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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время активно развиваются 

исследования по разработке вакцин на основе 
нуклеиновых кислот (мРНК- и ДНК-вакцин). 
Этот вид вакцин имеет ряд преимуществ по 
сравнению с классическими: живыми, аттену-
ированными и инактивированными. Вакци-
ны на основе нуклеиновых кислот активируют 

ОБЗОРЫ

оба звена иммунитета — как клеточное, так и 
гуморальное. Их можно вводить многократно, 
поскольку они не индуцируют антивекторный 
иммунный ответ. Технология производства та-
ких вакцин не требует работы с опасными па-
тогенами, что значительно облегчает процесс 
их создания и снижает его общую стоимость. А 
возможность быстро и легко заменять целевой 
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Пандемия COVID-19 стала катализатором развития новых направлений в разработке вакцин, 
среди которых особо следует отметить технологии на основе нуклеиновых кислот (ДНК и мРНК). 
К интенсивно развивающейся и перспективной платформе относятся ДНК-вакцины благодаря 
их высокой стабильности при температуре окружающей среды и способности активировать как 
гуморальное, так и клеточное звено иммунитета. Полный цикл создания ДНК-вакцины, который 
включает конструирование плазмидной ДНК, получение штамма-продуцента, ферментацию и 
очистку, занимает 2‒4 недели. Кроме того, технология производства таких вакцин не требует 
работы с опасными патогенами, что значительно облегчает процесс их создания и снижает общую 
стоимость. За более чем 30-летнюю историю стремительного развития технология ДНК-вакцин 
продолжает претерпевать изменения. В настоящее время имеется лицензированная ДНК-вакцина 
для профилактики COVID-19, а множество кандидатных профилактических вакцин против 
вирусных и бактериальных заболеваний находится на стадии клинических испытаний. В обзоре 
освещены не только принципы конструирования плазмидных ДНК-вакцин, но и новые технологии 
получения ДНК-конструкций, такие как миникольцевая ДНК, MIDGE ДНК и DoggyboneTM 
ДНК. Новые типы ДНК-вакцин интересны тем, что они состоят только из самых необходимых 
элементов для активации иммунного ответа. В таких конструкциях полностью отсутствуют 
последовательности, необходимые для наработки плазмидной ДНК в бактериальных клетках — 
например, ген устойчивости к антибиотику. Одна из ключевых проблем в разработке ДНК-вакцины —  
способ ее доставки в клетки-мишени. На данный момент используют разные методы доставки — 
как химические, так и физические, — которые бурно развиваются и уже зарекомендовали себя как 
надежные и эффективные. Характеристики некоторых наиболее перспективных способов также 
представлены в обзоре. 
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Сокращения: BGH (bovine growth hormone) — гормон роста крупного рогатого скота; CMV (cytomegalovirus) —  
цитомегаловирус; MHC (major histocompatibility complex) — главный комплекс гистосовместимости;  
мкДНК — миникольцевая ДНК; РП — родительская плазмида.
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ген в мРНК- или ДНК-вакцине, не меняя саму 
технологию производства, дает возможность 
быстро реагировать на возникновение мутантов 
или новых патогенов. 

ДНК-вакцина представляет собой ген-
но-инженерную конструкцию, которая не-
сет ген белка-иммуногена под контролем эу-
кариотического промотора и после введения  
в клетку обеспечивает синтез целевого антиге-
на, индуцируя специфический иммунный ответ. 
Первое сообщение о возможности синтеза це-
левого белка при внутримышечном (в/м) вве-
дении ДНК появилось в 1990 году. Джон Вольф  
(J. Wolff) с соавт. [1] продемонстрировали, что 
в/м введение мышам “голой” плазмидной ДНК 
с чужеродным геном под контролем цитомегало-
вирусного (CMV) промотора обеспечивало син-
тез соответствующего белка в мышечных тка-
нях. Чуть позже, в 1992 году, Tang D. с соавт. [2] 
показали, что в/м введение плазмид, кодирую-
щих гены гормона роста человека и альфа-1-ан-
титрипсина, индуцирует выработку антител на 
эти белки, преимущественно IgG и IgE. Ulmer J. 
с соавт. [3] обнаружили, что ДНК-конструкции 
могут индуцировать и клеточный иммунный от-
вет, в частности было показано формирование 
цитотоксических лимфоцитов в ответ на в/м 
введение животным плазмидной ДНК, кодиру-
ющей нуклеопротеин вируса гриппа. 

Пандемия COVID-19 стала триггером раз-
вития новых направлений в разработке вак-
цин, среди которых лидерами стали техноло-
гии на основе нуклеиновых кислот, в том числе 
ДНК-вакцины [4]. По данным Всемирной ор-
ганизации здравоохранения (ВОЗ) на 30 марта 
2023 года на разных стадиях клинических испы-
таний находилось 17 ДНК-вакцин, направлен-
ных на борьбу с COVID-19 (https://www.who.int/
publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-
candidate-vaccines). Вакцина ZyCoV-D для про-
филактики COVID-19, разработанная индий-
ской компанией “Zydus Lifesciences Limited”, 
стала первой в мире ДНК-вакциной, одобрен-
ной для применения на человеке [5‒8].

В настоящее время ведутся разработки 
ДНК-вакцин не только для профилактики ин-
фекционных болезней, но и для терапии онко-
логических заболеваний [9, 10].

Интерес к технологии ДНК-вакцин повлек 
за собой разработку новых подходов их дизай-
на, способов доставки, методов исследования 
иммунного ответа, а также необходимость ре-
гулирования качества и безопасности прове-
дения клинических испытаний. Так, в 2005 

году ВОЗ разработала “Руководство по обе-
спечению качества и доклинической оценки 
безопасности ДНК-вакцин” (WHO. Guidelines 
for Assuring the Quality, Safety, and Efficacy of 
DNA Vaccines, 2007; https://cdn.who.int/media/
docs/default-source/biologicals/vaccine-quality/
guidelines-for-assuring-the-quality-and-non-
clinical-safety-evaluation-of-dna-vaccines70ee1b3e-
88a6-40af-8989-fbff8304a377.pdf?sfvrsn=521ee5
91_1&download=true), которое на основе но-
вых исследований было дополнено в 2020 году 
[11, 12]. Внесенные изменения сосредоточе-
ны на таких аспектах, как контроль производ-
ства, требования к доклиническим и клиниче-
ским испытаниям, а также на предоставлении 
информации, которая может потребоваться 
национальным регулирующим органам для 
утверждения клинических испытаний и лицен-
зирования [13]. На данный момент Управлени-
ем по санитарному надзору за качеством пи-
щевых продуктов и медикаментов США (Food 
and Drug Administration, FDA) одобрено четыре 
ДНК-вакцины для использования в ветерина-
рии [14]. Это ДНК-вакцина против лихорадки 
Западного Нила для лошадей RECOMBITEK® 
Equine West Nile Virus (“MERIAL Ltd.”, США); 
вакцина против инфекционного гематопоэ-
тического некроза Apex-IHN®, производимая 
“Novartis” (Швейцария), лицензированная для 
использования на рыбах семейства Salmonidae; 
коммерческая плазмидная ДНК LifeTideSW5®, 
несущая последовательность соматолиберина, 
применяемая для повышения продуктивности 
свиноматок; и одобренная Министерством сель-
ского хозяйства США (United States Department 
of Agriculture, USDA) первая терапевтическая 
вакцина для лечения злокачественных опухолей 
Oncept® (“Boehringer Ingelheim Animal Health 
USA Inc.”, США), предназначенная для собак с 
меланомой полости рта [15].

