оценка качества; критерии пригодности хрома-
тографической системы
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Experimental Testing of a Size-Exclusion Chromatography Method Used for Evaluation 
of Molecular Parameters of Equine Anti-Ebola Immunoglobulin
Е. Yu. Mishalova*, E. V. Gordeev, V. N. Lebedev, S. A. Melnikov, S. A. Nimirskaya, S. V. Borisevich
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141306, Russian Federation

Haemorrhagic fever caused by the Ebola virus is a highly hazardous infectious disease with a mortality rate of 50–
90 %. Heterologous immunoglobulins with a high virus-neutralizing titer are an important element of the WHO-en-
dorsed set of measures for emergency prevention and treatment of the disease. Specific activity of these products 
is largely determined by their fractional composition, and, in particular, by molecular mass distribution (MMD). The 
size-exclusion-high-performance liquid chromatography (SEC-HPLC) has traditionally been used for determina-
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tion of the MMD of the target protein in human immunoglobulin-based products. The use of this method for evalu-
ation of molecular parameters of heterologous immunoglobulin requires confirmation of its specificity, accuracy 
and precision, and establishment of the chromatographic system suitability criteria in the context of a new test ob-
ject. The aim of the study was to test the applicability of the SEC-HPLC method to the assessment of molecular 
parameters of anti-Ebola immunoglobulin derived from horse serum. Materials and methods: three batches of 
purified equine anti-Ebola immunoglobulin were used in the study. Normal equine and human immunoglobulins of 
the IgG isotype were used as reference standards. The HPLC test procedures described in the European Phar-
macopoeia 9.6 and State Pharmacopoeia of the Russian Federation, 14th ed., were used for determination of 
monomers and other immunoglobulin fractions. An Agilent 1260 Infinity (Agilent, USA) HPLC system with a diode 
array detector and an Agilent Bio SEC-3 HPLC column were used for quality evaluation of the tested products. 
Results: the resolution factor between IgG monomer and dimer peaks (1.69 and 2.10), and the chromatographic 
column efficiency (>2000) make it possible to use the SEC-HPLC system for evaluation of molecular parameters 
of heterologous immunoglobulin. The study demonstrated reproducibility of the test procedure. Conclusions: the 
study confirmed the applicability of the SEC-HPLC procedure for evaluation of molecular parameters of anti-Ebola 
immunoglobulin derived from horse serum. It demonstrated the compliance of the purified immunoglobulin to the 
national and international quality requirements in terms of «Molecular parameters».
Key words: heterologous immunoglobulin; Ebola virus; immunoglobulin molecular parameters; high performance 
liquid chromatography; quality control; chromatographic system suitability criteria
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Геморрагическая лихорадка, вызываемая вирусом Эбола 
(семейство Filoviridae, род Ebolavirus), является особо опас-
ным вирусным заболеванием, характеризующимся леталь-
ным исходом в 50–90 % случаев. Эпидемия лихорадки Эбола 
2013–2016 гг. была отмечена самым большим числом случа-
ев заболевания (свыше 28 тыс.) за всю историю наблюдений 
начиная с 1976  г. До недавнего времени лицензированные 
средства профилактики и лечения заболевания, вызванного 
вирусом Эбола (ЗВВЭ), отсутствовали. В настоящее время спе-
циалистами ВОЗ1 в качестве одного из средств экстренной про-
филактики и лечения ЗВВЭ рассматриваются гетерологичные 
иммуноглобулины с высоким титром вируснейтрализующих 
антител (ВНА) [1–3].

Опыт применения гетерологичных иммуноглобулинов про-
тив различных нозологических форм инфекций свидетель-
ствует о возможности возникновения перекрестных иммунных 
реакций при повторном введении препаратов, которые могут 
привести к развитию сывороточной болезни — состояния, раз-
вивающегося при лечении иммунными сыворотками животно-
го происхождения, являющегося частным случаем гиперчув-
ствительности III типа [3, 4].

Так, разработанный в ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны Рос-
сии гетерологичный иммуноглобулин, получаемый из гипер
иммунной сыворотки крови лошадей методом фракциониро-
вания с использованием охлажденного этанола, обладал не 
только высокими протективными свойствами, но и умеренной 
реактогенностью. Опыт клинического применения препарата 
выявил развитие общих и местных реакций у 21 и 33 % паци-
ентов соответственно [5, 6].

