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Подходы к оценке качества, проведению доклинических и клинических 
исследований живых рекомбинантных вирусных векторных вакцин
Л. М. Хантимирова1,*, Д. В. Горенков1, С. Г. Гусева1, В. А. Меркулов1,2, А. А. Солдатов1

1 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

2 Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования  
«Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова»  
Министерства здравоохранения Российской Федерации (Сеченовский университет),  
Трубецкая ул., д. 8, стр. 2, Москва, 119991, Российская Федерация

На сегодняшний день имеются лишь ограниченные данные об опыте клинического применения живых рекомбинантных 
вирусных векторных вакцин. В требованиях (рекомендациях) к оценке качества, проведению доклинических и клини-
ческих исследований должны учитываться особенности вакцин нового типа с целью дальнейшей оценки соотношения 
«польза–риск». Цель работы — анализ современных подходов к оценке качества, проведению доклинических и клини-
ческих исследований живых рекомбинантных вирусных векторных вакцин. В статье представлен обзор зарегистриро-
ванных и находящихся на различных этапах клинических исследований живых вирусных векторных вакцин. Проведен 
анализ нормативных документов, касающихся вопросов качества, доклинических и клинических исследований живых 
вирусных векторных вакцин в Российской Федерации, странах Европейского союза, США и Японии. Установлено, что ре-
гуляторные требования к живым рекомбинантным вирусным векторным вакцинам включают оценку подробного обо-
снования разработки вакцины, в том числе информацию о выборе вектора, источнике происхождения гена (генов) ге-
терологичного антигена и элементов, имеющих отношение к экспрессии трансгена (трансгенов), оценку генетической 
и фенотипической стабильности рекомбинантного вируса, риска реверсии вирулентности или рекомбинации со штамма-
ми дикого вируса, оценку возможности интеграции генома вируса в хромосому клетки-хозяина, оценку предсуществу-
ющего иммунитета к вектору, оценку напряженности иммунного ответа, вызываемого вектором, и возможности его по-
вторного применения. От перечисленных требований зависит выбор и число различных применимых токсикологических 
и фармакологических моделей для исследований вакцин. Результаты анализа подходов к оценке качества, проведению 
доклинических и клинических исследований живых рекомбинантных вирусных векторных вакцин могут быть полезны 
при разработке гармонизированных с международными нормами руководств в сфере обращения лекарственных средств 
в Российской Федерации.
Ключевые слова: вакцины; живые рекомбинантные вирусные векторные вакцины; оценка качества; доклинические иссле-
дования; клинические исследования; нормативные документы
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Approaches to quality control, preclinical and clinical studies of live recombinant viral 
vector vaccines
L. M. Khantimirova1,*, D. V. Gorenkov1, S. G. Guseva1, V. A. Merkulov1,2, A. A. Soldatov1

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

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

At present, there are not much data on the clinical use of live recombinant viral vector vaccines. Characteristics of new vaccines 
should be factored into requirements/recommendations for quality control, preclinical and clinical studies of vaccines in order to en-
able further risk/benefit assessment. The aim of this study was to analyse current approaches to quality control, preclinical and clinical 
studies of live recombinant viral vector vaccines. The paper provides an overview of the licensed live viral vector vaccines and those 
at various stages of clinical trials. The authors analysed Russian, European, American, and Japanese guidelines related to quality 
issues, preclinical and clinical studies of live viral vector vaccines. The analysis demonstrated that the regulatory requirements for 
live recombinant viral vector vaccines include assessment of a detailed rationale for vaccine development, including information on 
the choice of the vector, the origin of the heterologous antigen gene(s), elements related to the transgene(s) expression, as well as 
assessment of the genetic and phenotypic stability of the recombinant virus, the risk of reversion to virulence or recombination with 
wild type strains, the potential for virus genome integration into the host cell chromosome, the pre-existing immunity to the vector, 
the intensity of the immune response elicited by the vector, and the reusability of the vector. The choice and number of applicable 
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toxicological and pharmacological models will depend on these aspects. The results of the analysis of approaches to quality control, 
preclinical and clinical studies of live recombinant viral vector vaccines may be used in the development of Russian regulatory guide-
lines harmonised with the international norms and regulations.
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Развитие биотехнологии и молекулярной биологии приве-
ло к значительному прогрессу в разработке новых типов вакцин 
для профилактики инфекционных заболеваний, классические 
(традиционные) вакцины для которых недоступны или недо-
статочно эффективны. Одним из таких типов вакцин являются 
живые рекомбинантные вирусные векторные вакцины [1].

Вакцины на основе вирусных векторов, как правило, разра-
батывают с целью профилактики инфекционных заболеваний, 
для которых не существует эффективных вакцин, например та-
ких, как ВИЧ-инфекция, лихорадка Денге, болезнь, вызванная 
вирусом Эбола (лихорадка Эбола), коронавирусные инфекции, 
вызванные вирусами SARS-CoV и MERS-CoV, а также в случа-
ях усовершенствования уже существующих вакцин (например, 
вакцины против туберкулеза). Вирусные векторы, используе-
мые для этих целей, конструируются на основе поксвирусов, 
аденовирусов, альфа-вирусов, вируса кори, вируса желтой ли-
хорадки, вируса везикулярного стоматита и др1.

Живые вакцины на основе рекомбинантного вирусного 
вектора представляют собой живые вирусы (векторы), экс-
прессирующие гетерологичный антиген (антигены), кото-
рый может быть получен из вирусов, бактерий, паразитов. 
Последовательность встраиваемого в вектор гена может коди-
ровать целевой белок или целевые белки одного или несколь-
ких микроорганизмов, а также отдельные фрагменты или ан-
тигенные детерминанты (эпитопы) этих белков2.

В зависимости от способности к репликации вирусных век-
торов рекомбинантные вирусные векторные вакцины можно 
разделить на 2 типа: репликативно-некомпетентные (реплика-
тивно-дефектные) и репликативно-компетентные [1].

Вирусные векторы могут быть аттенуированы методом 
повторных пассажей до такого уровня, при котором они пере-
стают быть репликативно-компетентными (например, мо-
дифицированный вирус вакцины Анкара, MVA), или ген-
но-инженерными методами, как правило, удалением генов, 
ответственных за репликацию, которые ограничивают их ре-
пликативную активность менее чем одним циклом (например, 
в случае со многими аденовирусными векторами). В качестве 
репликативно-дефектных вирусных векторов также могут вы-
ступать непатогенные для человека вирусы (например, векто-
ры на основе авипоксвирусов)3.

Разработка и создание репликативно-компетентных ви-
русных векторных вакцин проводятся в основном двумя ме-
тодами: заменой генов с помощью системы обратной гене-
тики или вставкой дополнительных генов в вирусный геном. 
Векторные вакцины на основе флавивирусов являются химер-
ными вакцинами, полученными с использованием системы об-
ратной генетики [2].

Предполагается, что рекомбинантные векторные вирус-
ные вакцины будут индуцировать не только гуморальный, 

но и клеточный иммунный ответ, так как их механизм действия 
основан на экспрессии целевого антигена in vivo [1].

Несмотря на многообещающие результаты доклинических 
исследований живых вирусных векторных вакцин, остается 
ряд серьезных вопросов, касающихся безопасности и эффек-
тивности применения вакцин нового типа у человека. Профиль 
безопасности рекомбинантных вирусных векторных вакцин 
у новорожденных, беременных и пациентов с ослабленным 
иммунитетом может отличаться от профиля безопасности 
у иммунокомпетентных лиц. Репликативно-компетентные 
рекомбинантные вирусные вакцины несут риски не только 
для иммунодефицитных лиц, но также для третьих лиц вслед-
ствие потенциальной передачи им живого рекомбинантного 
вируса от вакцинированных лиц. Поэтому следует уделять осо-
бое внимание рискам, связанным с распространением вируса 
вакцинированными лицами [1].

Кроме того, невозможно прогнозировать вирулентность 
живых рекомбинантных вакцин на основе данных о вирулент-
ности вирусного вектора, даже если вирусный вектор был 
аттенуирован с целью применения у людей; этот аспект необ-
ходимо особенно изучать в доклинических исследованиях без-
опасности на подходящих моделях животных и в клинических 
исследованиях4.

Таким образом, рекомендации к оценке качества, проведе-
нию доклинических и клинических исследований должны учи-
тывать особенности вакцин нового типа с целью дальнейшей 
адекватной оценки отношения ожидаемой пользы к возмож-
ному риску.

Цель работы  — анализ современных подходов к оценке 
качества, проведению доклинических и клинических исследо-
ваний живых рекомбинантных вирусных векторных вакцин.

Живые рекомбинантные вирусные векторные вакцины 
для медицинского применения

На сегодняшний день имеются ограниченные данные об опы-
те клинического применения живых рекомбинантных вирусных 
векторных вакцин. Сведения о зарегистрированных в мире вак-
цинах на основе рекомбинантных вирусных векторов представле-
ны в таблице 1. Первая вакцина на основе рекомбинантного ви-
русного вектора была зарегистрирована в Австралии и Таиланде 
в 2012  г. [3]. Imojev®  — живая вирусная векторная вакцина 
для профилактики японского энцефалита, сконструированная 
путем вставки нуклеотидных последовательностей, кодирующих 
белки prM и Е вируса японского энцефалита, в геном вируса жел-
той лихорадки 17D [4, 5]. Вакцина рекомендована к применению 
у лиц от 9 месяцев (в Таиланде), от 12 месяцев (в Австралии) 
и старше. Взрослым вакцинацию проводят однократно (бустер-
ное введение через 5 лет после вакцинации), детям и подросткам 
до 18 лет при необходимости долгосрочной защиты бустерную 

1  Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of live recombinant viral vectored vaccines (EMA/CHMP/VWP/141697/2009). EMA; 2010.  
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-aspects-live-recombinant-viral-vectored-vaccines_en.pdf

2  Там же.
3  Там же
4  Там же.
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дозу предпочтительно вводить через 1 год (при необходимо-
сти возможно введение до 2 лет после первой вакцинации)5. 
Рекомбинантная живая векторная вакцина Dengvaxia® скон-
струирована путем замены в аттенуированном штамме вируса 
желтой лихорадки генов, кодирующих белки prM и Е, генами, 
кодирующими антигены четырех типов вируса Денге. Вакцина 
Dengvaxia® для профилактики лихорадки Денге, вызывае-
мой вирусом Денге серотипов 1, 2, 3, 4, зарегистрирована 
в странах Европейского союза (ЕС) и США6. Вакцина показана 
к применению у детей и взрослых (от 9 месяцев до 45 лет), 
переболевших лихорадкой Денге (только в лабораторно под-
твержденных случаях) и проживающих в эндемичных регио-
нах [6–8]. Рекомбинантная вирусная векторная вакцина Ervebo 
против лихорадки Эбола сконструирована на основе вируса ве-
зикулярного стоматита, содержащего ген гликопротеина (GP) 
эболавируса Заир, показана к применению у лиц старше 18 лет 
(одобрена Управлением по контролю за качеством продуктов 
питания и лекарственных средств (FDA) и Европейским агент-
ством по лекарственным средствам (EMA) в 2019 г.7) [9–13].

В 2020 г. ЕМА были выданы регистрационные удостовере-
ния на лекарственные препараты, которые применяют по двух-
компонентной схеме вакцинации: Zabdeno® (Ad26.ZEBOV) 
как первый компонент и Mvabea® (MVA-BN-Filo) в качестве 
второго компонента. Вакцина предназначена для профилакти-
ки заболевания, вызываемого эболавирусом Заир, лиц старше 
одного года. Схема включает применение Ad26.ZEBOV в каче-
стве первого компонента, созданного на основе запатентован-
ной компанией Janssen-Cilag технологии вирусного вектора 
на основе аденовируса 26 серотипа, кодирующего ген глико-
протеина GP вируса Эбола (Zaire ebolavirus)8, и MVA-BN-Filo 
в качестве второго компонента на основе модифицированного 
вируса вакцины Анкара (MVA), кодирующего гены гликопроте-
инов заирского (Zaire ebolavirus) и суданского эболавирусов 
(Sudan ebolavirus), нуклеопротеина эболавируса Тай Форест 
(Taï Forest ebolavirus), а также гликопротеина вируса Марбург 
(Marburg marburgvirus), второй компонент необходимо вводить 
через 8 недель после первой инъекции9 [14–18].

В Российской Федерации зарегистрированы три вектор-
ные вакцины против лихорадки Эбола производства ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России: ГамЭвак, 
ГамЭвак-Комби и ГамЭвак-Лио10. В вакцине ГамЭвак действу-
ющим веществом является смесь (1:1) рекомбинантных псев-
доаденовирусных частиц на основе аденовируса 5 серотипа, 
экспрессирующих ген GP вируса Эбола, и рекомбинантных 
псевдоаденовирусных частиц на основе того же типа адено-
вируса, экспрессирующих ген нуклеопротеина (NP) вируса 

Эбола. В вакцинах ГамЭвак-Комби и ГамЭвак-Лио компонент 
А представляет собой рекомбинантные частицы на основе 
вируса везикулярного стоматита, экспрессирующие ген GP 
вируса Эбола, компонент Б  — рекомбинантные псевдоаде-
новирусные частицы на основе аденовируса 5 серотипа, экс-
прессирующие ген GP вируса Эбола. Вакцина показана к при-
менению у взрослых [19–22].

В Российской Федерации по процедуре регистрации 
препаратов, предназначенных для применения в условиях 
угрозы возникновения и ликвидации чрезвычайных ситу-
аций, зарегистрированы рекомбинантные вирусные век-
торные вакцины с двухкомпонентной схемой вакцинации 
для профилактики коронавирусной инфекции COVID-19: 
Гам-КОВИД-Вак (компонент I и компонент II) и Гам-КОВИД-
Вак-Лио (компонент I и компонент II)11 [23]. Действующим 
веществом компонента I являются рекомбинантные аде-
новирусные частицы 26 серотипа, содержащие ген белка 
S вируса SARS-CoV-2, компонента II  — рекомбинантные 
аденовирусные частицы 5 серотипа, содержащие ген бел-
ка S вируса SARS-CoV-2. Вакцина показана к применению 
у взрослых в возрасте 18–60 лет12.

Руководства, регламентирующие требования 
к качеству, безопасности и эффективности живых 
рекомбинантных вирусных векторных вакцин 
в Российской Федерации, странах ЕС, США и Японии

В настоящее время в Российской Федерации проведе-
ние доклинических исследований иммунобиологических 
лекарственных препаратов регламентируется Руководством 
по проведению доклинических исследований лекарствен-
ных средств (Иммунобиологические лекарственные препа-
раты)13. При проведении КИ разработчикам рекомендуется 
учитывать положения Руководства по проведению клиниче-
ских исследований14. Оценка качества проводится в соответ-
ствии с требованиями общих фармакопейных статей (ОФС) 
Государственной фармакопеи Российской Федерации, 
ОФС.1.7.1.0018.18 Иммунобиологические лекарственные 
препараты15, ОФС.1.7.1.0004.15 Вакцины и анатоксины16. 
Отдельные требования (рекомендации), регламентирующие 
оценку качества, безопасности и эффективности живых ви-
русных векторных вакцин, в России отсутствуют.

Руководства ВОЗ по разработке живых рекомбинантных 
вирусных векторных вакцин в настоящее время отсутствуют, 
вместе с тем опубликован Отчет ВОЗ о консультативной встре-
че по вопросам характеристик и контроля качества вакцин 

5  https://www.who.int/immunization_standards/vaccine_quality/PQ_277_JE_4dose_SP_PI.pdf
https://www.tga.gov.au/sites/default/files/auspar-japanese-encephalitis-vaccine-140203-pi.pdf
6  https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/dengvaxia-epar-product-information_en.pdf
https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/dengvaxia
7  https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/ervebo-epar-product-information_en.pdf
https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/ervebo
8  https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/zabdeno-epar-product-information_en.pdf
9  https://ec.europa.eu/health/documents/community-register/2020/20200701148533/anx_148533_en.pdf
Global Advisory Committee on Vaccine Safety, 4–5 December 2019. Wkly Epidem Rec. 2020;95:28–30.
10  https://grls.rosminzdrav.ru
11  Там же.
12  Там же.
13  Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств (иммунобиологические лекарственные препараты). Ч. 2. 

М.: Гриф и К; 2013.
14  Руководство по проведению клинических исследований лекарственных средств (иммунобиологические лекарственные препараты). Ч. 2. М.: 

Гриф и К; 2012.
15  Общая фармакопейная статья 1.7.1.0018.18 Иммунобиологические лекарственные препараты. Государственная фармакопея Российской 

Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
16  Общая фармакопейная статья 1.7.1.0004.15 Вакцины и анатоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
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на основе вирусных векторов17, в котором содержится инфор-
мация об опыте доклинических и клинических исследований 
и рекомендации о необходимости разработки такого руковод-
ства (табл. 2).

В США также отсутствует руководство по доклинической 
и клинической оценке живых рекомбинантных вирусных 
векторных вакцин. Однако следует отметить, что отделом 
исследования и обзора вакцин в Центре оценки и иссле-
дований биологических препаратов FDA (OVRR/CBER/FDA) 
в 2010 г. был опубликован документ по контролю качества 
(производства) вакцин на основе живых аттенуированных 
вирусов, инактивированных (убитых) цельновирионных 
или субъединичных вакцин, очищенных рекомбинантных 
белков, синтетических антигенов и живых вирусных векто-
ров, экспрессирующих специфические гетерологичные вак-
цинные антигены18.

В странах ЕС в качестве общего руководства для оценки 
вакцин применяются Руководства ВОЗ19. В 2009 г. Европейское 
агентство по лекарственным средствам (EMA) опубликовало 
руководство (EMA/CHMP/VWP/141697/200920), в котором из-
ложены требования к качеству, доклиническим и клиническим 
исследованиям живых рекомбинантных вирусных векторных 
вакцин. С 2011 г. со дня вступления в силу в странах ЕС, дан-
ное руководство не пересматривалось и по настоящее время 
является единственным актуальным документом, содержащим 
требования к этим вакцинам.

В Японии в 2018 г. исследовательская группа по качеству 
и безопасности рекомбинантных вирусных вакцин, организо-
ванная под эгидой Министерства здравоохранения, труда и со-
циального обеспечения Японии (MHLW), опубликовала доку-
мент о текущих нормативных требованиях к рекомбинантным 
вирусным вакцинам21 [1].

17  Meeting Report. WHO Informal Consultation on Characterization and Quality aspect of vaccines based on live viral vectors. 4-5 December 2003. 
Geneva, Switzerland; 2003. https://www.who.int/biologicals/publications/trs/areas/vaccines/typhus/viral_vectors/en/

18  Characterization and Qualification of Cell Substrates and Other Biological Materials Used in the Production of Viral Vaccines for Infectious Disease Indica-
tions. Guidance for Industry. FDA; 2010. https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/characterization-and-qualification-cell-
substrates-and-other-biological-materials-used-production

19  WHO guidelines on nonclinical evaluation of vaccines. WHO Technical Report Series No. 927; 2005.
Guidelines on clinical evaluation of vaccines: regulatory expectations. WHO Technical Report Series No. 1004; 2017. https://www.who.int/publications/m/

item/WHO-TRS-1004-web-annex-9
20  Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of live recombinant viral vectored vaccines (EMA/CHMP/VWP/141697/2009). EMA; 2010. 

https://www.ema.europa.eu/en/quality-non-clinical-clinical-aspects-live-recombinant-viral-vectored-vaccines
21  RVVRG. Concept paper (in Japanese). https://www.pmda.go.jp/files/000226581.pdf

Таблица 2. Нормативные документы, регламентирующие особенности оценки качества, проведения доклинических и кли-
нических исследований живых рекомбинантных вирусных векторных вакцин (по Y. Nakayama [3] с изменениями)
Table 2. Regulatory guidelines for quality control, preclinical and clinical studies of live recombinant viral vector vaccines (adapted 
from Y. Nakayama [3])

Регуляторный орган
Regulatory agency

Документы, регламентирующие особенности оценки качества, 
проведения доклинических и клинических исследований
Guidelines for quality control, preclinical and clinical studies

Источник
Reference

Европейское агентство по ле
карственным средствам, ЕС
European Medicines Agency, 

EU 

-  Руководство по качеству, доклиническим и клиническим исследованиям 
живых рекомбинантных вирусных векторных вакцин
-  Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of live recombinant viral 
vectored vaccines 

Сноскаa

Footnotea

ВОЗ
WHO

-  Нормативные документы не разработаны
-  Отчет ВОЗ о консультативной встрече по вопросам характеристики 
и контроля качества вакцин на основе живых вирусных векторов
-  No specific recommendations
-  Meeting report. WHO informal consultation on characterization and quality aspect 
of vaccines based on live viral vectors

Сноскаb

Footnoteb

Министерство 
здравоохранения, труда 

и социального обеспечения, 
Япония

Ministry of Health, Labour and 
Welfare, Japan

-  Нормативные документы в разработке
-  Документ о текущих нормативных требованиях к рекомбинантным вирусным 
вакцинам
-  Specific recommendations under development
-  Concept paper on the current regulatory requirements for recombinant viral 
vaccines

Сноскаc

Footnotec

Управление по контролю за 
качеством продуктов питания 

и лекарственных средств, 
США

Food and Drug Administration, 
USA

-  Нормативные документы не разработаны
-  Руководство по производству. Характеристика и квалификация 
клеточных субстратов и других биологических материалов, используемых 
при производстве вирусных вакцин для профилактики инфекционных 
заболеваний
-  No specific recommendations
-  Guidance for industry. Characterization and qualification of cell substrates and 
other biological materials used in the production of viral vaccines for infectious 
disease indications

Сноскаd

Footnoted

a Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of live recombinant viral vectored vaccines (EMA/CHMP/VWP/141697/2009). EMA; 2010.  
https://www.ema.europa.eu/en/quality-non-clinical-clinical-aspects-live-recombinant-viral-vectored-vaccines
b Meeting Report. WHO informal consultation on characterization and quality aspect of vaccines based on live viral vectors. 4-5 December 2003. Geneva, 
Switzerland; 2003. https://www.who.int/biologicals/publications/trs/areas/vaccines/typhus/viral_vectors/en/
c RVVRG. Concept paper (in Japanese). https://www.pmda.go.jp/files/000226581.pdf
d Characterization and Qualification of Cell Substrates and Other Biological Materials Used in the Production of Viral Vaccines for Infectious Disease 
Indications. Guidance for Industry. FDA; 2010. https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/characterization-and-
qualification-cell-substrates-and-other-biological-materials-used-production

https://www.who.int/publications/m/item/WHO-TRS-1004-web-annex-9
https://www.who.int/publications/m/item/WHO-TRS-1004-web-annex-9


218

Л. М. Хантимирова, Д. В. Горенков, С. Г. Гусева, В. А. Меркулов, А. А. Солдатов 
L. M. Khantimirova, D. V. Gorenkov, S. G. Guseva, V. A. Merkulov, A. A. Soldatov

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2021, Т. 21, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2021, V. 21, No. 4

Особенности оценки качества живых рекомбинантных 
вирусных векторных вакцин

В соответствии с требованиями Руководства ЕМА22 оценка 
качества рекомбинантных вирусных векторных вакцин должна 
включать:

-  подробное обоснование разработки вакцины, включая 
информацию о выборе вектора, источнике происхождения 
гена (генов) гетерологичного антигена и элементах, имеющих 
отношение к экспрессии трансгена (трансгенов);

-  описание свойств посевных материалов рекомбинант-
ного вируса (главного посевного материала, ГПМ, и рабочего 
посевного материала, РПМ);

-  описание и валидацию производственного процесса;

-  контроль качества готового лекарственного препарата.
Согласно Руководству ЕМА23 при оценке качества следует 

соблюдать требования, содержащиеся в общей монографии 
07/2021:0153 Европейской фармакопеи (ЕФ) по вакцинам 
для медицинского применения24. Кроме того, для рекомбинант-
ных вирусных векторных вакцин, несмотря на то что они не яв-
ляются препаратами генной терапии и в них не используют-
ся векторы, описываемые в общей главе ЕФ 04/2019:51400 
по препаратам генной терапии для медицинского примене-
ния25, в Руководстве EMA указано на необходимость учитывать 
требования данной главы ЕФ. В таблице 3 представлены пока-
затели качества для препаратов генной терапии для медицин-
ского применения на основе аденовирусных и поксвирусных 
векторов в соответствии с требованиями ЕФ26.

22  Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of live recombinant viral vectored vaccines (EMA/CHMP/VWP/141697/2009). EMA; 2010. 
https://www.ema.europa.eu/en/quality-non-clinical-clinical-aspects-live-recombinant-viral-vectored-vaccines

23  Там же.
24  07/2021:0153 Vaccines for Human Use. European Pharmacopoeia 10th ed; 2021.
25  04/2019:51400 5.14 Gene Transfer Medicinal Products for Human Use. European Pharmacopoeia 10th ed; 2020. 
26  Там же.
27  Там же.

Таблица 3. Требования к качеству, применяемые к препаратам генной терапии для медицинского применения на основе 
аденовирусного и поксвирусного векторов, в соответствии с требованиями Европейской фармакопеи27

Table 3. Quality control of adenovirus-based and poxvirus-based gene therapy medicinal products, in accordance with the 
requirements of the European Pharmacopoeia27

Стадии 
производства
Manufacturing 
process stages

Требования к качеству
Quality control 

для аденовирусных векторов, используемых 
в препаратах генной терапии

for adenovirus vectors used in gene therapy me-
dicinal products

для поксвирусных векторов, используемых 
в препаратах генной терапии

for poxvirus vectors used in gene therapy 
medicinal products 

Конструирование 
вектора

Vector construction

Генетическая и фенотипическая стабильность вектора
Genetic and phenotypic stability of the vector

Приготовле-
ние клеточного 

субстрата (клетки-
продуценты) для 

продукции вектора
Cell substrate for 
vector production

Перевиваемая клеточная линия
Continuous cell lines

-  диплоидные клетки человека;
-  перевиваемая клеточная линия;
-  клетки куриных эмбрионов
-  human diploid cells;
-  continuous cell lines;
-  chick-embryo cells

Приготовление 
посевного 
материала

Preparation of the 
seed lot

На этапе должны быть определены:
-  подлинность;
-  генетические и фенотипические характеристики;
-  концентрация вектора или инфекционный титр 
вирусного вектора;
-  посторонние агенты;
-  наличие репликационно-компетентных аденови-
русов (в случаях, где применимо)
At this stage the following is determined:
-  identification;
– genetic and phenotypic characteristics;
-  vector concentration or viral vector infectious titer;
-  extraneous agents;
– replication-competent adenoviruses
(where applicable)

На этапе должны быть определены:
-  подлинность;
-  генетические и фенотипические характери-
стики;
-  инфекционный титр вирусного вектора;
-  посторонние агенты
At this stage the following is determined:
-  identification;
-  genetic and phenotypic characteristics;
-  viral vector infectious titer;
-  extraneous agents

Получение 
вирусного сбора

Virus harvest 
production

На этапе должны быть определены:
-  подлинность;
-  концентрация вектора и инфекционный титр ви-
русного вектора;
-  посторонние агенты;
-  контроль клеток по показателям «Подлинность» и 
«Посторонние агенты»
At this stage the following is determined:
-  identification;
-  vector concentration or viral vector infectious titer;
-  extraneous agents;
-  quality control of cells in terms of identification and 
extraneous agents

На этапе должны быть определены:
-  подлинность;
-  инфекционный титр вирусного вектора;
-  посторонние агенты;
-  контроль клеток
At this stage the following is determined:
-  identification;
-  viral vector infectious titer;
-  extraneous agents;
-  quality control of cells
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Продолжение таблицы 3
Table 3 (continued)

Стадии 
производства
Manufacturing 
process stages

Требования к качеству
Quality control 

для аденовирусных векторов, используемых 
в препаратах генной терапии

for adenovirus vectors used in gene therapy me-
dicinal products

для поксвирусных векторов, используемых 
в препаратах генной терапии

for poxvirus vectors used in gene therapy 
medicinal products 

Очистка  
вирусного сбора

Virus harvest 
purification

На этапе должны быть определены:
-  подлинность;
-  целостность генома;
-  концентрация векторного вируса;
-  остаточные белки клетки-хозяина;
-  остаточная ДНК клетки-хозяина;
-  вносимые вещества, в том числе вносимые в пре-
парат антибиотики (при отсутствии данных о вали-
дации очистки продукта)
At this stage the following is determined:
-  identification;
-  genomic integrity;
-  viral vector concentration;
-  residual host-cell proteins;
-  residual host-cell DNA;
-  residual reagents including residual antibiotics (in the 
absence of validation data on the degree of product 
purification) 

На этапе должны быть определены:
-  подлинность;
-  целостность генома;
-  инфекционный титр вирусного вектора;
-  отношение инфекционного титра вектора 
к концентрации общего белка;
-  остаточные белки клетки-хозяина;
-  остаточная ДНК клетки-хозяина;
-  вносимые вещества, в том числе вносимые 
в препарат антибиотики (при отсутствии дан-
ных о валидации очистки продукта)
At this stage the following is determined:
-  identification;
-  genomic integrity;
-  viral vector infectious titer;
-  ratio of vector infectious titer to total protein 
concentration;
-  residual host-cell proteins;
-  residual host-cell DNA;
-  residual reagents including residual antibiotics 
(in the absence of validation data on the degree of 
product purification)

Получение готово-
го нерасфасован-

ного продукта
Final bulk  
production

Стерильность
Sterility

Получение 
готового 

лекарственного 
препарата

Final lot production

На этапе должны быть определены:
-  подлинность;
-  рH;
-  вода;
-  извлекаемый объем;
-  осмоляльность;
-  концентрация вирусных векторных частиц;
-  инфекционный титр вирусного вектора;
-  соотношение концентрации вирусных векторных 
частиц к инфекционному титру вирусного вектора;
-  экспрессия генетического материала в препарате;
-  специфическая (биологическая) активность;
-  стерильность;
-  бактериальные эндотоксины;
-  бычий сывороточный альбумин (при использова-
нии в процессе производства);
-  концентрация репликационно-компетентных аде-
новирусов;
-  агрегация вирусного вектора;
-  термическая стабильность
At this stage the following is determined:
-  identification;
-  рН;
-  residual moisture;
-  extractable volume;
-  osmolality;
-  viral vector particle concentration;
-  viral vector infectious titer;
-  ratio of viral vector particle concentration to viral 
vector infectious titer;
-  expression of the genetic insert in the product;
-  specific (biological) activity;
-  sterility;
-  bacterial endotoxins;
-  bovine serum albumin (where bovine serum is used 
during production);
-  replication-competent adenovirus concentration;
-  viral vector aggregates;
-  thermal stability

На этапе должны быть определены:
-  подлинность;
-  рН;
-  вода;
-  извлекаемый объем;
-  осмоляльность;
-  инфекционный титр вирусного вектора;
-  экспрессия генетического материала в пре-
парате;
-  специфическая (биологическая) активность;
-  стерильность;
-  бактериальные эндотоксины;
-  бычий сывороточный альбумин (при исполь-
зовании в процессе производства);
-  термическая стабильность
At this stage the following is determined:
-  identification;
-  рН;
-  residual moisture;
-  extractable volume;
-  osmolality;
-  viral vector infectious titer;
-  expression of the genetic insert in the product;
-  specific (biological) activity;
-  sterility;
-  bacterial endotoxins;
-  bovine serum albumin (where bovine serum is 
used during production);
-  thermal stability
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Для рекомбинантных вирусных векторных вакцин должно 
быть представлено подробное обоснование разработки вакци-
ны в соответствии со стадиями производства (табл. 3).

Стадия конструирования вектора. При описании разра-
ботки вакцины необходимо включать информацию о выбо-
ре вектора, источнике происхождения гена (генов) гетеро-
логичного антигена и регуляторных генетических элементах 
для экспрессии целевого генетического материала. Также 
следует подробно описать все генно-инженерные манипу-
ляции, например сайт-специфические мутации, вставки, 
делеции и/или перестройки в любом компоненте в сравне-
нии с его естественным эквивалентом. Если в конструкцию 
вакцины входят транскрипционные или трансляционные 
элементы для регуляции (например, временной или ткане-
специфической) экспрессии трансгена, необходимо предо-
ставить фактическое подтверждение подобной специфич-
ности на основе результатов описания свойств препарата 
и данных его контроля.

Стадия приготовления клеточного субстрата (клеток-про-
дуцентов) для продукции вектора. При оценке качества вак-
цины следует описать клеточный субстрат, используемый 
для культивирования и/или сборки вируса. Описание должно 
включать историю клеточной линии, условий ее культивирова-
ния в процессе производства вакцины, а также ее подлинность 
и свойства. При работе с клеточными культурами особое вни-
мание должно уделяться предотвращению перекрестной кон-
таминации другими клетками или вирусами и контаминации 
посторонними агентами28. Для «пакующих» клеточных линий 
следует указывать подробные данные о векторной конструк-
ции, включая природу и расположение хелперной (вспомога-
тельной) вирусной нуклеиновой кислоты, и кодируемых ею 
белках, их функциях.

Стадия приготовления посевного материала (ГПМ 
и РПМ). Серии посевного материала готовят посредством 
пассирования рекомбинантного вируса в клеточном суб-
страте, используемом при производстве вакцины. Характер 
описания свойств посевного материала зависит от ряда 
факторов, в том числе от природы вирусного вектора, про-
исхождения и природы гетерологичного гена (генов), приро-
ды генетических модификаций, истории субстрата, исполь-
зуемого для получения посевного материала, применения 
клональной селекции и природы реагентов, используемых 
для получения посевных материалов. Описание свойств ГПМ 
включает описание генетических и фенотипических свойств 
вакцинного вируса, сравнение с исходным вектором, осо-
бенно в тех случаях, когда модификация вектора может вли-
ять на аттенуацию, патогенность, тропизм к ткани или видо-
специфичность вакцинного вируса в сравнении с исходным 
вектором. Описание генетических свойств должно включать 

анализ нуклеотидной последовательности вакцинного ви-
руса; полезным дополнением могут служить рестрикцион-
ное картирование, саузерн-блоттинг, анализ ПЦР или ДНК-
фингерпринтинг. Следует описать отдельные регуляторные 
элементы, задействованные в экспрессии гетерологичного 
гена (генов). Требуется подтверждение генетической ста-
бильности посевного материала29. При описании фенотипи-
ческих свойств основное внимание следует уделять марке-
рам аттенуации/модификации, экспрессии гетерологичного 
антигена (антигенов) в in vitro и in vivo условиях, позво-
ляющих детектировать ревертанты. Кроме того, описание 
свойств также должно включать другие исследования, в том 
числе антигенный анализ, инфекционный титр вируса, коли-
чество вирусных частиц, урожай вируса in vitro и характери-
стики роста вируса in vivo на подходящей животной модели. 
Для некоторых вакцин в дополнение или вместо определе-
ния инфекционного титра должно определяться количество 
вирусных частиц. Следует подробно описать прогнозируе-
мый жизненный цикл ГПМ и РПМ для изготовления вакцины 
и предполагаемую периодичность получения новых рабочих 
посевных материалов. Следует предоставить информацию 
об условиях хранения посевных материалов и об их стабиль-
ности в течение срока хранения30. Если для получения ГПМ 
и РПМ используются материалы животного происхождения, 
следует соблюдать требования, изложенные в Руководстве 
по минимизации риска передачи возбудителей губчатой эн-
цефалопатии животных через лекарственные препараты ме-
дицинского и ветеринарного применения31, а также требова-
ния руководства ЕС по использованию сыворотки крупного 
рогатого скота32.

Вакцину следует получать из РПМ с минимальным числом 
промежуточных пассажей. Число пересевов из РПМ не должно 
превышать число пассажей, имевших место при производстве 
вакцины, которая была признана удовлетворительной в ходе 
клинических исследований. В производстве могут использо-
ваться различные субстраты, в том числе первичные клетки, 
диплоидные клетки, перевиваемые клеточные линии и раз-
вивающиеся куриные эмбрионы. Диплоидные клетки и пере-
виваемые клеточные линии должны соответствовать требо-
ваниям главы 5.2.3 ЕФ33. Следует также учитывать положения 
Рекомендаций ВОЗ34. За исключением первичных культур кле-
ток куриных эмбрионов, следует избегать использования пер-
вичных клеток, в противном случае их использование должно 
быть надлежащим образом обосновано. Общие рекомендации 
по использованию первичных клеточных культур приведены 
в Приложении 1 к документу ICH Q5D35. Стада кур, используе-
мые в качестве источника клеток куриных эмбрионов, должны 
соответствовать требованиям общей главы 5.2.2 ЕФ36. Если 
в производстве используются трансформированные клетки, 

28  Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of live recombinant viral vectored vaccines (EMA/CHMP/VWP/141697/2009). EMA; 2010. 
https://www.ema.europa.eu/en/quality-non-clinical-clinical-aspects-live-recombinant-viral-vectored-vaccines

29  Там же.
30  Там же.
31  Minimising the risk of transmitting animal spongiform encephalopathy agents via human and veterinary medicinal products (EMЕA/410/01 Rev. 3). 

https://www.ema.europa.eu/en/minimising-risk-transmitting-animal-spongiform-encephalopathy-agents-human-veterinary-medicinal
32  Guideline on the use of bovine serum in the manufacture of human biological medicinal products (EMA/CHMP/BWP/457920/2012 rev 1). EMA; 2013. 

https://www.ema.europa.eu/en/use-bovine-serum-manufacture-human-biological-medicinal-products
33  5.2.3. Cell substrates for the production of vaccines for human use. European Pharmacopoeia 10th ed; 2020.
34  Recommendations for the evaluation of animal cell cultures as substrates for the manufacture of biological medicinal products and for the character-

ization of cell banks. WHO Technical Report Series No. 978; 2013 https://www.who.int/biologicals/vaccines/TRS_978_Annex_3.pdf?ua=1
35  ICH Topic Q5D. Note for guidance on quality of biotechnological products: derivation and characterisation of cell substrates used for production of 

biotechnological/biological products (CPMP/ICH/294/95). EMA; 1998. https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-q-5-d-derivation-
characterisation-cell-substrates-used-production-biotechnological/biological-products-step-5_en.pdf

36  5.2.2. Chicken flocks free from specified pathogens for the production and control of vaccines. European Pharmacopoeia 10th ed; 2020.
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следует учитывать требования соответствующих разделов ру-
ководства ICH Q5D37.

Стадия получения вирусного сбора. Для вирусного сбора 
следует проводить испытание по показателю «Подлинность», 
которое должно включать испытание на подлинность экс-
прессируемого гетерологичного антигена и векторного ви-
руса38. Титр вируса следует определять при помощи вали-
дированного метода, желательно, чтобы инфекционный 
титр выражался в показателе средней инфекционной дозы 
для клеточной культуры (cell culture infectious dose, CCID50) 
или бляшкообразующих единицах (БОЕ). Следует утвердить 
минимальные допустимые титры, позволяющие использо-
вать отдельный сбор вируса в приготовлении объединенного 
вирусного сбора или готового нерасфасованного продукта. 
Для каждого отдельного сбора должны быть проведены ис-
пытания по показателю «Посторонние агенты». Для некото-
рых репликационно-дефектных вакцинных вирусов, например 
вакцин на основе репликационно-дефектных аденовирус-
ных векторов, могут понадобиться испытания по показателю 
«Репликационно-компетентные вирусы». Для отдельных ви-
русных сборов также должны проводиться испытания по по-
казателям «Стерильность» и «Отсутствие микоплазм».