В обзоре рассмотрены известные на настоя-
щий момент типы ДНК-вакцин, технологии их 
конструирования, а также способы доставки.

ОБЩИЕ ПРИНЦИПЫ ДИЗАЙНА  
ДНК-ВАКЦИН

Чаще всего в качестве ДНК-вакцин исполь-
зуют плазмиды, которые представляют собой 
кольцевую двухцепочечную ДНК, содержащую 
последовательности, необходимые для ее ре-
пликации и экспрессии целевого гена как в 
бактериальных клетках, так и in vivo в клетках 
млекопитающих. Классическая ДНК-вакцина 
содержит следующие структурные элементы: 
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целевой ген под контролем эукариотического 
промотора, точку начала репликации (ориджин 
репликации, ori), сигнал полиаденилирования, 
а также сайты узнавания эндонуклеазами ре-
стрикции для генно-инженерных манипуляций 
и ген устойчивости к антибиотику в качестве 
селективного маркера [4] (рис. 1). 

В ДНК-вакцинах наиболее часто используют 
промотор CMV человека, так как он обеспечи-
вает высокие уровни синтеза антигена в различ-
ных клетках организма [16, 17]. Однако вирус-
ные промоторы быстро инактивируются из-за 
гиперметилирования, что приводит к подавле-
нию экспрессии контролируемых ими трансге-
нов [18]. 

Для преодоления этих проблем были разра-
ботаны гибридные промоторы (например, ком-
бинация промотора CMV и промотора факто-
ра элонгации-1α человека), что предотвращает 
дезактивацию, вызванную сайленсингом генов 
как на уровне транскрипции, так и на уровне 
трансляции [4, 19]. Кроме того, используют про-
моторы, специфичные для определенного типа 
клеток, — например, когда необходимо огра-
ничить экспрессию антигена или генетических 
адъювантов антигенпрезентирующими клетка-
ми [4].

Как правило, на 5ʹ- и 3ʹ-концах целевого гена 
находятся некодирующие участки, отвечающие 
за регуляцию экспрессии закодированного в 
ДНК-вакцине антигена [20]. Для повышения 
экспрессии целевого гена в этих некодирующих 
областях можно размещать энхансер [21]. Кроме 

того, вставка некоторых тканеспецифичных по-
следовательностей, связывающих фактор транс-
крипции, в последовательность плазмидной 
ДНК может приводить к ее тканеспецифичному 
ядерному импорту [4, 22].

Один из факторов, влияющий на имму-
ногенность вакцины, — скорость трансляции 
мРНК, синтезированной с вакцинной ДНК. 
Для повышения эффективности трансляции 
используют такой прием, как оптимизация ко-
донов, то есть изменение нуклеотидной после-
довательности без изменения аминокислотной 
последовательности кодируемого белка. Дело в 
том, что кодоны, используемые патогенами, ча-
сто отличаются от кодонов хозяина (человека), 
поэтому обычно требуется их оптимизация — 
для достижения наиболее эффективного синте-
за целевого антигена в клетках организма. 

В исследованиях на мышиных моделях по-
казано, что оптимизация состава кодонов целе-
вого гена обычно приводит к усилению ответов 
Т-клеток CD8+ и росту титров нейтрализую-
щих антител [23, 24]. Однако это не всегда так. 
Dobaño C. с соавт. [25] обнаружили, что in vitro 
экспрессия кодоноптимизированного гена, ко-
дирующего белок циркумспорозоит (CSP) ма-
лярийного паразита Plasmodium yoelii грызунов, 
была ниже, чем неоптимизированного, и усиле-
ния гуморального ответа при ДНК-иммуниза-
ции не было. А Varaldo P. и др. [26] сообщали, 
что оптимизация кодонов, приводящая к увели-
чению синтеза антигена, не влияла на уровень 
иммунного ответа. Это может быть связано с 
тем, что возникшее при оптимизации кодонов 
чрезвычайно высокое или низкое содержание 
GC-пар приводит к изменениям вторичной 
структуры мРНК, что приводит к замедлению 
трансляции и снижению продукции белка. Од-
нако высокая скорость трансляции не всегда по-
лезна, так как для правильного и эффективного 
фолдинга некоторых белков требуется низкая 
скорость трансляции [27]. Именно поэтому оп-
тимизацию кодонов в открытой рамке считыва-
ния необходимо контролировать для обеспече-
ния оптимальной скорости и высокой точности 
трансляции [28].

В состав плазмидной ДНК также можно вво-
дить модификации, приводящие к стимуляции 
иммунного ответа. Например, часто использу-
ют стратегию ввода CpG-мотивов в ДНК-кон-
струкции. Известно, что эти мотивы у бактерий 
и ДНК-вирусов неметилированы. В организме 
человека и высших приматов, наоборот, цито-
зин в составе большинства CpG-динуклеотидов 
содержит метильную группу. В связи с этим не-

Плазмидная
ДНК

Промотор

Ориджин
репликации

Сайты
рестрикции

Целевой
генКарта

плазмидной ДНК

Ген устойчивости
к антибиотику

Сигнал
полиаденилирования

Рис. 1. Схематическое изображение плазмидной 
ДНК-вакцины.
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метилированные CpG-мотивы воспринимаются 
человеческим организмом как патогенассоции-
рованные молекулярные паттерны. Наличие 
CpG-мотивов считается своего рода эволюци-
онной адаптацией для усиления врожденного 
иммунитета на бактериальную инфекцию. При-
сутствие CpG-мотивов в составе ДНК-вакцины 
приводит к усилению как пролиферации B-кле-
ток, так и экспрессии костимулирующих мо-
лекул главного комплекса гистосовместимости 
(MHC) класса II, однако эти мотивы не являют-
ся антигенспецифичными [29]. 

При дизайне ДНК-вакцины важно изба-
виться от сайтов рестрикции в последователь-
ности антигена и от цис-факторов, влияющих 
на процесс синтеза белка, — таких как Rho-не-
зависимые терминаторы транскрипции. В иде-
але плазмидная ДНК в качестве вакцинной 
конструкции — это молекула, устойчивая к 
разрывам, перегруппировкам, денатурации во 
время ферментации, экстракции и последую-
щей очистки. Необычные последовательности 
ДНК, такие как участки гомопурин-гомопири-
мидиновых трактов в сверхспиральной ДНК, 
инвертированные или прямые повторы, мо-
гут приводить к структурной нестабильности 
плазмиды. Палиндромные последовательности 
также относятся к факторам нестабильности и 
могут приводить к уменьшению числа копий 
плазмидной ДНК в клетке. АТ-богатые участки 
и крестообразные структуры увеличивают ча-
стоту разрывов в плазмиде, тогда как Chi-сай-
ты опосредуют мультимеризацию плазмидной 
ДНК [30].

