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ТЕМА НОМЕРА

Высокотехнологичные 
лекарственные препараты



Уважаемые коллеги!

Внедрение технологий генной и таргетной терапии, 
новых методов лечения, в том числе с применением 
биомедицинских клеточных продуктов, определено 
Стратегией развития фармацевтической промышлен-
ности Российской Федерации на период до 2030 года 
в качестве приоритетной задачи. Терапия высокотех-
нологичными лекарственными препаратами, включа-
ющими препараты генной терапии, терапии сомати-
ческими клетками и тканевой инженерии, обещает 
кардинально изменить подходы к лечению тяжелых 
заболеваний, таких как наследственные мышечные 
атрофии различного генеза, кистозные фиброзы, ней-
родегенеративные состояния и многие другие неиз-
лечимые сегодня болезни.

Однако необходимо признать, что они все еще от-
носятся к новым методам лечения, несмотря на до-
статочно длительную историю этих разработок. Пер-
вые зарегистрированные высокотехнологичные 
препараты внедрены в медицинскую практику совсем 
недавно. Генная и клеточная терапии вносят пока не-

значительный вклад в общественное здравоохранение, уступая как низкомо-
лекулярным лекарствам, так и терапевтическим рекомбинантным белкам. Это 
связано с такими проблемами, как недостаток научных данных, несовершенство 
нормативной базы, отсутствие релевантного опыта в разработках и масштабиро-
вании производства. Но темп исследований в этой области растет, поэтому нет 
оснований не верить, что в ближайшее время будут устранены основные препят-
ствия, чтобы в полной мере реализовать прорывной потенциал высокотехноло-
гичных лекарственных препаратов.

Отечественный регулятор активно поддерживает развивающуюся отрасль. 
Совсем недавно были установлены регуляторные требования к регистрации вы-
сокотехнологичных лекарственных препаратов, что определенно облегчает их 
продвижение в клиническую практику.

Одним из главных источников научной и практической информации для спе-
циалистов в области разработки, производства и применения высокотехноло-
гичных лекарственных препаратов являются специализированные научные изда-
ния, в частности, журнал «БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение», 
данный номер которого посвящен проблемным вопросам клеточной и генной 
терапии. Примечательно, что номер содержит научные статьи обзорного харак-
тера по наиболее перспективным модальностям генотерапии наследственных 
и онкологических заболеваний, а также оригинальные статьи, обобщающие опыт 
клинического использования биомедицинских клеточных продуктов, разработки 
систем доставки генетических конструкций, технологические вопросы произ-
водства и стандартизации аденоассоциированных вирусов, используемых в ка-
честве препаратов генной терапии.

Впечатляет научный потенциал и география исследовательских и произ-
водственных коллективов, участвующих в этих исследованиях. Это позволяет 
надеяться, что накопленный опыт разработки, производства и внедрения новых 
генно-терапевтических препаратов будет способствовать доступности этих вы-
сокотехнологичных лекарственных средств для пациентов.

С уважением,
доктор медицинских наук, профессор,

заслуженный деятель науки Российской Федерации

ХАМИТОВ Равиль Авгатович
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Обзор | Review

Генная терапия наследственных заболеваний 
на основе аденоассоциированных вирусных 
векторов: современные проблемы 
применения и пути их решения
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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. В настоящее время генная терапия на основе аденоассоциированных вирусов 
(adeno-associated viruses, AAV) сталкивается с рядом барьеров биомедицинского и тех-
нологического характера, анализ и преодоление которых необходимо для дальнейшего 
развития данного направления генной терапии.
ЦЕЛЬ. Провести анализ применения генной терапии ряда наследственных заболеваний 
с учетом ограничений, связанных с побочными эффектами или недостаточной эффектив-
ностью генной терапии, проблемой определения терапевтического окна и индивидуаль-
ной спецификой наследственного заболевания, а также рассмотреть подходы для снятия 
этих ограничений и повышения доступности генной терапии путем усовершенствования 
технологических подходов производства и снижения себестоимости генотерапевтиче-
ских препаратов.
ОБСУЖДЕНИЕ. Рассмотрен опыт применения одобренных и находящихся на этапе клини-
ческих исследований генотерапевтических препаратов. Проведена оценка применимости 
генной терапии на примере ряда наследственных заболеваний и показано, что правиль-
ное определение терапевтического окна препаратов и своевременная диагностика на-
следственных заболеваний являются критически важными для эффективной и безопас-
ной генной терапии. Рассмотрены современные стратегии снижения риска возникновения 
побочных эффектов и увеличения эффективности генной терапии на основе ААV, среди 
которых наиболее важны следующие: поиск новых серотипов ААV, модификация капсидов 
и генома ААV, подавление нецелевой экспрессии с помощью микроРНК, изменение содер-
жания CpG, поиск новых промоторов для трансгена. Проведен анализ развития техноло-
гии производства генотерапевтических препаратов на основе ААV. Наиболее перспектив-
ным представляется переход на суспензионное культивирование, усовершенствование 
биореакторов, применение новых методов и материалов очистки вирусных частиц, со-
вершенствование систем трансфекции и создание новых клеточных линий-продуцентов, 
что в конечном счете может привести к снижению затрат на производство препаратов 
и повышению доступности генной терапии.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ. В настоящее время генная терапия используется только для небольшого 
количества наследственных заболеваний. Существенные ограничения применения гено-
терапевтических препаратов связаны с недостаточной эффективностью, риском возник-
новения побочных эффектов и высокой стоимостью лечения. Ведущиеся в настоящее вре-
мя биомедицинские и технологические разработки позволят решить указанные проблемы 
и повысить доступность генной терапии.

© Т.В. Егорова, А.А. Пискунов, Д.А. Потеряев, 2024
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Adeno-associated virus vector-based gene 
therapy for hereditary diseases:  
current problems of application  
and approaches to solve them
Tatiana V. Egorova1,2, Aleksandr A. Piskunov3, Dmitry A. Poteryaev3, 
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ABSTRACT	 INTRODICTION. Currently, gene therapy based on adeno-associated virus (AAV) vectors 
faces a  number of barriers, both biomedical and technological, which require studying and 
overcoming for further development of this gene therapy technology.
AIM. This study aimed to analyse the use of gene therapy for a range of hereditary diseases, 
taking into account the barriers associated with its side effects and insufficient efficacy, the 
determination of the therapeutic window, and individual characteristics relevant to a particular 
hereditary disease; additionally, the study aimed to review the approaches to lifting these bar-
riers and increasing the availability of gene therapy through the improvement of technological 
approaches to production and the reduction of production costs.
DISCUSSION. The authors reviewed the experience accumulated for gene therapy products 
that were approved or undergoing clinical trials. The study included a gene therapy applicabil-
ity assessment using several hereditary diseases as a case study. The assessment showed that 
correct determination of the therapeutic window for a medicinal product and timely diagnosis 
of a hereditary disease were essential for effective and safe gene therapy. The study considered 
the strategies used to reduce the risks of adverse events and increase the effectiveness of AAV-
based gene therapy. The authors assessed technological advancements in the manufacturing 
of AAV-based gene therapy products. The most perspective directions were the transition to 
suspension culture systems, the improvement of bioreactors, the use of new methods and 
materials for the purification of viral particles, the improvement of transfection systems, and 
the creation of new host cell lines. Ultimately, this can lead to lower production costs and an 
increased availability of gene therapy.

Egorova T.V., Piskunov A.A., Poteryaev D.A. Adeno-associated virus vector-based gene therapy for hered-
itary diseases: current problems of application and approaches to solve them
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CONCLUSION. Currently, gene therapy is used only for a small range of hereditary diseases. 
Significant barriers to its use are due to insufficient efficacy, risks of adverse events, and high 
costs for treatment. Ongoing biomedical and technological development should lift many of 
these barriers and increase access to gene therapy.

Keywords: 	 gene therapy; gene therapy product; adeno-associated virus; AAV; adeno-associated virus 
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efficacy; gene therapy safety; AAV production technology; AAV modification; triple-plasmid 
transfection; AAV-particle purification
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ВВЕДЕНИЕ
Генная терапия (ГТ) направлена на мани-

пуляцию экспрессией определенного гена 
или на изменение биологических свойств жи-
вых клеток в терапевтических целях1. В свою 
очередь, генотерапевтические лекарственные 
препараты (ГенЛП)  — лекарственные препара-
ты, фармацевтическая субстанция которых яв-
ляется рекомбинантной нуклеиновой кислотой 
или включает в себя рекомбинантную нуклеи-
новую кислоту, позволяющую осуществлять ре-
гулирование, репарацию, замену, добавление 
или удаление генетической последовательно-
сти2. Основные группы ГенЛП  — это вирусные 
частицы, служащие генетическим вектором, 
ДНК-олигонуклеотиды и малые интерфериру-
ющие РНК, модулирующие экспрессию генов. 
В данном обзоре авторы осветили направление 
ГТ с использованием векторов на основе аде-
ноассоциированных вирусов (adeno-associated 
viruses, AAV).

Несмотря на десятилетия развития данного 
вида ГТ для лечения наследственных заболева-
ний, широкому применению ГенЛП препятствует 
ряд объективных факторов. Одним из значимых 
факторов является исключительно высокая сто-
имость, несмотря на то что в большинстве слу-
чаев предполагается однократное применение 
ГенЛП. К другим ограничивающим факторам 
относятся барьеры биомедицинского характера, 
такие как небезопасность применения ГенЛП, 
связанная в первую очередь с иммуногенностью, 

ограничения полезной нагрузки в использую-
щихся AAV векторах, недостаточная эффектив-
ность целевой доставки и экспрессии трансгена 
и др. В ряде случаев сопутствующие заболева-
ния, история предшествующей терапии, возраст, 
упущенное или неоптимальное терапевтиче-
ское окно, существующая эффективная и без-
опасная стандартная терапия также препятству-
ют применению даже уже одобренного ГенЛП. 
Экспертная оценка регистрационного досье 
ГенЛП также представляет собой сложную зада-
чу, особенно в условиях его неполной характе-
ристики по сравнению с традиционными лекар-
ственными средствами [1]. Наконец, технология 
производства ГенЛП на основе вирусных частиц 
характеризуется исключительно высокой себе-
стоимостью в расчете на дозу. Данный обзор по-
священ описанию этих барьеров и поиску путей 
их преодоления.

Цель работы  — провести анализ примене-
ния генной терапии ряда наследственных за-
болеваний с учетом ограничений, связанных 
с побочными эффектами или недостаточной 
эффективностью генной терапии, пробле-
мой определения терапевтического окна 
и индивидуальной спецификой наследствен-
ного заболевания, а также рассмотреть подхо-
ды для снятия этих ограничений и повышения 
доступности генной терапии путем усовер-
шенствования технологических подходов 
производства и снижения себестоимости гено-
терапевтических препаратов.

1	 Chemistry, manufacturing, and control (CMC) information for human gene therapy investigational new drug applications 
(INDs). Guidance for industry. 2008-D-0205. FDA; 2020.

2	 Федеральный закон Российской Федерации от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных средств».
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ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Медицинские и биологические ограничения 
к использованию генотерапевтических 
препаратов

В настоящее время зарегистрировано 
несколько ГенЛП для доставки экспрессионных 
конструкций in vivo, которые в большинстве яв-
ляются препаратами для терапии наследствен-
ных заболеваний (табл. 1).

Для терапии гемофилии А применяется од-
нократная инъекция препарата Роктавиан 
(валоктоген роксапарвовек). AAV вектор, при-
меняемый в составе препарата, обеспечивает 
экспрессию функционального фактора сверты-
ваемости крови VIII-SQ (FVIII) в клетках печени. 
Однако следует отметить, что использование 
препарата ограничено рядом факторов. Во-
первых, препарат не полностью исключил зави-
симость пациентов от инъекционных факторов 
свертываемости. Годовая частота кровотечений 
снизилась с 5,4 до 2,6 случая в год, а среднее 
число инфузий препаратов свертываемости  — 
со 136 до 5. Время наблюдения после примене-
ния ГенЛП составило 3 года3, и пока неизвестно, 
насколько стабильной будет экспрессия FVIII 
в долгосрочной перспективе. Вполне вероятно, 
что может произойти падение уровня транс-
генного FVIII и пациент снова будет зависимым 
от частых инфузий факторов свертываемости. 
Применение препарата Роктавиан, как и других 
AAV, имеющих тропизм к клеткам печени, не по-
казано у детей, поскольку их печень еще растет. 
Также этой терапии не подлежат пациенты, име-
ющие антитела к серотипу AAV5, а также с хро-
ническими заболеваниями печени, поскольку 
ГенЛП обладает выраженной гепатотоксично-
стью. Последнее является серьезным ограни-
чивающем фактором, так как большинство па-
циентов гемофилией старше 20 лет в России 
страдают хроническим гепатитом С. Это связано 
с тем, что до 2005 г. больные гемофилией полу-
чали лечение компонентами крови, не прохо-
дившими вирусную инактивацию4. Практически 
все пациенты, получившие Роктавиан, были 
вынуждены пройти курс иммуносупрессивной 
терапии для предотвращения аутоиммунной 
реакции организма, вызванной введением AAV. 
Опрос участников клинического исследования 
(КИ) препарата Роктавиан выявил, что для не-
которых иммуносупрессивная терапия, которую 
они получали во время участия в исследовании, 
либо в профилактических целях, либо для лече-
ния трансаминита, была наименее переносимой 

частью исследования [2]. Существенная доля 
пациентов с гемофилией имеет ее ингибитор-
ную форму, характеризующуюся высоким уров-
нем нейтрализующих антител, например к FVIII, 
что делает применение ГенЛП неэффективным. 
Такие пациенты переводятся на терапию препа-
ратами шунтирующего действия (FVII, эмицизу-
маб), позволяющую запустить каскад свертыва-
ния крови в обход FVIII.

Гемофилия является примером, когда эффек-
тивная и безопасная ферментозаместитель-
ная терапия факторами свертываемости крови 
или препаратами шунтирующего действия поз-
воляет контролировать болезнь и обеспечи-
вать приемлемое качество жизни пациентов 
и в отсутствие ГТ. В данном случае ГТ должна 
доказать свою долгосрочную эффективность 
и безопасность, а главное, иметь стоимость су-
щественно ниже, чем сейчас, чтобы стать стан-
дартом лечения.

Другими примерами эффективной ферментоза- 
местительной терапии, которая делает назна-
чение ГТ по тому же показанию всего лишь 
одной из альтернатив, являются некоторые ли-
зосомные болезни накопления (например, бо-
лезнь Гоше, Фабри и др.). Однако есть большое 
количество наследственных заболеваний, где 
ферментозаместительная терапия невозможна 
по определению и где только доставка функци-
ональной копии гена в пораженные клетки (или 
иной способ коррекции мутации) может быть 
патогенетической терапией. К заболеваниям та-
кого типа относится, например, миодистрофия 
Дюшенна (МДД).

Одной из серьезных проблем ГТ являет-
ся недостаточная для восстановления нор-
мального уровня экспрессии гена доза AAV, 
что связано с ограничением дозы по токсич-
ности, или падение уровня экспрессии со вре-
менем. Последнее может иметь различные 
причины: рост целевой ткани (как отмечалось 
выше для печени), естественная гибель кле-
ток, иммунный ответ организма, транскрип-
ционный сайленсинг трансгена. Кроме этого, 
недостаточная эффективность и безопасность 
ГТ может иметь менее очевидные причины, 
что может быть проиллюстрировано на приме-
ре препарата Лукстурна.

Лукстурна (воретиген непарвовек) — первый 
ГенЛП, одобренный для лечения наследственной 
дегенерации сетчатки, вызванной биаллельны-
ми мутациями в гене RPE65. При проведении КИ, 
включая наблюдательные пострегистрационные, 

3	 https://www.roctavian.com/en-us/roctavian-results/
4	 https://medvestnik.ru/content/news/Bolee-90-bolnyh-gemofiliei-starshe-18-let-stradaut-hronicheskim-gepatitom-S.html
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Таблица 1. Одобренные к применению генотерапевтические лекарственные препараты (ГенЛП)
Table 1. Approved gene therapy products (GTP)

Наименование 
ГенЛП

GTP name

Показание
Indication

Описание, вектор 
доставки

Description, delivery 
vector

Промо-
тор

Promoter

Доза
Dose

Год одобре-
ния FDA/ЕМА
Year of FDA/
EMA approval

Стоимость5 
терапии
List price5

Глибера
(алипоген 
типарвовек)6

Glybera 
(alipogene 
tiparvovec)6

Наследственный 
дефицит липопро-
теинлипазы (гипер-
липопротеинемия 
I типа)
Familial lipoprotein 
lipase deficiency 
(hyperlipoproteinaemia 
type I)

В/м инъекция гена 
липопротеинлипазы, 
AAV2
I.m. injection of the 
lipoprotein lipase gene, 
AAV2

CMV 1х×1012 
гк/кг
1×1012  
gc/kg

2012* – 
(регистраци-

онное удосто-
верение не 
продлено)

–  
(marketing 

authorisation not 
renewed)

Лукстурна
(воретиген 
непарвовек)7
Luxturna 
(voretigene 
neparvovec-rzyl)7

Пигментный ретинит 
(наследственная 
дистрофия сетчатки, 
вызванная мутацией 
PRE65)
Congenital retinitis 
pigmentosa (inherited 
blindness due to RPE65 
mutations)

Внутриглазная 
доставка функцио-
нального гена RPE65, 
AAV2
Intra-ocular delivery of 
the functional RPE65 
gene, AAV2

CAG 1,5×1011 
гк/глаз
1.5×1011 
gc/eye

2017 425 000 долла-
ров США

425,000 USD

Золгенсма8

(онасемноген 
абепарвовек)
Zolgensma8 
(onasemnogene 
abeparvovec-xioi)

Спинальная мышеч-
ная атрофия, вызван-
ная мутациями SMN1
Spinal muscular 
atrophy due to SMN1 
mutations

В/в инфузия функци-
онального гена SMN1, 
AAV9
I.v. infusion of the 
functional SMN1 gene, 
AAV9

CAG 1,1×1014 
гк/кг

1.1×1014 
gc/kg

2019 2 100 000 долла-
ров США

2,100,000 USD

Элевидис9

(деландистро-
ген моксепар-
вовек)
Elevidys9 
(delandistrogene 
moxeparvovec-
rokl)

Мышечная дистро-
фия Дюшенна
Duchenne muscular 
dystrophy 

В/в инфузия функци-
онального минигена 
DMD, AAVrh74
I.v. infusion of the 
functional DMD 
minigene, AAVrh74

MHCK7 1,33×1014 
гк/кг

1.33×1014 
gc/kg

2023* 3 200 000 долла-
ров США

3,200,000 USD

Роктавиан10

(валоктокоген 
роксапарвовек)
Roctavian10 
(valoctocogene 
roxaparvovec-
rvox)

Гемофилия А
Haemophilia A

В/в инфузия функ-
ционального гена 
фактора FVIII, AAV5
I.v. infusion of the 
functional FVIII gene, 
AAV5

HLP 6×1013 
гк/кг
6×1013  
gc/kg

2023* 2 900 000 дол-
ларов США

2,900,000 USD

Гемгеникс11

(этранакоген 
дезапарвовек)
Hemgenix11 
(etranacogene 
dezaparvovec-
drlb)

Гемофилия B
Haemophilia B

В/в инфузия функ-
ционального гена 
фактора FIX, AAV5
I.v. infusion of the 
functional FIX gene, 
AAV5

LP1 2×1013 
гк/кг
2×1013  
gc/kg

2022* 3 500 000 долла-
ров США

3,500,000 USD

Виджувек12

(беремаген 
геперпавек)
Vyjuvek12 
(beremagene 
geperpavec-svdt)

Дистрофический бул-
лезный эпидермолиз, 
вызванный мутация-
ми гена COL7A1
Dystrophic 
epidermolysis bullosa 
due to mutations in the 
COL71A gene

Топическая накожная 
доставка функцио-
нального гена колла-
гена COL7A1, HSV-1
Topical cutaneous 
delivery of the 
functional collagen 
gene COL7A1, HSV-1

COL7A1 4×108–
1,2×109 

БОЕ
4×108–
1,2×109 

PFU

2023* 24 250 долларов 
США за упаковку 

(631 000 — на 
пациента в год)
24,250 USD per 

vial (631,000 USD 
per patient per 

year)

5	 https://www.globaldata.com/
6	 https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/glybera-epar-public-assessment-report_en.pdf
7	 https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/luxturna
8	 https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/zolgensma-epar-public-assessment-report_en.pdf
9	 https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/tissue-tissue-products/elevidys
10	 https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/roctavian-epar-public-assessment-report_en.pdf
11	 https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/hemgenix-epar-public-assessment-report_en.pdf
12	 https://www.fda.gov/media/169435/download
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препарат продемонстрировал приемлемый про-
филь безопасности и эффективность, позволяя 
не только остановить прогрессию заболевания, 
но и во многих случаях даже частично восста-
новить уже утраченное зрение. Необходимо 
отметить, что период наблюдения самого 
масштабного к настоящему моменту постреги-
страционного КИ (103 пациента) не превышал 
2,3 года [3]. Эта ГТ проводится в виде субрети-
нальной инъекции AAV, несущего функциональ-
ный ген RPE65. Ген RPE65 играет ключевую роль 
в обновлении 11-цис-ретиналя, необходимого 
для функционирования фоторецепторов сетчат-
ки  — палочек. Первичная терапевтическая ми-
шень Лукстурна — клетки пигментного эпителия 
сетчатки, а фоторецепторы являются вторичной 
мишенью с точки зрения восстановления зри-
тельной функции [4].

После одобрения препарата Лукстурна по-
явились сообщения о хориоретинальной атро-
фии (ХРА) после применения ГТ, как вокруг ме-
ста ретинотомии (места введения препарата), 
так и около крупных сосудов сетчатки. ХРА — это 
атрофия наружных слоев сетчатки, пигментного 
эпителия и хориокапиллярного слоя сосудистой 
оболочки сетчатки. Рост очагов ХРА наблюдал-
ся в течение нескольких месяцев, особенно 
у наиболее молодых пациентов, у которых изна-
чально наблюдались наилучшие показатели эф-
фективности ГТ. Степень прогрессии ХРА после 

введения препарата Лукстурна превышала есте-
ственное течение заболевания при сравнении 
с историческими морфологическими парамет-
рами пациентов, не получавших данную ГТ. 
Были исключены несколько причин ХРА, такие 
как последствия хирургического вмешательства 
в процессе введения препарата или иммунный 
ответ и воспаление. Далее была выдвинута 
гипотеза, основанная на усилении метаболи-
ческой активности сетчатки после «спасения» 
фоторецепторов с помощью ГТ [4].

Сетчатка в состоянии дегенерации имеет 
меньшую потребность в кислороде и меньше 
снабжается кислородом. Большинство слу-
чаев дегенерации сетчатки, включая опосре-
дованные мутациями RPE65, сопровождается 
истощением ее сосудов. Если такое состояние 
пониженного метаболизма внезапно изменя-
ется в результате вмешательства, приводяще-
го к повышению функциональной активности 
фоторецепторов и, следовательно, всех клеток 
внутренней сетчатки, может ли дегенерировав-
шая система с низким содержанием кислорода 
справиться с этим после многих лет дегенера-
ции? То, что случаи ХРА наблюдались преимуще-
ственно у молодых взрослых пациентов и под-
ростков с высоким уровнем «спасения» палочек, 
может указывать на причинно-следственную 
связь эффективности и безопасности. Если 
это так, то функциональное восстановление 

Наименование 
ГенЛП

GTP name

Показание
Indication

Описание, вектор 
доставки

Description, delivery 
vector

Промо-
тор

Promoter

Доза
Dose

Год одобре-
ния FDA/ЕМА
Year of FDA/
EMA approval

Стоимость 
терапии
List price

Неоваскулген13

Neovasculgen13
Ишемия нижних 
конечностей ате-
росклеротического 
генеза
Atherosclerotic 
ischaemia of the lower 
limbs

В/м введение гена 
фактора роста 
сосудов VEGF-165, 
плазмида
I.m. injection of the 
vascular growth factor 
gene VEGF-165, plasmid

CMV 1,2 мг
1.2 mg

2011 78 600 рублей
78,600 ₽

Апстаза14

(эладокаген 
эксупарвовек)
Upstaza14 

(eladocagene 
exuparvovec) 

Дефицит декарбок-
силазы ароматиче-
ских L-аминокислот
Aromatic L-amino 
acid decarboxylase 
deficiency

Введение внутри 
базального ядра го-
ловного мозга AAV2 
c геном декарбокси-
лазы
Intraputaminal delivery 
of the decarboxylase 
gene, AAV2

CMV 1,8×1011 гк 
(общая 
доза)

1.8×1011 gc  
(total 
dose)

2022* 3 710 000 
долларов США
3,710,000 USD

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. * — не зарегистрирован в Российской Федерации; в/м — внутримышечно; в/в — внутривенно; AAV — вектор 
на основе аденоассоциированного вируса; HSV-1 — вектор на основе человеческого вируса герпеса 1 типа; гк — геномные 
копии; БОЕ — бляшкообразующие единицы.
Note. *, not approved in Russia; i.m., intramuscular; i.v., intravenous; AAV, adeno-associated virus vector; HSV-1, human herpes 
simplex type 1 virus vector; gc, genome copies; PFU, plaque forming units.

Продолжение таблицы 1
Table 1 (continued)

13	 https://neovasculgen.info/instruktsiya-po-primeneniyu
14	 https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/upstaza-epar-public-assessment-report_en.pdf
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дегенерированной ткани может привести к ме-
таболическому и окислительному дисбалансу, 
что впоследствии приведет к гибели клеток 
[4]. Если эта гипотеза верна, то в худшем слу-
чае данная ГТ не просто не позволит сохранить 
зрение в течение взрослой жизни, но и после 
первых лет видимой эффективности приве-
дет к ускоренной потере зрения по сравнению 
с нелечеными пациентами. Безусловно, это 
предположение требует большего времени 
наблюдательных КИ и большей выборки па-
циентов. Однако данный пример подчеркивает 
как опасность излишне упрощенного взгляда 
на ГТ, так и то, что восстановление функции де-
фектного гена должно рассматриваться с пози-
ций системной биологии.

Определение терапевтического окна — 
важная часть разработки патогенетической 
терапии наследственных заболеваний

Большие ожидания направлены на ГТ на-
следственных заболеваний как на универсаль-
ный инструмент, позволяющий воздействовать 
на причину развития патологий. Критически важ-
ным для сохранения не только жизни, но и каче-
ства жизни пациентов является своевременное 
применение ГТ. Многие наследственные заболе-
вания прогрессируют достаточно быстро и свя-
заны с потерей функций, навыков, дисрегуляци-
ей нормального клеточного и тканевого обмена, 
а также разрушением клеток и тканей, в норме 
экспрессирующих целевой белок. На поздних 
стадиях развития заболевания применение ГТ 
может оказаться неэффективным из-за необра-
тимости изменений, произошедших в организме 
на фоне мутации и потери большей части кле-
ток, являющихся мишенью терапии.

В связи с этим необходимо изучение есте-
ственного течения наследственного забо-
левания в каждом индивидуальном случае 
и определение «терапевтического временно-
го окна»  — наиболее благоприятного периода 
для лечения с восстановлением функций. В слу-
чае орфанных болезней изучение естественно-
го течения осложняется небольшой выборкой 
и гетерогенностью пациентских групп, харак-
терным для некоторых наследственных забо-
леваний разнообразием мутаций, влиянием 
на прогрессирование заболевания генов-моди-
фикаторов. Следует отметить, что определение 
оптимального возрастного периода для при-
менения ГТ практически невозможно предска-
зать по результатам доклинических исследова-
ний. Последствия мутаций, которые вызывают 

развитие патологий, не всегда воспроизводятся 
на животных моделях соответствующих забо-
леваний. К тому же довольно сложно аппрокси-
мировать возраст животных и возраст пациентов.

Возможности применения ГТ на ранних сро-
ках развития патологии, а тем более на пре-
симптоматической стадии неразрывно связа-
ны с возможностями диагностики заболевания. 
Единственный на сегодня препарат Элевидис 
(деландистроген моксепарвовек) для замести-
тельной ГТ миодистрофии Дюшенна одобрен 
Управлением по контролю за качеством продук-
тов питания и лекарственных средств США (Food 
and Drug Administration, FDA) по ускоренному 
механизму для введения амбулаторным паци-
ентам в возрасте 4–5 лет15. При этом средний 
возраст (медиана) установления диагноза среди 
пациентов с МДД равен 4,9 (4,8) года [7], а от по-
явления первых признаков заболевания до уста-
новления диагноза проходит в среднем 2,2 года. 
Позднее применение ГТ может стать не только 
неэффективным, но даже опасным для пациен-
тов. Известно о смертельных случаях примене-
ния ГТ у пациентов с МДД на поздних стадиях 
развития заболевания (16 и 27 лет) в рамках КИ 
(NCT03362502, NCT05514249).

На примере препарата Золгенсма (онасемно-
ген абепарвовек) для лечения спинальной мы-
шечной атрофии на группе пациентов в пре-
симптоматической стадии заболевания была 
продемонстрирована феноменальная эффек-
тивность своевременно проведенной ГТ. У всех 
14 пациентов после введения препарата опре-
делены показатели по шкалам оценки двига-
тельного развития на уровне здоровых детей 
на протяжении 18 мес. наблюдения [6]. Таким 
образом, наиболее адекватной стратегией диа-
гностики редких наследственных заболеваний 
с целью применения ГТ на пресимптоматиче-
ской стадии является неонатальный скрининг 
[6]. Отдельно стоит упомянуть ультраорфанные 
наследственные заболевания (со встречаемо-
стью менее 1 на 1 000 000 новорожденных), 
для которых предпринимаются попытки прове-
дения пациент-специфической генной терапии.

Принимая во внимание временные затра-
ты на диагностику, в том числе генетическую, 
для установления диагноза и связи обнару-
женного фенотипа с ультраредкими мутациями 
в геноме, возможность разработки эффектив-
ной ГТ на современном этапе научно-техниче-
ского развития является труднореализуемой. 
В связи с этим требуется создание платформен-
ных решений, позволяющих в короткие сроки 

15	 https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/tissue-tissue-products/elevidys
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создавать и сканировать кандидатные препара-
ты в пациент-специфических моделях и иссле-
довать их безопасность [8].

Стратегии снижения риска возникновения 
побочных эффектов при введении 
генотерапевтических препаратов

Развитие тяжелых нежелательных явлений 
при применении ГенЛП на основе AAV часто ассо-
циировано с возникновением иммунного ответа 
на высокую дозу вирусного препарата или на-
личием у пациентов сопутствующих заболева-
ний [9]. В связи с этим существуют два направле-
ния по предотвращению возможных побочных 
эффектов: тщательный отбор пациентов и при-
менение фармакотерапии для снижения по-
тенциального иммунного ответа; модификация 
самого препарата для снижения дозы и удале-
ния провоцирующих иммунитет факторов.

Пациентоориентированный подход
Считается, что AAV не патогенен для чело-

века, тем не менее пациент может иметь ис-
торию контакта с природным серотипом AAV, 
в результате чего в его организме образуются 
иммунные клетки памяти. Учитывая быстрые 
и сильные иммунные реакции, которые инду-
цируются после формирования иммунологи-
ческой памяти, необходимо идентифицировать 
и исключить лиц со сформированным адап-
тивным иммунитетом к конкретному серотипу 
AAV. Существующий иммунитет определяется 
путем выявления титров антител к опреде-
ленному антигену, а пороговые значения тит-
ра используются как один из критериев от-
бора пациентов. Следует отметить, что среди 
разработчиков ГенЛП нет единого протоко-
ла определения предсуществующих антител. 
Варьируют как вид самого анализа, что при-
водит к выявлению разного типа антител (ней-
трализующие, связывающие), так и пороговые 
значения [10]. Предельные значения титра ан-
тител часто определяются в доклинических 
исследованиях и после этого проверяются 
для клинического использования. Например, 
анализ трансдукции трансгена у макак-резус 
после изолированной перфузии конечностей 
AAVrh74.MCK.micro-dys.FLAG показал, что у жи-
вотных с ранее существовавшими титрами ан-
тител к AAVrh74 >1:400 наблюдалась сниженная 
экспрессия трансгена по сравнению с животны-
ми с титрами антител к AAVrh74 ≤1:400 [10]. Эти 
доклинические исследования на приматах по-
служили основой для установления критериев 
отбора в последующих КИ. Разработка универ-
сальных протоколов оценки пороговых значений 

позволила бы оптимизировать применение ГТ 
и, вероятно, расширила бы группы пациентов, 
для которых такая терапия применима.

Возможные иммунные реакции на рекомби-
нантные вирусные векторы не ограничиваются 
адаптивным гуморальным иммунитетом. В свя-
зи с разнообразием таких реакций введение 
AAV препаратов при ГТ проводят в сочетании 
с системными кортикостероидами. Например, 
кортикостероиды назначались всем пациентам, 
получившим препараты Лукстурна, Золгенсма 
и Элевидис в течение 7, 30 и 60 сут соответ-
ственно. При проведении ГТ при гемофилии 
(Гемгеникс, Роктавиан) иммуносупрессия кор-
тикостероидами проводится при повышении 
трансаминаз. На фоне такой терапии возможны 
иммуноопосредованные побочные эффекты, 
к тому же назначение системных иммуносу-
прессантов само по себе также может вносить 
свой вклад в развитие нежелательных явлений. 
Многие исследовательские работы посвящены 
подбору более эффективной и безопасной фар-
макотерапии для снижения иммунного ответа 
на AAV препараты [11, 12].

Подходы, направленные на модификацию 
препаратов

Для достижения эффективной трансдукции 
целевых клеток используется системное вве-
дение высоких доз рекомбинантных AAV вплоть 
до 1,33×1014 геномных копий на килограмм 
(гк/кг) в случае препарата Элевидис (табл. 1). 
Одновременно с трансдукцией целевых клеток 
вирусный капсид и терапевтический ген могут 
попадать в нецелевые ткани и органы, прово-
цируя развитие побочных реакций. Так, неже-
лательная трансдукция печени может вызывать 
разрушение гепатоцитов, что клинически выра-
жается в повышении в сыворотке крови уров-
ня трансаминаз (АЛТ, АСТ), наиболее частом 
побочном эффекте при системном введении 
препаратов на основе AAV. Гепатотоксичность 
стала причиной нескольких смертельных слу-
чаев применения ГТ на основе AAV в КИ у па-
циентов с Х-сцепленной миотубулярной миопа-
тией и в наблюдательных пострегистрационных 
исследованиях у пациентов со спинальной мы-
шечной атрофией [9]. В связи с этим в настоящее 
время проводятся исследования ГенЛП на осно-
ве AAV с модификацией капсидов и с введени-
ем генетических конструкций для увеличения 
трансдукции и уровня экспрессии в целевых 
клетках одновременно со снижением нецеле-
вой доставки. В перспективе такая оптимиза-
ция может привести к уменьшению необходи-
мой для достижения терапевтического эффекта 
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дозы препаратов и снижению связанной с пре-
паратом токсичности, а также потенциально 
может способствовать сокращению расходов 
на производство.

Модификация аминокислотной последова-
тельности капсидных белков. Одобренные в на-
стоящее время и находящиеся на продвинутых 
стадиях КИ препараты ГТ созданы с использова-
нием капсидов природных серотипов AAV чело-
века (2, 5, 9) и приматов (rh74) (табл. 1). Для уси-
ления тропизма к целевым тканям и придания 
других функций на основе природных серотипов 
AAV создаются новые генно-инженерные капси-
ды. Успехи в этом направлении стали возможны 
благодаря определению трехмерной структуры 
капсидов AAV [13, 15] и локализации позиций 
в капсидных белках для вставки экспонируемых 
пептидов, необходимых для процесса зараже-
ния клеток вирусом [15]. Например, положение 
после аминокислотного остатка Q588 в бел-
ке VP1, находящемся в вариабельном регионе 
VR-VIII капсида AAV9, было охарактеризовано 
как оптимальное для вставки экспонируемых 
пептидов для дальнейшей селекции модифици-
рованных вариантов, обладающих повышенным 
тропизмом к мышечным клеткам. В работах двух 
исследовательских групп описаны варианты, 
эффективно трансдуцирующие клетки сердца, 
диафрагмы и скелетных мышц мышей и при-
матов: MyoAAV 2A и MyoAAV 4E [15] и AAVMYO 
[17]. При введении данных капсидов в дозах, 
на порядок меньших, чем стандартные, удава-
лось достичь уровня экспрессии трансгена, схо-
жего с AAV9. Все лучшие выбранные варианты 
капсида включали трипептид Arg-Gly-Asp (RGD) 
в первых трех позициях встроенного семичлен-
ного пептида. Наиболее вероятным кандидатом 
для связывания RGD-пептида в мышцах является 
интегрин α7β1, который присутствует в изоби-
лии во всех типах мышц, является рецептором 
ламинина и играет важную роль в развитии 
и функционировании мышечных клеток. Однако 
с антигенными свойствами RGD-пептида может 
быть связана потенциальная проблема. В связи 
с этим было высказано опасение о вероятной бо-
лее высокой иммуногенности MYO модификаций 
AAV [18]. Иммуногенность полученных капси-
дов не изучалась экспериментально ни в одной 
из групп, использующих RGD-экспонирующие 
варианты AAV, однако в дальнейшем предстоит 
определить, не нивелирует ли повышенная им-
муногенность капсидов с RGD-пептидом эффект, 
достигнутый снижением дозы.

В пилотных экспериментах на животных 
моделях заболеваний перечисленные выше 
и другие генно-инженерные капсиды были 

успешно использованы для коррекции феноти-
па при МДД [16], Х-сцепленной миотубулярной 
миопатии [19], болезни Помпе [20]. В исследо-
ваниях продемонстрировано, что повышение 
тропизма капсидов к мышцам снижает неспе-
цифическое заражение гепатоцитов, что может 
иметь положительный эффект при клиническом 
применении ГенЛП [16].

При модификации капсида AAV2 для уве-
личения тропизма к сердцу с использованием 
пептидов THGTPAD и NLPGSGD выявлено значи-
тельное повышение эффективности заражения 
кардиомиоцитов при снижении уровня трансдук-
ции нецелевых тканей, а также более низкая им-
муногенность данных серотипов на мышах [21]. 
В эксперименте in vivo этот капсид превосходил 
широко использующийся для доставки трансге-
нов в сердце AAV9 [21].

Направленная модификация капсидов 
AAV9 привела к созданию и новых нейротроп-
ных серотипов MDV1A и MDV1B, обеспечиваю-
щих эффективную доставку в нейроны на моде-
ли мышей, а также PAL-капсидов (proline arginine 
loop), показавших высокий уровень доставки 
в нейроны на модели приматов [22]. При этом 
капсиды, эффективные на мышах, не демонстри-
ровали повышенного тропизма у приматов. 
PAL-серотипы обеспечивали небольшое до-
стоверное увеличение экспрессии трансгена 
по сравнению с AAV9 при сниженной вирусной 
нагрузке в нецелевых органах, таких как печень, 
почки, легкие, тимус.

Следует отметить, что в перечисленных выше 
работах модификация капсидов для увеличения 
показателей трансдукции определенных типов 
клеток приводила также и к снижению уровня 
заражения нецелевых органов. Одновременно 
с этим предпринимаются направленные попыт
ки точечных модификаций капсида с целью 
снижения уровня доставки (детаргетирования, 
detargeting) нецелевых органов, в первую оче-
редь печени. В работе K. Adachi с соавт. [23] 
на основе данных проведенного скрининга му-
тантных капсидов AAV были обнаружены ами-
нокислоты на поверхности AAV9, ответственные 
за трансдукцию тканей, в первую очередь пе-
чени. На основе этих данных были предложе-
ны новые варианты капсидов AAV, обладающих 
более низким накоплением в печени, например 
P504A/G505A-мутанты. При этом модификация 
снижала эффективность трансдукции и целевых 
органов, например сердца. Позже было проде-
монстрировано, что внесение упомянутых му-
таций приводит к снижению уровня доставки 
в печень и в случае других созданных на осно-
ве AAV9 генно-инженерных капсидов. Серотип 
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AAVMYO-LD (liver detargeting, LD) заметно хуже 
накапливался в печени мышей по сравнению 
с исходным серотипом AAVMYO, однако вместе 
с этим снизилась и эффективность трансдукции 
диафрагмы, сердца и скелетных мышц. Кроме 
того, внесение LD-мутаций привело к снижению 
эффективности продукции вирусов в отличие 
от исходной модификации [17].

С помощью изменения аминокислотной по-
следовательности экспонируемых пептидов 
удалось добиться того, что предсуществующие 
антитела к природным серотипам AAV не узна-
ют их модифицированные варианты. В работе 
J.  Han с соавт. [24] с использованием подхо-
да рационального дизайна получены мутанты 
с повышенной эффективностью трансдукции 
в сочетании со сниженной иммуногенностью. 
В качестве объекта исследования использова-
ли капсиды AAV8 и AAVS3, обладающие есте-
ственным тропизмом к печени. Был проведен 
скрининг мутантов с измененным PLA-мотивом 
VP1/2, который участвует в высвобождении AAV 
из эндосом, и мутантов с изменениями после-
довательности аминокислот, подвергающихся 
N-гликозилированию. Полученные варианты 
обеспечивали более высокую эффективность 
трансдукции в клеточных линиях карциномы пе-
чени и первичных гепатоцитах, а также в других 
клеточных линиях тканей человека. Важно от-
метить, что все проверенные варианты показали 
меньшую чувствительность к нейтрализующим 
антителам in vitro и in vivo. Более того, профили 
антител после in vivo трансдукции модифициро-
ванными капсидами отличались от их родитель-
ских капсидов AAV [24].

Один из наиболее популярных подходов 
для модификации AAV основан на использова-
нии N-ацетилгалактозамина (GalNAc). Рецептор 
асиалогликопротеина (ASGP-R), высокоэкспрес
сируемый на поверхности гепатоцитов, пред-
ставляет собой углеводсвязывающий белок, 
который распознает и связывает GalNAc или ос- 
татки галактозы. В работе M. Mével с соавт. [25] 
был разработан метод химической модифика-
ции AAV с помощью GalNAc и показано значи-
тельное увеличение трансдукции гепатоцитов 
in  vitro по сравнению с немодифицированным 
AAV. При введении мышам модифицирован-
ного AAV наблюдалась индукция меньшего 
уровня антикапсидных антител по сравнению 
с природными векторами AAV2. Универсальный 
подход, основанный на биоконъюгации, пред-
ставляет значительный интерес для регуляции 
иммунореактивности и тропизма капсида AAV 
[25]. В другом исследовании также исполь-
зовался подход химической модификации 

реакционноспособных открытых остатков ли-
зина. In vitro было показано, что капсид AAV9, 
модифицированный N-этилмалеимидом (NEM), 
усиливал экспрессию генов в культуре эндоте-
лиальных клеток человека. In vivo при введении 
AAV9-NEM наблюдалось увеличение уровня 
трансдукции костного мозга и снижение транс-
дукции ткани печени по сравнению с немоди-
фицированным AAV9 [26].

Для экранирования эпитопов AAV от нейтра-
лизующих антител был предложен подход по со-
зданию AAV, инкапсулированных во внеклеточ-
ные везикулы (EV-AAV). При использовании 
этого препарата для доставки генов в кардио-
миоциты было продемонстрировано, что EV-AAV 
доставлял значительно больше геномных копий, 
чем немодифицированный AAV в присутствии 
нейтрализующих антител в левый желудочек че-
ловека, а также в кардиомиоциты, полученные 
из плюрипотентных стволовых клеток человека 
in vitro и в сердце мыши in vivo. Эффективность 
такой системы доставки была продемонстри-
рована на мышиной модели инфаркта на фоне 
предварительной иммунизации AAV [27].

Следует отметить, что за последние несколь-
ко лет создание нового генно-инженерно-
го капсида перестало быть трудозатратной 
и длительной задачей. Все больше разработ-
чиков отдают предпочтение таким вариантам 
в надежде на более высокую эффективность 
и безопасность, а также патентную защиту своих 
разработок.

Модификация генома рекомбинантного ААV. 
Изменения генетической конструкции AAV мо-
гут быть внесены для увеличения уровня экс-
прессии, что в конечном счете может приве-
сти к снижению необходимой дозы препарата. 
Минимальными и достаточными элементами 
для контроля экспрессии трансгена являют-
ся промотор и сигнал полиаденилирования. 
Помимо них широко используются энхансеры, 
интроны и посттранскрипционные регулятор-
ные элементы, которые в определенных комби-
нациях могут в разы увеличивать уровень экс-
прессии трансгена [28].

Эффективность генной терапии напрямую за-
висит от выбранного промотора, который контро-
лирует экспрессию целевого гена. Сильные 
конститутивные промоторы небольшого разме-
ра способны обеспечивать высокие уровни экс-
прессии. Однако экспрессия, запускаемая ими 
в нецелевых клетках, способна вызвать актива-
цию клеточных и гуморальных иммунных отве-
тов на трансген. К тому же вирусные промоторы 
быстро метилируются во многих типах клеток, 
что приводит к снижению эффективности со 
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временем. Для первых одобренных AAV препа-
ратов было характерно использование консти-
тутивных промоторов (Глибера, Лукстурна, 
Золгенсма), а в более поздних разработках уже 
применялись тканеспецифичные печеночные 
(Роктавиан, Гемгеникс) и мышечные (Элевидис) 
промоторы (табл. 1). Для увеличения специфич-
ности экспрессии трансгенов создаются новые 
высокоэффективные тканеспецифичные промо-
торы [29].

В ряде исследований in vivo продемонстриро-
вано возникновение иммунной толерантности 
к трансгену при небольшом уровне его экспрес-
сии в печени [30]. В работе P. Colella с соавт. [31] 
предложен подход комбинирования различ-
ных тканеспецифичных промоторных элемен-
тов для экспрессии терапевтических трансге-
нов как в тканях-мишенях, так и в гепатоцитах. 
С этой целью использовали энхансер аполипо-
протеина E, элементы промотора антитрипсина 
альфа-1 человека и короткий синтетический про-
мотор spC5.12, который активен как в сердечной, 
так и в скелетных мышцах и ранее успешно при-
менялся на крупных животных моделях мышеч-
ной дистрофии. Авторы показали, что исполь-
зование эффективных тандемных промоторов 
предотвращало формирование иммунных отве-
тов на трансген после системной доставки гена 
кислой альфа-глюкозидазы (GAA) с помощью AAV 
у иммунокомпетентных мышей линии Gaa-/-. Также 
было продемонстрировано, что неонатальная 
генная терапия с помощью AAV8 или AAV9 у мы-
шей Gaa-/- приводила к стойкому терапевтическо-
му эффекту при использовании тандемного пе-
ченочно-мышечного промотора (LiMP), который 
обеспечивал высокую и стабильную экспрессию 
трансгена. Данный промотор использовали так-
же для доставки трансгена в составе генно-инже-
нерного капсида AAV-MT (muscle transduction). 
Эта комбинация капсида и промотора с улучшен-
ной экспрессией в мышечных клетках и специ-
фичностью позволила обеспечить повышение 
клиренса гликогена в сердечных и скелетных 
мышцах взрослых мышей линии Gaa-/-. У ново-
рожденных Gaa-/- мышей полное восстановление 
содержания гликогена и мышечной силы наблю-
далось через 6 мес. после инъекции AAV [32].

