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РЕЗЮМЕ

Генотерапевтические лекарственные препараты (ГТЛП) в настоящее время активно разрабатываются 
в различных странах, в том числе в Российской Федерации. Однако их применение сопряжено с особыми 
проблемами безопасности, специфичными для этого класса препаратов. 
Цель работы: определить основные требования к доклинической оценке безопасности и особые риски 
применения ГТЛП, установить критерии экспертной оценки и выявить возможности оптимизации програм-
мы доклинических исследований ГТЛП на основе опыта экспертизы документов и регистрации препаратов 
этого класса в Российской Федерации и за рубежом. 
В Российской Федерации, государствах — членах Евразийского экономического союза, Европейском союзе 
и США создана и продолжает совершенствоваться нормативная база, регулирующая обращение ГТЛП. Свой-
ства ГТЛП обуславливают уникальные проблемы безопасности, такие как инсерционный мутагенез, нерегу-
лируемая экспрессия трансгена, долговременная персистенция и нецелевое распространение, вертикальный 
перенос генов, а также риск для окружающей среды. В связи с этим в рамках комплексной программы докли-
нического изучения безопасности ГТЛП может потребоваться проведение дополнительных специальных 
исследований наряду со стандартными. В обзоре рассмотрены основные подходы к дизайну исследований 
и оценке полученных результатов изучения безопасности неклеточных ГТЛП. Определены проблемные мо-
менты дизайна исследований и возможности его модификации, условия и ограничения экстраполяции докли-
нических данных и прогнозируемости профиля клинической безопасности препаратов. Ввиду того что нор-
мативная база, регулирующая доклинические исследования ГТЛП, постоянно обновляется и актуализируется, 
при разработке программы доклинической оценки безопасности ГТЛП следует учитывать весь накопленный 
опыт и опираться как на отечественные, так и на зарубежные руководства и рекомендации в этой области.
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ABSTRACT

Currently, gene therapy medicinal products (GTMPs) are actively developed in many countries, including the Rus-
sian Federation. However, the use of GTMPs raises class-specific safety concerns.
The aim of the study was to determine the main requirements for non-clinical safety testing of GTMPs, to identify 
risks associated with these medicinal products, to establish criteria for expert assessments, and to find optimi-
sation opportunities for GTMP non-clinical safety programmes, using Russian and international experience in 
the assessment of submissions and the registration of medicinal products of this class.
The Russian Federation, the Eurasian Economic Union, the European Union, and the United States have created 
regulatory frameworks governing the lifecycle of GTMPs and continue improving these frameworks. The prop-
erties of GTMPs may create unique safety issues, such as insertional mutagenesis, unregulated transgene 
expression, long-term persistence and off-target spread, vertical germline transmission, and environmental 
risks. To account for these issues, a comprehensive non-clinical safety programme for GTMPs may require ad-
ditional special studies along with the standard ones. This review focuses on the main approaches to designing 
non-cellular GTMP safety studies and evaluating the obtained results. The authors identified improvement 
opportunities for and problematic aspects of study design, as well as conditions for and limitations of non-
clinical data extrapolation and clinical safety profile prediction. The continuous improvement and updating 
of the regulatory frameworks governing non-clinical studies of GTMPs mean that developers of non-clinical 
safety programmes for GTMPs should use all their experience, as well as relevant national and international 
guidelines and recommendations.
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Введение
На сегодняшний день идентифицировано бо-

лее 10 000 моногенных нарушений, связанных 
с заболеваниями человека. Генетическая мутация 
обычно представляет собой изменение последо-
вательности генетического кода, которое в ко-
нечном итоге приводит к экспрессии аномальных 
белков или других генных продуктов [1].

Под генной терапией (ГТ) понимают груп-
пу методов, направленных на модификацию 
последовательности генов или управление 
их экспрессией, а также на изменение биоло-
гических свойств клеток для их терапевтиче-
ского или профилактического использования1. 
Согласно Федеральному закону Российской 

Федерации от 05.07.1996 №  86-ФЗ «О госу-
дарственном регулировании в области генно-
инженерной деятельности» под ГТ понимают 
совокупность генно-инженерных (биотехноло-
гических) и медицинских методов, направлен-
ных на внесение изменений в генетический 
аппарат соматических клеток человека в целях 
лечения заболеваний.