Помимо процессов, связанных с синтезом 
антигена, на иммунный ответ может влиять 
локализация и накопление белка в клетке. Для 
регулирования этого процесса в антигенкодиру-
ющий участок плазмидной ДНК вводят последо-
вательность, кодирующую сигнальный пептид, 
обычно на N-конце белка, что определяет его 
локализацию в клетке или секрецию во внекле-
точное пространство. Сигнальные пептиды, как 
правило, имеют следующую структуру: короткий 
положительно заряженный N-концевой участок 
(n-участок); центральная гидрофобная область 
(h-область) и более полярная C-концевая об-
ласть (с-область), содержащая сайт, который 
расщепляется специальным ферментом — сиг-
нальной пептидазой, после того как сигнальный 
пептид выполнит свою функцию [31‒34]. Часто 
для усиления иммуногенности ДНК-вакцин, 
кодирующих Т-клеточные иммуногены, в каче-
стве сигнальных пептидов используется N-кон-
цевой убиквитин или С-концевой тирозиновый 

мотив LAMP-1. Последовательность, содер-
жащая N-концевой убиквитин, обеспечивает 
нацеливание иммуногена в протеасому для его 
процессинга и презентации высвободившихся 
пептидов по пути MHC I класса CD8+ T-лим-
фоцитам. Последовательность, содержащая 
С-концевой тирозиновый мотив LAMP-1, обе-
спечивает нацеливание иммуногена в лизосому 
для его процессинга и презентации высвободив-
шихся пептидов по пути MHC II класса CD4+ 
T-лимфоцитам [35].

Итак, после попадания ДНК-вакцины в 
клетку происходит синтез целевого иммуно-
гена, который затем может либо оставаться 
в клетке и расщепляться на более короткие 
фрагменты (например, в протеасоме), либо 
секретироваться из клетки (рис. 2). При ло-
кализации белка-иммуногена внутри клетки 
преимущественно активируется клеточный 
иммунный ответ. В активации клеточного им-
мунного ответа, то есть в распознавании анти-
гена Т-клетками, участвуют молекулы MHC. 
Молекулы MHC класса I связывают пептиды 
размером 8‒10 а.о., образующиеся при дегра-
дации внутриклеточных белков. Молекулы же 
MHC класса II связывают пептиды размером 
~15 а.о. внутри- и внеклеточного происхожде-
ния. Компоненты MHC класса I связываются с 
пептидами в просвете эндоплазматического ре-
тикулума. Далее образующийся комплекс MHC I‒ 
пептид транспортируется к клеточной мембра-
не, презентируется на поверхности клетки и 
распознается CD8+ Т-клетками [36]. MHC клас-
са II в составе везикулы сливается с лизосомой, 
которая несет короткие пептидные фрагменты 
целевого белка. Затем образующийся комплекс 
MHC II‒пептид также транспортируется к кле-
точной мембране, презентируется на поверхно-
сти клетки и распознается CD4+ Т-клетками, 
которые важны для индукции специфических 
CD8+ Т-клеточных и гуморальных ответов.

В случае, когда целевой белок секретируется 
из клетки, он может либо связываться с рецеп-
торами B-клеток и активировать гуморальный 
иммунный ответ, либо напрямую связываться 
с молекулами MHC класса II, расположенными 
на поверхности клеток, и запускать T-клеточное 
звено иммунного ответа [31, 37]. Таким образом, 
с помощью сигнальных пептидов можно регу-
лировать локализацию целевого иммуногена и 
влиять на активацию того или иного звена им-
мунитета. 

Следующий элемент ДНК-вакцины — сигнал 
полиаденилирования, поли(А), который необхо-
дим для правильной терминации транскрипции, 
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стабилизации транскриптов мРНК и экспорта 
мРНК из ядра [19]. Сигнал полиаденилирова-
ния представляет собой гексамер, чаще всего 
AAUAAA, расположенный за 20‒30 нуклеоти-
дов до 3'-конца мРНК. Консенсусную последо-
вательность гексамера можно представить как 
NNUANA, ее варианты: AAUAAA, A(U/G)UAAA 
и UAUAAA — присутствуют в 79 % мРНК [38]. 
Последовательность полиаденилирования, ис-
пользуемая в ДНК-вакцине, может оказывать 
существенное влияние на экспрессию антигена. 
Например, продемонстрировано, что поли(А) 
мРНК SV40 менее эффективна, чем β-глобина 
кролика и гормона роста крупного рогатого ско-
та (bovine growth hormone, BGH), а при введении 
второго энхансера SV40, после поли(А) SV40, 
экспрессия целевого гена усиливалась до уров-
ня, сравнимого с другими сигналами [39]. Та-
ким образом, энхансерные последовательности, 
встроенные не только в районе промотора, но 
и в область сигнала полиаденилирования могут 

положительно влиять на экспрессию антигена и, 
как следствие, на стимуляцию иммунного ответа.

Если стоит задача экспрессировать несколь-
ко генов (например, при разработке мультива-
лентных ДНК-вакцин или экспрессии генети-
ческого адъюванта в сочетании с трансгеном), 
то можно использовать следующие стратегии. 
Первая заключается в использовании разных 
кассет экспрессии с отдельными промотора-
ми для каждого гена (независимая экспрессия 
нескольких трансгенов). Вторая — в использо-
вании бицистронных/мультицистронных век-
торов с одним промотором для экспрессии не-
скольких генов, которые разделены элементами 
внутреннего сайта посадки рибосомы (IRES). 
Третья стратегия заключается в использовании 
сайтов гидролиза в целевом белке, последова-
тельность которых в плазмидной ДНК распо-
лагается между генами вместо сайтов посадки 
рибосомы. Впоследствии сайты распознаются  
и расщепляются эндогенной протеазой [4].

Рис. 2. Схема активации гуморального и клеточного иммунитета в ответ на введение ДНК-вакцины. Обозначения: 
пДНК — плазмидная ДНК (здесь и далее на рисунках); CTL (сytotoxic T cells) — цитотоксические Т-лимфоциты.
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Помимо тех элементов, о которых было ска-
зано выше, плазмидная ДНК еще, как правило, 
несет ген устойчивости к антибиотику, который 
играет роль селективного маркера. Также он 
облегчает наработку плазмид в бактериальных 
культурах [19]. Однако чаще всего наличие генов 
устойчивости к антибиотикам, а также регуля-
торных областей, работающих в бактериальных 
клетках, становится проблемой при использо-
вании плазмидных ДНК в качестве вакцинных 
конструкций [40, 41].