Помимо традиционных подходов, основан-
ных на повышении специфичности трансдук-
ции и транскрипции, микроРНК-зависимое 
посттранскрипционное подавление становится 
новой эффективной технологией для регулиро-
вания экспрессии трансгена [33, 34]. МикроРНК 
представляют собой небольшие некодиру-
ющие РНК, чья экспрессия часто специфич-
на для ткани или стадии дифференцировки. 

Обычно они регулируют экспрессию генов пу-
тем связывания с комплементарными последо-
вательностями в 3'-нетранслируемой области 
(UTR) мРНК. Для контроля экзогенной экспрес-
сии трансгена тандемные повторы искусствен-
ных сайтов-мишеней микроРНК (miR-BS) обыч-
но включают в 3'-UTR область экспрессионной 
кассеты трансгена, что приводит к последующей 
деградации транскрипта в клетках, экспресси-
рующих соответствующую микроРНК. Многие 
подходящие микроРНК, избирательно пред-
ставленные в отдельных тканях, уже опреде-
лены. В частности, микроРНК-122 — микроРНК, 
почти исключительно экспрессируемая в ткани 
печени. В нескольких исследованиях было пока-
зано успешное подавление экспрессии трансге-
на в печени, опосредованное микроРНК-122 [33]. 
Однако специфической экспрессии микроРНК 
может быть недостаточно для достижения силь-
ного микроРНК-зависимого подавления экс-
прессии трансгена.

Важным звеном при формировании им-
мунного ответа являются антигенпрезенти-
рующие клетки. С целью снижения трансген-
специфических иммунных ответов и разработки 
безопасных генетических конструкций в ре-
зультате in vitro скрининга был подобрана ком-
бинация микроРНК-142BS и микроРНК-652-5pBS, 
которая значительно подавляла экспрессию 
трансгена в антигенпрезентирующих клетках, 
но сохраняла высокий уровень его экспрес-
сии в мышечных клетках. При внутримышеч-
ной доставке препаратов AAV1 c элементами 
микроРНК-142/652-5pBS были достигнуты более 
высокие уровни экспрессии трансгена, чем пре-
дыдущие конструкции, а также выявлено эф-
фективное ингибирование активации цитоток-
сических Т-лимфоцитов и Th17 [35].

Для регулируемой экспрессии трансге-
на также предложен подход на основе РНК-
интерференции. В работе M. Subramanian с соавт. 
[36] разработана конструкция, одновременно 
содержащая как короткую шпилечную РНК, так 
и сайты ее связывания. Для индукции трансге-
на использовали технологию REVERSIR  — син-
тетический высокоаффинный олигонуклеотид, 
комплементарный направляющей цепи короткой 
шпилечной РНК, позволяющий подавить РНК-
интерференцию и быстро восстановить экспрес-
сию трансгена. Полученные результаты созда-
ют концептуальную основу для регулируемых 
переключателей на основе РНК-интерференции 
и динамической модуляции экспрессии генной 
терапии с возможностью снижения частоты до-
зирования в клинических условиях [36]. Для до-
стижения регулируемой экспрессии трансгена 
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были апробированы и тетрациклин-зависимые 
промоторные элементы. Так, репортерная систе-
ма на основе AAV1 была использована для оцен-
ки длительности экспрессии трансгена в ответ 
на доксициклин. Авторы продемонстрирова-
ли, что экспрессия целевого белка сохраняется 
вплоть до 5 лет после введения [37].

В работе X. Wu с соавт. [38] была предложена 
трансгенная система, индуцируемая мусконом 
(AAVMUSE), на основе мышиного обонятельного 
рецептора, связанного с G-белком (MOR215-1), 
и синтетического промотора, реагирующего 
на цАМФ. При воздействии триггера мускон свя-
зывается с MOR215-1 и активирует сигнальный 
путь цАМФ, инициируя экспрессию трансгена. 
Применение AAVMUSE обеспечивало зависи-
мый от дозы и времени воздействия мускона 
контроль экспрессии люциферазы в печени 
или легких мышей в течение как минимум 20 нед. 
Была продемонстрирована эффективность си-
стемы AAVMUSE для коррекции фенотипа на мо-
делях мышей с хроническими воспалительными 
заболеваниями: неалкогольная жировая болезнь 
печени и аллергическая астма [38].

Активация адаптивного иммунитета возмож-
на посредством распознавания гипометили-
рованных CpG мотивов доставленной генети-
ческой конструкции рецептором TLR9 (toll-like 
receptor  9), что в дальнейшем запускает об-
разование цитотоксических Т-лимфоцитов. 
Повышение содержания CpG-мотивов часто 
достигается за счет оптимизации конструкций, 
например оптимизации кодонов. В доклиниче-
ских и клинических исследованиях ГенЛП про-
демонстрирована зависимость развития цито-
токсической иммунной реакции от содержания 
в препарате CpG-мотивов, которая, в свою оче-
редь, приводила к быстрой потере трансгена 
[39, 40]. В работе J.F. Wright с соавт. [41] предло-
жена методика количественной оценки по-
тенциала генетической конструкции к актива-
ции TLR9 на основе содержания CpG-мотивов. 
Показано, что терапевтические AAV, близкие 
по содержанию CpG-мотивов к человеческому 
геному, наиболее безопасны для клиническо-
го применения. Помимо снижения содержания 
CpG-мотивов предложен вариант использова-
ния ДНК последовательностей, блокирующих 
TLR9 рецепторы [42].

Технология производства AAV: прошлое, 
настоящее и будущее

В настоящее время AAV являются золотым 
стандартом для препаратов генной терапии. 

С момента регистрации первого препарата 
ГенЛП Глибера (2012, EMA)16 технология произ-
водства претерпела значительное усовершен-
ствование. Основными драйверами модерниза-
ции являются ограниченные производственные 
мощности при текущей низкой производитель-
ности процесса, которые не в состоянии обеспе-
чить постоянно растущие потребности в препа-
ратах, и высокая стоимость курса терапии.

Транзиторная трансфекция плазмидной ДНК 
клеточной линии HEK-293 остается наиболее 
распространенным методом производства AAV. 
Обычно для трансфекции используются три 
плазмиды, первая из которых несет терапевти-
ческий ген интереса (gene of interest, GoI), вто-
рая — гены капсида AAV и репликации (rep/cap) 
и третья хелперная  — дополнительные гены 
аденовируса, необходимые для репликации AAV 
внутри клетки-хозяина HEK-293.

Первая технология производства представ-
ляла собой культивирование клеток, прикреп-
ленных к стенке сосуда (адгезионная культу-
ра), с использованием среды, содержащей 
фетальную сыворотку крупного рогатого скота 
[43, 44]. По аналогии с эволюцией технологии 
производства моноклональных антител (мАТ) 
такая технология трудно масштабируема из-за 
невозможности культивирования большого ко-
личества культуральных флаконов, роллерных 
бутылей, флаконов типа CellStack и др. [45, 46]. 
Первым шагом к масштабированию технологии 
культивирования стало появление биореак-
торов с неподвижным слоем микроносителей 
iCELLis™ (Pall), в которых площадь поверхности 
культуры в одном сосуде достигала 500 м2 (эк-
вивалентно 3000 роллерных флаконов площа-
дью 1700 см2), обеспечивая при этом некоторую 
степень контроля процесса за счет поддержания 
достаточного газообмена, питательных веществ, 
а также уменьшения накопления метаболитов 
клеточной культуры, таких как аммиак и молоч-
ная кислота [47].

Тем не менее эти системы ограничены по пло-
щади поверхности, плотности клеток, которую 
можно достичь, и в конечном счете требуют до-
полнительного масштабирования для удовле-
творения потребности в препаратах. Указанные 
ограничения, а также проблема использова-
ния компонентов животного происхождения 
способствовали дальнейшему совершенствова-
нию технологии, что привело к появлению пита-
тельных сред для суспензионных культур клеток 
HEK-293 и позволило масштабировать техно-
логию культивирования от настольных систем 

16	 https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/glybera
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до биореакторов с осевым перемешиванием ин-
дустриального масштаба (до 2000 л) [48].

Параллельно с усовершенствованием техно-
логии культивирования за прошедшее десяти-
летие в производстве ГенЛП произошли значи-
тельные изменения и в стадии очистки вирусных 
частиц. Можно выделить следующие основные 
тенденции: повышение доли содержания пол-
ных частиц за счет удаления как пустых капси-
дов, так и частично заполненных; более эффек-
тивная очистка от примесей (остаточная РНК 
и ДНК), связанных с процессом производства; 
повышение эффективности очистки для сниже-
ния производственных затрат. Одним из суще-
ственных достижений за последние годы стало 
появление аффинных сорбентов, позволяющих 
эффективно выделять вирусные частицы из кле-
точного лизата, в котором вирусные частицы 
являются минорным компонентом [49]. Более 
того, появились новые типы хроматографиче-
ских сред, такие как монолитные или мембран-
ные сорбенты, которые могут обеспечить более 
высокую производительность по сравнению 
с традиционными смолами. Одним из приме-
ров является подход к разделению фаз системы 
жидкость-жидкость, основанный на связывании 
гидрофобного аффинного сорбента с вирусными 
частицами в клеточном лизате. Это сочетается 
с тангенциальной фильтрацией потока для полу-
чения очищенного материала [50]. Другим при-
мером является одноразовая проточная си-
стема, в которой в рециркуляционном протоке 
используется хроматографическая смола. В этой 
системе различные технологические буферы 
смешиваются и могут циркулировать в потоке 
вместе с исходным лизатом. При их применении 
в оптимальной последовательности очищенный 
материал элюируется в отдельную емкость [51].

Разделение пустых и полных капсидов также 
является одним из направлений в очистке AAV, 
в котором достигнуты определенные успехи. 
В начале развития технологии единственным 
методом являлось ультрацентрифугирование 
в градиенте плотности CsCl или йодиксанола 
[52, 53], однако этот способ трудномасштаби-
руемый и вызывает сложности с точки зрения 
требований GMP. Сложности с развитием хро-
матографических методов были связаны с тем, 
что разделение различных форм AAV возможно 
только по заряду, однако значения изоэлектри-
ческой точки у пустых, заполненных и частич-
но заполненных крайне близки. Тем не менее 
за последние годы в этом направлении достиг-
нут прогресс [53]. В частности, в совместном 

исследовании АО «ГЕНЕРИУМ» и ООО «Марлин 
Биотех» по разработке ГенЛП на основе AAV 
удалось оптимизировать технологию очистки 
на основе анионообменной хроматографии, 
позволяющую производить препарат с 90% 
содержанием заполненных AAV. После этой 
стадии остается только один раунд препара-
тивного центрифугирования, в гораздо мень-
шем масштабе, для того чтобы добиться чисто-
ты, установленной разработчиком, в целевом 
профиле качества продукта. Предложенный 
подход значительно повышает возможности 
масштабирования и воспроизводимости про-
цесса, а также отвечает всем современным тре-
бованиям GMP.

Несмотря на достигнутые успехи в области 
производства AAV, нерешенной проблемой 
по-прежнему остается высокая себестоимость 
производства, а следовательно, ограниченная 
доступность терапии для пациентов вследствие 
ее стоимости. Текущие усилия разработчиков 
направлены на повышение исходного титра AAV 
в процессе культивирования. В настоящее вре-
мя можно выделить несколько основных трен-
дов: совершенствование трехплазмидной тех-
нологии; использование модифицированного 
хелперного аденовируса; получение клеточной 
линии, в геном которой интегрированы гены 
для экспрессии AAV (для отхода от трансфекции 
клеток в каждом цикле производства).

Совершенствование плазмидной технологии 
заключается в поиске эффективных трансфекци-
онных агентов, культуральных сред и подпиток, 
подборе клона родительской клеточной линии 
HEK-293 и оптимизации генетических конструк-
ций плазмид pRepCap и pHelper. Примером та-
кой технологии является платформа Xcite®AAV 
(Lonza). Согласно данным разработчиков плат-
форма позволяет добиться повышения титра 
AAV в 2–8 раз в сравнении с коммерчески до-
ступными плазмидами и клеточной линией17.

Вирусная трансдукция в качестве доставки 
генетического материала в клетку более эффек-
тивна и экономична, чем трансфекция плазмида-
ми. Однако наличие дополнительного вирусного 
агента в производстве является нежелатель-
ным по соображениям безопасности. Исходя 
из того что жизненный цикл аденовируса состо-
ит из двух фаз: ранней и поздней, разработчи-
ки технологии TESSA™ (OXGENE Ltd) сконстру-
ировали модифицированные рекомбинантные 
хелперные аденовирусы, у которых происходит 
самоингибирование главного позднего промо-
тора (MLP), обеспечивая тем самым блокировку 

17	 https://www.lonza.com/knowledge-center/cellgene/brief/AAV-production-HEK293-cell-line
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собственной репликации. Вставка сайта связы-
вания репрессора тетрациклина (TetR) делает 
возможной нормальную репликацию вируса 
только в присутствии доксициклина, в отсут-
ствие же доксициклина происходит только ам-
плификация генома и экспрессия ранних генов 
хелперных функций. На первом этапе произ-
водства получают два хелперных аденовируса 
(один из которых кодирует гены rep и cap AAV, 
а второй — целевой ген AAV) в присутствии док-
сициклина. На втором этапе путем совместной 
инфекции клеток HEK-293 двумя хелперны-
ми аденовирусами в отсутствие доксициклина 
происходит наработка только AAV [55]. Важным 
преимуществом данной технологии является от-
сутствие необходимости производства большо-
го количества плазмид. По данным разработ-
чиков продуктивность технологии примерно 
в 30 раз выше, чем подхода на основе плазмид. 
Из недостатков можно отметить необходимость 
очистки финального продукта от хелперных 
аденовирусов.

Создание стабильных клеточных линий, про-
дуцирующих AAV по аналогии с производством 
мАТ, является перспективным подходом 
для повышения продуктивности. Существенное 
техническое ограничение этого подхода – ток-
сичность вирусных генов для самой экспрес-
сионной системы. Разработчики платформы 
ELEVECTA™ (Cytiva) создали индуцибельные 
клеточные линии-продуценты AAV, основан-
ные на использовании клеток HEK-293, в геном 
которых стабильно интегрированы хелперные 
гены аденовируса (E2A, E4orf6 и VA РНК ), а ток-
сичный ген rep AAV индуцируется добавлени-
ем доксициклина (система индукции Tet-on). 
Интеграция гена rep в геном стала возмож-
ной благодаря инактивации промотора p19 
при сохранении функциональности Rep78/68. 
Далее для получения финального стабиль-
ного продуцента AAV проводится трансфек-
ция этой клеточной линии конструкцией 
с желаемой серотип-специфической cap-
последовательностью, а также последователь-
ностью гена интереса. Согласно данным раз-
работчиков продуктивность перфузионного 
процесса на этой платформе составляет 1015 г/л 
с содержанием 30% заполненных капсидов 
[56]. Перспективные платформы биосинтеза 
AAV в сравнении с традиционной трехплазмид-
ной технологией обобщены в таблице 2 (опуб-
ликована на сайте журнала18).

Таким образом, технология производства AAV 
является относительно молодым направлением, 

проходящим все традиционные этапы развития 
биотехнологического производства рекомби-
нантных продуктов. В данном контексте уместна 
аналогия с эволюцией технологии производства 
мАТ. Технология производства AAV уже претер-
пела значительные изменения и продолжает 
совершенствоваться. Получившая наибольшее 
распространение плазмидная технология яв-
ляется стандартом в настоящее время, но уже 
заметен тренд на замещение ее новыми подхо-
дами с использованием рекомбинантных хел-
перных вирусов и стабильных клеточных ли-
ний. Кроме того, постоянно появляются новые 
среды, подпитки, сорбенты, фильтры и другое 
сырье. Возрастающая потребность в препаратах 
на основе AAV будет и в дальнейшем стимули-
ровать совершенствование технологии, повы-
шение продуктивности и снижение себестоимо-
сти, что в конечном счете будет способствовать 
большей доступности препаратов этого класса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенный анализ применения генной 

терапии наследственных заболеваний позво-
лил выявить ряд барьеров биомедицинского 
и технологического характера, преодоление 
которых необходимо для дальнейшего разви-
тия данного направления. Для того чтобы сде-
лать применение генной терапии оправданным 
с медицинской точки зрения и повысить ее до-
ступность для пациентов, необходимо решить 
комплекс проблем, а именно:

–– продемонстрировать долгосрочную эффек-
тивность генной терапии;

–– определить оптимальное терапевтическое окно 
для вмешательства, особенно в случаях необра-
тимых изменений при естественном прогресси-
ровании наследственного заболевания;

–– внедрить эффективную систему скрининга 
для раннего выявления наследственных за-
болеваний, для которых генная терапия воз-
можна;

–– разработать программу маршрутизации па-
циентов, учитывающую соотношение риска 
и пользы, для принятия решения о введении 
генотерапевтических лекарственных препа-
ратов;

–– путем модификации капсидов вирусов, гено-
ма вирусных векторов, подавления нецелевой 
экспрессии трансгена, применения новых спе-
цифичных промоторов повысить безопасность 
генотерапевтических лекарственных пре-
паратов (в первую очередь путем снижения 
иммуногенности), увеличить эффективность 

18	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-2-123-139-table2
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целевой доставки и снизить нецелевую до-
ставку препаратов, достичь оптимального 
терапевтического уровня долговременной це-
левой экспрессии трансгена;

–– путем разработки новых методов культивиро-
вания, очистки и трансфекции, а также путем 
создания новых клеточных линий-продуцен-
тов повысить качество генотерапевтических 
препаратов на основе вирусных векторов 
и снизить себестоимость их производства.

Пути решения данных проблем должны быть 
определены как на доклинической стадии раз-
работки, так и после первой демонстрации 
клинической эффективности генотерапевтиче-
ских препаратов. Без системного решения этих 
проблем генная терапия на основе вирусных 
векторов не сможет войти в стандарты лече-
ния не только по причине высокой финансовой 
нагрузки на здравоохранение, но и по причине 
ограниченной эффективности.
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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Развитие злокачественных новообразований ассоциировано с изменениями 
в экспрессии малых некодирующих РНК (микроРНК), что подчеркивает необходимость ис-
следований в области разработки микроРНК-направленных ингибиторов как перспектив-
ного подхода к лечению онкологических заболеваний.
ЦЕЛЬ. Сравнительная оценка и определение возможностей практического применения 
существующих в настоящее время стратегий подавления функциональной активности 
опухоль-ассоциированных микроРНК, основанных на использовании терапевтических 
нуклеиновых кислот.
ОБСУЖДЕНИЕ. Проведен анализ известных ингибиторов микроРНК на основе олиго-
нуклеотидов, характеризующихся различными механизмами действия. Ингибиторы 
микроРНК по механизму действия можно условно разделить на две группы. Первая груп-
па соединений оказывает опосредованное ингибирующее влияние либо за счет блоки-
рования функциональных связей между микроРНК и определенными мРНК-мишенями 
путем использования микроРНК-маскирующих олигонуклеотидов, либо за счет введения 
мутаций в гены микроРНК и нарушения процессов их биосинтеза с помощью системы 
CRISPR/Cas. Эти стратегии обладают сравнительно высоким биологическим потенциалом, 
однако в большинстве случаев используются в качестве поисковых инструментов для изу-
чения функциональной роли микроРНК и определения их молекулярных взаимодействий 
в процессах канцерогенеза. Вторая группа олигонуклеотидных конструкций взаимо-
действует с микроРНК-мишенями напрямую, приводя к их стерическому блокированию 
или деградации. Такие микроРНК-связывающие олигонуклеотидные конструкции пред-
ставлены множеством структурных вариантов, включая микроРНК-спонжи, РНК-зипперы, 
антисмысловые олигонуклеотиды и миРНКазы, демонстрирующие высокий терапевтиче-
ский потенциал in vitro и in vivo.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Представленный анализ биологических свойств, терапевтического потен-
циала и ключевых преимуществ разработанных микроРНК-направленных олигонуклео-
тидных конструкций позволяет обозначить области их потенциального практического 
применения при лечении злокачественных новообразований.

Ключевые слова:	 микроРНК; микроРНК-направленные олигонуклеотидные конструкции; канцерогенез; 
малые некодирующие РНК; злокачественные неоплазии; микроРНК-маскирующие 
олигонуклеотиды; CRISPR/Cas; микроРНК-спонжи; антисмысловые олигонуклеотиды; 
миРНКазы
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inhibitors of carcinogenesis
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The development of malignant neoplasms is associated with changes in the 
expression of small non-coding RNAs (miRNAs). This emphasises the need for research into the 
development of miRNA-targeted inhibitors as a promising approach to cancer treatment.
AIM. This study aimed to compare current strategies for suppressing the functional activity of 
tumour-associated miRNAs based on the use of therapeutic nucleic acids and to determine the 
application potential of these strategies.
DISCUSSION. This study analysed known oligonucleotide-based miRNA inhibitors with dif-
ferent mechanisms of action. Based on their mechanism of action, miRNA-targeted inhibit-
ors can be classified into two groups. The first group of miRNA-targeted inhibitors exhibits 
an indirect inhibitory effect, either by blocking functional connections between miRNAs and 
specific mRNA targets through the use of miRNA-masking oligonucleotides or by introducing 
mutations into miRNA genes and disrupting gene biosynthesis processes through the use of 
the CRISPR/Cas system. Despite their relatively high biological potential, these strategies 
are mostly used as search tools to study miRNA functional roles and molecular interactions 
in carcinogenesis. The second group of oligonucleotide constructs interacts with miRNA tar-
gets directly, which leads to steric blocking or degradation of oncogenic microRNAs. These 
miRNA-binding oligonucleotide constructs come in a variety of structural variants, including 
miRNA sponges, RNA zippers, antisense oligonucleotides, and miRNases, which demonstrate 
high therapeutic potential in vitro and in vivo.
CONCLUSION. The described analysis of the biological properties, therapeutic potential, and 
key advantages of the developed miRNA-targeted oligonucleotide constructs helps outline the 
areas for their potential practical application in cancer treatment.

Keywords: 	 miRNA; miRNA-targeted oligonucleotide constructs; carcinogenesis; small non-coding RNA; 
malignant neoplasms; miRNA-masking oligonucleotides; CRISPR/Cas; miRNA sponges; 
antisense oligonucleotides; miRNases
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ВВЕДЕНИЕ
Некодирующие РНК (нкРНК) являются важ-

нейшими элементами системы регуляции 
в клетке. Среди нкРНК особого внимания заслу-
живают микроРНК — короткие РНК-транскрипты 
длиной 18–25 нуклеотидов, осуществляющие 
посттранскрипционную регуляцию экспрессии 
генов [1]. МикроРНК выполняют контроль всех 
фундаментальных клеточных процессов, таких 
как пролиферация, дифференцировка, апоптоз, 
миграция, адгезия и ангиогенез [2]. Нарушение 
уровня и функциональной активности микроР-
НК приводит к глобальной патологической 
реорганизации метаболизма клеток и часто 
ассоциировано с развитием широкого спектра 
заболеваний, в том числе онкологических [3]. 
В связи с этим ведется активная разработка 
противоопухолевых препаратов на основе ми-
кроРНК-направленных терапевтических нукле-
иновых кислот.

Большинство опубликованных в настоящее 
время работ посвящены изучению роли опре-
деленных микроРНК в развитии конкретных 
типов неоплазий, оценке эффектов различных 
микроРНК-направленных конструкций in vitro 
и in vivo и анализу эффективности систем до-
ставки РНК-направленных препаратов в рамках 
противоопухолевой терапии [4–6]. Накопленный 
объем экспериментальных данных в этой обла-
сти нуждается в критическом анализе, обоб-
щающем достоинства и недостатки основных 
терапевтических микроРНК-направленных 
технологий, а также определении перспектив 
и практического назначения разработанных 
подходов, что детально рассмотрено в настоя-
щем обзоре. Представлены данные, опублико-
ванные в научных статьях и открытых интер-
нет-ресурсах за период с 2007 г., когда были 
предложены первые стратегии подавления 
функций микроРНК, по настоящее время.

Цель работы — сравнительная оценка и опре-
деление возможностей практического примене-
ния существующих в настоящее время страте-
гий подавления функциональной активности 
опухоль-ассоциированных микроРНК, основан-
ных на использовании терапевтических нукле-
иновых кислот.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
МикроРНК: от молекулярных механизмов 
к терапевтическому применению

Геном человека кодирует более 2300 уникаль
ных последовательностей микроРНК [7], 
при этом до 60% всех генов, кодирующих белки, 
подвергаются посттранскрипционной регуляции, 
обеспечиваемой микроРНК [8]. Многообразие 

функций микроРНК в организации сложных ген-
ных сетей, а также контекстно-зависимая при-
рода управления генами подчеркивает их важ-
ность в регуляции и поддержании клеточного 
гомеостаза, а также развития и функционирова-
ния целого организма.

Биогенез и механизм функционирования 
микроРНК

Синтез зрелых форм микроРНК происходит 
эндогенно [9–11]. Биогенез микроРНК иниции-
руется РНК-полимеразой II с образованием пер-
вичного транскрипта при-микроРНК  — сложно 
разветвленной шпилечной последовательно-
сти длиной до нескольких тысяч нуклеотидов. 
Далее путем последовательных этапов эндо
нуклеазного катализа происходит процессинг 
при-микроРНК. Эндонуклеазный комплекс 
Drosha-DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 
8) разрезает при-микроРНК с высвобождением 
микроРНК предшественника  — пре-микроРНК, 
которая экспортируется белком-транспортером 
Expo-5 в цитоплазму и подвергается дальнейше-
му процессингу рибонуклеазой Dicer с образо-
ванием дуплекса микроРНК длиной приблизи-
тельно 22 нуклеотида (н.). На заключительном 
этапе биогенеза белки семейства Ago распозна-
ют микроРНК-дуплекс, инициируют его плавле-
ние, приводящее к деградации «пассажирской» 
цепи (passеnger strand), и осуществляют после-
дующую сборку РНК-индуцируемого комплек-
са выключения гена RISC (RNA-induced silencing 
complex), содержащего ведущую эффекторную 
цепь микроРНК. Описанная выше схема биогене-
за характерна для большинства микроРНК, одна-
ко возможны альтернативные механизмы [11].

Основная функция микроРНК  — ингибиро-
вание мРНК-мишеней (посттранскрипционная 
регуляция), которое осуществляется путем 
комплементарного связывания затравочной об-
ласти микроРНК (seed region, 2–8 н. с 5'-конца 
микроРНК) со специфическими сайтами узна-
вания, расположенными в 3'-нетранслируемых 
областях (3'UTR) мРНК генов-мишеней [12, 13]. 
В ряде случаев это взаимодействие сопровожда-
ется образованием дополнительных компле-
ментарных пар между участком микроРНК в об-
ласти 13–16 н. с мРНК (supplementary interaction 
region, 13–16 н.) [12, 13]. Далее в сформировав-
шемся комплексе центральная область (8–12 н.) 
и 3'-концевой район (17–12/25 н.) микроРНК 
обеспечивают установление конформации ге-
теродуплекса, необходимой для последующей 
инактивации мРНК.

Посттранскрипционная регуляция мРНК-
мишеней, индуцируемая микроРНК, может  
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происходить посредством дестабилизации 
мРНК либо путем подавления трансляции [12, 
14]. Первый способ инактивации мРНК осу-
ществляется путем привлечения комплек-
сом RISC адапторного белка TNRC6 (trinucle-
otide repeat-containing gene 6) и деаденилаз 
PAN2-PAN3 (poly(A) specific ribonuclease subunits 
PAN2-PAN3) и CCR4-NOT (carbon catabolite 
repression–negative on TATA-less), укорачива-
ющих поли(А)-хвост мРНК, что вызывает ее 
дестабилизацию при помощи декэпирования 
и экзонуклеолитической 5'→3' деградации 
транскрипта. Второй способ основан на привле-
чении хеликазы DDX6 (DEAD-box helicase 6), ко-
торая способствует непосредственному ингиби-
рованию трансляции [12, 13, 15].

Накапливается все больше данных о том, 
что кроме основной функции микроРНК участ-
вуют в активации трансляции, эпигенетической 
регуляции, активации транскрипции  — процес-
сах, включающих в том числе транспорт и функ-
ционирование в ядре и митохондриях [16–18].

Стоит отметить, что микроРНК обладают 
уникальной мультифункциональностью, которая 
выражается в том, что одна микроРНК имеет 
широкий спектр мРНК-мишеней и может управ-
лять клеточными сигнальными каскадами [13]. 
Поскольку каждый сигнальный путь, как пра-
вило, регулируется несколькими микроРНК, это 
приводит к созданию сложной и мощной регу-
ляторной сети, управляющей физиологическими 
процессами в клетке как в норме, так и при па-
тологии [13].

Роль микроРНК при онкологических заболеваниях
Значительный объем данных, накоплен-

ный к данному моменту, однозначно указыва-
ет на то, что аберрантно экспрессированные 
микроРНК играют важную роль в развитии мно-
гих заболеваний человека, включая злокаче-
ственные новообразования [3], аутоиммунные 
нарушения [19], нейродегенеративные [20, 21] 
и сердечно-сосудистые заболевания [22].

Дисрегуляция экспрессии микроРНК при кан-
церогенезе происходит с вовлечением различ-
ных механизмов, включая делеции или ампли-
фикации локусов микроРНК, мутации генов 
микроРНК, эпигенетическую и транскрипцион-
ную регуляцию, посттранскрипционную моди-
фикацию, а также нарушение регуляции процес-
синга микроРНК [23]. Развитие злокачественных 
неоплазий сопровождается избытком или дефи-
цитом определенных микроРНК по сравнению 
с нормальными тканями [24]. Специфическое 
накопление онкогенных микроРНК способ-
ствует канцерогенезу за счет подавления 

генов  — супрессоров опухолей, тогда как гло-
бальная потеря микроРНК-супрессоров приво-
дит к гиперэкспрессии онкогенов. Следует под-
черкнуть, что данная классификация является 
в определенной степени условной, поскольку 
в зависимости от типа злокачественного ново-
образования некоторые микроРНК могут играть 
прямо противоположную роль [25].

МикроРНК-направленные подходы к управлению 
процессами канцерогенеза

Для эффективного подавления процессов кан-
церогенеза активно разрабатываются различные 
микроРНК-направленные конструкции, целью 
которых является восстановление уровня онко-
супрессорных микроРНК или снижение экспрес-
сии и подавление функциональной активности 
онкогенных микроРНК. Существуют два основных 
подхода для восстановления уровня онкосупрес-
сорных микроРНК: векторные вирусные системы, 
обеспечивающие постоянную наработку зрелых 
форм или молекул-предшественников онкосу-
прессорных микроРНК в клетке; микроРНК мими-
ки, представляющие собой синтетические анало-
ги микроРНК-онкосупрессоров, обеспечивающие 
после введения временное повышение их уров-
ня в клетках [26]. Следствием индуцированного 
повышения уровня онкосупрессорных микроРНК 
является подавление экспрессии онкогенных 
белков-мишеней и торможение процессов разви-
тия опухоли [26].

Активные исследования ведутся в области 
разработки микроРНК-ингибиторов на основе 
олигонуклеотидных конструкций. Отличительной 
особенностью микроРНК является их высо-
кая внутриклеточная копийность (от 1000 
до 30000 копий на клетку) в сравнении с мРНК 
(не превышает 100 копий) [27]. Кроме того, 
микроРНК отличает высокая скорость биогенеза, 
на порядок превосходящая скорость образова-
ния мРНК, а также рекордная продолжительность 
жизни, в среднем составляющая 25 ч, в сравнении 
с 2,2 ч — для мРНК [28, 29]. Высокая внутрикле-
точная концентрация микроРНК, достигающая 
22 мкМ, в сочетании с их устойчивостью делает 
их непростой мишенью для подавления под дей-
ствием терапевтических нуклеиновых кислот.

По механизму действия микроРНК ингибито-
ры можно условно разделить на две группы: мо-
лекулярные конструкции, оказывающие опосре
дованное воздействие на функциональную 
активность микроРНК, и олигонуклеотидные 
агенты, ограничивающие функционирование 
микроРНК посредством их прямого блокирова-
ния или деградации. Вне зависимости от спосо-
ба воздействия на микроРНК основной задачей 
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Таблица 1. Механизм действия и основные характеристики конструкций, подавляющих активность онкогенных микроРНК
Table 1. Mechanisms of action and main characteristics of oligonucleotide constructs aimed at inhibition of oncogenic miRNAs

Тип микроРНК-направ-
ленной олигонуклео-
тидной конструкции

Type of miRNA-targeted 
oligonucleotide construct

Механизм действия
Mechanism of action

Преимущества
Advantages

Недостатки
Disadvantages

МикроРНК 
маскирующие 
олигонуклеотидыa

miRNA-masking 
oligonucleotidesa

Формирование 
комплекса с мРНК 
мишенями
Binding to mRNA 
targets

Возможность оценить 
влияние взаимодействия 
микроРНК с определенной 
мРНК-мишенью на процессы 
канцерогенеза
Ability to assess the impact of 
miRNA interaction with a specific 
mRNA target on carcinogenesis 
processes

–– Недостаточная универсальность: тре-
бует подтверждения функциональной 
связи пары микроРНК-мРНК в каждом 
типе клеток.

–– Воздействие лишь на одну мРНК-
мишень из всего пула мРНК, 
регулируемого целевой микроРНК

–– Lacks universality and requires 
confirmation of functional binding of the 
miRNA–mRNA dyad in each cell type.

–– Affects only one mRNA target from the 
entire mRNA pool regulated by the miRNA

МикроРНК-
направленные 
системы геномного 
редактирования 
CRISPR/Cas9b

miRNA-targeted CRISPR/
Cas9 genome editing 
systemsb

Нарушение 
биосинтеза 
микроРНК путем 
внесения мутаций 
в гены микроРНК
Disruption of miRNA 
biosynthesis by 
introduction of 
mutations in miRNA 
genes

–– Высокая селективность 
метода.

–– Возможность получения 
клеточных линий 
с полным нокаутом по гену 
микроРНК

–– High selectivity of the method.
–– Possibility to obtain cell lines 

with complete miRNA gene 
knockout

–– Спектр микроРНК-мишеней ограничен 
доступностью сайтов посадки систем 
геномного редактирования в геноме.

–– Эффективность подавления зависит 
от количества копий генов микроРНК 
в геноме

–– The spectrum of miRNA targets is limited 
by the availability of target sites in the 
genome for recognition by genome editing 
systems.

–– Suppression efficiency depends on the 
number of miRNA gene copies in the 
genome

применения микроРНК-ингибиторов является 
нарушение их взаимодействия с мРНК-мише-
нями, приводящее к восстановлению синтеза 
белков  — супрессоров опухоли и подавлению 
процессов канцерогенеза. В таблице 1 пред-
ставлены основные преимущества и недостат-
ки различных типов микроРНК-направленных 
олигонуклеотидных конструкций и данные 
по актуальной стадии их разработки.

Молекулярные системы и конструкции, 
оказывающие опосредованное влияние 
на функциональную активность 
микроРНК

На рисунке 1 представлены микроРНК-инги-
биторы, обеспечивающие подавление функций 
микроРНК без непосредственного связывания 
со зрелыми микроРНК-мишенями.

МикроРНК-маскирующие олигонуклеотиды
Одним из способов подавления функций 

микроРНК являются микроРНК-маскирующие 
олигонуклеотиды (далее микроРНК-маски). Эти 
олигонуклеотиды образуют прочные компле-
ментарные комплексы с мРНК и блокируют 
сайты узнавания микроРНК (рис. 1А, табл. 1).

В большинстве работ микроРНК-маски ис-
пользуются для подтверждения взаимосвязи 
микроРНК-мРНК-мишень для определения их 

вовлеченности в процессы онкотрансформации. 
Так, с использованием микроРНК-масок было 
установлено, что микроРНК-145 негативно ре-
гулирует уровень биосинтеза белка CFTR (cystic 
fibrosis transmembrane conductance regulator), 
низкий уровень которого в клетках аденокарци-
номы легкого человека связан с повышенным рис-
ком развития опухоль-ассоциированного кистоз-
ного фиброза [30]. Выявлено, что микроРНК-203  
подавляла экспрессию белка LASP-1 (LIM and 
SH3 protein 1) и стимулировала пролифера-
цию опухолевых клеток. В работе Т.  Colangelo 
с соавт. показано, что микроРНК-17 обеспечива-
ла NOR-1 (nuclear hormone receptor-1)-опосредо-
ванную регуляцию ангиогенеза, а микроРНК-27а 
обладала анти-апоптотическим эффектом за счет 
регуляции экспрессии белка CALR (calreticulin) 
[31]. Было установлено, что микроРНК-маски, 
блокирующие связывание микроРНК-522 с мРНК 
гена DENND2D (DENN domain containing 2D), вы-
зывали замедление пролиферации и индукцию 
апоптоза клеток немелкоклеточного рака лег-
кого в исследовании in vitro [32]. Использование 
микроРНК-масок, препятствующих связы-
ванию микроРНК-30 с мРНК DLL4 (delta like 
canonical Notch ligand  4), приводило к подав-
лению ангиогенеза [33], а микроРНК-маски, 
выключающие взаимодействие микроРНК-9 
и мРНК PTCH1А (protein patched homologue 1А),  
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Тип микроРНК-направ-
ленной олигонуклео-
тидной конструкции

Type of miRNA-targeted 
oligonucleotide construct

Механизм действия
Mechanism of action

Преимущества
Advantages

Недостатки
Disadvantages

МикроРНК спонжиb

miRNA spongesb
Стерическое 
блокирование 
микроРНК
Steric blocking of 
miRNAs

–– Одновременное 
подавление большого 
числа копий микроРНК.

–– Возможность комбиниро-
вания в единой структуре 
сайтов посадки к несколь-
ким различным микроРНК.

–– Высокая продолжитель-
ность эффектов

–– Simultaneous suppression of a 
large number of miRNA copies.

–– Possibility of combining bind-
ing sites of several different 
miRNAs in a single structure.

–– Long-lasting effects

–– Высокая трудоемкость 
конструирования.

–– Иммуногенность
–– Labour-intensiveness of construction.
–– Immunogenicity due to the substantial 
size of the constructs

Малые РНК зипперыb

Small RNA zippersb
Стерическое 
блокирование 
микроРНК
Steric blocking of 
miRNAs

Высокая эффективность 
подавления онкогенных 
микроРНК
High efficiency of oncogenic 
miRNA inhibition

Отсутствие исследований 
биологической активности in vitro 
и in vivo
Lack of biological activity studies in vitro 
and in vivo

Антисмысловые 
олигонуклеотидыc

Antisense 
oligonucleotidesc

Стерическое 
блокирование 
или расщепление 
микроРНК мишени 
при активации 
внутриклеточных 
ферментов
Steric blocking 
or degradation of 
the target miRNA 
via activation of 
intracellular enzymes 

–– Высокая биологическая 
активность in vitro и in vivo.

–– Высокая 
нуклеазоустойчивость.

–– Синергическое действие 
с другими терапевтически-
ми агентами

–– High biological activity in 
vitro and in vivo.

–– High nuclease resistance.
–– Synergistic action with other 

therapeutic agents

–– Большинство химических 
модификаций не обеспечивает 
РНКаза Н-активирующую способность.

–– Необходимость оптимизации режима 
введения препаратов

–– Most chemical modifications do not confer 
RNase H-activating ability.

–– Dosing regimens need optimisation

МиРНКазыb

miRNAsesb
Расщепление 
микроРНК мишени 
в каталитическом 
режиме посред-
ством собственной 
каталитической 
группы и активации 
внутриклеточных 
ферментов
Degradation of the 
miRNA target in the 
catalytic mode due to 
its own ribonuclease 
activity accompanied 
by activation of 
intracellular enzymes

–– Наличие собственной 
каталитической активности.

–– Синергическое действие 
с РНКазой Н.

–– Высокая стабильность 
к действию нуклеаз

–– Intrinsic catalytic activity.
–– Synergistic action with 

RNase H.
–– High nuclease stability

–– Зависимость эффективности 
расщепления микроРНК 
от последовательности мишени.

–– Высокая чувствительность 
конструкций к введению химических 
модификаций

–– Dependence of miRNA cleavage efficiency 
on the sequence of the target.

–– High sensitivity of constructs to chemical 
modifications

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

a  Конструирование микроРНК-маскирующих олигонуклеотидов возможно на платформе miScript Target Protectors (QIAGEN, 
США) https://www.qiagen.com/kr/spotlight-pages/ias/automated-qpcr-workflow/detection/miscript-target-protectors/
b  Данный тип конструкций находится на стадии доклинических исследований.
c  На рынке представлены различные варианты коммерческих ингибиторов микроРНК на основе антисмысловых олигону-
клеотидов производства ThermoFisher Scientific (США), Integrated DNA Technologies (США), Exiqon (Дания), GenePharma (Ки-
тай) и др. На этапе клинических исследований находятся три микроРНК-направленных препарата на основе антисмысловых 
олигонуклеотидов: LNA-i-miR-221 (Azienda Ospedaliera Universitaria Mater Domini), MRG106 (miRagen therapeutics), RG-012 
(Regulus Therapeutics).
a  The platform miScript Target Protectors by QIAGEN, USA (https://www.qiagen.com/kr/spotlight-pages/ias/automated-qp-
cr-workflow/detection/miscript-target-protectors/) provides means to construct miRNA-masking oligonucleotides.
b  This type of oligonucleotide constructs is at the preclinical development stage.
c  At the moment, commercially available variants of miRNA inhibitors based on antisense oligonucleotides include products by 
Thermo Fisher Scientific (USA), Integrated DNA Technologies (USA), Exiqon (Denmark), GenePharma (China), and other companies. 
Three miRNA-targeted inhibitors based on antisense oligonucleotides, including LNA-i-miR-221 (Azienda Ospedaliera Universitaria 
Mater Domini), MRG106 (miRagen Therapeutics), and RG-012 (Regulus Therapeutics), are at the clinical development stage.

Продолжение таблицы 1
Table 1 (continued)
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микроРНК-маскирующие олигонуклеотиды
miRNA-masking oligonucleotides

микроРНК
miRNA

микроРНК-маскирующий
олигонуклеотид
miRNA-masking
oligonucleotide

мРНК
mRNA

Мутации в сайтах расщепления
ферментами Drosha и Dicer
Mutations in the cleavage sites

of Drosha and Dicer

Система геномного редактирования CRISPR/Cas
CRISPR/Cas genome-editing system

CRISPR РНК
CRISPR RNA

Тracr РНК
Tracr RNA

Ген целевой микроРНК
Target miRNA gene

ДНК
DNA

Cas

при-микроРНК/пре-микроРНК
pri-miRNA/pre-miRNA

восстанавливали чувствительность клеток глио
бластомы к темозоломиду [34].

Важно отметить, что применение микроРНК-
масок имеет большое значение для фундамен-
тальных исследований, поскольку позволяет 
изучить молекулярные основы канцерогенеза 
и оценить степень вовлеченности любой пары ми-
кроРНК–мРНК в ключевые клеточные процессы. 
Высокую значимость этого молекулярно-биологи-
ческого инструмента подтверждает наличие ком-
мерческого препарата miScript Target Protectors 

(QIAGEN, США) для конструирования препа-
ратов1. Однако применение микроРНК-масок  
в качестве терапевтических агентов весьма огра-
ничено. Существенным недостатком подхода 
является меньшая эффективность действия ми-
кроРНК-масок по сравнению с микроРНК-блоки-
рующими конструкциями  — при использовании 
микроРНК-масок происходит блокирование вза-
имодействий микроРНК лишь с одной терапевти-
ческой мишенью, тогда как молекулярные связи 
микроРНК с остальными регулируемыми мРНК 

B

A

Рисунок подготовлен авторами / The figure is prepared by the authors

Рис. 1. Олигонуклеотидные конструкции, оказывающие опосредованное действие на функциональную активность 
микроРНК: А  — микроРНК-маскирующие олигонуклеотиды, блокирующие сайты узнавания микроРНК на определенных 
мРНК-мишенях; В — системы геномного редактирования CRISPR/Cas, вызывающие нарушение биосинтеза микроРНК за счет 
введения мутаций в гены целевых микроРНК. При-микроРНК — первичный транскрипт, содержащий последовательность 
зрелой микроРНК, пре-микроРНК — предшественник микроРНК, tracr РНК — trans-activating (транс-активирующая) РНК, 
CRISPR  — короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные группами (clustered, regularly interspaced short 
palindromic repeats).

Fig. 1. Oligonucleotide constructs indirectly influencing the functional activity of miRNAs. (А) miRNA-masking oligonucleotides 
blocking miRNA recognition sites on mRNA targets. (B) CRISPR/Cas genome-editing systems causing miRNA biosynthesis dis-
ruption due to miRNA gene mutations. Pri-miRNA, primary transcript containing mature miRNA sequence; pre-miRNA, precursor 
miRNA; tracr RNA, trans-activating RNA; CRISPR RNA, clustered regularly interspaced short palindromic repeats RNA.

1	 miScript Target Protectors For miRNA functional studies performed by interfering with miRNA-target interaction.  
https://www.qiagen.com/kr/spotlight-pages/ias/automated-qpcr-workflow/detection/miscript-target-protectors/ 
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сохраняются [32]. Низкая биологическая актив-
ность микроРНК-масок на клеточных моделях, 
вероятно, является причиной отсутствия данных 
о применении данного типа препаратов на опу-
холевых моделях in vivo.

МикроРНК-направленные системы геномного 
редактирования CRISPR/Cas

C начала 2010-х гг. активно развивается 
и применяется технология геномного редакти-
рования с использованием системы CRISPR/Cas 
(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats and their associated Cas proteins) [35]. 
Система CRISPR/Cas с высокой специфичностью 
и селективностью вносит двуцепочечные разры-
вы в выбранных областях ДНК, стимулируя ре-
парацию по механизму негомологичного соеди-
нения концов, что способствует возникновению 
мутаций по типу делеции или инсерции в гене-
мишени и вызывает последующее снижение 
уровня экспрессии мишени (в данном контексте 
микроРНК).