Отличие и одновременно преимущество ГТ 
по сравнению с другими видами терапии заклю-
чается в том, что ГТ направлена на устранение 
причин заболевания, в то время как большинство 
лекарственных средств предназначены для симп-
томатического лечения. ГТ в настоящее время 
развивается как потенциальный терапевтический 

1 Chemistry, manufacturing, and control (CMC) information for human gene therapy Investigational New Drug Applications (INDs). 
Guidance for industry. 2008-D-0205. FDA; 2020.
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метод против широкого спектра заболеваний, 
включая различные виды рака, сердечно-сосуди-
стые, нейродегенеративные или метаболические 
расстройства. Кроме того, ГТ позволяет предот-
вращать инфекционные заболевания посред-
ством генетической иммунизации [2].

Экспериментальную ГТ, предназначенную 
для лечения пораженных соматических тканей 
или органов у пациентов, называют соматической. 
ГТ, направленная на репродуктивные клетки 
(сперматозоиды и яйцеклетки) или преимпланта-
ционные эмбрионы, называется ГТ зародышевой 
линии, она способна корректировать мутации, 
вызывающие заболевания, до вариантов дикого 
типа на ранних стадиях развития [1, 3].

В зависимости от метода доставки препарата 
в организм можно выделить два типа ГТ: ex vivo 
и in vivo. Первый заключается в индивидуализи-
рованном подходе, когда генно-инженерные ма-
нипуляции с клетками пациента осуществляют-
ся in vitro, а затем уже модифицированные 
клетки попадают обратно в организм. In vivo 
введение гена осуществляется непосредствен-
но в организм пациента. Функциональной еди-
ницей (действующим веществом) генотерапев-
тического лекарственного препарата (ГТЛП) 
является «последовательность(и) нуклеиновой 
кислоты или генетически модифицированный(е) 
микроорганизм(ы), вирус(ы), либо клетки»2.

ГТ использует несколько альтернативных 
стратегий. Одна из них включает доставку син-
тетической копии нормального гена в клетку-
хозяина в дополнение к мутантной эндоген-
ной копии (или копиям) гена. Другая основана 
на редактировании генома путем индукции по-
вреждений в мутировавших генах с целью их 
изменения. К основным инструментам редак-
тирования генома относятся РНК-управляемый 
CRISPR-Cas9, нуклеазы с «цинковыми пальца-
ми» (ZFN) и подобные активатору транскрипции 
эффекторные нуклеазы (TALEN) [4]. Все выше-
упомянутые технологии основаны на способ-
ности генерировать двухцепочечные разрывы 
(DSB) в последовательности хромосомной ДНК-
мишени и инициировать механизмы эндоген-
ной репарации клеток путем негомологичного 
соединения концов (NHEJ) или гомологически 
направленной репарации (HDR). С помощью 
данных методов можно проводить несколько 
типов геномных изменений, включая точечные 
мутации, делеции, вставки, инверсии, дуплика-
ции и транслокации в определенных локусах 
генома [4–7].

Еще одной перспективной стратегией ГТ 
является эпигенетическое редактирование, 
направленное на терапевтическую регуляцию 
экспрессии генов. Этот вид редактирования 
относится к локус-специфичному нацелива-
нию эпигенетических ферментов для переза-
писи локального эпигенетического ландшафта 
эндогенного геномного сайта, часто с целью 
перепрограммирования транскрипции [8]. 
Эпигенетические модификации представляют 
собой изменения хроматина, которые не вклю-
чают изменения в последовательности ДНК. 
Эти модификации могут включать и выключать 
гены, диктуя конформацию хроматина либо 
в транскрипционно активное, либо в молчащее 
состояние. Эпигенетические метки в основном 
включают метилирование ДНК и посттранскрип-
ционные модификации гистоновых хвостов. 
Аберрантные эпигенетические модификации 
обратимы, что открывает широкие возможности 
для терапевтического вмешательства [9].

Текущие методы доставки генетического 
материала реализуются посредством вирусных 
или невирусных векторов. К вирусным векторам 
относятся ретровирусы, лентивирусы, аденови-
русы (Ad), аденоассоциированный вирус (AAV), 
поксвирус и вирус простого герпеса (HSV) [10]. 
Вирусы ввиду своей природы высокоэффек-
тивны в трансдукции клеток млекопитающих, 
что делает их привлекательными для исполь-
зования в качестве вектора для доставки гена. 
Вирусный вектор содержит белковый капсид, 
который определяет тропизм вектора к тканям 
и распознавание антигена, трансген, который 
при экспрессии в клетках обеспечивает желае-
мый терапевтический эффект, и «регуляторную 
кассету» (энхансер/промотор/вспомогательные 
элементы), контролирующую постоянную или  
временную экспрессию трансгена в виде эпи-
сомы или хромосомного интегранта. Аспекты 
дизайна этих трех компонентов различны 
для каждой платформы вирусного вектора, име-
ют уникальные особенности и свои сильные 
и слабые стороны [10].