В последнее время появились системы, 
позволяющие не использовать устойчивость  
к антибиотикам [42]. Это довольно привлека-
тельная стратегия селективного отбора бактери-
альных клонов, так как проблема антибиотико-
резистентности с каждым годом становится все 
острее. Полное отсутствие генов устойчивости  
к антибиотикам ‒единственный способ гаранти-
ровать нераспространение в окружающей среде 
антибиотикорезистентных микроорганизмов. 
Различные типы таких систем классифицирова-
ны по механизму действия, а именно: системы, 
основанные на “постсегрегационном убийстве” 
(post-segregational killing, PSK), РНК-интер-
ференции, хромосомной интеграции и других 
процессах. Суть всех этих механизмов похожа: 
в случае захвата плазмидной ДНК бактериаль-
ная клетка размножается, в противном случае —  
нет. Более подробно с процессами селекции 
без антибиотика можно ознакомиться в работах  
[43, 44].

На уровень иммуногенности ДНК-вакцины 
также можно влиять с помощью адъювантов. Это 
могут быть давно известные своими иммуности-
мулирующими свойствами соли алюминия [45], 
но чаще используют цитокины и сигнальные 
молекулы. Особенность адъювантов, применя-
емых для ДНК-вакцин, заключается в том, что 
они могут быть доставлены непосредственно  
в составе вакцины либо на отдельной экспрес-
сионной плазмидной ДНК. Молекулы адъю-
ванта экспрессируются либо с полноразмерных 
генов цитокинов или сигнальных молекул, либо  
с их фрагментов. В результате провоспалитель-
ные цитокины синтезируются в области введения 
иммуногена. Кроме того, в качестве адъювантов 
могут быть использованы компоненты системы 
комплемента, домены агрегации белков, хемоки-
ны или костимулирующие молекулы [46].

Таким образом, приступая к разработке пре-
парата ДНК-вакцины, необходимо учитывать 
все перечисленные факторы, влияющие на ее 
иммунологическую эффективность. Но в любом 
случае эффективность каждой генно-инженер-

ной конструкции как вакцины можно оценить 
только экспериментально. 

ТИПЫ ДНК-ВАКЦИН

Плазмидные ДНК-вакцины

В настоящее время, несмотря на появ-
ление новых методик получения вакцинных 
ДНК-конструкций, плазмидные ДНК-вакцины 
все еще занимают лидирующие позиции. Один 
из успешных примеров — одобренная для ис-
пользования на людях вакцина ZyCoV-D, соз-
данная компанией “Cadila Healthcare Limited” 
(Индия) и направленная на борьбу с COVID-19. 
В плазмидной ДНК-вакцине ZyCoV-D содер-
жится ген, кодирующий полноразмерный кодо-
ноптимизированный гликопротеин белка шипа 
(S) SARS-CoV-2 с сигнальной последователь-
ностью IgE. Эффективность конструкции была 
продемонстрирована на трех видах животных: 
мышах, морских свинках и кроликах [47], — 
после чего прошла все три фазы клинических 
испытаний [6, 48]. Используемый в вакцине 
вектор pVAX1 представляет собой плазмиду раз-
мером 3 т.п.н., которая сконструирована путем 
модификации вектора pcDNA™3.1 и содержит 
следующие элементы: ранний CMV-промотор 
для высокого уровня экспрессии антигена в ши-
роком спектре клеток млекопитающих, сигнал 
полиаденилирования BGH для эффективной 
терминации транскрипции и полиаденилирова-
ния мРНК, ген устойчивости к канамицину для 
селекции в Escherichia coli и уникальные сай-
ты узнавания эндонуклеазами рестрикции для 
клонирования генов в составе вектора (https://
www.thermofisher.com/order/catalog/product/
V26020?SID=srch-srp-V26020).

Помимо рассмотренного примера, в на-
стоящее время активно исследуют более 80 ва-
риантов ДНК-вакцин на основе плазмидной 
ДНК. Основные преимущества плазмидных 
ДНК-вакцин заключаются в способности акти-
вировать как гуморальное, так и клеточное зве-
но иммунитета, быстрота и масштабируемость 
производства; однако, как отмечено выше, 
плазмидные ДНК-вакцины несут ген устойчи-
вости к антибиотику, что может быть ограниче-
нием для массового применения из-за возмож-
ной передачи гена антибиотикорезистентности 
микрофлоре человека. 

Разработаны и новые перспективные плат-
формы для быстрого получения ДНК-вак-
цин: миникольцевая ДНК, MIDGE ДНК и 
DoggyboneTM ДНК. Эти технологии обладают 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/V26020?SID=srch-srp-V26020
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/V26020?SID=srch-srp-V26020
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/V26020?SID=srch-srp-V26020
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рядом преимуществ по сравнению с плазмид-
ными ДНК, основные из которых следующие: 
целевой продукт содержит только интересую-
щие последовательности и не несет бактериаль-
ных элементов, гена устойчивости к антибиоти-
кам и остатков бактериальной культуры [49, 50].

Миникольцевая ДНК-вакцина 

Миникольцевая ДНК-вакцина (мкДНК) 
представляет собой кольцевую молекулу ДНК, 
которая разработана с учетом несовершенств 
плазмидной ДНК. В мкДНК отсутствуют бак-
териальные последовательности, а именно ген 
устойчивости к антибиотику и бактериальный 
ориджин репликации; содержатся только эука-
риотический промотор и целевой ген. Синтез 
мкДНК начинается с плазмидной ДНК, назы-
ваемой родительской плазмидой (РП), которая 
содержит специфические последовательности —  
сайты рекомбинации, такие как att, loxP, MRS 
или attP/attB. РП может быть трансформиро-
вана в мкДНК и миниплазмиду с помощью 
сайт-специфических рекомбиназ, таких как 
Phage λ integrase, Phage P1 Cre recombinase, ParA 
resolvase, PhiC31 integrase/I-SceI [51]. Заметим, 
что миниплазмида, полученная в результате 
процесса рекомбинации, содержит последова-
тельность, узнаваемую эндонуклеазой рестрик-
ции, что впоследствии приводит к деградации 
миниплазмиды (рис. 3).

Наиболее популярна система с использова-
нием интегразы бактериофага phiC31 совместно 
с эндонуклеазой рестрикции I-SceI. Сериновая 
рекомбиназа C31 опосредует однонаправлен-
ную рекомбинацию между сайтами связывания 
attP/attB, в то время как эндонуклеаза I-SceI 
расщепляет молекулы миниплазмиды и РП, не 
подвергшейся рекомбинации. Гены обоих фер-
ментов должны быть закодированы в геноме 
бактерии, которая используется для наработки 
мкДНК; как правило, это E. coli [52, 53]. 

Учитывая, что мкДНК намного меньше плаз-
мидной ДНК и поэтому может проникать в ядро 
гораздо эффективнее, логично предполагать, 
что это приведет и к более высокому уровню 
экспрессии. Кроме того, удаление всех бакте-
риальных последовательностей из плазмидного 
вектора, включая любые гены устойчивости к ан-
тибиотикам, обеспечивает безопасность мкДНК.  
Сообщалось о том, что мкДНК обеспечивает 
пролонгированную экспрессию трансгена in vivo 
[54], а также повышенную стабильность в сыво-
ротке [55]. 

Использование этого типа конструкций  
в качестве терапевтического агента оказалось 
намного эффективнее в сравнении с плазмид-
ной ДНК [52, 56–59]. Так, например, при вве-
дении мкДНК мышам регистрировали высо-
кий уровень экспрессии человеческого фактора 
свертывания крови IX (FIX) в течение 7 недель: 
резкий подъем на второй день после введения 
мкДНК с плавным снижением в последующие 
3 недели [40]. 