Эта технология нашла свое применение 
и в качестве инструмента подавления функций 
онкогенных микроРНК. Нарушения в геноме, вно-
симые с помощью CRISPR/Cas, делают невозмож-
ным узнавание при- и пре-микроРНК белками 
биогенеза Drosha и Dicer, приводят к блокирова-
нию процессинга микроРНК, способствуют ути-
лизации мутантных транскриптов и нарушению 
взаимодействий микроРНК с мРНК-мишенями 
(рис. 1B, табл. 1). Установлено, что эффективность 
подавления уровня микроРНК в клетке под дей-
ствием CRISPR/Cas существенно варьирует в за-
висимости от количества копий генов микроРНК 
в геноме, а также доступности протоспейсера 
PAM (protospacer adjacent motif) вблизи гена ми-
кроРНК [36]. Использование CRISPR/Cas9 позво-
лило снизить на 55–96% экспрессию микроРНК-17, 
микроРНК-200c и микроРНК-141 в клетках коло-
ректального рака in vitro [37, 38]. При ингибирова-
нии микроРНК-93 в клетках HeLa с применением 
CRISPR/Cas было показано, что делеция даже од-
ного нуклеотида в 5'-области микроРНК приво-
дила к ее нокауту [39].

В настоящее время системы CRISPR/Cas 
чаще используются в исследованиях в каче-
стве эффективного инструмента изучения мо-
лекулярных механизмов канцерогенеза, так 
как этот подход позволяет как выделить клю-
чевые микроРНК-драйверы канцерогенеза, так 
и оценить влияние взаимодействий микроРНК 
с определенными мРНК-мишенями на изме-
нение фенотипа опухолевых клеток [40, 41]. 
Широко исследуется и терапевтический по-
тенциал систем CRISPR/Cas. Установлено, 

что при использовании CRISPR/Cas9 для инги-
бирования онкогенных микроРНК (микроРНК-17, 
микроРНК-21, микроРНК-141 и микроРНК-3188) 
на опухолевых клетках различного гистогене-
за наблюдались следующие эффекты: двукрат-
ное снижение пролиферации и инвазии опухо-
левых клеток; в 5 раз снижались их миграция 
и эпителиально-мезенхимальный переход; 
значительно увеличивались чувствительность 
клеток к цитостатикам и индукция апоптоза 
[42]. Значительный противоопухолевый эффект 
был выявлен на трех типах глиом (GL261, CT2A 
и U87) при использовании системы CRISPR/Cas9, 
направленной к микроРНК-21. Установлено, 
что интракраниальное введение опухолевых 
клеток с нокаутом по микроРНК-21 приводи-
ло к многократному снижению скорости ро-
ста опухоли и увеличению продолжительности 
жизни животных-опухоленосителей с 20 до 40 
или 60 дней, в зависимости от типа опухоли [43].

Наряду с очевидными достоинствами системы 
CRISPR/Cas9 следует отметить и ряд существен-
ных недостатков терапии с ее использованием: 
высокая вероятность неспецифического встраи-
вания в геном; нежелательный иммунный ответ, 
ассоциированный с иммуногенностью как си-
стем геномного редактирования, так и вирусных 
векторов, используемых в качестве доставляю-
щих агентов [44]; ограниченный спектр микроР-
НК, чувствительных к действию CRISPR/Cas9, 
что определяется доступностью PAM мотивов 
вблизи генов микроРНК [36]; отсутствие контро-
ля за степенью подавления микроРНК, который 
меняется в зависимости от копийности мишени 
в геноме.

Олигонуклеотидные конструкции, 
обеспечивающие стерическое 
блокирование или деградацию онкогенных 
микроРНК

На рисунке 2 представлены микроРНК-направ-
ленные конструкции на основе терапевтических 
нуклеиновых кислот, которые подавляют функ-
циональную активность микроРНК в результате 
их стерического блокирования или необрати-
мой деградации.

МикроРНК-спонжи
МикроРНК-спонжи представляют собой синте-

тический транскрипт, содержащий несколько тан-
демно расположенных сайтов посадки целевой 
микроРНК, соединенных линкерами [45] (рис. 2А, 
табл. 1). Были разработаны синтетические 
микроРНК-спонжи как линейной структуры, так 
и замкнутой формы, имитирующей природные 
кольцевые молекулы РНК [46]. Выбор кольцевых 
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конструкций микроРНК-спонжей обычно объяс-
няется их повышенной нуклеазоустойчивостью, 
тогда как для линейных форм увеличение биоло-
гической стабильности обеспечивается введени-
ем модифицированных звеньев [47].

Существенным достоинством спонжей яв-
ляется способность связывать одновременно 
до 20 копий микроРНК, что приводит к быстро-
му подавлению ее функциональной активности 
и восстановлению уровней белков-мишеней 

Рисунок подготовлен авторами / The figure is prepared by the authors

Рис. 2. МикроРНК-связывающие конструкции, вызывающие стерическое блокирование или деградацию микроРНК. Схема-
тичное изображение комплексов микроРНК с уни- и мультипотентными микроРНК-спонжами (А); малыми РНК-зипперами 
(B); антисмысловыми олигонуклеотидами, вызывающими стерическое блокирование или деградацию микроРНК под дей-
ствием РНКазы Н (C); миРНКазами (D).

Fig. 2. miRNA-binding constructs exhibiting steric blocking or degradation of miRNAs. Schematic depiction of miRNA complexes 
with mono- or multipotent miRNA sponges (A), small RNA-zippers (B), antisense oligonucleotides exhibiting steric blocking or 
RNAse H-mediated miRNA degradation (C), miRNases (D).
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[48]. Так, использование микроРНК-спонжей 
к микроРНК-21 привело к двукратному подав-
лению пролиферации и колониеобразования 
клеток аденокарциномы легкого и снижению 
резистентности клеток рака молочной железы 
к доксорубицину [49, 50]. Применение спон-
жей к микроРНК-10b обеспечивало 1,5-крат-
ное снижение миграции и инвазии клеток 
рака молочной железы in vitro [51]. Спонжи 
к микроРНК-155 пятикратно подавляли проли-
ферацию клеток множественной миеломы [52]. 
В исследовании in vitro показано, что введение 
спонжа к микроРНК-221/222 способствовало 
двукратному подавлению роста опухоли на мо-
дели колоректального рака [53].

Важным преимуществом микроРНК-спонжей 
является возможность конструировать мульти-
таргетные варианты, содержащие сайты посад-
ки различных микроРНК одновременно (рис. 2А). 
В ряде работ продемонстрировано, что такой под-
ход более эффективен в сравнении с применени-
ем как моновалентных спонжей (одна микроРНК), 
так и комбинаций нескольких разнонаправлен-
ных спонжей. Бивалентный спонж к микроРНК-31 
и микроРНК-155, а также спонж, блокирую-
щий одновременно 4 микроРНК (микроРНК-17, 
микроРНК-18а, микроРНК-19 и микроРНК-92), 
примерно в 2 раза более эффективно снижали 
пролиферацию клеток рака легкого и лимфомы 
Ходжкина соответственно по сравнению с моно-
валентным спонжем [46]. Антипролиферативный 
эффект на клетках рака молочной железы по-
лифункциональных спонжей, направленных 
к микроРНК-21, микроРНК-155 и микроРНК-17, 
был в 4 раза выше, чем у спонжей, направленных 
к одной микроРНК [54].

Существенным недостатком спонжей яв-
ляется сложность конструирования такого типа  
микроРНК-ингибиторов: необходимо использо-
вание линкера подходящей длины и выбор опти-
мального количества сайтов посадки микроРНК 
(не менее 4 и не более 20, что связано с зависи-
мостью эффективности связывания микроРНК 
от количества сайтов посадки микроРНК на спон-
же  — наибольший рост эффективности инак-
тивации микроРНК наблюдается при после-
довательном добавлении в структуру спонжа 
от 1 до 4 таких сайтов, а введение более 20 сайтов 
связывания не приводит к усилению ингибирую-
щего эффекта) [48, 55]; введение определенного 
паттерна мисмэтчей в сайты посадки микроРНК 
для предотвращения расщепления спонжа бел-
ком Ago2, которое возникает в случае полной 
комплементарности спонжа и микроРНК; клони-
рование последовательности спонжа в структуру 
вирусного вектора [46].

Данное направление развивается в сторону 
изучения микроРНК-связывающего потенциа-
ла природных длинных кольцевых РНК, о чем 
свидетельствуют несколько тысяч публикаций 
на эту тему за последние 5 лет [56, 57].

Малые РНК-зипперы
Перспективным подходом к ингибированию 

микроРНК является конструирование малых 
РНК-зипперов — олигонуклеотидов, которые од-
новременно связываются с двумя молекулами ми-
кроРНК, стыкуя их по принципу «голова» к «хво-
сту» (рис. 2B, табл. 1). Это достигается за счет того, 
что первые 10–12 н. зиппера комплементарны 
3'-концу молекулы целевой микроРНК, а следу-
ющие 10–12 н.  — ее 5'-концу [58]. В результате 
в клетке образуется протяженный гетеродуплекс, 
похожий на застежку типа «молния», приводя-
щий к выведению существенной доли целевой 
микроРНК из пула функционально активных мо-
лекул. На клетках рака молочной железы было 
установлено, что трансфекция клеток зипперами 
к микроРНК-17 и микроРНК-221 позволяла сни-
зить уровень этих микроРНК в клетках на 90%, 
что сопровождалось подавлением миграции 
и снижением резистентности опухолевых клеток 
к доксорубицину в 1,5 раза [58]. На сегодня это 
единственный пример использования данного 
типа конструкций. Очевидным преимуществом 
этой стратегии является высокая эффективность 
подавления онкогенных микроРНК в опухоле-
вых клетках. Однако недостаточное количество 
данных о применении РНК-зипперов на клетках 
иного гистогенеза или моделях опухоли in vivo 
не позволяет исчерпывающе оценить терапевти-
ческий потенциал данных конструкций.

МикроРНК-направленные антисмысловые 
олигонуклеотиды

Антисмысловые олигонуклеотиды (antisense 
oligonucleotide, ASO) являются в настоящее 
время наиболее применяемой технологией по-
давления онкогенных микроРНК на опухолевых 
моделях различного гистогенеза in vitro и in vivo. 
Данный подход основан на использовании ко-
ротких синтетических олигонуклеотидов дли-
ной 15–20 н., комплементарных определенным 
микроРНК (рис. 2C, табл. 1). Для увеличения 
продолжительности и эффективности действия 
антисмысловых олигонуклеотидов в клетке 
в их структуру вводят различные модифика-
ции, что обеспечивает улучшение гибриди-
зационных свойств и нуклеазоустойчивости 
соединений, а также во многом определяет ме-
ханизм действия антисмысловых олигонуклео-
тидов. Основным механизмом ингибирования 
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под действием ASO является образование проч-
ного комплементарного комплекса с микроРНК-
мишенью. Затем в случае, если используется 
ASO дезокси-ряда, происходит рекрутирование 
внутриклеточного фермента РНКазы Н, который 
способен распознавать гетеродуплекс РНК-ДНК 
и вызывать эндонуклеазную деградацию 
РНК в составе гетеродуплекса. Однако часть 
разработанных модификаций, включая 
2'-O-мeтильную (2'OMe), 2'-фтор-содержащую 
(2'F), 2'-O-мeтоксиэтильную (2'MOE), замкнутые 
нуклеиновые кислоты (locked nucleic acids, LNA) 
и пептидил-нуклеиновые кислоты (peptidyl nu-
cleic acids, PNA), при введении в структуру олиго-
нуклеотида препятствуют рекрутингу РНКазы Н. 
В связи с этим олигонуклеотиды, содержащие 
химические группы, несовместимые с работой 
РНКазы Н, обеспечивают ингибирование ми-
кроРНК за счет ее стерического блокирования.

Оценка биологических эффектов ASO по-
казала, что применение анти-микроРНК-221  
и анти-микроРНК-222 2'OMe-ASO способство-
вало 1,5-кратному подавлению пролифера-
ции клеток глиобластомы [59]. Использование 
коммерческих 2'МОЕ-модифицированных ASO 
против микроРНК-23а и микроРНК-93 приводи-
ло к двукратному подавлению миграции кле-
ток карциномы почек и выживаемости клеток 
рака желудка соответственно [60, 61]. Введение 
2'MOE ASO к микроРНК-10b способствовало бо-
лее чем двукратному снижению роста интра-
краниальной формы глиобластомы и значитель-
ному увеличению продолжительности жизни 
мышей-опухоленосителей [62].

Более перспективным представляется ис-
пользование модификаций ASO, способных ак-
тивировать РНКазу Н. В связи с этим широкое 
распространение получили фосфоротиоатные 
(phosphorothioate, PS) ASO, которые отличаются 
повышенной нуклеазоустойчивостью и способ-
ностью активировать РНКазу Н. Такие ASO эф-
фективны при применении как in vitro, так и in vivo. 
Показано, что PS-ASO к микроРНК-182 обеспе-
чивали двукратное снижение количества мета-
стазов в печени при меланоме [63], а PS-ASO 
к микроРНК-21 способствовали двукратному по-
давлению роста опухоли эпидермоидной карци-
номы in vivo [64].

Стоит отметить, что основным недостатком 
PS-ASO является неспецифическая токсичность, 
ассоциированная с высоким сродством PS-групп 
к серосодержащим белкам, а также несколь-
ко худшие гибридизационные свойства, чем 
у олигонуклеотидов дезокси-ряда.

Исследовательской группой ФГБУН Инсти
тут химической биологии и фундаментальной 

медицины Сибирского отделения Российской 
академии наук (ИХБФМ СО РАН) впервые 
были изучены свойства микроРНК-направ-
ленных олигонуклеотидов, содержащих но-
вую модификацию межнуклеотидных свя-
зей  — N(метансульфонил)фосфорамидную (µ). 
Введение µ-групп по всем межнуклеотидным 
связям наделяет ASO рядом исключительных 
характеристик, включая высокие гибридиза-
ционные свойства, рекордную нуклеазоустой-
чивость (168 ч против 96 ч для µ- и PS-ASO 
соответственно), способность рекрутировать 
РНКазу Н, двукратно превышающую возмож-
ности PS-ASO [65]. Исследование потенциала 
разработанных олигонуклеотидов на опухоле-
вых клетках подтвердило преимущество µ-ASO 
над PS-аналогами. µ-ASO к микроРНК-21 обеспе-
чивал 4-кратное (1,3 раза для PS-ASO) снижение 
пролиферации, 19-кратное (5 раз для PS-ASO) 
подавление миграции и 3-кратное увеличение 
количества клеток меланомы В16 в состоянии 
апоптоза (5-кратное для PS-ASO в основном 
из-за общей неспецифической токсичности 
PS-модификации) [65, 66]. Важным результа-
том применения µ-олигонуклеотидов являлось 
8-кратное подавление роста опухоли эпидер-
моидной карциномы KB-8-5 человека и 6-крат-
ное подавление метастазирования в легких 
на модели меланомы B16 мыши [64, 66]. Следует 
отметить, что µ-олигонуклеотиды практически 
не оказывали неспецифического токсического 
действия на организм, при этом было выявлено 
уменьшение деструктивных изменений в печени 
животных-опухоленосителей, ассоциированных 
с развитием неоплазии [64].

Действие ASO может быть усилено при их  
комбинированном применении, аналогично  
микроРНК-спонжам. В случае использования 
комбинаций нескольких микроРНК-направлен-
ных ASO происходит одновременное разно-
направленное подавление процессов канцеро-
генеза за счет восстановления уровня белков 
супрессоров опухоли. Так, на модели лимфосар-
комы RLS40 in vivo было установлено, что пери-
туморальное инъекционное введение парных 
и тройной комбинации µ-ASO, направленных 
к микроРНК-21, микроРНК-17 и микроРНК-155, 
обеспечивало в 3,5 раза более эффективное 
подавление роста опухоли по сравнению с мо-
нотерапией, способствуя практически полному 
торможению ее роста [66].

Важнейшим достоинством анти-микроРНК-
олигонуклеотидов является их выражен-
ное синергическое действие с традиционны-
ми химиотерапевтическими агентами. Так, 
установлено, что использование LNA-ASO 
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к микроРНК-21 совместно с сунитинибом обес-
печивало двукратное усиление противоопухоле-
вого эффекта при терапии глиобластомы in vivo 
[67]. Применение метокси-анти-микроРНК-21  
олигонуклеотида на клетках рака поджелудоч-
ной железы приводило к снижению значения 
показателя цитотоксической активности (IC50) 
для препарата гемцитабин в 6 раз; на модели 
in vivo продемонстрирован в 4 раза более вы-
раженный противоопухолевый эффект и пол-
ное блокирование метастазирования в печени 
по сравнению с терапией олигонуклеотидом 
или гемцитабином по отдельности [68]. Вероятно, 
применение анти-микроРНК ASO в таких комби-
нациях способствует подавлению белков, свя-
занных с формированием резистентности кле-
ток к цитостатическим препаратам, и усиливает 
эффект последующей химиотерапии.

В настоящее время в клинических исследо-
ваниях (КИ) находятся несколько кандидатных 
противоопухолевых препаратов на основе ми-
кроРНК-направленных ASO. Так, в 2022 г. успеш-
но завершена 1 фаза КИ препарата на основе PS 
и LNA-модифицированного ASO к онкогенной 
микроРНК-221 для терапии множественной ми-
еломы [69]2. В результате проведенных иссле-
дований с участием 17 пациентов с прогресси-
рующими солидными формами неоплазий было 
показано, что инъекции разработанного препа-
рата LNA-i-miR-221 не вызывают неспецифиче-
ских токсических эффектов 3–4 степени в дозо-
вом диапазоне 0,5–5,0 мг/кг [69]. Исследование 
противоопухолевого эффекта LNA-i-miR-221 по-
казало, что у большей части пациентов наблюда-
ется стабильное течение заболевания, а для одно-
го из пациентов был установлен частичный ответ 
на лечение, выражающийся в увеличении чув-
ствительности к последующей радиотерапии 
[69]. К настоящему моменту закончена 2 фаза 
КИ препарата LNA-ASO к микроРНК-155 (miRagen 
Therapeutics, Inc, США) для терапии лимфосарко-
мы и Т-клеточной лимфомы3. В результате про-
веденных исследований лишь у двух пациентов 
из 19 наблюдались серьезные побочные эффекты, 
проявившиеся в виде кожных инфекций. Успешно 
завершена 1 фаза КИ препарата RG-012 (Regulus 
Therapeutics, США), представляющего собой ASO 
к микроРНК-21 для терапии патологии почек4.

Основную проблему, связанную с терапев-
тическим использованием микроРНК-направ-
ленных олигонуклеотидов, представляет оп-
тимизация способа доставки и режима их 
введения. В большинстве случаев доставка 

микроРНК-направленных ASO происходит с ис-
пользованием различных доставляющих аген-
тов, включая наночастицы, таргетные лиганды, 
дендримеры, катионные липосомы, а время их 
действия определяется скоростью деграда-
ции в физиологической среде. Для поддержа-
ния стабильного противоопухолевого эффекта 
требуется многократное введение препаратов. 
В связи с этим для каждого типа опухолевого за-
болевания, отличающегося по степени агрессив-
ности и скорости деления клеток, необходимо 
определять концентрационные и кинетические 
параметры накопления анти-микроРНК олиго-
нуклеотидов для выбора дозы и периодичности 
введения препаратов.

МиРНКазы
МикроРНК-направленные искусственные 

рибонуклеазы (иРНКазы) объединяют в еди-
ной структуре олигонуклеотидную компоненту, 
обеспечивающую связывание с определенной 
микроРНК-мишенью, и каталитический домен, 
который может быть представлен коротким пеп-
тидом, производными имидазола или аминов, 
способный катализировать расщепление РНК-
субстрата (рис. 2D, 3, табл. 1). Структура каталити-
ческого домена определяет механизм действия 
разработанных иРНКаз. Если каталитическая 
группа представлена производными имидазола 
или остатками гистидина, деградация микроРНК 
происходит по механизму кислотно-основного 
катализа подобно ферменту РНКазы А [70, 71]. 
Если в качестве расщепляющей группы выступа-
ет пептид на основе остатков аргинина, то рас-
щепление мишени осуществляется посредством 
реакции трансэтерификации [72].

Конъюгаты, работающие по механизму кис-
лотно-основного катализа, в настоящий момент 
исследованы только in vitro. Так, установлено, 
что конъюгаты линейных PNA-олигнуклеотидов 
с трис-(2-аминобензимидазолом) обеспечива-
ли расщепление микроРНК-20а на 85% через  
60 ч [71]. иРНКазы на основе линейных PNA-
олигонуклеотидов и каталитических групп в виде 
короткого трипептида [His(Gly)2] или диэтилен-
триамина (ДЭТА) приводили к расщеплению 
синтетической микроРНК-1323 на 47,5 или 90% 
через 24 ч соответственно [70]. Активность дан-
ных конструкций in vivo пока не изучена.

В совместном исследовании ИХБФМ СО 
РАН и Университета Манчестера были разра-
ботаны и изучены конъюгаты антисмысловых 
олигонуклеотидов и каталитического пептида 

2	 https://clinicaltrials.gov/study/NCT04811898?term=NCT04811898&rank=1
3	 https://clinicaltrials.gov/study/NCT03713320?term=NCT03713320&rank=1
4	 https://clinicaltrials.gov/study/NCT03373786?term=NCT03373786&rank=1
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из чередующихся остатков аргинина, лейцина 
и глицина [(LeuArg)2Gly]2, которые получили на-
звание «миРНКазы» (рис. 3). В настоящее время 
авторами данной статьи разработано несколь-
ко структурных вариантов миРНКаз, включая 
линейные, шпилечные, двойные и петлеобра-
зующие миРНКазы, направленные к онкоген-
ным микроРНК-21, микроРНК-17, микроРНК-18а 
и микроРНК-155, которые отличаются по струк-
туре олигонуклеотидного домена (рис. 3) [72–74]. 
Линейные конъюгаты содержали в качестве ад-
ресной компоненты 16-звенный олигонуклеотид, 
полностью комплементарный 5'-концу микроРНК 
(рис. 3А) [72]. Шпилечные миРНКазы включали 
олигонуклеотид, содержащий обогащенную пу-
рином шпильку и 14-звенную последователь-
ность, связывающую 5'-конец микроРНК (рис. 3B) 
[72]. Двойные конъюгаты содержали два олиго-
нуклеотидных плеча длиной 8–10 н., комплемен-
тарных 5'- и 3'-области мишени, соединенные 
между собой гибким линкером, и при связывании 
с микроРНК формировали центральный свобод-
ный гэп в последовательности мишени (рис. 3C) 
[73]. Структура петлеобразующих миРНКаз вклю-
чала линейный олигонуклеотид, комплементар-
ный полноразмерной микроРНК, формирующий 
при связывании с ней тринуклеотидную петлю 
в ее центральной области (рис. 3D) [74].

Исследование рибонуклеазных свойств раз-
работанных миРНКаз показало, что эффектив-
ность расщепления микроРНК увеличивается 
в ряду: двойные < петлеобразующие < линейные 
и шпилечные миРНКазы [72–74]. Среди разрабо-
танных миРНКаз наибольшую каталитическую 
активность продемонстрировали шпилечные 
аналоги. Дальнейшее исследование их био-
логических свойств выявило их значительный 
потенциал в качестве противоопухолевых аген-
тов: для этих миРНКаз наблюдалось двукратное 
уменьшение уровня целевой микроРНК в клет-
ках, ассоциированное с двукратным снижени-
ем пролиферации, трехкратным подавлением 
инвазии, а также увеличением в 2 раза доли 
клеток в состоянии апоптоза [75]. Значительным 
результатом применения шпилечных миРНКаз 
является 17-кратное подавление роста солид-
ной формы лимфосаркомы RLS40 in vivo, достиг-
нутое после трансфекции опухолевых клеток 
миРНКазой ex vivo [75].

Основным преимуществом разработанных 
миРНКаз является наличие собственной высо-
кой рибонуклеазной активности  — они эффек-
тивно расщепляют микроРНК, находящуюся 
в избытке по отношению к миРНКазе, что было 
продемонстрировано в эксперименте с расщеп-
лением 10-кратного избытка РНК субстрата [75]. 

Таким образом, миРНКазы работают в истинно 
каталитическом режиме. Это свойство, харак-
терное для природных рибонуклеаз, подразуме-
вает способность ферментов после совершения 
акта расщепления микроРНК диссоциировать 
из комплекса, связываться с новой молекулой суб-
страта и осуществлять ее расщепление. Стоит от-
метить, что способность к реакции многооборот-
ного расщепления субстрата труднодостижима 
при конструировании искусственных ферментов. 
В настоящее время каталитический режим рабо-
ты был установлен только для некоторых металл-
зависимых иРНКаз и для миРНКаз.

Исключительной характеристикой всех разра
ботанных миРНКаз является их синергическое 
действие с РНКазой Н. Поскольку олигону-
клеотидный домен сконструированных конъ-
югатов представляет собой ДНК олигонуклео-
тид, формирование гетеродуплексов миРНКаз 
с микроРНК-мишенью обеспечивает рекрутинг 
РНКазы Н и дополнительное расщепление ми-
кроРНК в таком комплексе, причем сайты рас-
щепления РНКазой Н и миРНКазой не перекры-
ваются, а расщепление микроРНК происходит 
по всем функциональным детерминантам [74]. 
При совместном действии миРНКазы и РНКазы Н 
скорость и эффективность деградации микроРНК 
возрастает в 15–20 раз по сравнению с действи-
ем только миРНКаз или РНКазы Н (рис. 3Е) [73, 75].

Дополнительным преимуществом сконстру-
ированных миРНКаз является их относитель-
но высокая стабильность к действию нуклеаз. 
На примере шпилечных аналогов установлено, 
что сочетание обогащенной пурином высокоста-
бильной шпильки на 3'-конце и каталитического 
пептида на 5'-конце обеспечивает существен-
ное увеличение периода полужизни конъюгатов 
до 48 ч и более по сравнению с линейным олиго
нуклеотидом, для которого 50% расщепление 
наблюдается уже через 1 ч [75].

Таким образом, сочетание высокой катали-
тической активности, синергического действия 
с РНКазой Н и высокой нуклеазоустойчивости 
является основой для достижения значительной 
продолжительности биологических эффектов 
миРНКаз в клетках. Показано, что однократное 
введение миРНКаз мышам с лимфосаркомой 
обеспечивало существенный противоопухоле-
вый эффект в течение 20 сут [75].

Нерешенные задачи в области 
разработки микроРНК-направленных 
олигонуклеотидных ингибиторов

Несмотря на впечатляющие результаты, до-
стигнутые в области разработки микроРНК-
направленных олигонуклеотидных конструкций, 
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существуют не решенные на данный момент за-
дачи. Одним из таких вопросов является их тар-
гетная доставка в опухолевые клетки, которая 
позволяет снизить и непродуктивное расходо-
вание препарата, и вероятность возникновения 
нежелательных побочных эффектов.

Кроме того, остается открытым вопрос спе-
цифичности действия олигонуклеотидных аген-
тов. В некоторых случаях олигонуклеотидные 
конструкции способны связываться неспеци-
фично как с нецелевыми микроРНК (в частности, 
принадлежащими к одному семейству и имею-
щими высокое сходство последовательностей), 

так и с другими РНК в клетках, в связи с чем тре-
буется дополнительная оптимизация структуры 
микроРНК-направленных препаратов.

В целом перспективность разработки 
микроРНК-ингибиторов подтверждается ре-
зультатами доклинических и клинических ис-
следований, наглядно демонстрирующими, 
что использование данных препаратов позволя-
ет одновременно регулировать уровень многих 
белков, инициировать глобальные перестрой-
ки в генных сетях и комплексно воздейство-
вать на процессы канцерогенеза. Таргетное 
выключение микроРНК оказывает высокий 
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Рис. 3. МикроРНК-направленные искусственные РНКазы (миРНКазы). Структурные варианты миРНКаз, сконструированных 
на основе микроРНК-связывающих олигонуклеотидов и каталитического пептида [(LeuArg)2Gly]2: А — линейная миРНКаза, 
B — шпилечная миРНКаза, C — двойная миРНКаза, D — петлеобразующая миРНКаза. E — упрощенная схема синергического 
расщепления микроРНК под действием миРНКазы и РНКазы Н совместно.

Fig. 3. miRNA-targeted artificial RNases (miRNases). Structural variants of miRNases constructed on the basis of miRNA-binding 
oligonucleotides and the catalytic peptide [(LeuArg)2Gly]2: linear miRNase (A), hairpin miRNase (B), dual miRNase (C), bulge-form-
ing miRNase (D). Simplified representation of synergistic miRNA cleavage by miRNase and RNase H (E).
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противоопухолевый и антиметастатический 
эффект, а в случае комбинированной терапии 
обеспечивает увеличение чувствительности 
к другим противоопухолевым препаратам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Создание микроРНК-направленных олигону-

клеотидных конструкций является перспектив-
ным и быстро развивающимся направлением 
молекулярной онкологии. Разработанный к на-
стоящему моменту спектр препаратов позволя-
ет как расширить арсенал молекулярно-биоло-
гических методов, так и обеспечить в будущем 
высокоселективную терапию онкологических 
заболеваний. Выбор микроРНК-направленной 
конструкции может быть осуществлен в соот-
ветствии с ключевыми преимуществами того 
или иного типа препаратов для решения конкрет-
ной исследовательской задачи, в частности:

–– микроРНК-маскирующие олигонуклеотиды 
могут быть использованы для выявления роли 
определенной пары микроРНК-мРНК в про-
цессах канцерогенеза, что не только способ-
ствует расширению фундаментальных знаний 
о патогенезе злокачественных заболеваний, 
но и открывает возможности для разработки 
новых лекарственных препаратов, направлен-
ных как к микроРНК, так и к мРНК или белковым 
формам идентифицированных мишеней;

–– микроРНК-направленные системы геномного 
редактирования CRISPR/Cas ввиду высокой 

селективности могут применяться для «вы-
ключения» одной определенной онкогенной 
микроРНК из целого микроРНК-семейства, 
что может найти применение в случае, если 
ингибирование других микроРНК-мишеней 
нежелательно;

–– микроРНК-спонжи перспективны для созда-
ния средств комплексной терапии, подра-
зумевающей одновременное подавление 
нескольких онкогенных микроРНК в клетках;

–– микроРНК-направленные антисмысловые 
олигонуклеотиды обладают высоким проти-
воопухолевым потенциалом и могут быть ис-
пользованы как в рамках монотерапии, так 
и в составе комбинаций с химиопрепаратами 
или другими ASO, что может приводить к синер-
гическому усилению ингибирующих эффектов;

–– миРНКазы перспективны в применении в ка-
честве монопрепаратов, используемых в низ-
ких концентрациях, ввиду наличия собствен-
ной каталитической активности и способности 
работать в режиме многооборотной реакции, 
действуя синергически с внутриклеточными 
ферментативными системами.
Таким образом, применение микроРНК-

направленных олигонуклеотидных конструкций 
представляет собой новую стратегию в борьбе 
с онкологическими заболеваниями, предостав-
ляя возможность как создания новых протоколов 
терапии злокачественных новообразований, так 
и улучшения уже существующих схем лечения.
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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Малые интерферирующие РНК (миРНК) относятся к типу терапевтических 
нуклеиновых кислот, направленных на подавление экспрессии патогенетически значи-
мых генов посредством механизма интерференции РНК. Однако потенциал препаратов 
на основе миРНК и их клиническое применение остаются ограниченными, что связано 
с проблемами биодоступности и иммуногенности миРНК, а также несовершенством си-
стем доставки.
ЦЕЛЬ. Обобщить основные достижения в области создания лекарственных препаратов 
на основе миРНК, в том числе систем их доставки, рассмотреть итоги клинических иссле-
дований и обозначить перспективы разработки препаратов данной группы.
ОБСУЖДЕНИЕ. Рассмотрены молекулярные основы РНК-интерференции, особенности раз-
работки миРНК и методы их эффективной доставки. Представлены сведения о системах 
доставки нуклеиновых кислот до клеток-мишеней. Наиболее перспективны невирусные 
системы доставки: липосомы, экзосомы, наночастицы, полимеры, клеточно-проникающие 
пептиды и системы с лигандом GalNAc. К основным преимуществам перечисленных си-
стем доставки относятся простота получения комплексов с нуклеиновыми кислотами, воз-
можность модификации и функционализации систем доставки, благоприятный профиль 
безопасности, способность прохождения биологических барьеров, тропизм к тканям-ми-
шеням. Обобщены результаты клинических исследований за последние несколько лет 
миРНК-препаратов для лечения метаболических нарушений, инфекционных, онкологиче-
ских и наследственных заболеваний, патологий органов зрения, почек, печени. Особое 
внимание уделено препаратам на основе миРНК, которые проходят клинические исследо-
вания (более 10 препаратов), а также одобренным для клинического применения (6 пре-
паратов), в том числе первому зарегистрированному российскому препарату на основе 
миРНК — МИР 19.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Препараты миРНК  — перспективные средства персонализированной ме-
дицины, демонстрирующие возможности для терапии широкого спектра различных па-
тологий. Дальнейшие исследования препаратов данной группы должны быть направлены 
на совершенствование технологии получения молекул миРНК — для увеличения биодо-
ступности и периода полувыведения — и систем их доставки в целевые клетки — для сни-
жения риска токсичности и повышения эффективности.

Ключевые слова: 	 терапевтические нуклеиновые кислоты; интерференция РНК; малые интерферирующие 
РНК; миРНК; персонализированная медицина; системы доставки РНК; GalNAc; клеточно-
проникающие пептиды; клинические исследования; безопасность препаратов миРНК; 
эффективность препаратов миРНК
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. Small interfering RNAs (siRNAs) are among the most promising types of 
therapeutic nucleic acids aiming at the inhibition of pathogenetically relevant gene expression 
through the RNA interference mechanism. However, the limited bioavailability and immuno-
genicity of siRNAs and imperfect delivery systems hinder the clinical potential and applicabil-
ity of siRNA medicinal products.
AIM. This study aimed to summarise recent advances in the development of siRNA medicinal 
products and the corresponding delivery systems, review clinical trial results, and outline fu-
ture development prospects for these medicinal products.
DISCUSSION. This article covers the molecular mechanisms underlying RNA interference, the 
considerations for siRNA development, and the techniques for effective siRNA delivery. The 
article dwells upon various systems for nucleic acid delivery to targeted cells. The most 
promising delivery systems are non-viral systems, including liposomes, exosomes, nano-
particles, polymers, cell-penetrating peptides, and GalNAc ligands. Their main advantages 
include their ease of complexation with nucleic acids, modification and functionalisation 

Shilovskiy I.P., Pasikhov G.B., Smirnov V.V., Kofiadi I.A., Popova M.V., Strueva P.A., Khaitov M.R. Application 
of therapeutic nucleic acids and RNA interference to create products for personal-
ised medicine.
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potential, favourable safety profile, ability to cross biological barriers, and tropism to target 
tissues. The article summarises the information that has accumulated over the past few years 
in clinical trials of siRNA medicinal products for a range of conditions, including metabolic 
disorders, infections, and cancers, as well as hereditary, ophthalmic, renal, and hepatic dis-
eases. Special attention is paid to siRNA medicinal products undergoing clinical trials (over 
10 products) and approved for clinical use (6 products, including MIR 19, the first authorised 
Russian siRNA medicinal product).
CONCLUSION. Ultimately, siRNA medicinal products are a promising tool for personalised 
medicine, exhibiting therapeutic potential for a wide range of pathological conditions. Further 
studies of siRNA medicinal products should aim at improving siRNA production technology 
to increase their bioavailability and half-life period. In addition, these studies should aim at 
enhancing delivery systems for these products to mitigate toxicity risks and maximise efficacy.

Keywords: 	 therapeutic nucleic acids; RNA interference; small interfering RNA; siRNA; personalised 
medicine; RNA delivery systems; GalNAc; cell-penetrating peptides; clinical trials; safety of 
siRNA medicinal products; efficacy of siRNA medicinal products
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ВВЕДЕНИЕ
За последние десятилетия количество новых 

лекарственных препаратов, в состав которых 
в качестве фармацевтических субстанций вхо-
дят нуклеиновые кислоты (НК), существенно 
выросло. Благодаря высокой специфичности, 
функциональному разнообразию и низкой ток-
сичности терапевтические НК имеют значитель-
ные перспективы использования в медицине [1]. 
Терапевтические НК могут отличаться по струк-
туре, стабильности в организме, механизму дей-
ствия и др. Согласно экспертному мнению среди 
терапевтических НК наиболее перспективными 
являются молекулы малых интерферирующих 
РНК (миРНК) — двухцепочечные молекулы РНК 
размером 21–25 пар нуклеотидов (пн), способ-
ные специфично подавлять экспрессию генов 
по механизму интерференции РНК [2].

Существует множество заболеваний, которые 
на данный момент не поддаются лечению низко-
молекулярными препаратами и моноклональны-
ми антителами, что обусловлено крайне затруд-
нительным поиском биомишеней, по отношению 
к которым препарат обладал бы высокой актив-
ностью, сродством и специфичностью. В то же 
время любой интересующий ген может стать ми-
шенью для миРНК — для этого необходимо вы-
брать только правильную нуклеотидную после-
довательность внутри целевой мРНК. Препараты 
миРНК могут оказаться эффективным средством 
для проведения персонализированной терапии, 

к тому же они требуют существенно меньше вре-
мени на разработку.

Цель работы  — обобщить основные дости-
жения в области создания лекарственных пре-
паратов на основе миРНК, в том числе систем 
их доставки, рассмотреть итоги клинических 
исследований и обозначить перспективы разра-
ботки препаратов данной группы.

Поиск публикаций по разработке и клини-
ческим исследованиям препаратов на основе 
миРНК был выполнен по базам данных PubMed, 
eLibrary, clinicaltrials.gov за период 2009–2024 гг.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Молекулярный механизм 
интерференции РНК

Механизм интерференции РНК включает два 
этапа  — этап инициации и эффекторный этап. 
На первом этапе основная роль принадлежит 
ферменту Dicer, который находится в цитоплаз-
ме и разрезает крупные молекулы двухцепо-
чечной РНК на короткие фрагменты — миРНК. 
На втором этапе миРНК соединяются с бел-
ковыми факторами, образуя мультисубъеди-
ничный сайленсинговый комплекс RISC (RNA-
induced silencing complex). В состав комплекса 
входит белок Ago, который расплетает двой-
ную спираль миРНК, при этом направляющая 
(антисмысловая) цепь остается в комплексе 
и обеспечивает специфичность взаимодей-
ствия с мРНК-мишенью. После связывания 
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с целевой мРНК комплекс RISC осуществляет 
ее разрезание, а в дальнейшую деградацию 
вовлекаются экзонуклеазы клетки [1]. После 
разрезания мРНК целевого гена антисмысло-
вая цепь миРНК в составе RISC может осуще-
ствлять деградацию новой копии мРНК и т.д. 
Благодаря такой цикличности одна молекула 
миРНК способна катализировать разрушение 
большого количества мРНК, что делает меха-
низм интерференции очень эффективным в по-
давлении активности целевых генов [3].

Учитывая то, что интерференция РНК  — это 
ферментативный процесс, молекулы миРНК 
являются более эффективными в сравнении 
с другими терапевтическими НК (антисмысло-
вые олигонуклеотиды, аптамеры, ДНК-ловушки 
и др.), в механизме которых не задействованы 
ферменты [1]. Использование синтезированных 
миРНК (~21 пн) с заданной последовательностью 
позволяет избежать процессинга ферментом 
Dicer, в результате чего они сразу же включа-
ются в комплекс RISC и осуществляют специфи-
ческое подавление экспрессии гена-мишени [1]. 
Благодаря относительной простоте и доступ-
ности прямого химического синтеза миРНК эту 
технологию активно используют для создания 
лекарственных препаратов нового поколения.

Двухцепочечные молекулы миРНК бо-
лее устойчивы в биологических средах 
в сравнении с другими терапевтическими РНК-
олигонуклеотидами, которые, как правило, 
представлены лишь одной цепью (рибозимы, 
EGS, U1-адапторы и мРНК). К тому же для увели-
чения их устойчивости и эффективности разра-
ботаны разные способы модификации нуклео-
тидов [1, 4].

Действие миРНК основано на полном сопря-
жении оснований с мРНК-мишенью, в то время 
как низкомолекулярные препараты и монокло-
нальные антитела должны распознавать опре-
деленную пространственную конформацию 
белков-мишеней. Благодаря этому разработка 
препаратов миРНК занимает меньше времени 
и может оказаться весьма эффективной [5].

Способы доставки миРНК
Одно из главных препятствий, ограничиваю-

щих широкое применение терапевтических НК, 
включая миРНК, — это сложность доставки в це-
левые клетки. Известно, что миРНК самопро
извольно не проникают в цитоплазму клеток, 
поэтому для их доставки используют векторы 
(или носители). Вирусные средства доставки НК 
основаны на использовании ретровирусов, аде-
ноассоциированных вирусов, аденовирусов и др. 
К невирусным векторам относятся липосомы, 

экзосомы, наночастицы различной природы, ка-
тионные полимеры, пептиды и др. [1, 6]. В насто-
ящее время наибольшее предпочтение среди 
разработок препаратов миРНК отдаются именно 
невирусным векторам.

Липосомы широко используются для достав-
ки НК, в частности, миРНК. Наиболее часто 
применяют липосомы, состоящие из катионных 
и/или амфифильных липидов и холестерина. 
Широкое использование липосом в качестве 
векторов объясняется простотой образования 
комплексов с НК, высокой эффективностью до-
ставки в клетки-мишени, а также возможностью 
функционализации их поверхности различными 
специфичными к целевым клеткам лигандами, 
что повышает тропизм к тканям. В настоящее 
время зарегистрировано не менее трех РНК-
препаратов, содержащих липосомы в качестве 
системы доставки: BNT162b2 (Pfizer), мРНК-1273 
(Moderna) и препарат миРНК патисиран (Alnylam 
Pharmaceuticals) [1, 7].

Экзосомы  — везикулы липидного бислоя, се-
кретирующиеся эукариотическими клетками, 
могут выступать в качестве потенциальных си-
стем доставки. Они обладают более благопри-
ятным в сравнении с липосомами профилем 
безопасности и могут проходить через биоло-
гические барьеры, такие как гематоэнцефаличе-
ский барьер. В настоящее время несколько пре-
паратов на основе экзосом проходят КИ, в том 
числе разработки компаний Codiak Biosciences 
и Evox Therapeutics [1, 8].

В качестве систем доставки препаратов счи-
таются перспективными носители на основе 
наночастиц различной природы, например ги-
бридные наночастицы, включающие в свой со-
став липиды, полимеры и пептиды [6], наноча-
стицы золота [6], диоксида кремния и др. [1, 7].

Полимерные системы доставки имеют ряд 
характерных преимуществ, в том числе в срав-
нении с липосомами. Они менее иммуногенны 
и легко модифицируются, за счет чего форми-
руются прогнозируемые физико-химические 
свойства итогового препарата, такие как общий 
заряд, молекулярная масса, гидрофильные/
гидрофобные свойства, возможность биоде-
градации и стабильность. Это позволяет регу-
лировать растворимость, тропность и в целом 
фармакокинетику лекарственного средства. 
Полиэтиленимин и его различные химические 
производные стали применяться как первые по-
лимеры-носители НК [1].

Подходы, направленные на химическую 
модификацию НК, позволили повысить ста-
бильность препаратов, а также конъюгировать 
миРНК с клеточно-специфическими лигандами. 
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Наиболее популярным лигандом для конъюга-
ции миРНК является N-ацетил-D-галактозамин 
(GalNAc), производное сахара галактозы, ко-
торое связывается с асиалогликопротеиновым 
рецептором (ASGPR) с высокой аффинностью 
и специфичностью. Эти рецепторы гиперэкс-
прессированы на поверхности гепатоцитов (око-
ло 500000 молекул на клетку), что может обес-
печить высокий уровень проникновения НК 
в клетки-мишени даже при однократном вве-
дении комплекса GalNAc-миРНК. Конъюгаты 
GalNAc-миРНК характеризуются приемлемым 
профилем безопасности, высокой длительно-
стью действия и возможностью оптимизации 
схемы введения за счет снижения числа инъек-
ций. В настоящее время система GalNAc-миРНК 
часто используется для создания препаратов 
против патологий печени (гивосиран, лумасиран, 
инклисиран, вутрисиран и недосиран) [1, 9].

В качестве перспективных систем достав-
ки могут использоваться клеточно-проникаю-
щие пептиды (cell-penetrating peptides, СPP), 
как природные (мелиттин, кателицидин и пр.), 
так и синтетические. СРР имеют размер 5–30 
аминокислот, при этом в их составе присутству-
ет значительное количество основных амино-
кислот (аргинин и лизин), которые обеспечива-
ют положительный заряд в водных растворах 
при физиологическом рН. Обычно CPP имеют 
амфипатичную структуру, в результате чего 
часть пептида обладает гидрофобными свой-
ствами, а другая — гидрофильными. СРР способ-
ны проникать внутрь клетки-мишени, транспор-
тируя в цитоплазму различные терапевтические 
молекулы, включая НК [10, 11].

Ранее авторами данной статьи был описан 
катионный дендримерный пептид LTP, богатый 
остатками аргинина и лизина [12], с помощью ко-
торого осуществляли доставку молекул миРНК, 
направленных против генов, кодирующих про-
воспалительные цитокины IL-4 и IL-13, в клетки 
респираторного тракта мышей с индуцирован-
ным аллергическим ринитом [13]. При помо-
щи пептида LTP также доставляли молекулы 
миРНК, активные в отношении гена Stat3, во-
влеченного в нейтрофильное воспаление ды-
хательных путей при бронхиальной астме [14]. 
Разветвленный (дендримерный) пептид КК-46 
был использован в качестве носителя молекул 
миРНК, направленных против геномной РНК 
вируса SARS-CoV-2 [1, 15].

Таким образом, применение невирусных си-
стем доставки миРНК (липосомы, экзосомы, на-
ночастицы, полимеры, GalNAc, СРР) позволило 
использовать технологии интерференции РНК 
для создания препаратов нового поколения.

Препараты на основе миРНК в клинических 
исследованиях

В настоящее время на этапе клинических ис-
пытаний (КИ) находится значительное количе-
ство миРНК-содержащих препаратов (табл. 1), 
которые предназначены для лечения заболева-
ний, связанных с нарушением метаболизма, ин-
фекционных, онкологических и наследственных 
заболеваний, а также патологий почек, печени, 
органов зрения, кожных покровов и др. [16].

Лечение заболеваний, связанных с нарушением 
метаболизма

Препарат цемдисиран (cemdisiran, ALN-CC5, 
Alnylam Pharmaceuticals) направлен на лече-
ние патологий печени. Препарат представляет 
собой конъюгат GalNAc и миРНК, нацеленный 
на инактивацию белка комплемента 5 (С5) [16]. 
Цемдисиран предназначен для лечения ред-
ких угрожающих жизни комплемент-опосре-
дованных заболеваний, к которым относят-
ся пароксизмальная ночная гемоглобинурия, 
IgA-нефропатия, атипичный гемолитико-уреми-
ческий синдром и генерализованная миастения 
гравис. Снижение уровня циркулирующего бел-
ка С5 подавляет активацию терминального пути 
комплемента, что предотвращает образование 
мембранного атакующего комплекса и высвобо-
ждение анафилатоксина C5a [16]. Ранние этапы 
КИ выявили быстрое и устойчивое подавле-
ние С5, сохраняющееся до 13 мес. после курса 
введения препарата [17]. При проведении КИ 
фазы II изучалось влияние препарата на уровень 
протеинурии у взрослых с IgA-нефропатией. 
Результаты исследования показали, что при-
менение цемдисирана приводит к стабильно-
му улучшению состояния пациентов по уровню 
протеинурии, а также хорошо переносится па-
циентами [18].