Невирусный перенос гена можно осуще-
ствить с помощью различных физических (генная 
пушка, электропорация, сонопорация, гидро-
динамическая инъекция, микроиглы и магни-
тофекция) или химических (катионные липиды, 
катионные полимеры, дендримеры, полипеп-
тиды и наночастицы различного состава) мето-
дов [2]. К невирусным также относятся различ-
ные ДНК-векторы (плазмидные, хромосомные 

2 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products. EMA/CAT/80183/2014. EMA; 2018.
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и транспозонные) и бактериальные векторы3. 
В многочисленных физических методах пере-
носа гена используют физическое воздействие 
для создания временных пор на клеточных мем-
бранах, что позволяет ДНК проникать в клетки 
посредством диффузии. В химических мето-
дах переноса гена используются природные 
или синтетические соединения в качестве но-
сителей для доставки экзогенных генетических 
материалов в клетки-мишени [2, 11].

В настоящее время разработка и изучение 
ГТЛП является одним из важнейших направ-
лений развития биомедицины, в связи с чем 
вопросы безопасности ГТ, в первую очередь 
на доклиническом этапе изучения безопасности, 
особенно актуальны.

Цель работы  — определить основные тре-
бования к доклинической оценке безопасности 
и особые риски применения ГТЛП, установить 
критерии экспертной оценки и выявить возмож-
ности оптимизации программы доклинических 
исследований ГТЛП на основе опыта эксперти-
зы документов и регистрации препаратов этой 
группы в Российской Федерации и за рубежом.

Проведен анализ нормативно-правовой 
и методологической базы доклинических ис-
следований ГТЛП. Различия в терминологии 
и нормативном регулировании разных видов 
биологических препаратов требуют от разра-
ботчика, чтобы в досье в достаточной мере 
были охарактеризованы природа и механизм 
действия препарата, что позволит отнести его 
к тому или иному типу средства ГТ, обозначить 
риски и представить доказательства безопасно-
сти заявляемого препарата.

В данной статье рассмотрены ГТЛП, содер-
жащие последовательность рекомбинантных 
нуклеиновых кислот или генетически модифи-
цированный микроорганизм или вирус, однако 
изложенные принципы доклинических исследо-
ваний безопасности также применимы к докли-
ническим исследованиям векторной части ГТЛП, 
содержащих генетически модифицированные 
клетки.

Руководящие документы
По данным ресурса Gene Therapy Trials World-

wide4, в настоящее время на разных ста диях 
разработки находятся 3180 ГТЛП. В Российской 
Федерации также идет активное освоение но-
вой области, свидетельством чего является вве-
дение в действие Постановления Правительства 

Российской Федерации от 22.04.2019 № 479 «Об 
утверждении Федеральной научно-технической 
программы развития генетических технологий 
на 2019–2027 годы». Стремительное увеличение 
количества новых технологий в сфере ГТ приво-
дит к тому, что нормативные документы претер-
певают изменения.

Обращение ГТЛП в Российской Федерации ре-
гулируется Федеральным законом от 12.04.2010 
№  61-ФЗ «Об обращении лекарственных 
средств», в котором содержится определение 
биологических лекарственных препаратов, 
подклассом которых являются ГТЛП (дополне-
ние введено 01.07.2015 Федеральным законом 
от 22.12.2014 №  429-ФЗ): «лекарственные пре-
параты, фармацевтическая субстанция которых 
является рекомбинантной нуклеиновой кисло-
той или включает в себя рекомбинантную ну-
клеиновую кислоту, позволяющую осуществлять 
регулирование, репарацию, замену, добавление 
или удаление генетической последовательно-
сти». Принципы разработки продуктов, содер-
жащих культивированные соматические клетки 
человека, в том числе с внесенной генетиче-
ской модификацией, закреплены Федеральным 
законом Российской Федерации от 23.06.2016 
№  180-ФЗ «О биомедицинских клеточных про-
дуктах». Таким образом, национальная проце-
дура регистрации предусматривает разделение 
препаратов на ГТЛП и биомедицинские клеточ-
ные продукты. Принципиальные различия госу-
дарственной регистрации препаратов ГТ в со-
ответствии с Федеральными законами № 61-ФЗ 
и №  180-ФЗ заключаются в видах и последо-
вательности этапов экспертизы [12]. Однако 
отечественные руководства не содержат реко-
мендаций по изучению ГТЛП и не могут служить 
ориентиром для разработки программы докли-
нических исследований.