Поскольку очистка гетерологичной иммунной сыворотки, 
используемой для получения иммуноглобулинов, позволя-
ет значительно сократить содержание высокомолекулярных 
примесных компонентов, отрицательно влияющих на безо
пасность применения препарата, в 2016 г. в ФГБУ «48 ЦНИИ» 
Минобороны России был разработан метод получения высо-

коочищенного гетерологичного иммуноглобулина [7]. Метод 
заключается в спиртовом осаждении иммуноглобулинов, по-
следующей очистке и концентрировании с применением ионо-
обменной, эксклюзионной хроматографии и стерилизующей 
фильтрации [8].

Для оценки степени очистки полученных препаратов ранее 
использовали метод гель-электрофореза. Однако указанный 
метод не позволяет провести количественную оценку молеку-
лярно-массового распределения, а именно охарактеризовать 
целевой продукт по содержанию мономеров, димеров и по-
лимеров.

Необходимость оценки молекулярных параметров имму-
ноглобулинов определена отечественными (ОФС 1.8.2.0006.152 
Государственной фармакопеи Российской Федерации XIV изд.) 
и международными (монография3 Европейской фармако-
пеи 9.6) требованиями. При этом методика, изложенная в Ев-
ропейской фармакопее, помимо оценки гомологичных имму-
ноглобулинов (выделенных из плазмы крови человека) также 
предполагает оценку гетерологичных иммуноглобулинов (вы-
деленных из плазмы крови животных). Количественной ха-
рактеристикой эффективности и безопасности препаратов 
иммуноглобулинов в данном случае служит требование к про-
центному содержанию основного компонента  — мономеров 
и димеров не менее 95 %, а также примесных компонентов по-
лимеров, агрегатов и фрагментов — суммарно не более 5 %4. 
Данная методика была взята за основу оценки гетерологичного 
иммуноглобулина против лихорадки Эбола.

Цель работы — апробация методики эксклюзионной ВЭЖХ 
для оценки молекулярных параметров иммуноглобулина про-
тив лихорадки Эбола из сыворотки крови лошадей.

Для достижения поставленной цели необходимо было ре-
шить следующие задачи:

- оценить разделяющую способность хроматографической 
системы и ее специфичность применительно к гетерологично-
му иммуноглобулину против лихорадки Эбола;

1  Болезнь, вызванная вирусом Эбола. ВОЗ. https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/ebola-virus-disease
2  Общая фармакопейная статья 1.8.2.0006.15 Определение молекулярных параметров иммуноглобулинов методом ВЭЖХ. Государственная 

фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
3  Anti-T lymphocyte immunoglobulin for human use, animal. European Pharmacopoeia 9.6.
4  Там же.
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-  подтвердить параметры пригодности хроматографиче-
ской системы;

- провести оценку молекулярных параметров гетерологич-
ного иммуноглобулина против лихорадки Эбола.

Материалы и методы

1. Испытуемые образцы 1–3: иммуноглобулин против лихо-
радки Эбола из сыворотки крови лошадей, очищенный (серии 
№ 2–4, иммуноглобулин Эбола), раствор, содержащий 20 ммоль 
натрия дигидрофосфата моногидрата и 0,2 % глицина.

2. Стандартный образец 1 — нормальный лошадиный им-
муноглобулин изотипа  IgG, лиофилизат 50  мг/амп (Rockland, 
США), кат. № 008–0102.

3. Стандартный образец 2  — раствор человеческого нор-
мального иммуноглобулина (фармакопейный стандарт), кат. 
№ Y0000488 (human immunoglobulin (molecular size) BRP Batch 1), 
рекомендованный в монографии Европейской фармакопеи 9.65.

4. Смесь белков (маркеры молекулярных масс) AdvanceBio 
SEC Protein Standard, кат. № 5190–9417 (Agilent, США).

Растворы маркеров молекулярных масс и стандартных об-
разцов готовили согласно инструкциям по применению.

5. Реактивы для приготовления буферных растворов: на-
трий дигидрофосфат моногидрат (Merck, Германия), натрий 
гидрофосфат дигидрат (Merck, Германия), натрия хлорид 
(Acros, Бельгия), натрия азид (Serva, Германия).