Препарат фитузиран (fitusiran, ALN-AT3SC, 
Alnylam Pharmaceuticals) предназначен для лече- 
ния гемофилии А и В. Представляет собой конъ-
югат GalNAc-миРНК, нацеленный на мРНК гена 
SERPINC1 белка антитромбина [16]. Под влияни-
ем препарата происходит уменьшение синтеза 
антитромбина и увеличивается уровень тром-
бина, что способствует предотвращению крово-
течений, связанных с нарушениями коагуляции. 
В ходе КИ фаз I и II использование фитузирана 
приводило к значительному дозозависимому 
снижению уровня антитромбина [19]. В настоя-
щее время продолжаются исследования фиту-
зирана в рамках КИ фазы III. В ходе исследова-
ний показано обратимое воздействие препарата 
на уровень антитромбина и не выявлено образо-
вания антител к препарату (в отличие от других 
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Таблица 1. Препараты на основе миРНК на этапе клинических исследований
Table 1. siRNA medicinal products at the stage of clinical trials

Препарат
Medicinal product

Разработчик/
Производитель

Developer/
Manufacturer

Мишень
Target

Заболевание
Indication

Фаза клинических 
иследований

Clinical trial phase

Цемдисиран
Cemdisiran
(ALN-CC5)

Alnylam 
Pharmaceuticals

Белок 
комплемента 5
Complement compo-
nent 5

Пароксизмальная ночная 
гемоглобинурия;
нефропатия иммуноглобу-
лина А; атипичный гемоли-
тико-уремический синдром; 
генерализованная миасте-
ния гравис
Paroxysmal nocturnal 
haemoglobinuria; 
immunoglobulin A 
nephropathy; atypical 
haemolytic uraemic syndrome; 
generalised myasthenia gravis

Фаза III / Phase III 
(NCT05744921)
Фаза III / Phase III 
(NCT05070858)

Фитусиран
Fitusiran
(ALN-AT3SC)

Alnylam 
Pharmaceuticals

Антитромбин 
Antithrombin 

Гемофилия А и В
Haemophilia A and B

Фаза II/III / Phase II/III 
(NCT03974113 ATLAS-PEDS)
Фаза I / Phase I 
(NCT06145373)
Фаза III / Phase III 
(NCT03754790 ATLAS-OLE)
Фаза III / Phase III 
(NCT05662319 ATLAS-NEO)

Ксалнезиран
Xalnesiran
(RG6346)

Dicerna  
Pharmaceuticals

Поверхностный 
антиген вируса 
гепатита В
Hepatitis B virus 
surface antigen

Вирусный гепатит B
Viral hepatitis B

Фаза II / Phase II 
(NCT04225715)

ALN-RSV01 Alnylam 
Pharmaceuticals

N-белок 
респираторно-
синцитиального 
вируса
Respiratory syncytial 
virus nucleoprotein

Респираторно-
синцитиальная вирусная 
инфекция
Respiratory syncytial virus 
infection 

Фаза II / Phase II 
(NCT01065935): завершена / 
completed

NU-0129 Northwestern 
University

Белок Bcl2L12
Bcl2L12 protein

Глиобластома
Glioblastoma

Фаза I / Phase I 
(NCT03020017): завершена / 
completed

Бевасираниб
Bevasiranib
(Cand5)

OPKO 
Ophthalmologics

Фактор роста 
эндотелия сосудов 
(VEGF)
Vascular endothelial 
growth factor (VEGF)

Диабетический макулярный 
отек;
Возрастная макулярная 
дегенерация
Diabetic macular oedema;
Age-related macular 
degeneration 

Фаза III / Phase III 
(NCT00499590): отменена / 
cancelled
Фаза III / Phase III 
(NCT00557791): отменена / 
cancelled

Sirna-027
(AGN211745)

Allergan Рецептор VEGFR1
VEGFR1 receptor

Возрастная макулярная 
дегенерация
Age-related macular 
degeneration 

Фаза II / Phase II 
(NCT00395057): отменена 
из-за проблем с 
безопасностью / cancelled 
due to safety concerns

SYL040012 Sylentis, S.A. β2-адренергический 
рецептор
β2-adrenergic receptor

Глаукома
Glaucoma

Фаза II / Phase II 
(NCT02250612): завершена / 
completed

Тиванисиран
Tivanisiran
(SYL-1001)

Sylentis, S.A. Капсаициновый 
рецептор
Capsaicin receptor 

Глазная боль, синдром 
сухого глаза
Eye pain, dry eye syndrome 

Фаза III / Phase III 
(NCT05310422): завершена / 
completed
Фаза III / Phase III 
(NCT04819269): завершена / 
completed

STP705 Sirnaomics Трансформирующий 
фактор роста β1; 
циклооксигеназа-2
Transforming 
growth factor β1; 
cyclooxygenase-2

Плоскоклеточная 
карцинома
Squamous cell carcinoma

Фаза I/II / Phase I/II 
(NCT05196373)
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иммунотерапевтических средств). Важными ас-
пектами применения препарата являются про-
стой режим дозирования (подкожное введение 
1 раз в мес.) и благоприятный профиль безо
пасности [20].

Лечение инфекционных заболеваний
К настоящему моменту расшифрованы ге-

номы многих патогенных вирусов, что откры-
ло больше возможностей в разработке про-
тивовирусных средств, реализующих эффект 
с использованием механизма интерференции 
РНК. Препараты на основе миРНК, нацеленные 
на наиболее значимые для жизненного цикла 
вируса гены, могут быть весьма эффективны 
для лечения заболеваний, вызванных вирусны-
ми инфекциями [5].

Препарат ксалнезиран (xalnesiran, RG6346, 
Dicerna Pharmaceuticals) содержит молекулы 
миРНК, направленные против гена, кодирую-
щего поверхностный антиген вируса гепатита В 
(HBsAg). В составе препарата миРНК конъю-
гирована с GalNAc [16]. Результаты КИ фазы I, 
представленные в 2020 г., показали, что лечение 
препаратом на протяжении 4 мес. приводило 
к значительному и стойкому снижению уровня 
HBsAg, сохраняющемуся до 1 года после окон-
чания лечения. В 2021 г. стартовало КИ фазы II. 
В исследовании установлено, что, кроме значи-
тельного устойчивого снижения уровня HBsAg, 

препарат также способствовал уменьшению 
уровня вирусной РНК и ДНК [21].

Препарат ALN-RSV01 (Alnylam Pharmaceuticals) 
предназначен для лечения инфекций, вызванных 
респираторно-синцитиальным вирусом (РСВ). 
Препарат содержит миРНК, направленные про-
тив консервативного участка гена N-белка РСВ. 
ALN-RSV01 воздействует на один из самых кон-
сервативных генов этого вируса, в связи с чем его 
активность распространяется на большинство 
изолятов РСВ [22]. Аэрозольное введение 
ALN-RSV01 приводило к статистически значи-
мому противовирусному эффекту, снижению 
частоты инфицирования, а в случае заражения — 
уменьшению частоты и тяжести симптомов [23]. 
В период с 2009 по 2012 гг. были завершены два 
исследования II фазы у пациентов с острой РСВ-
инфекцией, перенесших трансплантацию легких. 
Препарат ALN-RSV01 характеризовался безопас-
ностью и хорошей переносимостью. Несмотря 
на отсутствие явного противовирусного эффекта, 
препарат улучшал состояние пациентов, пере-
несших трансплантацию [24].

Лечение онкологических заболеваний
Возникновение и прогрессия опухоли часто 

определяются активностью ряда генов (онкоге-
нов), которые регулируют клеточный цикл и про-
лиферацию. Препарат NU-0129 (Northwestern 
University) содержит миРНК, подавляющую 

Препарат
Medicinal product

Разработчик/
Производитель

Developer/
Manufacturer

Мишень
Target

Заболевание
Indication

Фаза клинических 
иследований

Clinical trial phase

BMT101
(OLX-101A)

Olix 
Pharmaceuticals

Фактор роста 
соединительной 
ткани
Connective tissue 
growth factor 

Гипертрофический рубец
Hypertrophic scars

Фаза II / Phase II 
(NCT04012099): отменена / 
cancelled
Фаза II / Phase II 
(NCT03133130): завершена / 
completed

OLX10010 Olix 
Pharmaceuticals

Фактор роста 
соединительной 
ткани
Connective tissue 
growth factor 

Гипертрофический рубец
Hypertrophic scars

Фаза II / Phase II 
(NCT04877756): завершена / 
completed

RXI-109 Phio 
Pharmaceuticals

Фактор роста 
соединительной 
ткани
Connective tissue 
growth factor

Гипертрофический рубец
Hypertrophic scars

Фаза II / Phase II 
(NCT02246465)
Фаза I/II / Phase I/II 
(NCT02599064)

Тепрасиран
Teprasiran
(I5NP, QPI-1002)

Quark 
Pharmaceuticals

p53 Острая почечная 
недостаточность
Acute renal failure

Фаза III / Phase III 
(NCT02610296): завершена / 
completed
Фаза III / Phase III 
(NCT03510897): отменена / 
cancelled

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Продолжение таблицы 1
Table 1 (continued)
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экспрессию гена Bcl2L12, играющего значитель-
ную роль в развитии глиобластомы. Для доставки 
миРНК в препарате использованы наночастицы 
золота, которые проникают через гематоэнце-
фалический барьер и достигают клеток мозга. 
В небольшом пилотном исследовании с участи-
ем пациентов с рецидивом глиобластомы было 
показано, что применение NU-0129 приводи-
ло к значительному снижению уровня белка 
Bcl2L12 в опухолевой ткани. При этом не было 
выявлено серьезных побочных эффектов, свя-
занных с применением препарата [16, 25].

Лечение заболеваний органов зрения
Несколько препаратов на основе миРНК раз-

рабатываются в настоящее время для лечения 
заболеваний органов зрения, таких как глауко-
ма, возрастная макулярная дегенерация, син-
дром сухого глаза, диабетический макулярный 
отек и наследственные заболевания сетчатки 
[16]. Ввиду относительно короткого периода по-
лувыведения молекул миРНК (особенно немоди-
фицированных) данные препараты изначально 
рассматривались для местного использования, 
например в виде глазных капель.

Препарат бевасираниб (bevasiranib, Cand5, 
OPKO Ophthalmologics) разработан в 2004  г. 
на основе миРНК, направленной против гена 
фактора роста эндотелия сосудов (VEGF ), 
и предназначен для лечения диабетического 
макулярного отека и возрастной макулярной де-
генерации. КИ фазы I и II продемонстрировали 
перспективные результаты [26], однако исследо-
вание III фазы, направленное на подтверждение 
эффективности бевасираниба, было прекраще-
но из-за недостаточного восстановления зрения 
у пациентов (NCT00499590). Другое исследова-
ние III фазы также было отменено [27].

Препарат Sirna-027 (Allergan) содержит 
миРНК, подавляющую экспрессию гена рецеп-
тора VEGF (VEGFR1), и предназначен для лечения 
возрастной макулярной дистрофии. На этапе 
КИ выявлено значительное улучшение остроты 
зрения, но корреляции между изменением этого 
показателя и дозой препарата не обнаружено. 
Из-за побочных явлений, связанных с активаци-
ей препаратом TLR3 (толл-подобного рецепто-
ра 3) и невозможностью достичь желаемых по-
казателей эффективности, исследование II фазы 
было приостановлено [28].

Препараты миРНК могут оказаться весьма эф-
фективны при глаукоме. Считается, что главный 
фактор риска развития глаукомы — повышение 
внутриглазного давления  — является след-
ствием дисбаланса между притоком и оттоком 
жидкости. Учитывая, что β2-адренергический 

рецептор (ADRB2) участвует в притоке жидкости, 
был разработан препарат SYL040012 (Sylentis, 
S.A.), который содержит миРНК, направлен-
ную против гена ADRB2. КИ фазы II с участием 
пациентов с глаукомой или повышенным вну-
триглазным давлением продемонстрировало 
статистически значимое снижение внутриглаз-
ного давления, при этом препарат хорошо пере-
носился как при местном, так и при системном 
применении [29].

Препараты миРНК могут быть использованы 
в лечении синдрома сухого глаза  — заболева-
ния, характеризующегося нарушением рабо-
ты слезных желез и повреждением поверхно-
сти глаза. Препарат тиванизиран (tivanisiran, 
SYL-1001, Sylentis, S.A.) содержит миРНК, кото-
рая подавляет экспрессию гена капсаицинового 
рецептора TRPV1, участвующего в регуляции 
воспалительной реакции и передаче болевых 
сигналов [30]. Исследования показали, что ти-
ванизиран является безопасным и эффектив-
ным препаратом, уменьшающим глазную боль 
и покраснение конъюнктивы при местном при-
менении [30].

Лечение заболеваний кожных покровов
В настоящее время проходят КИ четыре 

препарата миРНК, направленные на лечение 
гипертрофических рубцов: STP705, BMT101, 
OLX10010 и RXI-109. Действие препарата 
STP705 (Sirnaomics) нацелено на TGF-β1 и COX-2, 
которые регулируют процессы, приводящие 
к образованию гипертрофических рубцов. 
Согласно данным КИ фазы IIb у 78% пациентов 
после применения препарата STP705 наблюда-
ли регенеративные процессы и гистологически 
подтвержденное снижение доли рубцовой ткани 
в сравнении с группой плацебо. Действие пре-
паратов BMT101, OLX10010 и RXI109 направле-
но на ген фактора роста соединительной ткани 
(CTGF), участвующего в образовании гипертро-
фических и келоидных рубцов [31]. Препарат 
BMT101 (OliX Pharmaceuticals) в настоящее 
время проходит II фазу КИ. Данный препарат 
применяется для терапии гипертрофических 
рубцов местно, интрадермально и подкож-
но. Согласно результатам КИ фазы II препа-
рата OLX10010 (OliX Pharmaceuticals) показано, 
что через 24 нед. еженедельное внутрикожное 
введение препарата приводило к значительному 
улучшению внешнего вида гипертрофических 
рубцов. В КИ также подтверждена безопасность 
и переносимость препарата. Результаты КИ 
фазы II препарата RXI-109 (Phio Pharmaceuticals) 
продемонстрировали, что в группе с использова-
нием препарата было достигнуто статистически 
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значимое улучшение внешнего вида рубцов 
по сравнению с контролем в 3-, 6- и 9-месячные 
сроки [16, 31].

Лечение заболеваний почек
Один кандидатный препарат миРНК находит-

ся на стадии КИ  — тепрасиран (I5NP, QPI-1002, 
Quark Pharmaceuticals). Это стабильный препа-
рат на основе «голой» молекулы миРНК (без но-
сителя), нацеленный на подавление экспрессии 
белка р53, предназначен для лечения острого 
повреждения почек, связанного с нарушением 
функций после пересадки и кардиохирургиче-
ских операций. Тепрасиран вызывает сниже-
ние экспрессии проапоптотического белка р53, 
что способствует защите клеток почки от гибе-
ли вследствие острого ишемическо-реперфу-
зионного повреждения [16, 32].

Препараты на основе миРНК 
в клинической практике

В период с 2018 по 2023 гг. ряд препаратов 
миРНК был одобрен для медицинского при-
менения (табл. 2). В 2018 г. препарат патисиран 
(patisiran, Onpattro, Alnylam Pharmaceuticals) 
был одобрен Управлением по контролю 
за качеством продуктов питания и лекарствен-
ных средств США (Food and Drug Administration, 
FDA) для клинического применения при терапии 
наследственного транстиретинового амилоидо-
за, что стало отправной точкой в использова-
нии препаратов нового типа, действие которых 
основано на механизме РНК-интерференции.

Препарат патисиран разработан на осно-
ве молекул миРНК с включением 2'-О-метил-
модификаций в последовательность нуклеотидов, 
что позволило улучшить стабильность и про-
лонгировать биологический эффект препарата. 
В качестве системы доставки миРНК в препарате 
используются липидные наночастицы, включаю-
щие холестерин, дистеароилфосфатидилхолин, 
полиэтиленгликоль, которые обеспечивают ста-
бильность комплекса и облегчают транспорти-
ровку миРНК к клеткам [33]. После поглощения 
гепатоцитами молекулы миРНК высвобождаются 
из эндосом в цитоплазму, где оказывают биоло-
гический эффект, вызывая подавление транс-
крипции гена транстиретина (TTR), что приводит 
к снижению уровня белка TTR в крови [34].

На этапе КИ патисирана (NCT01559077, 
NCT02053454) оценивалась его безопасность 
при дозировке от 0,01 до 0,5 мг/кг [35]. Было 
показано, что при внутривенном введении пре-
парат не накапливается в нецелевых органах, 
что позволило предположить, что миРНК пати-
сирана разрушается нуклеазой [35]. В плацебо-

контролируемых КИ фазы II изучались кратко-
срочные и долгосрочные клинические эффекты 
препарата. В ходе КИ (NCT01617967) анализиро-
вались результаты многократного применения 
препарата в возрастающих дозах у больных на-
следственным транстиретиновым амилоидозом 
[35–37]. Для оценки долгосрочных эффектов 
проводилось открытое плацебо-контролируе-
мое КИ (NCT01961921), в котором было проде-
монстрировано быстрое и устойчивое сниже-
ние (~82%) уровня транстиретина у пациентов 
в сравнении с контролем в течение 24 мес. В ис-
следовании оценивались двигательные функ-
ции и общее качество жизни пациентов, которые 
оставались стабильными на протяжении всего 
срока исследования. Также не наблюдалось зна-
чительных изменений эхокардиографических 
показателей и уровня биомаркеров сердечных 
патологий [37].

В плацебо-контролируемых КИ фазы III 
(NCT1960348) при исследовании патисирана 
в дозе 0,3 мг/кг один раз каждые 3 нед. в течение 
полутора лет была продемонстрирована эффек-
тивность и безопасность препарата. Препарат 
благоприятно влиял на функции сердца у па-
циентов с наследственным транстиретиновым 
амилоидозом  — происходило уменьшение тол-
щины сердечной стенки и общей продольной 
деформации органа, а также увеличение диа-
столического объема и сердечного выброса [38].

Таким образом, разработка препарата патиси-
рана стала важным вкладом в развитие направ-
ления генотерапевтических лекарственных 
средств. Это первый препарат на основе миРНК, 
одобренный FDA, реализующий механизм РНК-
интерференции для контроля экспрессии бел-
ков, связанных с заболеваниями. Создание 
данного препарата позволило установить стан-
дарты для разработчиков подобных препаратов.

Гивосиран (givosiran, Givlaari, Alnylam 
Pharmaceuticals) стал вторым препаратом 
на основе миРНК, получившим одобрение FDA 
в 2019 г. Препарат предназначен для лечения 
острой перемежающейся (печеночной) порфи-
рии (ОПП), редкого генетического заболевания 
печени, вызванного дисфункцией синтеза белка 
гема. Заболевание связано с активацией гена 
аминолевулинатсинтазы 1 (ALAS1) и увеличени-
ем экспрессии белка ALAS1, что приводит по-
следующему повышению уровня нейротоксич-
ных метаболитов, 5-аминолевулиновой кислоты 
и порфобилиногена [39]. Механизм действия 
гивосирана связан с уменьшением уровня белка 
ALAS1 путем воздействия на кодирующую часть 
мРНК гена ALAS1. В отличие от патисирана гиво-
сиран вводится подкожно [39]. Препарат состоит 
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из двухцепочечной миРНК длиной 23 нуклеоти-
да (антисмысловая цепь) и 21 нуклеотида (смыс-
ловая цепь), присоединенной к молекуле GalNAc 
для улучшения доставки в печень. Обе цепи хи-
мически модифицированы для улучшения ста-
бильности миРНК.

В ходе плацебо-контролируемого КИ фазы  I 
(NCT02452372) доказана безопасность при-
менения гивосирана [39, 40]. При поведении 
КИ фазы I/II продемонстрировано, что у паци-
ентов происходило быстрое устойчивое сниже-
ние уровня мРНК гена ALAS1 в печени и уровня 

нейротоксичных метаболитов в моче, а также 
уменьшение частоты обострений ОПП [39, 40]. 
В ходе КИ фазы III (NCT03338816), проводив-
шегося среди пациентов, получавших ежеме-
сячные подкожные инъекции гивосирана в дозе 
2,5 мг/кг на протяжении 6 мес., было отмечено 
устойчивое снижение уровня 5-аминолевулино-
вой кислоты и нейротоксических метаболитов 
порфобилиногена в моче, значительное умень-
шение риска приступов, обострений ОПП и ин-
тенсивности болевого синдрома, а также улуч-
шение качества жизни [39, 41].

Таблица 2. Препараты на основе миРНК, одобренные для клинического применения
Table 2. siRNA medicinal products approved for clinical use

Название 
препарата
Medicinal 

product name

Заболевание
Indication

Мишень
Target

Регуляторный орган, 
год одобрения

Regulatory authority, 
year of approval

Разработчик/производитель
Developer/manufacturer

Патисиран
Patisiran 
(Onpattro)

Наследственный 
транстиретиновый 
амилоидоз
Hereditary transthyretin 
amyloidosis

Транстиреин
Transthyretin

FDA, 2018
EMA, 2018

Alnylam Pharmaceuticals

Гивосиран
Givosiran 
(Givlaari)

Острая печеночная 
порфирия
Acute hepatic porphyria

5-аминолевулинат-
синтаза 1
5-aminolevulinate 
synthase 1 

FDA, 2019
EMA, 2020

Alnylam Pharmaceuticals

Лумасиран
Lumasiran 
(Oxlumo)

Первичная 
гипероксалурия типа 1
Primary hyperoxaluria 
type 1

Гидроксикислая 
оксидаза 1
Hydroxyacid oxidase 1 

FDA, 2020
EMA, 2020

Alnylam Pharmaceuticals

Инклисиран
Inclisiran
(Leqvio)

Гетерозиготная семейная 
гиперхолестеринемия;
Ишемическая болезнь 
сердца
Heterozygous familial 
hypercholesterolemia; 
Coronary heart disease

Пропротеин-
конвертаза 
субтилизин/кексин 
типа 9
Proprotein convertase 
subtilisin/kexin type 9 

FDA, 2021
EMA, 2020

Novartis Pharmaceuticals

Недосиран
Nedosiran 
(Rivfloza)

Первичная гипероксалу
рия 1, 2 и 3 типа
Primary hyperoxaluria 
type 1, 2 and 3

Печеночная 
лактатдегидрогеназа
Liver lactate 
dehydrogenase 

FDA, 2023 Dicerna Pharmaceuticals

Вутрисиран
Vutrisiran 
(Amvuttra)

Наследственный 
транстиретиновый 
амилоидоз
Hereditary transthyretin 
amyloidosis

Транстиреин
Transthyretin 

FDA, 2022
EMA, 2022

Alnylam Pharmaceuticals

МИР 19
MIR 19
(siR-7-EM/
KK-46)

COVID-19 РНК-зависимая РНК-
полимераза вируса 
SARS-CoV-2
RNA-dependent RNA 
polymerase of SARS-
CoV-2 virus

Министерство 
здравоохране-
ния Российской 
Федерации, 2021
Ministry of Health 
of the Russian 
Federation, 2021 

ФГБУ «ГНЦ Институт 
иммунологии» ФМБА России,
ФГУП «Санкт-Петербургский 
научно-исследовательский 
институт вакцин и сывороток 
и предприятие по производству 
бактерийных препаратов» 
ФМБА России
National Research Center — 
Institute of Immunology,
Saint Petersburg Scientific Research 
Institute of Vaccines and Serums

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. FDA — Управление по контролю за качеством продуктов питания и лекарственных средств США; EMA — Евро-
пейское агентство по лекарственным средствам.
Note. FDA, Food and Drug Administration; EMA, European Medicines Agency.
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Лумасиран (lumasiran, Oxlumo, Alnylam 
Pharmaceuticals) стал третьим препаратом 
на основе мРНК, получившим одобрение FDA 
в 2020 г. Препарат предназначен для лечения 
первичной гипероксалурии 1 типа (ПГ 1 типа), 
редкого аутосомно-рецессивного заболевания 
печени, которое возникает из-за снижения уров-
ня пероксисомального фермента аланин-глиок-
силат аминотрансферазы, ответственного за ме-
таболизм глиоксилата. Заболевание приводит 
к отложению оксалатов кальция в почках и мо-
чевых путях [42]. Терапия препаратом направ-
лена на уменьшение количества оксалатных 
отложений за счет подавления экспрессии мРНК 
гена фермента гидроксикислой оксидазы  1  
(HAO1), играющего ключевую роль в образова-
нии оксалатных соединений [42]. Лумасиран 
рассматривается как альтернатива диализу 
и пересадке почки [42]. Препарат содержит мо-
дифицированную двухцепочечную миРНК; ан-
тисмысловая цепь имеет размер 23 нуклеотида, 
смысловая цепь — 21 нуклеотид. МиРНК направ-
лена на 3'-нетранслируемую область мРНК гена 
HAO1 и конъюгирована с GalNAc для доставки 
в печень. В КИ фазы I/II (NCT02706886) про-
водилось изучение различных режимов дози-
рования лумасирана и показана безопасность 
препарата [43]. Плацебо-контролируемые КИ 
фазы III были разделены на 3 исследования: 
ILLUMINATE-А (NCT03681184)  — изучение эф-
фектов лумасирана для взрослых и детей стар-
ше 6 лет с последующим ежеквартальным вве-
дением поддерживающей дозы 3 мг/кг в течение 
3 мес. (исследование продолжалось до 54 мес.) 
[42]; ILLUMINATE-В (NCT03905694)  — паци-
енты в возрасте до 6 лет получали аналогич-
ное лечение лумасираном [44]; ILLUMINATE-С 
(NCT03681184)  — оценка безопасности и эф-
фективности лумасирана у пациентов с поздней 
стадией ПГ 1 типа при долгосрочном примене-
нии (исследование в настоящее время продол-
жается, предполагаемая дата завершения  — 
июль 2025 г.) [45]. Лумасиран показал хорошую 
переносимость у детей и взрослых, приемлемый 
профиль безопасности и эффективное сниже-
ние уровня оксалатов вне зависимости от воз-
раста, пола, расовой принадлежности, функци-
ональных нарушений почек, приема витамина 
В6 и наличия в анамнезе почечных камней.

В 2021 г. FDA был одобрен препарат на осно-
ве миРНК инклисиран (inclisiran, Leqvio, Novartis 
Pharmaceuticals), предназначенный для лече-
ния гетерозиготной семейной гиперхолесте-
ринемии (СГХ) и ишемической болезни сердца, 
характеризующихся увеличением уровня ли-
попротеинов низкой плотности (ЛПНП) в крови 

[46]. СГХ — семейное аутосомно-кодоминантное 
генетическое заболевание, вызванное мутацией 
гена белка, участвующего в метаболизме липо-
протеинов, что приводит к накоплению холесте-
рина и ЛПНП в плазме крови. МиРНК в составе 
препарата направлена против мРНК гена PCSK9, 
который кодирует пропротеиновую конверта-
зу субтилизин-кексина типа 9 (PCSK9), участ-
вующую в регулировании уровня холестерина 
в крови по механизму деградации рецепторов 
ЛПНП на поверхности клеток. PCSK9 также мо-
жет играть роль в развитии сердечно-сосуди-
стых заболеваний, поскольку повышение его 
уровня связано с повышенным риском развития 
атеросклероза и сердечно-сосудистых забо-
леваний [47]. Инклисиран включает полностью 
модифицированную миРНК, конъюгированную 
с GalNAc [48]. Этот препарат вводится пациен-
там подкожно и приводит к подавлению синтеза 
белка PCSK9, уменьшая его влияние на метабо-
лизм ЛПНП [48, 49]. Инклисиран используется 
в качестве дополнительной терапии к статинам 
для улучшения их эффективности [46].

Плацебо-контролируемые КИ фазы I 
(NCT02314442) проводились в две стадии, 
в ходе которых изучали безопасность инкли-
сирана при однократном и курсовом примене-
нии [50]. В плацебо-контролируемых КИ фазы II 
(NCT02597127) у пациентов с высоким уровнем 
ЛПНП, холестерина и высоким риском разви-
тия сердечно-сосудистых заболеваний иссле-
довали различные режимы дозирования. КИ 
фазы III включали три отдельных исследова-
ния: ORION-9 (NCT03397121) — среди взрослых 
с гетерозиготной СГХ, ORION-10 (NCT0339990) 
и ORION-11 (NCT0340100)  — среди пациентов 
с ишемической болезнью сердца, получавших 
статины, и пациентов, принимавших различные 
дозы инклисирана, соответственно. Результаты 
КИ показали, что применение инклисирана при-
водило к снижению уровня ЛПНП и холестери-
на примерно на 50% при лечении препаратом 
каждые 6 мес. [51]. Для оценки эффективности, 
безопасности и переносимости долгосрочного 
применения инклиcирана проводятся дополни-
тельные исследования: ORION-8 (NCT03814187), 
ORION-13 (NCT04659863) и ORION-16 
(NCT04652726) [52]. Инклисиран в настоящее 
время доступен для применения и обычно на-
значается в сочетании со статинами.

Недосиран (nedosiran, Rivfloza, Dicerna 
Pharmaceuticals)  — препарат, разработанный 
для лечения ПГ, представляющий собой конъюгат 
молекул миРНК, подавляющих экспрессию гена 
LDHA, и GalNAc. Недосиран был одобрен в 2023 г. 
в США для снижения уровня оксалатов в моче 
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у детей в возрасте старше 9 лет и взрослых 
с ПГ 1 типа и относительно нормальной функ-
цией почек. Препарат вводится подкожно 1 раз 
в мес. и специфически ингибирует экспрессию 
основной изоформы лактатдегидрогеназы (ЛДГ) 
в печени [53]. Следует отметить, что подавление 
экспрессии ЛДГ также эффективно для лече-
ния других подтипов первичной гипероксалу-
рии  — ПГ 2 и 3 типа. По результатам доклини-
ческих исследований доказана безопасность 
препарата и продемонстрирована его биоло-
гическая активность [54]. Результаты КИ под-
твердили благоприятный профиль безопасности 
препарата, а также было продемонстрирова-
но, что он вызывает устойчивое долгосрочное 
снижение уровня оксалатов в моче у пациен-
тов с ПГ 2 и 3 типа до нормальных или близких 
к нормальным значениям [55].

Вутрисиран (vutrisiran, Amvuttra, Alnylam 
Pharmaceuticals) разработан для лечения на-
следственного транстиретинового амилоидоза 
и представляет собой конъюгат GalNAc и миРНК, 
направленной против гена TTR, кодирующего 
белок транстиретин. Предполагается, что благо-
даря улучшенной системе доставки в печень 
за счет конъюгации с GalNAc вутрисиран бо-
лее эффективен, чем патисиран, но при этом 
действует в гепатоцитах аналогичным образом, 
воздействуя на консервативную последова-
тельность всех вариантов мРНК гена TTR [56]. 
Вутрисиран был одобрен для медицинского 
применения в США в 2022 г. [57].

В 2021 г. был зарегистрирован препа-
рат МИР 19, предназначенный для лечения 
COVID-19 (заболевание, вызванное инфекцией 
SARS-CoV-2). В его составе содержится моле-
кула миРНК, направленная против жизненно 
важного гена вируса RdRp, кодирующего РНК-
зависимую РНК-полимеразу. В качестве носите-
ля для миРНК в составе препарата использован 
дендримерный (разветвленный) пептид KK-46. 
За счет положительного заряда пептид КК-46 
взаимодействует с отрицательно заряженной 
миРНК, формируя в водных растворах нано-
структуры, которые по механизму эндоцитоза 
проникают в цитоплазму зараженных клеток, 
где вирус наиболее уязвим [58].

В экспериментах in vitro на культуре кле-
ток Vero E6 (при множественности заражения 
SARS-CoV-2, равной 0,0001) продемонстриро-
вано, что препарат приводил к уменьшению ре-
пликации вируса более чем в 10000 раз [59, 15].

В доклинических исследованиях на моде-
ли инфекции у сирийских хомячков показа-

но, что ингаляции препаратом МИР 19 (в дозе 
3,453 мг/кг) уменьшали вирусную нагрузку в лег-
ких более чем в 200 раз, а также происходило 
снижение выраженности вирус-индуцированно-
го воспаления респираторного тракта [59, 15].

В ходе КИ фазы I была установлена безопас
ность препарата МИР 19 как при однократ-
ном, так и при многократном применении 
у здоровых добровольцев. Это послужило 
основанием для проведения многоцентрово-
го рандомизированного контролируемого КИ 
фазы II (NCT05184127), в ходе которого изу-
чалась эффективность и безопасность препа-
рата МИР 19 у пациентов с COVID-19 средней 
тяжести. Результаты исследований показали, 
что получавшие препарат ингаляционно па-
циенты достигли первичной конечной точки 
(снижение температуры, нормализация часто-
ты дыхательных движений, уменьшение кашля 
и восстановления уровня кислорода в крови 
до 95% в течение 48 ч) значительно быстрее  
(в среднем за 6 сут) по сравнению с пациентами 
контрольной группы, получавшими стандартную 
этиотропную терапию (в среднем за 8 сут) [58].

Таким образом, было продемонстрировано, 
что препарат МИР 19 безопасен и хорошо пере-
носится пациентами, а также значительно уско-
ряет период восстановления пациентов, госпи-
тализированных с подтвержденным COVID-19 
средней степени тяжести. В настоящее время 
препарат МИР 19 зарегистрирован (регистраци-
онное удостоверение ЛП-007720), включен в до-
кумент «Временные методические рекомендации 
«Профилактика, диагностика и лечение новой ко-
ронавирусной инфекции (COVID-19)»1 и активно 
применяется в клинической практике [58].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленные данные применения препа-

ратов на основе миРНК свидетельствуют об их 
значительном потенциале для коррекции ано-
мальной экспрессии генов или мутаций, ассо-
циированных с болезнями, включая онкологи-
ческие и генетические заболевания, вирусные 
инфекции и прочие патологии. Важным преиму-
ществом является то, что продолжительность 
разработки и исследований препаратов на осно-
ве миРНК гораздо короче, чем у низкомолеку-
лярных лекарственных веществ, моноклональ-
ных антител и белковых препаратов.

Клиническое применение миРНК, несмотря 
на высокий потенциал данного типа препа-
ратов, остается в настоящее время несколь-
ко ограниченным. Это связано с проблемами, 

1	 «Временные методические рекомендации «Профилактика, диагностика и лечение новой коронавирусной инфекции 
(COVID-19). Версия 14 (27.12.2021)» (утв. Минздравом России).
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присущими как самим миРНК (короткий пери-
од полувыведения и низкая биодоступность), 
так и системам их доставки (риск токсичности 
и недостаточная эффективность). Тем не ме-
нее возможности миРНК в регуляции любого 
целевого гена побуждают разработчиков к по-
иску путей решения обозначенных проблем. 
Так, для повышения стабильности миРНК при-
меняют различные способы модификаций, 

а для увеличения биодоступности создают раз-
личные варианты векторов для доставки в це-
левые ткани и органы.

Несмотря на вышеупомянутые ограничения 
миРНК, в настоящее время одобрено 6 препа-
ратов, содержащих эти молекулы, и более 10 
проходят клинические исследования, что де-
монстрирует значительные перспективы разви-
тия данного направления в ближайшие годы.
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Опыт производства и клинического 
применения биомедицинского клеточного 
продукта Изитенс® для восстановления 
повреждений хрящевой ткани коленного 
сустава человека
А.С. Зоричева1, Е.А. Звонова2, Л.С. Агапова1, М.С. Лыкова1, О.А. Маркова2, 
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Российская Федерация

 Леонов Вячеслав Сергеевич; Leonov@generium.ru

РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Существующие клеточные методы восстановления хрящевой ткани, такие 
как аутологичная трансплантация хондроцитов, недостаточно эффективны, а хирурги-
ческое вмешательство болезненно и травматично. Поэтому требуется разработка более 
эффективного продукта для клеточной терапии с малоинвазивной хирургической проце-
дурой его имплантации пациенту.
ЦЕЛЬ. Разработка технологии производства аутологичного биомедицинского клеточного 
продукта (БМКП), содержащего трехмерные структуры (3D-сфероиды) на основе хондро-
цитов, выделенных из хрящевой ткани пациента, и оценка клинической эффективности 
его применения.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Аутологичные хондроциты, выделенные из биоптата хрящевой 
ткани пациента, культивировали в монослойной культуре для получения необходимого ко-
личества клеток. Дальнейшее культивирование хондроцитов проводили с использованием 
неадгезивного покрытия для формирования 3D-сфероидов. Все этапы производства БМКП 
проводили в асептических условиях в изоляторах клеточных культур. Для характеристики 
фенотипа хондроцитов на разных этапах культивирования использовали фазово-контраст-
ную микроскопию и иммуногистохимическое окрашивание с применением специфических 
флуоресцентно меченных антител. Генетическую стабильность контролировали кариологи-
ческим методом. В рамках клинического исследования (КИ) проводили оценку эффективно-
сти БМКП Изитенс® при помощи специализированных функциональных тестов и по Шкале 
оценки восстановления хрящевой ткани по результатам магнитно-резонансной томографии 
(MOCART). Основным критерием эффективности было изменение общего балла по Шкале 
оценки исхода травмы и остеоартроза коленного сустава (KOOS).
РЕЗУЛЬТАТЫ. Разработана технология производства аутологичного БМКП Изитенс® из соб-
ственных клеток пациента без применения сыворотки животных, ростовых факторов, цито-
кинов и других добавок. С использованием кариологического метода подтверждено сохра-
нение генетической стабильности хондроцитов на протяжении 3 пассажей культивирования 
в монослойной культуре. При 3D-культивировании в виде сфероидов хондроциты продуци-
руют характерные для матрикса хрящевой ткани белки (коллаген типа II, аггрекан), приоб-
ретая таким образом способность к восстановлению поврежденного хряща. В ходе КИ про-
демонстрировано статистически значимое улучшение состояния хрящевой ткани коленных 
суставов через 12 мес. после трансплантации 3D-сфероидов из аутологичных хондроцитов. 
Среднее изменение общего балла KOOS составило 23,8±15,9.
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ВЫВОДЫ. Продемонстрирована высокая эффективность БМКП Изитенс® для восстанов-
ления хрящевой ткани. На основании результатов клинических исследований данный 
БМКП зарегистрирован на территории Российской Федерации, введен в клиническую 
практику и может стать альтернативой эндопротезированию и дорогостоящим операциям 
за рубежом.

Ключевые слова:	 Изитенс®; биомедицинский клеточный продукт; БМКП; хрящевая ткань коленного суста-
ва; хондроциты; аутологичные хондроциты; сфероиды; трансплантация; генетическая ста-
бильность; контроль качества БМКП; клинические исследования БМКП
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Experience in the production and clinical 
application of the cell-based medicinal product 
Easytense® for the repair of cartilage defects 
of the human knee
Anastasia S. Zoricheva1, Elizaveta A. Zvonova2, Larissa S. Agapova1, Mariya S. Lykova1, 
Oksana A. Markova2, Vyacheslav S. Leonov1, 
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Russian Federation
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The current cell-based cartilage repair methods, such as autologous chon-
drocyte transplantation, are not sufficiently effective, and the surgery is painful and traumatic. 
Therefore, there is a need for a more effective cell therapy product with a minimally invasive 
surgical procedure for its implantation into the patient.
AIM. This study aimed to develop a manufacturing technology for the production of an autolo
gous cell-based medicinal product (CBMP) comprising three-dimensional structures (3D-spher-
oids) based on chondrocytes isolated from the patient’s cartilage tissue, as well as to evaluate 
its clinical efficacy.
MATERIALS AND METHODS. Autologous chondrocytes isolated from the patient’s cartilage biopsy 
were propagated in monolayer culture to obtain the required number of cells. Subsequently, the 
chondrocytes were cultivated on plates with a non-adhesive coating to form 3D spheroids. All 
CBMP production steps were performed under aseptic conditions in cell culture isolators. The 
authors used phase-contrast microscopy and immunohistochemical staining with specific fluo
rescence-labelled antibodies to characterise chondrocyte phenotypes at different stages of cul-
tivation. Genetic stability was controlled by karyotyping. The efficacy of Easytense® was evalu-
ated in a clinical trial using specialised functional tests and the Magnetic Resonance Observation 
of Cartilage Repair Tissue (MOCART) score. The primary efficacy endpoint was a change in the 
overall score on the Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS).

Zoricheva A.S., Zvonova E.A., Agapova L.S., Lykova M.S., Markova O.A., Leonov V.S. Experience in the pro-
duction and clinical application of the cell-based medicinal product Easytense® for 
the repair of cartilage defects of the human knee.
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RESULTS. A manufacturing technology without using animal sera, growth factors, cytokines, 
or other additives was developed for the production of the autologous CBMP Easytense®. 
Karyological data confirmed that the chondrocytes retained genetic stability for 3 passages 
in monolayer culture. When cultured as 3D spheroids, the chondrocytes produced cartilage 
extracellular matrix proteins (type II collagen, aggrecan), thus acquiring the ability to repair 
damaged cartilage. The clinical trial demonstrated a statistically significant improvement in 
knee cartilage 12 months after the transplantation of 3D spheroids derived from autologous 
chondrocytes. The mean change in the overall KOOS score was 23.8±15.9.
CONCLUSIONS. The clinical trial results indicate that Easytense® is highly effective for cartil-
age repair. Based on these results, the CBMP has been granted marketing authorisation and 
introduced into clinical practice in the Russian Federation. Easytense® has the potential to 
replace endoprosthetics and expensive surgeries abroad.

Keywords:	 Easytense®; cell-based medicinal product; CBMP; knee cartilage; chondrocytes; autologous 
chondrocytes; spheroids; transplantation; genetic stability; quality control of CBMPs; clinical 
trials of CBMPs
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ВВЕДЕНИЕ
Основной причиной ограниченной регенера-

тивной способности хряща является малое коли-
чество хондроцитов в ткани, а также их низкий 
пролиферативный потенциал. После поврежде-
ния вследствие травмы или заболевания (рассе-
кающий остеохондрит, остеоартроз и др.) хря-
щевая ткань практически не восстанавливается.

Наиболее часто встречается повреждение 
хряща коленного сустава, симптомы которого 
(боль, отек, скованность и ограничение в дви-
жении) сильно снижают качество жизни паци-
ентов. Несмотря на существование множества 
хирургических подходов для восстановления 
поврежденного хряща сустава, проблема ле-
чения данной патологии требует поиска новых 
технологических решений.

В последние годы перспективным направ-
лением является разработка клеточных ме-
тодов восстановления хрящевой ткани, таких 
как аутологичная трансплантация хондроцитов 
(АТХ). Принцип АТХ основан на получении соб-
ственных клеток пациента, которые наращива-
ют in  vitro, а затем переносят в область повре-
ждения хряща, где они интегрируются в ткань 
реципиента, заполняя поврежденную область. 
Считается, что АТХ значительно превосходит ра-
нее применявшиеся методы терапии [1–3].

Несмотря на прогресс в области развития 
клеточных технологий для восстановления 
хрящевой ткани, многие вопросы остаются 

нерешенными. Одной из основных проблем 
АТХ является дедифференцировка хондроци-
тов в процессе культивирования, проявляю-
щаяся изменением фенотипа и снижением 
способности синтезировать белки внеклеточно-
го матрикса (аггрекан, коллаген типа II и др.). 
При трансплантации таких дедифференциро-
ванных хондроцитов вместо гиалинового хряща 
формируется волокнистый хрящ с недостаточ-
ными для физических нагрузок биомеханиче-
скими свойствами [4]. Это стимулировало поиск 
новых условий культивирования, инициирую-
щих повторную дифференцировку хондроцитов 
in vitro. В литературе описаны различные мето-
дические подходы, направленные на индукцию 
редифференцировки хондроцитов в культуре, 
включая использование факторов роста [5–7], 
ингибиторов и индукторов различных сигналь-
ных путей [8], генетические модификации кле-
ток с регулируемой экспрессией генов [9, 10]. 
Во многих исследованиях продемонстрирова-
но, что использование трехмерных матриксов 
для культивирования хондроцитов индуцирует 
их редифференцировку в функционально ак-
тивные хондроциты [11, 12]. Вместе с тем посто-
ронний материал в составе трансплантата может 
вызывать иммунные и воспалительные реакции. 
Кроме того, использование объемных матрик-
сов часто делает невозможным осуществление 
операции малоинвазивным методом, услож-
няя тем самым хирургическое вмешательство. 
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Следующим этапом развития технологии АТХ 
стало получение трехмерной культуры клеток 
без использования матриксов или иных стиму-
лирующих воздействий [13–15].

В настоящее время в Российской Федерации 
зарегистрирован первый биомедицинский 
клеточный продукт (БМКП) Изитенс® 
(АО  «ГЕНЕРИУМ»). Клинические исследования 
(КИ) БМКП проводились в рамках проспек-
тивного открытого многоцентрового КИ эф-
фективности и безопасности трансплантации 
препарата в ходе терапии пациентов с дефек-
тами хряща коленного сустава 1–10  см2. БМКП 
представляет собой сфероиды из аутологич-
ных хондроцитов человека, связанных матрик-
сом, синтезированным этими клетками de novo 
(рис. 1). Одним из основных преимуществ БМКП 
является то, что это полностью аутологичный 
продукт. При его производстве в качестве ис-
ходных материалов используют только биопта-
ты собственных тканей пациента и сыворотку 
крови. Применение любых компонентов живот-

ного происхождения в процессе культивирова-
ния хондроцитов и формирования сфероидов 
исключено. Процедура культивирования без ис-
пользования добавок (факторы роста, ингибито-
ры и др.) обеспечивает преимущества данного 
БМКП с точки зрения эффективности и безопас-
ности по сравнению с другими известными про-
дуктами на основе хондроцитов. Еще одним 
преимуществом препарата является его способ-
ность самостоятельно прикрепляться к поверх-
ности поврежденного хряща без какого-либо 
внешнего воздействия. Это делает метод лече-
ния малоинвазивным и позволяет отказаться 
от использования дополнительных этапов фик-
сации, сократить длительность хирургического 
вмешательства, снизить боль и улучшить тече-
ние послеоперационного периода, сократить 
время пребывания пациента в стационаре.