Стадия получения готового нерасфасованного продукта. 
Из объединенных вирусных сборов (одного или нескольких) 
изготавливают готовый нерасфасованный продукт. Следует 
описать стратегию, используемую для объединения отдельных 
вирусных сборов при получении вакцины. Для объединенных 
вирусных сборов необходимо проводить испытания по пока-
зателю «Стерильность». Добавление антибиотиков в качестве 
антимикробных консервантов, как правило, неприемлемо39. 
Для препаратов в многодозовой упаковке необходимо пред-
ставить обоснование использования антимикробного консер-
ванта с учетом возможной контаминации препарата во время 
его использования и максимального рекомендованного срока 
использования после вскрытия первичной упаковки или вос-
становления вакцины. При изготовлении готовой лекарствен-
ной формы (ГЛФ) вакцины необходимо учитывать частичную 
потерю инфекционного титра вируса во время розлива, лио-
филизации и хранения.

Стадия получения готового лекарственного препарата 
(вакцины). Образцы каждой серии готовой вакцины долж-
ны проходить испытания по показателям «Стерильность», 
«Подлинность» и «Специфическая активность»40. Следует так-
же проводить испытание по показателю «Термическая стабиль-
ность». Результаты анализа производственных серий по пока-
зателю «Бактериальные эндотоксины» должны укладываться 
в утвержденные нормы. Для лиофилизированных вакцин сле-
дует проводить испытание по показателю «Вода»41. Испытания 
готовой вакцины должны включать испытания по показателям 
«Остаточные белки клетки-хозяина», «Вносимые вещества», 

«Остаточные белки сыворотки животных» (например, «Бычий 
сывороточный альбумин»), полученные значения должны на-
ходиться в пределах, установленных в спецификации. При ис-
пользовании в производстве перевиваемой клеточной линии 
необходимо проводить испытание по показателю «Остаточная 
ДНК клетки-хозяина»42. Если эти испытания проводились 
для готовой нерасфасованной вакцины и результаты были 
удовлетворительными, то испытание можно не проводить 
для готового препарата.

Следует определять специфическую активность каждой 
серии готовой вакцины. Должно быть проведено определение 
инфекционного титра вирусного вектора. В некоторых случа-
ях более целесообразным является определение числа вирус-
ных частиц в качестве дополнительного или единственного 
испытания. Если проводится определение и инфекционного 
титра вирусного вектора, и числа векторных вирусных частиц, 
можно определить соотношение между этими показателями, 
которое необходимо включить в спецификацию для выпу-
ска готового препарата. В других случаях определение спе
цифической активности может основываться на детекции 
экспрессии гетерологичного антигена in vitro или определе-
нии иммуногенности in vivo. Значение показателя активности, 
включаемое в спецификацию для выпуска готового препара-
та, должно быть обосновано с использованием данных до-
клинических и/или клинических исследований, полученных 
для разрабатываемой вакцины43.

Особенности доклинических исследований живых 
рекомбинантных вирусных векторных вакцин

К живым вакцинам на основе рекомбинантных вирусных 
векторов применимы рекомендации руководства ВОЗ по докли-
нической оценке вакцин44. Доклинические исследования без-
опасности и иммунологической эффективности должны про-
водиться с использованием адекватной модели животных. 
При выборе животных для проведения исследований безопас-
ности и эффективности вакцины необходимо, если это воз-
можно, чтобы восприимчивость животных к инфекционному 
агенту и патогенез инфекционного процесса были максимально 
близки к таковым у человека. Кроме того, выбранная животная 
модель должна быть восприимчивой к вирусному вектору, ко-
торый используется при разработке вакцины, т.е. уровень его 
репликации, вирулентность и биораспределение в организме 
животного должны быть максимально похожи на прогнозируе-
мые при применении у людей. Исследования безопасности и за-
щитных свойств (протективности) вакцины, если это возможно, 
следует проводить на одной и той же животной модели.

Требуется проведение анализа предсуществующего имму-
нитета, поскольку он может оказать влияние на результаты до-
клинических и клинических исследований. С одной стороны, 
это связано с тем, что иммунный ответ, не обеспечивающий 

37  Note for guidance on quality of biotechnological products: derivation and characterisation of cell substrates used for production of biotechnological/
biological products (CPMP/ICH/294/95). EMA; 1998. https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-q-5-d-derivation-characterisation-
cell-substrates-used-production-biotechnological/biological-products-step-5_en.pdf

38  Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of live recombinant viral vectored vaccines (EMA/CHMP/VWP/141697/2009). EMA; 2010. 
https://www.ema.europa.eu/en/quality-non-clinical-clinical-aspects-live-recombinant-viral-vectored-vaccines

39  Там же.
40  Там же.
41  Там же.
42  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 No. 978; 2013 https://www.who.int/biologicals/vaccines/TRS_978_Annex_3.pdf?ua=1
43  Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of live recombinant viral vectored vaccines (EMA/CHMP/VWP/141697/2009). EMA; 2010. 

https://www.ema.europa.eu/en/quality-non-clinical-clinical-aspects-live-recombinant-viral-vectored-vaccines
44  WHO guidelines on nonclinical evaluation of vaccines. WHO Technical Report Series No. 927; 2005. https://www.who.int/biologicals/publications/trs/

areas/vaccines/nonclinical_evaluation/ANNEX%201Nonclinical.P31-63.pdf?ua=1

https://www.who.int/biologicals/publications/trs/areas/vaccines/nonclinical_evaluation/ANNEX%201Nonclinical.P31-63.pdf?ua=1
https://www.who.int/biologicals/publications/trs/areas/vaccines/nonclinical_evaluation/ANNEX%201Nonclinical.P31-63.pdf?ua=1
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защиту от инфекции, может изначально присутствовать в ор-
ганизме в связи с перекрестной реактивностью к родственному 
или дикому вариантам вектора и/или к источнику гена-встав-
ки — целевого антигена. С другой стороны, после иммуниза-
ции животных, которые являются «наивными» к вакцинному 
вирусу-вектору и целевому антигену, могут возникнуть непред-
виденные реакции, связанные с безопасностью, что потребу-
ет проведения дополнительных доклинических исследований 
безопасности. Исследования по оценке иммуногенности следу-
ет проводить на животных, характеризующихся наиболее адек-
ватным иммунным ответом на исследуемую вакцину. В случае 
отсутствия подходящей животной модели следует учесть эти 
аспекты в клинических исследованиях, особенно в исследова-
ниях профилактической эффективности.

Исследование фармакодинамики. Данные по оценке 
иммуногенности на релевантных видах животных долж-
ны быть получены до начала клинических исследований. 
Исследования иммуногенности должны включать количе-
ственную и качественную оценку иммунного ответа с учетом 
дозы и схемы введения вакцины. Исследования иммуноген-
ности должны предусматривать оценку гуморального, кле-
точно-опосредованного и врожденного иммунного ответа 
как в отношении целевого антигена, так и в отношении ви-
русного вектора, поскольку последний вносит вклад в иммун-
ный ответ на вакцину и получение этих данных необходимо 
для оценки возможности повторного применения вирусного 
вектора в составе другой вакцины. Следует оценить корреля-
цию между уровнем антител и другими звеньями иммунного 
ответа (например, изменения цитокинового профиля) и уров-
нем защиты от инфекции. Это ключевые данные, которые 
должны быть получены на стадии разработки препарата45. 
Следует принимать во внимание предсуществующий иммун-
ный ответ к вирусному вектору и/или целевому (гетерологич-
ному) антигену в составе векторной вакцины.

Исследование токсичности при однократном и многократ-
ном введении. При разработке стратегии испытаний следует 
использовать гибкий, научно обоснованный принцип доклини-
ческой оценки безопасности. Оценку токсичности как при одно-
кратном, так и при многократном введении следует проводить 
с препаратом сравнения46. Необходимо также предоставить ин-
формацию по исследованиям в отношении собственно вектора 
без вставки целевого антигена. В случае если в исследованиях 
токсичности при многократном введении обнаружено, что им-
мунитет к вектору влияет на иммунный ответ при введении 
последующих доз вакцины, тем самым ставя под сомнение 
результаты данного исследования, возможно проведение ис-
следования токсичности только при однократном введении.

Исследование биораспределения. Следует проводить ис-
следования биораспределения живого рекомбинантного вак-
цинного вируса во всех тканях и органах. Исследование био-
распределения может включать изучение вирусовыделения, 
определения вирусных антигенов или вирусного генетиче-
ского материала. Прохождение через гематоэнцефалический 
барьер может свидетельствовать о потенциальной нейрови-
рулентности47.

Исследование репродуктивной и онтогенетической ток-
сичности. Изучение репродуктивной токсичности требуется 

в случае, если предполагается применять вакцину у беремен-
ных и кормящих женщин. В случае если в исследованиях био-
распределения была показана вероятность репликации вируса 
в органах репродуктивной системы, требуется проведение ис-
следований репродуктивной токсичности48.

Исследование местной переносимости. Необходимо про-
водить исследования местной переносимости. Данное ис-
следование можно сочетать с другими исследованиями ток-
сичности. Препарат вводят тем способом и в дозе, которая 
предполагается для использования у человека.

Особенности проведения клинических исследований 
живых рекомбинантных вирусных векторных вакцин

Иммуногенность векторной вакцины. Гуморальные и кле-
точные иммунные ответы на экспрессируемый чужеродный 
антиген (антигены) и на вирусный вектор следует исследовать 
на как можно более раннем этапе программы клинических ис-
следований49. Масштаб исследований будет зависеть от резуль-
татов доклинических исследований и имеющейся информации 
о векторе, если он ранее использовался в других вакцинах [1].

При оценке иммуногенности векторной вакцины необходи-
мо представить данные:

-  о предсуществующем иммунном ответе к вирусному векто-
ру (например, связанном с естественным контактом с вирусами, 
на основе которых был сконструирован вектор, при этом иммун-
ный ответ может сильно отличаться в разных географических 
регионах и группах риска; или связанном с предшествующим 
введением вакцины, содержащей тот же самый вирусный вектор 
или его компоненты; или связанном с антителами матери);

-  о природе иммунного ответа на вирусный вектор (на-
пример, нейтрализующие антитела и антитела, не обладающие 
нейтрализующей активностью, клеточно-опосредованный им-
мунитет и изучение длительности иммунитета; при необходи-
мости проведение исследований продолжают также в постре-
гистрационном периоде);

-  о корреляции (положительной или отрицательной) между 
иммунными ответами на вирусный вектор и на экспрессируемый 
гетерологичный антиген (антигены) на основе научного обосно-
вания полученных результатов (представление доказательств);

-  об общих иммунологических эффектах, вызванных од-
новременным или последовательным введением вакцин на ос-
нове вирусных векторов, в которых используется один и тот же 
вектор, но экспрессируются разные чужеродные белки (в слу-
чае если применимо).

Оценка безопасности. Оценка безопасности должна прово-
диться начиная с как можно более раннего этапа программы 
клинических исследований и продолжаться на всем ее про-
тяжении, включая, в случае необходимости, пострегистраци-
онный период. Некоторые вопросы, требующие рассмотрения, 
относятся ко всем живым вакцинам.

Масштаб исследований будет зависеть от данных по оцен-
ке качества, результатов доклинических исследований и уже 
имеющейся информации о векторе, если он ранее использо-
вался в составе других вакцин. Исследования безопасности не-
обходимо проводить с учетом известных свойств вектора.

При оценке безопасности векторной вакцины должны быть 
рассмотрены следующие вопросы50:

45  Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of live recombinant viral vectored vaccines (EMA/CHMP/VWP/141697/2009). EMA; 2010. 
https://www.ema.europa.eu/en/quality-non-clinical-clinical-aspects-live-recombinant-viral-vectored-vaccines

46  Там же.
47  Там же.
48  Там же.
49  Там же.
50  Там же.
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-  риск образования репликационно-компетентного вируса 
из репликационно-дефектного вирусного вектора;

-  риск реверсии к вирулентному штамму вируса, которая 
также может иметь место во время производства серии вакци-
ны или в организме вакцинируемых пациентов;

-  риск рекомбинации или реассортации с другими инфек-
ционными агентами, которая может случайно произойти в ор-
ганизме вакцинируемых пациентов во время введения вакцины;

-  специфические нежелательные явления, которые могут 
быть связаны с биораспределением вирусного вектора в раз-
личных тканях и органах;

-  оценка степени и длительности выделения вакцинного 
вируса организмом и возможности передачи вакцинного виру-
са от вакцинированных к контактным людям;

-  риск интеграции генов вирусного вектора в геном клет-
ки-хозяина;

-  риск того, что вакцинация спровоцирует развитие ауто-
иммунных заболеваний;

-  риск возникновения нежелательных реакций у популя-
ции пациентов, которые имеют определенную генетическую 
предрасположенность;

-  риск повышенной восприимчивости к инфекции, вызы-
ваемой агентом, против которого направлено действие вакци-
ны, из-за повышенного иммунного ответа к вирусному вектору.

Оценка эффективности. Оценка эффективности вакцины 
проводится в соответствии с руководством ВОЗ51. Если им-
мунные корреляты защиты не установлены, а также в случае 
отсутствия зарегистрированной вакцины с установленной 
эффективностью, клинические исследования протективной 
эффективности являются обязательными. Необходимость 
проведения исследований эффективности в условиях ру-
тинной вакцинации следует обсудить с уполномоченными 
органами.

Потенциальная польза и риск применения живых 
рекомбинантных вирусных векторных вакцин

Основными преимуществами живых рекомбинантных ви-
русных векторных вакцин являются следующие [1]:

-  вакцина потенциально может индуцировать не только 
гуморальный, но и клеточный иммунный ответ;

-  возможность разработки вакцин против высокопатоген-
ных инфекций, для которых классические инактивированные 
и живые вакцины недоступны либо их сложно производить;

-  технологичность;
-  более низкий риск реверсии вирулентности по сравне-

нию с классическими живыми вакцинами (в случае реплика-
тивно-дефектных вирусных векторных вакцин).

К возможным рискам, возникающим при применении жи-
вых рекомбинантных вирусных векторных вакцин, относятся 
следующие факторы [1]:

-  наличие ограниченного объема данных об опыте их кли-
нического применения;

-  риск нежелательного биораспределения и экспрессии 
антигена в организме человека;

-  риск рекомбинации вакцинного вектора с вирусами ди-
кого типа;

-  риск передачи вакцинного вируса от вакцинированных 
к контактным людям;

-  потенциальная патогенность для иммунокомпрометиро-
ванных лиц;

-  риск реверсии вирулентности вирусного вектора.

Опыт применения аденовирусных векторных вакцин 
для профилактики COVID-19 в период пандемии свидетель-
ствует об их безопасности и эффективности, что позволяет 
рассчитывать на достаточно хорошие перспективы дальней-
шего развития вакцин данного типа, в том числе для использо-
вания в рамках рутинной иммунопрофилактики.

Заключение
На сегодняшний день имеются ограниченные данные 

об опыте клинического применения живых рекомбинантных 
вирусных векторных вакцин. В мире зарегистрированы не-
сколько живых рекомбинантных векторных вакцин против 
лихорадок Эбола и Денге, японского энцефалита, COVID-19. 
В настоящее время многие вакцины на основе вирусных век-
торов находятся на различных этапах исследований (доклини-
ческие исследования, клинические исследования фаз 1 и 2). 
В Российской Федерации вакцины Гам-КОВИД-Вак (торговое 
обозначение «Спутник V») и Гам-КОВИД-Вак-Лио зарегистри-
рованы по процедуре регистрации препаратов, предназначен-
ных для применения в условиях угрозы возникновения и лик-
видации чрезвычайных ситуаций.

Разработка руководства (методических рекомендаций) 
по качеству, доклиническим и клиническим исследованиям жи-
вых рекомбинантных вирусных векторных вакцин в Российской 
Федерации остается актуальной задачей. Результаты анализа 
подходов к оценке качества, проведению доклинических и кли-
нических исследований живых рекомбинантных вирусных век-
торных вакцин могут быть полезны при разработке гармони-
зированных с международными нормами руководств в сфере 
обращения лекарственных средств.
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Сравнительная характеристика существующих платформ 
для создания вакцин против опасных и особо опасных вирусных инфекций, 
обладающих пандемическим потенциалом
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ул. Октябрьская, д. 11, Сергиев Посад-6, Московская область, 141306, Российская Федерация

Спонтанное появление более вирулентных для человека штаммов возбудителей инфекционных заболеваний, способ-
ствующих трансмиссии патогенных микроорганизмов изменения окружающей среды, социально-экономические факто-
ры, возрастание уровня контактов между различными регионами являются основными причинами возникновения новых 
инфекционных заболеваний, в том числе обладающих пандемическим потенциалом. Для успешной борьбы с пандемией 
необходимо проведение массовой вакцинации против соответствующей нозологической формы инфекции, направленной 
на активное формирование коллективного иммунитета, в основе которого лежит непрямая защита человеческой популя-
ции в целом, при иммунизации определенной ее части. Обоснованный выбор платформы для разработки вакцины является 
важным звеном решения данной задачи. Цель работы — сравнительная характеристика платформ для создания вакцин 
(аттенуированных, инактивированных, субъединичных, векторных рекомбинантных вакцин, ДНК- и РНК-вакцин), предна-
значенных для проведения массовой иммунизации против опасных и особо опасных вирусных инфекций, обладающих 
пандемическим потенциалом. В качестве возможных возбудителей таких инфекций рассмотрены представители семейств 
Poxviridae, Orthomyxoviridae и Coronaviridae. Проведено сравнение платформ для создания вакцин по следующим пока-
зателям: возможность формирования полноценного иммунного ответа; защитная эффективность; время, необходимое 
для проведения разработки и испытания вакцин; возможность производства объемов вакцины, необходимых для проведе-
ния массовой иммунизации; возможные препятствия при использовании вакцин по целевому назначению. Предполагается, 
что в ближайшие десятилетия приоритетными вакцинными платформами для создания защитных препаратов против опас-
ных и особо опасных вирусных инфекций с пандемическим потенциалом, независимо от таксономической принадлежности 
их возбудителей, станут ДНК- или РНК-вакцины.
Ключевые слова: поксвирусы; ортомиксовирусы; коронавирусы; вирус SARS-CoV-2; COVID-19; массовая иммунизация; 
инактивированные вакцины; субъединичные вакцины; векторные рекомбинантные вакцины; РНК-вакцины; ДНК-вакцины
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Comparative analysis of existing platforms for the development of vaccines against 
dangerous and extremely dangerous viral infections with pandemic potential
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The main triggers of new infectious diseases, including those with pandemic potential, are: spontaneous emergence of infectious 
strains which are more virulent for humans and contribute to transmission of pathogenic microorganisms, environmental changes, 
social and economic factors, increased contact rates between different regions. A successful pandemic response requires mass 
immunisation against a specific disease, aimed at the development of herd immunity which is based on the concept of indirect 
protection of the whole of the population by immunising a part of it. A well-grounded choice of the vaccine platform is central to 
dealing with this problem. The aim of the study was to compare characteristics of vaccine platforms (attenuated, inactivated, subunit, 
recombinant vector, DNA, and RNA vaccines) intended for mass immunisation against dangerous and extremely dangerous viral 
infections with pandemic potential. The study focused on the members of Poxviridae, Orthomyxoviridae and Coronaviridae families 
as potential pathogens. The vaccine platforms were compared in terms of the following parameters: capability of producing a robust 
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immune response; protective efficacy; time required for vaccine development and testing; ability to produce vaccine in volumes 
required for mass immunisation; potential obstacles associated with the intended use of the vaccine. It is expected that in the next 
few decades DNA and RNA vaccine platforms will be most widely used for development of products against dangerous and extremely 
dangerous viral infections with pandemic potential, regardless of taxonomic groups of pathogens.
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subunit vaccines; recombinant vector vaccines; RNA vaccines; DNA vaccines
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Основными причинами возникновения новых инфекцион-
ных заболеваний, в том числе и обладающих пандемическим 
потенциалом, являются эволюционные изменения микроорга-
низмов (спонтанное появление более вирулентных для чело-
века штаммов возбудителей), способствующие трансмиссии 
инфекционных заболеваний изменения окружающей среды, 
социально-экономические факторы, возрастание уровня 
контактов между различными регионами. За все время су-
ществования человечества, по мере увеличения численности 
населения, новые инфекционные заболевания представляли 
перманентную угрозу и наносили все более значимый урон. 
Например, в ходе эпидемий, вызванных возбудителями на-
туральной оспы и чумы, погибало свыше одной трети общего 
числа населения [1]. По разным оценкам, пандемия «испан-
ки»  — заболевания, вызванного вирусом гриппа А, подтипа 
H1N1, унесла жизни от 17 до 100 млн человек [2].

Современный уровень развития медицины позволяет избе-
жать таких катастрофических потерь. Тем не менее начавшая-
ся в 2020 г. пандемия COVID-19 только за один год стала при-
чиной около 120 млн подтвержденных случаев заболевания, 
число жертв которого превысило 4,8 млн1. Сопоставление ко-
личества инфицированных с общей численностью населения 
указывает на то, что борьба с пандемией еще далека от своего 
завершения.

Этиологические агенты вновь возникающих вирусных ин-
фекционных заболеваний относятся к различным таксономи-
ческим группам ДНК- и РНК-содержащих вирусов. Опасность 
возбудителей этих инфекций для здравоохранения обуслов-
лена не только тяжестью вызываемых ими заболеваний, 
но и очень часто отсутствием на первых этапах пандемии чет-
кого описания характерных клинических признаков инфекции, 
что затрудняет проведение диагностических исследований 
(особенно в неэндемичных регионах). Выявление и идентифи-
кация возбудителей могут быть проведены только в специали-
зированных центрах. При этом средства специфической про-
филактики и лечения вновь возникающих вирусных инфекций 
на первых этапах возникновения пандемии отсутствуют.

Анализ пандемий инфекционных заболеваний, на приме-
ре пандемии «испанки» в 1918–1920 гг. и пандемии COVID-19, 
начавшейся в 2020 г., наглядно показывает степень их угрозы 
для здравоохранения.

Для характеристики темпов распространения заболевания 
в иммунологии широко используют показатель R0  — базо-
вое репродуктивное число инфекции (среднее число людей, 
заражаемых одним больным). При R0 < 1 вспышка затухает, 
при R0 = 2 происходит заражение 80% популяции [3].

Как карантинные, так и профилактические меры борьбы 
с распространением заболевания в конечном счете направле-
ны на снижение показателя R0.

Карантинные меры сводятся главным образом к изоляции 
больных либо к общему снижению числа социальных кон-
тактов в популяции. Однако при COVID-19 изоляция больных 
не является эффективным приемом вследствие большого 
числа легких и бессимптомных случаев, а также установлен-
ной возможности трансмиссии возбудителя еще на ранней 
стадии заболевания до проведения диагностики. Следует от-
метить, что снижение уровня социальных контактов не только 
крайне негативно влияет на все сферы деятельности общества, 
но и делает реальной возможность возникновения новой вол-
ны пандемии после снятия ограничительных мер.

Гораздо более эффективным средством борьбы с панде-
мией является формирование коллективного иммунитета, пре-
пятствующего дальнейшему распространению заболевания. 
Последний формируется двумя путями:

-  естественное распространение заболевания с последую-
щим появлением невосприимчивого к повторному инфициро-
ванию контингента;

-  массовая иммунизация населения.
Цель работы — сравнительная характеристика платформ 

для создания вакцин (аттенуированных, инактивированных, 
субъединичных, векторных рекомбинантных вакцин, ДНК- 
и РНК-вакцин), предназначенных для проведения массовой 
иммунизации против опасных и особо опасных вирусных ин-
фекций, обладающих пандемическим потенциалом.

Существующие платформы для создания вакцин

В зависимости от уровня существующего в популяции кол-
лективного иммунитета при возникновении новой инфекции 
возможны два основных варианта развития ситуации:

-  человечество сталкивается с принципиально новым за-
болеванием, к которому чувствительна бо́льшая часть населе-
ния, то есть коллективный иммунитет в момент начала распро-
странения заболевания полностью отсутствует;

-  в популяции существует в той или иной мере выражен-
ный перекрестный иммунитет, обусловленный предшествую-
щим распространением возбудителей, относящихся к той же 
таксономической группе, что и агент новой инфекции.

Даже вакцинация определенной доли популяции будет спо-
собствовать предотвращению трансмиссии возбудителя [4]. 
Вакцинацию на первых этапах необходимо проводить в огра-
ниченных по численности группах риска (медицинские работ-
ники, а также лица, непосредственно контактирующие с боль-
ными)2. Однако фактором, который будет играть решающую 
роль в противодействии пандемии, является формирование 
коллективного иммунитета посредством массовой иммуниза-
ции населения.

В настоящее время разработаны основные элементы 
стратегии получения вакцинных препаратов против новых 

1  https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/situation-reports
2  https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/vaccines/recommendations-process.html
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Таблица 1. Достоинства и недостатки существующих платформ для создания вакцин
Table 1. Advantages and disadvantages of existing vaccine platforms 

Платформа
Platform

Достоинства
Advantages

Недостатки
Disadvantages

Живые аттенуиро-
ванные вакцины
Live attenuated  

vaccines

Формирование наиболее  
полноценного иммунного ответа

Induction of the most robust  
immune response

Остаточная вирулентность аттенуированного штамма,  
длительный период разработки

Residual virulence of attenuated strains, long development period

Инактивированные 
вакцины

Inactivated vaccines

Безопасность. Формирование 
иммунного ответа ко всем  

структурным белкам возбудителя
Safety. Induction of an immune 

response to all structural proteins  
of the pathogen

Необходимость проведения повторной иммунизации. Возможны 
проблемы с получением необходимой биомассы вируса

The need for re-immunisation. Potential problems with obtaining  
the required virus biomass

Субъединичные 
белковые вакцины

Subunit protein  
vaccines Безопасность. Возможность  

масштабирования производства
Safety. Production scalability

Наработка рекомбинантных вирусных антигенов посредством 
трансфекции генно-инженерных конструкций  

(эффективна только в клетках эукариот)
Production of recombinant viral antigens by transfection of geneti-
cally engineered constructions is effective only in eukaryotic cells 

Субъединичные 
пептидные вакцины

Subunit peptide  
vaccines

Низкая защитная эффективность
Low protective efficacy

Векторные реком-
бинантные вакцины
Recombinant vector 

vaccines

Возможность наработки  
необходимых объемов биомассы
Possibility of obtaining the required 

biomass volumes

Наличие предсуществующего иммунитета к вектору снижает  
эффективность вакцинации. Достаточно высокая реактогенность

Pre-existing immunity to the vector reduces vaccination effective-
ness. Relatively high reactogenicity

ДНК-вакцины
DNA vaccines

Безопасность. Отсутствие  
предсуществующего иммунитета 
к генно-инженерной конструкции, 
используемой при иммунизации
Safety. No pre-existing immunity  

to the genetically engineered  
construction used for immunisation

Недостаточная иммуногенность. Сложность технологии произ-
водства. Необходимость применения специальных устройств 

доставки при проведении иммунизации. Необходимость соблю-
дения холодовой цепи на этапах производства и применения

Insufficient immunogenicity. Complex production technology.  
The need for special administration devices. The need to comply  

with cold chain requirements during production and use 

РНК-вакцины
RNA vaccines

Сложность технологии производства. Необходимость соблюде-
ния холодовой цепи на этапах производства и применения

Complex production technology. The need to comply with cold chain 
requirements during production and use 

инфекционных заболеваний, в отношении которых отсутство-
вали утвержденные медицинские средства защиты [5].

Имеющиеся сейчас технологические платформы пред-
назначены для производства определенных классов вакцин: 
аттенуированных вакцин, инактивированных вакцин, вакцин 
на основе вирусоподобных частиц, субъединичных (белковых 
и пептидных) вакцин, ДНК- и РНК-вакцин, векторных реком-
бинантных вакцин, в которых в качестве вектора используют 
какой-либо апатогенный либо аттенуированный для человека 
вирусный агент (вирус везикулярного стоматита, аденовирусы, 
вирус вакцины, лентивирусы).

Основные достоинства и недостатки рассмотренных плат-
форм представлены в таблице 1.

Прежде чем проводить сравнение указанных платформ 
и обосновывать возможность их применения при возникно-
вении пандемии нового инфекционного заболевания, необхо-
димо рассмотреть природу возможных кандидатов в агенты 
пандемии. Опыт развития пандемии COVID-19, а также пред-
шествующих пандемий вирусных инфекционных заболеваний, 
практически полное исчезновение коллективного иммунитета 
в отношении натуральной оспы [6] позволяет нам высказать 
предположение, что агентами новых инфекционных заболева-
ний с пандемическим потенциалом могут быть представители 
следующих семейств вирусов: Poxviridae (вирус натуральной 
оспы либо новые высокопатогенные для человека ортопокс
вирусы), Coronaviridae (новый вариант вируса SARS-CoV-2 
или новый патогенный для человека SARS-CoV-2-подобный 

вирус) и Orthomyxoviridae (вирус гриппа птиц, способный 
к трансмиссии в человеческой популяции). Для индивиду-
ального агента эмерджентной инфекции выбор оптимальной 
платформы для разработки вакцин против вызываемого им 
заболевания может определяться его таксономической при-
надлежностью.

При рассмотрении эффективности различных платформ 
для разработки вакцин, используемых для специфической 
профилактики заболевания и направленных на предотвра-
щение его распространения, следует указать, что вакцина, 
помимо высокой защитной эффективности (как атрибута 
вакцинных препаратов), в идеале должна обладать перекрест-
ной реактивностью по отношению к различным генетическим 
линиям возбудителя, вызывать протективный иммунный ответ 
даже при однократном введении, быть безопасной3.

Следовательно, приоритетами при создании вакцин яв-
ляются их безопасность и эффективность, а также возмож-
ность производства большого количества (для проведения 
глобальной вакцинации), измеряемого в миллиардах доз [7, 
8]. Необходимо учитывать и такие ее характеристики, как тех-
нологичность производства, возможность наработки необхо-
димой для проведения массовой иммунизации биомассы пре-
парата, транспортабельность вакцины, подразумевающую ее 
доступность для удаленных регионов, а также логистические 
соображения. Себестоимость производства вакцины не долж-
на быть ограничивающим фактором для проведения массовой 
иммунизации населения.

3  https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/340301/WHO-2019-nCoV-vaccine-effectiveness-measurement-2021.1-rus.pdf
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При характеристике каждой из указанных платформ для про-
изводства вакцин далее рассмотрены основные их особенности: 
принцип построения; возможность производства вакцинных 
препаратов для обеспечения необходимого объема массовой 
вакцинации; показатели эффективности и безопасности вакцин; 
долгосрочные перспективы применения платформы.

Живые аттенуированные вакцины

Главным преимуществом аттенуированных вакцин 
перед другими платформами являются: наиболее полноцен-
ный иммунный ответ и связанная с ним высокая защитная эф-
фективность; технологичность производства (наработка необ-
ходимой биомассы вакцины не вызывает особых проблем) [9].

Именно с помощью аттенуированных вакцин в 50-х гг. про-
шлого века проведена успешная борьба с пандемией полио-
миелита [10], а в конце 70-х гг. прошлого века ликвидирована 
натуральная оспа [11].

Для создания аттенуированного штамма, используемого 
при конструировании вакцины, можно использовать:

-  гетерологичный (родственный по отношению к агенту ин-
фекционного заболевания) возбудитель, например вирус вакци-
ны для проведения иммунизации против натуральной оспы;

-  искусственно полученный аттенуированный вариант, 
при этом аттенуация может быть проведена как вирусологи-
ческими (например, проведение клонирования в непермиссив-
ных условиях с периодическим контролем изменения уровня 
аттенуации по мере увеличения числа пассажей), так и молеку-
лярно-генетическими методами (например, с помощью полу-
чения делеционных мутантов).

Для данной группы вакцин существуют проблемы так на-
зываемой остаточной вирулентности и (или) возможности ре-
версии к вирусу дикого типа, поэтому их введение в практиче-
скую медицину представляет весьма длительный процесс. Это 
стало одной из причин того, что при возникновении в 2020 г. 
пандемии COVID-19 вопрос о конструировании аттенуирован-
ных вакцин для создания коллективного иммунитета рассма-
тривался больше гипотетически.

Сам процесс получения аттенуированного варианта тре-
бует существенных временных затрат. Процесс проведения 
серийных пассажей в непермиссивных условиях (например, 
в монослойной культуре клеток как наиболее распространен-
ной системе накопления для возбудителей вирусных инфек-
ционных заболеваний) при большом количестве пассажей 
(300–500) при продолжительности пассажа 5 суток (без учета 
временных затрат на периодический контроль изменения уров-
ня аттенуации по мере увеличения числа пассажей) занимает 
свыше 5 лет.

Использование методов молекулярной генетики с целью 
направленного получения вариантов с заданными свойствами 
позволяет существенно сократить указанный срок.

После расшифровки генома вируса SARS-CoV-2 и изу
чения его молекулярно-биологических характеристик можно 
подобрать несколько вариантов дизайна аттенуированного ва-
рианта данного возбудителя, который может в дальнейшем из-
учаться как кандидатная вакцина против COVID-19. Возможны 
следующие варианты дизайна аттенуированного варианта:

-  делеция в гене S-белка последовательности, кодирую-
щей сайт расщепления фурина (участок между субъединицами 
S1 и S2), отсутствующий у других коронавирусов, относящихся 
к тому же клайду [12, 13];

-  делеция в гене S-белка кодона, кодирующего глицин 
в положении 493 и (или) аспарагин в положении 501 (участок 
рецептор-связывающего сайта вируса SARS-CoV) [14, 15];

-  частичное или даже полное делетирование гена белка Е. 
Данный полипептид, входящий в состав мембраны коронави-
русов, принимает участие в различных стадиях цикла репро-
дукции вируса (сборка, отпочковывание, формирование обо-
лочки), влияет на патогенность возбудителя [16]. Установлено, 
что отсутствие или инактивация белка Е приводит к изменению 
морфологии и тропизма вируса SARS-CoV [17]. При отсут-
ствии белка Е накопление коронавирусов происходит на низ-
ком уровне, вирусное потомство не является жизнеспособным, 
поэтому данный белок рекомендуется использовать в качестве 
мишени для противовирусных препаратов [18];

-  делеции в участках генома, кодирующих неструктурные 
белки коронавирусов  — главную протеазу (МPro), пепсин-
подобную протеазу (PLPro), РНК-полимеразу (RdRp) и геликазу 
[19–21].

Существующий опыт проведения молекулярно-генети-
ческих исследований за рубежом позволяет предположить, 
что использование методов обратной генетики делает реаль-
ной возможность получения аттенуированных вариантов ви-
руса SARS-CoV-2 [22]. Проблема, однако, заключается в том, 
что скорость получения варианта с помощью указанных ме-
тодов лишь несущественно сокращает временные затраты, 
необходимые для доказательства устранения остаточной 
вирулентности, невозможности реверсии к вирусу дикого 
типа и изучения аттенуированного варианта в качестве осно-
вы для создания кандидатной вакцины. Время, необходимое 
для разработки аттенуированной вакцины, обычно превышает 
10 лет, что может резко снизить ценность препаратов данного 
класса при борьбе с пандемиями.

Указанное справедливо и для того случая, если возбуди-
тель новой вирусной инфекции, способной перерасти в пан-
демию, будет принадлежать к семейству Orthomyxoviridae. 
Однако если этот инфекционный агент будет принадлежать 
к семейству Poxviridae, альтернативы аттенуированным вакци-
нам нового поколения, пригодным для первичной вакцинации 
взрослых как средству профилактики распространения забо-
левания, особенно в условиях возникновения чрезвычайной 
ситуации биологического характера, когда для формирования 
коллективного иммунитета необходимо проведение вакцина-
ции в сжатые сроки [9], в настоящее время не существует.

Следовательно, возможность успешной реализации 
данной платформы при возникновении пандемии новой ин-
фекции, а также долгосрочные перспективы указанной плат-
формы будет определять главным образом таксономическая 
принадлежность агента заболевания.

Инактивированные вакцины

Основой вакцин данного класса является инактивиро-
ванный вирион, к структурным белкам которого формирует-
ся иммунный ответ при парентеральном введении вакцины. 
Инактивированные вакцины более безопасны по сравнению 
с аттенуированными вакцинами, но менее иммуногены, по-
скольку в процессе вакцинации в макроорганизме не проис-
ходит трансляции вирусных антигенов. Несомненным досто-
инством данной платформы является то, что цельновирионная 
инактивированная вакцина формирует иммунный ответ на все 
вирусные белки, что сопоставимо с гуморальным иммунным 
ответом при заболевании.

Безопасность инактивированных вакцин является одним 
из факторов, делающих возможной ускоренную организацию 
I и II фаз клинических исследований, ввиду наличия инак-
тивированных вакцин против других заболеваний, создан-
ных при использовании тех же технологических платформ. 

https://biomolecula.ru/articles/gonka-vo-spasenie-bezopasny-li-vaktsiny-protiv-koronavirusa#source-10
https://biomolecula.ru/articles/gonka-vo-spasenie-bezopasny-li-vaktsiny-protiv-koronavirusa#source-10
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Инактивированная вакцина CoronaVac (Sinovac, Китай) стала 
первой вакциной против COVID-19, для которой были получе-
ны результаты клинических исследований I и II фаз. Защитная 
эффективность инактивированных вакцин достаточно высока. 
Так, эффективность инактивированной вакцины BBIBP-CorV 
(Sinopharm, Китай) против COVID-19 по данным III фазы кли-
нических исследований находится в пределах 51–65% [23]. 
Побочные эффекты после иммунизации данной вакциной 
не выявлены4.

Накопленный в настоящее время опыт использования 
инактивированных вакцин свидетельствует о том, что они, без-
условно, будут иметь приоритетное положение в случае воз-
никновения новой вирусной инфекции, если возбудитель от-
носится к семейству Orthomyxoviridae. В этом случае опыт 
создания и применения противогриппозных вакцин к раз-
личным антигенным подтипам вируса гриппа А может быть 
успешно использован для разработки вакцин против нового 
гипотетического агента (наиболее вероятный кандидат  — 
адаптированный для человека вирус гриппа птиц).

Одной из проблем для данной вакцинной платформы яв-
ляется возможность наработки инактивированной вакцины 
в количествах, необходимых для проведения массовой имму-
низации. Так, при разработке инактивированных вакцин против 
COVID-19 был отмечен относительно низкий уровень накопле-
ния вируса SARS-CoV-2 в культуре клеток, что препятствует 
наработке биомассы вируса, необходимой для производства 
больших объемов вакцины [24].