6. Хроматографическая колонка Agilent Bio SEC‑3, размер 
300×7,8 мм, диаметр частиц 3 мкм (Agilent, США) позволяет раз-

делить белки в диапазоне молекулярных масс от 10 до 600 кДа. 
Исследование проводили на  хроматографической системе 
Agilent 1260 Infinity c диодно-матричным детектором.

7. Определение молекулярных параметров испытуемых об-
разцов проводили в соответствии с требованиями Европейской 
фармакопеи 9.6  и  Государственной фармакопеи Российской 
Федерации 6. Испытуемые образцы доводили до концентрации 
5  мг/мл раствором, содержащим 20  ммоль натрия дигидро-
фосфата моногидрата и  0,2 % глицина. Данный раствор ис-
пользовали в качестве плацебо. Объем пробы — 20 мкл, содер-
жание белка — около 100 мкг. Скорость потока — 0,5 мл/мин. 
Длина волны детектирования — 280 нм. Последовательность 
ввода проб: П‑С1‑С2‑О1‑О2‑О3‑С1‑С2, где П — плацебо, С1 и С2 — 
растворы стандартных образцов лошадиного и человеческого 
иммуноглобулинов соответственно, О1, О2, О3  — испытуемые 
образцы иммуноглобулинов (серии № 2–4). Инжекции испыту-
емых образцов повторяли трижды для каждой серии.

Результаты и обсуждение

Разделяющая способность хроматографической системы 
была подтверждена с помощью смеси маркеров молекулярных 
масс (рис. 1, табл. 1).

Белки исследуемой смеси разделены по времени удержи-
вания в порядке уменьшения их молекулярных масс (рис. 1, 
табл.  1). Время удерживания гамма-глобулина составило 
15,68  мин и  соответствует молекулярной массе 150  кДа 
(рис. 1, пик 2).

5  Там же.
6  Общая фармакопейная статья 1.8.2.0006.15 Определение молекулярных параметров иммуноглобулинов методом ВЭЖХ. Государственная 

фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

Рис. 1. Хроматограмма ВЭЖХ-анализа маркеров молекулярных масс Agilent AdvanceBio SEC Protein Standard. Ось абсцисс — 
время удерживания, мин; ось ординат — величина абсорбции, mAU. 1–5 — хроматографические пики, соответствующие 
маркерам молекулярных масс.
Fig. 1. HPLC chromatogram of molecular weight markers of Agilent AdvanceBio SEC Protein Standard. X-axis — retention time, min; 
Y-axis — absorbance, mAU. 1–5 — chromatographic peaks corresponding to the molecular weight markers.

1 2
3

4

5

Таблица 1. Результаты оценки хроматографических показателей разделения маркеров молекулярных масс
Table 1. The results of evaluation of chromatographic parameters of resolution of molecular weight markers

Хроматографический 
пикa

Chromatographic peaka

Маркер-белок
Marker protein

Молекулярная 
масса, Да

Molecular weight, Da

Фактор разре­
шения

Resolution factor

Время удерживания, 
мин

Retention time, min

1 Тироглобулин (бычий)
Thyroglobulin (bovine) 670 000 2,15 12,364

2 Гамма-глобулин (бычий)
ɣ-globulin (bovine) 150 000 3,07 15,677

3 Овальбумин (яичный)
Ovalbumin (egg white) 45 000 3,19 18,063

4
Миоглобин (лошадиное 

сердце)
Myoglobin (equine heart)

17 000 3,16 19,651

5 Ангиотензин (человеческий)
Angiotensin (human) 1000 7,55 23,259

a Нумерация хроматографических пиков соответствует нумерации пиков на рисунке 1.
a Peak numbers correspond to those in Figure 1.
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Таблица 2. Результаты оценки хроматографических показателей пригодности системы (n=3)
Table 2. The results of evaluation of the chromatographic system suitability parameters (n=3)

Показатель
Parameter

Стандартный образец 
иммуноглобулина

Immunoglobulin reference 
standard

Требования 
Европейской 
фармакопеи 

9.6
European Phar­
macopoeia 9.6 
requirements

Соответствие 
требованиям
Европейской 

фармакопеи 9.6
Compliance with the 
European Pharmaco­

poeia 9.6 requirements
1 2

Время удерживания мономера, мин
Monomer retention time, min

15,70±0,04 15,64±0,05 - -

Время удерживания димера, мин
Dimer retention time, min

13,83±0,01 13,78±0,02 - -

Содержание компонентов IgG в растворе, %
Content of IgG components in the solution, % 

