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Классический способ получения белковых молекул, активных компонентов ряда лекарственных препара-
тов, заключался в их выделении из природных источников. Данный способ был сопряжен с рядом трудностей, 
таких как сбор источника препарата, выделение и  очистка белка, его стандартизация. С  появлением техно-
логии рекомбинантной ДНК стало возможным получение больших количеств стандартизованных белковых 
препаратов, лишенных нежелательных примесей. Так, инсулин человека является первым коммерческим 
терапевтическим препаратом, созданным с  использованием технологии рекомбинантной ДНК. Благодаря 
быстрому развитию технологий генной инженерии в последние годы большое количество белков было полу-
чено в  клетках Escherichia coli, а  также в  других продуцентах. В  настоящее время все активнее развивается 
направление разработки препаратов на основе молекул ДНК, содержащих гены, кодирующие белки, входя-
щие в состав терапевтических препаратов. Многие ученые отмечают перспективность ДНК-вакцин. Простота 
производства, стабильность, способность имитировать естественные инфекции и вызывать соответствующие 
иммунные ответы делают эту платформу для производства вакцин чрезвычайно привлекательной. Обеспече-
ние адресной доставки и  нацеливания на иммунологически релевантные клетки  — основные задачи на пути 
достижения максимальной эффективности ДНК-вакцин. Новейшим подходом к  разработке лекарственных 
препаратов, в том числе вакцинных, является технология рекомбинантной РНК. В данном обзоре обсуждены 
основные варианты профилактических РНК-вакцин, способы доставки РНК в клетку и способы увеличения 
эффективности РНК-вакцин. Лекарственные средства, созданные на базе нуклеиновых кислот, обладают 
рядом неоспоримых преимуществ. Применение терапевтических препаратов на основе белковых молекул 
и низкомолекулярных соединений осложнено тем, что они не могут быть нацелены на конкретный ген или его 
белковый продукт, ответственные за возникновение заболевания. Действие молекул нуклеиновых кислот мо-
жет быть направлено на определенный участок ДНК с целью редактирования его нуклеотидной последователь-
ности. Данный способ позволяет корректировать генетический дефект, устраняя причину заболевания, а  не 
просто лечить его последствия. В обзоре представлены принципы генной терапии, суммированы современные 
достижения в  области разработки препаратов на основе рекомбинантных белков и  нуклеиновых кислот.

Ключевые слова: технология рекомбинантной ДНК; рекомбинантные белки; ДНК; РНК; лекарственные 
препараты; вакцины.
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The classic approach to production of protein-based therapeutics is their isolation from natural sources. This 
approach was associated with a number of difficulties, such as collecting the primary material from natural sources, 
isolating and purifying the protein, and its standardizing. With the development of recombinant DNA technology, 

Список сокращений
ДНК  — дезоксирибонуклеиновая кислота; мРНК  — матричная рибонуклеиновая кислота; нкРНК  — некодирующая рибо-
нуклеиновая кислота; FDA  — Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и  медикаментов США 
(от  англ. Food and Drug Administration  — FDA).
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it  became possible to obtain large quantities of protein preparations lacking any contaminations. Human insulin pro-
duced using recombinant DNA technology is the first commercial therapeutic obtained by this way. Due to the rapid 
development of genetic engineering technologies, a large number of proteins have been obtained in Escherichia coli 
cells. In recent years, the approach for the development of drugs based on DNA molecules containing genes encoding 
therapeutic proteins has been developing more actively. Today, many scientists believe in the prospects of application 
of DNA vaccines. The ease of production, stability, the ability to mimic natural infections and elicit appropriate im-
mune responses make this vaccine platform extremely attractive. Delivery and targeting of immunologically relevant 
cells are major tasks for maximizing the immunogenicity of DNA vaccines. Several different approaches that are 
currently being used to achieve this goal are discussed in this review. Pharmaceuticals based on nucleic acids have 
a number of undeniable advantages. The main options for prophylactic RNA vaccines, the methods used to deliver 
RNA to the cell, and methods for increasing the effectiveness of RNA vaccines are discussed. Usage of therapeutic 
drugs based on protein molecules and low molecular weight compounds is complicated by the fact that they cannot 
be targeted at a specific gene or its protein product, responsible for the occurrence of the disease. Action of nucleic 
acids can be directly directed to a particular DNA region in order to edit its nucleotide sequence. This method allows 
to correct a genetic defect, eliminating the cause of the disease. The principles of gene therapy and the successes 
achieved in this area are discussed. This review summarizes current achievements in the development of drugs based 
on recombinant proteins and nucleic acids.

Keywords: recombinant DNA technology; recombinant proteins; DNA; RNA; therapeutics; vaccines.