Приблизительный расчет показывает, что при необходимом 
для проведения курса иммунизации одного человека количестве 
вирусспецифического белка около 10 мкг (10-5 г), с учетом мас-
сы вириона коронавируса порядка 1 фг (10-15 г) для обеспече-
ния указанной величины иммунизирующей дозы необходимо 
около 1010 вирионов. При наработке коронавируса в одобренной 
для получения вакцинных препаратов культуре клеток Vero B 
на уровне 1×108 вирионов в 1 см3 (без учета неизбежных потерь 
при инактивации и концентрировании вируса) для проведения 
курса иммунизации одного человека требуется около 100 мл 
вируссодержащей суспензии. Следовательно, возможность на-
работки таких препаратов в количествах, измеряемых десятками 
и сотнями миллионов доз, является крайне проблематичной.

Таким образом, приоритетными платформами для созда-
ния вакцин при возникновении эмерджентной инфекции, вы-
званной ортомиксовирусами или ортопоксвирусами, являются 
платформы для производства инактивированных вакцин и жи-
вых аттенуированных вакцин соответственно.

Субъединичные вакцины, векторные рекомбинантные 
вакцины, ДНК- и РНК-вакцины

Вакцинные платформы нового поколения рассмотрены 
главным образом в отношении новых коронавирусных инфек-
ций с пандемическим потенциалом, поскольку они уже нашли 
широкое применение при борьбе с пандемией COVID-19.

В данный перечень не включены вакцины на основе ви-
русоподобных частиц. Несмотря на то что представители 
данного класса вакцин периодически возникают в качестве 
кандидатных в отношении новых вирусных инфекций, слож-
ность их конструирования создает определенные проблемы 
при быстрой наработке препарата в количествах, необходимых 
для проведения массовой иммунизации в случае возникнове-
ния пандемии.

Субъединичные вакцины, содержащие необходимые 
для стимуляции иммунного ответа вирусные белки и их 

фрагменты, получают с помощью экспрессии генно-инженер-
ных конструкций in vitro. Из вакцин, широко используемых 
при распространении COVID-19, к данному классу относится 
вакцина NVX-CoV2373 фармацевтической компании Novаvax 
(США), содержащая полноразмерный S-белок вируса SARS-
CoV-2 [25]. Иммунизация такого рода вакцинами является 
максимально «щадящей» для макроорганизма. Вакцина может 
применяться для всех возрастных групп, для лиц с аллергиче-
скими заболеваниями, а также для проведения реиммунизации. 
Важным достоинством таких вакцин является возможность их 
хранения в лиофильно-высушенном виде при температуре 
2–8 °C [25]. Определенная проблема при применении данных 
препаратов заключается в возможности естественной эво-
люции возбудителя в процессе пандемии, вследствие чего 
они могут снизить свою эффективность в отношении мутиро-
вавшего возбудителя. Так, согласно имеющимся данным [26], 
эффективность вакцины NVX-CoV2373 (Novavax, США) про-
тив исходного штамма вируса SARS-CoV-2 составляет 95,6%, 
против штамма B.1.1.7 (выявленный в Великобритании штамм 
вируса) — 85,6%, против южноафриканского штамма возбу-
дителя COVID-19 — только 60%.

Необходимо иметь в виду, что субъединичные белко-
вые вакцины высокого уровня качества могут быть получены 
только при использовании структурных белков вируса, нара-
ботанных в эукариотических клетках. Так, например, мономер 
S-белка вируса SARS-CoV-2 имеет 22 сайта гликозилирования 
(процесс, который не проходит в клетках прокариот) [27], 
что создает дополнительные сложности при создании генно-
инженерной конструкции, экспрессирующей рекомбинантный 
вирусный антиген.

Векторные рекомбинантные вакцины, как правило, состоят 
из безопасного для человека вируса (в качестве вектора), в ге-
ном которого встроен ген целевого белка (S-белок для вируса 
SARS-CoV-2). При проникновении вектора в клетки запускает-
ся процесс экспрессии целевого белка [28, 29]. Из вакцин дан-
ной группы, используемых при борьбе с пандемией COVID-19, 
наиболее известными являются вакцины Ad26.COV2.S 
(Johnson&Johnson, США, Нидерланды), ChAdOx1-S (AZD1222) 
(AstraZeneca, Великобритания, Швеция) и разработанная 
в России вакцина Гам-КОВИД-Вак (Спутник V) (НИЦЭМ им. 
Н.Ф. Гамалеи, Россия).

Векторами могут служить разные вирусы (чаще всего аде-
новирусы, вирус везикулярного стоматита, ортопоксвирусы, 
ретровирусы). Одним из возможных препятствий для приме-
нения векторных рекомбинантных вакцин является наличие 
предсуществующего иммунитета к конструкции, используемой 
в качестве вектора. Для уменьшения влияния этого фактора 
возможно использование двух различных вирусных векторов 
[30]. Кроме того, возможно использование в роли вектора ви-
русов, которые либо вообще не циркулируют среди людей (на-
пример, аденовирус шимпанзе), либо крайне редки. Так, отли-
чительной особенностью вакцины AZD1222 от вакцин Спутник V 
и Ad26.COV2.S является использование в качестве вектора аде-
новируса шимпанзе, а не человека. Предполагалось, что это 
должно снизить риски как возникновения нежелательных им-
мунных реакций, так и снижения эффективности иммунизации 
вследствие наличия у вакцинированного предсуществующего 
иммунитета к вектору, сформировавшемуся вследствие ранее 
перенесенной аденовирусной инфекции [29].

Безопасность аденовирусных векторов для создания вак-
цин на их основе достаточно хорошо изучена в клинической 
практике [31–33].

4  https://apps.who.int/iris/handle/10665/341534

http://www.sinopharm.com/1398.html
http://www.sinopharm.com/1398.html
https://biomolecula.ru/articles/gonka-vo-spasenie-bezopasny-li-vaktsiny-protiv-koronavirusa#source-11
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Аденовирусный вектор индуцирует как гуморальный, так 
и клеточный иммунитет, причем после однократной иммуни-
зации. Проведение двух иммунизаций обеспечивает форми-
рование долговременного иммунитета. Двухвекторный подход 
позволяет эффективнее стимулировать оба вида иммунитета 
(клеточный и гуморальный) и примерно на порядок увеличива-
ет силу иммунного ответа по сравнению с использованием од-
ного вектора. Наличие предсуществующего иммунитета к аде-
новирусу определенного типа может быть устранено за счет 
использования в вакцине гетерологичных аденовирусных век-
торов, например аденовирусов человека 26 и 5 типов (подход 
реализован в вакцине Гам-КОВИД-Вак) [34].

В настоящее время имеется положительный опыт исполь-
зования аденовирусного вектора как платформы для создания 
векторных рекомбинантных вакцин. Так, вакцина Гам-КОВИД-
Вак разработана на технологической платформе, которую ранее 
использовали для создания вакцин против лихорадки Эбола, 
ближневосточного респираторного синдрома (MERS), лихорад-
ки Ласса [35, 36]. Вакцина Ad26.COV2.S создана на основе уже 
ранее разработанной технологической платформы для констру-
ирования вакцин против лихорадки Эбола, ВИЧ-инфекции и ли-
хорадки Зика. При этом рекомбинантный аденовирус человека 
26 типа, содержащий фрагмент гетерологичной ДНК, кодирую-
щей синтез белков, аналогичных белкам оболочки вируса SARS-
CoV-2, модифицирован таким образом, что при вакцинации 
в организме человека не происходит его репродукции.

Использование аденовирусного вектора в силу высокого 
уровня накопления аденовирусов в культурах клеток и возмож-
ности использования интенсивных способов накопления их 
биомассы сможет в сжатые сроки обеспечить наработку необ-
ходимого количества доз вакцины для массовой иммунизации.

Эффективность векторных рекомбинантных вакцин на ос-
нове аденовирусов достаточно высока. Так, защитная эффек-
тивность вакцины Гам-КОВИД-Вак в клинических исследовани-
ях фазы III составила 91,6% [37], вакцины Ad26.COV2.S (при 
однократном введении препарата) составила в разных регио-
нах от 57 до 72%, средняя эффективность вакцины AZD1222 
определена равной 70% [38].

При анализе векторных рекомбинантных вакцин в целом 
как средства борьбы с распространением новых вирусных забо-
леваний с пандемическим потенциалом необходимо отметить, 
что помимо достаточно высокой реактогенности, их вероятным 
недостатком будет являться наличие (или формирование) им-
мунитета к вектору, что уже достаточно давно рассматривалось 
как возможная причина снижения эффективности проведения 
повторных иммунизаций [9]. Успешному применению вектор-
ных рекомбинантных вакцин против COVID-19 на основе адено-
вирусных векторов способствовала не только предсуществую-
щая разработка платформы, но и отсутствие ее использования 
в широком масштабе. При гипотетическом появлении (особенно 
в ближайшее время) новой коронавирусной инфекции с пан-
демическим потенциалом эффективность данной платформы 
может оказаться сниженной, что уменьшает долгосрочный по-
тенциал применения защитных препаратов, созданных на плат-
форме векторных вакцин [30–32]. Этот недостаток отсутствует 
у вакцин на основе нуклеиновой кислоты (ДНК- и РНК-вакцин). 
Для них может быть реализована максимально короткая схема 
экспрессии антигена для последующей индукции иммунного от-
вета в макроорганизме: ДНК→РНК→специфический белок (для 
ДНК-вакцин) или РНК→специфический белок (для РНК-вакцин).

Необходимо подчеркнуть следующие дополнительные до-
стоинства РНК-вакцин:

-  расщепление рибонуклеазами препятствует накоплению 
мРНК в макроорганизме;

-  при уже имеющейся биотехнологической базе производ-
ство РНК-вакцин можно наладить в сжатые сроки. Так, дизайн 
вакцины mRNA-1273 (Moderna, США) был разработан всего 
через 48 ч после появления расшифровки генома SARS-CoV-2, 
а для производства первой партии вакцины понадобилось ме-
нее полутора месяцев [39].

Защитная эффективность вакцин Pfizer/BioNTech и Moderna 
по результатам III фазы клинических исследований превысила 
94% [40].

Вероятно, что в ближайшие десятилетия ДНК- или РНК-
вакцины могут стать приоритетными вакцинными платформа-
ми для создания защитных препаратов против опасных и особо 
опасных вирусных инфекций независимо от таксономической 
принадлежности их возбудителей.

Возможным недостатком ДНК-вакцин является теорети-
чески возможная (хотя и с очень небольшой вероятностью) 
встройка гетерологичной ДНК в геном хозяина [38]. Другим не-
достатком ДНК-вакцин является недостаточная эффективность 
трансфекции [41]. Для РНК-вакцин подобных опасностей нет, 
и возможно, именно поэтому они получили приоритетное зна-
чение при разработке вакцин против COVID-19. Определенным 
недостатком ДНК-вакцин является то, что они a priori являют-
ся менее иммунногенными по сравнению с аттенуированными 
вакцинами. Для РНК-вакцин Pfizer/BioNTech и Moderna доказана 
существенно бо́льшая иммуногенность по сравнению с инакти-
вированными цельновирионными вакцинами и продолжитель-
ный иммунитет после вакцинации [39]. Согласно данным про-
изводителя РНК-вакцины Pfizer/BioNTech, вакцина обеспечивает 
иммунитет на четыре-пять месяцев, после чего может возник-
нуть необходимость проведения повторной вакцинации [39], 
вероятность получения положительного эффекта от которой 
достаточно высока ввиду отсутствия иммунитета к генно-инже-
нерной конструкции, используемой при иммунизации. При по-
явлении в ходе естественной эволюции новых генетических ва-
риантов вируса, обладающих комплексом новых свойств, состав 
конструкции может быть скорректирован на основании данных 
секвенирования генома вновь выделенных вариантов.

Важной проблемой является относительно низкая стабиль-
ность РНК-вакцин, что приводит к серьезным логистическим 
проблемам при их практическом использовании в ходе массо-
вой иммунизации [39, 41].

Однако следует указать, что упомянутые выше недостат-
ки являются следствием недостаточной полноты изученности 
свойств ДНК- и РНК-вакцин и оптимальной схемы их приме-
нения. К середине XXI в. данные платформы, вероятно, могут 
занять лидирующее положение, причем по отношению ко всем 
возбудителям опасных и особо опасных инфекций, независи-
мо от их таксономической принадлежности.

Перспективы использования вакцинных платформ 
для проведения специфической профилактики 
вирусных инфекционных заболеваний 
с пандемическим потенциалом

Наиболее вероятными инфекционными агентами буду-
щих пандемий могут быть представители семейств Poxviridae, 
Orthomyxoviridae и Coronaviridae. Представители указанных 
семейств уже вызывали пандемии, которые наносили ко-
лоссальный ущерб всем сферам деятельности человече-
ства. Факторы, способствующие возможности возникнове-
ния новых пандемий, вызванных данными возбудителями, 
а также выбор наиболее перспективных вакцинных платформ 
для проведения специфической профилактики представлены 
в таблице 2.

https://biomolecula.ru/articles/gonka-vo-spasenie-bezopasny-li-vaktsiny-protiv-koronavirusa#source-13
https://biomolecula.ru/articles/gonka-vo-spasenie-bezopasny-li-vaktsiny-protiv-koronavirusa#source-12
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Таблица 2. Обоснование выбора перспективных платформ для создания вакцин, предназначенных для проведения  
специфической профилактики эмерджентных инфекционных заболеваний с пандемическим потенциалом
Table 2. Rationale for choosing of promising platforms for the development of vaccines for specific prophylaxis of emergent diseases 
with pandemic potential 

Сравниваемые  
показатели
Parameters

Таксономическая принадлежность агента эмерджентного заболевания  
с пандемическим потенциалом

Taxonomic affiliation of an emergent disease agent with pandemic potential

Семейство Poxviridae
Poxviridae family

Семейство Orthomyxoviridae
Orthomyxoviridae family

Семейство Coronaviridae
Coronaviridae family

Факторы, способ-
ствующие появлению 

эмерджентных заболе-
ваний с пандемическим 

потенциалом
Factors contributing to 

emergent infections with 
pandemic potential 

Трансмиссия в человеческую 
популяцию патогенных для че-

ловека реликтовых поксвирусов 
вследствие освоения арктических 

регионов в условиях снижения 
популяционного иммунитета
Transmission of long-dormant 

human pathogenic poxviruses due 
to the development of the Arctic 

regions, combined with weakened 
herd immunity 

Появление высокопатоген-
ного для человека вируса 
гриппа птиц, способного 

к трансмиссии от человека 
к человеку

The emergence of the avian in-
fluenza virus, highly pathogenic 

for humans and capable of 
human-to-human transmission

Спонтанное появление 
нового высокопатогенного 

для человека коронави-
руса (по типу возбудителя 
COVID-19) из зоонозного 

потенциала
A spontaneous emergence 
of a new, highly pathogenic 

coronavirus (COVID-19) from 
a zoonotic source

Возможная эффектив-
ность перекрестной 

защиты, создаваемой 
существующими на мо-
мент начала эпидемии 
вакцинными препара-
тами в соответствии 

с таксономической при-
надлежностью инфек-

ционного агента
Potential efficacy of cross 

protection created by 
the existing vaccines at 
the time of the epidemic 

outbreak, with due regard 
to the taxonomic group of 

the infectious agent 

Вероятно высокая
Likely to be high

Неопределенная
Not known

Вероятно будет  
отсутствовать

Likely to be absent

Существующие в насто-
ящее время платформы 

для создания вакцин
Available vaccine plat-

forms 

Наличие аттенуированных штам-
мов вируса вакцины

Availability of attenuated vaccine 
strains 

Инактивированная вакцина
Inactivated vaccine

РНК-вакцина.
Векторная рекомбинантная 

вакцина.
Инактивированная вакцина.

Субъединичная вакцина
RNA vaccine.

Recombinant vector vaccine.
Inactivated vaccine.

Subunit vaccine

Основные проблемы, 
возникающие  

при эксплуатации  
разработанных  

платформ
The main problems 

arising with the available 
platforms 

Остаточная вирулентность
Residual virulence

Недостаточные иммуноген-
ные и протективные свойства

Insufficient immunogenic and 
protective properties

Производственные и логи-
стические проблемы, для 
векторных рекомбинант-
ных вакцин — возмож-

ность предсуществующего 
иммунитета к вектору
Production and logistics 

problems, and in the case of 
recombinant vector vac-

cines—potential pre-existing 
immunity to the vector

Наиболее перспектив-
ная платформа  

в настоящее время
The most promising avail-

able vaccine platform 

Аттенуированная вакцина
Attenuated vaccine

Инактивированная вакцина
Inactivated vaccine

Векторная рекомбинантная 
вакцина и РНК-вакцина

Recombinant vector vaccine 
and RNA vaccine

Прогноз по наиболее 
перспективной плат-

форме к 2050 г.
The most promising vac-
cine platform in the next 
few decades (by 2050)

ДНК-вакцина
DNA vaccine

РНК-вакцина
RNA vaccine

Заключение
Карантинные мероприятия, проводимые при возникнове-

нии пандемии нового инфекционного заболевания, являются 
необходимым, но недостаточным средством, ограничиваю-
щим распространение заболевания. Положительный эффект 
от этих мероприятий, как правило, снижается по мере их 

снятия или даже ослабления. Для успешной борьбы с панде-
мией необходимо проведение массовой вакцинации против 
соответствующей нозологической формы инфекционного 
заболевания, направленной на активное формирование кол-
лективного иммунитета, в основе которого лежит непрямая 
защита человеческого коллектива в целом, при иммунизации 

https://www.multitran.com/m.exe?s=rationale+for+choosing&l1=1&l2=2
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определенной его части. Обоснованный выбор платформы 
для разработки вакцины является важным звеном решения 
данной задачи.

Проведенный анализ данных научной литературы позво-
ляет сделать вывод, что наиболее эффективная платформа 
для разработки вакцин в отношении опасных инфекций опре-
деляется таксономической принадлежностью возбудителя: 
для представителей семейства Poxviridae — аттенуированные 
вакцины, для представителей семейства Orthomyxoviridae  — 
инактивированные вакцины, для представителей семейства 
Coronaviridae  — векторные рекомбинантные и РНК-вакцины. 
Это связано с существующим в настоящее время уровнем раз-
работок по созданию вакцин в отношении вызываемых данны-
ми возбудителями инфекционных заболеваний.

Предполагается, что в ближайшие десятилетия приоритет-
ными вакцинными платформами для создания защитных пре-
паратов против опасных и особо опасных вирусных инфекций 
с пандемическим потенциалом, независимо от таксономической 
принадлежности их возбудителей, станут ДНК- или РНК-вакцины.
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Обзор мирового опыта применения зарегистрированных вакцин и разработки 
новых вакцин для профилактики пневмококковой инфекции
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Инфекция, вызванная Streptococcus pneumoniae, является наиболее частой причиной высокой заболеваемости и смертности 
среди детей до 5 лет, людей с ослабленным иммунитетом и пожилых. Несмотря на значительный успех, одобренные пнев-
мококковые конъюгированные и полисахаридные вакцины имеют ограниченную эффективность, обеспечивая защиту от не-
большой части известных серотипов пневмококков. Быстрое распространение мультирезистентных штаммов усугубляет гло-
бальную проблему лечения инфекционного заболевания, вызванного S. pneumoniae. При этом появление новых штаммов 
возбудителя диктует необходимость включения новых серотипов в состав вакцин. Ввиду этого дальнейшее совершенствова-
ние вакцин для профилактики пневмококковых инфекций является актуальной задачей. Цель работы — рассмотрение дости-
жений в разработке пневмококковых вакцин (полисахаридных, конъюгированных, цельноклеточных), а также вакцин на осно-
ве белковых антигенов и вакцин, снабженных системой доставки антигена. В настоящее время на основе данных геномики 
и протеомики усовершенствованы подходы к созданию полисахаридных и белковых вакцин, а также созданию цельноклеточ-
ных вакцин, имеющих потенциал для профилактического охвата населения от различных серотипов пневмококков, не вошед-
ших в состав зарегистрированных пневмококковых вакцин. Важное значение при разработке вакцин имеет способ доставки 
антигена в клетку. Наиболее перспективной стратегией усовершенствования пневмококковых вакцин является создание вак-
цин на основе бактериоподобных или синтетических частиц, несущих несколько антигенов, в том числе поверхностные белки 
пневмококка. В заключение необходимо отметить, что наиболее приоритетными пневмококковыми вакцинами являются те, 
которые обеспечивают широкий комплекс защиты в отношении спектра циркулирующих серотипов пневмококка и, помимо 
развития системного иммунного ответа, вызывают индукцию местного иммунитета.
Ключевые слова: Streptococcus pneumoniae; конъюгированные вакцины; полисахаридные вакцины; цельноклеточные вак-
цины; пневмококковые вакцины на основе белковых антигенов; пневмококковые вакцины, снабженные системой доставки 
антигенов
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Review of global use of licensed vaccines and development of new vaccines  
for the prevention of pneumococcal infection
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Streptococcus pneumoniae infection is the most common cause of high morbidity and mortality among children under 5 years of age, 
immunocompromised people, and the elderly. Despite significant success, the approved pneumococcal conjugate and polysaccha-
ride vaccines are of limited efficacy, providing protection against a small fraction of the known pneumococcal serotypes. The rapid 
spread of multidrug-resistant strains exacerbates the global challenge of treating infection caused by S. pneumoniae. At the same 
time, the emerging new strains dictate the need to include new serotypes into vaccines. In view of this, further improvement of vac-
cines for the prevention of pneumococcal infections is an urgent task. The aim of this study was to review advances in the develop-
ment of polysaccharide, conjugate, whole-cell pneumococcal vaccines, as well as vaccines based on protein antigens and vaccines 
with an antigen delivery system. Genomics and proteomics data have helped to improve approaches to the creation of polysac-
charide and protein-based vaccines, as well as whole-cell vaccines with the potential for population prophylactic coverage against 
various pneumococcal serotypes that are not included in the licensed pneumococcal vaccines. The method of antigen delivery to 
the cell is of great importance in the development of vaccines. The most promising strategy for improving pneumococcal vaccines 
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is the creation of vaccines based on bacterium-like or synthetic particles carrying several antigens, including pneumococcal surface 
proteins. In conclusion, it should be noted that top-priority vaccines are those that provide a wide range of protection against circulat-
ing pneumococcal serotypes and, in addition to eliciting a systemic immune response, also induce local immunity.
Key words: Streptococcus pneumoniae; conjugate vaccines; polysaccharide vaccines; whole-cell vaccines; protein-based pneumo-
coccal vaccines; pneumococcal vaccines with an antigen delivery system
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Бактерии Streptococcus pneumoniae (пневмококк) являются 
одними из основных возбудителей синуситов и отитов, а также 
тяжелых и жизнеугрожающих инфекционных заболеваний (ме-
нингит, пневмония, сепсис). Пневмококковая инфекция главным 
образом передается воздушно-капельным путем. Существует 
более 93 серотипов пневмококков, из которых на долю 6–11 се-
ротипов приходится более 70% всех пневмококковых заболе-
ваний у детей1. Особенно восприимчивы к пневмококковым ин-
фекциям дети с хроническими заболеваниями (болезни сердца 
и легких, диабет или ВИЧ-инфекция)2. Инфекционные болезни, 
вызванные S. рneumoniae, также являются одной из основных 
причин высокой смертности пожилых людей и людей с ослаб
ленным иммунитетом [1, 2]. По оценкам Всемирной организа-
ции здравоохранения (ВОЗ), примерно 75% случаев инвазив-
ной пневмококковой инфекции (ИПИ) и 83% пневмококкового 
менингита возникают у детей в возрасте до двух лет. При этом 
в странах с низким и средним уровнем дохода коэффициент 
летальности от сепсиса, вызванного S. pneumoniae, составляет 
до 20%, от менингита — до 50%3.

Некоторые серотипы S.  pneumoniae способны колонизи-
ровать носоглотку и при способности к активной инвазии ста-
новятся преобладающими в инфекционном процессе. Ранее 
проведенные многочисленные исследования позволили опре-
делить факторы вирулентности S.  pneumoniae, которые спо-
собствуют колонизации и развитию пневмококковой инфекции 
[3]. Полученные данные позволили подобрать антигены, на ос-
нове которых созданы современные вакцины [4, 5].

Для предотвращения заболеваний, вызываемых пневмо-
кокковой инфекцией, таких как менингит, пневмония и сеп-
сис, ВОЗ рекомендует в национальные программы вакцинации 
включать пневмококковую конъюгированную вакцину (ПКВ)4.

Следует отметить, что, несмотря на значительный успех, 
зарегистрированные ПКВ и пневмококковые полисахаридные 
вакцины (ППВ) имеют ограниченную специфичность и обе-
спечивают защиту от небольшой части известных серотипов 
пневмококков. Быстрое распространение мультирезистентных 
штаммов, в свою очередь, усугубляют глобальную проблему 
лечения пневмококковых инфекций. На основании анализа 
данных, полученных в ходе проведения мониторинга после 
внедрения вакцин, показано, что в выделенных клинических 
изолятах обнаружены серотипы, отсутствующие в вакцинах, 

что требует оптимизации состава вакцин (замещения или до-
полнения спектра серотипов) [4].

Цель работы  — рассмотрение достижений в разработке 
пневмококковых вакцин (полисахаридных, конъюгированных, 
цельноклеточных), а также вакцин на основе белковых анти-
генов и вакцин, снабженных системой доставки антигена.

Преквалифицированные ВОЗ полисахаридные 
пневмококковые вакцины

В настоящее время доступны два типа пневмококковых 
вакцин: неконъюгированные вакцины на основе полисахари-
дов (23-валентная ППВ, ППВ23) и полисахаридные конъюги-
рованные вакцины (10-валентная ПКВ, ПКВ10 и 13-валентная 
ПКВ, ПКВ13). В Российской Федерации данные вакцины заре-
гистрированы под торговыми наименованиями: Пневмовакс® 
23, Синфлорикс и Превенар® 13 (табл. 1).

Вакцины (Синфлорикс и Превенар 13®) входят в перечень 
преквалифицированных ВОЗ вакцин5. В 2019  г. ВОЗ прове-
ла предварительную квалификацию еще двух форм выпуска 
10-валентной ПКВ (Пневмосил®) Института сывороток Индии 
(SII). Таким образом, в настоящее время общее количество пре-
квалифицированных ВОЗ вакцин достигло трех наименований 
(в семи формах выпуска) от трех производителей (табл.  1)6. 
Несмотря на то что Синфлорикс и Пневмосил® содержат поли-
сахариды одинакового количества серотипов, они различаются 
по двум серотипам: в вакцине Синфлорикс содержатся поли-
сахариды серотипов 4 и 18С, а в вакцине Пневмосил®  — 6А 
и 19A.

Следует обратить внимание на то, что в августе 2019  г. 
23-валентная ПКВ китайского производителя Beijing Minhai 
Biological Technology Co., Ltd., успешно прошла проверку 
Государственного управления по лекарственным средствам 
Китая и получила сертификат на выпуск7, а в декабре 2019 г. 
в Китае зарегистрирована 13-валентная ПКВ компании 
Walvax8.

Факторы вирулентности Streptococcus pneumoniae

Одним из главных факторов вирулентности 
S.  pneumoniae является цитолитический токсин пневмоли-
зин (Ply), который функционирует как лиганд Toll-подобных 

1  Pneumococcal conjugate vaccine supply and demand update. UNICEF; 2020. https://www.unicef.org/supply/media/4636/file/Pneumococcal-conjugate-
vaccine-supply-update-July2020.pdf

2  Там же.
3  Pneumococcal conjugate vaccines in infants and children under 5 years of age: WHO position paper  — February 2019. Wkly Epidemiol Rec. 

2019;94(8):85–103. https://apps.who.int/iris/handle/10665/310970
4  WHO Prequalified Vaccines. Geneva; 2020. https://extranet.who.int/pqweb/vaccines/prequalified-vaccines?field_vaccines_effective_date%5Bdate%5 

D=&field_vaccines_effective_date_1%5Bdate%5D=&field_vaccines_type%5B%5D=Pneumococcal+%28conjugate%29&field_vaccines_name=&search_
api_views_fulltext=&field_vaccines_number_of_doses=

5  Там же.
6  Там же.
7  http://en.biominhai.com/news/224.html
8  Pneumococcal conjugate vaccine supply and demand update. UNICEF; 2020. https://www.unicef.org/supply/media/4636/file/Pneumococcal-conjugate-

vaccine-supply-update-July2020.pdf

https://extranet.who.int/pqweb/vaccines/prequalified-vaccines?field_vaccines_effective_date%5Bdate%5D=&field_vaccines_effective_date_1%5Bdate%5D=&field_vaccines_type%5B%5D=Pneumococcal+%28conjugate%29&field_vaccines_name=&search_api_views_fulltext=&field_vaccines_number_of_doses=
https://extranet.who.int/pqweb/vaccines/prequalified-vaccines?field_vaccines_effective_date%5Bdate%5D=&field_vaccines_effective_date_1%5Bdate%5D=&field_vaccines_type%5B%5D=Pneumococcal+%28conjugate%29&field_vaccines_name=&search_api_views_fulltext=&field_vaccines_number_of_doses=
https://extranet.who.int/pqweb/vaccines/prequalified-vaccines?field_vaccines_effective_date%5Bdate%5D=&field_vaccines_effective_date_1%5Bdate%5D=&field_vaccines_type%5B%5D=Pneumococcal+%28conjugate%29&field_vaccines_name=&search_api_views_fulltext=&field_vaccines_number_of_doses=
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рецепторов, активирует систему комплемента и стимулиру-
ет выработку различных провоспалительных цитокинов [6]. 
Пневмококковый поверхностный белок А (PspA) ингибиру-
ет фиксацию компонента комплемента С3 на поверхности 
клеточной стенки бактерии и способствует накоплению бак-
терий при носительстве [7]. Аутолизин (LytA) расщепляет 
клеточную стенку бактерии, что приводит к высвобождению 
пневмолизина и других токсичных компонентов [8], а также 
подавляет образование C3 конвертазы [9]. Пневмококковый 
поверхностный антиген A (PsaA) связывает ионы металла 
(марганца), что способствует защите пневмококка от окис-
лительного стресса [3]. PiaA, компонент АВС-транспортной 

системы, участвует в доставке железа для роста бактерий 
[8]. Нейраминидаза (NanA)/сиалидаза расщепляет конце-
вые остатки сиаловой кислоты на поверхности эпители-
альных клеток, что способствует адгезии и колонизации 
S.  pneumoniae [3], а также дегликозилирует компоненты 
системы комплемента хозяина [10].

Разрабатываемые новые полисахаридные 
пневмококковые вакцины

В настоящее время разрабатывается более десяти новых 
пневмококковых вакцин (табл. 2), находящихся на различных 
стадиях клинических исследований (КИ).

Таблица 1. Преквалифицированные ВОЗ пневмококковые вакцины
Table 1. WHO-prequalified pneumococcal vaccines

Дата преквалификации
Prequalification date

Торговое наименование
Trade name

Число доз
Number of doses

Производитель
Manufacturer

18.12.2019 Пневмосил®

Pneumosil® 1
Институт сывороток Индии

Serum Institute of India Pvt. Ltd.
18.12.2019 Пневмосил®

Pneumosil® 5

20.08.2010 Превенар 13®

Prevenar 13® 1
Пфайзер Европа

Pfizer Europe MA EEIG
14.07.2016

Превенар 13® (многодозовая 
форма выпуска)

Prevenar 13® (multidose vial)
4

30.10.2009 Синфлорикс
Synflorix 1

ГлаксоСмитКлайн
GlaxoSmithKline Biologicals SA19.03.2010 Синфлорикс

Synflorix 2

16.10.2017 Синфлорикс
Synflorix 4

Таблица 2. Разрабатываемые полисахаридные пневмококковые вакцины
Table 2. Polysaccharide pneumococcal vaccines currently under development

Препарат
Product

Серотип
Serotype

Стадия разработки
Development stage

Производитель
Manufacturer

Источник
Reference

ПКВ13
PCV13 – Завершена фаза 3 КИ

Phase 3 trials completed
Пекин Минхай
Beijing Minhai

Сноска9

Footnote9

ПКВ12/11
PCV12/11 – Завершена фаза 2 КИ

Phase 2 trials completed ГлаксоСмитКлайн 
GlaxoSmithKline 

[11]

ПКВ12
PCV12 – Завершена фаза 1 КИ

Phase 1 trials completed [11]

ПКВ24
PCV24

1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 
14, 18C, 19A, 19F, 23F, 2, 
8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 

17F, 20B, 22F, 33F

Завершена фаза 1 КИ
Phase 1 trials completed

Аффинивакс Инк
Affinivax Inc [12]

Мультивалент-
ная ПКВ

Multivalent PCV
– Завершена фаза 2 КИ

Phase 2 trials completed
ЭлДжи Кемикалс

LG Chemicals
Сноска10

Footnote10

ПКВ15 (V114)
PCV15 (V114)

1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 
14, 18C, 19A, 19F, 23F, 

22F, 33F

Поданы заявки в FDA и EMA на лицензи-
рование. Фаза 2 КИ в России (в процессе)

Marketing authorisation applications 
submitted to the FDA and EMA. Ongoing 

Phase 3 trials in Russia

Мерк
Merck Sharp & 
Dohme Corp

Сноска11

Footnote11

ПКВ24
PCV24

1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 
14, 18C, 19A, 19F, 23F, 2, 
8, 9N, 10A, 11A, 12F, 15B, 

17F, 20, 22F, 33F

Фаза 2 КИ (в процессе)
Ongoing Phase 2 trials

Мерк
Merck Sharp & 
Dohme Corp

[12]
Сноска12

Footnote12

9  Pneumococcal conjugate vaccine supply and demand update. UNICEF; 2020. https://www.unicef.org/supply/media/4636/file/Pneumococcal-conjugate-
vaccine-supply-update-July2020.pdf

10  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03467984
11  https://www.merck.com/news/merck-submits-applications-for-licensure-of-v114-the-companys-investigational-15-valent-pneumococcal-

conjugate-vaccine-for-use-in-adults-to-the-u-s-fda-and-european-medicines-agency/
12  https://www.merck.com/wp-content/uploads/sites/5/2020/08/Merck-Public-Pipeline.pdf
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В исследовании H.L. Stacey с соавт. [14] убедительно про-
демонстрировано, что препарат с более широкой валентностью 
ПКВ15 имеет профиль безопасности, сравнимый с профилем 
безопасности препарата ПКВ13. Препарат ПКВ15 (включает 
антигены серотипов вакцины ПКВ13 с добавлением антигенов 
серотипов 22F и 33F) индуцировал серотип-специфический 
иммунный ответ к антигенам всех 15 вакцинных серотипов, 
и данные иммунные ответы не уступали таковым от примене-
ния ПКВ13 для общих серотипов, измеряемых как по серотип-
специфической опсонофагоцитарной активности (OФA), так 
и по средним геометрическим титров антител (IgG).

Компания Пфайзер провела оценку эффективности и без-
опасности 20-валентной ПКВ (20vPnC). Вакцина 20vPnC вклю-
чает антигены 13 серотипов препарата Превенар 13® и анти-
гены семи дополнительных серотипов (8, 10A, 11A, 12F, 15B, 
22F и 33F), которые также вызывают инвазивную пневмонию 
и менингит18. Семь новых серотипов часто характеризуются 
устойчивостью к антибиотикам, а вызванная ими инфекция — 
высокой летальностью19. КИ фазы 1 на здоровых взрослых 
добровольцах (18–49 лет) показали значительную функцио-
нальную OФА и гуморальные ответы на антигены всех серо-
типов вакцины [15]. Завершены КИ фазы 320, проводившиеся 
на 6000  взрослых, включая популяции невакцинированных 
взрослых и взрослых, ранее получивших вакцину от пневмо-
кокковой инфекции. Продемонстрирована эквивалентность 
иммунных ответов (среднее геометрическое титров OФA) 
для всех 20 серотипов вакцины, а также устойчивая и стойкая 

иммуногенность. Выявлен приемлемый профиль безопасно-
сти и переносимости вакцины 20vPnC, сходный с ПКВ13 [16]. 
Компания Пфайзер 8 июня 2021 г. объявила, что Управление 
по контролю за качеством продуктов питания и лекарствен-
ных средств (Food and Drug Administration, FDA) одобрило 
Prevenar 20™ (пневмококковая 20-валентная конъюгированная 
вакцина) для профилактики инвазивных пневмококковых ин-
фекций и пневмонии у взрослых в возрасте 18 лет и старше21.

Современные тенденции в разработке пневмококковых 
вакцин

Большое внимание ученых направлено на разработку цельно-
клеточных, полисахаридных и белковых пневмококковых вакцин.

В таблице 3 приведены находящиеся в разработке цель-
ноклеточные пневмококковые вакцины и вакцины на основе 
белков S. pneumoniae.

Пневмококковые вакцины на основе белковых антигенов

Факторы вирулентности пневмококков, которые имеют 
консервативные последовательности и широко представлены 
во всех серотипах, являются предпочтительными кандидатами 
для разработки вакцин. К тому же вакцина на основе белко-
вых антигенов дешевле в производстве, чем ПКВ. Несколько 
пневмококковых белков были изучены в качестве кандидатов 
в вакцины, например PspA, Ply, PsaA, PhtD и EF-Tu (табл. 3).

Разработанные пневмококковые вакцины на основе 
рекомбинантных авирулентных штаммов Salmonella typhi 

Препарат
Product

Серотип
Serotype

Стадия разработки
Development stage

Производитель
Manufacturer

Источник
Reference

ПКВ10
PCV10 – Фаза 2 КИ (в процессе)

Ongoing Phase 2 trials
Панацеабиотек
Panaceabiotec

Сноска13

Footnote13

ПКВ20
PCV20

1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 
14, 18C, 19A, 19F, 23F 

8, 10A, 11A, 12F, 15B/C, 
22F, 33F

Зарегистрирована в США
Licensed in the USA 

Пфайзер
Pfizer

Сноска14

Footnote14

ППВ23
PPV23 – Завершена фаза 3 КИ

Phase 3 trials completed
СиновакБиотек
SinovacBiotech [13]

Мультивалент-
ная ПКВ

Multivalent PCV
– Фаза 2 КИ (в процессе)

Ongoing Phase 2 trials
СК Биосайенс
SK Bioscience

Сноска15

Footnote15

ПКВ13
PCV13 – Завершена фаза 3 КИ

Phase 3 trials completed
ООО «Нанолек»

Nanolek OOO
Сноска16

Footnote16

ПКВ13 (Пнев-
моксил 13)

PCV13
(Pneumoxil 13)

– Завершена фаза 3 КИ
Phase 3 trials completed

ОАО «Биомед»
им. И.И. Мечникова

I.I. Mechnikov 
Biomed OAO

Сноска17

Footnote17

Примечание. ПКВ — пневмококковая конъюгированная вакцина, ППВ — пневмококковая полисахаридная вакцина, ПКВ10, 12, 13, 15, 20, 24 — 
10-, 12-, 13-, 15-, 20-, 24-валентная ПКВ, ППВ23 — 23-валентная полисахаридная вакцина, КИ — клинические исследования, «–» — нет данных.
Note. PCV—pneumococcal conjugate vaccine, PPV—pneumococcal polysaccharide vaccine, PCV10, 12, 13, 15, 20, 24—10-, 12-, 13-, 15-, 20-, 
24-valent PCV, PPV23—23-valent polysaccharide vaccine, FDA—U.S. Food and Drug Administration, EMA—European Medicines Agency, – no data 
available.