- полимеров
- polymers
- димеров
- dimers

- мономеров
- monomers

4,01±0,020

6,86±0,069

89,13±0,090

3,87±0,014

6,91±0,029

89,22±0,089

- -

Относительное время удерживания пика 
димера

Relative retention time of the dimer peak
0,88±0,02 0,88±0,02 0,85±0,05 Соответствует

Complies

Отношение времен удерживания мономеров 
Ratio of monomer retention times

1,00±0,01 1,00±0,01 Соответствует
Complies

Фактор разрешения между пиками (Rs)
Resolution between the peaks (Rs)

1,69 2,1 1,5–2,5 Соответствует
Complies

Число теоретических тарелок, вычисленное 
для пика мономера

Number of theoretical plates calculated for the 
monomer peak

3710 3604 ˃2000 Соответствует
Complies

Примечание. Представлены средние значения и их квадратичные отклонения, полученные из трех независимых исследований.
Note. The table gives mean values and their square deviations based on three independent experiments. 

Рис. 2. Хроматограммы разделения стандартных образцов иммуноглобулинов методом эксклюзионной ВЭЖХ: 
a  — нормальный иммуноглобулин из сыворотки крови лошадей, b  — нормальный человеческий иммуноглобулин 
(фармакопейный стандарт). Ось абсцисс — время удерживания, мин; ось ординат — величина абсорбции, mAU.
Fig. 2. SEC-HPLC chromatograms of immunoglobulin reference standards: a  — normal immunoglobulin from horse blood 
serum, b  — human normal immunoglobulin (pharmacopoeial reference standard). X-axis  — retention time, min; Y-axis  — 
absorbance, mAU.

Polymer’s peak IgG Polymer’s peak IgG

Monomer’s peak IgG Monomer’s peak IgG 

Dimer’s peak IgG
Dimer’s peak 

IgG

a b

Для подтверждения специфичности и  параметров при-
годности хроматографической системы проводили срав-
нительный анализ результатов хроматографического раз-
деления стандартных образцов 1  и  2. Выбор в  качестве 
стандартного образца 1 — нормального лошадиного имму-
ноглобулина обусловлен его видовой идентичностью по от-
ношению к испытуемому образцу, а также схожим подходом 
к способу получения. Результаты представлены на рисунке 2 
и в таблице 2.

Сравнительный хроматографический анализ различных 
по  видовому происхождению иммуноглобулинов по  со-
держанию мономерных, димерных и  полимерных фракций, 

определенному по  времени удерживания пиков мономеров 
и димеров (рис. 2, табл. 2), показал их идентичность вне за-
висимости от  видового происхождения сыворотки крови, 
что свидетельствует об удовлетворительной специфичности 
методики эксклюзионной ВЭЖХ применительно к гетероло-
гичному (лошадиному) иммуноглобулину. Кроме того, отно-
сительные времена удерживания пиков димеров и  отноше-
ние времен удерживания пиков мономера свидетельствуют 
о  возможности использования как стандартного образца 1, 
так и стандартного образца 2 в качестве стандартного образ-
ца сравнения при определении молекулярно-массового рас-
пределения испытуемых образцов. Подтверждением пригод-
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ности хроматографической системы могут служить значения 
фактора разрешения между пиками и  числа теоретических 
тарелок, соответствующие требованиям Европейской фар-
макопеи 9.6.

После подтверждения специфичности хроматографиче-
ской системы и  параметров ее пригодности был проведен 
ВЭЖХ-анализ трех серий иммуноглобулина Эбола (рис.  3, 
табл. 3).

Как следует из  данных, представленных на  рисунке 3 
и в таблицах 2, 3, на хроматограммах испытуемых образцов 
1–3 можно идентифицировать пики мономеров и димеров, 
соответствующие временам удерживания пиков мономе-
ров и димеров стандартных образцов 1 и 2. В то же время 
количественное содержание данных примесных компонен-
тов, измеренное по площади пиков, существенно ниже, чем 
в  стандартных образцах. Это обусловлено проведением 

Рис. 3. Хроматограммы ВЭЖХ-анализа серий №  2 (a), 3 (b), 4 (c) иммуноглобулина Эбола. Ось абсцисс  — время 
удерживания, мин; ось ординат — величина абсорбции, mAU.
Fig. 3. HPLC chromatograms of batches No. 2 (a), 3 (b), and 4 (c) of anti-Ebola immunoglobulin. X-axis — retention time, min; 
Y-axis — absorbance, mAU.