Введение

Быстрое развитие технологии рекомбинант-
ной ДНК и  методов секвенирования ДНК 
и РНК привело к появлению инструментов для 
изучения и терапии заболеваний на молекуляр-
ном уровне. Клонирование генов позволяет 
производить высокоочищенный белковый про-
дукт в  неограниченном количестве. Инсулин 
человека [1], гормон роста [2], интерферон [3] 
и  фактор  VIII [4], получаемые методами ген-
ной инженерии в  прокариотических системах 
экспрессии, успешно используют в  клини-
ческой практике для терапии при сахарном 
диабете, дефиците гормона роста, гемофилии 
и других заболеваниях. Благодаря производству 
в  больших количествах белков, таких как со-
матостатин или интерферон, которые обычно 
присутствуют в  незначительных количествах 
в  живом организме, удалось детально изу-
чить их биологические функции. С  помощью 
ДНК-технологии были расшифрованы молеку-
лярные основы многих заболеваний человека, 
таких как серповидноклеточная анемия, талас-
семия и  некоторые виды онкологических за-
болеваний [5]. На сегодняшний день доступны 
разнообразные системы экспрессии на основе 
прокариотических и  эукариотических клеток. 
Среди прокариотических систем экспрессии 
наибольшее предпочтение отдают продуцентам 
на основе клеток Escherichia coli в силу их ко-
роткого жизненного цикла, хорошо изучен ных 
генетических особенностей, высокой продук-
тивности и, соответственно, относительно не-
большой стоимости производства лекарствен-
ных препаратов.

В последние годы все активнее развивается 
направление разработки препаратов на осно-
ве молекул плазмидной ДНК, содержащих 
гены, кодирующие терапевтические белки. 
Конкурентные преимущества ДНК-препаратов 

состоят в относительной простоте их производ-
ства, стабильности при комнатной температуре, 
что облегчает их хранение и  транспортировку. 
Способность имитировать естественные инфек-
ции и  вызывать соответствующий иммунный 
ответ делают эту платформу для вакцин чрезвы-
чайно привлекательной. Пока ни одна из раз-
рабатываемых ДНК-вакцин для человека еще 
не прошла лицензирование, но регистрация 
и  лицензирование нескольких ветеринарных 
вакцин свидетельствуют о перспективности та-
кого рода препаратов. Основное препятствие 
в  достижении максимальной иммуногенности 
ДНК-вакцин заключается в  их адресной до-
ставке к  иммунологически релевантным клет-
кам [6, 7].

Применение терапевтических препаратов на 
основе белковых молекул и  низкомолекуляр-
ных соединений осложнено тем, что они не мо-
гут быть нацелены на конкретный ген или его 
белковый продукт, ответственные за развитие 
патологического процесса. Действие молекул 
нуклеиновых кислот может быть направлено 
на определенный участок ДНК с целью редак-
тирования его нуклеотидной последовательно-
сти. Данный способ позволяет корректировать 
генетический дефект, устраняя причину забо-
левания, а  не просто лечить его последствия.

За последние несколько десятилетий по-
явились кандидатные РНК-препараты для 
коррекции патологии на уровне генов и  РНК. 
Некодирующие РНК могут проявлять терапев-
тический эффект при различных заболеваниях 
путем расщепления матричной РНК (мРНК) 
благодаря присутствию в  их составе последо-
вательности антисмысловых олигонуклеотидов, 
формирования дуплексов с ДНК, альтернатив-
ного сплайсинга, редактирования РНК, моди-
фикации хроматина, модуляции транскрипции, 
трансляции, маскирования РНК, сайленсинга 
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генов. На основе мРНК разрабатывают вак-
цинные препараты, нацеленные на защиту от 
патогенов, а также борьбу с опухолевыми клет-
ками. Несмотря на то что еще с  1990  г. было 
известно, что нуклеиновые кислоты могут быть 
использованы для модуляции синтеза белка 
in vivo [8], применение РНК в  терапии было 
ограничено рядом факторов. Одноцепочечная 
РНК подвержена деградации нуклеазами, мо-
жет вызывать иммунный ответ, имеет отрица-
тельный заряд молекулы и  слишком велика, 
чтобы пассивно проходить через клеточную 
мембрану, в  связи с  чем необходимо обеспе-
чить ее транспорт в  цитоплазму клетки [9]. 
Эта проблема решается путем разработки раз-
личных способов доставки с  использованием 
молекул-переносчиков.

Технологии рекомбинантной ДНК 
для получения белковых препаратов

Для применения белковых лекарственных 
препаратов обычно необходимо получить те-
рапевтические белки в  больших количествах. 
Эту задачу можно решить путем производства 
рекомбинантных белков, для чего используют 
системы экспрессии на основе прокариотиче-
ских и  эукариотических клеток. Эти системы 
обладают как преимуществами, так и  недо-
статками. Производство эукариотических бел-
ков в  эукариотических клетках-продуцентах 
привлекательно тем, что получаемый белок 

не содержит в  своем составе примесей, ха-
рактерных для прокариотических клеток, что 
упрощает его очистку. Вместе с  этим техно-
логия производства рекомбинантных белков 
в  эукарио тических клетках, особенно в  клет-
ках высших эукариот, представляет долгий, 
трудоемкий и дорогостоящий процесс. В связи 
с  этим многие исследователи отдают предпо-
чтение прокариотическим системам экспрес-
сии. Escherichia coli является одной из наибо-
лее популярных систем экспрессии благодаря 
высокой скорости роста клеток, простоте ге-
нетических манипуляций и  большому количе-
ству получаемых рекомбинантных белков  [10]. 
Возможность производства белков в  клетках 
E. coli основана на способности бактерий вос-
производить плазмидные ДНК, присутствую-
щие в  их клетках. При этом экспрессионные 
векторы содержат в  своем составе все необхо-
димые элементы для синтеза белка фермента-
тивным аппаратом клетки кишечной палочки. 
В  целом схема получения рекомбинантного 
белка в  клетках Escherichia coli представлена 
на рис.  1.