13  Pneumococcal conjugate vaccine supply and demand update. UNICEF; 2020. https://www.unicef.org/supply/media/4636/file/Pneumococcal-
conjugate-vaccine-supply-update-July2020.pdf

14  https://www.pfizer.com/news/press-release/press-release-detail/us-fda-approves-prevnar-20tm-pfizers-pneumococcal-20-valent
15  https://www.skbioscience.co.kr/en/tech/rnd_01
16  http://grls.rosminzdrav.ru
17  Там же.
18  https://www.pfizer.com/news/press-release/press-release-detail/us-fda-approves-prevnar-20tm-pfizers-pneumococcal-20-valent
19  Там же.
20  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03828617
    https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03835975
    https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03760146
21  https://www.pfizer.com/news/press-release/press-release-detail/us-fda-approves-prevnar-20tm-pfizers-pneumococcal-20-valent

Продолжение таблицы 2
Table 2 (continued)
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(RASV), экспрессирующих белок PspA, при парентеральном 
введении оказывали защитное действие в исследованиях 
на мышах, зараженных вирулентным штаммом [19]. В даль-
нейшем для оценки безопасности и иммуногенности создан-
ных вакцин, а также для выбора вектора S. typhi, который 
обеспечивает оптимальную доставку антигена PspA, в КИ 
фазы 1 изучали пероральный способ однократного введения 
взрослым людям27.

Введение кандидатной вакцины на основе белка PspA 
обладает перекрестной защитой против нескольких сероти-
пов пневмококков, вызывающих носительство и инвазивные 
инфекции, что показано на моделях на животных [20]. В КИ 
фазы 1 вакцины на основе белка PspA продемонстрировали 

безопасность и иммуногенность. Показано, что выделенные 
от вакцинированных людей антитела к PspA после введе-
ния мышам защищали их от пневмококковой инфекции [21]. 
Однако дальнейшее использование полноразмерного белка 
PspA вызывает опасения, так как данный белок имеет области 
гомологии с человеческим белком миозином, что может вызы-
вать образование аутоантител и способствовать развитию вос-
палительных заболеваний сердца. В связи с этим поиск новых 
вариантов для разработки вакцин на основе PspA сосредото-
чен на обнаружении тех областей PspA, которые не содержат 
гомологии с миозином [4].

В ряде проведенных исследований показано, что  
пневмококковый поверхностный белок С (PspC) обладает 

Таблица 3. Цельноклеточные пневмококковые вакцины и вакцины на основе белков S. pneumoniae, находящиеся в разра-
ботке
Table 3. Whole-cell pneumococcal and protein-based S. pneumoniae vaccines under development

Тип вакцины
Vaccine type

Стадия разработки
Development stage

Источник
Reference

Пневмококковые вакцины на основе белковых антигенов
Protein-based pneumococcal vaccines

Вакцины, содержащие белок PspA
Vaccines containing PspA

Рекомбинантные авирулентные векторные вакцины на основе штамма 
Salmonella typhi, экспрессирующего PspA
Recombinant avirulent Salmonella typhi vector vaccines expressing PspA

Завершена фаза 1 КИ
Phase 1 trials completed 

Сноска22

Footnote22

Вакцины, содержащие белки Ply, PhtD, PspA, PsaA и PiuA
Vaccines containing Ply, PhtD, PcpA, PspA, PsaA, and PiuA

Комбинация белков Ply, PhtD и вакцины Синфлорикс
Combination of Ply, PhtD proteins and Synflorix vaccine

Завершена фаза 1 и 2 КИ
Phase 1and 2 trials completed

Сноска23

Footnote23

Вакцина PnuBioVax, содержащая белки Ply, PspA, PsaA и PiuA
PnuBioVax vaccine containing Ply, PspA, PsaA, and PiuA proteins

Завершена фаза 1 КИ
Phase 1 trials completed

Сноска24

Footnote24

Вакцины, содержащие белок EF-Tu
Vaccines containing EF-Tu

Рекомбинантная вакцина, содержащая рекомбинантный белок EF-Tu  
S. pneumoniae штамма D39
Recombinant vaccine containing recombinant EF-Tu protein of S. pneumoniae 
D39 strain

Доклинические исследования
Preclinical studies [17]

Цельноклеточные пневмококковые вакцины
Whole-cell pneumococcal vaccines

Цельноклеточная вакцина на основе штамма S. pneumoniae RM200  
(RX1E PdTΔlytA)
Whole-cell vaccine based on S. pneumoniae RM200 strain (RX1E PdTΔlytA)

Завершена фаза 2 КИ
Phase 2 trials completed

Сноска25

Footnote25

Цельноклеточная вакцина (SPWCV)/Al на основе инактивированного  
неинкапсулированного штамма S. pneumonia, адсорбированного  
на гидроксиде алюминия
Whole-cell vaccine (SPWCV)/Al based on inactivated non-encapsulated  
S. pneumoniae strain adsorbed on aluminum hydroxide

Завершена фаза 1 КИ
Phase 1 trials completed

Сноска26

Footnote26

Живой аттенуированный вакцинный штамм с делецией гена lgt инкапсу-
лированного пневмококкового штамма TIGR4 S. pneumonia (TIGR4Δlgt)
Live attenuated vaccine strain with lgt gene deleted from the encapsulated  
S. pneumoniae TIGR4 strain (TIGR4Δlgt)

Доклинические исследования
Preclinical studies [18]

Примечание. PspA — пневмококковый поверхностный белок А, Ply — пневмолизин, PhtD — белок D пневмококковой гистидиновой триады, 
PcpA — пневмококковый холин-связывающий белок А, PsaA — пневмококковый поверхностный антиген А, PiuA — липопротеиновый ком-
понент ABC-транспортеров железа S. pneumoniae, EF-Tu — прокариотический фактор элонгации, lgt — ген пролипопротеин диацилглицерил 
трансферазы, КИ — клинические исследования.
Note. PspA—pneumococcal surface protein A, Ply—pneumolysin, PhtD—protein D of the pneumococcal histidine triad, PcpA—pneumococcal choline 
binding protein A, PsaA—pneumococcal surface antigen A, PiuA—lipoprotein component of two S. pneumonia iron-uptake ABC transporters, EF-Tu—
prokaryotic elongation factor, lgt—prolipoprotein diacylglyceryl transferase gene.

22  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01033409
23  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00707798
    https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00985751
    https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01262872
24  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02572635
25  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02097472
26  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01537185
27  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01033409
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высокой иммуногенностью [22, 23]. Продемонстрировано, 
что антитела против PspC способны обеспечивать защиту от но-
сительства и против развития инвазивной инфекции у мышей. 
Однако, несмотря на присутствие гена белка PspC почти у всех 
пневмококков, этот белок является весьма полиморфным, а ва-
рианты различаются по способности связывать фактор Н (бе-
лок, регулирующий систему комплемента). Результаты иссле-
дования показали, что штамм S. pneumoniae, экспрессирующий 
вариант PspC, вызывающий образование специфичных антител, 
не защищает мышей против других вариантов PspC, что связано 
с высокой вариабельностью белка [22].

Проведенные исследования разработанной рекомбинант-
ной кандидатной вакцины на основе белка гистидиновой три-
ады PhtD выявили способность защищать иммунизированных 
мышей и приматов против пневмококковой колонизации но-
соглотки и легких [24–27]. Безопасность и иммуногенность 
рекомбинантной вакцины на основе белка PhtD доказана 
при введении взрослым добровольцам (18–50 лет) в КИ фазы 
1, а вторая бустерная вакцинация приводила к увеличению 
уровня антител к PhtD [28]. Кроме этого выявлено, что челове-
ческие антитела против PhtD обеспечивают пассивную защиту 
мышей против развития инфекции [29].

Изучение белков Ply и PhtD, введенных отдельно или в ком-
бинации, показало, что белки защищали мышей от пневмо-
кокковой инфекции [25, 30]. КИ были проведены компанией 
ГлаксоСмитКляйн для оценки безопасности, реактогенности 
и иммуногенности различных составов вакцины на основе пнев-
мококковых белков Ply и PhtD в сравнении с препаратом 
Синфлорикс у взрослых и детей. В КИ фазы 1 здоровые взрос-
лые (18–40 лет) получили две дозы одного из шести различных 
составов вакцины, содержащих инактивированный пневмоли-
зин (dPly) или PhtD, или смесь двух белков (dPly и PhtD), или их 
комбинации в сочетании с вакциной Синфлорикс28. Участники 
контрольной группы получали однократную дозу 23-валент-
ной ППВ (Пневмовакс 23™). Результаты показали, что составы 
вакцин, содержащие dPly и PhtD, отдельно или в сочетании 
с Синфлорикс, дают хорошую переносимость и иммуногенность 
[31]. В другом завершенном КИ фазы 2 дети от 12 до 23 месяцев 
получали одну из четырех исследуемых вакцин, содержащих су-
спензию из белков dPly и PhtD или их сочетания с Синфлорикс29. 
Вакцина Синфлорикс использовалась в качестве контроля. Все 
составы вакцины хорошо переносились и были иммуногенны 
при введении в виде двух доз при первичной вакцинации с по-
следующей бустерной дозой. В завершенном КИ фазы 2 влия-
ние двух составов вакцин, содержащих dPly и PhtD в сочетании 
с Синфлорикс, оценивали у детей в возрасте 8–10 недель и у де-
тей в возрасте 2–4 года30. Вакцинация Синфлорикс/dPly/PhtD де-
тей в возрасте 2–4 лет, ранее не получавших вакцину, показала 
хорошую переносимость и иммуногенность. При этом включе-
ние пневмококковых белков в вакцину Синфлорикс не оказало 
влияния на колонизацию пневмококков в носоглотке, несмотря 
на ранее показанную в клинических исследованиях у взрослых 
и детей иммуногенность этих составов и доказанную в доклини-
ческих исследованиях способность снижать колонизацию сли-
зистых у мышей и приматов. Возможно, это связано с различия-
ми в путях иммунизации и исходном иммунном статусе. Вместе 
с тем наличие взаимосвязи между воздействием вакцин на ос-
нове пневмококковых белков dPly/PhtD и распространенностью 

носоглоточного носительства S.  pneumoniae еще предстоит 
определить [32].

Исследование трехвалентной белковой вакцины PPrV, не-
сущей рекомбинантные белки PspA, PhtD и PlyD1, показало, 
что иммунизация мышей данным препаратом защищает их 
от летального заражения S. pneumoniae [33]. В КИ фазы 1, про-
веденных компанией Sanofi Pasteur, кандидатная вакцина PPrV 
оказалась безопасной и иммуногенной для взрослых и детей 
[34]. Вакцина обеспечивает защиту посредством вовлечения 
макрофагального звена и комплементзависимых механизмов, 
а также снижения прикрепления пневмококка к эпителию сли-
зистой и колонизации носоглотки [35].

Новая пневмококковая вакцина PnuBioVax, содержащая 
четыре белковых антигена Ply, PspA, PsaA и PiuA, сконструиро-
вана на основе штамма S. рneumoniae серотипа 4 TIGR4 с му-
тацией в гене ply с сохранением иммуногенности токсина, спо-
собности активировать систему комплемента, Toll-подобный 
рецептор 4 и миграцию CD4 Т-клеток [36]. В доклинических 
исследованиях было продемонстрировано, что при проведе-
нии анализа ОФА сыворотки крови кроликов, иммунизирован-
ных PnuBioVax, вызывали нейтрализацию вакцинного штамма 
TIGR4, а также штаммов серотипов 6B, 19F и 15B. В экспери-
ментах in vitro было показано, что инкубация пневмококков 
в иммунных сыворотках приводила к агглютинации бактерий, 
подавлению опосредованного пневмолизином лизиса эритро-
цитов и снижению бактериальной инвазии в эпителиальные 
клетки легких [36, 37]. Таким образом, вакцина PnuBioVax об-
ладает расширенным потенциалом для защиты с вовлечением 
нескольких механизмов действия независимо от серотипов 
пневмококка. Вакцина PnuBioVax прошла фазу 1 КИ31, по ре-
зультатам которых была показана безопасность и иммуноген-
ность на здоровых взрослых (18–40 лет) [37].

Разработана кандидатная рекомбинантная вакцина против 
пневмококковой инфекции, содержащая белок EF-Tu штамма 
D39 S.  pneumoniae [17]. Выявлено, что иммунизация мышей 
рекомбинантным белком EF-Tu вызывала у них значительное 
увеличение продукции цитокинов, включая IL-6, TNF-α, IFN-γ 
и IL-17. Кроме этого наблюдалось увеличение популяции CD4+ 
Т-клеток спленоцитов мышей, а также повышение уровня анти-
тел IgG1 и IgG2a. Иммунизация мышей рекомбинантным белком 
EF-Tu обеспечивала защиту в условиях заражения летальной 
дозой штаммов S. pneumoniae серотипа 2 и серотипа 15А, об-
ладающего множественной лекарственной устойчивостью [17]. 
Следовательно, пневмококковый белок EF-Tu можно рассматри-
вать в качестве кандидата при разработке серотипнезависимой 
вакцины против пневмококковой инфекции.

Цельноклеточные пневмококковые вакцины

Исследования в отношении цельноклеточных вакцин по-
казали, что инактивированные неинкапсулированные клетки 
бактерий S. pneumoniae были способны обеспечивать серотип-
независимую защиту, вызывать как гуморальный, так и кле-
точные иммунные ответы против множества пневмококковых 
антигенов у животных [38–40].

Сконструирована инактивированная цельноклеточная кан-
дидатная вакцина на основе штамма S. pneumoniae RX1, полу-
ченного из мутантного капсулированного пневмококка серо-
типа 2, не способного к капсулированию. Вакцина, введенная 

28  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00707798
    https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00985751
    https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01262872
29  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00985751
30  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01262872
31  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02572635
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интраназально с холерным токсином в качестве адъюванта, 
обеспечивала защиту от колонизации S. pneumoniae и инвазив-
ной пневмококковой инфекции у мышей и крыс в отношении 
инкапсулированных штаммов серотипов 6B и 3, а также значи-
тельно снижала колонизацию серотипами 6B, 14, 23F носоглот-
ки и среднего уха у мышей [41].

Цельноклеточная вакцина RM200, инактивированная бета-
пропиолактоном, созданная на основе S. pneumoniae штамма 
RM200 (RX1E PdTΔlytA) с заменой гена lytA на ген устойчивости 
к канамицину, проявила хорошие защитные свойства от коло-
низации носоглотки S. pneumoniae серотипа 6B, а также стиму-
лировала повышение уровня интерлейкина 17A (IL-17A) [42]. 
Доклинические исследования показали, что введение данной 
вакцины вместе с гидроксидом алюминия в качестве адъюван-
та приводило к увеличению титра IgG и уровня IL-17 [43]. Также 
для данной вакцины завершены КИ фазы 2 для определения 
оптимальной дозировки на здоровых молодых добровольцах 
кенийского происхождения (от 18 до 45 лет) и детях в возрасте 
от 12 до 15 месяцев32.

Результаты КИ фазы 1 для кандидатной цельноклеточной 
инактивированной вакцины (SPWCV)/Al на основе неинкапсу-
лированного штамма S. pneumoniae с гидроксидом алюминия 
показали безопасность и иммуногенность вакцины33. Введение 
вакцины приводило к индукции иммунного ответа на несколь-
ко пневмококковых антигенов, в том числе на PspA и Ply, 
и не вызывало развития нежелательных явлений. Кроме того, 
у вакцинированных выявлено повышение уровня Т-клеточных 
цитокинов, включая интерлейкин 17А [44].

Разработанная живая аттенуированная цельноклеточная 
вакцина на основе штамма S. pneumoniae D39, ослабленного 
за счет удаления гена pep27 (Δpep27), обеспечивала серо-
типнезависимую защиту, препятствуя прикреплению и коло-
низации пневмококка. Проведенные исследования показали, 
что интраназальное введение кандидата в вакцины мышам 
обеспечивало длительную защиту от гетерологичных штам-
мов и от вторичных пневмококковых инфекций [45, 46]. Так 
как возникли опасения по поводу вероятности реверсии 
пневмококка штамма Δpep27 в фенотип дикого типа при им-
мунизации, то для повышения безопасности данной вакцины 
в штамме был дополнительно удален ген comD. Обнаружено, 
что иммунизация мышей аттенуированной цельноклеточной 
вакциной на основе штамма S. pneumoniae Δpep27ΔcomD при-
водила к значительному увеличению титра IgG к антигенам 
S. pneumoniae серотипа D39 и вызывала PspA-специфический 
IgG ответ. Кроме того, введение вакцины приводило к повы-
шению выживаемости мышей более чем на 80% по сравнению 
с контрольной группой, а также снижению уровня пневмокок-
ковой колонизации независимо от серотипа. Безопасность 
и эффективность вакцины на основе штамма S.  pneumoniae 
Δpep27ΔcomD была подтверждена на мышах с нормальным 
иммунным статусом и на иммунодефицитных мышах [47].

Сконструированный живой аттенуированный вакцинный 
штамм на основе инкапсулированного пневмококкового штам-
ма TIGR4 с делецией гена пролипопротеин диацилглицерин 
трансферазы lgt (TIGR4Δlgt), обладающий сниженной виру-
лентностью и воспалительной активностью, был способен 
защищать мышей от заражения гетерологичными штаммами 
пневмококка [18]. При этом интраназальная иммунизация мы-
шей штаммом TIGR4Δlgt обеспечивала защиту от пневмокок-
ковой инфекции, вызываемой штаммами серотипов 2 (D39), 3 
(wu2), 6B, 9V, 19F и 23F; индуцировала IgA и IgG2b-доминантные 

иммунные ответы, обладающие перекрестной реактивностью 
к различным серотипам пневмококка. Полученные результаты 
показали, что TIGR4Δlgt является потенциальным кандидатом 
пневмококковой вакцины широкого спектра действия [18].

Цельноклеточные вакцины содержат все пневмококковые 
белковые антигены. Доклинические исследования и КИ фазы 
1 показали, что цельноклеточные инактивированные вакцины 
или живые ослабленные вакцины на основе неинкапсулиро-
ванного штамма S. pneumoniae способны обеспечивать серо-
типнезависимую защиту и стимулируют как гуморальные, так 
и клеточные иммунные ответы против нескольких антигенов.

Разработка пневмококковых вакцин, снабженных систе-
мой доставки антигенов

Перспективным подходом в разработке новых пневмокок-
ковых вакцин является использование систем доставки антиге-
нов на основе микрочастиц и наночастиц. При введении скон-
струированной кандидатной вакцины на основе белка PspA 
и системы доставки в виде частиц на основе полимолочной 
кислоты (PLA) и поли(глицеринадипат-ко-ω-пентадекалактона) 
(PGA-co-PDL) наблюдали устойчивые IgG-ассоциированные 
иммунные ответы у мышей и крыс. При этом взаимодействие 
носителя с белком PspA не влияло на структурные и антиген-
ные свойства PspA [48, 49].

Вакцины на основе бактериоподобных частиц обладают 
иммуностимулирующей активностью при местном применении 
в области слизистой оболочки носоглотки. Примером могут 
служить бактериоподобные частицы, содержащие гибридный 
белок на основе антигена и якорного белка AcmA  — гидро-
лазы клеточной стенки Lactococcus lactis, обладающие высо-
кой протективной и адъювантной активностью [50]. Белковая 
кандидатная вакцина, содержащая антиген PspA, снабженная 
системой доставки на основе бактериоподобных частиц, об-
ладала способностью к активации антигенпрезентирующих 
клеток, иммуностимулирующему действию при нанесении 
на слизистую оболочку и протективным эффектом, обеспечи-
вая защиту от пневмококковой пневмонии у мышей при интра-
назальном заражении летальной дозой S. pneumoniae незави-
симо от серотипа [51].

В работе T. Gupalova с соавт. [52] описана новая пневмо-
кокковая инъекционная вакцина, в которой на поверхности 
живого пробиотического штамма Enterococcus faecium L3 экс-
прессируются антигены химерного белка PSPF, состоящего 
из фрагментов консервативных и иммуногенных поверхност-
ных белков S.  pneumoniae (PspA, PsaA, Spr1875) и концевых 
доменов флагеллина Salmonella typhiurium (FliC1) в качестве 
адъюванта. Результаты исследования вакцины на лаборатор-
ных мышах продемонстрировали появление специфических 
антител IgA и IgG, обеспечивающих защиту от инфицирования 
летальной дозой S. pneumoniae, что позволяет рассматривать 
рекомбинантный пробиотический штамм с химерным белком 
как возможный прототип пневмококковой вакцины [52].

Пневмококковая кандидатная вакцина на основе наноча-
стиц хитозан-ДНК, содержащая нуклеотидную последователь-
ность, кодирующую антиген PsaA, при интраназальной имму-
низации мышей BALB/c вызывала увеличение уровней IFN-γ, 
IL-17A, IL-4, IgG и IgA в слизистой оболочке, а также обладала 
защитным действием против пневмококковой колонизации 
носоглотки [53]. При внутрибрюшинном заражении S.  pneu-
moniae (серотипа 3 или 14) иммунизированных вакциной мы-
шей наблюдали увеличение их выживаемости. Другая вакцина 
на основе наночастиц хитозана и 13-валентной пневмококковой 

32  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02097472
33  https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01537185
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конъюгированной вакцины (Превенар®13) вызывала при имму-
низации значительное увеличение уровня антител подкласса 
IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b и IgG3) к Pn14PS (пневмококковый по-
лисахарид типа 14) [54].

Применение катионных липосом (липосомы DOTAP/DC-
chol) способствовало повышению эффективности доставки 
антигена PspA к дендритным клеткам слизистой оболочки 
в назальной области у мышей, а также обеспечивало протек-
тивный эффект при инфицировании летальной дозой S. pneu-
moniae [55].

Интраназальная иммунизация мышей рекомбинантными 
липопротеинами  — пневмококковым нуклеозид-связываю-
щим белком (PnrA), метионин-связывающим белком (MetQ), 
L,D-карбоксипептидазой (DacB) и PsaA, с использованием 
субъединицы B холерного токсина в качестве адъюванта за-
щищала от пневмококковой колонизации носоглотки после 
интраназального заражения штаммом S. pneumoniae D39 [56].

Таким образом, представленные варианты систем достав-
ки антигена для разрабатываемых кандидатных вакцин против 
пневмококковой инфекции являются весьма перспективными 
и могут быть использованы в качестве носителей антигена в со-
ставе будущих вакцин, однако требуют дальнейшего изучения.

Заключение

В настоящее время исследования ученых направлены 
на разработку вакцин, которые должны обеспечивать широкий 
комплекс защиты от циркулирующих серотипов пневмококка. 
Некоторые из разработанных кандидатных вакцин уже нахо-
дятся на завершающих стадиях клинических исследований. 
При этом выявлено, что сконструированные белковые и цель-
ноклеточные вакцины проявляют эффективность вне зависи-
мости от серотипа.

Живые аттенуированные вакцины, полученные путем вве-
дения нескольких мутаций в геноме пневмококка, главным об-
разом делеций, характеризуются низкой патогенностью и спо-
собностью индуцировать местный и системный иммунный 
ответ на пневмококковую инфекцию, обеспечивая защиту сли-
зистой от колонизации пневмококком. В то же время заслужи-
вает внимания и новое направление разработки пневмококко-
вых вакцин, основанное на использовании в качестве антигенов 
факторов вирулентности S.  pneumoniae, характеризующихся 
высокой вариабельностью и различиями в уровнях экспрессии 
для разных серотипов. При этом идентификация высококон-
сервативных антигенных областей полноразмерных факторов 
вирулентности, идентичных у разных серотипов S. pneumoniae, 
позволяет создавать отдельные пептидные фрагменты факто-
ров вирулентности и комбинировать их. Помимо этого, даль-
нейшая разработка вакцин, обеспечивающих серотипнезави-
симую защиту, может быть направлена на включение в состав 
вакцины бактериоподобных частиц или микрочастиц/наноча-
стиц, содержащих антигенные белки, являющиеся факторами 
вирулентности S. pneumoniae, в частности PsaA или комбина-
цию из нескольких поверхностных антигенов.

Таким образом, наиболее перспективными пневмококко-
выми вакцинами являются те, которые обеспечивают широкий 
комплекс защиты в отношении спектра циркулирующих серо-
типов пневмококка и помимо развития системного иммунного 
ответа вызывают индукцию местного иммунитета, позволяю-
щего предотвращать колонизацию слизистых на начальных 
стадиях заболевания.
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Получение твердых лекарственных форм препаратов иммуноглобулиновой 
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1 Федеральное казенное учреждение здравоохранения 
«Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб»  
Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, 
ул. Университетская, д. 46, г. Саратов, 410005, Российская Федерация

2 Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования  
«Саратовский государственный аграрный университет им. Н. И. Вавилова», 
Театральная пл., д. 1, г. Саратов, 410012, Российская Федерация

На данный момент отсутствуют научные издания, посвященные технологическим вопросам производства твердых лекар-
ственных форм препаратов иммуноглобулиновой природы. Цель работы — обзор отечественной и зарубежной литерату-
ры, посвященной вопросам получения твердых лекарственных форм препаратов иммуноглобулиновой природы, а также 
представление результатов собственных исследований по этому вопросу. Проанализированы сведения Государственного 
реестра лекарственных средств в Российской Федерации по состоянию на середину 2021 г. о зарегистрированных препа-
ратах с группировочным наименованием — глобулин в твердой лекарственной форме, дана их характеристика. Рассмотре-
ны данные о качественном и количественном составе вспомогательных веществ, используемых при лиофилизации, полу-
чении таблеток и капсул. На ряде примеров показано влияние технологических параметров процессов получения твердых 
лекарственных форм препаратов иммуноглобулиновой природы на качество препаратов. Подтверждено, что получение 
препаратов иммуноглобулиновой природы в твердой форме предотвращает агрегацию и фрагментацию белков в процес-
се хранения, негативно влияющих на специфическую активность препарата, а также способствует более длительному со-
хранению целевых характеристик в сравнении с жидкими иммуноглобулинами. Результаты проведенного анализа могут 
быть положены в основу при создании технологии изготовления твердых форм препаратов иммуноглобулиновой природы.
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At the moment, there are no scientific publications devoted to the technological aspects of production of immunoglobulin solid 
dosage forms. The aim of the study was to review Russian and foreign literature on production of immunoglobulin solid dosage 
forms, and present the results of the authors’ own research. The authors analysed data of the National Register of Medicines of 
the Russian Federation as of mid-2021 on the authorised medicines with a generic name ‘globulin in a solid dosage form’, and 
summarised their characteristics. They reviewed data on the qualitative and quantitative composition of excipients used in lyophi-
lisation, preparation of tablets and capsules. A number of examples were used to illustrate the effect of technological parameters 
of immunoglobulin solid form production on the quality of the finished products. It was demonstrated that the production of solid 
forms of immunoglobulin products prevents aggregation and fragmentation of proteins during storage, which affect the product’s 
specific activity, and also help to preserve the product’s target characteristics for a longer period of time as compared to liquid dos-
age forms of immunoglobulins. The results of the study may be used as a basis for development of a manufacturing technology 
for solid forms of immunoglobulin products.
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Жидкая форма иммунобиологических лекарственных пре-
паратов считается наиболее экономичной и удобной для потре-
бителей, однако лечебным иммуноглобулинам (ИГ) в жидком 
виде присущи значительные минусы, к которым можно отне-
сти более низкую стабильность, потенциальное уменьшение 
лечебных свойств в процессе долгосрочного хранения, а также 
вероятность возникновения агрегатов и фрагментов [1, 2].

Помимо сохранения неизменности молекулярных харак-
теристик, а также лечебно-профилактических свойств ИГ их 
сухая форма сводит к минимуму появление агрегации и фраг-
ментации белков, оказывающих отрицательное воздействие 
на лечебные свойства. Появление агрегатов в растворах ИГ мо-
жет привести к аллергическим проявлениям у пациента в от-
вет на инъекцию [1, 2], провоцирует формирование труднора-
створимых высокомолекулярных комплексов, приводящих 
к активации комплекса защитных белков крови пациента [3]. 
Не исключено, что явление молекулярной агрегации растворов 
ИГ возникает, если стекло ампул или флаконов обладает вы-
соким отрицательным зарядом [4–6]. Присутствие в ИГ следов 
спирта, применяемого в технологии производства препара-
тов, также может привести к агрегации белков [7]. Выявлено, 
что окислительная деградация липидов, обусловленная при-
сутствием в лекарственной форме лабильных липопротеинов 
и прооксидантов (металлов переменной валентности, гемопро-
теинов), может приводить к агрегации белковых молекул ИГ 
[8]. Продукты окисления липидов, вступая во взаимодействие 
с молекулами ИГ, вызывают агрегацию белков. Устойчивость 
белковых растворов снижается за счет образования дисуль-
фидных связей между молекулами белка и липидами. Есть 
мнение, что агрегации ИГ, снижающей эффективность имму-
нологических реакций, может способствовать высокая концен-
трация белка в жидких формах ИГ [9–14].

Фрагментация, как и агрегация, является следствием не-
стабильности жидкой формы ИГ и может способствовать сни-
жению нейтрализующей активности антител и повышенному 
клиренсу ИГ [15]. ИГ, изолированные из сыворотки крови, могут 
содержать в своем составе небольшое количество сывороточ-
ных протеаз типа фибринолизина и тканевых катепсинов, кото-
рые в процессе хранения ИГ жидкой формы способны вызывать 
расщепление иммуноглобулина с образованием низкомолеку-
лярных фрагментов [16, 17].

Стабильность ИГ можно повысить при снижении концен-
трации липопротеинов и применении антиоксидантов, инги-
бирующих свободные радикалы [16, 17], однако лучшим спо-
собом достижения стабильности качественных показателей 
иммуноглобулиновых препаратов в процессе длительного хра-
нения является лиофилизация [18–21].

Цель работы — обзор отечественной и зарубежной литера-
туры, посвященной вопросам получения твердых лекарствен-
ных форм препаратов иммуноглобулиновой природы, а также 
изложение результатов собственных исследований по этому 
вопросу.

Согласно данным Государственного реестра лекарственных 
средств в Российской Федерации1 (по состоянию на середину 
2021 г.), зарегистрированы более 60 наименований с груп-
пировочным наименованием  — иммуноглобулин. При этом 
в твердой лекарственной форме представлены 8 наименова-
ний ИГ, выпускаемых различными производителями (табл. 1).

Следует отметить, что практически все твердые лекар-
ственные формы ИГ производятся как лиофилизаты во фла-
конах. Обращает на себя внимание разнообразие вспомога-
тельных веществ, применяемых при лиофилизации, или даже 

их отсутствие, как в случае Лактоглобулина против условно-па-
тогенных бактерий и сальмонелл коровьего и Лактоглобулина 
противоколипротейного коровьего, выпускаемых ФБУН 
«РостовНИИМП» Роспотребнадзора. Отсутствие вспомога-
тельных веществ в последних двух препаратах, на наш взгляд, 
объясняется наличием в самом препарате веществ (по всей ви-
димости, белков молозива коров), позволяющих избежать де-
натурирующего действия на ИГ в процессе лиофилизации. Все 
другие перечисленные ИГ получают из плазмы крови человека 
или кроликов, и в них присутствуют вспомогательные веще-
ства. При этом следует отметить, что наиболее часто исполь-
зуемой в качестве компонента среды высушивания является 
аминокислота глицин, которая применяется для стабилизации 
свойств жидких форм ИГ.

Первоначально был проведен анализ данных литера-
туры о технологических аспектах производства твердых 
лекарственных форм ИГ, зарегистрированных в России. 
К сожалению, в доступных источниках имеются сведения лишь 
о двух препаратах: Иммуновенин («НПО «Микроген») и КИП 
(АО «Иммуно-Гем»).

Технологические особенности получения твердой 
формы препарата Иммуновенин®

В статье сотрудников «НПО «Микроген» описаны тех-
нологические приемы получения препарата Иммуновенин® 

во флаконах вместимостью 50 мл для приготовления раствора 
для инфузий, а также исследования по оптимизации производ-
ственного процесса сушки [22].

Индустриальный способ его сублимационной сушки в ко-
личестве 800 флаконов за один цикл включал до начала лио-
филизации заблаговременное замораживание до температуры 
минус 40 °С с выдерживанием при данной температуре в те-
чение 10 ч и последующую лиофилизацию в установке ТГ-50 
(ГДР) в течение (85±7) ч. Температуру греющих плит в течение 
10 ч поднимали до 10 °С, выдерживали при данной темпера-
туре в течение 25 ч, далее температуру поднимали до 25  °С 
и оставляли ее неизменной до окончания сушки. Температура 
препарата от начала процесса к 55 ч повышалась от минус 40 
до минус 25 °С, далее к 65 ч — до 20 °С, к 75 ч была достигнута 
температура 25 °С, после чего препарат выдерживали при дан-
ной температуре 10 ч. Вакуум в камере поддерживали на уров-
не 10–15 Па.

Необходимость проведения исследований по совершен-
ствованию технологии лиофилизации была вызвана потреб-
ностью увеличения количества первичных упаковок препара-
та, получаемых за один цикл сушки, с 800 до 1600 флаконов. 
Для достижения поставленной задачи были вычислены не-
обходимые габариты и произведены оригинальные поддоны, 
что позволило задействовать неиспользуемые площади про-
дуктового отсека сушильной установки, а также предложена 
новая схема лиофильной сушки, при этом показано, что сни-
жение теплоподвода к материалу в период постоянной скоро-
сти сушки и удлинение периода десорбции при температуре 
ниже эвтектической снижают риск повреждения препарата 
во время лиофилизации [22]. Было выявлено, что увеличе-
ние объема загрузки в 2 раза (до 1600 флаконов) приводит 
к повышению нагрузки на вакуумные насосы. Однако произ-
водительность вакуумного насоса и конденсатора ограничена, 
а повышение рабочего давления в камере сопровождается по-
вышением температуры материала, которая может стать выше 
эвтектической, что приведет к карамелизации материала. 

1  https://grls.rosminzdrav.ru
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Таблица 1. Сведения об иммуноглобулинах в твердой лекарственной форме, зарегистрированных в Российской Федерации2

Table 1. The solid dosage forms of immunoglobulins authorised in the Russian Federation2

Наименование  
препарата

Name 

Лекарственная 
форма

Dosage form

Состав
Composition

Производи-
тель

Manufacturer

Условия  
хранения

Storage conditions

Иммуноглобулиновый 
комплексный препа-
рат для энтерального 
применения (КИП) 
(глобулин)
Immunoglobulin 
complex preparation 
for enteral use (СIP) 
(globulin)

Лиофилизат для при-
готовления раствора 
для приема внутрь
(во флаконах)
Lyophilisate for oral 
solution (vials)

Состав (на 1 дозу): действующее 
вещество: белки плазмы крови чело-
века, из которых ИГ классов IgG, IgА, 
IgМ не менее 97% — 300 мг; вспомо-
гательные вещества: глицин — 150 мг
Composition (for 1 dose): active sub-
stance: human blood plasma proteins, 
of which IgG, IgА, IgМ classes account 
for not less than 97%—300 mg; excipi-
ents: glycine—150 mg

АО «НПО 
«Микроген» 
(Россия)
JSC “NPO 
Microgen” 
(Russia)

При температуре 
от 2 до 8 °С
At 2 °C to 8 °C

Иммуноглобулиновый 
комплексный препа-
рат для энтерального 
применения (КИП) 
(глобулин)
Immunoglobulin 
complex preparation 
for enteral use (СIP) 
(globulin)

Лиофилизат для при-
готовления раствора 
для приема внутрь
(во флаконах)
Lyophilisate for oral 
solution (vials)

Состав (на 1 дозу): действующее 
вещество: белки плазмы крови чело-
века, из которых ИГ классов IgG, IgА, 
IgМ не менее 97% — 300 мг; вспомо-
гательные вещества: глицин — 100 мг
Composition (for 1 dose): active sub-
stance: human blood plasma proteins, 
of which IgG, IgА, IgМ classes account 
for not less than 97%—300 mg; excipi-
ents: glycine—100 mg

АО «Иммуно-
Гем» (Россия)
JSC “Immuno-
Gem” (Russia)

При температуре 
от 2 до 8 °С
At 2 °C to 8 °C

Иммуноглобулиновый 
комплексный препа-
рат для энтерального 
применения (КИП) 
(глобулин)
Immunoglobulin 
complex preparation 
for enteral use (СIP) 
(globulin)

Лиофилизат для при-
готовления раствора 
для приема внутрь
(во флаконах)
Lyophilisate for oral 
solution (vials)

Состав (на 1 дозу): действующее 
вещество: белки плазмы крови чело-
века, из которых ИГ классов IgG, IgА, 
IgМ не менее 97% — 300 мг; вспомо-
гательные вещества: глицин — 100 мг
Composition (for 1 dose): active sub-
stance: human blood plasma proteins, 
of which IgG, IgА, IgМ classes account 
for not less than 97%—300 mg; excipi-
ents: glycine—100 mg

ООО «Инно-
вационный 
центр био-
технологий» 
(Россия)
OOO “Innova-
tion Centre of 
Biotechnolo-
gies” (Russia)

При температуре 
от 2 до 8 °С
At 2 °C to 8 °C

Лактоглобулин против 
условно-патогенных 
бактерий и сальмо-
нелл коровий (глобу-
лин)
Lactoglobulin against 
opportunistic bacteria 
and Salmonella, bovine 
(globulin)

Лиофилизат для при-
готовления раствора 
для приема внутрь
(в пенициллино-
вых флаконах 
по 1 (2) дозе)
Lyophilisate for oral 
solution
(1 (2) dose(s) in serum 
vials)

Состав (на 1 дозу): действующее 
вещество: иммунные глобулины мо-
лозива коров, содержащие антитела 
к сальмонеллам группы В (Salmonella 
typhimurium), сальмонеллам группы Д 
(S. enteritidis и S. dublin), протею (Pro-
teus mirabilis и P. vulgaris), клебсиелле 
(Klebsiella pneumoniae) и псевдомонас 
(Pseudomonas aeruginosa) — 0,5 (1,0) г; 
вспомогательные вещества: отсут-
ствуют
Composition (for 1 dose): active sub-
stance: bovine colostrum immunoglobu-
lins containing antibodies to Salmonella 
group B (Salmonella typhimurium), Sal-
monella group D (Salmonella enteritidis 
and S. dublin), Proteus (P. mirabilis 
and P. vulgaris), Klebsiella (K. pneu-
moniae) and Pseudomonas (P. aerugi-
nosa)—0.5 (1.0) g; excipients: none

ФБУН «Ро-
стовНИИМП» 
Роспотреб-
надзора 
(Россия)
Federal State 
Budgetary 
Institution 
“Rostov Re-
search Centre 
of Microbiol-
ogy and Para-
sitology” of 
Rospotrebnad-
zor (Russia)

При температуре 
от 2 до 10 °С
At 2 °C to 10 °C

Лактоглобулин про-
тивоколипротейный 
коровий (глобулин)
Lactoglobulin against 
coli-proteus, bovine 
(globulin)

Лиофилизат для при-
готовления раствора 
для приема внутрь
(в пенициллино-
вых флаконах 
по 1 (2) дозе)
Lyophilisate for oral 
solution
(1 (2) dose(s) in serum 
vials)

Состав (на 1 (2) дозу): действующее 
вещество: иммунные глобулины мо-
лозива коров, содержащие антитела 
к Escherichia coli серогрупп 026, 025, 
0111, 0119, Proteus vulgaris серо-
группы 043 и P. mirabilis серогруппы 
035 — 0,5 (1,0) г; вспомогательные 
вещества: отсутствуют
Composition (for 1 (2) dose(s)): active 
substance: bovine colostrum immu-
noglobulins containing antibodies to 
Escherichia coli serogroups 026, 025, 
0111, 0119, Proteus vulgaris serogroup 
043 and P. mirabilis serogroup 035—
0.5 (1.0) g; excipients: none

ФБУН «Ро-
стовНИИМП» 
Роспотреб-
надзора 
(Россия)
Federal State 
Budgetary 
Institution 
“Rostov Re-
search Centre 
of Microbiol-
ogy and Para-
sitology” of 
Rospotrebnad-
zor (Russia)

При температуре 
от 2 до 10 °С
At 2 °C to 10 °C

2  Там же.