Цель работы — разработка технологии произ-
водства аутологичного БМКП, содержащего 
трехмерные структуры (3D-сфероиды) на осно-
ве хондроцитов, выделенных из хрящевой ткани 

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

Рис. 1. Схема получения биомедицинского клеточного продукта (БМКП) на основе аутологичных хондроцитов человека 
в виде сфероидов. 1 — отбор биоптата хряща, получение аутологичной сыворотки крови; 2 — выделение хондроцитов из 
биоптата; 3 — культивирование хондроцитов в монослойной культуре; 4 — пересев хондроцитов в 96-луночный планшет 
с неадгезивным покрытием для получения сфероидов; 5 — формирование сфероидов из хондроцитов; 6 — изготовление 
готовой формы БМКП; 7 — трансплантация препарата БМКП пациенту.

Fig. 1. Scheme for the production of a cell-based medicinal product (CBMP) from autologous human chondrocytes formed as spher-
oids. 1, collection of a cartilage biopsy and autologous serum; 2, isolation of chondrocytes from the biopsy material; 3, cultivation 
of the chondrocytes in monolayer culture; 4, transfer of the chondrocytes to a 96-well plate with a non-adhesive coating to obtain 
spheroids; 5, formation of chondrocyte spheroids; 6, production of the finished CBMP dosage form; 7, transplantation of the CBMP 
into the patient.
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пациента, и оценка клинической эффективности 
его применения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Все этапы производства БМКП Изитенс® про-

водили в асептических условиях в изоляторах 
клеточных культур (Comecer, Италия), оснащен-
ных СО2-инкубаторами, центрифугами, микро-
скопами [16].

Выделение хондроцитов из биоптата хрящевой 
ткани и культивирование in vitro

Хондроциты выделяли из биоптата хрящевой 
ткани человека путем механического измель-
чения и обработки коллагеназой (Nordmark, 
Германия) при постоянном перемешивании. 
После центрифугирования осадок, содержащий 
хондроциты, инкубировали в культуральных 
флаконах при 37 °С и 5% СО2 в среде Ham’s F-12 
(Corning, США) и αMEM (Corning, США) (в соот-
ношении 1:1) с добавлением 2 мМ L-глутамина 
(Corning, США) и 10–15% аутологичной сыво-
ротки крови. Среду обновляли каждые 3–4 сут. 
При достижении субконфлюэнтного состоя-
ния (80–90%) клетки диссоциировали TrypLE™ 
(Gibco, США). Далее проводили следующий пас-
саж клеток в плотности 5000–7000 клеток/см2. 
Конфлюэнтность оценивали визуально с по-
мощью инвертированного микроскопа (Nikon, 
Япония). Для подсчета клеток использовали 
трипановый синий (Sigma-Aldrich, США) и каме-
ру гемоцитометра (INCYTO, Республика Корея).

Формирование сфероидов на неадгезивной 
поверхности

Для формирования трансплантата хондроци-
ты 1 или 2 пассажа переносили в лунки 96-лу-
ночного планшета с неадгезивным покрытием 
(Corning, США), где клетки формировали трех-
мерную структуру  — сфероиды. Сфероиды ин-
кубировали в среде Ham’s F-12 и αMEM (в соот-
ношении 1:1) с добавлением 2 мМ L-глутамина 
и 10% аутологичной сыворотки крови пациента 
при температуре 37 °С и 5% СО2. Обновление 
среды проводили каждые 3–4 сут.

Оценка пролиферативной активности, 
определение времени удвоения популяции 
культивируемых хондроцитов

Для оценки пролиферативной активности 
культивируемых хондроцитов рассчитывали 
количество удвоений популяции (population 
doubling level, PDL) и время удвоения популяции 

(population doubling time, PDT). Для этого учи-
тывали время культивирования, количество 
клеток при диссоциации монослойной культуры 
и последующем пассаже. Расчет показателя PDL 
проводили согласно формуле (1):

	
PDL =

ln 2
,ln (N /N0)

	
(1)

где N0 — исходное количество клеток, N — коли-
чество клеток через время Т.

Расчет показателя PDT проводили согласно 
формуле (2):

	
PDT =

PDL
,T

	
(2)

где Т — время культивирования.
Кроме того, для оценки пролиферативной ак-

тивности хондроцитов использовали иммуноци-
тохимический метод, основанный на выявлении 
экспрессии маркера пролиферации Ki-67 [17]. 
С использованием микроскопа подсчитывали 
количество клеток, положительно окрашенных 
антителами к Ki-67, и общее количество клеток 
в нескольких полях зрения, далее вычисляли 
процентное содержание митотически активных 
клеток.

Кариологический анализ
Для проведения кариологического анали-

за препараты метафазных хромосом полу-
чали по стандартной методике. Для иденти-
фикации отдельных хромосом использовали 
дифференциальную G-окраску хромосом по ме-
тоду Мительмана [18]. Анализ проводили с по-
мощью микроскопа Axio Imager.Z2 (Carl Zeiss, 
Германия) и программного обеспечения Ikaros 
(MetaSystems, Германия). Для хромосомного 
анализа использовали иммерсионный объек-
тив (×100). Подсчитывали не менее 50 метафаз 
на пассажах, при этом номер пассажа пре-
вышал необходимое число для производства 
БМКП. Кариотип анализировали в соответствии 
с критериями Международной цитогенетиче-
ской номенклатуры1.

Иммуногистохимическое окрашивание
Для анализа экспрессии хондрогенных мар-

керов культивированные хондроциты фиксиро-
вали в 4% формальдегиде. Сфероиды заключа-
ли в среду Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura 
Finetek, Япония) и замораживали, далее с помо-
щью криостата (CM1520, Leica, Германия) полу-
чали срезы толщиной 8 мкм, снимали на теплое 

1	 ISCN 2016: An international system for human cytogenomic nomenclature. Reprint of: Cytogenetic and genome research. 
2016;149(1–2).
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2	 Integrated addendum to ICH E6(R1): Guideline for good clinical practice E6(R2). https://database.ich.org/sites/default/files/
E6_R2_Addendum.pdf

3	 WMA Declaration of Helsinki — ethical principles for medical research involving human subjects. https://www.wma.net/poli-
cies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/

предметное стекло, фиксировали в холодном 
ацетоне (минус 20 °С).

Зафиксированные препараты окрашива-
ли первичными антителами в течение 12–15 ч 
при 4 °С. Использовали антитела к следующим 
белкам: Sox9 (1:200; Abcam, Великобритания), 
аггрекан (1:10; R&D Systems, США), коллаген 
типа II (1:100; Abcam, Великобритания), колла-
ген типа I (1:200; Abcam, Великобритания), Ki-67 
(1:200; Abcam, Великобритания). После отмывки 
от первичных антител препараты инкубировали, 
применяя соответствующие вторичные антите-
ла, конъюгированные с флуорохромами (Alexa 
Fluor 488, Alexa Fluor 546; 1:500; Life Technology, 
США) в течение 1 ч при комнатной температуре. 
После отмывки препараты покрывали средой 
Vectashield (Vector Laboratories, США), содержа-
щей краситель 4’,6-диамидино-2-фенилиндол 
(DAPI) для окрашивания ядер. Окрашенные пре-
параты анализировали с помощью микроскопа 
Axio Imager.Z2 с использованием подходящих 
флуоресцентных фильтров.

Клиническое исследование, статистическая 
обработка

БМКП Изитенс® применялся у пациентов в рам-
ках клинического исследования HACS-KCD-III  
«Проспективное сравнительное открытое 
многоцентровое клиническое исследование эф-
фективности и безопасности трансплантации 
препарата GNR-089 (Сфероиды из аутологичных 
хондроцитов человека, связанных матриксом) 
(АО «ГЕНЕРИУМ», Россия) в лечении пациентов 
с дефектами хряща коленного сустава 1–10 см2». 
Протокол исследования одобрен Минздравом 
России (разрешение на проведение клиниче-
ского исследования БМКП № 1 от 12.03.2021), 
Советом по этике Минздрава России (выписка 
из протокола № 1 от 10.08.2020) и независимы-
ми локальными этическими комитетами кли-
нических центров. Исследование проводилось 
в 8 исследовательских центрах Российской 
Федерации в соответствии с Правилами над-
лежащей клинической практики2, действую-
щими нормативными требованиями и с соблю-
дением этических принципов медицинских 
исследований с участием человека, заложенных 
Хельсинкской декларацией Всемирной меди-
цинской ассоциации3.

В исследовании приняли участие 104 пациен-
та в возрасте от 18 до 50 лет с изолированным 
единичным повреждением хряща коленного 

сустава III или IV степени по классификации по-
вреждений хряща Международного общества 
восстановления хряща (International Cartilage 
Repair Society, ICRS) [19]. Пациенты были раз-
делены на 2 группы в соответствии с размером 
дефекта хряща коленного сустава: группа I — 52 
пациента с размером дефекта от ≥1 до <4 см2, 
группа II  — 52 пациента с размером дефекта 
от ≥4 до <10 см2. Все пациенты предоставили 
информированное согласие на участие в иссле-
довании до проведения любых процедур в рам-
ках протокола. Дозировка трансплантируемых 
сфероидов составляла 10–70 сфероидов на 1 см² 
дефекта хрящевой ткани после хирургической 
обработки.

Промежуточная оценка была проведена 
через 12 мес. после трансплантации БМКП. 
Предусмотренные протоколом клинического ис-
следования наблюдение и оценка функциональ-
ного состояния будут продолжаться в течение 
36 мес. после проведения трансплантации.

Оценка эффективности лечения поврежде-
ний суставного хряща проводилась при помощи 
батареи специализированных функциональ-
ных тестов и по Шкале оценки восстановле-
ния хрящевой ткани по результатам магнитно-
резонансной томографии (Magnetic Resonance 
Observation of Cartilage Repair Tissue, MOCART) 
через 12 мес. после введения БМКП. Также 9 па-
циентам из группы II была проведена контроль-
ная артроскопия. Основным критерием эф-
фективности в исследовании было изменение 
общего балла по Шкале оценки исхода травмы 
и остеоартроза коленного сустава (Knee Injury 
and Osteoarthritis Outcome Score, KOOS).

Анализ изменения общего балла и баллов 
по пяти подшкалам Шкалы KOOS, а также других 
конечных точек в виде численных переменных 
в различных временных точках относительно 
исходного уровня проводился с использовани-
ем парного t-теста. Для оценки результатов маг-
нитно-резонансной томографии использованы 
методы описательной статистики.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Основные характеристики производственного 
процесса биомедицинского клеточного продукта

Была разработана технология производства 
БМКП в изоляторах клеточных культур. Общий 
вид изолятора клеточных культур, состоящего 
из трех сообщающихся модулей, представлен 
на рисунке 2.

https://database.ich.org/sites/default/files/E6_R2_Addendum.pdf
https://database.ich.org/sites/default/files/E6_R2_Addendum.pdf
https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
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Поскольку серии БМКП не проходят ста-
дию финальной стерилизации, в течение 
всего процесса должны соблюдаться высокие 
требования асептического производства. Все 
этапы производства БМКП проходили в асеп-
тических условиях в изоляторах клеточных 
культур. Использование данной технологии 
для производства серий БМКП позволило 
обеспечить постоянное соблюдение условий, 
соответствующих чистоте зон класса А (со-
гласно рекомендациям GMP) во время культи-
вирования, отбора образцов для контроля 
качества клеток и готового к имплантации 
продукта. Передача сырья и материалов 
внутрь изолятора возможна без нарушения 
асептических условий путем использования 
шлюза с сопутствующей биодеконтаминацией 
парами перекиси водорода. Благодаря изоля-
торной технологии исключен прямой контакт 
между персоналом и продуктом и снижен 
риск микробной и перекрестной контамина-
ции БМКП.

Процесс производства БМКП был вали-
дирован в ходе получения серий продукта 
для КИ. Все контролируемые параметры тех-
нологического процесса соответствовали 
критериям приемлемости. Процесс позволял 
получать серии БМКП, соответствующего тре-
бованиям спецификации на готовый продукт. 
Спецификация содержит сведения об ауто-

логичном БМКП, его качественном и количе-
ственном составе, биологических и иных ха-
рактеристиках [20].

Основные характеристики производственно-
го процесса и клеточного продукта представле-
ны в таблице 1.

Выделение и культивирование хондроцитов
После механического измельчения и фер-

ментативного расщепления матрикса хрящевой 
ткани из биоптата хряща изолированные хон-
дроциты высевали в культуральные флаконы 
в среде с добавлением аутологичной сыворотки 
и культивировали в стандартных условиях. 
Освобожденные от матрикса хондроциты приоб-
ретали способность быстро делиться в культуре 
(рис. 3А, Р0). Высокая пролиферативная актив-
ность хондроцитов была подтверждена имму-
ногистохимическим методом с использованием 
антител к маркеру пролиферации Ki-67 (рис. 3В). 
На первом пассаже количество клеток (%), на-
ходящихся в активной фазе клеточного цик-
ла, составляло более 75%. Показано, что наи-
большая скорость пролиферации наблюдалась 
в культуре хондроцитов на первичном (нулевом) 
пассаже  — время удвоения популяции состав-
ляло в среднем 48±15 ч. После субкультивиро-
вания скорость деления клеток заметно снижа-
лась и составила 73±13 и 81±16 ч на пассажах 
1 и 2 соответственно.

Фотография выполнена авторами / The photograph is taken by authors

Рис. 2. Изолятор клеточных культур, используемый для производства биомедицинского клеточного продукта Изитенс®.

Fig. 2. Cell culture isolator used for the production of the cell-based medicinal product Easytense®.
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Таким образом, культивирование хондроци-
тов, выделенных из биоптата хряща, позволяет 
в течение одного-двух пассажей получить необ-
ходимое количество клеток для трансплантации 
и восстановления поврежденной хрящевой тка-
ни. Однако культивирование хондроцитов в виде 
монослойной культуры имело существенный 
недостаток  — во время пассажей происходила 
дедифференцировка хондроцитов с утратой 
характерного фенотипа. Клетки приобретали 
вытянутую, веретенообразную форму, напо-
минающую фибробласты (рис. 3А, Р2). Анализ 
основных хондрогенных маркеров (аггрекан, 
коллаген типа II, Sox9) с помощью иммуноцито-
химического окрашивания выявил изменения 

уровня их экспрессии при культивировании 
хондроцитов в монослое. Продукция характер-
ного для гиалинового хряща коллагена типа II 
снижалась, в то время как продукция коллагена 
типа I повышалась (рис. 3С). Эти результаты со-
гласуются с описанными в литературе данными 
[21, 22].  Ранее было показано, что при транс-
плантации дедифференцированных хондроци-
тов происходило формирование волокнистого 
хряща с низкими биомеханическими свойства-
ми [23–25], что ограничило применение клеток, 
культивируемых в виде монослоя, для восста-
новления поврежденного хряща и потребовало 
дополнительной разработки клеточного про-
дукта на основе хондроцитов.

Таблица 1. Основные характеристики производственного процесса и биомедицинского клеточного продукта
Table 1. Main characteristics of the production process and the cell-based medicinal product

Характеристика
Characteristics 

Описание
Description

Культура клеток
Cell culture

Аутологичные хондроциты человека
Human autologous chondrocytes

Количество пассажей
Number of passages

Не более двух
Not more than two

Питательная среда
Culture medium

Химически определенная среда (Ham’s F-12; αMEM) с аутологичной сывороткой крови 
человека
Chemically defined medium (Ham’s F-12; αMEM) with autologous human serum

Производственная среда
Production environment

Изолятор класса cGMP, класс чистоты А/ISO 5
cGMP grade isolator, cleanliness grade A/ISO 5

Параметры изолятора 
клеточных культур
Cell culture isolator 
parameters

Концентрация СО2 в инкубаторе
Incubator CO2 levels

4–6%

Температура в инкубаторе
Incubator temperature

36–38 °С

Скорость ламинарного потока
Laminar flow velocity

0,36–0,54 м/с
0.36–0.54 m/s

Избыточное давление в камере
Chamber overpressure 

Не менее 50 Па
Not less than 50 Pa

Нормы концентрации аэрозольных 
частиц в зоне чистоты класса А
Maximum permitted airborne particle 
concentration for Grade A clean zones

Частицы размером более 0,5 мкм — не более 3520/м3

Not more than 3,520 particles above 0.5 μm per m3

Частицы размером более 5,0 мкм — не более 20/м3

Not more than 20 particles above 5.0 μm per m3

Пределы микробной контаминации 
для класса чистоты А
Microbial contamination limits for 
Grade A clean zones

<1 КОЕ/чашку Петри за 4 ч методом седиментации
<1 CFU/settle plate in 4 h (sedimentation method)

<1 КОЕ/м3 воздуха методом аспирации
<1 CFU/m3 (aspiration method)

<1 КОЕ/пластину методом отпечатка
<1 CFU/contact plate (imprint method)

Продукт
Product

Суспензия сфероидов для внутрисуставного введения в 0,9% растворе натрия хлорида
Spheroid suspension for intra-articular injection in 0.9% sodium chloride solution

Дозировка БМКП
CBMP dosage

10–70 сфероидов на 1 см² дефекта суставного хряща
10–70 spheroids per 1 cm² of joint cartilage defect

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. КОЕ — колониеобразующая единица, БМКП — биомедицинский клеточный продукт.
Note. CFU, colony-forming unit; CBMP, cell-based medicinal product.

https://www.multitran.com/m.exe?s=cell+culture&l1=1&l2=2
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Получение сфероидов
Одним из способов редифференцировки хон-

дроцитов является помещение их в условия 
трехмерной модели культивирования с фор-
мированием сфероидов, что способствует сти-
муляции экспрессии ключевых белковых марке-
ров хрящевой ткани [26–28]. Для производства 
БМКП хондроциты высевали в лунки с неадге-
зивным покрытием, которое препятствует при-
креплению клеток ко дну лунок, повышая их ад-
гезию друг к другу и, таким образом, способствуя 
образованию трехмерной клеточной струк-
туры (сфероидов) (рис. 4А). В лунках в течение 
2–3 нед. происходила агрегация хондроцитов 

и формирование сфероидов без какого-либо 
физического, химического или иного стимулиру-
ющего воздействия.

Переход к культивированию дедифферен-
цированных хондроцитов в трехмерной си-
стеме индуцировал их редифференцировку, 
что сопровождалось восстановлением морфо-
логических и функциональных свойств клеток. 
В течение 1 нед. культивирования сферои-
дов интенсивность окрашивания коллагена 
типа I оставалось более высокой в сравнении 
с коллагеном типа II, который выявлялся толь-
ко в отдельных клетках. В течение следующих 
2 нед. уровень коллагена типа II значительно 

Sox9А B

C

Ki-67

DAPI Sox9/Ki-67/DAPI

Коллаген II/DAPI
Collagen II/DAPI

Фотографии выполнены авторами / The photographs are taken by the authors

Рис. 3. Культивирование хондроцитов из биоптата хряща в монослойной культуре. А — прикрепление выделенных хондро-
цитов к поверхности культурального флакона (верхняя фотография), морфология клеток на первичном (нулевом) пассаже 
(фотография P0) и втором пассаже (фотография P2); фазово-контрастная микроскопия; В — выявление маркера хондроци-
тов Sox9 (красный цвет) и маркера пролиферирующих клеток Ki-67 (зеленый цвет); иммуноцитохимическое окрашивание 
на первом пассаже; ядра клеток докрашены красителем DAPI (синий цвет); С — снижение уровня экспрессии коллагена 
типа II при культивировании хондроцитов в монослое от нулевого (Р0) до второго пассажа (Р2), иммуноцитохимическое 
окрашивание.

Fig. 3. Cultivation of chondrocytes in monolayer culture. A: attachment of isolated chondrocytes to the culture flask surface (top), 
cell morphology during the initial (baseline) passage (P0) and the second passage (P2) visualised by phase-contrast microscopy. 
B: immunocytochemical detection of Sox9, a chondrocyte marker (red), and Ki-67, a cell proliferation marker (green), visualised 
by immunocytochemical staining at the first passage, with nuclei counterstained with DAPI, 4’,6-diamidino-2-phenylindole (blue). 
C: reduction of collagen II expression in monolayer culture of chondrocytes from the baseline passage (P0) through the second 
passage (P2) visualised by immunocytochemical staining.
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повышался, при этом интенсивность окра-
шивания была равномерной по всему сфе-
роиду  — не только в клетках, но и в межкле-
точном пространстве, что свидетельствует 
о формировании характерного для хрящевой 
ткани внеклеточного матрикса. Одновременно 
с этим снижался уровень экспрессии коллаге-
на типа I, при этом окрашивание наблюдалось, 

главным образом, в плоских клетках наружно-
го слоя сфероидов, что имитировало образо-
вание слоя, подобного надхрящнице (рис. 4В). 
Через 2–3 нед. культивирования сфероидов 
в клетках наблюдалась устойчивая экспрессия 
характерных белков хрящевой ткани  — колла-
гена типа II и аггрекана, при незначительном 
уровне коллагена типа I (рис. 4С).
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Фотографии выполнены авторами / The photographs are taken by the authors

Рис. 4. Культивирование сфероидов из хондроцитов, выделенных из биоптата хряща. А — формирование сфероидов в лун-
ках с неадгезивным покрытием через 0, 2, 4, 24 и 48 ч; фазово-контрастная микроскопия; В — переключение синтеза с 
коллагена типа I на коллаген типа II при культивировании сфероидов от 1 до 3 нед.: экспрессия маркера хрящевой ткани 
коллагена типа II (зеленый цвет) увеличивалась к 3 нед. культивирования, тогда как экспрессия коллагена типа I (красный 
цвет) снижалась; иммуноцитохимическое окрашивание, ядра клеток докрашены красителем DAPI (синий цвет); С — экспрес-
сия маркеров хрящевой ткани — коллагена II (зеленый цвет) и аггрекана (красный); иммуноцитохимическое окрашивание, 
ядра клеток докрашены красителем DAPI (синий цвет).

Fig. 4. Cultivation of spheroids from chondrocytes isolated from a cartilage biopsy. A: formation of spheroids in culture plate wells 
with a non-adhesive coating in 0, 2, 4, 24, and 48 h, visualised by phase-contrast microscopy. B: switching from collagen I to collagen II 
synthesis during spheroid cultivation for 1 to 3 weeks with the expression of collagen II, a cartilage marker, increasing (green) and the 
expression of collagen I declining (red) by week 3, visualised by immunocytochemical staining, with nuclei counterstained with DAPI, 
4’,6-diamidino-2-phenylindole (blue). C: expression of the cartilage-specific markers, collagen II (green) and aggrecan (red), visualised 
by immunocytochemical staining, with nuclei counterstained with DAPI (blue).
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Полученные результаты подтверждают, 
что в сфероидах хондроциты находятся на бо-
лее высоком уровне дифференцировки по срав-
нению с клетками в монослойной культуре, про-
дуцируют характерные для матрикса хрящевой 
ткани белки, приобретая таким образом способ-
ность к быстрой адгезии сфероидов к хрящевой 
ткани и восстановлению поврежденного хряща.

Генетическая стабильность культивируемых 
хондроцитов

Генетическая стабильность культивируемых 
клеточных линий, используемых в производстве 
БМКП, является одним из обязательных условий 
обеспечения безопасности клеточной терапии 
[29]. В Европейском союзе в соответствии 
с Директивой Еврокомиссии 2009/120/ЕС4 ка-
риологическая характеристика и генетическая 
стабильность используемой клеточной линии 
определены как одни из важнейших показа-
телей при оценке качества и безопасности пре-
парата для клеточной терапии.

Оценку генетической стабильности культи-
вируемых хондроцитов проводили методом 
кариотипирования дифференциально окра-
шенных метафазных хромосом, позволяющим 
выявить численные и крупные структурные хро-
мосомные аномалии. Анализ кариотипа вклю-
чал подсчет числа хромосом в клетке, а также 
выявление структурных аномалий (одиночные 
и парные фрагменты; дицентрические, кольце-
вые, атипичные моноцентрические хромосомы). 
Клетки имели диплоидный набор хромосом, ка-
риотип соответствовал нормальному кариотипу 
человека (46 ХХ или 46 XY) (рис. 5). При культи-
вировании в течение не менее трех пассажей 
не было выявлено структурных и численных 
хромосомных аномалий, носящих клональный 
характер.

В производстве БМКП использовались хон-
дроциты, культивируемые in vitro не более 
двух пассажей. Анализ кариотипа хондроцитов 
на третьем пассаже (пассаж 3 превышает ли-
мит культивирования, необходимый для произ-
водства препарата) подтвердил хромосомную 
стабильность культивируемых хондроцитов, 
что свидетельствует о генетической безопасно-
сти БМКП.

При подсчете количества удвоений по-
пуляции (показатель PDL) было установ-
лено, что при культивировании хондроци-
тов в течение двух пассажей происходило 

от 7,5 до 10,7 удвоения популяции, в среднем 
8,9±1,24. Таким образом, значение показателя 
PDL не более 10 можно считать максимальным 
для ограничения длительности культивирова-
ния хондроцитов с целью сохранения генетиче-
ской стабильности.

Разработка стратегии контроля качества 
биомедицинского клеточного продукта

БМКП на основе сфероидов из аутологич-
ных хондроцитов человека, связанных мат-
риксом, имеет короткий срок годности (72 ч) 
и ограниченный объем серии, предназначенный 
для введения пациенту, для которого был полу-
чен продукт. В связи с этим для выполнения всех 
испытаний, необходимых для подтверждения 
качества продукта и соответствия требованиям 
приказа Минздрава России № 14н5, на различ-
ных этапах производственного цикла отбирают 
образцы для проведения контроля по соответ-
ствующим показателям.

Стерильность БМКП является критическим по-
казателем качества. Данный показатель контро-
лировали 4 раза на протяжении производствен-
ного процесса, начиная с контроля стерильности 
транспортной среды, в которой поставляется 
образец хрящевой ткани, и заканчивая ретро-
спективным контролем стерильности готового 
продукта. Для исключения возможности получе-
ния неверных результатов, вызванных челове-
ческим фактором, и повышения чувствительно-
сти метода для контроля стерильности внедрен 
автоматизированный колориметрический метод 
(система BacT/ALERT® 3D DualT).

Контроль подлинности и специфической ак-
тивности продукта проводили путем детекции 
экспрессии генов, характерных для хондроци-
тов человека, методом полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией с последую-
щим электрофорезом в агарозном геле. Наличие 
экспрессии маркерных генов свидетельствует 
о том, что клетки в составе готового продук-
та обладают требуемыми характеристиками 
для восстановления поврежденной хрящевой 
ткани гиалинового типа. Определение жизне-
способности и количества клеток в составе сфе-
роида проводили параллельно с процедурой 
упаковки готового продукта [20].

Стратегия контроля качества серии продук-
та обеспечивает готовность всех показателей 
качества к моменту отгрузки в медицинскую 
организацию за исключением завершающего 

4	 Commission directive 2009/120/EC of 14 September 2009 amending Directive 2001/83/EC of the European Parliament and of the 
Council on the Community code relating to medicinal products for human use as regards advanced therapy medicinal products.

5	 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 19.01.2017 № 14н «Об утверждении формы специфи-
кации на биомедицинский клеточный продукт».
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ретроспективного контроля стерильности 
готового продукта. По причине технической 
невозможности получить все результаты 
контроля к моменту отгрузки, выпуск про-
дукта происходит в два этапа в соответствии 
с порядком, описанном в приказе Минздрава 
России № 512н6. На первом этапе ответствен-
ные за производство и контроль качества 
проводят оценку записей, относящихся к про-
цессу производства серии БМКП, и результа-
тов мониторинга среды помещений, условий 
производства, отклонений от установлен-
ных процедур и контрольных результатов 
для первичного выпуска серии БМКП. После 
получения всех результатов уполномоченное 
лицо оценивает полностью сформирован-
ное досье на серию БМКП для заключитель-
ного подтверждения соответствия требова-
ниям, установленным при государственной  
регистрации.

Клиническое применение биомедицинского 
клеточного продукта

В клиническое исследование были включены 
пациенты в возрасте от 18 до 49 лет, средний 
возраст составил 33,5±8,7 года. В соответствии 
с размером дефекта хряща коленного сустава 
пациенты были разделены на 2 группы: группа I — 
52 пациента с размером дефекта от ≥1 до <4 см2, 
группа II  — 52 пациента с размером дефекта 
от ≥4 до <10 см2. Статистически значимых отли-
чий по показателям возраста, роста, массы тела 
и индекса массы тела между группами не выяв-
лено (p>0,05). Группы были также сопоставимы 
по причинам формирования дефектов хряща 
коленного сустава (p>0,05) (табл. 2).

Анализ динамики общего балла по Шкале 
KOOS через 12 мес. после введения БМКП 
на основе сфероидов показал статистически 
значимое улучшение относительно исходного 
уровня (p<0,0001). Среднее изменение общего 
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 5. Кариотип культивируемых хондроцитов человека, использованных при производстве биомедицинского клеточного 
продукта, на третьем пассаже (объектив ×100). А — 46 ХХ; В — 46 XY.

Fig. 5. Karyotype of cultured (third-passage) human chondrocytes used in the production of the cell-based medicinal product (×100 
magnification). A, 46 XX; B, 46 XY.

6	 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 8.08.2018 № 512н «Об утверждении Правил надлежа-
щей практики по работе с биомедицинскими клеточными продуктами».
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балла KOOS составило 23,8±15,91, более вы-
раженное у пациентов группы II (28,12±15,11) 
в сравнении с пациентами группы I (19,14±15,59).

При анализе оценок по подшкалам KOOS 
был получен такой же качественный результат, 
что и при оценке общего балла KOOS, а имен-
но улучшение оценок по каждой подшкале 
через 12 мес. после трансплантации по сравне-
нию с исходным уровнем (p<0,0001). Средние 
значения изменений по подшкалам KOOS варьи-
ровали от 16,1±14,41 до 35,1±28,76.

Полученные результаты анализа общей оцен-
ки МРТ по шкале MOCART также продемонстри-
ровали улучшение состояния хрящевой ткани 
коленных суставов через 12 мес. после транс-
плантации в обеих группах пациентов и суммар-
но (p<0,0001).

Оценка состояния суставного хряща в ходе 
контрольной артроскопии, проведенной у 9 па-
циентов группы II, показала высокую степень 
восстановления: у 8 из 9 пациентов степень 
восстановления дефекта была сравнима с окру-
жающим хрящом и только у 1 пациента наблю-
далось восстановление на 75% от глубины де-
фекта; интеграция относительно пограничной 
зоны у 5 из 9 пациентов была полной, у осталь-
ных 4 пациентов наблюдалось формирование 
демаркационной линии менее 1 мм. Общая 
оценка восстановления хряща у всех пациентов 
была высокой и соответствовала II степени (по-
чти нормальное состояние), что подтверждает 
факт успешной трансплантации БМКП на основе 
сфероидов.

Дополнительно проведен анализ проли-
феративной активности культивируемых хон-
дроцитов в зависимости от возраста, поло-
вой принадлежности, диагноза пациентов. 

Пролиферативная активность хондроцитов 
не зависела от возраста и половой принадлеж-
ности. В группах с разными диагнозами (трав-
матическое повреждение хряща, остеоартроз 
и рассекающий остеохондрит) выявлены меж-
групповые статистически значимые различия 
по показателю времени удвоения популяции 
(p<0,0001). Наибольшей пролиферативной ак-
тивностью обладали хондроциты, выделенные 
из хрящевой ткани пациентов с травматическим 
повреждением хряща и рассекающим остео-
хондритом: время удвоения популяции в этих 
группах составило 62,9±13,95 и 67,4±15,46 ч 
соответственно. Наименее активно пролифери-
ровали хондроциты, выделенные из хрящевой 
ткани пациентов с остеоартрозом: время удво-
ения популяции в этой группе  — 81,3±25,30  ч. 
Однако анализ данных по изменению балла 
KOOS в этих группах не выявил межгрупповых 
статистически значимых различий через 12 мес. 
после трансплантации. Средние значения из-
менения общего балла KOOS варьировали 
от 22,2±19,67 до 22,9±16,35. Это свидетельствует 
об отсутствии корреляции между пролифера-
тивной активностью культивируемых хондро-
цитов и эффективностью БМКП на основе этих 
хондроцитов.

Также не выявлено зависимости эффек-
тивности препарата от дозы, определяемой 
как количество трансплантированных сферои-
дов на квадратный сантиметр поврежденной 
поверхности суставного хряща. При трансплан-
тации до 30 сфероидов на 1 см2 дефекта хря-
ща изменение общего балла по шкале KOOS 
составило 24,07±14,48, при трансплантации 
30–40 сфероидов/см2  — 21,83±16,66, а более 
40 сфероидов/см2 — 18,86±20,19.

Таблица 2. Причины формирования дефектов хряща коленного сустава у пациентов при проведении клинического исследо-
вания биомедицинского клеточного продукта
Table 2. Causes of knee cartilage defects in the patients enrolled in the clinical trial of the cell-based medicinal product

Причина дефекта хряща
Cartilage defect cause

Группа I, размер дефекта  
от ≥1 до <4 см2, N (% по группе)

Group I, defect size
from ≥1 to <4 cm2, N (% of the group)

Группа II, размер дефекта
от ≥4 до <10 см2, N (% по группе)

Group II, defect size
from ≥4 to <10 cm2, N (% of the group)

Всего, N (%)
Total, N (%)

Травматическое повреждение
Traumatic damage 12 (23,07%) 15 (28,84%) 27 (25,96%)

Рассекающий остеохондрит
Dissecting osteochondritis 14 (26,92%) 15 (28,84%) 29 (27,89%)

Остеоартроз
Osteoarthritis 25 (48,08%) 22 (42,31%) 47 (45,19%)

Аваскулярный некроз
Avascular necrosis 1 (1,92%) 0 1 (0,96%)

Всего:
Total: 52 52 104

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Технология производства отечественного пре-

парата Изитенс® (АО ГЕНЕРИУМ», РУ  №  БМКП 
№  1) в изоляторах клеточных культур валиди-
рована и обладает повторяемостью и надеж-
ностью, что гарантирует получение аутологич-
ного биомедицинского клеточного продукта, 
соответствующего требованиям спецификации 
на готовый продукт.

С использованием кариологического мето-
да показано, что при производстве биомеди-
цинского клеточного продукта сохраняется 
генетическая стабильность клеточной линии 
хондроцитов.

При проведении клинических исследований 
препарата продемонстрировано улучшение 
состояния хрящевой ткани коленных суставов 
через 12 мес. после трансплантации. Показано, 
что ни возраст, ни половая принадлежность, 
ни площадь дефекта не являются ограничива-
ющими факторами для лечения повреждений 

хрящевой ткани трансплантацией сфероидов 
из аутологичных хондроцитов. У пациентов 
с остеоартрозом было отмечено незначитель-
ное снижение характеристик пролиферативной 
активности хондроцитов по сравнению с паци-
ентами с травматическим повреждением хряща 
и рассекающим остеохондритом. Производство 
продукта для пациентов с остеоартрозом мо-
жет занять больше времени, однако подтвер-
ждено, что уровень пролиферативной актив-
ности клеток не влияет на результат лечения. 
Продемонстрирована высокая эффективность 
препарата для восстановления хрящевой ткани 
в установленном диапазоне дозировки транс-
плантируемых сфероидов.

На основании результатов КИ БМКП Изитенс® 
зарегистрирован биомедицинский клеточный 
продукт на территории Российской Федерации, 
введен в клиническую практику и может стать 
альтернативой эндопротезированию и дорого-
стоящим операциям за рубежом.
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Кинетика накопления в клетках 
флуоресцентно-меченного олигонуклеотида 
при использовании адресных 
фолатсодержащих катионных липосом
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проспект Академика Лаврентьева, д. 8, г. Новосибирск, 630090, Российская Федерация

 Маслов Михаил Александрович; maslov_m@mirea.ru

РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Использование катионных липосом является перспективным подходом 
для доставки терапевтических нуклеиновых кислот (НК) в клетки-мишени, так как поз-
воляет защитить НК от деградации внеклеточными нуклеазами. Однако для обеспечения 
селективной доставки НК к месту терапевтического действия данный подход нуждается 
в совершенствовании, в том числе за счет модификации поверхности липосом адресными 
лигандами.
ЦЕЛЬ. Проведение сравнительного исследования кинетики накопления в клетках 
флуоресцентно-меченного олигонуклеотида (модельного препарата нуклеиновых кислот) 
с помощью адресных фолатсодержащих катионных липосом и обычных липосом.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Адресные фолатсодержащие катионные липосомы (F) и обыч-
ные липосомы (L) готовили с использованием следующих компонентов: поликатион-
ный амфифил 2X3, цвиттер-ионный липид DOPE, фолатный липоконъюгат F12. Физико-
химические характеристики липосом изучали с помощью методов динамического 
светорассеяния и трансмиссионной электронной микроскопии. Комплексы липосом 
с флуоресцентно-меченным олигонуклеотидом (FITC-ODN) формировали с использо-
ванием различных соотношений компонентов (N/P). Кинетика накопления комплексов 
на клетках рака шейки матки человека (линия КВ-3-1) и почки эмбриона человека (ли-
ния НЕК 293) была изучена с помощью методов проточной цитометрии, флуоресцентной 
и конфокальной микроскопии.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Полученные липосомы L и F представляли собой сферические частицы диа-
метром от 75 до 100 нм. Сформированы комплексы катионных липосом (L и F) с FITC-ODN 
при оптимальном соотношении N/P, равном 2/1, при котором наблюдается образование 
однородных (индекс полидисперсности меньше 0,200) частиц с размером 112,4–125,1 нм. 
Фолатсодержащие липосомы на 25% эффективнее доставляли FITC-ODN в клетки КВ-3-1 
через 90, 120 и 240 мин после начала трансфекции по сравнению с обычными липосомами, 
не содержащими адресного лиганда. Согласно данным флуоресцентной и конфокальной 
микроскопии после начала трансфекции клеток наблюдалась совместная колокализация 
флуоресцентных сигналов липосом и олигонуклеотида и далее происходило накопление 
олигонуклеотида в цитоплазме.
ВЫВОДЫ. Показана эффективная доставка флуоресцентно-меченного олигонуклеотида 
в цитоплазму опухолевых клеток с помощью катионных липосом. Использование адрес-
ных фолатсодержащих липосом позволяет увеличить количество трансфицированных 
клеток и эффективность доставки олигонуклеотида по сравнению с обычными липосома-
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ми, не содержащими адресного лиганда. Полученные результаты могут быть использова-
ны для дальнейшей разработки препаратов направленного действия на основе терапев-
тических нуклеиновых кислот и липосом.

Ключевые слова: 	 терапевтическая нуклеиновая кислота; антисмысловой олигонуклеотид; флуоресцентно-
меченный олигонуклеотид; липосома; фолат; адресная доставка; адресные 
фолатсодержащие катионные липосомы; кинетика накопления; опухолевые клетки
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The use of cationic liposomes is a promising approach to the delivery of thera-
peutic nucleic acids to target cells because liposomes can protect nucleic acids from degradation 
by extracellular nucleases. However, to ensure selective delivery to the site of action, this ap-
proach needs modification, including liposome surface functionalisation with targeting ligands.
AIM. This study aimed to compare the time courses of the accumulation of a fluorescent-la-
belled oligonucleotide (FITC-ODN), which simulated a nucleic acid-based medicinal product, in 
cells with the use of folate receptor-targeted (F) and conventional (L) cationic liposomes.
MATERIALS AND METHODS. F- and L-liposomes were prepared using the polycationic am-
phiphile 2X3, the zwitterionic helper lipid DOPE, and the folate lipoconjugate F12. Physico-
chemical characterisation of the liposomes was performed using dynamic light scattering and 
transmission electron microscopy. Liposome–FITC-ODN complexes were formed at various 
nitrogen to phosphate (N/P) charge ratios. Flow cytometry, fluorescence microscopy, and con-
focal microscopy methods were used to study the accumulation of liposome–FITC-ODN com-
plexes in human cervical carcinoma (KB-3-1) and human embryonic kidney (HEK 293) cells.
RESULTS. The prepared F- and L-liposomes were spherical particles with a diameter of 
75–100 nm. The authors selected the optimal N/P ratio of 2/1 to obtain complexes of F- and 
L-liposomes with the FITC-ODN. This N/P ratio yielded homogeneous liposome–FITC-ODN 
complexes having a polydispersity index below 0.200 and a size of 112.4–125.1 nm. F-lipo-
somes were 25% more efficient than L-liposomes in FITC-ODN delivery to KB-3-1 cells at 90, 
120, and 240 minutes after transfection. In the first few minutes of cell transfection, fluo
rescence and confocal microscopy data on the distribution of liposome–FITC-ODN complexes 
showed that cationic liposome fluorescence signals colocalised with FITC-ODN signals. Later, 
FITC-ODN accumulation in the cytoplasm was observed.

Shmendel E.V., Markov O.V., Zenkova M.A., Maslov M.A. Time course of fluorescent-labelled oligonucleotide accu-
mulation in cells with the use of folate receptor-targeted cationic liposomes



190

Шмендель Е.В., Марков О.В., Зенкова М.А., Маслов М.А.
Кинетика накопления в клетках флуоресцентно-меченного олигонуклеотида при использовании адресных...

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2024, Т. 24, № 2

CONCLUSIONS. Cationic liposomes demonstrated efficient FITC-ODN delivery into the cyto-
plasm of cancer cells. F-liposomes enhanced the percentage of transfected cells and improved 
FITC-ODN delivery compared with L-liposomes. The results obtained can be used in the further 
development of targeted medicinal products based on therapeutic nucleic acids and liposomes.

Keywords: 	 therapeutic nucleic acids; antisense oligonucleotide; fluorescent-labelled oligonucleotide; 
liposome; folate; targeted delivery; folate receptor-targeted cationic liposomes; accumulation 
time course; cancer cells
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ВВЕДЕНИЕ
Генная терапия — новый подход для лечения 

наследственных и приобретенных заболеваний, 
в том числе онкологических, который направлен 
на исправление функционирования дефектных 
генов [1]. На основе различных типов терапев-
тических нуклеиновых кислот (НК) разработаны 
высокоспецифичные лекарственные средства 
нового поколения, обладающие потенциалом 
для перехода к персонализированной терапии. 
Показано, что введение плазмидной ДНК (pDNA) 
или мРНК (mRNA) в эукариотические клет-
ки, приводит к экспрессии правильной копии 
гена и синтезу экзогенного белка. Для подав
ления сверхэкспрессии гена могут быть ис-
пользованы антисмысловые олигодезокси-
нуклеотиды (ODN), малые интерферирующие 
РНК (siRNA), микроРНК, рибозимы и ДНКзимы. 
Перспективным направлением генной терапии 
является редактирование генома с помощью 
технологии CRISPR-Cas [2].

Главным ограничением в использовании тера
певтических НК является высокая скорость де-
градации под действием внеклеточных нуклеаз, 
что снижает стабильность и терапевтическую 
эффективность НК [3]. Для решения указан-
ной проблемы перспективной представляется 
разработка транспортной системы, способной 
осуществлять доставку НК в эукариотические 
клетки. Пример реализации такого подхода  — 
препарат Gendicine (SiBiono GeneTech Co. Ltd, 
Китай), первый одобренный генотерапевтиче-
ский препарат, предназначенный для терапии 
плоскоклеточного рака головы и шеи. Препарат 
представляет собой рекомбинантный аденови-
рус, содержащий последовательность проапо-
птотического белка p53 [4]. Вирусные системы 
доставки обладают рядом недостатков, к кото-
рым относятся онкогенность, иммуногенность, 

ограниченный размер переносимой НК и высо-
кая стоимость [5]. В связи с этим разрабатывают-
ся невирусные системы доставки  — катионные 
липосомы [6, 7], полимеросомы [8], дендриме-
ры [9], магнитные наночастицы [10], экзосомы 
[11]. Особенно широкое распространение полу-
чили системы доставки НК на основе липосом 
и липидных наночастиц, для формирования 
которых могут быть использованы природные 
и синтетические липиды: катионные, анионные, 
нейтральные или их смеси [12]. Такие системы 
были применены при создании мРНК-вакцин 
против COVID-19: mRNA-1273 (Moderna, США) 
и BNT162b2 (Pfizer/BioNTech, США) на основе 
мРНК, инкапсулированной в липидные наноча-
стицы, состоящие из ионизируемого липида, хо-
лестерина и липидного производного полиэти-
ленгликоля (ПЭГ) [13].

Для решения проблемы селективного про-
никновения НК в клетки-мишени поверхность 
липидных частиц может быть функционали-
зирована различными адресными лигандами. 
Например, моноклональные антитела или их 
фрагменты могут быть использованы для наце
ливания на рецепторы опухолевых клеток: 
CD44, CD147, CD133, CD321 [12]. Антитела OX26 
и RI7217 применяли для направленной достав-
ки липосом к опухолевым клеткам с высокой 
экспрессией рецептора трансферрина [14, 15]. 
Гиалуроновая кислота в качестве адресной мо-
лекулы была использована для доставки к ре-
цептору CD44 опухолевых клеток (рак поджелу-
дочной железы, молочной железы и легких) [16]. 
В качестве низкомолекулярного лиганда для до-
ставки НК в составе липидных частиц перспек-
тивным представляется применение фолиевой 
кислоты, которая связывается с фолатными 
рецепторами (FR), высокоэкспрессированными 
на поверхности опухолевых клеток различных 
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типов: плоскоклеточный рак эндометрия [17, 
18], рак яичников [18, 19], шейки матки [18, 20], 
толстой кишки [21], почек [22], хориокарци-
нома [18], менингиома [23], остeосаркома [24], 
неходжкинская лимфома [20].

Фолатсодержащие катионные липосомы 
были использованы для доставки антисмысло-
вых ODN [25], FITC-ODN [26], pDNA [22, 27], им-
муностимулирующих РНК [27] in vitro и in vivo. 
Для обеспечения селективности доставки НК 
при разработке фолатсодержащих катионных 
липосом необходимо провести подбор соотно-
шения N/P (соотношение между количеством 
положительно заряженных атомов азота поли-
катионного липида липосом — N, к количеству 
отрицательно заряженных фосфатных групп 
НК  — Р) [22], оценить физико-химические ха-
рактеристики как катионных липосом, так и их 
комплексов с НК.

Ранее авторами была показана возможность 
эффективной адресной доставки НК в эукарио-
тические клетки in vitro и in vivo с использованием 
липосом, в состав которых входили: поликатион-
ный амфифил 2X3 (1,26-бис(холест-5-ен-3β- 
илоксикарбониламино)-7,11,16,20-тетраазагек-
сакозан тетрагидрохлорид) [28], необходимый 
для связывания НК; цвиттер-ионный липид DOPE 
(1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин), 
обеспечивающий эффективное высвобожде-
ние НК из эндосом; адресный липоконъюгат F12 
(рис. 1А), в котором адресный лиганд — остаток 
фолиевой кислоты связан через ПЭГ с диглице-
ридом [22, 26, 27]. Важной особенностью этих 
липосом является способность трансфициро-
вать эукариотические клетки в присутствии 
сыворотки крови в культуральной среде. Также 
было показано, что при соотношениях N/P  — 
1/1 или 2/1 фолатсодержащие липосомы достав-
ляют НК в клетки, экспрессирующие рецепторы 
фолиевой кислоты, посредством рецептор-опо-
средованного эндоцитоза [22]. Однако дополни-
тельных исследований, связанных с изучением 
кинетики накопления комплексов НК с катион-
ными липосомами и их внутриклеточного рас-
пределения, ранее не проводилось.