Рекомбинантный белок в клетках E. coli по-
лучают в несколько этапов: химический синтез 
последовательности гена, кодирующего реком-
бинантный белок; создание экспрессионной 
плазмиды путем клонирования гена в  плаз-
мидном векторе; трансформация компетентных 
клеток E.  coli для создания штамма  — проду-
цента рекомбинантного белка; отбор успешно 

Рис. 1. Схема получения рекомбинантного белка [11]

Fig. 1. Scheme for producing recombinant protein [11]
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трансформированных клонов клеток; их куль-
тивирование для наработки рекомбинантного 
белка и  последующая очистка белка.

Перспективность ДНК-технологии для соз-
дания лекарственных препаратов не вызывает 
сомнений. В  качестве классического примера 
успешного перехода от препарата, получае-
мого путем экстракции из тканей животных, 
к  рекомбинантному можно привести инсулин 
человека. В  1922  г. Фридрих Бантинг и  Чарлз 
Бест впервые успешно применили препарат 
инсулина, полученного из изолированной под-
желудочной железы животного, для лечения 
инсулин-зависимых пациентов [12]. И  вплоть 
до 1972 г. единственным доступным инсулином 
был препарат, получаемый в  результате очист-
ки из поджелудочной железы свиней и  коров. 
Благодаря технологии рекомбинантной ДНК 
в  1982  г. удалось получить препарат рекомби-
нантного инсулина человека. Рекомбинантный 
инсулин человека обладает двумя явными пре-
имуществами перед препаратом инсулина, по-
лученным при экстракции из поджелудочной 
железы: существует практически неограничен-
ный запас рекомбинантного белка, посколь-
ку нет необходимости в  сборе его источника, 
кроме того, рекомбинантный инсулин челове-
ка полностью идентичен природному инсулину 
человека. Рекомбинантный инсулин менее им-
муногенен по сравнению с  белком животного 
происхождения. Показано, что длительная те-
рапия инсулином, выделенным из поджелудоч-
ной железы свиньи, может привести к возник-
новению аллергических реакций. В  настоящее 
время доступно большое количество вариантов 
инсулина, отличающихся по времени действия 
в организме, также разрабатываются препараты 
с  улучшенной эффективностью [13].

В последние годы все активнее развива-
ется направление получения рекомбинант-
ных энзимов [14]. Так, например, получена 
рекомбинантная L-аспарагиназа (ЕС 3.5.1.1), 
используемая в  терапии острого лимфобласт-
ного лейкоза. Рекомбинантный фермент харак-
теризуется высоким сродством к  L-аспарагину 
и  минимальной активностью по отношению 
к  глутамину в  качестве субстрата, период по-
лувыведения в опытах in vitro составлял около 
40  ч. В то же время, фермент продемонстри-
ровал активность дегликозилирования, которая 
может создавать дополнительный барьер для 
пролиферирующих раковых клеток [15].

Кроме того, применение технологии реком-
бинантной ДНК позволяет изучать молекуляр-
ные механизмы развития различных заболева-
ний. Мутация гена, кодирующего γ-саркогликан 
(SGCG), интегральный мембранный белок, 
ответственный за поддержание целостности 

сарколеммы мышечных клеток, приводит 
к  конечностно-поясничной мышечной дис-
трофии — врожденному заболеванию, терапии 
которого на данный момент не существует [16]. 
Получен полноразмерный белок SGCG в клет-
ках E.  coli, который используют для изучения 
патогенеза мышечной дистрофии конечностей 
и  поясничного отдела и  разработки этиотроп-
ной терапии [17].

Благодаря технологии рекомбинантной ДНК 
изучают физиологические функции разно-
образных природных соединений, в  резуль-
тате чего появляются новые возможности их 
клинического применения. Так, например, 
антимикробные пептиды, в  частности дефен-
сины и  кателицидин человека, в  эксперимен-
тах in vitro первоначально были охарактеризо-
ваны как бактерицидные агенты, но позднее 
оказалось, что они обладают иммуномодули-
рующими свойствами. Дефенсины человека 
модулируют иммуный ответ на чужеродные ну-
клеиновые кислоты, в частности, β-дефенсин 3 
человека стимулирует синтез интерферона аль-
фа в  ответ на проникновение вирусной дву-
цепочечной ДНК. Изучение рекомбинантно-
го β-дефенсина  3 человека в  экспериментах 
in  vitro с  использованием клеточных линий  — 
дендритных клеток мыши и  мононуклеарных 
клеток периферической крови человека  — по-
казало, что иммуномодулирующий эффект 
реализуется за счет активации Толл-подобных 
рецепторов 9 (TLR-9). Благодаря этому можно 
позиционировать β-дефенсин  3 человека как 
перспективный адъювант в составе вакцинных 
композиций [18].

Помимо производства рекомбинантных ана-
логов природных белков, технология реком-
бинантной ДНК позволяет получать химер-
ные белки с  заданными свойствами [19, 20]. 
Активно идет разработка белковых препаратов 
с  увеличенным временем полужизни, а  также 
терапевтических и  профилактических белков 
с  повышенной эффективностью [21].