247

Получение твердых лекарственных форм препаратов иммуноглобулиновой природы
Production of solid dosage forms of immunoglobulin products

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2021, Т. 21, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2021, V. 21, No. 4

Продолжение таблицы 1
Table 1 (continued)

Наименование  
препарата

Name 

Лекарственная 
форма

Dosage form

Состав
Composition

Производи-
тель

Manufacturer

Условия  
хранения

Storage conditions

Иммуноро Кедрион 
(глобулин)
Immunorho Kedrion 
(globulin)

Лиофилизат для при-
готовления раствора 
для внутримышечно-
го введения
(во флаконах)
Lyophilisate for solu-
tion for intramuscular 
injection
(vials)

Состав (на 1 мл восстановленного 
препарата): действующее вещество: 
белки человеческой плазмы, содер-
жащие не менее 90% ИГ (25–180 мг), 
в том числе ИГ человека антирезус 
(Rho(D) — 150 мг (750 МЕ); вспомога-
тельные вещества: глицин — 22,5 мг, 
натрия хлорид — 9,0 мг
Composition (per 1 mL of the reconsti-
tuted product): active substance: human 
plasma proteins containing at least 90% 
Ig (25–180 mg), including Immunoglobu-
lin human antirhesus (Rho (D)—150 mg 
(750 IU); excipients: glycine—22.5 mg, 
sodium chloride—9.0 mg

«Кедрион 
С.п.А.»  
(Италия)
Kedrion, S.p.a.
(Italy)

При температуре 
не выше 25 °С
At a temperature 
not exceeding 
25 °C

Иммуновенин  
(глобулин)
Immunovenin (globulin)

Лиофилизат для при-
готовления раствора 
для инфузий
(во флаконах)
Lyophilisate for solu-
tion for infusions
(vials)

Состав (на 25 мл восстановленного 
препарата): действующее веще-
ство: ИГ человека класса G — 1,25 г 
(750 МЕ); вспомогательные вещества: 
мальтоза моногидрат — 0,35 г, дек-
строза моногидрат — 0,35 г, глицин — 
0,2 г
Composition (per 25 mL of the reconsti-
tuted product): active substance: human 
IgG—1.25 g (750 IU); excipients: maltose 
monohydrate—0.35 g, dextrose monohy-
drate—0.35 g, glycine—0.2 g

«НПО 
«Микроген» 
(Россия)
JSC “NPO 
Microgen” 
(Russia)

При температуре 
от 2 до 8 °С
At 2 °C to 8 °C

Габриглобин  
(глобулин)
Gabriglobin (globulin)

Лиофилизат для при-
готовления раствора 
для инфузий
(во флаконах  
по 2,5 г вместимо-
стью 100 мл)
Lyophilisate for solu-
tion for infusions
(2.5 g in a 100 mL vial)

Состав: действующее вещество:  
ИГ человека класса G; вспомогатель-
ные вещества: мальтоза
Composition: active substance: human 
IgG; excipients: maltose 

ГУЗ «Иванов-
ская област-
ная станция 
перелива-
ния крови» 
(Россия)
National 
Healthcare 
Institution “Iva-
novo Regional 
Blood Transfu-
sion Station” 
(Russia)

При температуре 
от 2 до 10 °С
At 2 °C to 10 °C

Антилимфолин  
(иммунодепрессивное 
средство — глобулин)
Antilimfolin (immuno-
suppressive agent — 
globulin)

Лиофилизат для при-
готовления раствора 
для инфузий
(в ампулах)
Lyophilisate for solu-
tion for infusions
(ampoules)

Состав (на 1 ампулу): действующее 
вещество: ИГ антитимоцитарный 
(кроличий) класса G — 50 или 100 мг; 
вспомогательные вещества: глицин — 
2,25%
Composition (per 1 ampoule): active 
substance: (rabbit) anti-thymocyte globu-
lin class G—50 or 100 mg; excipients: 
glycine—2.25%

«Российский 
геронтоло-
гический на-
учно-клиниче-
ский центр» 
(Россия)
Russian Clini-
cal and Re-
search Center 
of Gerontology 
(Russia)

При температуре 
от 5 до 15 °С
At 5 °C to 15 °C

Тимоглобулин (имму-
нодепрессивное сред-
ство — глобулин)
Thymoglobulin 
(immunosuppressive 
agent — globulin)

Лиофилизат для при-
готовления раствора 
для инфузий
(во флаконах 
по 135 мг вместимо-
стью 10 мл)
Lyophilisate for solu-
tion for infusions
(135 mg in a 10 mL 
vial)

Состав (на 1 флакон): ИГ антитимоци-
тарный (кроличий) класса G — 25 мг; 
вспомогательные вещества: гли-
цин — 50 мг; натрия хлорид — 10 мг; 
маннитол — 50 мг
Composition (per 1 vial): (rabbit) anti-
thymocyte globulin class G—25 mg; 
excipients: glycine—50 mg; sodium 
chloride—10 mg; mannitol—50 mg

«Джензайм 
Ирландия 
Лимитед» 
(Ирландия)
Genzyme 
Ireland Limited 
(Ireland)

При температуре 
от 2 до 8 °С
At 2 °C to 8 °C

Примечание. ИГ — иммуноглобулины.
Note. Ig—immunoglobulins.
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Для предотвращения этого рабочее давление регулировали 
снижением мощности теплоподвода [22].

Оптимизированная технология лиофилизации препара-
та Иммуновенин® предусматривала его предварительное за-
мораживание до температуры минус 40 °С с выдерживанием 
при данной температуре в течение 10 ч и последующую лио-
филизацию в установке ТГ-50 (ГДР) в течение (85±7) ч [23]. 
Температуру греющих плит в течение 10 ч поднимали до 10 °С, 
выдерживали при данной температуре в течение 45 ч, далее 
температуру поднимали до 25 °С и оставляли ее неизменной 
до окончания сушки. Температура препарата от начала про-
цесса к 55 ч повышалась от минус 40 до минус 25 °С, далее 
к 65 ч  — до 20  °С, к 75 ч  — до 25  °С, после чего препарат 
выдерживали при данной температуре 10 ч. Вакуум в камере 
поддерживали на уровне 10–15 Па. Кроме того, исследователя-
ми показано, что сушка протекает дольше всего во флаконах, 
расположенных в центре полок установки.

Технологические особенности получения твердой 
формы комплексного иммуноглобулинового препарата 
для парентерального применения

А.В. Мелиховой был выделен ряд недостатков иммуногло-
булинового комплексного препарата для энтерального приме-
нения (КИП) и технологии его приготовления3.

1.  Выпускается в единственной лекарственной форме 
в виде сухой субстанции в стеклянных флаконах. Отмечено, 
что более перспективной лекарственной формой являются та-
блетки и капсулы, которые имеют ряд преимуществ: удобство 
применения, хранения и транспортировки; маскировка специ
фического вкуса сывороточных белков; возможность защиты 
от действия неблагоприятных факторов желудочно-кишечного 
тракта.

2.  Сублимационное обезвоживание препарата в стеклян-
ных флаконах чрезмерно продолжительно (до 2 сут) и не пред-
усматривает возможности получения сухой субстанции КИП 
в количествах, необходимых для производства твердых дози-
рованных форм (таблетки, капсулы)4.

Устранению названных недостатков был посвящен ком-
плекс работ, проводимых в ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н.  Габ
ричевского» Роспотребнадзора и обобщенных в диссертации 
А.В. Мелиховой5. Один из этапов исследований был посвящен 
изучению влияния стабилизаторов на физико-химические 
и биологические свойства КИП при сублимационном обезво-
живании. КИП с концентрацией белка 5–6% стабилизировали 
введением защитных веществ в количестве 1–2% и коррек-
тировали значение рН до 7,0. В качестве защитных веществ 
были использованы: сахароза в конечной концентрации 
2%, мальтоза — 2%, смесь: глицин — 1% и глюкоза — 2%. 
Раствор разливали во флаконы по 5 мл (высота слоя 12 мм) 
или в поддоны (лотки) из нержавеющей стали (высота слоя 
7–15 мм) и помещали в сублиматор на замораживающую пли-
ту или в морозильник при температуре минус 45–50 °С. После 
полного замораживания осуществляли процесс высушивания 
в установке LZ-9.2 Frigera (Чехия). Было установлено, что наи-
более эффективным оказалось использование мальтозы (2%) 
и смеси глюкозы (2%) с глицином (1%)6. Показатель "Потеря 
в массе при высушивании" (ПМВ) во всех препаратах составлял 

около 4%. Время растворения препаратов в воде не превышало 
45 с. Также были апробированы 3 варианта лиофилизации со 
следующими параметрами (по вариантам от 1 до 3): начальная 
температура конденсатора — минус 70, минус 65, минус 65 °С; 
начальная температура полок сублиматора — минус 40, минус 
45, минус 45° С; начальная температура материала  — минус 
25, минус 45, минус 45 °С; максимальная температура полок — 
55, 50, 35 °С. Длительность процесса составляла (по вариан-
там) — 14, 24 и 36 ч соответственно. Выявлена применимость 
всех трех вариантов, при этом показано, что повышение темпе-
ратуры греющей поверхности полки до 55 °С на этапе субли-
мации влаги не оказывало негативного влияния на специфиче-
ские свойства ИГ, но существенно снижало время проведения 
процесса [23–25]. Применимость ускоренного варианта сушки 
была подтверждена результатами хранения сухого препарата 
в течение 6 месяцев при температуре 4±2 °С [26].

Следующей решенной задачей была разработка техноло-
гии твердых дозированных форм КИП (таблеток и капсул). 
Первоначально были подобраны условия проведения процесса 
помола лиофилизата полуфабриката в электромагнитном из-
мельчителе, позволившие получить порошок КИП насыпной 
плотностью 0,40–0,44 г/см. Данный показатель был оптимален 
для сохранения биологической активности [27]. Подобраны 
наполнители для изготовления таблеточной смеси: молотый 
порошок КИП  — 41–43%; сахарный гранулят  — 55–57%; 
стеарат кальция — 1%; тальк — 1%. В результате отработки 
режимов прессования на однопуансонном прессе РТ-1 (МСЗ, 
г. Мариуполь) с диаметром пуансона 12 мм выявлена оп-
тимальная производительность пресса, которая составила 
4500 таблеток/ч. При данном режиме такие свойства таблеток, 
как масса, прочность на истирание и растворяемость, соответ-
ствовали нормируемым требованиям при сохранении биологи-
ческой активности [28]. Также были приготовлены эксперимен-
тальные препараты ИГ в желатиновых капсулах № 1. При этом 
выявлено, что по окончании срока годности, при содержании 
их в стеклянных вторичных упаковках, закрытых полимерными 
пробками, при 4±2 °С, ИГ соответствовали всем требованиям 
нормативной документации.

Технологические особенности получения твердой 
формы различных иммуноглобулиновых препаратов

Следующим этапом наших исследований был анализ дан-
ных патентной и научной литературы, посвященной вопро-
сам получения твердых лекарственных форм препаратов ИГ 
природы.

Имеются сведения о разработке еще в конце 1970-х гг. 
лиофилизированного гамма-глобулина для внутривенного 
введения. Коммерческий 15% (w/v) раствор гамма-глобулина 
для внутримышечных инъекций, имеющего титр противокоре-
вых антител 77 МЕ/100 мг и антикомплементарную активность 
69 (CH50), подвергали кислотной обработке диализом против 
0,10 М глицинового буферного раствора (рН 3,1) в течение 48 ч. 
Обработанный таким образом раствор нейтрализовали диали-
зом против 0,05 М фосфатного буферного раствора (рН  7,0) 
в течение 24 ч. Компоненты среды высушивания добавляли 
таким образом, чтобы конечный раствор содержал 0,20 мас.ч. 
человеческого сывороточного альбумина, 0,10 мас.ч. хлори-
да натрия и 0,40 мас.ч. маннита на 1 мас.ч. гамма-глобулина. 

3  Мелихова АВ. Разработка технологии приготовления сухих дозированных форм комплексного иммуноглобулинового препарата: автореф. 
дис. ... канд. биол. наук. М.; 2010.

4  Там же.
5  Там же.
6  Там же.
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Полученный раствор доводили до рН 6,5 с помощью 0,025 М 
ацетатного буферного раствора, подвергали стерилизующей 
фильтрации и лиофилизации. Препарат до сушки и после нее 
имел следующие характеристики: антикомплементарная актив-
ность 12 (CH50) и титр противокоревых антител 7 МЕ/100 мг. Эти 
значения остаются неизменными через 24 мес. [21].

Иранскими учеными констатировалось, что стабильность 
препаратов Анти-Rh D IgG в виде раствора низкая, со сроком 
годности 1 год и менее. Авторами исследования была постав-
лена задача получить лиофилизат и установить оптимальный 
состав среды высушивания [29]. Препарат в количестве 1 мл, 
разлитый в ампулы, замораживали при температуре минус 
20 °C в течение 1–3 ч и подвергали сушке в аппарате Labconco 
(США) при температуре конденсатора минус 52  °C и вакууме 
0,041 мбар. Среди более чем 20 различных составов сред вы-
сушивания наиболее стабильным был следующий: анти-Rh D 
IgG 5 мг/мл, твин 80 0,1%, глицин 0,15 М, маннитол 7% и са-
хароза 60 мМ в натриево-калиевом фосфатном буфере 25 мм, 
рН 7,5. Результат биологического теста показал, что биоактив-
ность препарата более чем на 93% превышает требования, 
установленные британской фармакопеей. Показатель ПМВ со-
ставлял менее 3%. Авторами был сделан вывод, что получен-
ный препарат может быть кандидатом для получения анти-Rh 
D IgG в лиофилизированной форме.

В патенте США 2005 г. описана стабилизирующая компози-
ция для IgG, полученного фракционированием плазмы крови 
человека, в жидкой и в лиофилизированной формах: маннит, 
глицин и Твин 80 с концентрациями 32, 7 г/л и 50 ppm соот-
ветственно [30]. Авторы утверждают, что композиция IgG в ли-
офилизированной форме содержит долю полимера примерно 
в 10 раз меньшую, чем допустимое количество, после хранения 
в течение 12 мес. при комнатной температуре или в течение 
6 мес. при 40 °C.

В международном патенте на изобретение 2002 г. описан 
состав лиофилизата, содержащего 5–25 мМ гистидинового бу-
фера, рН от 5,5 до 6,5, 0,005–0,03% полисорбата, 100–300 мМ 
сахарозы и более 50 мг/мл IgG, содержащего антитела к рецеп-
тору интерлейкина-2. Лиофилизат восстанавливался жидко-
стью менее 2 мин и был пригоден для подкожного применения 
[31]. Для препарата, разлитого в 5 мл флаконы в количестве 
2  мл, предложен следующий режим лиофилизации: замора-
живание до минус 40 °C со скоростью процесса 2 °C/мин и вы-
держиванием при данной температуре в течение 3 ч; первич-
ная сушка при вакууме 150 мТорр и температуре минус 20 °C 
со скоростью повышения температуры от минус 40 до минус 
20 °C, равной 1 °C/мин, время процесса 12 ч; вторичная сушка 
при вакууме 150 мТорр и температуре 20 °C со скоростью по-
вышения температуры от минус 20 до 20 °C, равной 1 °C/мин, 
время процесса 10 ч. В дальнейшем этот препарат выпускался 
под торговой маркой Daclizumab. В этом же патенте раскрыт 
биофармацевтический состав препарата Synagis® для внутри-
мышечного применения (гуманизированное моноклональное 
IgGl-антитело, полученное по технологии рекомбинантной ДНК 
и представляющее собой слияние последовательностей анти-
тел человека (95%) и мыши (5%)). Препарат содержит следу-
ющие вспомогательные вещества: 47 мМ гистидина, 3,0  мМ 
глицина и 5,6% маннита, а также активный ингредиент — анти-
тело IgGl в концентрации 100 мг на флакон.

Японскими исследователями запатентован препарат в фор-
ме лиофилизата для профилактики вирусных гепатитов типа 
В следующего состава: 10% (w/v) очищенного анти-HBs глобу-
лина, 5% (w/v) нейтральной аминокислоты (предпочтительно 
аминоуксусной кислоты), 2% (w/v) хлорида натрия, полимер-
ный неионный поверхностно-активный агент (предпочтительно 

полиоксиэтилен-полиоксипропиленовый сополимер), рН сме-
си 5,0–7,5. Авторы декларируют, что полученный лиофилизат 
может храниться более 5 лет при температуре менее 10  °С 
без снижения титра антител [32].

В патенте на изобретение США 1986 г. [33] раскрыт способ 
получения лиофилизата препарата глобулина — фибронекти-
на, применяемого для лечения септического шока и инфекци-
онных заболеваний на основе усиления опсонической активно-
сти фагоцитов. Авторы констатировали, что препарат в жидкой 
форме обладает низкой стабильностью при хранении. Попытки 
получения сухой формы препарата при применении нейтраль-
ной аминокислоты, моносахарида, дисахарида в качестве 
стабилизатора привели к плохой растворимости препарата 
и образованию волокнистых нерастворимых веществ. Было 
выявлено, что добавление альбумина к вышеперечисленным 
веществам устраняет указанные недостатки. Предложена ме-
тодика получения лиофилизата фибронектина, которая за-
ключалась в следующем. К раствору препарата добавляли 5% 
(w/v) сахарозы и 0,25% (w/v) альбумина, доводили концентра-
цию фибронектина до 20 мг/мл, разливали по 2 мл во флаконы 
вместимостью 10 мл и лиофилизировали при таком режиме 
сушки, чтобы температура препарата в конце процесса достиг-
ла 30 °С. ПМВ составила 0,2%. Лиофилизированный препарат 
при добавлении 2 мл воды для инъекций растворялся почти 
мгновенно, представляя собой бесцветный прозрачный рас-
твор. Специфические характеристики соответствовали зна-
чениям, определенным до лиофилизации. Следует отметить, 
что американскими учеными еще в 1976 г. показана эффектив-
ность применения человеческого альбумина для стабилизации 
свойств фактора VIII крови при его лиофилизации [34].

В международном патенте на изобретение 1989 г. [35] рас-
крыт состав и способ получения лиофилизированной компо-
зиции, содержащей моноклональное антитело или фрагмен-
ты антител, такие как ИГ класса G (IgG), буферный раствор 
и мальтозу, предназначенной для парентерального введения. 
Показано, что препарат сохраняет биологическую активность 
и сводит к минимуму образование осажденных или агрегиро-
ванных частиц при восстановлении сублимированного про-
дукта. Авторами приведен пример получения лиофилизата 
IgG. Для обессоливания IgG на хроматографическую колонку 
объемом 3,3 л, предварительно упакованную Sephadex G-25 
и уравновешенную раствором 10 мМ ацетата натрия (рН 4,5), 
содержащим 10% мальтозы, со скоростью потока 550 мл/ч на-
носили 500 мл IgG в концентрации 11,54 мг/мл (всего 5,693 г). 
Фракцию, соответствующую пику белка, собирали и концен-
трировали до 10 мг/мл. Флаконы вместимостью 20 мл запол-
няли 10 мл препарата, помещали в сублимационный аппарат 
и замораживали до минус 45  °C. Далее температура поверх-
ности полки регулировалась в диапазоне от минус 40 до ми-
нус 42 °С, а давление снижалось до 50 мТорр для начала этапа 
первичной сушки. При завершении данного этапа температура 
поверхности полки повышалась до 20 °C. Этап вторичной суш-
ки протекал около 8 ч. При достижении температуры препарата 
20 °C камера установки наполнялась сухим азотом и флаконы 
закупоривались.

Учеными из университета Пёрдью (США) выявлено, что бы-
строе охлаждение ИГ (путем закалки в жидком азоте) приво-
дит к большему количеству и более крупным агрегатам, чем 
медленное охлаждение на полке сублимационной сушилки. 
Также выявлено, что процедура отжига (при которой препа-
рат замораживают до нужной температуры, далее нагревают 
до определенной температуры, выдерживают при ней и сно-
ва охлаждают до требуемой температуры) быстроохлажден-
ных растворов приводит к значительно меньшей агрегации 



250

Е. Г. Абрамова, А. В. Комиссаров, Н. В. Синицына, И. М. Жулидов, А. К. Никифоров 
E. G. Abramova, A. V. Komissarov, N. V. Sinitsyna, I. M. Zhulidov, A. K. Nikiforov

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2021, Т. 21, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2021, V. 21, No. 4

в восстановленных лиофилизатах [36]. Следует отметить, 
что процедура отжига успешно была применена и нами в про-
цессе сублимационного высушивания иммуногенов холерной 
химической вакцины [37].

Исследования, проведенные С.Л. Шарыгиным7, позволи-
ли создать противостолбнячный ИГВВ в лиофилизирован-
ной форме, пригодной для длительного хранения (до 3 лет). 
Противостолбнячный ИГВВ разливали по 25 мл во флаконы 
вместимостью 50 мл или по 50 мл во флаконы на 100 мл, за-
мораживали в спиртовой ванне охлаждающего устройства 
сублимационного аппарата при температуре спирта не выше 
минус 40  °С в течение 30 мин. Замороженный раствор вы-
держивали при температуре не выше минус 40  °С не менее 
12 ч. Сублимационную сушку производили на аппарате КС-30. 
В качестве стабилизаторов, препятствующих денатурации ИГ 
в процессе сушки, препараты содержали гликокол 0,5±0,2 г/л 
и глюкозу 1,0±0,2 г/л. Процесс длится в течение 26±2 ч, темпе-
ратура ИГ в ходе процесса не превышает 38 °С. Сублимационно 
высушенный препарат обладал высокой специфической актив-
ностью — содержание столбнячного антитоксина соответство-
вало уровню в исходном жидком ИГ. Показатель ПМВ состав-
лял 0,95±0,29%, время восстановления не превышало 3 мин8.

Технологические особенности получения сухой формы 
антирабического иммуноглобулина

В 90-х годах прошлого столетия была разработана лиофи-
лизированная форма антирабического ИГ, полученного из че-
ловеческой плазмы крови [38]. Однако авторами изобретения 
не раскрыты технологические особенности приготовления 
препарата. Между тем констатируется, что сухой препарат 
антирабического ИГ выпускается в запаянных ампулах и пред-
ставляет собой таблетку или порошок кремоватого цвета, ко-
торый хранится при 18–22 °С и не требует специальных усло-
вий при транспортировке в очаги эпизоотий, не подвергается 
фрагментации в процессе хранения, безвреден для организма 
и пригоден для внутримышечного введения [39].

Коллективом ученых ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» 
Роспотребнадзора была решена задача по разработке экс-
периментально-производственных технологий получения 
новых лекарственных форм лиофилизированных противови-
русных лекарственных препаратов на модели коммерческого 
антирабического ИГ и варианта на основе F(ab’)2-фрагментов. 
Результаты, представленные далее, изложены в диссертации 
Е.Г. Абрамовой9 и ряде статей [38, 40–42].

Были отработаны оптимальные режимы лиофильного вы-
сушивания антирабического ИГ (содержание белка 9–11%) 
и его F(ab’)2-фрагментов (содержание белка 9–11%), обеспечи-
вающих максимальное сохранение качественных показателей. 
Для проведения качественной лиофилизации первоначально 
были исследованы тепловые параметры раствора антирабиче-
ского ИГ и определена температура эвтектики препарата с раз-
личными комбинациями стабилизаторов: глицина, мальтозы, 
сахарозы. Показано, что глицин в концентрации 2,25±0,25% 
является оптимальным лиопротектором. Исследование 

температуры эвтектики показало, что для раствора ИГ со 
стабилизатором глицином данный параметр соответству-
ет значению минус 36  °С. Лиофилизацию антирабического 
ИГ в дозировке 5 мл в стеклянных флаконах объемом 10 мл 
проводили на установке Power Dry PL9000-50/HSC (Дания). 
Выявлены основные оптимальные параметры сублимацион-
ного высушивания препарата: вакуум — 7±3 Па; температура 
замораживания — минус 38±1 °С; скорость замораживания — 
7,6 °С/ч; продолжительность замораживания — 8±1 ч; темпе-
ратура полок с продуктом  — 30±1  °С; скорость повышения 
температуры при сублимации — 1,56±0,59 °С/ч10. Кроме того, 
время сублимации  — 18±1 ч; конечная температура матери-
ала при десорбции — 25±1 °С; продолжительность вторичной 
сушки — 10±1 ч; длительность процесса — 28±1 ч. Изучение 
этапа десорбции ИГ выявило оптимальное значение показате-
ля ПМВ — от 1 до 2%, при этом значении была зафиксирована 
хорошая растворимость11. Также показана неизменность зна-
чения показателя специфической активности. Были получены 
3  экспериментально-производственные серии лиофилизиро-
ванного антирабического ИГ, изучение биологических и физи-
ко-химических показателей которых выявило их соответствие 
требованиям нормативной документации, что подтверждает 
эффективность предложенной технологии. В долгосрочных 
испытаниях показано, что гетерологичный антирабический 
ИГ в новой лекарственной форме — лиофилизат для приго-
товления раствора для внутримышечного введения сохраняет 
качественные показатели в течение 3 лет, что вдвое превыша-
ет срок годности препарата в жидкой лекарственной форме. 
Изучение ИГ против бешенства в жидком виде по окончании 
36  месяцев выявило от 3,0 до 3,3% фракций фрагментов. 
Для лиофилизата регистрировали 100% фракцию мономеров 
и димеров, что демонстрирует преимущество лиофилизатов 
ИГ при длительном хранении по сравнению с препаратом 
в жидкой лекарственной форме.

При лиофилизации F(ab’)2-фрагментов антирабического ИГ 
в дозировке 1 мл в стеклянных флаконах объемом 3 мл опреде-
лено, что процесс целесообразно осуществлять при следующих 
значениях технологических параметров12: вакуум  — 7±3  Па; 
температура замораживания — минус 38±1 °С; скорость замо-
раживания — 7,6 °С /ч; продолжительность замораживания — 
6±1 ч; температура полок с продуктом  — 30±1  °С; скорость 
повышения температуры при сублимации  — 4,1±0,1  °С/ч; 
время сублимации  — 12±1 ч; конечная температура мате-
риала при десорбции — 18±1 °С; время десорбции — 4±1 ч; 
общее время сушки  — 28±1 ч. Лиофилизированные F(ab’)2-
фрагменты представляли собой хорошо сформированную та-
блетку белого цвета с однородной мелкопористой структурой. 
Результаты изучения физико-химических и биологических 
свойств лиофилизатов подтвердили эффективность пред-
ложенных биотехнологических приемов по сублимационному 
высушиванию расщепленного очищенного ИГ.

Также были проведены эксперименты по лиофилизации 
антирабического ИГ в дозировке 1 мл во флаконах объемом 
3  мл. Данная дозировка оптимальна при изготовлении стан-
дартного образца предприятия специфической активности13. 

7  Шарыгин СЛ. Препараты внутривенных иммуноглобулинов из донорской плазмы для терапии бактериальных и вирусных инфекций (полу-
чение и клиническое применение): автореф. дис. ... д-ра мед. наук. СПб.; 1997.

8  Там же. 
9  Абрамова ЕГ. Совершенствование биотехнологии производства гетерологичного антирабического иммуноглобулина: автореф. дис. ... д-ра 

биол. наук. Оболенск; 2018. 
10  Там же.
11  Там же.
12  Там же.
13  Там же.
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Он необходим при проведении внутрипроизводственных 
и внешних контрольных исследований для обеспечения 
единства требований к качеству препаратов для постэкспо-
зиционной профилактики бешенства при оценке показателя 
«Специфическая активность»14. Для высушивания была за-
действована лиофильная установка Epsilon 2-6D (Martin Christ, 
Германия). Процесс проводили в соответствии со следующими 
значениями технологических параметров: вакуум  — 7±3 Па; 
температура замораживания — минус 38±1 °С; скорость замо-
раживания — 6,5±0,1  °С /ч; продолжительность заморажива-
ния — 2±1 ч; температура полок с продуктом — 30±1 °С; ско-
рость повышения температуры при сублимации — 3,0±0,5 °С /ч; 
время сублимации — 8±1 ч; конечная температура материала 
при вторичной сушке — 25±1 °С; длительность вторичной суш-
ки — 2±1 ч; итоговая продолжительность процесса — 11±1 ч. 
Лиофилизат представлял собой хорошо сформированную 
таблетку белого цвета. Значение показателя ПМВ составило 
(1,09±0,03)%, обеспечив хорошую растворимость препарата 
в течение (1,0±0,2) мин. Специфическая активность лиофили-
зированных образцов в тесте in vivo, откалиброванного против 
международного стандарта, превышала 150 МЕ/мл, что соот-
ветствует предъявляемым требованиям.

Технологические особенности получения сухой формы 
противосибиреязвенного иммуноглобулина

Коллективом ученых [43, 44] проведены исследования 
по разработке сухой формы полуфабриката сибиреязвенного 
гетерологичного ИГ из сыворотки крови лошади.

Предпосылкой для проведения исследовательских работ 
послужил тот факт, что жидкий полуфабрикат ИГ имеет огра-
ниченный срок годности (1 мес.) до его переработки. Одним 
из путей решения данной проблемы являлось получение сухой 
формы полуфабриката ИГ, что позволило увеличить время его 
хранения до переработки и создать резерв полуфабриката ИГ. 
Для решения этой проблемы была разработана технология 
и среда высушивания полуфабриката ИГ.

Разведенный до концентрации белка 8,5–9,5% с примене-
нием в качестве стабилизаторов, препятствующих денатурации 
белка в процессе сушки, сахарозы и полиглюкина в количестве 
7,5 и 1,5% соответственно, полуфабрикат противосибиреязвен-
ного ИГ разливали в кюветы вместимостью 300 мл с таким рас-
четом, чтобы толщина высушиваемого слоя составляла 8–10 мм, 
и замораживали в охлаждающем устройстве сублимационного 
аппарата ТГ-16.50 (ГДР) [43, 44]. Сублимационную сушку вели 
в соответствии со следующими технологическими параметра-
ми: вакуум — 3,3±0,2 Па; температура замораживания — минус 
40±5 °С; продолжительность замораживания — 8±2 ч; время су-
блимации до температуры вторичной сушки — 26±2 ч; оконча-
тельная температура продукта при вторичной сушке — 37±2 °С; 
продолжительность вторичной сушки — 6±1 ч. Значение показа-
теля ПМВ составляло 2±1%. Сухой полуфабрикат ИГ растворяли 
апирогенной водой до исходного содержания белка. Растворы 
имели небольшую опалесценцию и слегка желтую окраску. 
Время растворения не превышало 2 мин. ИГ, приготовленный 
из сухого полуфабриката, по показателям качества удовлетво-
рял нормативным требованиям. При этом в образцах препарата 
отсутствовал остаточный спирт, используемый в технологии вы-
деления ИГ. Жидкий противосибиреязвенный ИГ, приготовлен-
ный из сухого полуфабриката после 12 месяцев его хранения, 
соответствовал требованиям нормативной документации. Также 
не наблюдалось снижения характеристик препарата через 2 года 
(установленный срок хранения).

Продолжением этих исследований была разработка го-
товой лекарственной формы лиофилизата противосибиреяз-
венного гетерологичного ИГ. Результаты изложены в патенте 
на изобретение Российской Федерации [45].

Для получения глобулина противосибиреязвенного ло-
шадиного сухого к стерильному 10–11% раствору (по содер-
жанию белка) иммуноактивных гамма- и бета-глобулиновых 
фракций, выделенных из белков сыворотки крови лошадей, 
иммунизированных вакцинным штаммом сибиреязвенного 
микроба СТИ-1, авирулентным штаммом Ихтиман и сиби-
реязвенным токсином, дополнительно вводили стерильные 
растворы полиглюкина — 0,5–1,5% и сахарозы — 7,0–7,5%. 
Внесение ингредиентов проводили при контроле содержа-
ния белка, значение которого должно находиться в пределах 
8–10%. Конечная концентрация ингредиентов в смеси могла 
варьировать от 0,5 до 1,5% для полиглюкина и от 7,0 до 7,5% 
для сахарозы. Полученный препарат разливали по 5 мл в ам-
пулы вместимостью 10 мл и замораживали в камере сушиль-
ного аппарата ТГ-16.50 (ГДР) при температуре минус 40±5 °С 
в течение 4±1 ч. Высушивание вели 30±2 ч до температуры 
препарата 25±2 °С [45]. Предложенные решения дали основа-
ния увеличить срок хранения готовой лекарственной формы 
глобулина противосибиреязвенного и обеспечить его резерв, 
необходимый для использования при возникновении вспышек 
сибиреязвенной инфекции у людей.

Далее были оптимизированы процессы получения сухой 
формы ИГ противосибиреязвенного [46]. При вертикальном 
расположении ампул площадь испарения жидкости для субли-
мации была недостаточной. Для увеличения площади испарения 
при высушивании препарата была изготовлена специальная ос-
настка, которая представляет собой кассеты для установки ам-
пул ШП-10 таким образом, чтобы угол наклона ампул к плоско-
сти кассеты составлял 10–15 градусов. Это позволило в 4 раза 
увеличить площадь поверхности, с которой происходит испа-
рение влаги. Загрузка сублиматора составила 720 ампул [46]. 
Данный прием позволил уменьшить время проведения про-
цесса, характеристики которого составили: вакуум — 30±2 Па; 
температура замораживания — минус 40±5 °С; продолжитель-
ность замораживания  — 5±1 ч; время сублимации до темпе-
ратуры десорбции — 15±2 ч; конечная температура материала 
при десорбции — 35±2 °С; время десорбции — 6±1 ч. Образцы 
сухого противосибиреязвенного ИГ по своим биологическим 
и физико-химическим свойствам не отличались от жидкого ИГ. 
Сухой препарат представлял собой пористую массу белого цве-
та в виде скошенного столбика и имел остаточную влажность 
менее 5%. При добавлении к нему 5 мл 0,9% раствора хлори-
да натрия препарат растворялся с образованием гомогенной 
взвеси без посторонних примесей, комков и хлопьев. В ходе 
исследований по определению фракционного состава жидких 
и сухих препаратов выявлено отсутствие фрагментов, а основ-
ная часть агрегатов соответствовала фракции димеров (до 5%). 
Содержание полимерной фракции составляло в среднем 3%, 
мономеров  — 91–94%. В процессе хранения при температуре 
6±4 °С в жидком препарате было выявлено увеличение фракции 
димеров (до 12%) и снижение фракции мономеров (до 85%), 
что отсутствовало в сухой форме препарата [46].

Также в научно-исследовательском институте микробио-
логии Министерства обороны Российской Федерации полу-
чили стерильные жидкие или сухие специфически активные 
F(ab’)2-фрагменты противосибиреязвенных антител, содержа-
щие 35±5 мг/мл белка и не менее 96% F(аb’)2-фрагментов анти-
тел, выделенных из ИГ противосибиреязвенного лошадиного 

14  Там же.
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жидкого [47]. Высушивание препарата проводили на сублима-
ционных установках (МАСС-25, МАСС-5, УЛЛ-1,0 и др.) при тем-
пературе материала минус 35–45  °С, при градиенте не более 
3 °С/ч, досушивание материала вели при температуре 30±1 °С 
в течение 5±1 ч. Состав среды высушивания — концентрация 
сахарозы 7,0±0,1%, концентрация полиглюкина 1,0±0,1% [48].

Следует отметить, что среди вспомогательных веществ, ис-
пользуемых при лиофилизации ИГ препаратов, преобладают 
аминокислоты (глицин, гистидин), моносахариды (декстроза, 
глюкоза), дисахариды (мальтоза, сахароза), сахарные спирты 
(маннитол), декстраны (полиглюкин), полисорбаты (твин 80), 
человеческий сывороточный альбумин или их комбинации. 
Следует отметить, что схожий перечень вспомогательных ве-
ществ выявлен нами при обзоре литературы, посвященной ли-
офилизации живых вакцин [48].

Препараты иммуноглобулинов в форме суппозиториев 
(свечей)

Суппозитории (свечи) не относятся к твердым лекарствен-
ным формам. Однако мы посчитали целесообразным дать 
сведения об имеющихся научных разработках приготовления 
этой формы ИГ препаратов. Так, имеются сведения о раз-
работке свечевой формы препарата ИГ человека к вирусам 
простого герпеса 1-го и 2-го типов [16]. Состав компонентов 
на 1 свечу был следующий: ИГ человека со специфически-
ми антителами к вирусам простого герпеса 1-го и 2-го типов 
лиофилизированный  — 80 мг, гиалуроновая кислота (имму-
ностимулятор)  — 0,005 г, гентамицина сульфат  — не более 
2 мкг, наполнители: кондитерский жир — до 75%, парафины 
нефтяные твердые — 7,5%, эмульгатор Т-2 — 7,5%. Следует 
отметить, что, по утверждению авторов, анализ всех стадий 
технологического процесса показал, что процесс лиофили-
зации как наиболее критичный не влиял на уровень вирус-
нейтрализующих антител в препаратах [49]. Величина уровня 
вируснейтрализующих антител в свечевой форме препарата 
соответствовала определенному до приготовления готовой 
лекарственной формы. Значимых изменений также не про-
исходило во время хранения. Препараты были нетоксичными, 
апирогенными и стерильными.