Таблица 3. Результаты оценки молекулярно-массового распределения иммуноглобулина Эбола по данным эксклюзионной 
ВЭЖХ (n=3)
Table 3. The results of SEC-HPLC evaluation of molecular mass distribution of anti-Ebola immunoglobulin (n=3)

Хроматографический показатель
Chromatographic parameter

Оценка показателей качества иммуноглобулина
Immunoglobulin quality parameters

Серия № 2 IgG
IgG batch 2

Серия № 3 IgG
IgG batch 3

Серия № 4 IgG
IgG batch 4

Время удерживания, мин
Retention time, min

- полимеров
- polymers
- димеров
- dimers

- мономеров
- monomers

13,3±0,023

13,8±0,002

15,7±0,002

13,1±0,008

13,8±0,006

15,7±0,001

12,1±0,002

13,8±0,004

15,7±0,057

Содержание компонентов IgG в растворе, %
Content of IgG components in the solution, % 

- полимеров
- polymers
- димеров
- dimers

- мономеров
- monomers

0,2±0,020

2,7±0,069

97,1±0,090

0,22±0,014

1,40±0,029

98,37±0,028

0,6±0,019

0,4±0,045

98,9±0,053

a b

c

Polymer’s peak IgG
Polymer’s peak 

IgG

Polymer’s peak IgG

Dimer’s peak IgG Dimer’s peak 
IgG

Dimer’s peak IgG

Monomer’s 
peak IgG 

Monomer’s 
peak IgG 

Monomer’s peak IgG 



266

Е. Ю. Мишалова, Е. В. Гордеев, В. Н. Лебедев, С. А. Мельников, С. А. Нимирская, С. В. Борисевич 
Е. Yu. Mishalova, E. V. Gordeev, V. N. Lebedev, S. A. Melnikov, S. A. Nimirskaya, S. V. Borisevich

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2019, Т. 19, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2019, V. 19, No. 4

дополнительных стадий хроматографической очистки ис-
пытуемых иммуноглобулинов, в то время как стандартные 
образцы получены только при помощи методов осаждения.

Времена удерживания пиков мономера и  димера нахо-
дятся в пределах (1,0 ± 0,01) по отношению к соответству-
ющим пикам на  хроматограммах стандартных образцов. 
Доля мономеров и  димеров в  изученных сериях препарата 
иммуноглобулина против лихорадки Эбола, очищенного, 
в среднем составила 99,43 ± 0,35 %, количество примесных 
полимеров не превышало 0,22 %. Полученные значения соот-
ветствуют требованиям, предъявляемым к  гетерологичным 
иммуноглобулинам Европейской фармакопеи 9.6, а  также 
указывают на  высокую степень очистки от  высокомолеку-
лярных компонентов иммуноглобулинов в  испытуемых об-
разцах, что может положительно повлиять на безопасность 
его применения.

Заключение

Апробирована методика эксклюзионной высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии для оценки молекуляр-
ных параметров иммуноглобулина против лихорадки Эбола 
из  сыворотки крови лошадей. Подтверждена разделяющая 
способность хроматографической системы и  ее специфич-
ность применительно к  гетерологичному иммуноглобулину 
против лихорадки Эбола. Показана возможность использова-
ния нормального лошадиного иммуноглобулина изотипа IgG 
в  качестве стандартного образца сравнения. Установлено, 
что значения параметров пригодности хроматографиче-
ской системы соответствуют международным требованиям. 
Проведена оценка молекулярно-массового распределения 
по  содержанию мономеров, димеров и  примесных высоко-
молекулярных компонентов для трех серий иммуноглобулина 
против лихорадки Эбола. Полученные данные свидетельству-
ют о соответствии качества очищенного иммуноглобулина от-
ечественным и международным требованиям по показателю 
«Молекулярные параметры».