Около 30 % белковых лекарственных пре-
паратов получают именно с  использованием 
системы экспрессии на основе клеток E.  coli. 
Существует, однако, и ряд ограничений и пре-
пятствий при применении данного типа про-
дуцента, среди которых можно выделить не-
обходимость очистки рекомбинантного белка 
от примесей других молекул штамма-про-
дуцента (белки, ДНК и  липополисахариды). 
Будучи высокоиммуногенными для человека, 
эти примеси в  лекарственном препарате могут 
вызывать ряд нежелательных побочных явле-
ний. В  связи с  этим количество примесных 
молекул необходимо строго контролировать 
и  стандартизировать. Еще одна сложность, 
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с  которой сталкиваются исследователи при 
разработке технологии производства рекомби-
нантного белка в  клетках E.  coli, заключается 
в получении его в нативной растворимой фор-
ме. При высоком уровне и  скорости синтеза 
чужеродный белок в  прокариотической клетке 
накапливается в  виде агломератов частично 
фолдированного белка — телец включения, ко-
торые в  последующем необходимо подвергать 
рефолдингу с целью получения терапевтически 
активного компонента. Протоколы рефолдинга 
для каждого белка индивидуальны, и их следует 
тщательно разрабатывать.

Профилактические ДНК-вакцины

Другим перспективным подходом к  разра-
ботке иммунобиологических препаратов явля-
ется их получение на основе молекул ДНК. 
Схема производства препаратов на основе плаз-
мидной ДНК в  клетках E.  coli похожа на схе-
му получения рекомбинантного белка. Процесс 
получения также включает стадии синтеза гена, 
кодирующего терапевтический белок, клониро-
вания гена в  плазмидном векторе, трансфор-
мации компетентных клеток E.  coli, селекции 
трансформантов, содержащих плазмиду, после-
дующую наработку клеточной биомассы штам-
ма  — продуцента плазмидной ДНК и  очистку 
плазмидной ДНК. Одним из основных отличий 
получения рекомбинантной плазмидной ДНК 
от белка является структура используемых век-
торов, которые кодируют антигены под кон-
тролем эффективных эукариотических промо-
торов, что обеспечивает синтез белка в клетках 
организма  — реципиента лекарственного пре-
парата. Клетки E.  coli в  данном случае служат 
для репликации плазмидной ДНК.

Уже несколько ДНК-вакцин были одобрены 
для использования в ветеринарии, в том числе 
вакцина против инфекционного некроза гемо-
поэтической ткани лосося, для терапии мела-
номы собак, профилактики лихорадки лоша-
дей, вызванной вирусом Западного Нила  [22]. 
В силу ряда причин на сегодняшний день пока 
ни одна из разрабатываемых ДНК-вакцин не 
лицензирована для применения у  человека. 
Одна из таких причин состоит в  относитель-
но невысокой иммуногенности по сравнению 
с  классически применяемыми вакцинами. Для 
устранения этого препятствия разрабатывает-
ся большое количество различных стратегий 
по усилению иммуногенности ДНК-вакцин. 
Они включают модификацию вакцинных век-
торов, оптимизацию кодонов, использование 
традиционных и  молекулярных адъювантов, 
в  том числе применение коэкспрессии анти-
гена с  молекулярным адъювантом, введение 

ДНК-вакцин методом электропорации, стра-
тегии прайм-буста.

Чтобы повысить эффективность иммунобио-
логического препарата на основе плазмидной 
ДНК, надо доставить ее внутрь клеток для ин-
дукции экспрессии антигена in vivo. В случае 
ДНК-вакцин это необходимо для презентации 
белкового антигена основными молекулами 
комплекса гистосовместимости (МНС) и  рас-
познавания иммунокомпетентными клетками. 
Антигены, синтезированные с  генов, закоди-
рованных на плазмидной ДНК, активируют 
как МНС класса  I, так и  класса  II, что по-
зволяет стимулировать как CD4+, так и  CD8+ 
Т-клетки  [23].

Плазмидный вектор трансформирует мио-
циты, кератиноциты и  дендритные клетки. 
Дендритные клетки способны самостоятельно 
осуществлять презентацию антигена, тогда как 
миоциты и кератиноциты реализуют этот про-
цесс через перекрестные пути (рис.  2).

Экспрессией гена ДНК-вакцины обычно 
управляют промоторы полимеразы II  типа. 
Эндогенные промоторы полимеразы  II млеко-
питающих не так сильны, как вирусные про-
моторы, например цитомегаловируса (CMV) 
или SV40 (используемые, в  частности, в  век-
торах pcDNA3.1, pVAX1, pVIVO2, pCI, pCMV 
и pSV2). Промотор цитомегаловируса проявля-
ет высокую активность в  большинстве типов 
клеток, ввиду чего его широко применяют 
для разработки ДНК-вакцин. Исследования 
с  исполь зованием ДНК-вакцин, содержащих 
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Рис. 2. Схематическое изображение действия ДНК-вак-
цины [24]