Цель работы  — проведение сравнительного 
исследования кинетики накопления в клетках 
флуоресцентно-меченного олигонуклеотида 
(модельного препарата нуклеиновых кислот) 
с помощью адресных фолатсодержащих катион-
ных липосом и обычных липосом.

Для достижения цели были поставлены сле-
дующие задачи:

–– получение адресных фолатсодержащих 
и обычных катионных липосом;

–– изучение физико-химических характеристик 

липосом методами динамического светорас-
сеяния и электронной микроскопии;

–– формирование комплексов катионных липо-
сом с FITC-ODN;

–– изучение кинетики накопления получен-
ных комплексов на клеточных культурах 
КВ-3-1 и НЕК 293 с помощью проточной ци-
тометрии, флуоресцентной и конфокальной 
микроскопии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы

В работе использовались липиды  — 1,2-ди-
олеоил-sn-глицеро-3-фосфатидилэтаноламин 
и фосфатидилэтаноламин, меченный родами-
ном B (Avanti Polar Lipids, США); флуоресцеин 
(FITC, ЛенРеактив, Россия); Lipofectamine 2000 
(Invitrogen, США); органические растворите-
ли — хлороформ для ВЭЖХ, метанол для ВЭЖХ 
(Merck, Sigma-Aldrich, США). Для получения 
катионных липосом использовался полика-
тионный липид 2X3 и фолатсодержащий ли-
поконъюгат F12, которые были синтезированы, 
как описано ранее [28, 26].

Методы
Приготовление фолатсодержащих адресных 

и обычных катионных липосом. Все липосомы 
были приготовлены методом гидратации ли-
пидной пленки [29]. Для получения обычных 
катионных липосом (L) раствор поликатионно-
го липида 2X3 в смеси хлороформа и метанола 
(5:1, об/об) добавляли к раствору DOPE в хлоро-
форме в соотношении 1:2 (мольн.). Для приготов-
ления адресных фолатсодержащих катионных 
липосом (F) к полученному раствору липидов 
добавляли раствор фолатного липоконъюгата 
F12 (2%, мольн.) в смеси хлороформа и мета-
нола (1:1, об/об). В случае родамин B-меченных 
липосом к полученному раствору липидов до-
бавляли раствор производного фосфатидил-
холина и родамина В (1%, мольн.) в хлорофор-
ме. Органические растворители упаривали, 
образовавшуюся липидную пленку высушивали 
в вакууме с использованием масляного насоса 
(0,01  Торр). Через 4 ч к сухой пленке добавля-
ли 1 мл деионизированной воды (Milli-Q, США) 
и диспергировали при 50–60 °С до полного от-
слоения пленки со стенок колбы. Полученную 
дисперсию помещали в ультразвуковую баню 
(Bandelin Sonorex Digitec DT 52H, Германия) 
на 15 мин при температуре 70 °С. Катионные 
липосомы L и F с концентраций по поликатион-
ному липиду 2X3 1 мМ фильтровали через сте-
рильный фильтр (0,45 мкм Chromafil® CA-45/25, 
Macherey–Nagel, Германия) и хранили при 4 °C.
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Определение физико-химических характери-
стик катионных липосом. Гидродинамический 
диаметр и индекс полидисперсности липосом 
измеряли методом динамического светорассея-
ния (Delsa Nano С, Beckman Coulter, США) при сле-
дующих условиях: угол 173°, вязкость 0,890 сП, 
температура 25 °C, время равновесия 3 мин, по-
казатели преломления воды и липосом  — 1,33 
и 1,45. Измерения проводили при концентрации 
катионного липида 0,05 мМ в трех повторностях.

Размер и форму липосом определяли с помо-
щью трансмиссионного электронного микроско-
па JEM-100-CX-II (Jeol, Япония). Каплю липосом 
помещали на медно-углеродную сетку, оставля-
ли на 2 мин, далее избыток жидкости удаляли 
и окрашивали сетку каплей 3% водного уранил
ацетата в течение 1,5 мин, после чего сетку 
сушили на воздухе. Микроскопию проводили 
при ускоряющем напряжении 80 кВ и увеличе-
нии в 27000 раз.

Синтез FITC-ODN. Олигодезоксирибонуклео
тид длиной 25 нуклеотидных звеньев (5’-TAC 
AGT GGA ATT GTA TGC CTA TTA T-3’), меченный 
по 5’-концу флуоресцеином (FITC-ODN), синте-
зировали твердофазным фосфитамидным ме-
тодом и выделяли с помощью ВЭЖХ. Чистоту 
олигонуклеотида анализировали с помощью 
электрофореза в 20% полиакриламидном геле 
(ПААГ) в денатурирующих условиях; чистота со-
ставила 95–98%. Концентрацию FITC-ODN опре-
делили на спектрофотометре BioMate 3 (Thermo 
Fisher Scientific, США).

Приготовление комплексов катионных липо-
сом с FITC-ODN. Растворы катионных липосом 
(25 мкл) и FITC-ODN (25 мкл) в концентрациях, 
соответствующих необходимым соотношениям 
N/P, смешивали в культуральной фолатдефицит-
ной среде FD‑RPMI (Gibco, США) с добавлением 
5% фетальной бычьей сыворотки (FBS, HyClone, 
США) и инкубировали 20 мин при 24 °С.

Клеточные культуры. Клетки рака шейки мат-
ки человека линии КВ-3-1 и клетки почки эмбри-
она человека линии HEK 293 получены из банка 
клеточных культур института цитологии РАН 
(Россия). Клетки KB-3-1 и HEK 293 культивиро-
вали с использованием среды FD-RPMI с добав-
лением 5% FBS, антибиотиков (100 ед/мл пени-
циллина, 100 мкг/мл стрептомицина, 0,25 мкг/мл  
амфотерицина) в атмосфере 5% СО2 при 37  °С 
и регулярно пассировали для поддержания 
культуры клеток в экспоненциальной фазе роста.

Трансфекция клеток комплексами катионных 
липосом с FITC-ODN. Клетки HEK 293 и KB-3-1 вы-
саживали в 24-луночные планшеты (2,0×105 кле-
ток на лунку для HEK 293 и 1,2×105 — для KB-3-1) 
и инкубировали в течение 24 ч. В день транс-

фекции культуральную среду заменяли на среду 
FD-RPMI (200 мкл) с 5% FBS (без антибиотиков). 
К клеткам добавляли комплексы катионных 
липосом с FITC-ODN (1 мкМ), сформированные 
при соотношении N/P, равном 2/1, и инкубиро-
вали в стандартных условиях в течение 15, 45, 
90, 120 и 240 мин. В случае контроля транс-
фекцию FITC-ODN проводили с использова-
нием Lipofectamine 2000 согласно протоколу 
производителя.

Проточная цитометрия. После трансфекции 
FITC-ODN клетки KB-3-1 и HEK 293 дважды про-
мывали PBS, обрабатывали раствором трипси-
на в PBS (0,5 мг/мл) в течение 2 мин при 37 °С, 
после чего открепившиеся клетки суспендиро-
вали в среде с FBS для инактивации действия 
трипсина, переносили в пробирки и осаждали 
центрифугированием (Contron T42K, Centricon 
Instruments, США) при 1000 об/мин (200 g) в тече-
ние 10 мин. Супернатант убирали, клетки два-
жды промывали PBS и фиксировали 2% раство-
ром формальдегида в PBS (600 мкл). Количество 
трансфицированных клеток и среднее значение 
интенсивности флуоресценции в клеточной по-
пуляции измеряли с помощью цитофлуоримет-
ра Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США) с ис-
пользованием программы CXP analysis (Beckman 
Coulter, США). В каждом образце анализировали 
не менее 20000 клеток. Средние значения были 
получены в результате трех независимых экспе-
риментов. Стандартное отклонение не превы-
шало 7–9%.

Флуоресцентная и конфокальная микроскопия. 
Клетки КВ-3-1 высаживали на покровные стекла 
в лунках 24-луночного планшета (2,0×105 кле-
ток на лунку), инкубировали в течение 18 ч для  
прикрепления и затем трансфицировали 
комплексами в течение 45, 90 или 120 мин 
в соответствии с методикой, описанной выше. 
Далее клетки однократно промывали PBS, фик-
сировали в 4% растворе формальдегида в PBS 
в течение 20 мин при 37 °С в темноте и двукрат-
но промывали PBS. Покровные стекла с клет-
ками помещали на предметные стекла в кап-
лю среды ProLong™ Glass Antifade Mountant 
с NucBlue™ (Thermo Fisher Scientific, США) и ин-
кубировали в течение 18–24 ч при комнатной 
температуре в темноте для отверждения среды. 
Анализ образцов проводили с помощью флу-
оресцентной микроскопии с использованием 
микроскопа Axioskop 2 Plus (Zeiss, Германия), 
объектив — Plan NEOFLUAR 40×/0,75 Ph2 и кон-
фокальной лазерной сканирующей микроско-
пии на микроскопе LSM 710 (Zeiss, Германия), 
объектив — Plan-Apochromat 40×/0,95 Korr M27.  
Для получения фотографий использовали три 
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канала: синий канал (B) — визуализация ядер кле-
ток, окрашенных красителем NucBlue (Thermo 
Fisher Scientific, США); зеленый канал (G) — визуа-
лизация FITC-ODN; красный канал (R) — визуали-
зация липосом, окрашенных родамином В.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Приготовление катионных липосом и изучение 
их физико-химических характеристик

Были приготовлены адресные фолатсодержа-
щие катионные липосомы (F) на основе компонен-
тов: поликатионный амфифил 2X3 [28], цвиттер-
ионный липид DOPE и фолатный липоконъюгат 
F12 [26] (соотношение компонентов  — 33:65:2, 
мольн.) (рис. 1А). В качестве препарата сравне-
ния были использованы обычные липосомы (L) 
на основе компонентов: 2X3, DOPE (соотношение 
компонентов — 1:2, мольн.) и Lipofectamine 2000 
(Lf 2000). Липосомы получали методом гидрата-
ции липидной пленки с последующей обработкой 
ультразвуком, как описано ранее [29].

Согласно данным динамического светорас-
сеяния размеры обычных липосом составили 
75,1±1,7 нм, а фолатных липосом — 95,7±2,5 нм 
(рис. 1C), что соответствует интервалу оптималь-
ных размеров наночастиц для использования 
в медицине (от 30 до 200 нм), обеспечивающему 
низкий уровень их выведения почками и захва-
та клетками ретикуло-эндотелиальной системы 
[30]. Индекс полидисперсности обычных липо-
сом составил 0,280, а фолатных липосом — 0,283, 
что указывает на формирование однородных 
по размеру частиц (рис. 1D) и согласуется с дан-
ными трансмиссионной электронной микроско-
пии (рис. 1B). Электронные микрофотографии 
липосом L и F показали, что они представляют 
собой однородные сферические частицы разме-
ром от 40 до 144 нм (рис. 1B).

Для изучения влияния физико-химических 
характеристик на эффективность доставки 
НК были сформированы комплексы катион-
ных липосом с FITC-ODN при различных соот-
ношениях N/P. При низких соотношения N/P 
формировались крупные частицы в случае 
комплексов FITC-ODN как c обычными, так и фо-
латными липосомами. При этом максимальные 
размеры наблюдались при соотношении N/P, 
равном 1/1, для обычных липосом (188,9±1,7 нм) 
и при N/P, равном 1,25/1, для фолатных липосом 
(280,4±8,5 нм) (рис. 1В). С увеличением соотно-
шения N/P до 2/1 и выше размеры комплексов 
вновь уменьшались до значений 112–125 нм. 
Представленные данные согласуются с наши-
ми результатами, полученными ранее при фор-
мировании комплексов катионных липопосом 
с плазмидной ДНК pEGFP [31].

Индекс полидисперсности комплексов фолат-
содержащих липосом с FITC-ODN, начиная с соот-
ношения N/P, равного 1,75/1, не превышал 0,200, 
что указывает на формирование однородных 
по размеру частиц (рис. 1D). В случае комплек-
сов FITC-ODN с обычными липосомами при N/P, 
равном 4/1, наблюдалась большая гетероген-
ность. Дзета-потенциал комплексов FITC-ODN 
с липосомами L и F при соотношении N/P, рав-
ном 1/1, был отрицательным (-25,2 и -38,2 мВ 
соответственно), и с увеличением количества 
катионных липосом в комплексах (соотношении 
N/P — 2/1) дзета-потенциал становился положи-
тельным (36,1 и 42,0 мВ соответственно).

Далее трансфекцию проводили при соотно-
шении N/P, равном 2/1. При данном соотноше-
нии механизм транспорта комплексов FITC-ODN 
с адресными липосомами F опосредован 
рецептор-опосредованным эндоцитозом, ко-
торый превалирует над электростатическим 
взаимодействием положительно заряженных 
комплексов с отрицательно заряженной поверх-
ностью мембраны клеток [26].

Изучение кинетики накопления в клетках 
меченного олигонуклеотида при использовании 
катионных липосом

Ранее нами было показано, что увеличе-
ние количества катионных липосом в составе 
комплекса (рост соотношения N/P) приводит 
к увеличению эффективности трансфекции, 
но при этом снижается селективность комплек-
сов в отношении фолатных рецепторов [22]. 
В рамках данного исследования кинетику на-
копления комплексов FITC-ODN с катионными 
липосомами изучали в условиях культивиро-
вания клеток KB-3-1 и НЕК 293 с использо-
ванием фолатдефицитной среды (FD-RPMI), 
что приводило к увеличению количества фо-
латных рецепторов на мембране клеток [22, 
32]. Трансфекцию клеток осуществляли при со-
отношении N/P, равном 2/1. Эффективность 
трансфекции клеток оценивали методом 
проточной цитометрии, измеряя количество 
флуоресцентно-окрашенных трансфицирован-
ных клеток (%) и среднюю интенсивность флу-
оресценции в клеточной популяции, что кос-
венно свидетельствует о количестве FITC-ODN, 
попавшего в клетки (рис. 2).

Для всех исследуемых липосом было отме-
чено увеличение эффективности трансфекции 
в интервале от 15 до 240 мин после начала транс-
фекции  — как по количеству флуоресцентно-
окрашенных (FITC-положительных клеток), так 
и по средней интенсивности флуоресценции 
клеток.
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Через 15 мин после начала трансфекции 
количество клеток линии КВ-3-1, трансфи-
цированных FITC-ODN, составляло 86 и 87% 
(для липосом L и F соответственно) (рис. 2А), 
а в случае клеток линии HEK  293  — 54 и 30% 
соответственно (рис.  2C). При этом для клеток 
КВ-3-1 средняя интенсивность флуоресценции 
клеток была выше при использовании адрес-
ных липосом по сравнению с обычными липосо-
мами — 20,4  и 15,1 отн. ед. (для липосом F и L 

соответственно) (рис. 2B); для клеток HEK 293 ли-
посомы L (12,4 отн. ед.) оказались эффективнее 
липосом F (8,1 отн. ед.) (рис. 2D).

Дальнейшая инкубация клеток с комплекса-
ми приводила к увеличению внутриклеточного 
накопления FITC-ODN. Этот процесс достигал 
плато уже при 90 мин инкубации и далее рос 
менее интенсивно до конечной точки 240 мин 
(рис. 2). Было выявлено существенное преиму-
щество адресных фолатсодержащих липосом 
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Рис. 1. Структурные формулы компонентов липосом и физико-химические характеристики адресных фолатсодержащих ка-
тионных липосом (F) и обычных липосом (L): А — структурные формулы компонентов липосом: поликатионный амфифил 
2X3 (1,26-бис(холест-5-ен-3β-илоксикарбониламино)-7,11,16,20-тетраазагексакозан тетрагидрохлорид), цвиттер-ионный 
липид DOPE (1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин), фолатный липоконъюгат F12; B — трансмиссионная электрон-
ная микроскопия липосом F и L; C — гидродинамический диаметр липосом; D — индекс полидисперсности липосом F и L: 
пустых и их комплексов с меченным олигонуклеотидом (FITC-ODN) при различных соотношениях N/P (соотношение между 
количеством положительно заряженных атомов азота поликатионного амфифила липосом — N, к количеству отрицательно 
заряженных фосфатных групп НК — Р).

Fig. 1. Structural formulas of liposome components and physicochemical characteristics of folate receptor-targeted cationic li-
posomes (F) and conventional liposomes (L): A, structural formulas of liposome components: polycationic amphiphile 2X3 
(1,26-bis(cholest-5-en-3β-yloxycarbonylamino)-7,11,16,20-tetraazahexacosane tetrahydrochloride), zwitterionic helper lipid DOPE 
(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine), and folate lipoconjugate F12. B, transmission electron microscopy images of 
F- and L-liposomes. C, hydrodynamic diameters of liposomes. D, polydispersity indices of empty F- and L-liposomes and their com-
plexes with a labelled oligonucleotide (FITC-ODN) at different N/P ratios (where N is the number of positively charged nitrogen 
atoms of polycationic amphiphile liposomes, and P is the number of negatively charged nucleic acid phosphate groups).
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в доставке FITC-ODN по сравнению с обычны-
ми липосомами в клетках КВ-3-1  — через 90, 
120 и 240 мин количество трансфицированных 
клеток было примерно на 25% выше в случае ли-
посом F (рис. 2B). Уровень накопления фолатсо-
держащих и обычных липосом в случае клеток 
линии HEK 293 был приблизительно одинаковый 
с учетом статистической погрешности (рис. 2C, D), 
что согласуется с данными исследований, в ко-
торых клетки линии НЕК 293 были выбраны в ка-
честве негативного контроля для изучения ад-
ресной доставки фолатсодержащих катионных 
липосом [33].

Следует отметить, что результаты контроль-
ной трансфекции клеток FITC-ODN в присут-
ствии реагента Lf 2000 через 240 мин показали 
низкий уровень значений интенсивности флуо-
ресценции: 13,1±1,2 отн. ед. для клеток КВ-3-1, 
27,2±2,5 отн. ед. для клеток HEK 293.

Микроскопический анализ клеток КВ-3-1, 
трансфицированных комплексами липосом 
с FITC-ODN, был проведен через 45 мин (актив-
ная фаза накопления олигонуклеотида в клет-
ках) и 120 мин (момент достижения наибольших 
показателей количества трансфицированных 
клеток и интенсивности флуоресценции) при N/P, 
равном 2/1 (рис. 3). Показано, что через 45 мин 
комплексы L/FITC-ODN имели небольшие раз-
меры и были прикреплены к мембране клеток, 
тогда как комплексы F/FITC-ODN имели немного 
большие размеры и были в меньшей степени ло-
кализованы на клеточной мембране (рис. 3А, В). 
В обоих случаях наблюдается эффективная до-
ставка FITC-ODN в цитоплазму клеток, при этом 
распределение сигнала для липосом L более 
дискретное, в отличие от диффузного сигнала 
при использовании адресных липосом F (рис. 3А). 
Следует отметить высокую колокализацию 
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Рис. 2. Накопление комплексов меченного олигонуклеотида (FITC-ODN) с катионными липосомами (F — адресные фолатсо-
держащие липосомы, L — обычные липосомы) в клеточных культурах КВ-3-1 (A, B) и HEK 293 (C, D) согласно данным проточной 
цитометрии через 15, 45, 90, 120 и 240 мин инкубации клеток с комплексами. A, C — количество флуоресцентно-окрашенных 
трансфицированных клеток (%). B, D — уровень средней интенсивности флуоресценции клеток в популяции (отн. ед.).

Fig. 2. Accumulation of complexes of a fluorescent-labelled oligonucleotide (FITC-ODN) with cationic liposomes (F, folate-receptor 
targeted liposomes; L, conventional liposomes) in KB‑3‑1 (A, B) and HEK 293 (C, D) cell cultures at 15, 45, 90, 120, and 240 minutes 
of cell incubation with the complexes, according to flow cytometry data. A, C: percentage of fluorescent-labelled transfected cells 
(%); B, D: mean fluorescence intensities of cell populations (in relative fluorescence units, RFU).



196

Шмендель Е.В., Марков О.В., Зенкова М.А., Маслов М.А.
Кинетика накопления в клетках флуоресцентно-меченного олигонуклеотида при использовании адресных...

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2024, Т. 24, № 2

сигналов FITC-ODN и родамин В-меченных ли-
посом, что может указывать на незначительное 
высвобождение олигонуклеотида из комплек-
сов в данной временной точке (рис. 3А, В). 
Через 120 мин инкубации комплексов с клет-
ками наблюдалось значительное увеличение 
уровня накопления олигонуклеотида при ис-
пользовании адресных липосом, при этом вну-
триклеточная локализация сигнала FITC-ODN 
оставалась диффузной (рис. 3D). Накопление 
олигонуклеотида с помощью обычных липосом 
проходило менее эффективно, при этом локали-
зация комплексов оставалась околомембранной 
с сохранением дискретности сигнала олигону-
клеотида (рис. 3С).

Для более детального анализа клеточной ло-
кализации комплексов FITC-ODN с липосомами 
с использованием конфокальной микроскопии 
была выбрана временная точка 90 мин при N/P, 
равном 2/1 (рис. 4). Было подтверждено, что до-
ставка олигонуклеотида с помощью адресных 
фолатсодержащих липосом проходила более 
эффективно по сравнению с обычными липосо-
мами, при этом локализация сигнала FITC-ODN 
имела диффузный характер (рис. 4А, В). В слу-
чае использования обычных липосом локали-
зация сигнала FITC-ODN была очень дискретна 
и представляла собой небольшие сфокусиро-
ванные участки (рис. 4А). Можно предположить, 
что при доставке FITC-ODN с помощью адресных 

Фотография выполнена авторами / The photograph is taken by the authors

Рис. 3. Накопление комплексов меченного олигонуклеотида (FITC-ODN) с катионными липосомами (L — обычные липосомы 
(А, С), F — адресные фолатсодержащие липосомы (B, D)) в клетках линии КВ-3-1 через 45 мин (А, В) и 120 мин (C, D) от начала 
инкубации согласно данным флуоресцентной микроскопии (увеличение ×400). При получении микрофотографий использо-
вали три канала для анализа: синий канал (B) — визуализация ядер клеток, окрашенных красителем NucBlue; зеленый канал 
(G) — визуализация FITC-ODN; красный канал (R) — визуализация липосом, модифицированных родамином В.

Fig. 3. Accumulation of complexes of a fluorescent-labelled oligonucleotide (FITC-ODN) with cationic liposomes (L, conventional 
liposomes (A, C); F, folate receptor-targeted liposomes (B, D)) in KB‑3‑1 cells after 45 min (А, B) and 120 min (C, D) of incubation, ac-
cording to fluorescence microscopy data (×400 magnification). Microphotographs used three channels for analysis: blue (B) to visu-
alise cell nuclei stained with NucBlue, green (G) to visualise the FITC-ODN, and red (R) to visualise rhodamine B-labelled liposomes.
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липосом задействован механизм рецептор- 
опосредованного эндоцитоза, который приво-
дит к более эффективной доставке олигону-
клеотида в клетки и активному выходу олигону-
клеотида из эндосом по сравнению с обычными 
липосомами. Однако установление точного ме-
ханизма внутриклеточного транспорта нужда-
ется в дальнейшем исследовании.

ВЫВОДЫ
1.  Получены адресные фолатсодержащие ка-

тионные липосомы, которые способствовали 
более эффективной доставке в клетки флуорес-
центно-меченного олигонуклеотида (FITC-ODN) 
в сравнении с контролем (использование коммер-
ческого реагента для трансфекции Lipofectamine 
2000) через 240 мин после начала трансфекции.

2.  Изучена кинетика накопления комплек-
сов FITC-ODN с катионными липосомами 

в клетках линий КВ-3-1 и НЕК 293 с исполь-
зованием метода проточной цитометрии. 
Показано, что адресные фолатсодержащие 
катионные липосомы способствовали более 
эффективному накоплению олигонуклеотида 
в клетках КВ-3-1 по сравнению с обычными 
липосомами, не содержащими адресного ли-
ганда (примерно на 25%).

3.  Проведена оценка внутриклеточной ло-
кализации комплексов FITC-ODN с катионными 
липосомами с помощью методов флуоресцент-
ной и конфокальной микроскопии. Высказано 
предположение о возможной роли в накоплении 
комплексов механизма рецептор-опосредован-
ного эндоцитоза, опосредованного адресными 
фолатсодержащими катионными липосомами, 
однако установление точного механизма вну-
триклеточного транспорта требует дополни-
тельного изучения.
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Разработка стандартного образца 
пустых капсидов рекомбинантного 
аденоассоциированного вируса 
для контроля качества препаратов 
генной терапии
А.В. Тумаев, Д.Ю. Волошин, Е.С. Бердинских, Е.Л. Сахибгараева, 
Е.В. Головин, Е.Н. Субчева, О.О. Васильева, А.А. Галиева, А.А. Чувашов, 
Е.С. Новикова, А.В. Карабельский 
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 Карабельский Александр Владимирович; karabelskiy.av@talantiuspeh.ru

РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. При фармацевтической разработке российских препаратов генной терапии 
на основе аденоассоциированных вирусов (AAV) необходимым этапом является создание 
стандартных образцов (СО), которые используются на протяжении всего цикла разработки 
препарата, а также установление стабильности СО при хранении. В качестве материала 
для СО AAV 9 серотипа (AAV9) может выступать препарат пустых капсидов AAV9.
ЦЕЛЬ. Разработка методик оценки физико-химических показателей качества для харак-
теристики стандартного образца пустых капсидов AAV9 и исследование его стабильности 
при хранении.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Наработку СО пустых капсидов AAV9 проводили в суспензион-
ных клетках HEK293 с использованием бессывороточной среды при оптимизированных 
параметрах трансфекции с последующим осветлением, концентрированием, хроматогра-
фической очисткой AAV9 на аффинном сорбенте (AAVX) и диафильтрацией. Для анализа 
образцов применяли электрофорез, трансмиссионную электронную микроскопию, иммуно- 
ферментный анализ (ИФА), эксклюзионную хроматографию, динамическое светорассея-
ние, спектрофотометрию и биослойную интерферометрию. Определение концентрации 
капсидов проводили методом ИФА. Для разработки методов оценки физического титра 
использовали СО AAV с известным титром. При исследовании стабильности СО хранили 
при –80 °C в течение 9 мес.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Наработанный СО AAV9 обладал высокой степенью чистоты по результатам 
эксклюзионной хроматографии — содержание мономеров вирусных капсидов составляло 
не менее 98%. С использованием методов динамического светорассеяния, эксклюзион-
ной хроматографии и электронной микроскопии показано отсутствие агрегатов в образце. 
Установлена стабильность полученного СО пустых капсидов AAV9 в течение 9 мес. Пока-
зано, что при определении физического титра СО пустых капсидов AAV9 оптимальными 
для рутинного анализа качества являются методы динамического рассеяния света и спек-
трофотометрии; метод биослойной интерферометрии рекомендуется для регулярного 
анализа. Определенные тремя указанными методами значения титра вирусных частиц 
варьировали от 1,48×1013 до 5,6×1013.
ВЫВОДЫ. Разработан стандартный образец пустых капсидов AAV9, который может быть 
пригоден для контроля качества препаратов генной терапии на основе AAV9.
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Development of recombinant adeno-associated 
virus empty capsids as a reference standard 
for quality control of gene therapy products
Artem V. Tumaev, Danil Yu. Voloshin, Evgenii S. Berdinskikh, Elena L. Sakhibgaraeva, 
Evgenii V. Golovin, Elena N. Subcheva, Olga O. Vasileva, Alima A. Galieva,  
Anton A. Chuvashov, Ekaterina S. Novikova, Alexander V. Karabelsky 

	 Sirius University of Science and Technology, 1 Olimpiysky Ave, Sirius urban-type settlement, 
Krasnodar Region 354340, Russian Federation

 Alexander V. Karabelsky; karabelskiy.av@talantiuspeh.ru

ABSTRACT	 INTRODUCTION. The development of adeno-associated virus (AAV)-based gene therapy 
products in Russia requires establishing reference standards, which are used throughout the 
pharmaceutical development cycle, and monitoring their stability during the storage period. A 
preparation of empty capsids of AAV serotype 9 (AAV9) is an appropriate material for a refer-
ence standard for empty AAV9 capsids (AAV9 RS).
AIM. This study aimed to develop analytical procedures to evaluate the AAV9 RS physicochem-
ical quality parameters for its characterisation and to study its storage stability.
MATERIALS AND METHODS. Empty AAV9 capsids were produced in HEK293 suspension cul-
ture using serum-free medium and optimised transfection parameters. The next steps involved 
AAV9 clarification, concentration, and purification by affinity chromatography with AAVx resin 
and diafiltration. The analysis of AAV9 samples used electrophoresis, transmission electron 
microscopy, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), size-exclusion chromatography, dy-
namic light scattering, spectrophotometry, and bio-layer interferometry. The concentration of 
capsids was measured by ELISA. Analytical procedures for physical titre determination were 
developed using an AAV9 standard with a known physical titre. The stability study of the AAV9 
RS involved storage at –80 °C for 9 months.
RESULTS. Size-exclusion chromatography demonstrated the high purity of the established 
AAV9 RS, with at least 98% content of the viral capsid monomer. Dynamic light scattering, 
size-exclusion chromatography, and electron microscopy confirmed that the AAV9 RS was free 
of aggregates. The stability study showed that the AAV9 RS remained stable for 9 months. 
Dynamic light scattering and spectrophotometry were deemed optimal methods for routine 
quality analysis measuring the AAV9 RS physical titre, and bio-layer interferometry was recom-
mended for regular analysis. The viral particle titres determined by these methods ranged from 
1.48×1013 to 5.6×1013.
CONCLUSIONS. The AAV9 RS established in this study is suitable for quality control of AAV9-
based gene therapy products.

Development of recombinant adeno-associated virus empty capsids as a reference standard for 
quality control of gene therapy products
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ВВЕДЕНИЕ
Результаты клинических исследований под-

тверждают безопасность и эффективность 
использования препаратов на основе реком-
бинантных аденоассоциированных вирусов 
(adeno-associated viruses, AAV) в генной терапии 
тяжелых наследственных заболеваний [1]. 
Управлением по контролю за качеством продук-
тов питания и лекарственных средств США (Food 
and Drug Administration, FDA) и Европейским 
агентством по лекарственным средствам 
(European Medicines Agency, ЕМА) в 2022–2023 гг. 
были одобрены к применению препараты 
для лечения дефицита декарбоксилазы арома-
тических аминокислот (Upstaza®, eladocagene 
exuparvovec), гемофилии А (Roctavian®, 
valoctocogene roxaparvovec) и Б (Hemgenix®, 
etranacogene dezaparvovec), мышечной дис-
трофии Дюшенна (Elevidys®, delandistrogene 
moxeparvovec). Одним из самых востребован-
ных препаратов для лечения спинальной мы-
шечной атрофии 1 типа является препарат 
на основе AAV серотипа 9 (AAV9) — Zolgensma® 
(onasemnogene abeparvovec), одобренный 
в США в 2019 г. Природный серотип AAV9 широ-
ко используется, так как способен эффективно 
трансдуцировать клетки нейронального проис-
хождения, как, например, моторные нейроны, 
повреждающиеся при спинальной мышечной 
атрофии [2], или ганглиозные клетки сетчатки, 
дефекты которых приводят к атрофии зритель-
ного нерва и потере зрения [3].

Технология получения AAV9 как в лабора-
торном, так и в промышленном масштабе тре-
бует разработки физико-химических и биоло-
гических методов для определения количества 
векторных частиц (титр) в образце (количество 
вирусных геномов; количество вирусных кап-
сидов, физический титр), наличия примесей 

и родственных соединений, в том числе агре-
гатов, остаточных белков и ДНК, соотношения 
пустых и полных капсидов и др.

Основные подходы к оценке показателей 
качества биотехнологических препара-
тов в Российской Федерации представлены 
в Решении Совета Евразийской экономической 
комиссии (ЕЭК) № 891. Препараты на основе AAV 
напрямую не относятся к сфере применения 
этого документа, тем не менее описанные в нем 
требования в наибольшей степени соответству-
ют структурным и функциональным особенно-
стям вирусных векторов. Также целесообразно 
учитывать гармонизированные с ICH требова-
ния EMA, сформулированные в руководстве ICH 
Q6B2. В обоих руководствах содержатся следу-
ющие характеристики продукта: чистота, фи-
зико-химические, биологические и иммуно-
химические характеристики. В свою очередь, 
физико-химические характеристики соответ-
ствуют таким показателям качества биотех- 
нологических продуктов, как подлинность, чи-
стота и примеси, количественное содержание.

Для аналитической и фармацевтической раз-
работки препаратов на основе AAV требуются 
создание и аттестация стандартных образцов 
(СО), в том числе СО примесей родственных со-
единений, что необходимо для разработки тех-
нологического процесса выделения и очистки 
целевого продукта, а также для валидации ме-
тодик количественного определения чистоты 
продукта. Например, СО пустых капсидов AAV 
позволяет оценить фактор отклика и селектив-
ность хроматографической системы по отно-
шению к аналитическому сигналу, соответству-
ющему полным капсидам AAV [4]. Такие СО 
используются на протяжении всего цикла фар-
мацевтической разработки препарата, в связи 
с чем критическими этапами являются задачи 
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контроля стабильности СО и своевременного 
получения новых стандартов по истечении сро-
ка годности СО.

Цель работы  — разработка методик оцен-
ки физико-химических показателей каче-
ства для характеристики СО пустых капси-
дов AAV9 и исследование его стабильности 
при хранении.

Для достижения цели были поставлены сле-
дующие задачи:

–– наработка СО пустых капсидов AAV9 в сус-
пензионной культуре HEK293 и его характе-
ристика;

–– оценка титра вирусных частиц с помощью ор-
тогональных методов анализа;

–– изучение стабильности СО при хранении 
в течение 9 мес.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Оборудование

Лабораторный инкубационный шейкер 
Multitron (INFORS HT, Швейцария); хроматогра-
фическая система среднего давления NGC Quest 
10 с коллектором фракций (Bio-Rad, США); цен-
трифуга Eppendorf Centrifuge 5418 R (Eppendorf, 
Германия); сканирующий электронный ми-
кроскоп Crossbeam 550 (Carl Zeiss, Германия); 
спектрофотометр NanoDrop OneC (Thermo 
Fisher Scientific, США); анализатор размера ча-
стиц Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical Ltd, 
Великобритания); система ВЭЖХ Vanquish Flex 
(Thermo Fisher Scientific, США); гель-документи-
рующая станция ChemiDoc Imaging System (Bio-
Rad, США); мультимодальный ридер CLARIOstar 
Plus (BMG Labtech, Германия); интерферометр 
Octet QKe ForteBio (Sartorius AG, Германия).

Методы
Получение плазмид. Для получения AAV векто-

ров использовали: хелперную плазмиду pHelper 
Vector (кат. №  340202, Cell Biolabs Inc., США); 
упаковочную плазмиду pAAV2/9n (кат. № 112865, 
AddGene, США), кодирующую последователь-
ность белков капсида и репликативных белков 
AAV; плазмиду pAAV-GFP (кат. №  VP-401, Cell 
Biolabs Inc., США), содержащую ген зеленого 
флуоресцентного белка. Концентрацию и чисто-
ту плазмидной ДНК определяли спектрофото-
метрически по протоколам, рекомендованным 
производителем. Соответствие плазмид картам 
(структуру плазмид) проверяли с помощью ре-
стрикционного анализа, для чего использовали 
специфические эндонуклеазы рестрикции HincII 
(кат. № R0103S, NEB, США), PstI (кат. № R0140T, 
NEB, США) и SapI (кат. №  R0569S, NEB, США). 
Для подтверждения количества и размера 

рестрикционных фрагментов ДНК плазмид по-
лученные рестрикционные смеси наносили 
на 1% агарозный гель и визуализировали с помо-
щью гель-документирующей станции ChemiDoc 
Imaging System. Если структура плазмиды не со-
ответствовала плазмидной карте, то ее далее 
не использовали в работе.

Культивирование клеток HEK293 и подго-
товка к трансфекции. Для получения AAV ис-
пользовали адаптированную к суспензион-
ному культивированию клеточную линию 
HEK293 (ECACC; №  85120602). Криопробирки 
с клетками (50×106 кл/мл) размораживали, по-
мещали в бессывороточную среду BalanCD 
HEK293 (Irvine Scientific, США) с добавлени-
ем 4 мМ L-глутамина и проводили инкубацию 
при 37 °С, влажности 80%, содержании СО2 5%. 
При культивировании использовали лаборатор-
ный инкубационный шейкер Multitron, скорость 
вращения платформы  — 100 об/мин. На этапе 
роста и накопления биомассы проводили трех-
кратное пассирование культурального матери-
ала для выхода клеток на достаточный уровень 
пролиферации после заморозки при сохране-
нии уровня жизнеспособности не ниже 95%. 
Далее клетки засевали в колбы Эрленмейера 
объемом 500 мл и растили до плотности жизне-
способных клеток (6–9)×106 кл/мл. Затем клетки 
пересевали в колбы объемом 500 мл в конечной 
концентрации 0,5×106 кл/мл.

Трансфекция и наработка AAV9. Через 24 ч 
после посева клеток HEK293 в колбе проводили 
трансфекцию клеток плазмидами в следующих 
условиях: концентрация клеток 1×106 кл/мл; 
уровень жизнеспособных клеток выше 95%; ко-
личество плазмидной ДНК 1,5 мкг на 1×106 кле-
ток; соотношение pHelper Vector:pAAV2/9n  — 
1:5; соотношение ДНК:PEI 40000 (Polysciences, 
США)  — 1:5; объем трансфицирующей смеси 
составлял 5% от стартового объема культу-
ральной жидкости. Трансфицирующую смесь 
готовили в питательной среде Opti-Mem (Gibco, 
США). Клетки культивировали 120 ч при темпе-
ратуре 37 °С, влажности 80% и концентрации 
СО2 5% на шейкере при скорости вращения 
100 об/мин. Для получения СО AAV9-GFP прово-
дили трансфекцию и культивирование клеток 
в аналогичных условиях, но при соотношении 
плазмид pHelper Vector:pAAV2/9n:pAAV-GFP, 
равном 2:5:2.

Лизис клеток, осветление и концентриро-
вание культуральной жидкости. После культи-
вирования в колбу с клетками добавляли 
Tween-20 (Sigma-Aldrich, США) до конечной 
концентрации 0,05% и инкубировали в течение 
1 ч. Далее добавляли бензонуклеазу — препарат, 
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выделенный из штамма Escherichia coli, экспрес-
сирующего ген нуклеазы из микроорганизма 
Serratia marcescens (Sigma-Aldrich, Германия), 
до 30 МЕ/мл и MgCl2 до 1–2 мM и инкубирова-
ли в течение 1 ч. Затем полученный лизат цен-
трифугировали в течение 10 мин при 3000 g. 
Полученный супернатант переливали в чистую 
емкость с последующим добавлением диатоми-
та Celite® 503 (Merck, Германия) в количестве 1 г 
на 100 мл культурального материала. После пере-
мешивания культуральную жидкость фильтро-
вали (полиэфирсульфонный (PES) мембранный 
фильтр, 0,22 мкм) и концентрировали в 10  раз 
с помощью кассеты Vivaflow  200 (Sartorius, 
Германия) площадью 200 см2 со скоростью диа-
лиза 7 мл/мин и входным давлением не более 
1,5 бар. Полученный концентрат фильтровали 
через PES фильтр 0,22 мкм.

Хроматографическая очистка. Аффинную 
хроматографию проводили с помощью сор-
бента POROS CaptureSelect AAVX Affinity Resin 
(Thermo Fisher Scientific, США) с использованием 
колонки Diba Omnifit EZ (Thermo Fisher Scientific, 
США). На этапе подготовки сорбент уравнове-
шивали буфером, содержащим 50 мM трис-HCl, 
0,05% Tween 20, 0,15 M NaCl, pH 8,0, а затем полу-
ченный концентрат после этапа тангенциальной 
фильтрации наносили на колонку. Элюцию прово-
дили буфером 0,1 M глицин-HCl, 0,05% Tween 20, 
0,5 M L-аргинин, pH 2,0. Все работы по препара-
тивной очистке AAV проводили с использовани-
ем хроматографической системы NGC Quest 10.

Концентрирование и диафильтрация. Очи
щенный препарат концентрировали с помощью 
центрифужного концентратора Vivaspin® 500  
Centrifugal Concentrator Polyethersulfone 100 kDa 
(кат. № VS0141, Sartorius, Германия). После кон-
центрирования вирусные частицы ресуспен-
дировали в 450 мкл буфера для хранения  — 
0,37 М NaCl, 0,001% Pluronic F-68 (Gibco, США) 
в фосфатно-солевом буфере (PBS). Полученный 
образец стерилизовали фильтрацией с исполь-
зованием шприцевого фильтра (0,22  мкм, кат. 
№  99722, TPP, Швейцария), отбирали аликво-
ты для последующих аналитических операций 
и хранения (–80 °С).

Электрофорез в полиакриламидном геле. 
Контроль белкового состава образца (подлин-
ность капсида и наличие примесей пептид-
ной природы) проводили с помощью элек-
трофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) 
в денатурирующих условиях с восстановлени-
ем (SDS-PAGE) [5, 6].

Аликвоту препарата непосредственно 
перед анализом смешивали с буфером (Laemmli 
Sample Buffer, кат. №  161-0747, Bio-Rad, США), 

инкубировали при 95 °С в течение 5 мин и нано-
сили 10 мкл на дорожку. Электрофорез прово-
дили в трис-глициновом буфере (концентриро-
вание — 4% гель, 50 В; разделение — 10% гель, 
150 В, длина геля — 7,3 см). Использовали мар-
кер молекулярного веса белков (Precision Plus 
Protein Dual Color Standards, 10–250 кДа, кат. 
№  161-0394, Bio-Rad, США). Окрашивали гель 
с помощью Coomassie G-250 (кат. № 1610436, Bio-
Rad, США). Визуализацию проводили с примене-
нием гель-документирующей станции ChemiDoc 
Imaging System. Нахождение капсидных белков 
на электрофореграмме определяли визуально, 
ориентируясь на маркер молекулярного веса 
белков.

Просвечивающая электронная микроскопия. 
Морфологию вирусных капсидов и наличие пу-
стых капсидов изучали с помощью сканирую-
щей просвечивающей электронной микроско-
пии (scanning transmission electron microscopy, 
STEM) с использованием микроскопа Crossbeam 
550 с детектором для просвечивающей элек-
тронной микроскопии при ускоряющем напря-
жении 30 кВ. Для равномерного распределения 
частиц предварительно проводили обработку 
сеток плазмой воздуха в течение 10 с на лабо-
раторной плазменной установке Zepto (Diener 
Electronic, Германия). Образец разводили би-
дистиллированной водой в соотношении 
1:5 и 10  мкл исследуемых частиц наносили 
на поддерживающую сетку (Carbon/Formvar 
300 mesh, Agar Scientific, Великобритания), за-
тем инкубировали 2 мин, дважды промывали 
водой и контрастировали 1% водным раствором 
уранилацетата (кат. № 0379, Polysciences, США) 
в течение 1 мин. Высушивание сеток проводили 
на воздухе при комнатной температуре.

Количество пустых капсидов (%) оценивали 
визуально путем подсчета на микрофотографи-
ях суммарного количества и процентного содер-
жания вирусных частиц, числа пустых, полных 
и частично заполненных капсидов с последую-
щим расчетом среднего арифметического зна-
чения (не менее 15 микрофотографий на каж-
дый образец).

Определение физического титра вирусных 
частиц и оценка наличия агрегатов методом 
динамического рассеяния света. Анализ прово-
дили методом динамического рассеяния све-
та (ДРС) с применением анализатора Zetasizer 
Ultra. Для измерения использовали образцы 
объемом 65 мкл и кварцевую кювету малого 
объема (кат. № ZEN2112, Malvern Panalytical Ltd, 
Великобритания). Данные обрабатывали с по-
мощью программного обеспечения ZS XPLORER 
(Malvern Panalytical Ltd, Великобритания), 
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которое позволяет учитывать статистику по-
вторных измерений (среднее значение, стан-
дартное отклонение, относительное стандарт-
ное отклонение, минимальные и максимальные 
значения).

Эксклюзионная хроматография. Определение 
относительного содержания мономера AAV, 
высокомолекулярных фракций (агрегатов) 
и низкомолекулярных фракций (фрагментов 
AAV) проводили методом эксклюзионной хро-
матографии (size-exclusion chromatography, SEC) 
с помощью жидкостного хроматографа Vanquish 
Flex. Разделение фракций осуществляли в изо-
кратическом режиме с помощью хроматографи-
ческой колонки XBridge Protein BEH SEC (2,5 μм, 
4,6 мм×300 мм, кат. № 186009180, Waters, США) 
и подвижной фазы — 20 мМ Na2HPO4, 150 мM KCl, 
pH 7,0 при скорости потока 0,5 мл/мин. 
Детектирование осуществлялось с использо-
ванием флуориметрического детектора с дли-
ной волны возбуждения 280 нм и длиной вол-
ны эмиссии 350 нм. Для обработки полученных 
данных использовали программное обеспече-
ние Chromeleon (Thermo Fisher Scientific, США), 
при этом проводилась общая базовая линия 
от начала выхода высокомолекулярных фрак-
ций до окончания выхода низкомолекуляр-
ных фракций, после чего фракции разделяли 
и определяли их относительное содержание. 
Для идентификации мономера AAV9 исполь-
зовали значение времени удерживания пика 
мономера СО полных капсидов (RS-AAV9-FL, 
Vigene Biosciences, США).

Определение физического титра вирусных ча-
стиц с помощью метода УФ-спектрофотомерии. 
Для определения физического титра использо-
вали спектрофотометр NanoDrop OneC при дли-
не волны 260 нм. Проводили не менее трех 
последовательных измерений оптической плот-
ности и рассчитывали среднее арифметическое 
значение и относительное стандартное отклоне-
ние (relative standard deviation, RSD). Физический 
титр рассчитывали как отношение среднего зна-
чения оптической плотности к коэффициенту 
экстинкции. Для AAV9 коэффициент экстинкции 
был установлен экспериментально с использо-
ванием образца AAV9-GFP c известным физи-
ческим титром, определенным методами имму-
ноферментного анализа (ИФА) с применением 
набора реагентов PRAAV9XP (Progen, Германия) 
и динамического светорассеяния.