В связи с тем что молекулы мкДНК синте-
зируются in vivo в E. coli — путем индукции вну-
тримолекулярной рекомбинации РП, — встает 
вопрос их очистки от других ДНК, в частности 
от остаточной нерекомбинированной РП с со-
ответствующими топоизомерами. И экспери-
ментально решить его непросто. Дело в том, что 
мкДНК и все варианты оставшейся РП облада-
ют схожими физико-химическими свойствами. 
Кроме того, размеры мкДНК и миниплазмид 
обычно сходны. Эффективность процесса ре-
комбинации особенно важна в этом контексте, 
так как 100 %-ная рекомбинация РП предотвра-
щает контаминацию мкДНК [60].

MIDGE ДНК

MIDGE ДНК (аббревиатура от Minimalistic 
Immunogenically Defined Gene Expression) пред-
ставляет собой линейную двухцепочечную 
ДНК, состоящую из промотора, целевого гена 
и РНК-стабилизирующих последовательностей, 
которые в свою очередь окружены двумя корот-
кими олигонуклеотидными последовательно-
стями в виде шпилек, образующих ковалентно 
замкнутую молекулу в форме гантели. Такой 
подход к конструированию ДНК-вакцин позво-
ляет свести некодирующую часть целевого гена к 
минимуму [61‒63] (рис. 4). Технология получения 
таких конструкций состоит из нескольких эта-
пов: 1) наработка плазмидной ДНК, содержащей  
в своем составе экспрессионную кассету, флан-
кированную сайтами узнавания эндонуклеаз 
рестрикции; 2) обработка плазмидной ДНК эн-

Рис. 3. Технология получения миникольцевой ДНК.
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донуклеазой рестрикции с образованием одноце-
почечных липких концов; 3) лигирование липких 
концов экспрессионной кассеты с заранее син-
тезированными олигонуклеотидами, формирую-
щими шпилечную структуру; 4) очистка линей-
ной ДНК от побочных продуктов [62].

Среди преимуществ MIDGE ДНК-кон-
струкций можно выделить их маленький размер  
и линейность молекулы ДНК, что позволяет из-
бежать свертывания и дает конформационно од-
нородный конечный продукт. Кроме того, кон-
цы векторов MIDGE доступны для химических 
модификаций, что дает возможность связывать 
пептиды, белки, сахара или другие молекулы 
ДНК [63]. Эта технология позволяет получать 
целевой продукт полностью in vitro, что значи-
тельно облегчает процесс очистки [49, 50]. Век-
торы MIDGE успешно применяли в нескольких 
исследованиях в качестве экспериментальных 
ДНК-вакцин. Вот некоторые примеры таких ис-
следований: а) использование ДНК-конструк-
ции, кодирующей гликопротеин gp140 вируса 
иммунодефицита кошек (FIV) [64]; б) использо-
вание векторов MIDGE, кодирующих гликопро-
теин D герпесвируса-1 крупного рогатого скота 
[65]; в) исследование векторов MIDGE, содержа-
щих ген поверхностного антигена вируса гепати-
та В (HBsAg) [61]. В этих работах показано, что 
использование таких ДНК-конструкций при-
водит к расширенной и стабильной экспрессии 
целевого гена. Однако основным ограничением 

технологии может быть быстрое выведение целе-
вой MIDGE ДНК. Так, Nele Galling с соавт. [66] 
показали, что через 6 ч после введения MIDGE-
CMVhTNF наблюдалось быстрое снижение ее 
содержания в опухолевой ткани.

DoggyboneTM ДНК 

DoggyboneTM ДНК (dbDNATM) — еще одна 
технология получения минималистичных 
ДНК-конструкций, разработанная британской 
биотехнологической компанией “Touchlight”. 
Эта технология заключается в ферментативной 
амплификации плазмидной ДНК, содержащей 
экспрессионную кассету, фланкированную по-
вторами telRL, in vitro с использованием двух 
ферментов: высокопроцессивной ДНК-полиме-
разы (как правило, Phi29), осуществляющей ам-
плификацию ДНК-матрицы в конкатамеры по 
типу катящегося кольца, и протеломеразы (TelN 
из бактериофага N15), которая при узнавании 
специфических сайтов telRL катализирует ре-
акцию расщепления в месте соединения кон-
катамеров. В результате получаются линейные 
молекулы с ковалентно замкнутыми концами 
(рис. 5). Полученная ДНК полностью функцио-
нальна, стабильна и содержит только необходи-
мые последовательности, включая целевой ан-
тиген, промотор и сигнал полиаденилирования; 
бактериальные же последовательности пол
ностью отсутствуют [4, 67]. В качестве матрицы 

Рис. 4. Технология получения MIDGE ДНК.
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для ферментативного синтеза dbDNATM могут 
выступать плазмидные ДНК, которые содержат 
нуклеотидные последовательности антигена, 
промотора, сигнала полиаденилирования и дру-
гих регуляторных областей, фланкированные 
последовательностями telRL. Фермент проте-
ломераза узнает палиндромные последователь-
ности telRL и катализирует реакции расщепле-
ния‒соединения. За счет работы протеломеразы 
TelN конструкции dbDNATM имеют необычный 
вид линейной, замкнутой молекулы ДНК, на-
поминающей “собачью кость” [4]. Так же, как 
и MIDGE ДНК, эта технология позволяет по-
лучать целевой продукт полностью in vitro, что 
значительно облегчает процесс очистки [49, 50].

В экспериментах на лабораторных животных 
продемонстрирована эффективность конструк-
ции DoggyboneTM ДНК против таких патогенов, 
как вирусы гриппа, иммунодефицита человека и 
папилломы человека [68‒70]. Так, Scott V. с со-
авт. [68] показали, что использование dbDNATM 

конструкций активирует как гуморальный, так 
и клеточный иммунитет против вируса гриппа, 
сравнимый с ответами на плазмидную ДНК. А 
Mucker Е. и др. [71] сравнили у сирийских хомя-
ков иммунный ответ, индуцированный введени-
ем конструкции dbDNATM и плазмидной ДНК, 
которые кодировали S-белок SARS-CoV-2, и не 
обнаружили статистически значимых различий 
в их иммуногенности, из чего сделали вывод о 
сопоставимой эффективности этих подходов. 

СПОСОБЫ ДОСТАВКИ ДНК-ВАКЦИН

Один из факторов, играющих ключевую роль 
в эффективности ДНК-вакцин, — надежность 
и безопасность способа доставки, обеспечива-
ющего высокий уровень проникновения нукле-
иновых кислот в клетки-мишени. Как правило, 
системы доставки нуклеиновых кислот под-
разделяют на вирусные и невирусные (рис. 6). 
Невирусные способы доставки, в свою очередь, 
подразделяют на физические и химические.

В этом обзоре мы не акцентируем внимание 
на вирусных системах доставки, которые хоро-
шо изучены и подробно описаны [72–75].