Кроме того, в патенте на изобретение Российской 
Федерации [50] представлены данные о получении много-
компонентного ИГ препарата (содержащего ИГ трех основных 
классов: IgG, IgA, IgM) в форме суппозиториев и таблеток. 
Состав таблетки (600 мг): лиофилизированный ИГ препа-
рат — 150 мг, стеарат кальция — 6 мг, тальк — 6 мг, сахарный 
гранулят — 438 мг. Состав суппозитория: ИГ препарат в виде 
влажной пасты — 15 мас.%, эмульгатор — 10 мас.%, целевые 
добавки — 75 мас.%.

Выводы

Итоги проведенного обзора отечественной и зарубежной 
литературы, посвященного вопросам получения твердых ле-
карственных форм препаратов иммуноглобулиновой природы, 
а также результаты собственных исследований по этому во-
просу дают основания сделать следующие выводы.

1.  По результатам анализа Государственного реестра ле-
карственных средств выявлено:

-  доля твердых лекарственных форм среди препаратов ИГ 
природы составляет 13%;

-  основной формой твердых лекарственных форм препа-
ратов ИГ природы являются лиофилизаты. Из зарегистриро-
ванных на территории России на их долю приходится 100%;

-  практически все твердые лекарственные формы ИГ про-
изводятся как лиофилизаты во флаконах.

2.  Выявлен спектр вспомогательных веществ, используе-
мых при лиофилизации ИГ препаратов: аминокислоты (глицин, 
гистидин), моносахариды (декстроза, глюкоза), дисахариды 
(мальтоза, сахароза), сахарные спирты (маннитол), декстраны 
(полиглюкин), полисорбаты (твин 80), человеческий сыворо-
точный альбумин или их комбинации.

3.  Показано, что для приготовления таблеток нашли свое 
применение антифрикционные вещества (стеарат кальция, 
тальк), наполнители (сахарный гранулят).

4.  На ряде примеров подтверждено, что получение ИГ пре-
паратов в твердой форме предотвращает агрегацию и фраг-
ментацию белков в процессе хранения, негативно влияющих 
на специфическую активность препарата, а также способствует 
более длительному сохранению целевых свойств в сравнении 
с жидкими препаратами.
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Оценка стабильности производства коклюшного, дифтерийного и столбнячного 
компонентов АКДС-вакцины с помощью контрольных карт Шухарта
И. А. Алексеева*, О. В. Перелыгина, Е. Д. Колышкина

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

В Российской Федерации, в соответствии c рекомендациями ВОЗ, уделяют особое внимание вопросам, связанным с вак-
цинопрофилактикой. Учитывая, что в процесс вакцинации, в частности вакциной для профилактики дифтерии, коклюша 
и столбняка (АКДС-вакцина), вовлечены значительные слои населения, актуальными являются исследования, направлен-
ные на повышение качества вакцинных препаратов. Одна из возможностей получения качественных препаратов — из-
готовление их в стабильных условиях, гарантирующих на выходе однородность продукции. Оценить стабильность усло-
вий технологического процесса позволяют карты Шухарта. Цель работы: оценка стабильности производства коклюшного, 
дифтерийного и столбнячного компонентов АКДС-вакцины с помощью контрольных карт Шухарта. Материалы и методы: 
использованы данные сводных протоколов 60 серий АКДС-вакцины отечественного производства, поступивших в Испы-
тательный центр ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России с сентября 2017 по апрель 2020 г. Для исследования был выбран 
один из основных показателей качества вакцины — специфическая (защитная) активность коклюшного, дифтерийного 
и столбнячного компонентов препарата. Карты Шухарта для дифтерийного и столбнячного компонентов строили на осно-
ве сводных протоколов предприятия-производителя; для коклюшного компонента — как по данным сводных протоколов, 
так и по результатам, полученным в Испытательном центре при сертификационном контроле этих же серий. Исследование 
с использованием карт Шухарта проводили в соответствии с ГОСТ Р 50779.42-99 и ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Результа-
ты: проведенный за 2,5 года наблюдения ретроспективный анализ R- и X-карт выявил присутствие характерных трендов, 
присущих критериям для особых причин. Наиболее тревожная ситуация была выявлена при производстве дифтерийного 
компонента. Несколько благополучнее технологический процесс проходил при производстве столбнячного и коклюшного 
компонентов. Подтверждением того, что процесс находился в статистически неуправляемом состоянии, может являться 
отсутствие корреляции между результатами по оценке активности коклюшного компонента, полученными на предприятии 
и в Испытательном центре. Выводы: на протяжении анализируемого периода процесс производства коклюшного, дифте-
рийного и столбнячного компонентов АКДС-вакцины не всегда проходил в стабильных условиях. Это указывает на необхо-
димость проведения исследований, направленных на стандартизацию как условий производства, так и условий проведе-
ния контрольных испытаний.
Ключевые слова: АКДС-вакцина; коклюш; дифтерия; столбняк; технологический процесс; карты Шухарта
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The Russian Federation puts special emphasis on vaccination-related issues, in accordance with the WHO recommendations. 
The fact that vaccination, in particular with the diphtheria, tetanus, and pertussis vaccine (DTP vaccine), covers large population 
groups, accounts for the relevance of research aimed at improving the quality of vaccines. One of the ways to produce vaccines 
of assured quality is to maintain consistent manufacturing processes that ensure consistency of product characteristics. The stability 
of the technological processes may be assessed using Shewhart charts. The aim of the study was to assess the production con-
sistency of diphtheria, tetanus, and pertussis components of DTP vaccine using Shewhart control charts. Materials and methods: 
the study used data from 60 batch summary protocols of a Russian-produced DTP vaccine that were submitted to the Testing Centre 
of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products from September 2017 until April 2020. The study assessed one 
of the main vaccine quality characteristics—specific (protective) activity of diphtheria, tetanus, and pertussis components. Shewhart 
charts for the diphtheria and tetanus components were constructed based on the manufacturer’s summary protocols, while Shewhart 
charts for the pertussis component were constructed based on both summary protocols and the results obtained by the Testing Cen-
tre during certification of the product batches. The Shewhart charts were used in accordance with the national standards GOST R 
50779.42-99 and GOST R ISO 7870-2-2015. Results: a retrospective analysis of R- and X-charts covering a 2.5-year period revealed 
some characteristic trends in special-cause criteria. The most alarming situation was observed for the production of the diphtheria 
component. The technological processes were somewhat safer in the case of the tetanus and pertussis components. The production 
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process lacked due statistical control, which is confirmed by the lack of correlation between the results of the pertussis component 
activity assessment obtained by the manufacturer and the Testing Centre. Conclusions: during the analysed period, the production 
of the diphtheria, tetanus, and pertussis components of the DTP vaccine was not always consistent. This highlights the need to con-
duct research aimed at standardisation of both production processes and control test conditions.
Key words: DTP vaccine; pertussis; diphtheria; tetanus; technological process; Shewhart charts
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Иммунопрофилактика и ее эффективность признаны 
во всем мире. Благодаря проведению массовой вакцинации на-
селения были достигнуты значительные успехи в борьбе с та-
кими тяжелыми заболеваниями, как корь, паротит, краснуха, 
полиомиелит, гепатиты А и В1 [1]. Применение вакцин для про-
филактики дифтерии, коклюша и столбняка (АКДС-вакцины) 
позволило снизить заболеваемость дифтерией, столбняком 
и коклюшем. Так, зарегистрированное в России в 1913 г. мак-
симальное число случаев дифтерии — 349866 [2], было све-
дено в 2015 г. до 2; в 2019 г. заболеваемость дифтерией за-
регистрирована не была2. В 1955 г. в Советском Союзе было 
зарегистрировано 1043 случая столбняка. В настоящее время 
в России для столбняка характерна спорадическая заболевае-
мость, столбняка новорожденных нет3. Заболеваемость коклю-
шем после начала массовой профилактики АКДС-вакциной, 
включающей в свой состав цельноклеточный коклюшный ком-
понент, снизилась в десятки и сотни раз. Так, показатель забо-
леваемости коклюшем в допрививочный период составлял 390 
и выше на 100 тыс. населения, летальность могла достигать 
10% [3]. После начала широкого использования АКДС-вакцины 
в 1964 г. заболеваемость уже к концу 1970-х годов составила 
5,8–10,8 на 100 тыс. населения [3]. В настоящее время заболе-
ваемость коклюшем держится на достигнутом уровне4.

Однако в настоящее время, несмотря на выдающие-
ся достижения иммунопрофилактики, во многих странах 
мира высказывают недоверие к вакцинам. Рекомендации 
Стратегической консультативной группы экспертов (SAGE) 
по иммунизации позволили классифицировать причины не-
доверия и выделить наиболее часто встречающиеся. Как ока-
залось, население прежде всего опасается последствий, кото-
рые могут быть связаны с вакцинацией, что поднимает другой 
не менее важный вопрос о недостаточности просветительской 
и разъяснительной деятельности, проводимой медицинскими 
учреждениями. К причинам, препятствующим вакцинации, 
также относят особенности, обусловленные религиозными 
взглядами населения, значение имеет уровень экономического 
развития стран и многое другое5.

Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) уделяет 
большое внимание проблеме вакцинопрофилактики населе-
ния, и в 2017 г. созданный под эгидой ВОЗ Глобальный план 
действий по вакцинам рекомендовал странам выработать стра-
тегию, направленную на улучшение ситуации с использовани-
ем вакцин, в том числе повышение уровня доверия и принятие 
роли вакцинации в защите от инфекций. Одним из основных 

положений стратегии являются периодически проводимые 
исследования по оценке отношения общества к вакцинации 
и разработка плана действий в ответ на возможные кризисные 
ситуации, которые могут иметь место при вакцинопрофилак-
тике6. ВОЗ в своих документах отмечает, что вакцины должны 
соответствовать самым высоким стандартам качества и без-
опасности7.

В Российской Федерации качеству иммунобиологических 
лекарственных препаратов (ИЛП) уделяют особое внимание. 
В государственном стандарте — фармакопейной статье — из-
ложены требования к качеству вакцинных препаратов и ме-
тоды их контроля. За качество выпущенных вакцин несет от-
ветственность предприятие-изготовитель. В свою очередь, 
государство осуществляет надзор за производством, который 
включает проведение контроля выпущенных серий в государ-
ственных испытательных центрах, а также регулярное обсле-
дование производств, направленное на оценку соблюдения 
предприятием требований надлежащих условий производства.

Контроль на производстве или контроль в государствен-
ных испытательных центрах основан на исследовании уже из-
готовленной, но не разлитой вакцины или готового препарата, 
то есть проводится оценка качества и выявление некачествен-
ных образцов среди уже изготовленной продукции.

Эффективный подход к оценке качества продукции пред-
ложил У. Шухарт [4, 5]. Применение предложенной им системы 
статистического управления качеством дает возможность в ре-
жиме реального времени проводить наблюдения за технологи-
ческим процессом. Постоянный анализ параметров процесса 
позволяет на самых ранних этапах выявлять отклонения и тем 
самым не допускать появление брака. Следствием постоянного 
использования карт Шухарта на производстве является непре-
рывное повышение стабильности технологического процесса, 
что обеспечивает выпуск более однородной продукции с пока-
зателями качества, соответствующими требованиям норматив-
ной документации (НД). В настоящее время карты Шухарта ис-
пользуют в различных областях деятельности человека [6–8].

Учитывая, что в процесс вакцинации вовлечены значитель-
ные слои населения, актуальными являются исследования, 
направленные на повышение качества вакцинных препара-
тов. Одна из возможностей получения качественных препара-
тов — изготовление их в стабильных условиях, гарантирующих 
на выходе однородность продукции. Карты Шухарта являются 
именно тем методологическим инструментом, который позво-
ляет оценить стабильность условий технологического процесса. 

1  О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия населения в Российской Федерации в 2019 году: государственный доклад. 2020. 
https://www.rospotrebnadzor.ru/upload/iblock/8e4/gosdoklad-za-2019_seb_29_05.pdf

2  Там же.
3  Таточенко ВК, Озерецковский НА. Иммунопрофилактика-2018. Cправочник. М.: Боргес; 2018.
4  О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия населения в Российской Федерации в 2019 году: государственный доклад. 2020. 

https://www.rospotrebnadzor.ru/upload/iblock/8e4/gosdoklad-za-2019_seb_29_05.pdf
5  Недоверие к вакцинам в мире: анализ данных за три года, представленных в совместном докладе ВОЗ/ЮНИСЕФ — 2015–2017. Эпидемио-

логия и Вакцинопрофилактика. 2018;17(6):56.
6  Там же.
7  WHO position paper. Wkly Epidemiol Rec 2004; 79(29):269–72.
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С использованием контрольных карт проводится анализ со-
стояния производства паротитной, коревой, ассоциированной 
паротитно-коревой вакцин [9–11]. Ранее авторами была пред-
принята попытка с использованием карт Шухарта провести 
оценку стабильности производства коклюшного компонента 
АКДС-вакцины [12]. Было выявлено, что производственный про-
цесс изготовления препарата не всегда проходил в стандартных 
условиях. В настоящей работе на большей выборке продолжили 
исследование по оценке возможности статистического управ-
ления технологическим процессом производства коклюшного 
компонента. Кроме того, проводилось изучение состояния про-
изводства и других компонентов АКДС-вакцины.

Цель работы  — оценка стабильности производства ко-
клюшного, дифтерийного и столбнячного компонентов АКДС-
вакцины с помощью контрольных карт Шухарта.

Для достижения цели была поставлена задача: сбор и си-
стематизация значений изучаемых показателей, построение 
контрольных карт Шухарта на основе собранных материалов 
и их анализ.

Материалы и методы

В исследовании использованы данные сводных протоко-
лов анализа 60 серий АКДС-вакцины отечественного произ-
водства, поступивших в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России 
с сентября 2017 по апрель 2020 г. для подтверждения соответ-
ствия образцов требованиям нормативной документации (НД), 
а также данные Испытательного центра (ИЦ) ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России, полученные в ходе испытаний этих же 
серий. Для исследования был выбран один из основных по-
казателей качества вакцины  — специфическая (защитная) 
активность коклюшного, дифтерийного и столбнячного ком-
понентов препарата.

Специфическую активность коклюшного компонента оце-
нивали в соответствии с общей фармакопейной статьей (ОФС) 
1.7.2.0005.158 с использованием фармакопейного стандарт-
ного образца иммуногенной активности коклюшной вакцины 
ФСО 3.2.00089 (ОСО 42-28-89); дифтерийного и столбнячного 
компонентов — по ОФС.1.7.2.0003.159 и ОФС.1.7.2.0004.1510.

Карты Шухарта для коклюшного компонента строили 
как по данным сводных протоколов предприятия-произво-
дителя, так и по результатам, полученным в ИЦ при сертифи-
кационном контроле этих же серий. Принимая во внимание 
высокую стоимость и продолжительность опытов по оценке 
специфической активности коклюшного компонента, для по-
строения карт Шухарта использовали индивидуальные значе-
ния результатов опытов.

Для дифтерийного и столбнячного компонентов карты 
Шухарта строили на основе сводных протоколов предприятия-
производителя.

Исследование с использованием карт Шухарта проводили 
в соответствии с ГОСТ Р 50779.42-9911 и ГОСТ Р ИСО 7870-2-
201512.

Использование карт Шухарта включает в себя ана-
лиз двух контрольных карт: R-карты  — карты размахов 

и Х-карты  — карты средних значений подгрупп. R-карта де-
монстрирует изменчивость значения показателя по отношению 
к другому, последовательно следующему за первым, и отражает 
появление нежелательной вариации среди показателей иссле-
дуемой группы, сигнализируя таким образом о происходящих 
изменениях в анализируемой технологической цепи. Величину 
скользящего размаха R находят, определяя разность между дву-
мя последовательными значениями анализируемого показате-
ля. R-карта отражает однородность процесса. Х-карта указывает 
расположение среднего значения процесса и его стабильность.

Построение карт заключается в нанесении на график 
по оси ординат значений размахов (R-карта) или значений 
анализируемого показателя (Х-карта). Ось абсцисс отражает 
номера последовательности действий при вычислении разма-
ха или номера серий показателя. Кроме того, на карту наносят 
центральную линию (CL), верхнюю (UCL) и нижнюю (LCL) кон-
трольные границы. На Х-карте центральную линию проводят 
в соответствии с рассчитанной средней величиной значений 
анализируемого показателя. На R-карте центральная линия — 
средняя размахов. Если Х-карту строят исходя из индивиду-
альных значений показателя, то контрольные границы рассчи-
тывают с учетом средней величины скользящих размахов (R). 
В противоположные стороны от центральной линии отклады-
вают 1, 2 и 3 стандартных отклонения (σ), которые необходимы 
при выявлении критериев для особых причин, обозначенных 
У. Шухартом и описанных в ГОСТах13.

Для состояния стабильности или статистической управ-
ляемости качеством технологического процесса характерно 
хаотичное расположение точек, при этом точки не выходят 
за пределы контрольных границ и не выстраиваются в необыч-
ные структуры (тренды). При таком процессе имеется возмож-
ность предвидеть значения будущих вариаций. По мнению 
У.  Шухарта, изменчивость статистически управляемого про-
цесса обусловлена обычными, постоянно присутствующими 
причинами, к которым относят температуру, влажность, ко-
лебания электрического и магнитного полей, вибрацию и т. д. 
В итоге совокупность обычных причин обусловливает систем-
ную вариабельность процесса. Выход точек за пределы кон-
трольных границ или их выстраивание в тренды сигнализирует, 
что процесс становится статистически неуправляемым, он вы-
ходит из состояния стабильности. При потере стабильности 
вариабельность процесса становится труднопредсказуемой, 
и колебания значения анализируемого показателя могут от-
личаться от регламентированной величины и превышать допу-
стимый разброс, что отрицательно сказывается как на качестве 
технологического процесса, так и на качестве выпускаемых 
препаратов. Потерю статистической управляемости процес-
сом обусловливают внешние, особые, неслучайные причины, 
приводящие к реальным изменениям в технологической цепи. 
Особые причины могут быть выявлены, и их воспринимают 
как непредсказуемые изменения в процессе, такие как, на-
пример, работа на неисправном оборудовании, неправильное 
выполнение технологических операций, несоответствующая 
квалификация сотрудников и т. д.

8  Общая фармакопейная статья 1.7.2.0005.15. Иммуногенность коклюшной суспензии и цельноклеточного коклюшного компонента комбини-
рованных вакцин. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

9  Общая фармакопейная статья 1.7.2.0003.15. Иммуногенность адсорбированного дифтерийного анатоксина. Государственная фармакопея 
Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

10  Общая фармакопейная статья 1.7.2.0004.15. Иммуногенность адсорбированного столбнячного анатоксина. Государственная фармакопея 
Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

11  ГОСТ Р 50779.42-99. Статистические методы. Контрольные карты Шухарта.
12  ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.
13  ГОСТ Р 50779.42-99. Статистические методы. Контрольные карты Шухарта.
    ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.
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Как предполагается, каждый выявленный с помощью карт 
сигнал о воздействии на процесс неслучайной причины дол-
жен быть подвергнут расследованию, что требует проведения 
анализа операций на данном участке технологической цепи. 
После выявления причины должны быть предприняты коррек-
тирующие и превентивные меры для предупреждения повто-
рения причины.

Нормальность распределения значений показателей была 
оценена графическим методом и с помощью показателей 
асимметрии и эксцесса. Оценку распределения, как и статисти-
ческую обработку данных, проводили с использованием про-
граммы Microsoft Office Excel 2007.

Взаимосвязь между значениями специфической актив-
ности коклюшного компонента, полученными на предприятии 
и полученными в ИЦ, проводили, используя коэффициент 
парной ранговой корреляции Спирмена14. Коэффициент ≤0,3 
говорит о слабой тесноте (силе) корреляционной связи между 
рассматриваемыми показателями; значение коэффициента 
≥0,4, но <0,7 — об умеренной тесноте связи, а ≥0,7 — о высо-
кой тесноте связи.

Результаты и обсуждение

Нормальность распределения значений была подтверж-
дена для данных сводных протоколов предприятия-произ-
водителя по анализу показателя активности коклюшного 
и столбнячного компонентов. Распределение значений данных 
предприятия для показателя активности дифтерийного компо-
нента и значений показателя активности коклюшного компо-
нента, полученных в ИЦ, были приближены к нормальному.

В настоящее время нет однозначного мнения об области 
применения контрольных карт. В стандартах15, описывающих 
использование карт Шухарта, предполагается нормальное 
распределение значений анализируемого показателя. Данное 
положение связано с тем, что коэффициенты, применяемые 
при расчете верхней и нижней контрольных границ карт, были 
получены исходя из допуска о нормальном распределении зна-
чений показателя. На основе этого предположения сформиро-
валось мнение, что контрольные карты могут быть использо-
ваны для анализа только тех процессов, в которых имеет место 
нормальное распределение значений показателя [13]. В то же 
время в стандартах16 допускается возможность проведения 
анализа карт в случае, если распределение значений не яв-
ляется нормальным, а приближено к нормальному, но метод 
определения отклонения и его величина не регламентируются. 
При традиционном статистическом подходе используют гене-
ральную совокупность, статистические показатели которой 
(средняя, стандартное отклонение и т.  д.) имеют постоянные 
значения. Выборка подобной совокупности представляет со-
бой статический объект изучения. Технологический процесс 
является динамическим объектом изучения, то есть у данного 
процесса отсутствуют фиксированные значения показателей, 
используемых для построения карт,  — средней величины, 
стандартного отклонения и др. [13]. Ряд авторов предлагает 
рассматривать указание на необходимость нормального рас-
пределения более широко. Высказывается сомнение, что по-
сле воздействия на процесс неслучайной причины распреде-
ление значений показателя останется нормальным [13–15]. 
Было установлено, что при анализе данных, распределение 

которых не является нормальным, расчетные коэффициенты 
изменяются примерно на 6%. Для практической деятельности, 
как считают авторы, это допустимая точность [15]. Как следует 
из опубликованных работ, контрольные карты Шухарта про-
являют устойчивость при их использовании при разных типах 
распределения, отличных от нормального. В связи с чем ав-
торы делают вывод о возможности применения контрольных 
карт Шухарта для анализа разных технологических процессов, 
в том числе и тех, в которых нормальность распределения по-
казателя не подтверждается [13–15].

Если обратиться к мнению автора и разработчика кон-
трольных карт, то можно отметить, что Уолтер Шухарт, имея 
докторскую степень по физике и являясь специалистом в об-
ласти статистики, в систему анализа разработанных им карт 
сознательно не вводил строгих математических ограничений. 
Он считал, что процессы, проходящие в реальной жизни, прак-
тически всегда находятся под воздействием неслучайных при-
чин. Возникающая при этом неконтролируемая изменчивость 
процесса указывает на отсутствие устойчивого распределе-
ния. У. Шухарт полагал, что в реальных условиях, в отличие 
от теоретических предположений, имеющие место процессы 
нельзя характеризовать как устойчивые [4, 5]. Проблемы, по-
являющиеся при вероятностном подходе статистики к анализу 
контрольных карт, обусловлены оторванностью такого под-
хода от практики, а условия, задаваемые при математической 
обработке данных процесса, существенно ограничивают воз-
можность использования контрольных карт. Предложенное 
У. Шухартом ограничение границ в ±3σ обусловлено не мате-
матическими расчетами и не предположением о нормальном 
распределении, а являлось следствием эмпирического дока-
зательства, что при проведении анализа данное ограничение 
работает [4, 5].

Учитывая, что по ГОСТам17 допускается анализ контроль-
ных карт, если распределение характеристики процесса не яв-
ляется нормальным, и в то же время разделяя точку зрения 
исследователей, считающих, что после вмешательства особых 
причин распределение не может не измениться, мы провели 
анализ всех построенных карт, в том числе тех, в которых рас-
пределение приближено к нормальному.

У. Шухарт, разрабатывая карты, предполагал их использо-
вать как диагностический инструмент для выявления действия 
неслучайных причин вариабельности на технологический про-
цесс. Основываясь на данных анализа контрольной карты, про-
веденного в текущий момент или несколько ранее, пользователь 
карт имеет возможность с определенной точностью установить 
в обозримой перспективе границы технологического процесса 
при отсутствии воздействия неслучайных причин. В этом случае 
появление неслучайных причин может быть выявлено по при-
знакам выхода значений показателя за установленные контроль-
ные границы или выстраивания точек в тренды.

Оценка стабильности производства коклюшного 
компонента АКДС-вакцины

Анализ R- и Х-карт, построенных по значениям пока-
зателя специфической активности (данные сводных про-
токолов предприятия-производителя), не выявил трендов, 
то есть характерного расположения точек, сигнализирующих 
о действии особых причин, приводящих к нарушению ста-
бильности технологического процесса (рис. 1А и 1B). Однако 

14  Коэффициент ранговой корреляции Спирмена. http://www.infamed.com/stat/sp05_js.html
15  ГОСТ Р 50779.42-99. Статистические методы. Контрольные карты Шухарта; 
    ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.
16  Там же.
17  Там же.
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имеются некоторые тревожные предупреждающие сигналы 
о том, что с технологическим процессом не все благополучно. 
Так, на R-карте в расположении точек 37–41 не хватает всего 
одной точки до формирования критерия для особых причин 3. 
Для точек 50–53 и 53–56 выявлена тенденция к образованию 
того же тренда.

На Х-карте в расположении точек также были выявлены 
структуры, которым до критерия 3 не хватает всего по одной 
точке. Это пять возрастающих подряд точек 6–10 и 50–54 
и пять убывающих подряд точек 34–38. В связи с тем что за-
вершенных критериев для особых причин на картах не было 
выявлено, можно условно предположить, что на протяжении 
анализируемого 2,5-годичного периода производство ко-
клюшного компонента проходило в стабильных условиях. 
Однако тревожные сигналы на картах не позволяют говорить 
о благополучии на предприятии.

Отсутствие в определенные промежутки времени ста-
бильности при производстве коклюшного компонента было 
выявлено при ретроспективном анализе данных, полученных 
при проведении контроля этих же серий АКДС-вакцины в ИЦ 
(рис. 1C и 1D). Так, данные на R-карте демонстрируют, что точ-
ки 16 и 17 вышли за предел верхней контрольной границы, 
что является признаком критерия для особых причин 1. Точки 
33–41 формируют тренд, соответствующий критерию 2. Также 
выявлены группы точек 19–23 и 25–29, которым не хватает 
всего по одному значению до завершения критерия 3. Кроме 
того, точки 50–53 и 53–56 выстраиваются в структуры, имею-
щие явную тенденцию к формированию критерия 3.

Признаки неблагополучия технологического процесса, вы-
явленные с помощью R-карты, построенной по данным ИЦ, 
подтвердили данные Х-карты. На карте можно выделить три 
критерия для особых причин. Так, выход точки 16 за пределы 
верхней контрольной границы и +3σ свидетельствует о при-
сутствии критерия для особых причин 1. Точки 19–23 и 30–44 
формируют тренд, соответствующий критериям 6 и 7 соот-
ветственно. Группа точек 49–52 проявляет тенденцию к фор-
мированию критерия 3. По всей видимости, на предприятии 
не смогли обнаружить и ликвидировать неслучайную причину/
причины, вызвавшую появление критерия 1, так как выявле-
ние последующих завершенных и незавершенных критериев 
для особых причин происходило через сравнительно незначи-
тельные интервалы.

Таким образом, по представленным предприятием свод-
ным протоколам процесс производства можно охарактеризо-
вать как статистически управляемый, хотя и имеет место вы-
явление трех незавершенных критериев для особых причин. 
При проведенном в ИЦ сертификационном контроле этих же 
серий препарата было выявлено, что на предприятии процесс 
изготовления коклюшного компонента не всегда находился 
в состоянии статистической управляемости, то есть не всегда 
проходил при стабильных условиях. Объективность получен-
ных в ИЦ данных подтверждают общие точки, формирующие 
критерии (завершенные и незавершенные) и выявленные на R- 
и Х-картах как предприятия, так и ИЦ. К таким точкам можно 
отнести 37–41 и 50–56 (R-карта предприятия); 34–38 и 50–54 
(Х-карта предприятия); 33–41 и 50–56 (R-карта ИЦ); 30–44 
и 49–52 (Х-карта ИЦ). Приведенные данные свидетельствуют 
о том, что действие неслучайных причин на производство пре-
парата выявлено с помощью карт Шухарта в двух разных лабо-
раториях независимо друг от друга.

Не все выявленные в ИЦ критерии нашли отражение 
в картах предприятия, что, по-видимому, можно объяснить 
различиями испытуемых образцов вакцины, использованных 

при контроле в ИЦ и на предприятии. Различие образцов мо-
жет быть объяснено их изготовлением в условиях неконтроли-
руемой вариабельности при воздействии на технологический 
процесс неслучайных причин.

Если обратиться к ранее проведенному на том же предпри-
ятии исследованию [12], которое включало период с января 
2017 по март 2018 г., то можно отметить тенденцию к улучше-
нию ситуации при производстве коклюшного компонента. Так, 
если ранее за 1 год и 2 месяца из выпущенных 50 серий АКДС-
вакцины 50% изготовленного коклюшного компонента было 
произведено не в стабильных условиях, то есть на процесс 
воздействовал ряд неслучайных причин, то в настоящее время 
из 60 серий АКДС-вакцины в условиях действия особых причин 
произведено 35% препарата. По-видимому, контролирующие 
структуры предприятия работают над возможностью восста-
новления состояния статистического управления процессом.

В каждом опыте в качестве референс-препарата, по отно-
шению к которому рассчитывали специфическую активность 
испытуемого препарата, использовали фармакопейный стан-
дартный образец иммуногенной активности коклюшной вакци-
ны ФСО 3.2.00089 (ОСО 42-28-89). Рассчитанные для каждого 
опыта значения ЕД50 ФСО были нанесены на Х-карты в соответ-
ствии с номерами серий вакцин, которые были испытаны в дан-
ном опыте. Как видно из рисунков 1B и 1D, за анализируемый 
период применительно к использованному ФСО не выявлены 
тренды, отражающие появление в процессе особых причин. 
Следовательно, можно констатировать, что тесты по опреде-
лению специфической активности коклюшного компонента 
АКДС-вакцины, проводимые на предприятии и в ИЦ, в течение 
анализируемого периода проходили при стабильных условиях.

За анализируемый период предприятие выпустило 45,0% 
серий с активностью, превышающей среднюю арифмети-
ческую величину данного показателя, и, соответственно, 
55,0% — с активностью ниже среднего значения. По данным 
ИЦ — 41,6 и 58,4% соответственно.

При анализе данных важным является вопрос о корреляции 
результатов контроля, проведенного на предприятии и в ИЦ, 
при использовании одних и тех же серий вакцины. Диаграмма 
рассеяния, построенная с использованием данных, получен-
ных в ИЦ и на предприятии, продемонстрировала слабую от-
рицательную силу связи: коэффициент корреляции составлял 
-0,10255 (рис. 2). Корреляция между полученными данными 
также была оценена с помощью коэффициента парной ранго-
вой корреляции Спирмена, который составил 0,3, что подтвер-
дило заключение, полученное при анализе диаграммы рассея-
ния о слабой тесноте связи между результатами, полученными 
на предприятии и в ИЦ. Тем не менее рассчитанное среднее 
арифметическое значение активности коклюшного компонента 
за анализируемый период по данным производителя составля-
ет 11,3 МЕ/мл, по данным ИЦ — 11,8 МЕ/мл.

Оценка стабильности производства дифтерийного 
компонента АКДС-вакцины

Данные R-карты, построенной по значениям размахов по-
казателя специфической активности дифтерийного компонента, 
демонстрируют присутствие ряда критериев для особых причин 
(рис. 3А). Так, расположение точек 11–19 и точек 23–31 форми-
рует два тренда, соответствующих критерию 2. Точка 60 вышла 
за пределы верхней контрольной границы, что соответствует 
критерию 1. Кроме того, имеется две группы точек, 9–13 и 46–
50, в которых не хватает всего по одной точке до формирования 
критерия 3. Группа точек 54–57 также демонстрирует выражен-
ную тенденцию к формированию критерия 3. Таким образом, 
данные R-карты свидетельствуют, что технологический процесс 
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Рис. 1. R- и Х-карты технологического процесса производства коклюшного компонента АКДС-вакцины (паспортные данные 
предприятия-производителя) (А и B соответственно); R- и Х-карты технологического процесса производства коклюшного 
компонента АКДС-вакцины (данные Испытательного центра) (C и D соответственно). На R-картах ось ординат — значения 
размахов показателей активности между последовательными сериями вакцин; ось абсцисс — порядковые номера серий. 
На Х-картах левая ось ординат  — значения иммуногенной активности серий (МЕ/мл), правая ось ординат  — значения 
ЕД50 (мл), ось абсцисс — порядковые номера серий. На Х-карте непрерывная линия отражает показатели иммуногенной 
активности вакцины; прерывистая — значения ЕД50 ФСО иммуногенной активности коклюшной вакцины. UCL и LCL — 
верхняя и нижняя контрольные границы; CL — центральная линия; σ — стандартное отклонение. Для Х-карт непрерывные 
линии относятся к графику иммуногенной активности вакцины; прерывистые линии относятся к графику ЕД50.

Fig. 1. R- and X-charts of the DTP pertussis component technological process (release certificate provided by the manufacturer) 
(A and B respectively); R- and X-charts of the DTP pertussis component technological process (data obtained by the Testing Centre) 
(С and D respectively). For R-charts: Y axis—activity ranges between successive vaccine batches, X axis—vaccine batches. For 
X-charts: left Y axis—immunogenic activity of the batches (IU/mL), right Y axis—ED50 (mL), X axis—vaccine batches. The continuous 
line in the X-chart shows the vaccine immunogenic activity; the intermittent line—ED50 values of the pharmacopoeial reference 
standard of pertussis vaccine immunogenic activity. UCL and LCL—upper and lower control limits; CL—central line, σ—standard 
deviation. For X-charts continuous lines refer to the vaccine immunogenic activity graph; intermittent lines refer to the ED50 graph.
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за анализируемый период неоднократно выходил из состояния 
статистической управляемости.

Тревожные сигналы, выявленные с помощью R-карты, 
были подтверждены результатами построенной Х-карты, 
на которой выделено несколько сформированных крите-
риев для особых причин (рис. 3В). Так, точки 4–12 форми-
руют тренд, соответствующий критерию 2, точки 21–35  — 
критерию 7, точки 52, 53, 54, 56  — критерию 1, точки 
55–59  — критерию 6. Кроме того, выявлены группы точек 
13–20 и 33–37, демонстрирующие выраженную тенденцию 
к образованию критериев для особых причин: не хватает 
всего по одной точке для формирования критериев 2 и 3. 
Комбинация точек 38–51 представляет собой незавершен-
ный критерий 7, а кроме того, эти точки имеют явную тен-
денцию к последовательному росту значений показателя, 
что впоследствии проявилось выходом точек за верхнюю 
контрольную границу. Следует отметить, что незавершен-
ный критерий 2 непосредственно предшествовал завершен-
ному критерию 7, а незавершенные критерии 3 и 7 — завер-
шенным критериям 1 и 6.

Таким образом, за анализируемый период в технологиче-
ском процессе выявлена практически непрерывная цепь за-
вершенных и незавершенных критериев для особых причин, 
что свидетельствует о потере предприятием состояния стати-
стической управляемости процессом при производстве диф-
терийного компонента. 53,3% выпущенных серий дифтерий-
ного компонента были произведены в условиях воздействия 
необычных причин (рассчитано с учетом только завершенных 
критериев 2, 7, 1 и 6).

Необходимо отметить, что большинство точек R-карты, 
сигнализирующих о неблагополучии производственного про-
цесса, вошли в выявленные тренды на Х-карте.

За анализируемый период предприятие выпустило 43,3% 
серий со значениями показателя активности, превышающими 
среднее арифметическое значение показателя, и, соответ-
ственно, 56,7% — со значениями ниже средней величины по-
казателя.

Оценка стабильности производства столбнячного 
компонента АКДС-вакцины

Данные R-карты, построенной по значениям размахов по-
казателя специфической активности столбнячного компонен-
та, демонстрируют выход за пределы верхней контрольной 
границы точек 46 и 51, что сигнализирует о нарушении состо-
яния статистического управления процессом (рис. 3С). Выходу 
за пределы границы предшествовали комбинации точек 12–16, 
21–26 и 38–42, структура которых представляет собой незавер-
шенный критерий 3.

Результаты анализа данных по построенной Х-карте под-
твердили тревожные сигналы R-карты (рис. 3D). На ней были 
выявлены группы точек 21–35 и 43–45, соответствующие кри-
териям 7 и 5 соответственно, а также группы точек 36–39, 41, 
соответствующие незавершенному критерию 3. Необходимо 
отметить, что, как и в случае с дифтерийным компонентом, 
незавершенный критерий для особых причин предшествовал 
завершенному. Так, незавершенный критерий 3 (точки 36–39, 
41) предшествовал завершенному критерию 5. О неблагопо-
лучии процесса также говорит точка 51, максимально близко 
расположенная к верхней контрольной границе.

Взаимосвязь двух видов карт выражена через отражение 
критических структур R-карты в Х-карте. Так, точки 21–26 кар-
ты значений размахов показателя активности и точка 46 вошли 
на Х-карте в состав завершенных критериев 7 и 5 соответствен-
но. Точка 51 R-карты, вышедшая за пределы границы, соот-
ветствует точке 51, максимально близко расположенной около 
верхней контрольной границы Х-карты.

Анализ R- и Х-карт позволил сделать заключение, что в те-
чение анализируемого периода процесс производства столб-
нячного компонента АКДС-вакцины был подвержен воздей-
ствию необычных причин, в результате чего 18 из 60 серий, 
что составляет 30%, произведены в условиях, не соответ-
ствующих стабильным. 48,3% серий предприятие выпустило 
со значениями показателя активности, превосходящими сред-
нее значение показателя, и 51,7% серий — со значением ниже 
средней величины.

5 

7 

9 

11  

13  

15  

17  

19  

21  

23  

25  

0 4  8  12  16  20  24  28  32  36  40  44  48  52  56  60  

 паспортные данные
предприятия-
производителя
certificate values
provided
by the manufacturer

данные
Испытательного
центра
data obtained 
by the Testing Centre

Рис. 2. Диаграмма рассеяния, отражающая взаимосвязь между показателями иммуногенной активности отдельных серий 
вакцины, полученными на предприятии-производителе и в Испытательном центре. Ось ординат — значения иммуногенной 
активности (МЕ/мл); ось абсцисс — порядковый номер серии.