Fig. 2. Schematic representation of a DNA vaccine action [24]
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ген env ВИЧ-1, показали, что более сильные 
промоторы индуцировали более активный 
синтез белка и  формирование более мощных 
иммун ных ответов [25]. Хотя вирусные промо-
торы эффективно стимулируют синтез вакцин-
ного антигена, это не во всех случаях корре-
лирует с  эффективностью вакцины. Причина 
заключается в том, что провоспалительные ци-
токины, такие как фактор некроза опухолей α 
или интерферон  γ, могут ингибировать вирус-
ные промоторы. Было установлено, что промо-
торы главного комплекса гистосовместимости 
II  класса не чувствительны к  данным факто-
рам  [26]. Таким образом, несмотря на то, что 
промотор CMV, обеспечивающий высокий уро-
вень экспрессии гена, остается основным при 
разработке большинства ДНК-вакцин, альтер-
нативные промоторы могут повысить эффек-
тивность вакцинации. Следует также отме тить, 
что не всегда оптимизация нуклеотидной по-
следовательности путем замены редко встреча-
ющихся кодов приводит к увеличению эффек-
тивности вакцинации ДНК-плазмидами. Так, 
например, в  ходе разработки ДНК-вакцины 
для профилактики малярии было показа-
но, что нативная нуклеотидная последова-
тельность антигена вызывала более мощный 
Т-клеточный ответ против Plasmodium yoelii, 
чем оптимизированная по кодонному составу 
для экспрессии в клетках млекопитающих [27]. 
Таким образом, при разработке ДНК-вакцин 
необходимо проводить сравнение эффективно-
сти оптимизированной  и  нативной последова-
тельностей антигена.

Другим подходом к увеличению эффективно-
сти вакцинации с использованием плазмидной 
ДНК является совершенствование способов ее 
доставки в цитоплазму клетки. Для этих целей 
разрабатывают липосомы, которые представля-
ют собой сферические везикулы, состоящие из 
липидного бислоя, включающего фосфолипи-
ды и  холестерин. Липосомы захватывают или 
связывают плазмидную ДНК и  облег чают ее 
проникновение внутрь клетки [28]. Следует от-
метить, что при создании фармакологических 
препаратов, предназначенных для внутримы-
шечного введения, с  использованием липосом 
на основе плазмидной ДНК необходимо ис-
ключить их местно-раздражающее действие. 
Тем не менее они остаются перспективными 
кандидатами для разработки препаратов с  це-
лью использования на слизистых оболочках. 
Недавнее исследование на лабораторных мы-
шах линии C57BL/6 показало, что оральная 
вакцинация вектором на основе плазмидной 
ДНК pcDNA3.1, кодирующей ген белка М1 
вируса гриппа  А, инкапсулиро ванной в  кати-
онные липосомы, вызывала как гуморальный, 

так и клеточный иммунный ответ , в результате 
чего формировалась защита от респираторной 
инфекции [29]. Липосомы также оказались 
эффективны при интраназальной вакцинации 
лабораторных мышей линии Balb/c кандидат-
ной вакциной против вируса восточного энце-
фалита лошадей на основе плазмидной ДНК 
pcDNA3.1, содержащей гены С, Е3, Е2, 6k 
и  Е1  вируса [30].

ДНК-вакцины обладают рядом преиму-
ществ по сравнению с  традиционными вак-
цинами. Среди них особенности конструкции 
ДНК-вакцин, для создания которых, как пра-
вило, необходимо только одностадийное кло-
нирование в плазмидный вектор. Это уменьша-
ет их стоимость и  время производства. Кроме 
того, экспрессия in vivo гена, управляемого 
эукариотическим промотором, и  эндогенная 
посттрансляционная модификация приводят 
к  формированию нативных белковых струк-
тур, что обеспечивает правильную иммунную 
презентацию. С точки зрения безопасности 
клонирование и  синтез нуклеиновых кислот, 
кодирующих антиген, вместо его выделения 
из природных источников позволяют избежать 
использования патогенных микроорганизмов 
в производстве вакцин. С помощью технологии 
рекомбинантной ДНК можно проводить прак-
тически любой вид молекулярных манипуляций 
с  плазмидной ДНК, среди которых внесение 
мутаций в  ген in vitro, позволяющее быстро 
изменить дизайн антигенов. Эта особенность 
очень важна при разработке профилактиче-
ских препаратов против таких патогенов, как 
вирус гриппа, для которого характерна высо-
кая изменчивость в  силу антигенного дрейфа. 
Плазмидная ДНК характеризуется хорошими 
показателями безопасности, не вызывая раз-
дражающего действия в  месте инъекции, что 
является наиболее распространенным побоч-
ным эффектом препаратов для внутримышеч-
ного введения. Плазмидная ДНК стабильна 
при комнатной температуре, поэтому нет не-
обходимости в  организации холодовой цепи 
во время ее транспортировки и  специальных 
средствах для хранения [31].