Химические способы доставки ДНК-вакцин

Химические методы доставки основаны на 
способности отрицательно заряженных молекул 
нуклеиновой кислоты связываться с положи-
тельно заряженными молекулами, используемы-
ми в качестве средства доставки. Это позволяет 
создавать компактные и прочные структуры 
(наночастицы), которые могут преодолевать 
тканевые и клеточные барьеры для успешной 
доставки нуклеиновой кислоты в клетку. На-
ночастицы обеспечивают защиту нуклеиновых 
кислот от деградации в условиях окружающей 
среды во время транспортировки к клеткам-ми-
шеням. По сравнению с вирусными векторами 
наночастицы обеспечивают более высокий уро-

Рис. 5. Технология получения DoggyboneTM ДНК.
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вень безопасности; их размер находится в диа-
пазоне 10–500 нм, что позволяет им проникать 
в клетки. Варьируя состав наночастиц, можно 
изменять их биосовместимость и биоразлагае-
мость. Системы доставки с использованием на-
ночастиц имеют преимущества с точки зрения 
дизайна и получения, поскольку, по сравнению 
с вирусными векторами, их легче разрабатывать 
и модифицировать [76].

Липидные наночастицы

Самый распространенный и охарактеризо-
ванный химический способ доставки мРНК- и 
ДНК-вакцин основан на использовании ли-
посом [76, 77]. Технология получения липо-
сом была использована компаниями “Pfizer” 
(США) и “Moderna Inc.” (США) для упаковки 
мРНК-вакцин против COVID-19, которые были 
одобрены к применению у людей [78]. Липосо-
мы представляют собой катионные наночасти-
цы, состоящие из холестерина, фосфолипидов 
и других липидов, которые в определенном со-
отношении способны связывать и инкапсулиро-
вать нуклеиновую кислоту, обеспечивая эффек-
тивную защиту и транспортировку мРНК или 
ДНК в клетки [79‒81]. Высокая эффективность 
трансфекции липосом и систем доставки на ос-
нове липидов обычно объясняют их совмести-
мостью с липидными бислоями, образующими 

клеточную мембрану, что облегчает проникно-
вение в клетку [82]. 

На протяжении долгих лет идут исследо-
вания по улучшению состава липидов. Одна 
из таких разработок названа “ниосомой”. Эта 
липосома состоит из холестерина или холесте-
ринподобных молекул и неионогенных поверх-
ностноактивных веществ, которые образуют 
высокостабильные двухслойные везикулы, за-
щищенные от окисления [83, 84]. Было показа-
но, что стабильность ниосом повышается при 
присоединении линейных полимеров маннозы 
к поверхности частиц, что одновременно делает 
возможной адресную доставку к антигенпрезен-
тирующим клеткам [85]. Продемонстрирована 
возможность использования ниосом в качестве 
носителей ДНК-вакцины против гепатита В для 
местного эпидермального введения [86]. Кроме 
того, показано, что введение ниосом в организм 
с помощью полых микроигл для эпидермальной 
вакцинации вызывало гуморальный и клеточ-
ный иммунные ответы на антиген, закодиро-
ванный в ДНК-вакцине [87].

Несмотря на высокую популярность, липо-
сомы имеют ряд недостатков, среди которых 
высокая стоимость, необходимость соблюдения 
холодовой цепи для хранения готового продук-
та, быстрое выведение из организма и индукция 
иммуностимулирующих реакций [88].

Рис. 6. Способы доставки ДНК-вакцин.
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Полимерные наночастицы

Полимерные наночастицы также широко ис-
пользуют для доставки ДНК— и мРНК-вакцин 
благодаря их универсальности, безопасности, а 
также способности усиливать иммунный ответ 
[89]. Однако в сравнении с липидами они имеют 
ряд дополнительных ограничений и, прежде все-
го, это затрудненное биоразложение полимеров, 
связанное с их большой молекулярной массой. 
Скорость высвобождения нуклеиновой кисло-
ты из полимерных наночастиц можно контро-
лировать дизайном их химической структуры —  
таким образом, чтобы поведение частицы регу-
лировалось составом окружающей среды. На-
пример, рН-стимулируемая система контроля 
включает структуру, которая обеспечивает про-
никновение за счет диссоциации различных по-
верхностных лигандов при изменении рН. Бла-
годаря возможности модификации и изменения 
химических и биологических свойств полимер-
ные наночастицы находят широкое применение 
в различных областях [90]. Кратко рассмотрим 
некоторые из них.

Хитозан — широко распространенный по-
лисахарид, который представляет собой био-
совместимый, биоразлагаемый, практически 
нетоксичный полимер, подходящий для био-
медицинских применений [91‒93]. Хитозан 
подходит для доставки ДНК-вакцин благодаря 
своей катионной природе, позволяющей элек-
тростатически связываться с анионной структу-
рой ДНК. В результате образуются комплексы 
полимер‒ДНК, которые обеспечивают защиту 
ДНК от деградации ферментами. Хитозан так-
же инертное и гипоаллергенное соединение,  
с благоприятными мукоадгезивными свойства-
ми, облегчающими вакцинацию через слизи-
стые оболочки [76, 92, 93]. 

Несмотря на уникальные физико-химиче-
ские и биологические свойства, хитозан пока не 
нашел широкого применения в клинике из-за 
его низкой растворимости [38, 39]. Однако для 
решения этих проблем уже разработаны раз-
личные методы его модификации [40, 41]. Сво-
бодные амино- и гидроксильные группы были 
использованы для создания широкого спектра 
производных хитозана с улучшенной раствори-
мостью, основанной на его высоком сродстве 
с функциональными белками и способности  
к самосборке [43, 94, 95].

Исследования наночастиц на основе хито-
зана шли на протяжении многих лет и привели  
к многочисленным разработкам, включая по-
тенциальную терапевтическую ДНК-вакцину 

против папилломовирусной инфекции чело-
века, а также ДНК-вакцины против вирусного 
миокардита и других заболеваний млекопитаю-
щих [76]. 

Полиэтиленимин (PEI) считается универ-
сальным материалом со свойствами, завися-
щими от молекулярной массы и степени раз-
ветвления [96]. PEI с высокой молекулярной 
массой обычно имеет разветвленную структуру, 
что приводит к более высокой эффективности 
трансфекции, но и к более высокой цитоток-
сичности. И наоборот, PEI с низкой молекуляр-
ной массой, особенно с линейной структурой, 
обладает меньшим поверхностным зарядом, что 
снижает его клеточную токсичность. Однако 
из-за неспособности образовывать стабильные 
структуры с ДНК и защищать ее от воздействия 
ферментов и агрессивных биологических сред 
низкомолекулярный PEI характеризуется низ-
кой эффективностью трансфекции. Для повы-
шения эффективности трансфекции и мини-
мизации токсичности применяют различные 
модификации, такие как конъюгация развет-
вленных PEI с высокой молекулярной массой 
с полисахаридами, гидрофильными полимера-
ми, дисульфидными мостиками и липидными 
остатками [97]. Так, Torrieri-Dramard L. и др. 
[98] продемонстрировали, что иммунизация 
мышей ДНК, кодирующей гемагглютинин ви-
руса гриппа A (H5N1) и инкапсулированной  
в PEI, генерирует высокие уровни специфиче-
ских IgA-антител.