В целом полученные в ходе апробации результаты могут 
служить основанием для внесения показателя «Молекуляр-
ные параметры» в спецификацию на иммуноглобулин против 
лихорадки Эбола, выделенный из сыворотки крови лошадей, 
с  последующим включением в  соответствующую фармако-
пейную статью Государственной фармакопеи Российской 
Федерации.
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Хроника / Chronicle

Диана Тимофеевна Леви
(к 80-летию со дня рождения)

Diana Timofeevna Levi
(on the 80th Anniversary)

4 декабря 2019 года исполнилось 80 лет со дня рождения док-
тора медицинских наук, профессора Дианы Тимофеевны Леви.

Д. Т. Леви родилась в 1939 г. в г. Беломорске Амурской об-
ласти в семье военнослужащего. После окончания Харьковско-
го медицинского института в 1962 г. 3 года работала на произ-
водстве МИБП в отделе биологического контроля Харьковского 
НИИ микробиологии и иммунологии им. И. И. Мечникова.

С июня 1965  г. Диана Тимофеевна работала в  лаборато-
рии микобактериальных препаратов ГИСК им.  Л. А. Тарасе-
вича в  должностях младшего научного сотрудника, старшего 
научного сотрудника и  заведующего лабораторией. На  осно-
ве результатов научных исследований, проведенных в  ГИСК 
им. Л. А. Тарасевича, защитила диссертации на соискание уче-
ной степени кандидата, а затем доктора медицинских наук.

После присоединения ГИСК им.  Л. А. Тарасевича к  ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России с  2011  года и  по  настоящее 
время Д. Т. Леви работает главным экспертом в  Управлении 
экспертизы противобактериальных МИБП Центра экспертизы 
и контроля МИБП и продолжает исследования по разработке 
и  применению препаратов для профилактики и  диагностики 
туберкулеза, тесно сотрудничая со  специалистами в  области 
фтизиопедиатрии Российской Федерации.

Диана Тимофеевна внесла большой научный вклад в раз-
витие и  совершенствование специфической профилактики 
и  раннего выявления туберкулеза. Применение на  производ-
стве результатов ее научных разработок в  области стандар-
тизации методов контроля МИБП обеспечило выпуск в обра-
щение эффективных и безопасных лекарственных препаратов 
для диагностики туберкулеза  in  vivo. В  составе специалистов 
ВОЗ она участвовала в  разработке международных требо-
ваний к  вакцине БЦЖ, а  также в  сравнительных испытаниях 
специфической активности вакцин туберкулезных различных 
производителей под эгидой этой организации. Полученные 
результаты позволили выбрать четыре субштамма БЦЖ более 

чем из 20 препаратов в качестве международных стандартных 
образцов.

Д. Т. Леви имеет 5  авторских свидетельств на  изобрете-
ния, лично и в соавторстве опубликовала более 200 научных 
работ в отечественных и зарубежных научных изданиях, явля-
ется членом редакционной коллегии журнала «БИОпрепараты. 
Профилактика, диагностика, лечение», соавтором несколь-
ких учебных пособий для врачей по вопросам профилактики 
и диагностики туберкулезной инфекции, национального руко-
водства «Вакцины и вакцинация», руководства по экспертизе 
лекарственных средств, руководства по проведению доклини-
ческих исследований лекарственных средств (иммунобиоло-
гические лекарственные препараты) и  др. Под руководством 
Дианы Тимофеевны защищены 4 кандидатские и 2 докторские 
диссертации.

Д. Т. Леви награждена медалью «За освоение целинных зе-
мель» (1970), медалью «В память 850‑летия Москвы» (1997), 
нагрудным знаком «Отличнику здравоохранения» (1974).

За научное обоснование, разработку и внедрение в клини-
ческую практику биотехнологического инновационного про-
дукта для идентификации туберкулезной инфекции у взрослых 
и  детей  — препарата «Диаскинтест»  —  Д. Т. Леви в  составе 
коллектива исследователей была присуждена премия Прави-
тельства Российской Федерации 2011  года в  области науки 
и техники и присвоено звание «Лауреат премии Правительства 
Российской Федерации в области науки и техники».

Диана Тимофеевна занимает активную жизненную пози-
цию, заслужила непререкаемый авторитет среди коллег, об-
ладает неиссякаемым оптимизмом и  широкой душой, всегда 
готова поделиться своим опытом и знаниями с молодыми со-
трудниками.

Сердечно поздравляем Диану Тимофеевну с юбилеем! Же-
лаем крепкого здоровья, творческих успехов и реализации на-
меченных планов!
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