Профилактические РНК-вакцины

Несколько лет назад мРНК была признана 
новым классом терапевтических соединений 
со своей собственной международной непа-
тентованной номенклатурой [32]. На осно ве 
РНК разрабатывают вакцины, индуцирующие 
иммун ный ответ против патогенов и  опу-
холевых клеток [33]. Это направление по-
явилось совсем недавно. Были разработаны 
новые методологические подходы, связанные 
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с  особенностями молекул РНК, а  именно 
их нестабильностью и  быстрой деградацией 
в  орга низме млекопитающих, необходимостью 
эффективного способа доставки в  клетки для 
осуществления процесса трансляции, а  также 
с  решением проблем, вызванных возникнове-
нием мощного провоспалительного ответа при 
введении РНК. В прошедшем десятилетии по-
следняя из перечисленных проблем была в зна-
чительной степени преодолена путем включе-
ния в  состав вакцинной последовательности 
РНК модифицированных нуклеозидов, опти-
мизации последовательности РНК, тщательной 
очистки от побочных продуктов (в  особенно-
сти двуцепочечной РНК  — дцРНК), что по-
зволило снизить токсичность терапевтической 
мРНК и  увеличить степень ее трансляции 
в  орга низме [34].

Структура РНК-вакцин включает открытую 
рамку считывания, которая кодирует анти-
ген, и  фланкирующие ее последовательности: 
5′- и  3′-нетранслируемые области (UTR) по 
обе стороны от открытой рамки считывания , 
5′-концевой 7-метилгуанозиновый кэп и 3′-по-
лиадениловый хвост (полиА). Эти элемен-
ты необходимы для максимизации скоро-
сти трансляции и/или персистенции вектора 
в  трансформированных клетках в  результате 
взаимодействий с регуляторными белками, дру-
гими РНК и метаболитами [34]. РНК-вакцины 
могут быть как в  виде нереплицирующегося 
вектора, так и  в форме самовоспроизводяще-
гося репликона [35]. Конструкция самовос-
производящихся векторов содержит дополни-
тельные вирусные элементы, ответственные за 
репликацию [36]. Получают РНК-репликоны 
путем замены структурных генов одноцепо-
чечных РНК-вирусов (например, альфавиру-
сов, флавивирусов, пикорнавирусов) на ген 
целевого антигена при сохранении неструк-
турных генов, которые отвечают за синтез бел-
ков, обеспечивающих репликацию. Основное 
преимущество этого подхода по сравнению 
с  использованием нереплицирующихся мРНК 
заключается в  том, что благодаря самовоспро-
изведению вектора in  vivo наблюдается высо-
кий уровень экспрессии целевого антигена. 
Введение таких векторов запускает иммунный 
ответ, наиболее близкий к таковому в условиях 
естественной инфекции,  — вакцинный вектор 
начинает реплицироваться в  клетке-хозяине, 
образуя двуцепочечные РНК-интермедиаты, 
которые являются лигандом Толл-подобного 
рецептора-3 (TLR-3). Передача сигнала через 
TLR-3 приводит к выработке интерлейкина-12, 
который представляет собой цитокин, вызы-
вающий синтез интерферонов, активирующих 
ответ  Т-хелперов 1, а затем и цитотоксических 

Т-клеток [37]. Однако к  настоящему време-
ни не разработана технология получения та-
ких молекул с  большим выходом, поскольку 
они существенно превосходят по размерам 
нерепли цирующиеся векторы. Помимо про-
чего, РНК-вакцины на основе самовоспро-
изводящегося репликона также подвержены 
ферментативному расщеплению при введении 
в  организм, а  из-за гидрофильной природы 
и высокой молекулярной массы возникает про-
блема эффективной системы доставки в  цито-
плазму клеток [38].

Доставка РНК в  цитоплазму клетки  — не-
обходимое условие синтеза целевого антигена. 
Эта задача решается путем разработки моле-
кул-носителей, которые защищают мРНК от 
быстрой деградации и  доставляют ее в  цито-
плазму без проявления значительного токси-
ческого эффекта. Существуют вирусные и  не-
вирусные системы доставки РНК. Несмотря 
на эффективность вирусных систем в  плане 
доставки нуклеиновых кислот внутрь клетки, 
их применение может быть ограничено в  силу 
возможности возникновения иммунного ответа 
на вирусный вектор [39]. Невирусные спосо-
бы доставки подразумевают ассоциирование 
мРНК с молекулами-переносчиками, а именно 
липидами, полимерами и  пептидами. Все они 
показали перспективность в  доклинических 
и  некоторых клинических исследованиях [40]. 
При разработке полимерных носителей моле-
кул РНК первоначально был успешно исполь-
зован полиэтиленимин, но в  настоящее время 
доступны лишь данные доклинических иссле-
дований с  его применением. Совсем недавно 
разработаны липид-содержащие полимеры, 
названные CARTs (высвобождающие перенос-
чики, изменяющие заряд), которые способны 
доставлять мРНК напрямую в  Т-лимфоциты, 
что делает их весьма перспективными при раз-
работке противоопухолевых препаратов  [41]. 
В  настоящее время наиболее часто приме-
няемым способом доставки мРНК являются 
липидные нано частицы. В  экспериментах на 
лабораторных мышах было показано, что инкап-
сулированная в  липидные наночастицы мРНК 
эффективно транскрибируется in vivo при раз-
личных способах введения в  организм  [42].