Полиэтиленгликоль (ПЭГ) — одобренный 
FDA полимер, обычно используемый для при-
соединения к поверхности наночастиц [99]. 
Основная функция ПЭГ заключается в защите 
поверхностного заряда наночастиц и обеспе-
чении стерической стабилизации, что приво-
дит к снижению цитотоксичности, связанной 
с зарядом, предотвращению неспецифических 
взаимодействий с белками сыворотки, а также 
делает их неуловимыми для фагоцитов. Присо-
единение ПЭГ приводит к увеличению време-
ни системной циркуляции наночастиц, повы-
шению стабильности в кровотоке и снижению 
иммуногенности системы доставки, хотя есть 
и уже доказанный недостаток — пониженная 
эффективность трансфекции [100]. Liu Y. с со-
авт. [101] показали, что покрытие ПЭГ улучша-
ет биораспределение, экспрессию экзогенного 
белка и повышает иммунный ответ, вызванный 
ДНК-вакциной. Внутримышечное введение 
ДНК-вакцины приводило к повышению уров-
ня овальбуминспецифических антител и эпи-
топспецифичной активности Т-клеток in vivo. 
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На основании этих результатов авторы сделали 
заключение о высокой эффективности доставки 
ПЭГилированной ДНК-вакцины.

Дендримеры представляют собой сверхраз-
ветвленные макромолекулы с древообразной 
структурой с симметричными ответвлениями. 
Они характеризуются высокой степенью молеку-
лярной однородности, регулируемым размером, 
функциональными поверхностными группами, 
контролируемыми физико-химическими свой-
ствами и высокой растворимостью в воде. Благо-
даря уникальным свойствам дендримеры нашли 
широкое применение в медицине [102]. Нано-
системы на основе дендримеров для доставки 
лекарств обычно основаны на полиамидоами-
новых дендримерах (PAMAM) или производных 
полипропиленимина, которые можно модифи-
цировать в зависимости от химической природы 
лекарственного средства, которое необходимо 
транспортировать. Более того, дендримеры мож-
но использовать в качестве конъюгатов, достав-
ляющих одновременно несколько веществ [103, 
104]. Karpenko L. и др. [105] продемонстриро-
вали эффективность дендримеров в качестве 
систем доставки нуклеиновых кислот. Однако 
дендримеры имеют и недостатки, ограничиваю-
щие возможность их широкого применения на 
данный момент. Например, это высокая токсич-
ность, связанная с их низкой биоразлагаемостью 
из-за разветвленной структуры [106].

Декстран относится к одной из самых ин-
тересных нетоксичных, биосовместимых ма-
кромолекул для доставки фармацевтических и 
медицинских препаратов. Это разветвленный 
полимер глюкозы, который можно модифици-
ровать различными функциональными группа-
ми для улучшения его свойств. Соединения на 
основе декстрана естественным образом био-
разлагаемы и могут служить биологически ак-
тивными носителями для многих биомолекул 
[107, 108]. В последние годы разработаны много-
численные варианты систем доставки на основе 
декстрана с индивидуальными свойствами и ге-
ометрией, такие как самособирающиеся мицел-
лы и наночастицы, наноэмульсии, магнитные 
наночастицы, микрочастицы и гидрогели [109]. 
В частности, в ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор” раз-
работан конъюгат декстрана (полиглюкина) и 
полиамина (спермидина), названный полиглю-
кин‒спермидин (PGS), для доставки нуклеино-
вых кислот in vivo. В результате проведенных ис-
следований показано, что этот конъюгат можно 
рассматривать в качестве перспективного и без-
опасного средства доставки вакцин на основе 
нуклеиновых кислот. Кроме того, нуклеиновую 

кислоту в оболочке конъюгата PGS можно ли-
офилизировать, что дает возможность хранить 
ДНК-вакцины, инкапсулированные в PGS, при 
температуре 4°С без потери специфической ак-
тивности [110‒112].

Проникающие в клетки пептиды 

Проникающие в клетки пептиды (cell-
penetrating peptides, CPP) представляют собой 
класс разнообразных пептидов, обычно поло-
жительно заряженных, длиной менее 30 а.о. Они 
обладают уникальной способностью проникать 
через клеточные мембраны без взаимодействия 
со специфическими рецепторами. В последние 
десятилетия CPP стали достаточно часто ис-
пользуемым инструментом для доставки нукле-
иновых кислот во внутриклеточное простран-
ство благодаря их высокой эффективности,  
а также низкой токсичности [113].

Хотя точные механизмы интернализации 
CPP не до конца изучены, были предложены 
два основных механизма: эндоцитоз и прямая 
транслокация (или неэндоцитарная транслока-
ция). К эндоцитозу, который считается основ-
ным механизмом проникновения CPP, отно-
сят макропиноцитоз, клатринопосредованный  
и опосредованный кавеолами/липидными раф-
тами эндоцитоз [113]. Также предполагается, что 
CPP могут способствовать кластеризации отри-
цательно заряженных гликозаминогликанов на 
поверхности клетки, которые, в свою очередь, 
запускают макропиноцитоз и латеральную диф-
фузию или напрямую разрушают липидный бис-
лой. Сообщалось, что CPP с богатыми аргини-
ном повторами можно использовать как систему 
доставки мРНК в дендритные клетки [114]. 

В настоящее время ведутся исследования  
и других химических систем доставки, помимо 
вышеуказанных. Например, таких как неорга-
нические наночастицы, с которыми можно оз-
накомиться в обзорах [76, 101].

Физические способы доставки ДНК-вакцин

Наряду с химическими методами доставки 
активно разрабатываются и физические, ко-
торые могут облегчить доставку ДНК в клетки 
и обеспечить повышение ее иммуногенности. 
Одна из таких технологий — электропорация 
(ЭП). ЭП заключается в применении электри-
ческого импульса, который индуцирует образо-
вание временных пор в клеточных мембранах 
и тем самым облегчает поглощение ДНК клет-
ками in situ. В основных исследованиях по этой 
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теме [115, 116] показано, что эффективность 
поглощения и экспрессии ДНК зависит от та-
ких параметров, как напряжение, длительность, 
число и частота импульсов.