Определение физического титра вирусных 
частиц методом биослойной интерферомет-
рии. Исследование проводили с помощью 

интерферометра Octet QKe ForteBio с исполь-
зованием калибровочной кривой стандарт-
ного препарата с известной концентрацией. 
Измеряемым параметром выступала скорость 
связывания вирусных капсидов с антитела-
ми, которые были иммобилизованы на сенсо-
ре. При проведении анализа антитело Biotin 
Anti-AAVX Conjugate (Thermo Fisher Scientific, 
США) в концентрации 5 мкг/мл иммобилизи-
ровали на биосенсоры Octet SA Biosensors 
(Sartorius, Германия) в PBS (ПанЭко, Россия) c 1% 
раствором бычьего сывороточного альбумина 
(БСА, Sigma-Aldrich, Германия), затем стабили-
зировали сенсоры в буфере и проводили свя-
зывание с калибровочными образцами, далее 
отмывали (трижды в 0,5М фосфорной кислоте 
и PBS с 1% БСА), затем снова стабилизирова-
ли сенсоры и загружали измеряемые образцы. 
Для построения калибровочной кривой был 
использован образец AAV9-GFP c известным 
физическим титром, определенным методом 
ИФА с помощью набора реагентов (PRAAV9XP, 
Progen, Германия). Для построения калибровоч-
ной кривой были использованы следующие кон-
центрации: 1,00×1012 вирусных капсидов (вк)/мл, 
0,50×1012 вк/мл, 2,50×1012 вк/мл, 1,25×1012 вк/мл, 
0,62×1012 вк/мл. Анализируемый СО AAV9 испы-
тывали в разведениях 1:20 и 1:40. На основании 
калибровочной кривой рассчитывали концен-
трацию исследуемого образца2 [7].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Получение стандартных образцов пустых 
капсидов AAV9

Наработку СО пустых капсидов AAV9 про-
водили по схеме, представленной на рисун-
ке 1, включающей в себя этапы трансфекции 
и культивирования суспензионной культуры 
НЕК293 в колбах объемом до 500 мл в бессы-
вороточной среде с последующим осветлени-
ем, концентрированием и хроматографической 
очисткой на аффинном сорбенте.

Для получения рекомбинантных AAV часто 
используют трансфекцию с эквимолярным со-
отношением трех плазмид (херперная плаз-
мида; плазмида с генами rep и cap; плазмида 
с геном интереса — 1:1:1) в трансфекционной 
смеси [8]. Для получения AAV в данной работе 
применяли оптимизированный протокол транс-
фекции (для наработки СО AAV9 проводили 
трансфекцию двумя плазмидами  — хелперной 
и плазмидой с генами rep и cap), ориентируясь 
на наиболее критичные параметры этого про-
цесса (количество клеток, ДНК, соотношение 

2	 https://www.sartorius.com/en/products/protein-analysis/octet-bli-detection/biosensors-and-kits/octet-aavx-biosensors
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плазмид, соотношение ДНК:PEI и др.) [9]. Это 
позволило достигнуть высокой продуктивности 
суспензионных клеток HEK293 (до 105 продуци-
руемых вирусных частиц на клетку, или до 1014 
частиц на 1 л).

Очистку СО пустых капсидов AAV9 проводили 
с помощью аффинной хроматографии с помо-
щью сорбента POROS CaptureSelec AAVX Affinity 
Resin, содержащего AAV-специфичный лиганд 
(молекулярная масса 15 кДа). В структуре лиган-
да фрагмента находятся три комплементарных 
области, которые определяют антигенсвязыва-
ющую способность и селективность сорбента 
[10, 11]. На рисунке 2А представлена хромато-
грамма процесса очистки СО AAV9. Высокая 

селективность сорбента и его пористая структу-
ра позволили провести быструю одноступенча-
тую очистку препарата. Данные электрофореза 
свидетельствуют о присутствии в очищенном 
препарате трех белков вирусного капсида: VP1, 
VP2, VP3 (рис. 2B). Показано отсутствие низко-
молекулярных примесей, что позволило сделать 
вывод о получении образца высокой чистоты 
(рис. 2B)3.

Оценка качества стандартного образца AAV 
методом электронной микроскопии

После концентрирования и диализа анали-
зировали СО пустых капсидов AAV9 с помо-
щью электронной микроскопии [12]. Данный 
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Рис. 1. Общая схема наработки, выделения и анализа образцов аденоассоциированного вируса (adeno-associated virus, AAV). 
Красной рамкой отмечены этапы, необходимые при наработке образцов AAV, содержащих интересующий ген. ПЦР — поли-
меразная цепная реакция, ИФА — иммуноферментный анализ, СФ — спектрофотометрия, ДРС — динамическое рассеяние 
света, ТЭМ — трансмиссионная электронная микроскопия, ЭФ в ПААГ — денатурирующий электрофорез в полиакриламид-
ном геле.

Fig. 1. General outline of production, isolation, and analysis of adeno-associated virus (AAV) samples. Red boxes indicate the steps 
required for the production of AAV samples containing the gene of interest. qPCR, quantitative polymerase chain reaction; ELISA, 
enzyme-linked immunosorbent assay; UV, ultraviolet spectrophotometry; BLI, bio-layer interferometry; DLS, dynamic light scat-
tering; HPLC (SEC), size-exclusion high-performance liquid chromatography; TEM, transmission electron microscopy; SDS-PAGE, 
sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis.

3	 https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/100038399_POROS_CapSel_AAV8_AAV9_Resins_UG.pdf 
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метод позволяет оценить ряд важных пока-
зателей: морфология и размеры, наличие де-
фектных частиц, белковых или мембранных 
клеточных остатков, агрегатов, содержимое 
капсидов (полный или пустой), наличие раз-
рушенных капсидов. Визуализацию СО пустых 
капсидов AAV9 проводили с использованием 
метода негативного контрастирования 1% вод-
ным раствором уранилацетата. Равномерность 

распределения образцов обеспечивали за счет 
модификации поверхности поддерживающих 
медных сеток с углеродной подложкой плазмой 
воздуха, которая значительно увеличивает ее 
гидрофильность. На полученных микрофотогра-
фиях идентифицировали частицы правильной 
формы с размерами порядка 25 нм с выражен-
ными осями симметрии, характерными для AAV 
(рис. 2С). Дополнительных примесей, в том числе 
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Рис. 2. Очистка и анализ стандартного образца (СО) пустых капсидов аденоассоциированного вируса 9 серотипа (AAV9): 
A — хроматограмма процесса очистки СО AAV9 с помощью аффинного сорбента. Зеленым выделены границы начала и окон-
чания сбора фракций при нанесении образца, при промывках колонки, при элюции и при регенерации сорбента; B — оценка 
подлинности СО с использованием электрофореза: дорожка 1 — белковый маркер (10–250 кДа), дорожка 2 — препарат СО 
AAV9. Стрелками отмечены три белка капсида AAV (viral proteins — VP1, VP2, VP3); C — микрофотография СО AAV9, метод 
сканирующей просвечивающей электронной микроскопии, увеличение ×160000.

Fig. 2. Purification and analysis of the reference standard for empty capsids of adeno-associated virus serotype 9 (AAV9 RS): 
A) A chromatogram of the AAV9 RS purification with affinity resin. Green highlights indicate the beginning and end of fraction col-
lection during sample application, column washing, elution, and sorbent regeneration. B) Electrophoretic RS identification: lane 1, 
protein marker kit (10–250 kDa); lane 2, AAV9 RS. Arrows indicate three AAV capsid proteins (viral proteins VP1, VP2, and VP3). 
C) A scanning transmission electron microscope photo of the AAV9 RS at a magnification of ×160,000.
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белковых, обнаружено не было. В ходе визу-
ального анализа полученных микрофотографий 
для определения соотношения пустых и полных 
капсидов процентное содержание пустых кап-
сидов можно было принять равным 100% (в по-
лях зрения встречаются единичные частично 
заполненные капсиды при общем количестве 
вирусных частиц порядка 100).

Оценка количества агрегатов с помощью 
эксклюзионной хроматографии

Количественное определение агрегирован-
ных частиц имеет важное значение при оценке 
качества препаратов на основе AAV для обес-
печения их безопасности и эффективности, так 
как агрегаты могут вызывать нежелательные им-
мунные реакции в организме и снижать эффек-
тивность терапии [13]. В биофармацевтических 
исследованиях эксклюзионная хроматогра-
фия является основным методом определения 
агрегатов из-за простоты, высокой произво-
дительности и скорости анализа. Метод осно-
ван на различии гидродинамических объемов 
растворенных веществ [14].

Для определения относительного содер-
жания фракций AAV9 использовали флуори-
метрический детектор, что позволило достичь 
предельных значений количественного опре-
деления  — 5×108 капсидов за один анализ; 
стандартное отклонение относительного со-
держания фракции менее 1,5%. Относительное 
стандартное отклонение времени удерживания 
пика мономера не превышало 0,2%. При выбо-
ре подвижной фазы особое внимание уделяли 
ионной силе раствора, что оказывает влияние 
на разделение и относительное содержание 
фракций. В подвижной фазе без добавления 
хлорида калия наблюдали низкое разреше-
ние между фракциями, а также высокую асим-
метрию хроматографических пиков. Однако 
при увеличении концентрации хлорида калия 
в составе подвижной фазы со 150 до 350 мМ 
относительное содержание низкомолекулярных 
фракций возрастало на 10%. Хроматограмма 
анализа СО пустых капсидов AAV9 представ-
лена на рисунке 3B. Относительное содержание 
мономера для данной серии СО составило 99,1%, 
а доля агрегатов — 0,9%.

Учитывая ряд ограничений данного метода, 
таких как фильтрация крупных агрегатов непод
вижной фазой и неспецифические взаимодей-
ствия между агрегатами и фриттой (фильтр, 

предотвращающий попадание крупных частиц 
или загрязнений из образца или фазы) колонки4, 
требуется дополнительная характеристика об-
разца ортогональными (взаимно-подтверждаю-
щими) методами: аналитическое ультрацентри-
фугирование, метод динамического рассеяния 
света (для оценки наличия более крупных агре-
гатов, d>100 нм).

Метод эксклюзионной хроматографии мо-
жет быть дополнительно использован совмест-
но с многоугловым детектором светорассеяния, 
что позволит определять молекулярные массы 
разделенных соединений. Кроме того, возмож-
но применение диодно-матричного детектора 
вместо флуориметрического, что, в свою оче-
редь, позволит одновременно производить 
оценку соотношения пустых и полных капсидов. 
Однако данные методы имеют низкую чувстви-
тельность, что не позволяет широко их исполь-
зовать при производстве AAV5.

Определение физического титра AAV
Метод ИФА используется для определения 

физического титра вирусных частиц на ранних 
стадиях разработки препаратов на основе AAV. 
Метод позволяет работать с низкими концен-
трациями капсидов, например при разработке 
способов очистки вирусных векторов из культу-
ральной жидкости. Недостатком ИФА является 
высокая стоимость и низкая доступность на-
боров для исследователей в настоящее вре-
мя, а также достаточно длительная процедура 
анализа. Возможен вариант разработки соб-
ственного набора для ИФА, но это рациональ-
но осуществлять лишь в случае дальнейшего 
масштабирования производства. По этой причи-
не поиск ортогональных методов определения 
титра вирусных частиц является в настоящее 
время крайне актуальной и востребованной 
задачей. В данной работе с этой целью исполь-
зовали методы динамического рассеяния света, 
биослойной интерферометрии и спектрофото-
метрии для оценки физического титра СО пу-
стых капсидов AAV9.

Определение физического титра вирусных 
частиц, а также оценка содержания агрегатов 
методом динамического рассеяния света

Метод динамического рассеяния света, 
предназначенный для измерения размеров 
нано- и субмикронных частиц дисперсной 
фазы, позволяет проводить измерения образца 

4	 https://www.chromatographyonline.com/view/protein-aggregates-and-gel-filtration-chromatography-improving-quantita-
tion-and-throughput-uhplc-m-0

5	 https://www.chromatographyonline.com/view/quantifying-aav-quality-attributes-using-sec-mals

https://www.chromatographyonline.com/view/protein-aggregates-and-gel-filtration-chromatography-improving-quantitation-and-throughput-uhplc-m-0
https://www.chromatographyonline.com/view/protein-aggregates-and-gel-filtration-chromatography-improving-quantitation-and-throughput-uhplc-m-0
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Рис. 3. Анализ аденоассоциированного вируса 9 серотипа (AAV9) методами эксклюзионной жидкостной хроматографии 
(ЭЖХ) и динамического рассеяния света (ДРС): A — пример хроматограммы ЭЖХ для препарата AAV9, содержащего агрегаты 
и низкомолекулярные примеси; B — хроматограмма ЭЖХ стандартного образца (СО) пустых капсидов AAV9; C — пример 
графика интенсивности сигнала ДРС препарата AAV9, содержащего агрегаты и низкомолекулярные примеси; D — график 
интенсивности сигнала ДРС СО пустых капсидов AAV9; E — пример графика распределения количества частиц по размеру, 
рассчитанный по результатам ДРС препарата AAV, содержащего агрегаты и низкомолекулярные примеси; F — график рас-
пределения количества частиц по размеру, рассчитанный по результатам ДРС СО пустых капсидов AAV9.

Fig. 3. Analysis of adeno-associated virus serotype 9 (AAV9) by size-exclusion chromatography (SEC) and dynamic light scattering 
(DLS): A) An example of SEC chromatogram of an AAV9 sample containing aggregates and low molecular weight (LMW) impurities. 
B) A SEC chromatogram of the AAV9 reference standard (RS). C) An example of a DLS signal intensity graph for the AAV9 sample 
containing aggregates and LMW impurities. D) A DLS signal intensity graph for the AAV9 RS. E) An example of DLS graph of particle 
size distribution for the AAV preparation containing aggregates and LMW impurities. F) A DLS graph of particle size distribution for 
the AAV9 RS. RS, reference standard; AAV, adeno-associated virus; SEC, size-exclusion high-performance liquid chromatography; 
DLS, dynamic light scattering.
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в нативной форме на основе многоуглового 
рассеяния света и осуществлять оценку гидро-
динамического диаметра, модальности распре-
деления вирусных капсидов и их долевых соот-
ношений6. Исследование СО пустых капсидов 
AAV9 проводили при 25 °C с помощью анализа-
тора Zetasizer Ultra, оснащенного He-Ne-лазером 
(длина волны 633 нм, максимальная мощность 
10 мВт). Показано, что концентрация СО пу-
стых капсидов AAV9 составила 4,7×1013 вк/мл 
(RSD=8,04%); значение среднего гидродинами-
ческого диаметра — 29 нм (RSD=1,05%) (рис. 3D). 
При этом в СО отсутствовали агрегаты вирусных 
капсидов большего размера (рис. 3D, F).

Определение физического титра вирусных 
частиц методом спектрофотометрии

При измерении оптической плотности раство-
ра вирусных частиц поглощение в ультрафиоле-
товой области обусловлено аминокислотными 
остатками белков, находящихся во внешней 
сфере капсида [15, 16]. Коэффициент экстинкции 
был вычислен при длине волны 260 нм на осно-
вании оптической плотности образца раствора 
вирусных капсидов AAV9-GFP (раствор в 50 мМ 
Tris-HCl), физический титр которого определяли 
методами ИФА и динамического рассеяния све-
та, и составил 3×1014. В диапазоне разведений 
раствора образца AAV9-GFP 8×1011–4×1013 вк/мл  
наблюдали линейную зависимость оптиче-
ской плотности раствора от физического титра 
(рис. 4A). Физический титр СО пустых капсидов 
AAV9 составил 1,48×1013 вк/мл (RSD=1,01%).

Определение физического титра пустых 
капсидов AAV методом биослойной 
интерферометрии

Следует отметить, что нижний предел коли-
чественного определения вирусных капсидов 
AAV9 методами динамического рассеяния све-
та и спектрофотометрии достаточно высокий, 
что ограничивает возможность применения этих 
методов, особенно на начальных этапах разра-
ботки. В качестве альтернативного и достаточно 
точного метода оценки титра помимо ИФА в по-
следнее время используется метод биослойной 
интерферометрии (bio-layer interferometry) [15]7. 
Метод основан на определении в реальном вре-
мени кинетики специфического взаимодействия 
антитела, иммобилизованного на биосенсоре, 
с белками капсида AAV в исследуемом образце, 

что позволяет регистрировать кинетику образо-
вания комплекса антитела с антигеном и не тре-
бует внесения вторичных антител или дополни-
тельных меток [17].

Для проведения анализа в работе применя-
лись универсальные биосенсоры со стрептавиди-
ном и биотинилированные VHH-домены антител, 
специфичных к AAV — AAVХ (рис. 4B). При апро-
бации методики с использованием СО AAV9-GFP 
с известным титром, определенным методом 
ИФА, был установлен динамический диапазон 
методики (6,2×1010–1,0×1012 вк/мл) и построена 
калибровочная кривая (рис. 4С). Установленная 
в эксперименте скорость связывания (в диапа-
зоне титра 6,2×1010–1,0×1012 вк/мл) была со-
поставима со скоростью связывания с исполь-
зованием коммерчески доступных сенсоров8. 
Было показано, что концентрация пустых кап-
сидов AAV9 в образце с 20-кратным разве-
дением капсидов была выше предела де-
текции прибора, а концентрация капсидов 
в образце с 40-кратным разведением составля-
ла 0,774×10¹² вк/мл, что соответствовало титру 
СО AAV9 — 3,1×1013 вк/мл.

Следует отметить, что в данной работе 
представлена проверка концепции методики 
(proof-of-concept), так как к моменту написания 
статьи достаточного количества повторностей 
не было набрано и статистика анализа не была 
проведена в полной мере. Постановка полного 
эксперимента с большим количеством измере-
ний на точку запланирована на следующем эта-
пе работы.

Оценка физического титра стандартного 
образца пустых капсидов AAV9 и анализ 
стабильности препаратов при хранении

Исследование стабильности СО пустых кап-
сидов AAV9 проводили каждые три месяца 
в течение первого года хранения при температу-
ре –80 °C. Проводили определение следующих 
показателей: физический титр AAV методами 
динамического рассеяния света и спектрофото-
метрии, методом биослойной интерферометрии 
(последняя точка контроля); относительное со-
держание мономера, низко- и высокомолеку-
лярных фракций методом эксклюзионной хро-
матографии; концентрация агрегатов методом 
динамического рассеяния света; подлинность 
капсида подтверждали методом электрофореза 
в ПААГ. Результаты исследования представлены 

6	 https://www.malvernpanalytical.com/en/assets/poster%20aav%20concentration%20comparison%20madls%20concentra-
tion%20with%20elisa%20with%20allergan%20(1)_tcm50-65801.pdf

7	 https://acs.digitellinc.com/sessions/571925/view
8	 https://www.sartorius.com/download/1323012/octet-aavx-biosensors-quantitation-aav-capsids-protein-analy-1--data.pdf

https://www.malvernpanalytical.com/en/assets/poster%20aav%20concentration%20comparison%20madls%20concentration%20with%20elisa%20with%20allergan%20(1)_tcm50-65801.pdf
https://www.malvernpanalytical.com/en/assets/poster%20aav%20concentration%20comparison%20madls%20concentration%20with%20elisa%20with%20allergan%20(1)_tcm50-65801.pdf
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Рис. 4. Определение физического титра аденоассоциированного вируса (AAV) с помощью методов спектрофотометрии 
и биослойной интерферометрии: А — линейная зависимость оптической плотности раствора образца AAV9-GFP при длине 
волны 260 нм от физического титра вирусных капсидов; B — последовательность нанесения молекул на биосенсор при 
определении количества вирусных капсидов AAV методом биослойной интерферометрии; C — зависимость скорости свя-
зывания антитела на биосенсоре с капсидами от используемого титра (голубыми стрелками указана скорость связывания 
в двух выбранных точках). СО AAV9 — стандартный образец аденоассоциированного вируса 9 серотипа, AAVX –анти-AAV 
антитела, вк — вирусные капсиды.

Fig. 4. Determination of the physical titre of adeno-associated virus (AAV) by spectrophotometry and bio-layer interferometry: 
A) The linear function of the AAV9–GFP solution absorbance at 260 nm vs the physical titre of viral capsids. B) The order of molecule 
application to the biosensor during viral capsid quantification. C) The rate of binding between the antibodies immobilised on the bio-
sensor and the capsids as a function of the titre used (blue arrows indicate binding rates at two selected points). AAV9 RS, reference 
standard for adeno-associated virus serotype 9; GFP, green fluorescent protein; AAVx, anti-AAV antibodies; VP, viral particles.
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в таблице 1. Данные анализа концентрации 
СО пустых капсидов AAV9 методом биослой-
ной интерферометрии представлены только 
для образцов после хранения в течение 9 меся-
цев (данная методика применялась в исследова-
нии на последнем этапе). Было показано, что СО 
пустых капсидов AAV9 обладает высокой ста-
бильностью при хранении. При этом значения 
титров, определенные тремя разными методами, 
варьировали от 1,48×1013 до 5,6×1013.

ВЫВОДЫ
1.  Проведена наработка стандартного об-

разца пустых капсидов AAV9 в клетках HEK293, 
адаптированных к росту в суспензионной 
культуре, а также его очистка и характеризация. 
Физический титр полученного препарата соста-
вил ~1013 вк/мл. Наработанный стандартный об-
разец пустых капсидов AAV9 обладал высокой 
степенью чистоты по результатам эксклюзион-
ной хроматографии  — содержание мономеров 

вирусных капсидов составляло не менее 98%. 
С использованием методов динамического све-
торассеяния, эксклюзионной хроматографии 
и электронной микроскопии было показано от-
сутствие агрегатов в образце.

2.  Показана стабильность полученного 
стандартного образца пустых капсидов  AAV9  
в течение 9 месяцев, что свидетельствует о его 
пригодности для оценки селективности хрома-
тографического разделения пустых и полных 
капсидов.

3.  Наиболее оптимальным представляется 
использование методов динамического рассе-
яния света и спектрофотометрии как наиболее 
доступных для рутинного анализа стандартного 
образца пустых капсидов AAV9 при определении 
физического титра (рабочий диапазон методик 
от 1,0×1010 до 1,0×1012 вк/мл в образце). Для ре-
гулярного анализа качества (контрольные точ-
ки — раз в шесть месяцев) предлагается исполь-
зовать метод биослойной интерферометрии.

Таблица 1. Результаты определения физического титра и содержания примесей стандартного образца (СО) пустых капсидов 
аденоассоциированного вируса 9 серотипа (AAV9) при исследовании стабильности
Table 1. Physical titre and impurity content values for the reference standard (RS) for empty capsids of adeno-associated virus 
serotype 9 (AAV9) measured during stability studies

Метод
Method

Параметр, единицы измерения
Parameter

Значение параметра
Parameter value

СО на этапе 
получения

After 
production

СО при сроке хранения
After storage for

3 мес.
3 months

6 мес.
6 months

9 мес.
9 months

Динамическое рассеяние света
Dynamic light scattering

Концентрация капсидов, вк/мл
Capsid concentration, VP/mL

4,7×1013

RSD=8,042%
5,2×1013

RSD=6,408%
5,6×1013

RSD=4,871%
4,0×1013

RSD=3,612%

Спектрофотометрия
Spectrophotometry

Концентрация капсидов, вк/мл
Capsid concentration, VP/mL

1,48×1013

RSD=1,01%
1,56×1013

RSD=1,64%
1,65×1013

RSD=3,63%
1,52×1013

RSD=3,66%

Биослойная интерферометрия
Bio-layer interferometry

Концентрация капсидов, вк/мл
Capsid concentration, VP/mL – – – 3,1×1013

Динамическое рассеяние света
Dynamic light scattering

Концентрация агрегатов, ед/мл
Aggregate concentration, units/mL <1,0×105 <1,0×105 <1,0×105 <1,0×105

Эксклюзионная хроматография
Size-exclusion chromatography

Относительное содержание вы-
сокомолекулярной фракции, %
Relative HMWS content, %

0,88 0,98 1,81 0,86

Относительное содержание 
фракции мономеров, %
Relative monomer content, %

99,12 99,02 98,19 99,14

Относительное содержание 
низкомолекулярной фракции, %
Relative LMWS content, %

0 0 0 0

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. вк/мл — количество вирусных капсидов в 1 мл; RSD — относительное стандартное отклонение.
Note. VP/mL, viral particles per 1 mL; RSD, relative standard deviation; HMWS, high molecular weight species; LMWS, low molecu-
lar weight species.
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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Создание синтетических векторов на основе аденоассоциированных вирусов 
(ААВ) при разработке препаратов для генной терапии является трудоемким и дорогосто
ящим процессом. Для ускорения и снижения стоимости разработки генотерапевтических 
препаратов оптимальным представляется совершенствование методов оценки био-
распределения и эффективности трансдукции in vivo ААВ векторов.
ЦЕЛЬ. Разработка методики биоинформатической оценки библиотек синтетических век-
торов на основе ААВ для анализа биораспределения и эффективности трансдукции ААВ 
in vivo.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Конструировали синтетические ААВ векторы путем добавления 
специальной метки (баркода), специфичной для каждого исследуемого серотипа ААВ  — 
12-нуклеотидной последовательности, фланкированной с 5'-конца кодирующей последова-
тельностью репортерного белка (зеленый флуоресцентный белок). Плазмиды с уникальными 
баркодами нарабатывали в компетентных клетках Escherichia coli XL10-Gold и использовали 
для сборки ААВ-библиотек: ААВ-библиотека L1 — с количеством вирусных геномов (вг) 1010; 
библиотека L2 с количеством вг — 1011. Для продукции ААВ проводили трансфекцию клеток 
НЕК293Т. Векторы в виде двух ААВ-библиотек вводили внутривенно мышам линии С57В1/6N. 
Из органов и тканей животных выделяли ДНК и РНК для последующего анализа методом се-
квенирования нового поколения. Анализировали количество ДНК- и РНК-баркодов в органах 
мышей для оценки биораспределения и эффективности трансдукции ААВ. Баркоды иденти-
фицировали с помощью выравнивания на ожидаемые последовательности, затем подсчиты-
вали их количество и нормировали на количество в исходной библиотеке.

© Д.О. Максимов, Д.А. Наумова, Е.А. Астахова, В.В. Артемьев, С.А. Бирюков, И.С. Абрамов, А.А. Навойкова, Н.В. Рудев, 
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РЕЗУЛЬТАТЫ. Созданы 7 вирусных конструкций на основе ААВ различных серотипов, 6 
из которых — синтетические (sААВ1, sААВ2, sААВ3, sААВ4, sААВ5, sААВ6), в составе двух 
ААВ-библиотек. При проведении секвенирования образцов из органов мышей обнаружено 
значимое количество ДНК-баркодов обеих ААВ-библиотек в образцах всех органов, за ис-
ключением мозга. Для библиотеки L1 детектированы РНК-баркоды на достаточном уров-
не в четырех органах: скелетная мускулатура, сердце, печень и надпочечники; для биб-
лиотеки L2 — дополнительно к перечисленным органам в гонадах и почках. При анализе 
эффективности трансдукции (по уровню РНК-баркодов с поправкой на ДНК-баркоды) по-
казано, что наиболее перспективными вариантами для генной терапии заболеваний пече-
ни является sAAВ5, а для заболеваний надпочечников — sAAВ2 и sAAВ6.
ВЫВОДЫ. Разработанная методика биоинформатической оценки библиотек синтетиче-
ских векторов на основе ААВ позволяет проводить анализ биораспределения и эффек-
тивности трансдукции ААВ векторов в организме. Предложенный подход является пер-
спективным для подбора оптимальных ААВ векторов для конкретных органов и тканей 
при разработке генотерапевтических препаратов.

Ключевые слова:	 аденоассоциированный вирус; ААВ; синтетический вектор; библиотека синтетических 
векторов; ААВ-библиотека; баркодирование; ДНК-баркод; РНК-баркод; серотипы ААВ; 
секвенирование нового поколения; биоинформатический анализ; биораспределение; 
эффективность трансдукции in vivo; тропизм; генная терапия
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The creation of synthetic adeno-associated virus (AAV) vectors during gene 
therapy development is a labour-intensive and expensive process. The optimal solution to min-
imise the time and costs associated with gene therapy development lies in the improvement of 
methods aimed at assessing AAV vector biodistribution and transduction efficiency in vivo.



217

Maksimov D.O., Naumova D.A., Astakhova E.A., Artemev V.V., Biryukov S.A., Abramov I.S., 
 Navoikova A.A., Rudev N.V., Feoktistova S.G., Glazova O.V., Mityaeva O.N., Volchkov P.Yu.

In vivo evaluation of tropism and biodistribution of synthetic and natural adeno-associated viral vectors by next-generation...

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2024, V. 24, No. 2

AIM. This study aimed to develop a new bioinformatics-based assessment method for synthetic 
AAV vector libraries to analyse AAV vector biodistribution and transduction efficiency in vivo.
MATERIALS AND METHODS. The production of synthetic AAV vectors involved assigning AAV 
serotype-specific barcodes (12-nucleotide tags flanked at the 5' end with a sequence encoding 
the green fluorescent reporter protein). Plasmids carrying unique barcodes were propagated in 
competent Escherichia coli XL10-Gold cells and used to create two AAV libraries: L1 with a viral 
genome count of 1010 and L2 with a viral genome count of 1011. AAV production involved HEK293T 
cell transfection. L1 and L2 library vectors were administered to C57Bl/6N mice by intravenous 
injection. DNA and RNA were isolated from transduced organs for analysis by next-generation se-
quencing. The obtained data on DNA and RNA barcode quantities in different murine organs were 
analysed to assess the biodistribution and transduction efficiency of synthetic AAVs. Barcodes 
were identified by aligning them to the expected sequences and counted. The resulting values 
were normalised to the quantity of barcodes in the original library.
RESULTS. Seven viral constructs based on different AAV serotypes were created as part of two 
AAV libraries. Six of the AAV serotypes were synthetic (sAAV1, sAAV2, sAAV3, sAAV4, sAAV5, 
and sAAV6). Sequencing of murine organ samples revealed significant quantities of DNA bar-
codes from both AAV libraries in all organs except the brain. For the L1 library, RNA barcodes 
were detected at a sufficient level in 4 organs, including the skeletal muscles, the heart, the 
liver, and the adrenal glands. For the L2 library, in addition to the listed organs, sufficient 
RNA-barcode levels were observed in the gonads and the kidneys. According to transduction 
efficiency analysis based on RNA barcode levels adjusted for DNA barcodes, sAAV5 was con-
sidered the most promising variant for gene therapy of liver-related diseases, whereas sAAV2 
and sAAV6 were recognised as holding the most promise for adrenal diseases.
CONCLUSIONS. The developed bioinformatics-based assessment method for synthetic AAV 
vector libraries can analyse AAV vector biodistribution and transduction efficiency in the body. 
The presented approach has the potential for selecting optimal AAV vectors for specific organs 
and tissues in further gene therapy development.

Keywords:	 adeno-associated virus; AAV; synthetic vector; synthetic vector library; AAV library; barcoding; 
DNA barcode; RNA barcode; AAV serotypes; next-generation sequencing; NGS; bioinformatics 
analysis; biodistribution; transduction efficiency in vivo; tropism; gene therapy
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ВВЕДЕНИЕ
Векторы на основе аденоассоциирован-

ных вирусов (ААВ) являются перспективным 
инструментом для генной терапии благодаря 
способности эффективно доставлять генетиче-
ский материал в клетки-мишени и низкой им-
муногенности [1]. Разные серотипы ААВ имеют 
различные показатели эффективности транс-
дукции и биораспределения в органах и тка-
нях [2–4]. Наиболее перспективны для генной 
терапии те серотипы ААВ, которые селектив-
но трансдуцируют целевые органы-мишени, 
не затрагивая остальные ткани [5]. Разработка 
синтетических векторов на основе серотипов 
ААВ актуальна для достижения оптимальных 
показателей биораспределения и трансдукции, 
а также для снижения риска нежелательных 

токсических эффектов, в частности иммунных 
реакций [6–9].

Внесение изменений в гены, кодирующие 
белки капсида ААВ, при создании синтетических 
векторов влияет на сродство капсида к рецеп-
торам клеток и, следовательно, на параметры 
биораспределения вируса в организме [10–12]. 
В связи с этим при создании синтетических ААВ 
необходимо проводить их тестирование для изу-
чения показателей биораспределения в тканях 
и эффективности трансдукции. Для исследова-
ния этих показателей наиболее информативны-
ми являются методы с использованием живот-
ных моделей: биоимиджинг в живом организме; 
определение сигнала от репортера в извлечен-
ных органах и тканях; количественное опреде-
ление вирусных частиц (например, с помощью 
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количественной ПЦР) [13]. Реализация этих 
подходов подразумевает необходимость тести-
рования на животных каждого синтетического 
вектора на основе ААВ по отдельности, что яв-
ляется ресурсо- и трудозатратным процессом 
и препятствует ускоренной разработке векторов 
для генной терапии [14, 15].

Для решения описанной проблемы авто-
рами данной работы предлагается создание 
высокопроизводительной скрининговой си-
стемы на основе ААВ-библиотек, состоящих 
из нескольких серотипов ААВ, что позволит 
быстро отбирать варианты ААВ с интересую-
щими характеристиками биораспределения 
и трансдукции.

В настоящее время существует несколько 
систем молекулярного баркодирования ААВ-
библиотек [16]. В работе K. Adachi с соавт. [17] 
впервые показано применение технологии бар-
кодирования ДНК с последующим использова-
нием метода секвенирования нового поколения 
(next-generation sequencing, NGS) в отношении 
ААВ. Полученные результаты позволили по-
строить функциональную карту капсида ААВ, 
которая выявила аминокислотные замены, влия-
ющие на функциональную активность капсида. 
Подход, направленный на анализ биораспреде-
ления ААВ в организме с использованием тех-
нологии баркодирования ААВ-библиотек, был 
впервые предложен сотрудниками лаборатории 
С. Золотухина (Университет Флориды, США) [18]. 
Анализ биораспределения ААВ в тканях после 
инъекции проводится по оценке ДНК, а ана-
лиз тропизма  — способности экспрессировать 
трансген в тканях, регистрируется по оценке 
уровня РНК [19].

Несмотря на значительный прогресс в обла-
сти разработки методов для массовой харак-
теризации вариантов капсидов ААВ с помощью 

NGS-секвенирования [16–18], биоинформати-
ческие подходы для анализа данных молеку-
лярного баркодирования в тканях организма 
остаются несовершенными. В данной работе 
применялась обобщенная линейная регрессия, 
что позволило учесть тот факт, что для различ-
ных повторов неизбежно получается разное 
покрытие, а значит и разная достоверность. 
Это учитывается моделью при оценке среднего. 
Кроме того, важным новым аспектом данного 
исследования являлась оценка эффективности 
трансдукции (тропизм с учетом биораспределе-
ния), так как эта оценка имеет важное значение 
для подбора стратегии проведения генотерапии. 
Так, например, если вариант вируса обладает 
высокой эффективностью трансдукции, но из-за 
особенностей профиля биораспределения в ма-
лой степени попадает в целевую ткань, то в этом 
случае локальная инъекция препарата вируса 
может быть более предпочтительной.

Цель работы  — разработка методики биоин-
форматической оценки библиотек синтетиче-
ских векторов на основе ААВ для анализа био-
распределения и эффективности трансдукции 
ААВ in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Дизайн эксперимента

Схема дизайна эксперимента представлена 
на рисунке 1.

Баркодирование ААВ-библиотек
Для изучения свойств векторов на основе 

различных серотипов ААВ проводили добав-
ление специальной метки (баркода), специфич-
ной для каждого исследуемого серотипа ААВ 
(табл. 1). Баркод представлял собой 12-нуклео-
тидную последовательность, фланкированную 
с 5'-конца кодирующей последовательностью 
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Рис. 1. Дизайн эксперимента. ААВ — аденоассоциированный вирус, NGS — секвенирование нового поколения.

Fig. 1. Experiment design. AAV, adeno-associated virus; NGS, next-generation sequencing.
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репортерного белка (улучшенный зеленый флу-
оресцентный белок, enhanced green fluorescent 
protein, EGFP) и с 3'-конца сигналом полиадени-
лирования мРНК (poly(A) signal) (рис. 2).

Для баркодирования плазмид предвари-
тельно амплифицировали репортерный ген 
(eGFP) с использованием Q5® High-Fidelity 2X 
Master Mix (NEB, США) согласно рекомендаци-
ям производителя с помощью пула праймеров, 
из которых обратные праймеры дополнитель-
но несли различные последовательности бар-
кода. Амплифицированные фрагменты клони-
ровали по методу Гибсона с использованием 
NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix (NEB, 
США) согласно рекомендациям производителя. 
Полученными плазмидами, содержащими ре-
портерный ген с баркодом, трансформировали 
компетентные клетки Escherichia coli XL10-Gold 
(Aligent) и рассевали их на чашки Петри с агари-
зованной селективной средой LB (Диаэм, Россия) 
с антибиотиком. Далее проводили скрининг ко-
лоний для подтверждения правильности целе-
вой вставки, после чего наращивали клеточную 
массу в жидкой питательной среде LB (Диаэм, 
Россия), выделяли плазмидную ДНК и проводили 
рестрикционный анализ. Плазмиды, соответству-
ющие требуемой рестрикционной карте, секве-
нировали (при участии ЗАО «Евроген», Россия). 

Всего было собрано 30 конструкций. Плазмиды 
с уникальными баркодами использовались 
для сборки ААВ-библиотек: ААВ-библиотека 
L1 — с количеством вирусных геномов (вг) 1010; 
библиотека L2 с количеством вг — 1011.

Сборка ААВ векторов
Для продукции ААВ проводили трансфек-

цию клеток НЕК293Т в присутствии PEI 25K 
(Polysciences, Индия) тремя плазмидами, несу-
щими следующие гены: 1 — целевой ген eGFP; 
2 — гены rep и cap ААВ (Cell Biolabs, США); 3 — 
гены-помощники ААВ (гены аденовируса E4, E2, 
VA) (Cell Biolabs, США) в соотношении 1:1:1 [20].

Подготовка и проверка плазмид выполнялась 
по стандартным протоколам культивирования 
и трансформации E. coli. После трансфекции 
и инкубации клетки лизировали в щелочном 
буфере в присутствии бензоназы (ГенТерра, 
Россия). Очистку клеточного лизата проводи-
ли в градиенте йодоксанола (60, 40, 25, 15%) 
(Sigma-Aldrich, CША) с последующим ультрацен-
трифугированием на центрифуге Optima XPN-80 
Ultracentrifuge (Beckman Coulter, США) в тече-
ние 90 мин при температуре 10 °С и 360000 g, 
с последующей стерилизацией фильтрованием.

Для подсчета количества выделенного 
ААВ (вг/мкл) использовали количественную 

Таблица 1. Серотипы аденоассоциированных вирусных векторов (ААВ) и использованные для них баркоды
Table 1. Serotypes of adeno-associated virus (AAV) vectors and the corresponding barcodes

ААВ-библиотека
AAV library

Серотип ААВ
AAV serotype 

Последовательность ДНК баркода (5'–3')
DNA barcode sequence (5'–3')

L1, L2 sААВ1/sAAV1 TTT GTA GTC GAC

L1, L2 sААВ2/sAAV2 TCA CCT CAA GAC

L1, L2 sААВ3/sAAV3 GTG AGA TAA TGT

L1, L2 sААВ4/sAAV4 ATC ATA AAA GTT

L1 sААВ5/sAAV5 CAT GAT AAT ATG

L1, L2 sААВ6/sAAV6 TCG ACC TCC CCG

L1 ААВ2/AAV2 GCA ATT GTG ATG

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

ITR EGFP poly(A) ITRCMV

Pr F

Pr R + 12n barcode

5' 3'
barcode

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

Рис. 2. Общая схема баркодирования плазмид. ITR — инвертированные терминальные повторы; CMV — промотор цитомега-
ловируса; EGFP — улучшенный зеленый флуоресцентный белок; barcode — баркод; poly(A) — сигнал полиаденилирования; 
Pr F — прямой праймер; Pr R + 12n barcode — обратный праймер с последовательностью баркода.

Fig. 2. General plasmid barcoding scheme. ITR, inverted terminal repeats; CMV, cytomegalovirus promoter; poly(A), polyadenylation 
signal; Pr F, forward primer; Pr R + 12n barcode, reverse primer and barcode sequence.
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полимеразную цепную реакцию (qPCR) со спе-
цифическими к инвертированным терминаль-
ным повторам праймерами (fwd ITR primer, 
5'-GGAACCCCTAGTGATGGAGTT; rev ITR primer, 
5'-CGGCCTCAGTGAGCGA) с красителем Sybr Green 
(ЗАО «Евроген», Россия). В качестве стандартов 
использовали серию разведений лианеризо-
ванной плазмиды с трансгеном, упакованной 
в капсид ААВ. Перед началом реакции образец 
обрабатывали ДНКазой (NEB, США) и подверга-
ли последующему термическому воздействию 
для разрушения капсидов (95 °С, 10 мин).

Исследование с экспериментальными 
животными

Исследование проводили на мышах-самцах 
линии C57Bl/6N в возрасте 7 нед. (животные 
предоставлены НПП «Питомник лабораторных 
животных» Филиала ФГБУН Института биоорга-
нической химии им. академиков М.М. Шемякина 
и Ю.А. Овчинникова РАН). Протокол исследо-
вания с использованием лабораторных живот-
ных был одобрен локальным Биоэтическим 
комитетом Московского государственного уни-
верситета имени М.В. Ломоносова (№ 62-д-з 
от 16.05.2023). Все эксперименты проводили 
в соответствии с требованиями Директивы 
2010/63/EU Европейского парламента и Совета 
Европейского союза от 22.09.2010 по охране жи-
вотных, используемых в научных целях1.

Было сформировано 3 группы животных, 
в каждой из которых было по 4 мыши: контроль-
ная группа и две экспериментальные. Животным 
из контрольной группы водили инъекционно 
PBS, а животным из экспериментальных групп 
проводили инъекции ААВ-библиотек (L1 и L2).

Подготовка препарата ААВ и инъекции произ-
водились в асептических условиях. Препарат 
разводили в PBS, конечный объем для инъек-
ции составлял 50 мкл. Готовили растворы ААВ 
для введения мышам в дозах: векторы ААВ-
библиотеки L1 — концентрация 1010 вг/животное, 
ААВ-библиотеки L2 — концентрация 1011 вг/жи-
вотное. Инъекция проводилась в хвостовую вену 
со скоростью 1 мл/мин.

Через месяц после инъекций животных под-
вергали эвтаназии методом дислокации шейных 
позвонков. Проводили отбор следующих органов: 
гонады, легкие, головной мозг, скелетная муску-
латура, надпочечники, печень, почки, селезенка, 
сердце, сетчатка глаза, тимус. После извлечения 
органы помещались в пробирки типа «Эппендорф» 
объемом 2 мл для последующего анализа.

Подготовка библиотек ДНК и кДНК
ДНК и РНК из органов мышей выделяли с по-

мощью набора для параллельного выделения 
нуклеиновых кислот HiPure DNA/RNA kit (Magen, 
Китай). Концентрацию нуклеиновых кислот и на-
личие примесей оценивали с использованием 
спектрофотометра NanoDrop™ 2000c (Thermo, 
США). В качестве опытных образцов для анализа 
использовали образцы нуклеиновых кислот, вы-
деленных из органов: 88 образцов РНК, 88 об-
разцов ДНК. В качестве контрольных образцов 
использовали: образцы ААВ-библиотек L1 и L2, 
которые не вводили животным; отрицательный 
контроль  — 4 образца ДНК и 4 образца РНК, 
выделенные из органов животных, которым вво-
дили PBS без ААВ; отрицательные контроли всех 
стадий пробоподготовки — обратная транскрип-
ция (ОТ), 1 стадия ПЦР, 2 стадия ПЦР.

Для получения кДНК использовали набор 
HiScript III 1st Strand cDNA Synthesis Kit (+gDNA 
wiper) для синтеза кДНК и удаления геномной 
ДНК (Vazyme, Китай). Для реакции использовали 
1 мкг РНК каждого образца; проводили поста-
новку 1 раунда ПЦР. Праймеры были сконстру-
ированы таким образом, чтобы 3'-концы были 
комплементарны фланкирующей баркод обла-
сти GFP, а 5'-концы несли последовательности 
универсальных адаптеров, аналогичных после-
довательностям набора Nextera XT DNA Library 
Prep Kit (Illumina, США).

ПЦР проводили с помощью Q5® High-Fidelity 
PCR Kit (NEB, США) согласно инструкции произ-
водителя. Количество циклов амплификации 
составляло 20 и было определено в рамках 
контрольных экспериментов с помощью поста-
новки ПЦР в реальном времени — 200 нг геном-
ной ДНК, выделенной из разных органов, в при-
сутствии флуоресцентного красителя EvaGreen 
(Biotium, США). Для образцов всех органов по-
казатель количества циклов амплификации (Cq) 
не превышал 20.

Секвенирование
Секвенирование полученных библиотек про-

водили с использованием платформы MiSeq 
(Illumina, США) с помощью набора реагентов 
MiSeq Reagent Kit v2 (300 cycles).

Биоинформатический анализ результатов 
секвенирования

Парные чтения, полученные после секве-
нирования в формате fastq, были картиро-
ваны на референс с помощью программы 

1	 Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010 on the protection of animals used 
for scientific purposes. https://eur-lex.europa.eu/eli/dir/2010/63/oj
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2	 https://www.htslib.org/
3	 https://biopython.org/
4	 https://posit.co/download/rstudio-desktop/
5	 Там же.

minimap2 v.2.26-r1175 [21]. Референс содержал 
последовательность исходной плазмиды, коди-
рующей последовательность EGFP и регулятор-
ных элементов (EGFP, ITR), в котором последо-
вательность баркода длиной 12 нуклеотидов 
кодировалась с помощью 12 символов N (табл. 1). 
Полученные bam-файлы были отсортирова-
ны и индексированы с помощью програм-
мы Samtools v.1.172, а затем анализировались 
с использованием программного обеспечения 
Jupyter Notebook (python v.3.10.11, библиотеки 
pysam v.0.21.0, biopython v.1.81 [22]). Сначала 
выделялись участки чтений, картированные 
на баркод, затем проводилось попарное вы-
равнивание каждого из этих участков (с длиной 
больше 5 нуклеотидов) с каждой из референсных 
последовательностей баркодов с помощью 
класса PairwiseAligner (параметры scoring = 
«blastn», mode = «global») из модуля Align паке-
та Biopython3. Чтобы отсечь возможные баркоды 
низкого качества, было сгенерировано 100 слу-
чайных баркодов и осуществлялось выравнива-
ние с каждым из этих вариантов. В случае если 
участок чтения имел скор выравнивания (чи-
словая оценка, отражающая степень сходства 
между двумя последовательностями) на баркод 
вируса выше, чем на случайный, то вариант ви-
руса считался детектированным. Для каждой 
библиотеки (ДНК исходной ААВ-библиотеки; 
ДНК или РНК, выделенные из ткани или органа 
мыши) оценивалось количество каждого из ва-
риантов вируса, при этом в случае, когда левое 
и правое прочтение детектировали отличаю-
щиеся баркоды (таких оказалось всего 3 пары 
чтений для всех библиотек), пара исключалась 
из рассмотрения.