В то время как вакцины на основе ну-
клеиновых кислот в  целом демонстрируют 
значительные преимущества перед традици-
онными вакцинами с  точки зрения безопас-
ности, индук ции как B-, так и  T-клеточных 
ответов, мРНК-вакцины обладают преимуще-
ствами по  сравнению с  вакцинами на осно-
ве ДНК [43]. Методологическая проблема, свя-
занная с  ДНК-вак цинами, заключается в  обе-
спечении эффективной доставки в ядро клетки, 
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где происходит транскрипция антигена. Кроме 
того, ДНК-вакцины несут потенциальный риск 
интеграции в геном хозяина, что может приве-
сти к  инсерционному мутагенезу. У  вакцин на 
основе мРНК подобные риски отсутствуют, по-
скольку их воспроизводство происходит в цито-
плазме клетки [44]. Относительно короткий пе-
риод полураспада приводит к временной и бо-
лее контролируемой экспрессии кодируемого 
антигена. Кроме того, мРНК может быть полу-
чена в бесклеточной среде путем транскрипции 
in vitro (IVT), тем самым удается избежать ис-
пользования бактериальных клеток, в  резуль-
тате чего устраняются проблемы, связанные 
с  присутствием примесей молекул штамма-
продуцента. Это обеспечивает простую очист-
ку и  удешевляет производство препарата  [37]. 
Все это делает РНК перспективной платфор-
мой для разработки лекарственных препаратов.

Терапевтические препараты  
на основе нуклеиновых кислот

Секвенирование генома человека и  изуче-
ние роли тех или иных генов в  патогенезе за-
болеваний послужило стимулом для разработки 
терапевтических препаратов на основе нукле-
иновых кислот. Одним из значительных пре-
имуществ препаратов на основе ДНК и  РНК 
перед классическими низкомолекулярными 
лекарственными средствами является их более 
избирательное распознавание молекулярных 
мишеней, что придает их действию строгую 
специфичность. Эти препараты, использо-
ванные как при остром течении заболеваний, 
так и  для их профилактики и  терапии на ран-
ней стадии, способствуют предотвращению 
прогрессирования патологических процессов 
и развитию осложнений. Генная терапия вклю-
чает коррекцию дефектного гена путем введе-
ния и  экспрессии его правильной копии, что 
выражается в  синтезе одного необходимого 
белкового продукта. Точно так же препараты, 
основанные на нуклеиновых кислотах, пред-
назначенные для генетической абляции, пре-
пятствуют экспрессии определенных генов, 
что обеспечивает специфичность контроля за-
болевания. Кроме того, негативные побочные 
эффекты генной терапии могут быть сведены 
к  минимуму по сравнению с  классическими 
фармацевтическими препаратами, которые, как 
правило, менее специфичны и, как следствие, 
оказывают менее выраженное системное дей-
ствие на организм.

За последние несколько десятилетий обще-
принятая концепция о  роли РНК в  обеспе-
чении процесса синтеза белка изменилась, 
теперь считают, что РНК можно применять 

и  в терапевтических целях. Благодаря реа-
лизации двух международных проектов  — 
«Функциональная аннотация генома млекопи-
тающих» (FANTOM) и «Энциклопедия элемен-
тов ДНК» (ENCODE) — было установлено, что 
менее чем 2 % генома млекопитающих отвечает 
за синтез белка, а почти 98 % — транскрибиру-
ется в не кодирующую белок РНК, называемую 
некодирующей РНК (нкРНК), которая играет 
регуляторную роль при реализации молекуляр-
ных и  клеточных функций, контролируя экс-
прессию генов  [45]. нкРНК классифицируется 
на длинную некодирующую РНК (lncRNA), 
короткую некодирующую РНК (sncRNA) 
и трансляционную/структурную РНК, которые 
выполняют разные функции. Было показано, 
что нкРНК влияет на процессы транскрипции, 
трансляции, а  также посттрансляционные мо-
дификации. Некодирующие РНК регулируют 
экспрессию гена как в  норме, так и  при пато-
логии, модулируя развитие и прогрессирование 
заболевания [46]. Характеристика последова-
тельностей, кодирующих нкРНК, и  расшиф-
ровка механизмов их действия может помочь 
в  диагностике заболевания, изучении его раз-
вития и  разработке специфических методов 
терапии. В  силу уникальности механизмов 
действия нкРНК они представляют перспек-
тивные мишени для разработки нового класса 
терапевтических препаратов. Некодирующие 
РНК могут проявлять терапевтический эффект 
при различных заболеваниях путем расщепле-
ния мРНК благодаря присутствию в  составе 
их последовательности антисмысловых олиго-
нуклеотидов, формирования дуплексов с ДНК, 
альтернативного сплайсинга, редактирования 
РНК, модификации хроматина, модуляции 
транскрипции, трансляции, маскирования РНК, 
сайленсинга генов.

Терапевтические препараты на основе ну-
клеиновых кислот включают плазмидные ДНК, 
кодирующие белки для генной терапии, олиго-
нуклеотиды, рибозимы, ДНКзимы, аптамеры  
и небольшие интерферирующие РНК (миРНК). 
Хотя большинство препаратов на основе ну-
клеиновых кислот находятся на ранних ста-
диях клинических испытаний, они являются 
перспективными кандидатами для разработки 
терапевтических препаратов против широ-
кого круга заболеваний, включая онкологи-
ческие, неврологические (такие как болезнь 
Паркинсона и  болезнь Альцгеймера), а  также 
сердечно-сосудистые. Цель генной терапии  — 
достижение долговременной и  эффективной 
экспрессии введенного гена на терапевтиче-
ском уровне. При этом существуют различные 
варианты. Так, можно ввести нормальную ко-
пию мутированного гена, внести изменения 
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в нуклеотидную последовательность или пода-
вить экспрессию гена, ответственного за воз-
никновение заболевания.