Помимо использования электрических 
импульсов, можно вводить лекарственные 
препараты, в том числе ДНК-вакцины, с по-
мощью безыгольного струйного инжектора. 
Струйная инжекция позволяет вводить тера-
певтические препараты и вакцины с помощью 
высокоскоростной струи под высоким давле-
нием и доставлять препарат во внутрикож-
ную, внутримышечную или подкожную ткань 
без использования иглы [117‒120]. Введенный 
таким способом препарат ДНК-вакцины ин-
дуцирует у человека более высокий уровень 
клеточного иммунного ответа и продукции 
антител по сравнению с введением вакцины 
иглой [4, 106]. Повышение эффективности 
ДНК-вакцинации в этом случае, скорее всего, 
связано с тем, что доставка с использованием 
инжектора может увеличить поглощение ДНК 
тканями кожи и мышц по сравнению с обыч-
ной доставкой in vivo [121]. В последние годы 
струйная инжекция в качестве средства до-
ставки вакцин на основе нуклеиновых кислот 
набирает все большую популярность. Так, Dey 
A. и др. [47] для введения вакцины ZyCoV-D 
против COVID-19 использовали струйный 
инжектор PharmaJet® Tropis® (“PharmaJet”, 
США). Houser K. с соавт. [122] использова-
ли струйный инжектор Stratis (“PharmaJet”) 
для доставки ДНК-вакцины против гриппа. 
Такой же способ для доставки эксперимен-
тальной ДНК-вакцины на основе технологии 
Doggybone™ применили Mucker E. с соавт. 
[71]. Для внутриопухолевой доставки MIDGE 
ДНК Gallingи N. др. [66] тоже использовали 
метод струйной инжекции.

Еще один метод доставки ДНК-вакцин ос-
нован на использовании генной пушки. В данном 
случае, как правило, применяют наночастицы 
золота, покрытые ДНК, которые доставляют  
в ткани с помощью газа под высоким давлени-
ем. Благодаря высокой силе подачи частицы зо-
лота проникают через клеточную мембрану, что 
приводит к более эффективному поглощению 
клетками по сравнению с голой плазмидной 
ДНК. Этот способ доставки позволяет индуци-
ровать такой же иммунный ответ, как при вну-
тримышечной или интрадермальной инъекции, 
со значительно меньшими количествами ДНК 
(несколько нанограммов вместо нескольких 
микрограммов) [106].

Для доставки ДНК-вакцин также используют 
массив микроигл. Микроскопические иглы (от 25 
до 2 000 мкм) проникают в кожу на определен-
ную и воспроизводимую глубину с минимальны-
ми болевыми ощущениями [123]. Доставка ДНК 
с помощью микроигл приводит к стабильной 
экспрессии кодируемого антигена в коже. Этот 
метод основан на прорыве рогового слоя и жиз-
неспособного эпидермиса микроиглами, после 
чего ДНК может быть доставлена в дерму [106]. 
Было продемонстрировано, что доставка ДНК в 
кожу с помощью микроигл вызывала сильный 
клеточный иммунный ответ у мышей, который 
защищал их от заражения вирусом гриппа [124].

Большинство методов доставки ДНК-вакцин, 
как физических, так и химических, достаточно 
эффективны. Несмотря на это, каждый из них 
требует доработки, направленной на повышение 
результативной эффективности ДНК-вакцин  
и уменьшение стоимости их производства. На-
пример, использование физических методов для 
доставки вакцин выгоднее по сравнению с хими-
ческими, так как реактогенность вводимого та-
ким способом препарата гораздо ниже. Это связа-
но с тем, что при физических способах введения 
используют только “голую” нуклеиновую кислоту 
без вспомогательных компонентов. Однако в от-
дельных случаях химические методы тоже имеют 
определенные преимущества. Так, использование 
хитозана в качестве “поставщика” ДНК-вакцины 
при интраназальном введении может приводить  
к формированию эффективного мукозально-
го иммунного ответа. Каждый из приведенных 
в этом обзоре методов доставки требует особо-
го внимания исследователей, так как успехи в 
данной области позволят сделать очередной шаг  
в создании и внедрении новых вакцин.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Пандемия COVID-19, вызванная новым для 
человечества вирусом SARS-CoV-2, стремитель-
но распространившаяся по всему миру, унося 
миллионы жизней, стала потрясением для гло-
бальной системы здравоохранения. Необходи-
ма была быстрая разработка профилактических 
вакцин. В результате разработано множество 
ДНК-вакцин против SARS-CoV-2, в том числе 
на основе технологии мкДНК и MIDGE, и по 
меньшей мере 10 из них вышли на клинические 
испытания [7]. ДНК-вакцина для профилакти-
ки COVID-19 ZyCoV-D, разработанная индий-
ской компанией “Zydus Lifesciences Limited”, 
стала первой в мире ДНК-вакциной, одобрен-
ной для вакцинации человека [5].
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Множество кандидатных профилактических 
вакцин против вирусных и бактериальных заболе-
ваний человека находится на стадии клинических 
испытаний. Достаточно давно лицензированы 
и используют ДНК-вакцины для иммунизации 
животных, рыб и птиц. Недавно Министер-
ством сельского хозяйства США лицензирована 
ДНК-вакцина против высокопатогенного вируса 
гриппа А (H5N1) для кур, разработанная компа-
нией “Agrilabs” (Индонезия) [4]. Лицензия позво-
ляет компании хранить большие объемы вакци-
ны на случай вспышки птичьего гриппа. 

Одно из важных преимуществ ДНК-вакцин —  
низкая стоимость и быстрота производства, 
минимальные требования к транспортиров-
ке и хранению, а также стабильность при по-
вышенных температурах. Опыт применения 
ДНК-конструкций для вакцинации людей пока 
еще несравним с опытом использования ви-
русных вакцин, хотя благоприятный профиль 
безопасности на примере COVID-вакцины 
ZyCoV-D продемонстрирован [5]. Таким обра-
зом, ДНК-вакцины имеют ряд свойств, которые 
позволяют считать их перспективной вакцин-
ной платформой для профилактики и терапии 
инфекционных заболеваний. 

Обзор выполнен в рамках государственного за-
дания ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор” Роспотребнадзора.

Настоящая статья не содержит каких-либо иссле-
дований с участием людей или животных в качестве 
объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.
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The COVID-19 pandemic has triggered the development of new directions in vaccine development, among 
which DNA- and mRNA-based technologies are particularly noteworthy. The platform based on DNA 
vaccines is developing particularly intensively due to their high stability at ambient temperature and the ability 
to activate both humoral and cellular immunity. The full cycle of DNA vaccine creation, which includes the 
construction of plasmid DNA, obtaining a producer strain, fermentation and purification, takes 2‒4 weeks. 
In addition, the production technology of such vaccines does not require working with dangerous pathogens, 
which significantly simplifies the process of their production and reduces the overall cost. Over more than 
30 years of rapid development, DNA vaccine technology continues to undergo changes. Currently, there is a 
licensed DNA vaccine for the prevention of COVID-19, and many candidate prophylactic vaccines against 
viral and bacterial diseases are in clinical trials. The review covers not only the principles of constructing 
plasmid DNA vaccines, but also new technologies for obtaining DNA constructs, such as minicircular DNA, 
MIDGE DNA and DoggyboneTM DNA. New types of DNA vaccines are interesting because they consist 
only of the most essential elements for activating the immune response. Such constructs completely lack 
the sequences necessary for the production of plasmid DNA in bacterial cells — for example, the antibiotic 
resistance gene. One of the key problems in the development of a DNA vaccine is the method of its delivery 
to target cells. Currently, various delivery methods are used, both chemical and physical, which are rapidly 
developing and have already proven themselves to be reliable and effective. The characteristics of some of 
the most promising methods are also presented in the review. 

Keywords: DNA vaccine, minicircular DNA, MIDGE DNA and DoggyboneTM DNA, delivery methods
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