Оценка относительного количества баркодов 
в ААВ-библиотеке

Оценка относительного количества произво-
дилась независимо для каждого органа или тка-
ни с учетом распределения вирусов (баркодов) 
исходной ААВ-библиотеки. Анализ проводился 
в RStudio (R v.4.3.1)4 c помощью пакетов stats 
v.4.3.1 и ggplot2 v.3.4.2. Оценка числа детектиро-
ванных баркодов проводилась с помощью обоб-
щенной линейной модели (функция glm, family = 
«poisson») по формуле (1):

	 B ≈ V + L + ln(Nткань) + ln(NLвирус/NLобщ) – 1,	 (1)

где, B — число детектированных баркодов кон-
кретного варианта вируса (число ДНК-баркодов 

при оценке биораспределения; число РНК-
баркодов при оценке тропизма); V  — категори-
альная переменная, которая отражает эффек-
тивность варианта вируса в ткани или органе 
(усредненную по двум ААВ-библиотекам); L  — 
поправка на ААВ-библиотеку (L1  — 1010 вг, 
L2 — 1011 вг); Nткань — общее количество барко-
дов, детектированных в образце ткани; NLвирус 
и NLобщ — количество баркодов варианта вируса 
и общее количество баркодов, соответственно, 
в исходной ААВ-библиотеке.

Эффективность трансдукции  — способность 
вируса проникать в клетки и приводить к экс-
прессии трансгена — величина, представляющая 
собой тропизм с коррекцией на биораспределе-
ние, а в логарифмическом масштабе — разность 
между вирусной нагрузкой на ткань и показа-
телем эффективности трансдукции вирусом 
этой ткани. Для лучшей оценки эффективности 
трансдукции, позволяющей определить стан-
дартную ошибку как в отдельных дата поинтах, 
так и среднюю, применялась следующая форму-
ла (2):

	
B ≈ V + RNAV + L + ln(Nткань) + 	 (2)	 + ln(NLвирус/NLобщ) – 1, 	

где B  — число детектированных баркодов 
конкретного варианта вируса (ДНК-баркоды 
и РНК-баркоды варианта вируса в ткани); V 
и RNAV  — категориальные переменные, отра-
жающие биораспределение и эффективность 
трансдукции, соответственно, серотипа вируса 
в ткани/органе (усредненную по двум библио-
текам). Переменная RNAV имеет ненулевое зна-
чение, только когда B — РНК-баркоды (для ДНК-
баркодов всех вирусов переменная имеет одно 
значение  — «DNA»). Параметры L, Nткань, NLвирус 
и NLобщ те же, что и в предыдущей модели.

При сравнении вирусов между собой прово-
дилась оценка отдельно для каждой библиотеки 
и мыши (без параметра L в формуле, с оценкой 
параметра V на соответствующем подмножестве 
данных). Стандартные ошибки оценки парамет-
ров определяли с помощью функции «summary» 
в RStudio (R v.4.3.1)5. При графической визуа-
лизации значения биораспределения (рис. 5, 6) 
или тропизма (рис. 7, 8) менее минус 5 были об-
резаны до этой точки, а стандартная ошибка 
установлена как 0. В каждом графике (диаграмма 
«ящик с усами») (рис. 3–10) использовали следу-
ющие элементы: центральная линия — медиана; 
границы «ящика» — верхний и нижний квартили; 
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черные линии («усы»)  — 1,5-интерквартильный 
размах; вертикальные красные линии  — стан-
дартная ошибка среднего; черные точки — ста-
тистические выбросы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сборка баркодированных ААВ-библиотек

Секвенирование показало, что 15 из 30 от-
правленных на секвенирование плазмид, ко-
дирующих EGFP, содержали подтвержденные 
12-нуклеотидные баркоды. Среди этих 15 образ-
цов плазмид не было обнаружено повторения 
баркода. Далее из этих подтвержденных секве-
нированием образцов были отобраны 7 плазмид 
с баркодами, которые в дальнейшем использо-
вались для сборки различных серотипов ААВ 
векторов (табл. 1).

Указанные серотипы использовались для со-
ставления двух ААВ-библиотек (L1 и L2): L1 вклю-
чала в себя 7 серотипов ААВ, L2 — 5 серотипов 
(табл. 1). Для составления обеих библиотек 
использовались различные серотипы векторов 
в равном соотношении. Для инъекционного вве-
дения мышам использовали количество вирус-
ных геномов, равное в случае ААВ-библиотеки 
L1  — 1010 вг на животное, для L2  — 1011 вг 
на животное.

Контроль качества ААВ-библиотек 
для секвенирования

Перед пробоподготовкой проводи-
лась спектрофотометрическая оценка ка-
чества ДНК и РНК по показателю соотно-
шений длин волн. Значения поглощения (A) 
260/280 и 260/230 нм соответствовали приемле-
мым для ампликоновой пробоподготовки образ-
цов высокопроизводительного секвенирования 
(1,8–2,0 и 2,0–2,2 соответственно). Финальный 
контроль размера ААВ-библиотек проводили 
с помощью капиллярного электрофреза (био-
аналайзера) Qsep 100 (BiOptic, Китай). Размер 
ААВ-библиотек соответствовал ожидаемым 
для продукта второго раунда амплификации 
(продукт 1 раунда + размер индекс-адаптерных 
последовательностей) с учетом погрешности из-
мерения. В результате оптимизированной про-
боподготовки удалось избавиться от коротких 
димеров праймеров и адаптеров (~150 по), кри-
тически влияющих на расчет реакции секвени-
рования и дальнейший анализ данных.

Анализ биораспределения и тропизма
В связи с тем что активность используемого 

в данной работе CMV промотора (рис. 2) варьи-
рует в различных тканях организма, подход, 
предложенный авторами, заключался в сравне-

нии биораспределения и тропизма различных 
серотипов ААВ в пределах отдельной ткани.

В настоящей работе термин «биораспреде-
ление» используется для описания способности 
вируса достигать ткани и оценивается по коли-
честву ДНК. Достижение вирусом ткани не озна-
чает его проникновение в клетки, так как ви-
русы могут находиться на поверхности клеток. 
Термин «тропизм» в данной работе использует-
ся для описания способности вируса заражать 
ткань (достигать клетки, проникать в ядро и при-
водить к экспрессии трансгена) и оценивается 
по количеству РНК. Термин «эффективность 
трансдукции» обозначает способность вируса, 
достигнув ткани, заразить ее, и оценивается 
по количеству РНК с поправкой на количество 
ДНК вируса в ткани.

В рамках данного подхода количествен-
ное сравнение биораспределения и тропиз-
ма используемых серотипов ААВ между раз-
личными тканями/органами представлялось 
невозможным.

Для исследования биораспределения оце-
нивалось количество вирусных ДНК-баркодов 
в целевых тканях и органах мышей (как описано 
в разделе «Материалы и методы»). По результа-
там анализа секвенирования удалось обнару-
жить ДНК-баркоды каждой из ААВ-библиотек 
в каждом из проанализированных образцов 
органов/тканей (рис. 3). Полученный результат 
свидетельствует о том, что количество вирусной 
ДНК в каждом образце оказалось достаточным 
для проведения амплификации и дальнейшего 
секвенирования ампликонов.

Следует отметить, что количество ДНК-
баркодов в образцах мозга мышей было доста-
точное для анализа, однако оно было меньше 
(статистически значимо) относительно среднего 
числа ДНК-баркодов, обнаруженных в других ор-
ганах (p=0,002, двусторонний тест Вилкоксона). 
Вероятно, обнаруженные в образцах мозга ДНК-
баркоды являются остаточной ДНК, локализо-
ванной на стенках сосудов головного мозга мы-
шей. Таким образом, протестированные в данной 
работе серотипы ААВ не способны преодолевать 
гематоэнцефалический барьер (ГЭБ).

Для исследования тропизма проводилась оцен-
ка количества вирусных РНК-баркодов в целевых 
тканях и органах мышей (рис. 4). Был установлен 
порог минимального количества детектированных 
баркодов, равный 10 (красная пунктирная линия 
на рис. 4), и в рассмотрение включались только те 
ткани, для которых нижний квартиль числа детек-
тированных баркодов был выше 1. Таким образом, 
для ААВ-библиотеки L1, содержащей меньшее 
количество ААВ (1010  вг), удалось детектировать 
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РНК-баркоды на достаточном уровне только в слу-
чае четырех тканей: скелетная мускулатура, серд-
це, печень и надпочечники. Для ААВ-библиотеки 
L2, содержащей 1011 вг, как и ожидалось, эффек-
тивная трансдукция по детектируемому коли-
честву РНК-баркодов (у  всех мышей группы) за-
регистрирована в большем количестве органов/
тканей — дополнительно к вышеуказанным, в поч-
ках и гонадах (рис. 4).

Показано практически полное отсутствие 
экспрессии вирусной РНК в образцах головно-
го мозга и селезенки мышей при использовании 
обеих ААВ-библиотек. В случае головного моз-
га отсутствие экспрессии связано, по-видимому, 
с неспособностью используемых ААВ преодоле-
вать ГЭБ; в случае селезенки возможно влияние 
других факторов, так как проникновение ААВ 
в селезенку было подтверждено высоким содер-
жанием ДНК-баркодов в органе.

Анализ биораспределения и тропизма в печени 
и надпочечниках

Результаты анализа биораспределения по-
казывают высокую согласованность резуль- 
татов как внутри, так и между ААВ-библиоте
ками (рис. 5, 6), что позволяет определить се-

ротипы ААВ, способные наиболее эффек-
тивно достигать печени и надпочечников 
(sААВ5 и sААВ2 соответственно).

Результаты анализа тропизма продемонстри-
ровали высокую согласованность для большей 
части серотипов ААВ (рис. 7, 8). Следует отметить, 
что для серотипа sAAВ2 в надпочечниках и пече-
ни имеется значительное расхождение результа-
тов между библиотеками L1 и L2, что, возможно, 
объясняется небольшим количеством повторов.

Оценка тропизма имеет большое приклад-
ное значение для выбора серотипа ААВ, поз-
воляющего добиться наибольшей экспрессии 
трансгена в ткани-мишени. Так, среди проте-
стированных серотипов ААВ наиболее перспек-
тивным для генной терапии заболеваний, свя-
занных с печенью (например, гемофилии A, B 
и C), является sAAВ5 (рис. 7), а для заболева-
ний, связанных с надпочечниками (например, 
для врожденной дисфункции коры надпочечни-
ков) — sAAВ2 и sAAВ6 (рис. 8).

Анализ эффективности трансдукции в печени 
и надпочечниках

Численные значения, полученные в ре-
зультате оценки биораспределения и тропизма, 
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Рис. 3. Биораспределение аденоассоциированного вируса (ААВ) в образцах органов и тканей мышей по количеству 
ДНК-баркодов после инъекционного введения ААВ-библиотек L1 или L2. По оси Х указаны органы/ткани: Гон — гонады, 
Легк — легкие, Мозг — головной мозг, Мышц — скелетная мускулатура, Надп — надпочечники, Печ — печень, Поч — почка, 
Сел — селезенка, Серд — сердце, Сетч — сетчатка глаза, Тим — тимус. По оси Y указан десятичный логарифм количества 
ДНК-баркодов каждой из ААВ-библиотек в каждом из проанализированных образцов органов/тканей. В легенде указаны 
ААВ-библиотеки и порядковый номер мыши в группе (для каждой экспериментальной группы n=4). Черными линиями пока-
зан 1,5-интерквартильный размах.

Fig. 3. Adeno-associated virus (AAV) biodistribution in mouse organs and tissues by the quantity of DNA barcodes after injection of 
AAV libraries L1 or L2. The X-axis indicates organs/tissues: Gon, gonads; Lu, lungs; Brn, brain; Mus, skeletal muscles; AG, adrenal 
glands; Liv, liver; Kid, kidney; Spl, spleen; Hrt, heart; Ret, retina; Thms, thymus. The Y-axis indicates the decimal logarithm of the 
quantity of DNA barcodes from each AAV library in each of the organ/tissue samples analysed. The legend indicates the AAV library 
and the sequential number of the mouse in the group (for each experimental group, n=4). Black lines show the 1.5-interquartile range.
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представлены в логарифмическом масштабе, 
поэтому положительные значения указывают 
на повышенную эффективность трансдукции 
относительно ожидаемой, а отрицательные  — 
на пониженную.

На рисунке 9 (опубликован на сайте журна-
ла6) можно видеть, что серотип sAAВ3 облада-
ет пониженной эффективностью трансдукции 
в печени относительно ожидаемой. Не удалось 
выявить варианты ААВ, обладающие достовер-
но повышенной эффективностью трансдукцией 
печени. Так, несмотря на положительные ме-
дианные значения эффективности трансдук-
ции у sААВ1, наблюдались большие разбросы 
между образцами, полученными от разных жи-
вотных. Вариант sAAВ6 обладал повышенной 
относительно ожидаемой в 100 раз эффектив-
ностью трансдукции в надпочечниках (рис. 10, 
опубликован на сайте журнала7), что делает 
его одним из наиболее эффективных для это-
го органа, несмотря на низкое количество ДНК 
(рис. 6). Представленные результаты указывают 

на принципиальную важность проведения ис-
следований по характеризации ААВ-библиотек 
не только на уровне ДНК, но и на уровне мат-
ричной РНК.

Результаты оценки биораспределения 
и эффективности трансдукции in vivo 
при использовании ААВ векторов

Разработанная методика оценки биораспре-
деления, тропизма и эффективности транс-
дукции ААВ-библиотек позволяет эффективно 
выявлять серотипы ААВ, наиболее перспектив-
ные для терапии конкретного органа или тка-
ни. Однако получаемые численные значения, 
характеризующие эти параметры, могут быть 
сравнены друг с другом только в рамках кон-
кретного органа или ткани, но не между ними. 
Это является ограничением данной работы. 
В связи с этим в дальнейших исследованиях 
планируется оценивать абсолютные количе-
ства вирусной ДНК и РНК с помощью количе-
ственной ПЦР с нормализацией на единицу 
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Рис. 4. Тропизм вариантов аденоассоциированного вируса (ААВ) к органам и тканям мышей после инъекционного введения 
ААВ-библиотек L1 или L2. По оси Х указаны органы/ткани: Гон — гонады, Легк — легкие, Мозг — головной мозг, Мышц — ске-
летная мускулатура, Надп — надпочечники, Печ — печень, Поч — почка, Сел — селезенка, Серд — сердце, Сетч — сетчатка 
глаза, Тим — тимус. По оси Y указан десятичный логарифм количества РНК-баркодов каждой из ААВ-библиотек в каждом 
из проанализированных образцов органов/тканей. В легенде указаны ААВ-библиотеки и порядковый номер мыши в группе 
(для каждой экспериментальной группы n=4). Черными линиями показан 1,5-интерквартильный размах. Красная пунктир-
ная линия соответствует 9 детектированным баркодам — условная отсечка минимального количества баркодов, допускаю-
щая сравнение между серотипами вируса.

Fig. 4. Tropism of adeno-associated virus (AAV) variants to mouse organs and tissues after injection of AAV libraries L1 or L2. The 
X-axis indicates organs/tissues: Gon, gonads; Lu, lungs; Brn, brain; Mus, skeletal muscles; AG, adrenal glands; Liv, liver; Kid, kidney; 
Spl, spleen; Hrt, heart; Ret, retina; Thms, thymus. The Y-axis indicates the decimal logarithm of the quantity of RNA barcodes from 
each AAV library in each of the organ/tissue samples analysed. The legend indicates the AAV library and the sequential number 
of the mouse in the group (for each experimental group, n=4). Black lines show the 1.5-interquartile range. The red dotted line 
corresponds to 9 detected barcodes and represents a cutoff for the minimum quantity of barcodes that allows for comparison 
between virus serotypes.

6	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-2-215-228-suppl
7	 Там же.
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генома клетки и экспрессию генов домашнего 
хозяйства (например, GAPDH) соответствен-
но. Однако различные ткани обладают разны-
ми уровнями экспрессии GAPDH, что может 

привести к систематической ошибке. Несмотря 
на наличие различных подходов к характери-
зации ААВ, описанных в литературе [16–19], эта 
проблема остается нерешенной.
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Рис. 5. Количество детектированных ДНК-баркодов в образцах печени после инъекционного введения мышам библиотек 
аденоассоциированного вируса (ААВ) L1 или L2. Вертикальные красные линии отражают стандартную ошибку среднего для 
каждого из серотипов ААВ. В легенде указаны ААВ-библиотеки и порядковый номер мыши в группе (для каждой экспери-
ментальной группы n=4). Серотипы вирусов по оси Y упорядочены по убыванию вирусной нагрузки.

Fig. 5. Quantity of detected DNA barcodes in liver samples after injection of adeno-associated virus (AAV) libraries L1 or L2 into 
mice. Vertical red lines represent the standard error of the mean for each AAV serotype. The legend indicates the AAV library and 
the sequential number of the mouse in the group (for each experimental group, n=4). The Y-axis lists virus serotypes in descending 
order by viral load.

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

Рис. 6. Количество детектированных ДНК-баркодов в образцах надпочечников после инъекционного введения мышам биб-
лиотек аденоассоциированного вируса (ААВ) L1 или L2. Вертикальные красные линии отражают стандартную ошибку сред-
него для каждого из серотипов ААВ. В легенде указаны ААВ-библиотеки и порядковый номер мыши в группе (для каждой 
экспериментальной группы n=4). Серотипы вирусов по оси Y упорядочены по убыванию вирусной нагрузки.

Fig. 6. Quantity of detected DNA barcodes in adrenal samples after injection of adeno-associated virus (AAV) libraries L1 or L2 into 
mice. Vertical red lines represent the standard error of the mean for each AAV serotype. The legend indicates the AAV library and 
the sequential number of the mouse in the group (for each experimental group, n=4). The Y-axis lists virus serotypes in descending 
order by viral load.
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На рисунках 11 и 12 (опубликованы на сайте 
журнала8) представлены обобщенные данные 
по биораспределению и тропизму вариантов  

ААВ в исследованных органах и тканях. 
При интерпретации графиков необходимо иметь 
в виду, что они построены на основе сравнения 
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Рис. 7. Количество детектированных РНК-баркодов в образцах печени после инъекционного введения мышам библиотек 
аденоассоциированного вируса (ААВ) L1 или L2. Вертикальные красные полосы отражают стандартную ошибку среднего 
для каждого из серотипов ААВ. В легенде указаны ААВ-библиотеки и порядковый номер мыши в группе (для каждой экспе-
риментальной группы n=4). Серотипы вирусов по оси Y упорядочены как на рис. 5.

Fig. 7. Quantity of detected RNA barcodes in liver samples after injection of adeno-associated virus (AAV) libraries L1 or L2 into 
mice. Vertical red lines represent the standard error of the mean for each AAV serotype. The legend indicates the AAV library and 
the sequential number of the mouse in the group (for each experimental group, n=4). Virus serotypes on the Y-axis are ordered as 
in Fig. 5.

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

Рис. 8. Количество детектированных РНК-баркодов в образцах надпочечников после инъекционного введения мышам 
библиотек аденоассоциированного вируса (ААВ) L1 или L2. Вертикальные красные полосы отражают стандартную ошибку 
среднего для каждого из серотипов ААВ. В легенде указаны ААВ-библиотеки и порядковый номер мыши в группе (для каж-
дой экспериментальной группы n=4). Серотипы вирусов по оси Y упорядочены как на рис. 6.

Fig. 8. Quantity of detected RNA barcodes in adrenal samples after injection of adeno-associated virus (AAV) libraries L1 or L2 into 
mice. Vertical red lines represent the standard error of the mean for each AAV serotype. The legend indicates the AAV library and 
the sequential number of the mouse in the group (for each experimental group, n=4). Virus serotypes on the Y-axis are ordered as 
in Fig. 6.

8	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-2-215-228-suppl
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вариантов вирусов в каждом органе/ткани не-
зависимо. Графики не отражают абсолютных 
значений, поэтому прямое сравнение значений 
по отдельным органам между собой невозмож-
но. Из представленных данных видно, что неко-
торые серотипы ААВ обладают широким био-
распределением и тропизмом (например, sААВ5, 
рис. 119), в то время как другие обладают относи-
тельной специфичностью, например sААВ2 бо-
лее эффективен для трансдукции в надпочеч-
никах (рис. 1110). В целом серотипы с широким 
биораспределением демонстрируют и широкий 
тропизм.

ВЫВОДЫ
1.  Разработан метод биоинформатической 

оценки библиотек синтетических векторов 
на основе аденоассоциированного вируса раз-
личных серотипов для исследования биораспре-
деления и эффективности трансдукции in vivo. 

Предложенный метод характеризуется высокой 
производительностью, экономичностью и воз-
можностью быстрого отбора векторов с желае-
мыми характеристиками для проведения генной 
терапии, что позволит ускорить и оптимизировать 
разработку генотерапевтических препаратов.

2.  Показана согласованность результатов 
как внутри, так и между библиотеками синтети-
ческих векторов, что имеет большое значение 
с точки зрения верификации методики. Однако 
требуется проведение дальнейших исследова-
ний на большем массиве данных.

3.  Выявлены серотипы аденоассоциирован-
ного вируса с наиболее оптимальными характе-
ристиками биораспределения и эффективности 
трансдукции in vivo. Так, при анализе эффектив-
ности трансдукции показано, что наиболее пер-
спективным для генной терапии заболеваний 
печени является sAAВ5, а для заболеваний над-
почечников — sAAВ2 и sAAВ6.
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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Особенности биологических лекарственных препаратов (БЛП), связанные с их 
природой или составом, вызывают определенные трудности при выявлении микробной 
контаминации, что влияет на оценку достоверности результатов контроля стерильности 
БЛП. К основным проблемам проведения испытаний БЛП относятся изменение внешнего 
вида и физического состояния питательной среды или образца, увеличенный риск конта-
минации и получения ложноположительного результата при испытании методом прямого 
посева, затруднения при проведении процедуры фильтрации и др. При разработке произ-
водителями БЛП нормативной документации на препарат, материалов регистрационно-
го досье (раздел валидации аналитических методик) имеется необходимость в созда-
нии адекватных и воспроизводимых методик испытания по показателю «Стерильность» 
на основе фармакопейных методов для конкретных препаратов (вакцины живые и инакти-
вированные, вирусные и бактериальные, одно- и многокомпонентные, бактериофаги и ин-
терфероны, сыворотки и иммуноглобулины). Решением указанных проблем могут служить 
рекомендации по разработке методик на основе фармакопейных методов прямого посева 
и мембранной фильтрации. 
ЦЕЛЬ. Предложить основные рекомендации по разработке методик испытания стериль-
ности биологических лекарственных препаратов на основе фармакопейных методов.
ОБСУЖДЕНИЕ. Проведен ретроспективный анализ результатов экспертизы нормативной 
документации на БЛП, поступившей в испытательный центр ФГБУ «Научный центр экспер-
тизы средств медицинского применения» Минздрава России в 2021–2023 гг. Рассмотрены 
ключевые проблемные аспекты методик, изложенных в разделе «Стерильность» в нор-
мативных документах, и представлены способы их решения. Предложены следующие 
рекомендации: при испытании препаратов крови методом прямого посева не рекомен-
дуется использовать питательную среду Сабуро с низким значением pH; испытание пре-
паратов, содержащих ртутные консерванты, проводить с использованием тиогликолевой 
среды при двух температурных режимах; при испытании различных групп БЛП исключить 
применение ватно-марлевых пробок, использовать питательные среды, разлитые в стек-
лянные флаконы, закрытые резиновыми пробками и завальцованные; испытание препа-
ратов в большой первичной упаковке (от 10 мл и более) проводить методом мембран-
ной фильтрации. При испытании БЛП методом мембранной фильтрации рекомендовано 
использовать растворитель и промывочную жидкость, подобранные в результате про-
ведения валидационных испытаний, а также установить максимально возможный объем 
препарата, фильтруемый через один мембранный фильтр; при проведении испытания 
препаратов крови для уменьшения пенообразования проводить фильтрацию при более 
низкой скорости. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Представленные рекомендации могут служить руководством при разра-
ботке методик испытания стерильности БЛП для соответствующего раздела нормативной 
документации и могут быть использованы предприятиями-изготовителями, контрольны-
ми лабораториями, а также в работе экспертных организаций для унификации подхода 
при контроле качества БЛП по показателю «Стерильность».

Ключевые слова: 	 стерильность; биологический лекарственный препарат; нормативная документация; ме-
тод мембранной фильтрации; метод прямого посева; питательные среды; контаминация 
микроорганизмами
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The distinctive nature and composition of biological medicinal products 
present certain challenges for the detection of microbial contamination, which affects the 
reliability of sterility control results. The main challenges associated with testing biologicals 
include changes in the appearance and physical properties of culture media or samples, an 
increased risk of contamination or false-positive results in direct inoculation tests, filtration is-
sues, etc. When drafting product specification files and analytical method validation reports in 
dossiers for biologicals, manufacturers need adequate, reproducible, and pharmacopoeia-based 
sterility testing procedures for specific medicinal products, including live and inactivated, viral 
and bacterial, single- and multi-component vaccines, bacteriophages and interferons, sera and 
immunoglobulins. These challenges can be addressed through providing recommendations 
for developing analytical procedures based on compendial methods of direct inoculation and 
membrane filtration.
AIM. This study aimed to offer key recommendations for the development of sterility testing 
procedures for biologicals based on pharmacopoeial methods.
DISCUSSION. This article presents a retrospective analysis of the results of reviewing regu-
latory documentation for biological medicinal products submitted to the testing centre of the 
Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products in 2021–2023. Having considered 
major issues with the analytical procedures described in the Sterility section of regulatory 
submissions, the authors offer the following recommendations for addressing these issues. The 
authors advise against using low-pH Sabouraud culture media to test blood products by direct 
inoculation. Biologicals containing mercury preservatives should be tested using a thioglycol-
late medium at two temperature settings. When testing various biologicals, analysts should 
refrain from plugging vials with cotton gauze. Instead, they should pour culture media into 

Berdnikova Z.E., Tikhonova A.S. Recommendations for the development of sterility 
testing procedures for biological medicinal products based 
on pharmacopoeial methods
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glass vials with rubber stoppers and crimps. Biologicals in large primary packaging (≥10 mL) 
should be tested by membrane filtration. Membrane filtration tests for biologicals should use 
solvents and rinsing agents selected in validation studies. It is also recommended to set the 
maximum volume of a biological medicinal product that can be filtered through a membrane 
filter. A reduction in the filtration speed is recommended to minimise foaming when testing 
blood products.
CONCLUSION. The recommendations presented in this article can guide the development of 
sterility testing procedures for inclusion in the relevant section of regulatory submissions for 
biologicals. Manufacturers, control laboratories, and regulatory authorities may implement 
these recommendations to harmonise their approach to sterility testing of biologicals.

Keywords: 	 sterility; biological medicinal product; membrane filtration; direct inoculation; culture media; 
microbial contamination
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ВВЕДЕНИЕ
Некоторые особенности биологических ле-

карственных препаратов (БЛП), связанные с их 
природой или составом, могут вызывать опре-
деленные сложности при проведении испыта-
ний на стерильность. Так, присутствующие в со-
ставе БЛП стабилизаторы (алюминия гидроксид, 
сквалан), консерванты (мертиолят, формальде-
гид) могут препятствовать выявлению микроб-
ной контаминации, что влияет на достоверность 
результатов контроля стерильности [1–3].

Основные требования, изложенные в Государ
ственной фармакопее Российской Федерации 
(ГФ РФ)1, Фармакопее Евразийского экономи-
ческого союза (ЕАЭС)2, Европейской фарма-
копее3 и Фармакопее США4, не в полной мере 
отражают специфику проведения испытаний 
на стерильность отдельных групп БЛП, связан-
ную с природой или составом препаратов, а со-
держат лишь общие положения по проведению 
испытаний.

Анализ результатов испытаний более 3000 
серий 200 наименований различных групп БЛП 
(вакцины живые и инактивированные, вирусные 
и бактериальные, одно- и многокомпонентные, 
бактериофаги и интерфероны, сыворотки и им-
муноглобулины) по показателю «Стерильность» 
в 2021–2023 гг. в испытательном центре (ИЦ) 
экспертизы качества медицинских иммунобио-
логических препаратов ФГБУ «Научный центр 

экспертизы средств медицинского применения» 
Минздрава России (ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России) указывает на необходимость реше-
ния ряда проблемных практических вопросов, 
связанных с различной природой исследуемо-
го образца, выбором наиболее подходящего 
фармакопейного метода и разработкой на его 
основе воспроизводимой адекватной методики 
контроля стерильности. К основным проблемам 
проведения испытаний БЛП относятся измене-
ние внешнего вида и физического состояния 
питательной среды или образца, увеличенный 
риск контаминации и получения ложнополо-
жительного результата при испытании методом 
прямого посева, затруднения при проведении 
процедуры фильтрации и др.

Решению этих проблем будет способствовать 
разработка производителями БЛП верифици-
рованной, воспроизводимой методики контро-
ля стерильности на основе фармакопейных 
методов, установление порядка проведения 
испытания с учетом особенностей конкретного 
БЛП, а также подробное и последовательное 
изложение раздела «Стерильность» норма-
тивной документации (НД) на препарат, ма-
териалов регистрационного досье (раздела 
валидации аналитических методик), что поз-
волит повысить точность воспроизведения 
методики и достоверность оценки качества  
препарата [4].

1	 ОФС.1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
2	 ОФС 2.1.6.1. Стерильность. Фармакопея Евразийского экономического союза.
3	 2.6.1. Sterility. European Pharmacopoeia 11th ed. 
 4	 USP 43–NF 38 <71> Sterility Test.
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В национальных и международных фармако-
пеях — ГФ РФ (ОФС.1.2.4.0003.15)5, Фармакопее 
ЕАЭС (ОФС 2.1.6.1)6, Европейской фармако-
пее7 и Фармакопее США8 регламентированы 
условия проведения испытаний методом пря-
мого посева или методом мембранной фильтра-
ции. При выборе метода и разработке мето-
дики контроля стерильности рекомендуется 
провести анализ природы препарата, состава 
и его физико-химических свойств, в том числе 
растворимости и способности свободно прохо-
дить через мембранные фильтры [5, 6].

При рассмотрении раздела «Стерильность» 
НД в ходе проведения экспертизы в ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России установлено, 
что только 15% НД на БЛП содержат схему контро-
ля стерильности, включающую оба фармакопей-
ных метода. Для повышения качества испыта-
ния на стерильность и расширения возможности 
выбора метода в зависимости от тестируемого 
материала, наличия необходимого оборудова-
ния и расходных материалов (питательных сред, 
фильтроэлементов) рекомендуется разрабаты-
вать схему контроля стерильности, включаю-
щую оба метода, как наиболее доступную, ра-
циональную и обеспечивающую всесторонний 
подход к оценке результатов испытания [4, 7, 8]. 

Цель работы  — предложить основные реко-
мендации по разработке методик испытания 
стерильности биологических лекарственных 
препаратов на основе фармакопейных методов.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Метод прямого посева 

При проведении экспертизы качества по по-
казателю «Стерильность» различных БЛП мето-
дом прямого посева был выявлен ряд проблем-
ных аспектов.

При испытании отдельной категории БЛП  — 
высокобелковых препаратов крови и сыворо-
ток  — методом прямого посева с использова-
нием питательной среды Сабуро, обладающей 
низким значением pH (5,6±0,2), после внесения 
испытуемой пробы наблюдалось изменение 
внешнего вида и физического состояния пи-
тательной среды или образца, а именно, по-
являлись хлопья, осадок, изменение цвета, 

не связанные с качеством среды или самого об-
разца, что свидетельствует об отрицательном 
влиянии условий испытания на жизнеспособность 
возможных микроорганизмов-контаминантов, 
при этом достоверность полученных результа-
тов сомнительна. Подобные явления наблюдали 
при испытании 13% наименований БЛП (напри-
мер, Иммуноглобулиновый комплексный препа-
рат (КИП)9, Габриглобин®-IgG10, Иммуноглобулин 
человека нормальный11 и др.). Присутствие 
в толще питательной среды Сабуро посторонних 
включений и изменение цвета не позволяло 
наблюдать рост возможных микроорганизмов 
и вызывало затруднения и неопределенность 
при предварительном просмотре посевов и окон-
чательном учете и интерпретации результатов 
контроля. Как правило, процедура испытания 
подобных препаратов включает пересев на све-
жую питательную среду для подтверждения до-
стоверности результатов контроля.

В связи с этим при разработке методики ре-
комендуется исключить использование пита-
тельной среды Сабуро при проведении испыта-
ния на стерильность препаратов, вызывающих 
изменение внешнего вида среды, не связанное 
с качеством испытуемого материала12. В этом 
случае испытание на стерильность рекоменду-
ется проводить с использованием тиогликолевой 
или жидкой соево-казеиновой питательных сред.

Испытания БЛП, содержащих ртутные кон-
серванты, рекомендуется проводить методом 
прямого посева с использованием свежеприго-
товленной (1–3 сут), обладающей нейтрализу-
ющими свойствами тиогликолевой среды в ка-
честве универсальной для выявления аэробных 
и анаэробных бактерий и грибов, при условии 
соответствия ее ростовых и нейтрализующих 
свойств в отношении тестовых микроорганиз-
мов, а инкубацию посевов проводить при двух 
температурных режимах13. В настоящее время, 
учитывая данные рекомендации, испытания 
стерильности 10% наименований препаратов, 
содержащих ртутный консервант, проводят 
на тиогликолевой среде при двух температур-
ных режимах инкубации.

В действующих НД на ряд БЛП (Анатоксин 
стафилококковый очищенный14, КОКАВ Вакцина 

5	 ОФС.1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
6	 ОФС 2.1.6.1. Стерильность. Фармакопея Евразийского экономического союза.
7	 2.6.1. Sterility. European Pharmacopoeia 11th ed. 
8	 USP 43–NF 38 <71> Sterility Test.
9	 Иммуноглобулиновый комплексный препарат (КИП). НД ЛС-001690-201218. https://grls.rosminzdrav.ru
10	 Габриглобин®-IgG. НД ЛС-000412-211020. https://grls.rosminzdrav.ru
11	 Иммуноглобулин человека нормальный. НД ЛСР-003765/08-130617. https://grls.rosminzdrav.ru
12	 ОФС.1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
13	 Там же.
14	 Анатоксин стафилококковый очищенный. НД P N000648/01-200120. https://grls.rosminzdrav.ru
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антирабическая культуральная концентри-
рованная очищенная инактивированная15, 
Вакцина  Е сыпнотифозная комбинированная 
живая  (ЖКСВ-Е)16 и др.) методика испытания 
предусматривает использование питательных 
сред, разлитых в емкости (пробирки), укупорен-
ные ватно-марлевыми пробками, предназначен-
ные для внесения, как правило, одного испы-
туемого образца небольшого объема (1–2 мл). 
Процедура откупорки и внесения испытуемого 
образца является критической точкой испыта-
ния, увеличивающей риск контаминации и полу-
чения ложноположительного результата.

В этом случае рекомендуется предусмотреть 
в методике испытаний использование пита-
тельных сред, разлитых в стеклянные флако-
ны большого объема, закрытые резиновыми 
пробками и завальцованные, что сокращает 
количество емкостей с питательными среда-
ми, снижает риск контаминации и повышает 
надежность испытания. Кроме того, рекомен-
дуется высевать содержимое каждого образца 
или общую объединенную пробу, полученную 
в отдельной емкости или шприце большого 
объема (20–50 мл), непосредственно в емкость 
с питательной средой и внесение образца про-
водить через «окошко» алюминиевого колпачка, 
осторожно перемешивая до равномерного рас-
пределения препарата в питательной среде, ис-
ключая риск контаминации из внешней среды17.

Ретроспективный анализ результатов экспер-
тизы НД (первичные данные, протоколы вали-
дации) на препараты за последние три года по-
казал, что в 50% случаев процедура испытания 
БЛП включала один метод прямого посева и 15% 
из этих случаев составляли препараты в жид-
кой лекарственной форме в емкостях большого 
объема, от 10 мл и более (Сыворотка противоган-
гренозная поливалентная лошадиная очищенная 
концентрированная18, 10  мл; Иммуновенин®19, 
25 мл; Габриглобин®-IgG20, 25 мл и 50 мл; 
Бактериофаги специфичные к Pseudomonas 
aeruginosa21, 1000 мл). Учитывая, что согласно 

требованиям ГФ РФ (ОФС.1.2.4.0003.1522) для  
проведения испытания используют не весь ма-
териал, а только 1/2 объема первичной упаков-
ки, что уменьшает выборку, испытание методом 
прямого посева следует считать малоинформа-
тивным. Кроме того, процедура испытания ме-
тодом прямого посева перечисленных препа-
ратов, выпускаемых большими сериями, весьма 
трудоемка и экономически нецелесообразна, 
поскольку требует использования значительно-
го количества емкостей и питательных сред. Так, 
например, для проведения испытания 20 емко-
стей препарата объемом упаковки 25 мл методом 
прямого посева в соотношении 1:20 потребуется 
480 пробирок с объемом питательный среды 
20 мл или 48 флаконов с объемом среды 200 мл. 
В этом случае при анализе БЛП в большой пер-
вичной упаковке (от 10 мл и более) по показате-
лю «Стерильность» рекомендуется разработать 
и верифицировать методику, включающую метод 
мембранной фильтрации23.

Метод мембранной фильтрации
Возможность использования метода мем-

бранной фильтрации для испытания сте-
рильности определяется природой, составом 
испытуемого образца, его способностью раство-
ряться и проходить через мембранные фильтры 
с диаметром пор 0,45 мкм [5]. Следует отметить, 
что производители в 35% случаев включают 
этот метод в схему испытания по показателю 
«Стерильность». Однако основные проблемы, 
выявляемые экспертами ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России при испытании методом 
мембранной фильтрации, касаются затруднений 
при проведении процедуры фильтрации.

Выполнение процедуры фильтрации согласно 
методике, изложенной в НД, трудновыполнимо, 
что связано с использованием неподходящего 
растворителя, неверной температуры, неуста-
новленного времени растворения, а также высо-
кой белковой нагрузки на мембрану (Киовиг®24, 
Вилате® Нео25, ОКТАПЛЕКС®26).

15	 КОКАВ Вакцина антирабическая культуральная концентрированная очищенная инактивированная. НД ЛС-001202-
290817. https://grls.rosminzdrav.ru

16	 Вакцина Е сыпнотифозная комбинированная живая (ЖКСВ-Е). НД ЛП-№(002662)-(РГ-RU)-300623. https://grls.rosminzdrav.ru
17	 Порядок проведения испытания биологических лекарственных препаратов на стерильность. Методические рекоменда-

ции. ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России. М.; 2022.
18	 Сыворотка противогангренозная поливалентная лошадиная очищенная концентрированная. НД ЛП-№(001261)-(РГ-

RU)-270922. https://grls.rosminzdrav.ru
19	 Иммуновенин®. НД PN000296/01-310117. https://grls.rosminzdrav.ru
20	 Габриглобин®-IgG. НД ЛС-000412-211020. https://grls.rosminzdrav.ru
21	 Бактериофаги специфичные к Pseudomonas aeruginosa. ФС-002385-05122. https://grls.rosminzdrav.ru
22	 ОФС.1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
23	 Там же.
24	 Киовиг®, Такеда Мануфeкчуринг Австрия АГ, НД ЛП-004856-170622. https://grls.rosminzdrav.ru
25	 Вилате® Нео, Октафарма Фармацевтика Продуктионсгес м.б.Х., Австрия, НД ЛП-007434-220921. https://grls.rosminzdrav.ru
26	 ОКТАПЛЕКС®, Октафарма Фармацевтика Продуктионсгес м.б.Х., НД ЛП-004107-300117. https://grls.rosminzdrav.ru
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В этих случаях при разработке методики 
испытания методом мембранной фильтрации 
и описании процедуры растворения лиофи-
лизированных образцов БЛП рекомендуется 
предусмотреть использование растворителя 
в соответствии с инструкцией по применению 
или других подходящих жидкостей, не обла-
дающих антимикробным действием, рекомен-
дованных ГФ РФ (ОФС.1.2.4.0003.15)27, а также 
предусмотреть увеличение времени растворе-
ния труднорастворимых образцов или использо-
вание растворителя, нагретого до температуры 
не выше 44–45 °С28. Также в методике необхо-
димо указать максимально возможный объем 
пробы, фильтруемый через один мембранный 
фильтр, определить количество мембранных 
фильтров, необходимое для испытания отобран-
ных образцов.

Для увеличения скорости фильтрации вяз-
ких белковых препаратов рекомендуется пред-
варительно развести испытуемый образец. 
Разведение следует готовить непосредственно 
в канистрах для фильтрации или в отдельной 
стерильной емкости в установленном соотно-
шении, используя стерильную промывочную 
жидкость.

При проведении испытаний БЛП в ходе экс-
пертизы на этапе фильтрации некоторых об-
разцов препаратов, содержащих в составе ста-
билизаторы (алюминия гидроксид, сквалан) 
или консерванты (формальдегид), возникали 
проблемы, связанные с образованием на поверх-
ности мембранных фильтров плотного трудно-
проницаемого осадка/«пласта», затрудняющего 
фильтрование и отмывку (АДАСЕЛЬ®29, Вакцина 
гепатита В рекомбинантная дрожжевая30) или об-
разование в толще питательной среды мутности 
при использовании недостаточного количества 
промывочной жидкости (Конвасэл®31).

В этом случае при разработке методики ис-
пытания рекомендуется экспериментально 
определить и указать количество мембран-
ных фильтров, необходимых для фильтрации 
отобранных образцов, с учетом особенностей 

испытуемого материала и упаковки препа-
рата. В ходе верификации методики испытания 
необходимо подобрать промывочную жидкость, 
определить ее объем и количество циклов про-
мывки, обеспечивающих устранение потенци-
ального антимикробного действия, восстанов-
ление значения рН и освобождение мембранных 
фильтров от испытуемой пробы препарата32.

При испытании образцов БЛП, относящихся к пре-
паратам крови (Иммуноглобулин Сигардис МТ33, 
Иммуновенин®34, Иммуноглобулин антирабиче-
ский35), процедура фильтрации сопровождалась 
нежелательным явлением  — пенообразовани-
ем, которое приостанавливало ход фильтрации 
и не устранялось в процессе отмывки, что за-
трудняло внесение питательных сред в кани-
стры для фильтрации.

В связи с этим при разработке методики ис-
пытания стерильности препаратов крови ме-
тодом мембранной фильтрации для уменьше-
ния явления пенообразования рекомендуется 
предусмотреть проведение фильтрации при бо-
лее низких значениях.

Рекомендации к содержанию раздела  
«Стерильность» нормативной документации

В случае применения метода прямого посева 
рекомендуется привести подробное и последо-
вательное описание методики, условия прове-
дения испытания, сведений об антимикробном 
действии препарата, способах его устранения 
и в разделе «Стерильность» НД указать следую-
щую информацию36:

–– наименование используемых питательных сред;
–– количество испытуемого материала или образ-
цов препарата, необходимое для проведения 
испытания с учетом объема серии и упаковки;

–– наименование растворителя и условия 
растворения лиофилизированного образца;

–– количественное соотношение испытуемой 
пробы и питательной среды;

–– обоснование пересева на 5–7 сут инкубации 
в случае посева мутных препаратов или вызы-
вающих помутнение питательных сред;

27	 ОФС.1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
28	 ОФС.42.0066.07 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XII изд. Т. 1; 2007.
29	 АДАСЕЛЬ®. НД ЛП-№(004364)-(РГ-RU)-220124. https://grls.rosminzdrav.ru
30	 Вакцина гепатита В рекомбинантная дрожжевая. НД Р N000738/01-190218. https://grls.rosminzdrav.ru
31	 Конвасэл® Вакцина субъединичная рекомбинантная для профилактики коронавирусной инфекции, вызываемой виру-

сом SARS-CoV-2. НД ЛП-007967-180322. https://grls.rosminzdrav.ru
32	 Порядок проведения испытания биологических лекарственных препаратов на стерильность. Методические рекоменда-

ции. ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России. М.; 2022.
33	 Иммуноглобулин Сигардис МТ. НД ЛП-003709-021120. https://grls.rosminzdrav.ru
34	 Иммуновенин®. НД PN000296/01-310117. https://grls.rosminzdrav.ru
35	 Иммуноглобулин антирабический. НД ЛСР-010494/08-240418. https://grls.rosminzdrav.ru
36	 Порядок проведения испытания биологических лекарственных препаратов на стерильность. Методические рекоменда-

ции. ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России. М.; 2022.
37	 ОФС.1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.
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–– количественное соотношение отобранной 
пробы и питательной среды при пересеве;

–– возможные изменения внешнего вида пита-
тельной среды в зоне посева и при пересеве 
в период инкубации при предварительном 
и окончательном учете результатов испытания;

–– в случае отклонений от процедуры уче-
та результатов, изложенной в ГФ РФ 
(ОФС.1.2.4.0003.15)37, рекомендуется привести 
подробное описание порядка учета, позволя-
ющее правильно интерпретировать результа-
ты испытания.
В случае применения метода мембран-

ной фильтрации рекомендуется в разде-
ле «Стерильность» НД указать следующую 
информацию38:

–– наименование используемых питательных 
сред;

–– количество испытуемого материала или образ-
цов препарата, необходимое для проведения 
испытания, с учетом объема серии и упаковки;

–– наименование растворителя и условия 
растворения лиофилизированного образца;

–– наименование промывочной жидкости;
–– необходимость разведения испытуемой пробы 
(с указанием соотношения) перед фильтрацией;

–– максимально допустимый объем испытуемого 

образца, фильтруемый через один мембран-
ный фильтр;

–– наименование и объем промывочной жидко-
сти (количество циклов отмывки), используе-
мый для смачивания и отмывки одного (каж-
дого) мембранного фильтра;

–– в случае отклонений от процедуры уче-
та результатов, изложенной в ГФ РФ 
(ОФС.1.2.4.0003.15)39, рекомендуется приве-
сти подробное описание порядка учета, поз-
воляющее правильно интерпретировать ре-
зультаты испытания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представлены рекомендации по разработке 

производителями биологических лекарствен-
ных препаратов методик испытания стериль-
ности препаратов на основе фармакопейных 
методов, позволяющие унифицировать подход 
к контролю качества препаратов по показателю 
«Стерильность».

Рекомендации могут быть использованы 
предприятиями-изготовителями, контрольными 
лабораториями, экспертными организациями 
и учитываться при разработке методик испыта-
ний различных по своим свойствам биологиче-
ских лекарственных препаратов.
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