Цель введения гена состоит в  восстанов-
лении нормальной клеточной функции путем 
внедрения функционирующей копии гена без 
влияния на мутантный, который будет оста-
ваться в  клетке. Примерами данного подхода 
служат терапия таких заболеваний, как спи-
нальная мышечная атрофия [47], первичные 
иммунодефициты и  др. Например, при болез-
ни Хантингтона клеточная функция теряется 
в  результате накопления дефектного белка. 
В  этом случае подавляют гены с  целью вос-
становления нормальной функции клеток пу-
тем снижения экспрессии мутированного гена 
через РНК-интерференцию. Еще одним под-
ходом генной терапии является редактирова-
ние гена. Хотя для редактирования генома не 
обязательно использование нуклеазы, эффек-
тивность ген-специфического редактирования 
в клетках млекопитающих обычно усиливается 
за счет индукции двуцепочечного разрыва ДНК 
в  сайте-мишени. Выбор одного из механизмов 
репарации ДНК будет определять результат 
редактирования генома. После разрыва ДНК 
может соединяться с негомологичным концом, 
поэтому существует вероятность нокдауна гена. 
В  присутствии экзогенной матрицы функцио-
нального гена репарация ДНК может приве-
сти к  коррекции мутантного гена с  помощью 
гомологичной рекомбинация. Третий потен-
циальный результат  — вставка ДНК-матрицы 
через негомологичное соединение концов, что 
приведет к добавлению нуклеотидной последо-
вательности в  ген [48] (рис.  3).

На сегодняшний день ряд генотерапевти-
ческих препаратов одобрен для применения 

в  Европе и  США. Среди них лицензирован-
ный в  2012  г. Европейским агентством по 
лекарственным средствам (European Medicines 
Agency  — EMA) препарат Glybera для тера-
пии семейного дефицита липопротеинлипа-
зы, основанный на аденоассоциированном 
вирусе [49]. В  2015  г. Управлением по сани-
тарному надзору за качеством пищевых про-
дуктов и  медикаментов США (Food and Drug 
Administration  — FDA) был одобрен препарат 
IMLYGIC, представляющий собой генетиче-
ски модифицированный вирус герпеса типа  1, 
предназначенный для местного лечения не-
операбельных поражений у  пациентов с  мела-
номой. В  2016  г. препарат Strimvelis на основе 
γ-ретровируса для лечения тяжелого комбини-
рованного иммунодефицита, вызванного де-
фицитом аденозин-деаминазы (ADA-SCID), 
получил одобрение EMA [50]. В  2017  г. FDA 
одобрило три генотерапевтических препара-
та. KYMRIAH и  YESCARTA направлены на 
CD19+ Т-лимфоциты и  предназначены для 
терапии лимфомы. KYMRIAH также показан 
для лечения острого лимфобластного лейкоза 
[51,  52]. LUXTURNA  — препарат на осно-
ве рекомбинантного аденоассоциированного 
вируса для терапии наследственной дистро-
фии сетчатки, вызванной мутацией RPE-65 
(IRD-RPE-65)  [53] В  2018 г. FDA был одо-
брен препарат на основе коротких интерфе-
рирующих РНК, инкапсулированных в липид-
ные наночастицы. Препарат предназначен для 
лечения полиневропатий, ассоциированных 
с  наследственным аутосомно-доми нантным 
заболеванием транстиретиновым амилоидо-
зом, которое вызывает поражение перифе-
рической нервной системы и  внутренних  
органов [54].

Рис. 3. Схематическое изображение принципов генной терапии [по 48]

Fig. 3. Schematic representation of the principles of gene therapy [48]
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Заключение

Разработка методов генной инженерии 
и создания рекомбинантных молекул ДНК сти-
мулировали развитие наук о  жизни. Благодаря 
мощным инструментам технологии рекомби-
нантных ДНК, совершенствование которых 
активно продолжается последние десятилетия, 
манипулирование ДНК вошло в обычную прак-
тику. Клонирование генов стало относительно 
простым, что привело к прорыву в понимании 
патогенеза многих заболеваний, способов их 
диагностики, профилактики и  терапии.

Современные методы генной инженерии по-
зволяют получать природные белки в  количе-
ствах, не лимитированных наличием их природ-
ного источника, без использования патогенных 
микроорганизмов. С помощью химерных моле-
кул получают препараты с заданными свойствами.

Большой интерес к созданию препаратов на 
основе ДНК и РНК, наблюдающийся в послед-
ние годы, открывает перспективу разработки не 
только инновационных лекарственных средств 
при лечении различных типов патологии, но 
и  методик устранения причин заболеваний, 
вызванных мутациями генов.

Все описанные методологические подхо-
ды  обладают определенными преимуществами 
и характеризуются некоторыми ограничениями 
в  применении. Выбор платформы для разра-
ботки того или иного лекарственного препара-
та в  большой степени зависит от конкретной 
задачи, стоящей перед исследователем.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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