Fig. 2. Scatter plot showing the correlation between the immunogenic activities of individual vaccine batches obtained 
by the manufacturer and the Testing Centre. Y axis—immunogenic activity (IU/mL), X axis—vaccine batch.
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Рис. 3. R- и Х-карты технологического процесса производства дифтерийного компонента АКДС-вакцины (паспортные 
данные предприятия-производителя) (А и B соответственно); R- и Х-карты технологического процесса производства 
столбнячного компонента АКДС-вакцины (паспортные данные предприятия-производителя) (C и D соответственно). 
На R-картах ось ординат — значения размахов показателей активности между последовательными сериями вакцин; ось 
абсцисс — порядковые номера серий. На Х-картах ось ординат — значения иммуногенной активности серий (МЕ/мл), ось 
абсцисс — порядковые номера серий. UCL и LCL — верхняя и нижняя контрольные границы; CL — центральная линия; σ — 
стандартное отклонение.

Fig. 3. R- and X-charts of the DTP diphtheria component technological process (release certificate provided by the manufacturer) 
(A and B respectively); R- and X-charts of the DTP tetanus component technological process (release certificate provided 
by the manufacturer) (С and D respectively). For R-charts: Y axis—activity ranges between successive vaccine batches, X axis—
vaccine batches. For X-charts: Y axis—immunogenic activity of batches (IU/mL), X axis—vaccine batches. UCL and LCL—upper and 
lower control limits; CL—central line, σ—standard deviation.
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Оценка состояния технологического процесса изготов-
ления АКДС-вакцины, проведенная с использованием кон-
трольных карт Шухарта, позволила установить, что производ-
ство препарата за 2,5 года наблюдения не всегда проходило 
в стабильных условиях. Так, для всех трех компонентов вак-
цины (коклюшного, дифтерийного и столбнячного) результа-
ты анализа R-карты продемонстрировали нежелательные ва-
риации значений показателя активности; результаты анализа 
Х-карты — изменения в стабильности процесса. Это сигнали-
зирует, что процесс в определенные промежутки времени был 
подвергнут воздействию особых (неслучайных) причин. В этой 
ситуации задача предприятия заключается в своевременном 
выявлении особых причин, их устранении и принятии мер 
по возращению процесса в статистически управляемое состо-
яние. Такая деятельность предприятия, направленная на вос-
становление стабильности производства, прослеживается в от-
ношении коклюшного компонента. Так, по сравнению с ранее 
проведенным исследованием [12] число серий, изготовленных 
в условиях воздействия неслучайных причин, уменьшилось 
до 35% по сравнению с ранее установленными 50%.

Но, судя по представленным данным, предприятие 
не всегда успешно справлялось с возникающими проблема-
ми. Наиболее тревожная ситуация была выявлена при про-
изводстве дифтерийного компонента. За период наблюдения 
(2,5 года) только 7 серий из 60 (11,7%) не были вовлечены 
в завершенные и приближенные к завершенным критерии 
для особых причин. По-видимому, контролирующие структу-
ры предприятия по каким-то причинам не имеют возможности 
в полной мере активно проводить расследование выполненных 
не в стабильных условиях технологических операций и выяв-
лять причины возникновения неконтролируемой изменчи-
вости процесса. Предполагается, что расследование должно 
охватывать не только непосредственно сам технологический 
процесс, но и всю вспомогательную деятельность, связанную 
с процессом, включая контроль поступающих сырья и мате-
риалов, приготовление питательных сред, пробоподготовку, 
водо- и воздухоподготовку и многое другое. Это связано с тем, 
что необычная причина может возникнуть и проявить себя 
на любом этапе процесса. Важность выявления необычных 
причин очевидна. Если бы контролирующие структуры пред-
приятия более внимательно отнеслись к анализу контрольных 
карт, в частности в отношении производства дифтерийного 
и столбнячного компонентов, то были бы выявлены явные тен-
денции к выходу процесса из состояния статистической управ-
ляемости, которые проявлялись незавершенными критериями 
для особых причин. Своевременно предприняв необходимые 
действия, можно было не допустить выход процесса из состо-
яния стабильности.

Длительное нахождение процесса в состоянии стати-
стической неуправляемости, по нашему мнению, сказалось 
на результатах проведенного анализа по корреляции дан-
ных по активности коклюшного компонента, полученных 
на предприятии и в ИЦ. По-видимому, это обусловлено тем, 
что при статистически неуправляемом состоянии процесса, 
то есть в условиях неконтролируемой изменчивости, конечная 
продукция характеризуется значительной неоднородностью, 
что не могло не повлиять на результаты контроля, проведен-
ного на предприятии и в ИЦ. Вопрос, связанный с необходи-
мостью получения на предприятии и в лаборатории контроли-
рующего органа сходных результатов (при испытаниях одних 
и тех же серий препарата), является чрезвычайно важным, 
но может быть решен только после того, как предприятие вос-
становит состояние статистического управления процессом 

производства, что будет гарантировать выпуск однородной 
продукции. При этом большое внимание следует уделить со-
вершенствованию процедуры пробоотбора, вопросам как стан-
дартизации операционных процедур, так и условий проведения 
испытаний.

Нестабильная ситуация при производстве препаратов 
опасна также тем, что возрастает опасность изготовления бра-
кованных препаратов. Тем не менее, согласно данным сводных 
протоколов предприятия-производителя, а также результатам, 
полученным в ИЦ, произведенные и выпущенные предприяти-
ем за анализируемый период серии АКДС-вакцины по специ
фической активности, а также и по другим показателям специ
фикации соответствовали требованиям НД. Итог влияния 
неслучайных причин на технологический процесс неизвестен: 
информации о браке на производстве ИЦ не имеет.

Таким образом, использованные в данном исследовании 
контрольные карты Шухарта позволили оценить состояние 
производства коклюшного, дифтерийного и столбнячного 
компонентов АКДС-вакцины. Данный метод, позволяющий 
осуществлять статистическое управление качеством, при всей 
своей кажущейся простоте чрезвычайно эффективен, направ-
лен на предупреждение потерь и позволяет избежать произ-
водства некачественной продукции. С помощью контрольных 
карт в режиме реального времени можно быстро выявить 
ошибки в технологическом процессе, а посредством свое
временного вмешательства в процесс возможно избежать их 
накопления и воздействовать на качество продукции. В связи 
с этим непрерывный мониторинг технологических операций 
является неотъемлемой частью статистического управления 
процессом производства, так как направлен на снижение ва-
риабельности технологического процесса, что в итоге должно 
обеспечить выпуск более однородной и качественной про-
дукции. Предприятие, использующее статистическую систему 
управления качеством, способно увеличить объем выпускае-
мой продукции, добиться повышения производительности тру-
да, обеспечить существенное снижение расходов на качество 
и повысить свою конкурентоспособность.

Выводы

1.  Проведенная оценка стабильности производства ко-
клюшного, дифтерийного и столбнячного компонентов АКДС-
вакцины с помощью контрольных карт Шухарта продемонстри-
ровала, что в течение периода сентябрь 2017 — апрель 2020 г. 
технологический процесс неоднократно выходил из состояния 
статистической управляемости.

2.  Отсутствие корреляционной связи между результатами 
испытаний, полученными на предприятии  — производителе 
вакцины и в Испытательном центре, должно стимулировать 
совместные исследования, направленные на стандартизацию 
как условий производства, так и условий проведения контроля 
произведенной продукции.
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Сравнение различных технологий получения рекомбинантного 
аденоассоциированного вируса в лабораторном масштабе
Е. И. Рябова, А. А. Деркаев, И. Б. Есмагамбетов*, Д. В. Щебляков, М. А. Довгий, Д. В. Бырихина,  
В. В. Прокофьев, И. П. Чемоданова

Федеральное государственное бюджетное учреждение «Национальный исследовательский центр  
эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи»  
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
ул. Гамалеи, д. 18, Москва, 123098, Российская Федерация

Векторы на основе аденоассоциированного вируса являются одними из наиболее перспективных для доставки трансгенов 
в различные органы и ткани. Рекомбинантный аденоассоциированный вирус (rAAV) способен трансдуцировать как делящие-
ся, так и неделящиеся клетки, обладает низкой иммуногенностью и способен обеспечивать долгосрочную экспрессию транс-
генов. На сегодняшний день существуют технологии, позволяющие получать rAAV для применения in vivo, однако они не ли-
шены недостатков, связанных с трудоемкостью, сложностями масштабирования и высокой стоимостью, поэтому вопрос 
об усовершенствовании технологических схем получения rAAV является актуальным. Цель работы: сравнение технологиче-
ских подходов к получению rAAV, основанных на различных условиях культивирования трансфицированной клеточной линии 
HEK293 в лабораторном масштабе. Материалы и методы: в исследовании использовали культуру клеток HEK293, плаз-
мидную систему AAV-DJ Packaging System, систему PlasmidSelect Xtra Starter Kit. В качестве модели для сравнения техноло-
гий использовали вектор rAAV с трансгеном однодоменного антитела, слитого с Fc-фрагментом IgG1, специфичного к бо-
тулотоксину. Применяли метод трансфекции клеток HEK293 суперскрученной плазмидной ДНК, выделенной при помощи 
трехступенчатой хроматографической очистки. Определение подлинности препарата rAAV проводили методами электрофо-
реза, иммуноблоттинга и полимеразной цепной реакции в режиме реального времени. Результаты: продемонстрирована 
эффективность получения суперскрученной формы плазмидной ДНК, применимой для эффективной трансфекции с целью 
получения rAAV. Проведено сравнение процесса транзиентной трансфекции и культивирования трансфицированных клеток 
HEK293 в условиях суспензии в колбах, адгезии в культуральных флаконах и адгезии в биореакторе BioBLU 5p на матрице 
из дисков Fibra-Cel с целью продукции rAAV. Выводы: показана возможность применения описанных подходов к очистке 
плазмидной ДНК, трансфекции и культивированию трансфицированных клеток в различных условиях для получения препа-
рата rAAV, эспрессирующего ген антитела. Реактор BioBLU 5p с дисками Fibra-Cel был впервые использован для получения 
препаративных количеств rAAV в лабораторном масштабе, что позволило увеличить площадь поверхности адгезии при куль-
тивировании и трансфекции клеток и, как следствие, увеличить выход целевого продукта.
Ключевые слова: аденоассоциированный вирусный вектор; однодоменные антитела; трансфекция; аффинная хромато-
графия; культура клеток HEK293; биореактор; суперскрученная форма плазмидной ДНК
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Comparison of different technologies for producing recombinant adeno-associated 
virus on a laboratory scale
E. I. Ryabova, A. A. Derkaev, I. B. Esmagambetov*, D. V. Shcheblyakov, M. A. Dovgiy, D. V. Byrikhina,  
V. V. Prokofiev, I. P. Chemodanova

National Research Center for Epidemiology and Microbiology named after Honorary Academician N.F. Gamaleya, 
18 Gamaleya St., Moscow 123098, Russian Federation

Adeno-associated virus vectors are among the most promising ones for the delivery of transgenes to various organs and tissues. 
Recombinant adeno-associated virus (rAAV) is able to transduce both dividing and non-dividing cells, has low immunogenicity, and is 
able to provide long-term expression of transgenes. Modern technologies make it possible to obtain rAAV for in vivo use, but they are 
not without drawbacks associated with laboriousness, scalability difficulties, and high cost, therefore, improvement of technological 
schemes for obtaining rAAV is an urgent issue. The aim of the study was to compare different technological approaches to 
rAAV production based on different conditions of the transfected HEK293 cell line cultivation on a laboratory scale. Materials and 
methods: HEK293 cell culture, AAV-DJ Packaging System, PlasmidSelect Xtra Starter Kit were used in the study. The technologies 
were compared using a model rAAV vector with a single-domain antibody transgene fused to the Fc-fragment of IgG1 specific to 
botulinum toxin. HEK293 cells were transfected with supercoiled plasmid DNA isolated by three-step chromatographic purification. 
The identity of the rAAV preparation was determined by electrophoresis, immunoblotting, and real-time polymerase chain reaction. 
Results: the study demonstrated the efficiency of the chromatographic method for obtaining a supercoiled form of plasmid DNA 
that can be used for efficient transfection of cell culture in order to produce rAAV. The study compared the following processes 
of rAAV production: using transient transfection and cultivation of the transfected HEK293 cell suspension in Erlenmeyer flasks, 

©

Сравнение различных технологий получения рекомбинантного аденоассоциированного вируса в лабораторном...
Е. И. Рябова, А. А. Деркаев, И. Б. Есмагамбетов, Д. В. Щебляков, М. А. Довгий, Д. В. Бырихина, В. В. Прокофьев, И. П. Чемоданова 
E. I. Ryabova, A. A. Derkaev, I. B. Esmagambetov, D. V. Shcheblyakov, M. A. Dovgiy, D. V. Byrikhina, V. V. Prokofiev, I. P. Chemodanova 



267

Сравнение различных технологий получения рекомбинантного аденоассоциированного вируса в лабораторном...
Comparison of different technologies for producing recombinant adeno-associated virus on a laboratory scale

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2021, Т. 21, № 4
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2021, V. 21, No. 4

adherent culture in T-flasks, and adherent culture in a BioBLU 5p bioreactor on a matrix of Fibra-Cel disks. Conclusions: the data 
obtained showed the possibility of using the described approaches to purification of plasmid DNA, cell transfection, and cultivation 
of the transfected cells under various conditions to obtain rAAV samples that expresses the antibody gene. The BioBLU 5p reactor 
with Fibra-Cel discs was used for the first time to produce preparative quantities of rAAV on a laboratory scale, which increased 
the adherent surface area during cell culture and transfection, and, as a result, increased the yield of the target product.
Key words: adeno-associated viral vector; single domain antibodies; transfection; affinity chromatography; HEK293 cell culture; 
bioreactor; supercoiled form of plasmid DNA
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Аденоассоциированный вирус (AAV) принадлежит к роду 
Dependoparvovirus семейства вирусов Parvoviridae. Геном 
содержит одноцепочечную ДНК размером ~4,8 т.п.н. [1]. 
Особенностью AAV является зависимость его репликации 
от наличия в клетках аденовируса или вируса герпеса благо-
даря изменению характеристики клеточной среды в результате 
коинфекции. Геном AAV содержит гены rep, cap и aap: ген rep 
кодирует белки, необходимые для репликации и упаковки ви-
русного генома, ген cap  — вирусные капсидные белки (VP1, 
VP2, VP3), образующие внешнюю оболочку капсида, защища-
ющую вирусный геном [2]. Ген aap кодирует белок (AAP), акти-
вирующий сборку.

Для создания терапевтических препаратов используются 
рекомбинантные AAV (rAAV), в которых гены rep и cap заме-
нены кассетой экспрессии трансгена. В отсутствие Rep белков 
кодируемые в rAAV трансгены могут образовывать кольце-
вые конкатемеры, которые сохраняются в виде эписом в ядре 
трансдуцированных клеток [3].

Одним из преимуществ использования rAAV является 
его низкая иммуногенность в сравнении с лентивирусны-
ми и аденовирусными векторами доставки. Причина это-
го до конца не изучена, однако предполагается, что AAV 
неэффективны в отношении активации антигенпрезенти-
рующих клеток [4]. Благодаря этому векторы на основе 
AAV широко используются для создания терапевтических 
препаратов, требующих длительной экспрессии. Кроме 
того, AAV свободны от ряда недостатков других вектор-
ных систем. Известно, что лентивирусные векторы неспе
цифически интегрируются в геном клетки-хозяина, а аде-
новирусные — имеют высокий воспалительный потенциал, 
что вызывает сложности при их клиническом применении 
в качестве генотерапии [5].

При всех представленных преимуществах rAAV обладают 
и недостатками, такими как малая емкость генома, высокие 
трудозатраты и себестоимость при его получении [5]. Кроме 
того, на продукцию rAAV влияют многие факторы, включая 
клеточную линию, систему экспрессии, продолжительность 
культивирования трансфицированных клеток, общие условия 
культивирования и качество плазмидной ДНК [6].

Исходя из этого, для получения препаратов на основе rAAV 
необходимо наличие отработанной и масштабируемой техно-
логии. Наибольшее практическое применение нашли методы, 
основанные на временном (транзиентном) трансфицировании 
клеток, поскольку они обеспечивают больший выход продукта 
[7], а также позволяют получить безопасный и эффективный 
препарат rAAV, экспрессирующий трансген [8]. Данный метод 
включает трансфекцию клеток HEK293 двумя или тремя плаз-
мидами: первая кодирует целевой ген, вторая несет гены  rep 

и cap AAV, третья содержит гены-помощники адено- или гер-
песвирусов.

Помимо этого, препараты rAAV на основе транзиентной 
трансфекции апробированы для клинического применения, 
и сегодня существует несколько препаратов, находящих-
ся на разных стадиях клинических исследований, из кото-
рых были зарегистрированы Glybera1, Luxturna2 и Zolgensma3 
[9]. Однако позже препарат Glybera был снят с производства 
по причине высокой стоимости технологии. Таким образом, оп-
тимизация и сравнение различных технологий получения rAAV 
является актуальной задачей.

В данной работе в качестве модели для сравнения техно-
логий получения rAAV выбран rAAV, экспрессирующий одно-
доменное антитело, слитое с Fc-фрагментом IgG1, специфич-
ное к ботулиническому нейротоксину, полученное как описано 
S.A.  Godakova с соавт. [10]. Нами впервые применен подход 
трехступенчатой очистки суперскрученной плазмидной ДНК 
(плазмидной scДНК), используемой для эффективной транзи-
ентной трансфекции клеток HEK293 с целью получения rAAV. 
Кроме того, было проведено сравнение трех подходов культи-
вирования транзиентно трансфицированных клеток HEK293: 
в условиях адгезии клеток  — в культуральных флаконах 
и в биореакторе BioBLU, а также в виде суспензии в колбах. 
После тангенциальной фильтрации и хроматографической 
очистки препарата rAAV проводили его качественную и количе-
ственную характеристику.

Цель работы  — сравнение технологических подходов 
к получению rAAV, основанных на различных условиях куль-
тивирования трансфицированной клеточной линии HEK293 
в лабораторном масштабе. В ходе работы были поставлены 
следующие задачи: получение плазмидных scДНК в препара-
тивных количествах; проведение транзиентной трансфекции 
клеток HEK293 в различных условиях с целью продукции rAAV, 
экспрессирующего антитело; получение очищенного препарата 
rAAV; характеристика чистоты, подлинности и трансдуцирую-
щей активности полученного препарата rAAV.

Материалы и методы

Материалы

Культура клеток почки эмбриона человека HEK293 (по-
лучена из коллекции клеточных культур ФГБУ «НИЦЭМ им. 
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России), компетентные бактерии 
E.  coli (DH5α, Invitrogen, США), плазмидная система AAV-DJ 
Packaging System (Cell Biolabs Inc, США), бактериальная среда 
(2YT Sigma-Aldrich, США), среда для культивирования HEK293 
CDM4HEK293 (Cytiva Life Sciences, HyClone, Швеция), среда 
для трансфекций Opti-MEM I Reduced Serum Medium (Gibco, 

1  https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/glybera
2  https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/luxturna
3  https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/zolgensma

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5548848/#CR9
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Thermo Fisher Scientific, США), среда DMEM (Gibco, США), 
среда BalanCD (Irvine Scientific, США), сорбент AVB Sepharose 
(Cytiva Life Sciences, Швеция), 2-меркаптоэтанол (Sigma-
Aldrich, США), Твин-20 (Sigma-Aldrich, США), поликлональные 
кроличьи антитела к AAV (adeno-associated virus 2/AAV2 (VP1 + 
VP2 + VP3) rabbit polyclonal antibody, OriGene, США), HRP-
конъюгированные антикроличьи антитела (HRP-conjugated 
anti-rabbit IgG, Sigma-Aldrich, США), антитела к IgG человека 
(Fc-специфические) (anti-human IgG, Fc-specific, peroxidase 
goat antibody, Sigma-Aldrich, США), система ECL Substrate (Bio-
Rad, США), краситель для образцов (4x Laemmli Sample Buffer, 
BioRad, США), обезжиренное молоко (Sigma-Aldrich, США); 
остальные реактивы, использованные для приготовления бу-
феров, производства Sigma-Aldrich, США.

Оборудование

Автоматический счетчик клеток TC20 Cell Counter (Bio-
Rad, США), установка тангенциальной фильтрации AKTA flux S 
(Cytiva Life Sciences, Швеция), хроматографическая система 
AKTA Pure 25 (Cytiva Life Sciences, Швеция), спектрофотометр 
NanoDrop 2000C (Thermo Fisher Scientific, США), шейкер-инку-
батор Multitron (Infors HT, Швейцария), биореактор BioFlo 320 
(Eppendorf, Германия), инвертированный флуоресцентный 
микроскоп CKX41 (Olympus).

Методы

Получение плазмидных конструкций. Для получения rAAV 
использовали плазмидную систему AAV-DJ Packaging System, 
состоящую из плазмид pAAV-DJ Vector, pHelper Vector и pAAV-
GFP Control Vector. Плазмида pAAV-DJ Vector несет в себе гены 
rep, необходимые для репликации, и cap, кодирующие белки 
капсида. Плазмида pHelper Vector содержит бо́льшую часть 
аденовирусного генома, необходимого для сборки инфекцион-
ных rAAV (гены белков E2A, E4 и вирус-ассоциированная РНК).

Рекомбинантное однодоменное антитело, слитое с Fc-
фрагментом, специфичное к ботулиническому нейротокси-
ну, было получено, как описано S.A. Godakova с соавт. [10]. 
Нуклеотидную последовательность, кодирующую антите-
ло, синтезировали в ЗАО «Евроген» (Россия) и клонировали 
в плазмиду pAAV-EGFP Control Vector, заменяя ген зеленого 
флуоресцентного белка (EGFP) по сайтам рестрикции EcoRI 
и XbaI и получая таким образом плазмиду pAAV-B11-Fc.

Получение плазмидных scДНК в препаративных количе-
ствах. Для получения плазмидных scДНК проводили трансфор-
мацию компетентных бактерий E.  coli целевыми плазмидами 
методом теплового шока [11], отбор клонов-трансформан-
тов на селективной питательной среде (агаризованная среда 
2YT с добавлением ампициллина 50 мкг/мл) и культивирова-
ние отобранного клона на жидкой среде 2YT в течение 16 ч 
при 37 °С при скорости перемешивания 210 об/мин в объеме 
1 л для каждой плазмиды.

Бактерии лизировали согласно стандартной методике 
Бирнбойма и Доли [12]. Клетки из бактериальной культуры 
осаждали центрифугированием (20 мин, 4500 g) при темпе-
ратуре 4 °С. Осажденную бактериальную культуру ресуспен-
дировали в 100 мл буфера (25 мМ трис-HCl, 10 мМ ЭДТА, 
50 мМ глюкозы, рН 7,5) в соотношении 10 мл буфера на 1 г 
осадка. К суспензии добавляли 100 мл лизирующего буфе-
ра, аккуратно перемешивали и инкубировали в течение 5 мин 
(200 мМ NaOH, 1% SDS). Далее проводили нейтрализацию 
лизирующего буфера путем добавления ацетатного буфера 
(3 М ацетат калия, рН 5,5), аккуратно перемешивали и инку-
бировали в течение 5 мин. Далее лизат центрифугировали 
при 10000 g 20 мин и концентрировали в 10 раз при помощи 

тангенциальной фильтрации на установке AKTA flux S и кар-
триджа Hollow Fiber Cartridge, 300 kDa (Cytiva Life Sciences, 
Швеция). Дальнейшее выделение scДНК проводили на прибо-
ре AKTA Pure 25 с использованием системы Capto PlasmidSelect 
Xtra Starter Kit (Cytiva Life Sciences, Швеция), состоящей из трех 
последовательных стадий хроматографической очистки: гель-
фильтрация на сорбенте Sepharose 6 FF, аффинная хромато-
графия на сорбенте Capto PlasmidSelect Xtra и анионообменная 
хроматография на сорбенте Source 30Q. Все стадии хромато-
графической очистки проводили согласно инструкции фирмы-
производителя. После этого плазмидную scДНК переосажда-
ли добавлением 1/10 объема 3 М ацетата натрия и 2 объемов 
этанола, затем растворы замораживали (1 ч, –80 °C) и центри-
фугировали (0,5  ч, 12000 g). Осажденную scДНК растворяли 
в 200 мкл стерильной очищенной деионизированной воды. 
Количественное измерение ДНК проводили на спектрофото-
метре NanoDrop 2000C при длине волны 260 нм.

Электрофорез в агарозном геле. Образцы плазмидной 
scДНК анализировали методом горизонтального электрофо-
реза в TAE буфере (40 мМ Трис-HCl, 20 мМ уксусная кислота 
и 1 мМ ЭДТА, рН 8,0) в 0,8% агарозном геле с бромидом этидия 
(0,5 мкг/мл) в качестве окрашивающего вещества при напря-
жении 120 В.

Культивирование клеток. Адгезионную культуру кле-
ток HEK293 культивировали в среде DMEM с добавлением 
5 мМ L-глутамина, 10% эмбриональной бычьей сыворотки 
(Gibco, США), используя культуральные флаконы площадью 
175 см2 (Corning, США) при 37 °C, 80% влажности и 5% CO2. 
Суспензионную культуру клеток HEK293 получали путем адап-
тации клеток к среде CDM4HEK293 с добавлением 2,0 г/л би-
карбоната натрия, 5 мМ L-глутамина, ежедневно заменяя 30% 
среды на CDM4HEK в течение 7 суток. Далее клетки переме-
щали в колбы Эрленмейера с вентилируемой крышкой объ-
емом 1000 мл (Corning, США), и культивировали с помощью 
шейкер-инкубатора Multitron со скоростью перемешивания 
110–130 об/мин при амплитуде 50 мм. Культивирование про-
водили при 37 °C, 80% влажности и 5% CO2.

Трансфекция клеток HEK293. Для трансфекции клеток 
HEK293 использовали полученные плазмидные scДНК pAAV-
DJ Vector, pAAV-DJ-Helper и pAAV-B11-Fc в соотношении 1:1:1. 
В качестве положительного контроля использовали плазмиду 
pAAV-DJ EGFP, применяя ее вместо pAAV-B11-Fc, в отдельной 
колбе/флаконе с аналогичным объемом и концентрацией кле-
ток. Для оценки качества трансфекции клеток при культиви-
ровании на дисках Fibra-Cel использовали отдельную 150 см2 
культуральную чашку, содержащую 0,75 г простерилизованных 
дисков Fibra-Cel и инокулированную клетками (0,5×106 клеток 
в 12,5 мл среды DMEM). Общая концентрация плазмидной 
scДНК, используемой для трансфекции, составляла 1 мкг/мл 
культуральной жидкости. В качестве среды для приготовления 
трансфекционной смеси использовали Opti-MEM I Reduced 
Serum Medium в объеме 10% от конечного объема среды. 
Трансфекцию проводили с использованием раствора транс-
фицирующего агента полиэтиленимин (PEI) в концентрации 
1 мг/мл. Объем PEI брали исходя из количества плазмидной 
scДНК в соотношении 1:4. Время инкубации агента с scДНК со-
ставляло 7 мин.

Продукция rAAV в суспензионных условиях культиви-
рования клеток HEK293. За 7 суток до трансфекции клетки 
адаптировали к среде BalanCD HEK293 в колбах Эрленмейера 
объемом 1000 мл. За 2 ч до трансфекции клеток в суспензи-
онных условиях проводили полную замену среды на свежую 
и рассевали клетки до концентрации 1×106/мл в объеме 1 л; 
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трансфицировали, как описано в подразделе «Трансфекция 
клеток HEK293». Эффективность трансфекции оценива-
ли по уровню экспрессии репортерного гена белка EGFP. 
Через 48 ч в среду добавляли 4 г/л раствора глюкозы. pH сре-
ды регулировали путем добавления 7,5% раствора бикарбона-
та натрия. Через 72 ч проводили сбор rAAV путем осаждения 
клеток при 200 g в течение 10 мин и дальнейшего их лизиса 
путем ресуспендирования осадка в буфере объемом 100 мл 
(1% твин-20, 20 мМ трис-HCl, 50 мМ хлорида натрия, 2 мМ хло-
рида магния, бензонуклеаза 20 U/мл) и инкубации в течение 4 ч 
при периодическом перемешивании.

Продукция rAAV в адгезионных условиях культивирования 
клеток HEK293. За сутки до трансфекции клетки, культивиро-
вавшиеся в условиях адгезии, пересевали в 30 культуральных 
флаконов 175 см2 (Corning, США) в объеме 35 мл в концен-
трации 16×106/флакон (~70% конфлюэнтности) с использова-
нием питательной среды DMEM с добавлением 10% эмбрио-
нальной бычьей сыворотки, 4 мМ L-глутамина, 4,5 г/л глюкозы 
и 3,7  г/л бикарбоната натрия. Клетки во флаконах культиви-
ровали при 37 °C, 80% влажности и 5% CO2. За 2 ч до транс-
фекции проводили полную замену среды на свежую; транс-
фицировали, как описано в подразделе «Трансфекция клеток 
HEK293». Через 24 ч после трансфекции проводили замену 
30% среды на свежую для снижения эффекта токсичности 
трансфицирующего агента. Эффективность трансфекции оце-
нивали по уровню экспрессии репортерного гена белка EGFP. 
Через 48 ч в среду добавляли 4 г/л раствора глюкозы. pH среды 
регулировали путем добавления 7,5% раствора бикарбоната 
натрия. Через 72 ч проводили сбор rAAV путем замены среды 
на буфер для лизиса в объеме 15 мл для каждого флакона (1% 
твин-20, 20 мМ трис-HCl, 50 мМ хлорида натрия, 2 мМ хлорида 
магния, бензонуклеаза 20 U/мл) и инкубировали 4 ч при пери-
одическом перемешивании.

Продукция rAAV в условиях адгезионного культивиро-
вания клеток HEK293 на дисках Fibra-Cel. Для адгезионного 
культивирования клеток HEK293 использовали биореактор 
BioFlo 320 с одноразовым сосудом BioBLU 5p (Eppendorf, 
Германия) с рабочим объемом 2,5 л, наполненным дисками 
Fibra-Cel (Eppendorf, Германия). Для культивирования исполь-
зовали среду DMEM с добавлением 10% эмбриональной бы-
чьей сыворотки, 4 мМ L-глутамина, 4,5 г/л глюкозы и 3,7 г/л 
бикарбоната натрия. Концентрация клеточного инокулята со-
ставляла 0,5×106/мл. Культивирование проводили при 37 °C, 
5% CO2; скорость перемешивания подбирали для достижения 
максимальной концентрации растворенного кислорода в пре-
делах 30–80%. Через 24 ч после закрепления клеток на дисках 
Fibra-Cel проводили трансфекцию, как описано в подразделе 
«Трансфекция клеток HEK293». Эффективность трансфекции 
оценивали путем отбора культуральной жидкости через 30 мин 
после проведения трансфекции и заменяя ей культуральную 
среду на посеянных заранее клетках в культуральном флаконе 
площадью 25 см2 на среде DMEM. Через 48 ч культивирования 
в среду добавляли 4 г/л раствора глюкозы. pH среды регулиро-
вали подачей CO2 и путем добавления 7,5% раствора бикарбо-
ната натрия. Через 72 ч проводили сбор rAAV путем удаления 
среды из сосуда, заменяя ее на буфер для лизиса клеток в объ-
еме 2,5 л (1% твин-20, 20 мМ трис-HCl, 50 мМ хлорида натрия, 
2 мМ хлорида магния, бензонуклеаза 20 U/мл). Раствор остав-
ляли на 4 ч при 37 °C при постоянном перемешивании.

Тангенциальная фильтрация и хроматографическая очист-
ка rAAV. Полученные на предыдущих этапах растворы клеточных 
лизатов фильтровали с помощью стерилизующего картриджа 
Sartopore 2 0,45/0,22 мкм (Sartorius Stedim, Франция). Лизаты 

концентрировали в 10 раз и диафильтровали 5 раз с использо-
ванием буфера 0,5 М NaCl, 0,02 M Трис-HCl, pH 7,5 с помощью 
системы тангенциальной фильтрации AKTA flux S (Cytiva Life 
Sciences, GE, Швеция) и картриджа Hollow Fiber Cartridge, 100 kDa 
(Cytiva Life Sciences, Швеция). Очистку rAAV из лизата проводили 
методом аффинной хроматографии с использованием хрома-
тографической колонки XK16/20 (Cytiva Life Sciences, Швеция), 
упакованной 5 мл сорбента AVB Sepharose, согласно инструкции 
производителя. Уравновешивание и промывку колонки прово-
дили связывающим буфером (20 мМ Трис-HCl, 500 мМ хлорид 
натрия, рН 8,0). Элюцию проводили в изократическом режи-
ме буфером 0,1 М глицин-HCl, 500 мМ хлорид натрия, рН 2,5. 
Полученный препарат rAAV концентрировали с использованием 
центрифужных концентраторов 50 кДа Amicon Ultra-15 (Merck, 
США) и стерилизовали, используя мембранный фильтр 0,22 мкм 
(MF-Millipore, Merck, США).

Концентрацию вирусных частиц в препарате rAAV оцени-
вали с помощью спектрофотометра NanoDrop 2000 при длине 
волны 260 нм. Соотношение пустых и полных капсидов в об-
разцах определяли спектрофотометрически по отношению по-
глощения при длинах волн 260 нм/280 нм.

Оценка чистоты препарата rAAV методом электрофоре-
за. Чистоту препарата оценивали методом электрофореза 
в 4–20% полиакриламидном геле (4–20% Mini-PROTEAN® 
TGX™ Precast Protein Gels, 15-well, Bio-Rad, США) с использо-
ванием красителя для образцов 4x Laemmli Sample Buffer с до-
бавлением 2-меркаптоэтанола для анализа в восстанавливаю-
щих условиях.

Оценка подлинности препарата rAAV методом иммуноблот-
тинга. Образцы препарата rAAV после очистки подвергали раз-
делению в полиакриламидном геле (подраздел «Оценка чисто-
ты препарата rAAV методом электрофореза») с последующим 
иммуноблоттингом. Перенос белков на мембрану (Amersham 
Protran Premium 0.45 µm NC, GE Healthcare Life science, Швеция) 
проводили с использованием прибора Trans-Blot Turbo Transfer 
System (Bio-Rad, США). Далее мембрану инкубировали в 5% 
растворе обезжиренного молока в фосфатно-солевом буфере, 
содержащем 0,1% Твин-20 (буфер ПБС-Т), для блокирования 
неспецифической сорбции. Затем в раствор добавляли пер-
вичные поликлональные кроличьи антитела к AAV (adeno-asso-
ciated virus 2/AAV2 (VP1 + VP2 + VP3) rabbit polyclonal antibody 
в соотношении 1:1000 и инкубировали в течение 60 мин, по-
сле чего проводили трехкратную отмывку мембраны в ПБС-Т. 
Затем в свежий раствор ПБС-Т добавляли вторичные HRP-
конъюгированные антикроличьи антитела (HRP-conjugated 
anti-rabbit IgG) в соотношении 1:2500 и инкубировали в течение 
60 мин, после чего проводили пятикратную отмывку мембраны 
в ПБС-Т и визуализировали результаты, используя систему ECL 
Substrate и Amersham Imager 600 (GE Healthcare, Швеция).

Оценка количества геномных копий в препаратах rAAV. 
Определение количества геномных копий rAAV в полученных 
после хроматографической очистки препаратах проводили 
с использованием метода полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени (РТ-ПЦР) и флуоресцентного мето-
да с помощью систем AAVpro® Titration Kit (for Real Time PCR) 
Ver.2 и QuickTiter™ AAV Quantitation Kit (Cell Biolabs, США) со-
гласно протоколам фирм-производителей.

Оценка экспрессии трансгена антитела в составе rAAV, 
трансдуцированного в клетки HEK293. Для оценки трансдуци-
рующей способности и экспрессии трансгена в составе rAAV 
проводили трансдукцию клеток HEK293 с использованием очи-
щенного препарата rAAV. Для этого на 96-луночный планшет 
высевали клетки HEK293 в концентрации 0,5×106 клеток/мл 
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в среде DMEM (4 мМ глутамина, 10% FBS, бикарбонат натрия 
3,8 г/л) в объеме 100 мкл. Спустя 4 ч вносили 10 мкл очи-
щенных образцов препарата rAAV, полученных в различных 
условиях культивирования (концентрации сравниваемых пре-
паратов rAAV выравнивали по количеству геномных копий 
до наименьшей из полученных). Спустя 48 ч отбирали культу-
ральную жидкость для дальнейшего анализа.

Культуральную жидкость оценивали с помощью электро-
фореза (согласно описанию в подразделе «Оценка чистоты 
препарата rAAV методом электрофореза») и иммуноблоттинга 
(согласно описанию в подразделе «Оценка подлинности пре-
парата rAAV методом иммуноблоттинга») с использованием 
антител к IgG человека (Fc-специфических) (anti-human IgG, 
Fc-specific, peroxidase goat antibody) в соотношении 1:2500.

Результаты и обсуждение

Разработка схемы эксперимента

В настоящее время для получения rAAV методом транзи-
ентной трансфекции возможно применение нескольких под-
ходов с использованием различных систем экспрессии. Нами 
была выбрана трехплазмидная система экспрессии rAAV, ис-
ходя из преимуществ, представленных в таблице 1.

В работе использовали плазмидную систему AAV-DJ, по-
зволяющую осуществлять сборку векторного вируса rAAV, 
содержащего интересующий трансген, без необходимости 
использования вируса-помощника (аденовируса), поскольку 
одна из плазмид (pAAV-DJ-Helper) несет гены аденовируса, 
необходимые для правильной упаковки AAV. Особенностью 
системы AAV-DJ является экспрессия гибридного капсида, 
содержащего белки различных нативных серотипов: AAV-2, 
AAV-4, AAV-5, AAV-8, AAV-9, птичий AAV, бычий AAV и козий 
AAV. В результате полученный AAV-DJ является вектором с вы-
сокой способностью инфицирования клеток, который может 
трансдуцировать широкий спектр тканей с высокой скоростью.

Данную работу по сравнению технологических подходов 
к получению препарата rAAV проводили в соответствии со схе-
мой, представленной на рисунке 1.

Для получения плазмидной scДНК использовали стан-
дартную методику трансформации и наращивания в бактериях 
E. coli. Для очистки плазмидной scДНК использовали систему 
трехступенчатой хроматографической очистки с использова-
нием Capto PlasmidSelect Xtra Starter Kit, позволяющей полу-
чать плазмидную scДНК высокой степени очистки от РНК, от-
крытых кольцевых форм ДНК, а также остаточного количества 
эндотоксинов, что повышает эффективность трансфекции 
на следующем этапе [14].

Чистоту полученных плазмидных scДНК оценивали ме-
тодом электрофоретического анализа в агарозном геле, по-
зволяющим определить наличие РНК и различных изоформ 
ДНК. После этого плазмидной scДНК трансфицировали клетки 
HEK293 в условиях суспензионного и адгезионного культиви-
рования, что позволяет сравнить эффективность различных 
подходов к культивированию.

Очистку rAAV проводили, используя аффинную хромато-
графию с использованием колонки с AVB сорбентом, позволя-
ющим получать препарат rAAV высокой степени чистоты уже 
при одной ступени очистки. Далее проводили оценку чистоты 
и подлинности препарата rAAV, количества геномных копий, 
а также трансдуцирующей активности rAAV.

Таким образом, на первом этапе работы был разработан 
дизайн эксперимента, направленного на сравнение различных 
технологических подходов к получению rAAV в лабораторном 
масштабе.

Оценка получения плазмидных scДНК в препаративных 
количествах

Для получения плазмидной конструкции ген однодомен-
ного антитела, слитого с Fc-фрагментом IgG1, специфичного 
к ботулиническому нейротоксину, был субклонирован в плаз-
миду в pAAV-EGFP, заменив ген белка EGFP по сайтам рестрик-
ции EcoRI и XbaI, что делает возможным получение rAAV, со-
держащего трансген антитела, в описанной системе.

После трансформации компетентных бактерий E. coli и их 
лизиса выделение плазмидной scДНК проводили с использо-
ванием набора PlasmidSelect Xtra Starter Kit (рис. 2) согласно 

Таблица 1. Сравнение используемых систем экспрессии rAAV
Table 1. Comparison of the rAAV expression systems 

Критерии сравнения
Comparison criteria

Бакуловирусная система
Baculovirus system

Система с вирусом-
помощником

Helper virus system

Трехплазмидная система
Three-plasmid system

Масштабируемость
Scalability +++ +++ ++

Эффективность доставки 
ДНКa

DNA delivery efficiencya
+++ +++ ++

Выход rAAVa

rAAV productivitya ++ + +++

Безопасность
Safety

Контаминация 
бакуловирусом

Contamination with baculovirus

Контаминация вирусом-
помощником

Helper virus contamination

Безопасна
Safe

Преимущества
Advantages

Масштабируемость, 
относительная безопасность

Scalability, relative safety

Масштабируемость
Scalability

Быстрота получения rAAV, 
безопасность

Short period of rAAV 
production, safety

Недостатки
Disadvantages

Низкая стабильность
Low stability

Получение стабильного 
продуцента

Development of stable 
producer line

Низкая масштабируемость
Lack of scalability

Примечание. «+» — удовлетворительно; «++» — хорошо; «+++» — отлично.
a Показатели указаны согласно работе O.W. Merten [13].
Note. + satisfactory; ++ good; +++ excellent.
a Indicators are given according to O.W. Merten [13].
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инструкции производителя. Первичную хроматографическую 
очистку осуществляли с использованием сорбента Sepharose 6 
Fast Flow, в результате чего была получена фракция ДНК 
без примесей РНК. Далее проводили разделение открытой 

и scДНК на сорбенте Capto PlasmidSelect Xtra. В ходе хрома-
тографии на данной стадии процесс элюирования останавли-
вали на 5–10 мин после снижения УФ поглощения до 5–10% 
от высоты пика, после чего продолжали элюирование, 

Рис. 1. Схема процесса получения очищенного препарата rAVV. 1 — наращивание плазмидной ДНК в препаративных 
количествах в E.  сoli. 2  — получение плазмидной scДНК при помощи системы трехступенчатой хроматографической 
очистки (Capto PlasmidSelect Xtra Starter Kit). 3 — scДНК, полученная с использованием системы AAV-DJ: 3A — анализ 
полученных плазмидных scДНК при помощи агарозного гель-электрофореза. 4 — трансфекция клеток HEK293 плазмидной 
scДНК с использованием трансфицирующего агента PEI: 4A — в условиях адгезионного культивирования клеток HEK293 
в культуральных флаконах; 4B — в условиях культивирования клеток HEK293 в виде суспензии в колбах Эрленмейера; 
4C — в условиях адгезионного культивирования клеток HEK293 в биореакторе BioBLU 5p на дисках Fibra-Cel. 5 — сбор 
клеточных лизатов и очистка rAAV при помощи аффинной хроматографии (AVB Sepharose). 6 — получение очищенного 
препарата rAAV. 7 — анализ полученного препарата rAAV при помощи методов электрофореза, иммуноблоттинга и РТ-
ПЦР. Для оценки экспрессии трансгена в составе вектора на основе rAAV проводилась трансдукция клеток HEK293 
и иммуноблоттинг.

Fig. 1. Scheme of the process for obtaining a purified rAVV preparation. 1—extension of plasmid DNA in preparative quantities in 
E. coli. 2—obtaining plasmid scDNA using a three-step chromatographic purification system (Capto PlasmidSelect Xtra Starter Kit). 
3—scDNA obtained using the AAV-DJ system: 3A—analysis of the obtained plasmid DNA using agarose gel electrophoresis. 4—
transfection of HEK293 cells with plasmid scDNA using the PEI transfecting agent: 4A—adherent culture of HEK293 cells in T-flasks; 
4B—suspension culture of HEK293 cells in Erlenmeyer flasks; 4C—adherent culture of HEK293 cells in a BioBLU 5p bioreactor 
on Fibra-Cel disks. 5—collection of cell lysates and purification of rAAV by affinity chromatography (AVB Sepharose). 6—obtaining 
a purified sample of rAAV. 7—analysis of the obtained rAAV sample using electrophoresis, immunoblotting, and RT-PCR methods. 
Transduction of HEK293 cells and immunoblotting were performed to assess the transgene expression in the vector.
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что позволяло собрать более концентрированную фракцию 
плазмидной scДНК. На последней стадии хроматографической 
очистки с использованием сорбента Source 30Q проводилась 
очистка препарата от остаточного количества посторонних 
примесей и эндотоксинов. После хроматографической очист-
ки плазмидную scДНК переосаждали ацетатом натрия для из-
бавления от ЭДТА и других компонентов буфера, способных 
ингибировать процесс трансфекции.

Сложность разделения суперскрученной и открытой 
форм плазмидной ДНК обусловлена их близким сродством 
к связыванию с сорбентом [15]. Такое сходство делает 

затруднительным их разделение методами стандартной ани-
онообменной хроматографии, поэтому в данной работе была 
применена система Capto PlasmidSelect Xtra Starter Kit, в ко-
торой ключевым этапом является использование тиофильно-
ароматической адсорбционной хроматографии на сорбенте 
Capto PlasmidSelect Xtra, несущем на своей матрице лиганды 
2-меркаптопиридина, позволяющие за счет комплекса взаи-
модействий разделить данные формы. С его помощью были 
получены высокоочищенные фракции суперскрученной фор-
мы каждой из плазмидных ДНК, что подтверждалось элек-
трофорезом в агарозном геле (рис. 2).

Рис. 2. Хроматограммы (A–C) и электрофореграмма (D) плазмидной ДНК на разных этапах очистки. А  — аффинная 
хроматографическая очистка ДНК с использованием сорбента Sepharose 6 Fast Flow; на электрофореграмме D: дорожка 
1 — ДНК в образце лизата трансфицированных бактерий E. coli, дорожка 2 — ДНК после очистки от РНК. B — аффинная 
хроматографическая очистка ДНК с использованием сорбента Capto PlasmidSelect Xtra; на электрофореграмме D: дорожка 
3 — промывка на этапе разделения суперскрученной и открытой форм ДНК, дорожка 4 — пик фракции суперскрученной 
формы плазмидной ДНК. C  — аффинная хроматографическая очистка ДНК с использованием сорбента Source 30Q; 
на электрофореграмме D: дорожка 5  — суперскрученная форма плазмидной ДНК после аффинной хроматографии 
с использованием сорбента Source 30Q; дорожка 6 — маркер молекулярной массы.

Fig. 2. Chromatograms (A-C) and electrophoretogram (D) of plasmid DNA at different stages of purification. A—affinity chromatography 
purification of DNA using the Sepharose 6 Fast Flow sorbent; electrophoretogram D: lane 1—DNA in a lysate sample of transfected 
E. coli, lane 2—DNA after purification from RNA. B—affinity chromatography purification of DNA using the Capto PlasmidSelect 
Xtra sorbent; electrophoretogram D: lane 3—washing at the stage of separation of supercoiled and open forms of DNA, lane 4—
fraction peak of supercoiled form of plasmid DNA. C—affinity chromatography purification of DNA using the Source 30Q sorbent; 
electrophoretogram D: lane 5—supercoiled form of plasmid DNA after affinity chromatography using the Source 30Q sorbent; lane 
6—molecular weight marker.
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В результате трехстадийной хроматографической очистки 
были получены препараты плазмидной scДНК, не содержа-
щие значительных количеств примесей в виде РНК и открытой 
кольцевой изоформы ДНК, что показывает эффективность 
данного способа очистки. Возможно масштабирование про-
цесса получения и очистки плазмидных scДНК за счет увели-
чения количества трансформированных бактерий и объема ис-
пользуемого сорбента для хроматографии (3,2 мг плазмидной 
scДНК из 1 литра ночной культуры).

Использование описанной технологии очистки плазмидной 
ДНК является необходимым этапом, поскольку для проведе-
ния трансфекции клеток HEK293 на следующем этапе, а также 
клинического применения препарата rAAV необходимым ус-
ловием является наработка большого количества плазмидной 
ДНК в более активной  — суперскрученной изоформе (более 
97% в форме scДНК), позволяющей более эффективно про-
водить трансфекцию клеток [16, 17]. Кроме того, в препарате 
ДНК не должно обнаруживаться белков клетки-хозяина и РНК; 
уровень геномной ДНК должен быть <2 мкг на 1 мг плазмидной 
ДНК; уровень содержания эндотоксинов не должен превышать 
0,1 ЕЭ/мкг ДНК [15]. Использование трехстадийной хромато-
графической очистки обеспечивает оптимальные условия по-
лучения высокоочищенного препарата ДНК, соответствующего 
описанным характеристикам, в сравнении с коммерческими 
наборами для выделения плазмид, использующими техноло-
гию одноступенчатой анионообменной хроматографии с по-
мощью одноразовых колонок. Преимуществом одноразовых 
колонок для одноступенчатой очистки является возможность 
выделения ДНК сразу из нескольких образцов, однако макси-
мальная емкость таких колонок ограничена, а использование 
хроматографического сорбента и трехступенчатой очистки де-
лает возможным масштабирование процесса.

Таким образом, на данном этапе работы была отработана 
методика получения плазмидной scДНК, необходимой для эф-
фективной трансфекции клеток HEK293 с целью получения 
препарата rAAV.

Оценка эффективности трансфекции в различных условиях 
культивирования клеток HEK293

В настоящее время для продукции rAAV преимущественно 
используют клетки в условиях адгезионного культивирования. 
Данный вид культивирования клеточных культур с использова-
нием флаконов и чашек трудно масштабировать. Кроме того, 
при их использовании происходит увеличение времени, требу-
емого для манипуляций с большим количеством культураль-
ных емкостей. Переход на суспензионные клеточные культуры 

в бессывороточных условиях может позволить обеспечить зна-
чительные преимущества, заключающиеся в упрощении про-
цесса масштабирования с точки зрения условий культивирова-
ния клеток и последующих стадий очистки вирусных векторов.

Помимо этого, можно использовать более эффективные 
технологии культивирования, основанные на применении ад-
гезионной культуры клеток в биореакторе, заполненном дис-
ками Fibra-Cel. Диски Fibra-Cel  — матрица для роста клеток 
на твердой основе, состоящая из двух слоев нетканого мате-
риала  — полиэстера и полипропилена, которые в процессе 
подготовки обрабатывают ультразвуком, разрезают и подвер-
гают электростатической обработке для улучшения закрепле-
ния клеток на матрицу в виде дисков4. Одноразовые сосуды 
BioBLU, содержащие диски Fibra-Cel, позволяют уменьшить 
число манипуляций с большим количеством колб и флаконов. 
Сосуд BioBLU 5p содержит 150 г дисков Fibra-Cel5. Площадь по-
верхности адгезии одного грамма дисков Fibra-Cel составляет 
1200 см2. Таким образом, использование одного сосуда BioBLU 
5p обеспечивает площадь поверхности адгезии 180000 см2, 
что эквивалентно использованию примерно 1028 флаконов6 
(табл. 2). Однако следует отметить, что данная технология име-
ет недостаток, заключающийся в высокой стоимости применя-
емого оборудования. При всех преимуществах использование 
биореактора значительно затрудняет проведение подсчета кле-
ток, ограничивая прямое проведение наблюдения за их ростом 
исключительно косвенными методами — по анализу метабо-
литов, уровню потребления питательных веществ, а также са-
турации кислорода в среде.

При проведении трансфекции клеток HEK293 сравнивали 
три подхода культивирования клеток HEK293: культивирование 
клеток в виде суспензии, адгезионное культивирование клеток 
во флаконах и адгезионное культивирование клеток в биореак-
торе с дисками Fibra-Cel. Для постановки трансфекции суспензи-
онной культуры клеток HEK293 использовали суммарно 1 л куль-
туральной среды BalanCD, разделенной на 5 колб Эрленмейера 
емкостью 1000 мл. Для проведения трансфекции адгезионной 
культуры клеток HEK293 использовали 30 флаконов с площадью 
поверхности 175 см2 с общим объемом культуральной среды 1 л, 
а также один биореактор BioFlo с рабочим объемом 2,5 л.

Для оценки прохождения трансфекции использовали 
визуальную идентификацию интенсивности флуоресценции 
белка EGFP в клетках HEK293 в ультрафиолетовом спектре, 
что являлось методом косвенной оценки эффективности 
трансфекции (рис. 3).

Состояние клеточных культур анализировали путем 
подсчета числа и выживаемости клеток с использованием 

4  https://bioprocessintl.com/2011/an-update-on-the-advantages-of-fibra-cel-disks-for-cell-culture-320182/
5  https://www.eppendorf.com/fileadmin/General/Applications/Bioprocess_Landing_Page/Application-Note_359_BioBLU-5p.pdf
6  Там же.
7  Там же. 

Таблица 2. Сравнение площади поверхностей сосудов для адгезионного роста культур клеток7

Table 2. Comparison of the surface areas of vessels for adherent culture7

Сосуды для культивирования 
клеток

Cell culture vessels

Общая площадь поверхности 
адгезии (см2)

Total adhesion surface area (cm2)

Площадь поверхности адгезии, эквивалентная 
BioBLU 5p (шт)

BioBLU 5p equivalent adhesion surface area (pcs)

BioBLU 5p одноразовый сосуд
BioBLU 5p single-use vessel 180 000 1

Культуральный флакон Т-25
T-25 flask 25 7200

Культуральный флакон Т-175
T-175 flask 175 1028

Роллерная бутыль
Roller bottle 850 212
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автоматического счетчика клеток (для суспензионной куль-
туры клеток) и методом микроскопирования (для клеток 
в условиях адгезионного культивирования во флаконах). 
В случае клеток, культивировавшихся в условиях биореактора 
BioBLU 5p, отбирали пробу с целью оценки наличия мертвых 
клеток в культуральной среде, поскольку живые клетки за-
креплены на дисках Fibra-Cel адгезивно.

После культивирования в течение 72 ч проводили сбор 
и лизис клеток в течение 4 ч. Состав лизирующего буфера был 
подобран для осуществления эффективного процесса лизиса. 
Основным действующим веществом лизирующего раствора 
является детергент твин-20, нарушающий межбелковые и бел-
ково-липидные взаимодействия, что приводит к денатурации 
белковых структур. Входящая в состав лизирующего буфера 
бензонуклеаза гидролизует нуклеиновые кислоты при отсут-
ствии протеолитической активности, что является важным 
при очистке вирусных структур.

Таким образом, на данном этапе была проведена трансфек-
ция клеток линии HEK293 системой плазмидных конструкций, 
необходимых для сборки rAAV. По экспрессии гена белка EGFP 
можно сделать вывод о том, что в адгезионных условиях в куль-
туральных флаконах, в адгезионных условиях в биореакторе 
BioBLU 5p и в суспензионных условиях в колбах трансфекция 
прошла с высокой эффективностью, что подтверждено высо-
ким уровнем продукции зеленого флуоресцентного белка.

Получение очищенного препарата rAAV

Полученные образцы клеточных лизатов фильтровали 
через фильтр 0,22 мкм, концентрировали и диафильтровали, 
в результате чего получили по 500 мл образцов, отобранных 
при культивировании в условиях суспензии и адгезии (флако-
ны), и 1250 мл образца, отобранного из биореактора BioBLU.

Важным условием дальнейшего клинического применения 
препаратов на основе rAAV является эффективный способ их 
очистки, позволяющий получить высокий выход чистого про-
дукта. Использование хроматографического сорбента AVB 
Sepharose позволяет упростить очистку, не используя про-
межуточный этап разделения в градиенте плотности и даль-
нейший комплекс очисток. Данный сорбент содержит лиганд, 
аффинный к rAAV, который представляет собой фрагмент 
однодоменного антитела, полученного из гипериммунной 
сыворотки в ответ на введение rAAV. Элюирование буфером 
с кислым pH позволяет разрушить аффинные взаимодействия 
и обеспечить выход чистого препарата rAAV.

В результате очистки с использованием тангенциальной 
фильтрации и аффинной хроматографии получали фракцию 
(рис. 4, пик элюции rAAV — фракции диапазона 630–640 мл) 
со средним объемом 10 мл для каждого из трех препаратов 
rAAV, полученных в различных условиях культивирования, ко-
торые были сконцентрированы до 1 мл при помощи центри-
фужных концентраторов 50 кДа Amicon Ultra-15.

Рис. 3. Оценка эффективности трансфекции клеток HEK293 по наличию экспрессии гена белка EGFP методом 
флуоресцентной УФ-микроскопии: A — трансфекция клеток HEK293 в условиях адгезионного культивирования во флаконах;  
B — трансфекция клеток HEK293 в условиях суспензионного культивирования в колбах Эрленмейера; C — трансфекция 
клеток HEK293 в биореакторе BioBLU 5p. Увеличение ×100.

Fig. 3. Determination of EGFP gene expression by UV fluorescence microscopy to assess HEK293 transfection efficiency:  
A—transfection of HEK293 cells in adherent culture in T-flasks; B—transfection of HEK293 cells in suspension culture in Erlenmeyer 
flasks; C—transfection of HEK293 cells in the BioBLU 5p bioreactor. Magnification 100×.

A B C

Рис. 4. Хроматограмма аффинной очистки препарата 
rAAV с использованием сорбента AVB Sepharose (препарат 
rAAV получен в условиях культивировании клеток HEK293 
в виде суспензии). На графике отображены значения 
электропроводности (кривая красного цвета) и оптической 
плотности в спектре поглощения 280 нм (кривая синего 
цвета). Диапазон 0–60 мл  — уравновешивание колонки 
связывающим буфером, 60–600 мл — нанесение клеточного 
лизата на колонку, 600–630 мл — промывка связывающим 
буфером, 630–640 мл — пик элюции rAAV.

Fig. 4. Chromatogram of affinity purification of the rAAV sample 
using the AVB Sepharose sorbent (the rAAV sample was 
obtained from HEK293 suspension culture). The graph shows 
the values of electrical conductivity (red curve) and optical 
density at 280 nm (blue curve). The 0–60 mL range—equilibration 
of the column with binding buffer, 60–600 mL—addition of cell 
lysate to the column, 600–630 mL—washing with binding buffer, 
630–640 mL—rAAV elution peak.
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Несмотря на имеющиеся в литературе противоречивые 
данные о низкой эффективности связывания вирусных частиц 
AAV серотипа DJ сорбентом AVB Sepharose [18, 19], сложно-
стей с его очисткой не возникало, что подтверждалось по-
вторным нанесением клеточного лизата на колонку после ее 
регенерации. Однако с целью контроля за эффективностью 
очистки можно использовать методы измерения количества 
вирусных частиц в среде до и после очистки методами, опи-
санными в подразделе «Оценка количества геномных копий 
в препаратах rAAV» раздела «Материалы и методы».

Полученные после аффинной хроматографической 
очистки образцы rAAV измеряли спектрофотометрически 
по отношению поглощения при длинах волн 260 нм/280 нм; 
в результате были получены следующие значения коли-
чества вирусных частиц (в относительных единицах в 1 мл 
(ОЕ/мл)): 0,39 ОЕ/мл — образец, полученный при культиви-
ровании клеток HEK293 в адгезионных условиях во флако-
нах; 0,33 ОЕ/мл — образец, полученный при культивировании 
в суспензионных условиях в колбах; 0,9 ОЕ/мл  — образец, 
полученный при культивировании в адгезионных условиях 
на дисках Fibra-Cel; отношение 260 нм/280 нм, показывающее 
отношение пустых и с упакованным геномом капсидов, соста-
вило 1,15, 1,1 и 1,3 соответственно. Наибольшее количество 
вирусных частиц и наибольший процент капсидов с упакован-
ным геномом были получены при культивировании на дисках 
Fibra-Cel. Однако данный метод количественной оценки rAAV 
применим только к высокоочищенным препаратам, для ко-
торых отношение 260 нм/280 нм составляет 1,48 для капси-
дов с упакованным геномом и 0,6 для пустых капсидов [20]. 
Исходя из этого, полученные препараты rAAV имеют в своем 
составе некоторое количество капсидов без упакованного ге-
нома, что является обычным и закономерным [21] при полу-
чении препаратов rAAV.

Таким образом, на данном этапе работы была проведе-
на очистка препарата rAAV, полученного при использовании 
различных технологических подходов к культивированию 
клеток.

Количественная и качественная оценка полученных 
препаратов rAAV

Для характеристики препарата rAAV (AAV-DJ-B11-Fc) ис-
пользовали различные методы анализа для изучения воз-
можных различий в количестве, чистоте и подлинности 
препарата rAAV, полученного с применением трех подходов 
к культивированию клеток. Очищенный препарат rAAV был 
охарактеризован с использованием электрофореза в восста-
навливающих условиях (рис. 5А). На представленной элек-
трофореграмме присутствуют структурные белки капсида — 
VP1, VP2 и VP3 (1:1:10), соответствующие молекулярной 
массе VP белков AAV дикого типа. Было установлено, что пре-
парат не содержит каких-либо других белков клеток-хозяина 
в значительных количествах.

После хроматографической очистки препарат rAAV анали-
зировали методом иммуноблоттинга с использованием спе
цифических антител к капсидным белкам anti-VP1, anti-VP2 
и anti-VP3 (рис. 5Б). Было показано, что капсидные белки VP1, 
VP2 и VP3 препарата rAAV специфически реагируют с антите-
лами anti-VP1, anti-VP2 и anti-VP3, что подтверждает его под-
линность.

Для приблизительного количественного определения ви-
русов обычно используют измерение оптической плотности. 
Однако этот метод нельзя назвать точным [22], так как пустые 
капсиды могут вносить изменения в оптическое поглощение 

при 260 нм. Пустые капсиды, которые обычно образуются 
во время продукции rAAV, очищаются аффинной хроматогра-
фической очисткой вместе с rAAV с упакованным геномом, 
но избыток пустых капсидов затрудняет стандартные методики 
определения концентрации векторного генома по оптической 
плотности. Поэтому для определения геномных копий (гк) 
мы использовали измерение с помощью наборов QuickTiter™ 
AAV Quantitation Kit и AAVpro® Titration Kit методами флуорес-
ценции и РТ-ПЦР соответственно (табл. 3).

AAVpro® Titration Kit представляет собой набор для опре-
деления геномных копий rAAV с помощью ПЦР в реальном 
времени. Этот набор позволяет проводить более точную коли-
чественную оценку по сравнению с другими методами, осно-
ванную на анализе инвертированных концевых повторов (ITR) 
AAV2. Набор QuickTiter™ AAV Quantitation Kit дает возможность 
количественного определения содержания вирусных нуклеи-
новых кислот в препарате быстрее, чем с использованием ПЦР. 
Однако предел чувствительности набора составляет 1×109 ге-
номных копий/мл8.

В результате анализа установлено, что наибольшее ко-
личество геномных копий rAAV получено в условиях куль-
тивирования в биореакторе BioBlu, которое при пересчете 
на 1 л оказалось сопоставимо с количеством геномных копий 
при культивировании в условиях адгезии во флаконах. Исходя 
из полученных данных определения количества геномных ко-
пий, можно сделать вывод о наличии в препарате значитель-
ного числа пустых капсидов, поскольку метод ПЦР является 
более точным методом определения инкапсидированной ДНК 

Рис. 5. Анализ чистоты и подлинности препаратов rAAV. A — 
электрофореграмма препаратов rAAV, полученных методом 
аффинной хроматографии. На электрофореграмме 
присутствуют структурные белки капсида rAAV — VP1 (87 
кДа), VP2 (72  кДа) и VP3 (62 кДа). B  — вестерн-блоттинг 
препаратов rAAV с использованием специфических антител 
к капсидным белкам anti-VP1, anti-VP2 и anti-VP3. Дорожки 
(на А и В): 1  — препарат rAAV, полученный в условиях 
адгезионного культивирования клеток HEK293 во флаконах; 
2 — препарат rAAV, полученный в условиях суспензионного 
культивирования клеток HEK293 в колбах Эрленмейера; 
3  — препарат rAAV, полученный в условиях адгезионного 
культивирования клеток HEK293 в биореакторе BioBlu на 
дисках Fibra-Cel.

Fig. 5. Analysis of purity and identity of rAAV preparations. 
A—electrophoretogram of rAAV samples obtained by affinity 
chromatography. The electrophoretogram shows the structural 
proteins of the rAAV capsid—VP1 (87 kDa), VP2 (72 kDa), and 
VP3 (62 kDa); B—Western blotting with specific antibodies to 
capsid proteins anti-VP1, anti-VP2, and anti-VP3. Lanes (A and B): 
1—rAAV preparation obtained in adherent culture of HEK293 cells 
in T-flasks; 2—rAAV preparation obtained in suspension culture of 
HEK293 cells in Erlenmeyer flasks; 3—rAAV preparation obtained 
in adherent culture of HEK293 cells in the BioBlu bioreactor on 
Fibra-Cel disks.

A B

8  Cellbiolabs: QuickTiter™ AAV Quantitation Kit. Product manual. https://www.cellbiolabs.com/sites/default/files/VPK-145-aav-quantitation-kit.pdf 

https://www.cellbiolabs.com/sites/default/files/VPK-145-aav-quantitation-kit.pdf
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в сравнении с оценкой методом титрования с интеркалиру-
ющим красителем, неспецифично связывающимся с ДНК. 
Кроме того, результаты, полученные при оценке образцов 
спектрофотометрическим методом по отношению поглощения 
при длинах волн 260 нм/280 нм, описанные ранее, подтверж-
дают данный факт. Поэтому при очистке rAAV целесообразно 
включать стадию дополнительной очистки, позволяющую из-
бавиться от пустых капсидов (например, ультрацентрифугиро-
вание в йодиксаноле [23]).

Однако, исходя из данных, полученных с использовани-
ем двух методов, количество геномных копий в пересчете 
на 1  см2 (площади поверхности адгезии) в случае культи-
вировании на дисках Fibra-Cel было ниже, чем в случае 
с использованием культуральных флаконов. Это может 
быть связано с недостаточной эффективностью использо-
вания всей площади поверхности матрицы дисков Fibra-Cel, 
что требует подбора оптимальной посадочной концентрации 
и времени проведения трансфекции после закрепления кле-
ток на матрице. Кроме того, на дисках Fibra-Cel невозможно 

провести подсчет клеток, чтобы оценить эффективность их 
пролиферации.

Таким образом, наибольший выход продукта наблюдается 
при адгезионном культивировании трансфицированных клеток 
HEK293 — во флаконах и в биореакторе, наименьший — при су-
спензионном культивировании. Суспензионное культивирование 
является легко масштабируемым способом, однако выход про-
дукта значительно ниже, чем в случае адгезионного культиви-
рования. Недостатком способа адгезионного культивирования 
во флаконах является его пригодность только для получения 
небольших количеств препарата ввиду сложности масштаби-
рования. Несмотря на то что метод культивирования на дисках 
Fibra-Cel является наиболее затратным из-за себестоимости 
одноразового сосуда, преимуществом метода является его удоб-
ство из-за компактности и удобства манипуляции по сравнению 
с культивированием в культуральных флаконах.

Для оценки трансдуцирующей способности rAAV и экс-
прессии трансгена проводили трансдукцию клеток HEK293 
полученными в разных условиях препаратами rAAV. Для этого 

Таблица 3. Сравнение количества геномных копий векторного генома, определенных методом РТ-ПЦР и методом флуорес-
ценции, и анализ экспрессии антител в трансдуцированных клетках
Table 3. Comparison of the numbers of genomic copies of the vector genome, determined by RT-PCR and fluorescence, and analysis 
of antibody expression in the transduced cells

Образец
Sample

Количество геномных 
копий, определяемое 

с использованием флу-
оресцентного метода
The number of genomic 
copies determined using 
the fluorescence method

Количество геномных 
копий, определяемое 

с использованием 
метода РТ-ПЦР

The number of genomic 
copies determined using 

the RT-PCR method

Анализ наличия экспрессии анти-
тел в трансдуцированных клетках

Analysis of the presence of anti-
body expression in the transduced 

cells

Препарат rAAV, полученный в 
условиях адгезионного куль-
тивирования клеток HEK293 
во флаконах (количество ге-
номных копий в пересчете на 
1 л среды / на 1 см2 площади 

поверхности адгезии)
rAAV preparation obtained by 
adherent culture of HEK293 

cells in T-flasks (the number of 
genomic copies per 1 liter of 

medium/per 1 cm2 of adhesion 
surface area)

5,8×1013 / 1,1×1010 3,63×1011 / 6,9×107

Вестерн-блоттинг образцов 
культуральной жидкости, 

полученных при культивировании 
клеток, трансдуцированных 

препаратом rAAV, полученным 
после очистки: 1 — адгезионной 

культуры во флаконах,  
2 — суспензионной культуры  

в колбах Эрленмейера,  
3 — адгезионной культуры  

в биореакторе BioBlu  
на дисках Fibra-Cel

Western-blotting of culture medium 
samples from cells transduced with 
rAAV obtained after purification of:  

1—adherent culture in T-flask,  
2—suspension culture  
in Erlenmeyer flasks,  
3—adherent culture  

in the BioBLU 5p bioreactor  
on Fibra-Cel Disks

Препарат rAAV, полученный в 
условиях суспезионного куль-
тивирования клеток HEK293 

в колбах Эрленмейера 
(количество геномных копий 

в пересчете на 1 л среды)
rAAV preparation obtained by 
suspension culture of HEK293 
cells in Erlenmeyer flasks (the 
number of genomic copies per 

1 liter of medium)

3,29×1013 3,2×1011

Препарат rAAV, полученный в 
условиях адгезионного куль-
тивирования клеток HEK293 

в биореакторе BioBlu на 
дисках Fibra-Cel (количество 
геномных копий в пересчете 
на 1 л среды / на 1 см2 пло-
щади поверхности адгезии)
rAAV preparation obtained by 
adherent culture of HEK293 

cells in the BioBLU 5p bioreac-
tor on Fibra-Cel Disks (the 

number of genomic copies per 
1 liter of medium/per 1 cm2 of 

adhesion surface area)

8,8×1013 / 1,2×109 2,4×1012 / 1,3×107
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все препараты выравнивали по концентрации геномных ко-
пий до наименьшего значения из полученных (3,2×1011 гк/мл 
по данным РТ-ПЦР с использованием AAVpro® Titration Kit) 
и вносили по 10 мкл в культуральную среду с клетками HEK293. 
Методом вестерн-блоттинга образцов культуральной среды 
анализировали наличие продукции однодоменных антител 
трансдуцированными клетками HEK293 (табл. 3). В резуль-
тате проведения анализа установлено, что во всех трансду-
цированных препаратом rAAV клетках происходит продукция 
целевых антител.

Исходя из представленных результатов можно заключить, 
что полученный в различных условиях препарат rAAV обладает 
высокой степенью чистоты, хотя и содержит пустые капсиды 
в небольшом количестве. Для препарата rAAV подтверждена 
подлинность. Препарат rAAV обладает трансдуцирующей спо-
собностью в отношении клеток HEK293, подтвержденной на-
личием продукции целевых однодоменных антител.

Выводы

В работе проведено сравнение технологических подходов 
к получению rAAV, основанных на различных методах культи-
вирования клеточной линии HEK293 в лабораторном масштабе. 
Результаты исследования продемонстрировали возможность 
применения описанных подходов к очистке scДНК, условий 
трансфекции клеток, культивирования трансфицированных 
клеток и очистки rAAV для получения целевого препарата. 
Были получены следующие результаты.

1.  Показана возможность применения трехступенчатой хро- 
матографической очистки плазмидной scДНК для отделения от ге-
номной ДНК, РНК, открытой формы плазмидной ДНК. Полученная 
плазмидная scДНК применима для эффективной транзиентной 
трансфекции клеток HEK293 с целью получения rAAV.

2.  Продемонстрирована возможность применения трех под-
ходов к культивированию трансфицированных клеток HEK293 
с целью продукции rAAV: суспензионное культивирование в кол-
бах, адгезионное культивирование во флаконах и в биореакторе 
BioBLU 5p на дисках Fibra-Cel. В результате анализа методами 
флуоресценции и РТ-ПЦР установлено, что оптимальным спосо-
бом продукции rAAV в лабораторном масштабе является исполь-
зование биореактора, поскольку позволяет получать высокие 
выходы продукта rAAV и обладает потенциалом к масштабиро-
ванию, однако является ресурсоемким.

3.  Анализ препарата rAAV после хроматографической 
очистки с использованием аффинной хроматографии под-
твердил подлинность и высокую степень чистоты препарата.

4.  Продемонстрирована трансдуцирующая способность 
препарата rAAV в отношении клеток HEK293 с последующей 
экспрессией трансгена, подтвержденная наличием продукции 
целевых однодоменных антител.
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Николаю Васильевичу Медуницыну  — доктору медицинских 
наук, профессору, академику РАН, ведущему российскому учено-
му-иммунологу — 19 октября 2021 г. исполнилось 90 лет.

Николай Васильевич родился в г. Архангельске. В 1955 г. окон-
чил 2-й Московский государственный медицинский институт (в на-
стоящее время — ФГАОУ ВО «РНИМУ им. Н.И. Пирогова» Минздрава 
России), а в 1958 г. — аспирантуру при кафедре патологической 
физиологии этого института. В 1960 г. Н.В. Медуницын защитил 
диссертацию по теме «О фиксирующей и антителообразовательной 
функции лимфатических узлов» на соискание ученой степени кан-
дидата медицинских наук, а в 1970 г. — диссертацию «Замедленная  
гиперчувствительность к растворимым белкам» на соискание 
ученой степени доктора медицинских наук. В 1999 г. избран чле-
ном-корреспондентом РАМН по специальности «Вакцинология», 
в 2004 г. — академиком РАМН по той же специальности. С 2013 г. 
Н.В. Медуницын является академиком РАН.

Научной деятельностью Н.В. Медуницын начал заниматься 
на третьем курсе института. Работал младшим и старшим науч-
ным сотрудником во вновь созданной научно-исследовательской 
аллергологической лаборатории АМН СССР под руководством 
академика А.Д. Адо. В 1969 г. Н.В. Медуницын был назначен за-
местителем директора по научной работе Московского НИИ вак-
цин и сывороток им. И.И. Мечникова, в 1979 г. — заместителем 
директора по научной работе Института иммунологии АМН СССР.

Начиная с 1988 г. Николай Васильевич в течение 21 года ру-
ководил Государственным НИИ стандартизации и контроля ме-
дицинских биологических препаратов им. Л.А. Тарасевича (ГИСК 
им. Л.А.  Тарасевича), на который были возложены функции 
Национального органа контроля медицинских иммунобиологических 
препаратов. С 2009 г. Н.В. Медуницын работал главным научным 
сотрудником этого же института. После реорганизации ГИСК им. 
Л.А. Тарасевича Н.В. Медуницын работал главным научным сотруд-
ником Центра планирования и координации НИР, а также руководи-
телем научного направления ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России.

Николай Васильевич Медуницын — ведущий специалист в об-
ласти молекулярной иммунологии, инициатор создания новой ме-
дицинской специальности — вакцинологии. В своих научных рабо-
тах Н.В. Медуницын выдвинул и обосновал основные положения 
персонализации при вакцинопрофилактике, которые заключаются 
в анализе специфического приобретенного иммунитета до вак-
цинации и последующей коррекции развития поствакцинального 
иммунитета, прежде всего, в группах повышенного риска. Он вы-

двинул и экспериментально обосновал теоретическое положение 
об антигенах гистосовместимости как универсальных рецепторах 
антигенов и хранителях антигенной информации, определяющих 
иммунологическую индивидуальность человека при вакцинации. 

Научными исследованиями Николая Васильевича доказана 
важная роль продуктов генов главного комплекса гистосовмести-
мости класса II в межклеточном взаимодействии, определено их 
участие в распознавании антигенов, инициации и формировании 
иммунного ответа, изучена патогенетическая значимость при ауто-
иммунных и аллергических заболеваниях. 

Большой научный вклад Н.В. Медуницын внес в изучение 
медиаторов иммунного ответа – цитокинов, роли экзогенных ци-
токинов в развитии адаптивного иммунитета. Под руководством 
Николая Васильевича выполнены экспериментальные исследо-
вания по изучению адъювантного действие цитокинов на имму-
ногенную активность вакцин против гепатитов А и В, бешенства 
и клещевого энцефалита. 

Николай Васильевич является автором более 460 научных 
работ, трех изданий книги «Вакцинология» (1999, 2004, 2010), 
книги «Теория и практика вакцинологии» (2015), монографий, 
авторских свидетельств и патентов на изобретения, соавтор ряда 
методик получения новых препаратов, а также нормативных до-
кументов, методических рекомендаций, указаний и санитарных 
правил по производству и контролю биологических лекарствен-
ных препаратов. Под руководством Н.В. Медуницына защищено 
22 диссертации, в том числе 6 диссертаций на соискание ученой 
степени доктора наук.

Академик Н.В. Медуницын в течение многих лет являлся экс-
пертом ВОЗ, длительное время был членом Комитета биологиче-
ской стандартизации ВОЗ.

Николай Васильевич — основатель и первый главный редактор 
научно-практического журнала «БИОпрепараты. Профилактика, 
диагностика, лечение».

Н.В. Медуницын награжден орденом Почета (2007), медаля-
ми «За заслуги перед отечественным здравоохранением» (2001), 
«В  память 850-летия Москвы» (1997), дипломами премии РАМН 
имени В.Д. Тимакова и Академии медико-технических наук име-
ни Е.И. Смирнова. В 1999 г. ему присвоено почетное звание 
«Заслуженный деятель науки Российской Федерации».

Сердечно поздравляем Николая Васильевича с юбилеем! 
Искренне желаем крепкого здоровья, оптимизма, жизнелюбия, 
благополучия и счастья.

Николай Васильевич Медуницын 
(к 90-летию со дня рождения)

Nikolay Vasilievich Medunitsyn 
(on the 90th Anniversary)
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АКДС-вакцины с помощью контрольных карт Шухарта

Академику Медуницыну Николаю Васильевичу — 90 лет!
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