Регулирование обращения ГТЛП в рамках 
Евразийского экономического союза (ЕАЭС) 
осуществляется в соответствии с Решением 
Совета Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 №  78 «О Правилах регистрации 
и экспертизы лекарственных средств для меди-
цинского применения», в котором ГТЛП опре-
деляется как «биологический лекарственный 
препарат, содержащий активное вещество, 
содержащее рекомбинантную нуклеиновую 
кислоту или состоящее из нее, используемую 
или вводимую человеку с целью регулиро-
вания, восстановления, замены, добавления 

3 Там же.
4 https://a873679.fmphost.com/fmi/webd/GTCT
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5 Директива Европейского парламента и Совета Европейского союза 2001/83/ЕС от 06.11.2001 о Кодексе Сообщества 
о лекарственных средствах для использования человеком.
6 Guideline on the risk-based approach according to annex I, part IV of Directive 2001/83/EC applied to advanced therapy medicinal 
products. EMA/CAT/CPWP/686637/2011. EMA; 2013.
7 Questions and answers on gene therapy. EMA/CHMP/GTWP/212377/2008. EMA; 2009. 
8 Questions and answers on comparability considerations for advanced therapy medicinal products (ATMP). EMA/CAT/499821/2019. 
EMA; 2019. 
9 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products. EMA/CAT/80183/2014. EMA; 2018. 
10 Guideline on quality, non-clinical and clinical requirements for investigational advanced therapy medicinal products in clinical trials. 
Draft. EMA/CAT/852602/2018. EMA; 2019.
11 Preclinical assessment of investigational cellular and gene therapy products. Guidance for industry. FDA-2012-D-1038. FDA; 2013.

или удаления генетической последователь-
ности; терапевтический, профилактический 
или диагностический эффекты которого напря-
мую обусловлены последовательностью ре-
комбинантной нуклеиновой кислоты, которую 
он содержит, или с продуктом генетической экс-
прессии этой последовательности». В соответ-
ствии с данным документом ГТЛП подразделяют 
на препараты, содержащие последовательность 
рекомбинантных нуклеиновых кислот или ге-
нетически модифицированный микроорганизм 
или вирус, и ГТЛП, содержащие генетически мо-
дифицированные клетки.

В Европейском союзе разработка пре-
паратов для передовой терапии  — ЛППТ 
(advanced therapy medicinal products, ATMPs), 
к которым относят ГТЛП (gene therapy medicinal 
products, GTMPs), регулируется Директивой 
2001/83/EC Европейского парламента и Совета 
от 06.11.20015 и последующим дополнением 
к ней — руководством по риск-ориентированному 
подходу6 (2013 г.) в соответствии с Регламентом 
Европейского парламента и Совета Европейского 
союза 1394/2007 от 13.11.2007 о лекарственных 
средствах современной терапии и о внесении 
изменений в Директиву 2001/83/ЕС и Регламент 
(ЕС) 726/2004 в редакции Директивы 
2009/120/ЕС (EMA/CAT/CPWP/686637/2011) 
от 11.02.2013. Определения ГТЛП и требования 
к доклинической оценке безопасности ГТЛП, 
приведенные в Решении Совета Евразийской 
экономической комиссии от 03.11.2016 №  78, 
подготовлены на основе Директивы 2001/83/EC 
и в целом ей соответствуют. Также для разработ-
чиков ГТЛП EMA выпустило пояснительные до-
кументы к Директиве 2001/83/EC Европейского 
парламента и Совета от 06.11.2001, содержащие 
вопросы и ответы по генной терапии7 (2009 г.) 
и передовой терапии8 (2019 г.).

Европейское агентство по лекарствен-
ным средствам (European Medicines Agency, 
EMA), регламентирующее разработку ГТЛП 
в Европейском союзе, также выпустило 
ряд общих и частных руководств по ГТЛП. 

Для разработки ГТЛП, содержащих последова-
тельность рекомбинантных нуклеиновых кислот 
или генетически модифицированный микроор-
ганизм или вирус, выпущено общее руководство 
по качеству, доклиническим и клиническим 
аспектам лекарственных средств для генной 
терапии9 (2018 г.). Данное руководство не приме-
няется к вирусным векторным вакцинам и к ле-
карственным препаратам, содержащим генети-
чески модифицированные клетки (аллогенные 
или аутологичные соматические клетки, моди-
фицируемые ex vivo или in vitro с помощью гено-
терапевтического вектора перед введением их 
человеку), однако изложенные в нем принципы 
применяются к векторам, используемым для мо-
дификации таких клеток. В новой версии руко-
водства также имеются указания по разработке 
и производству более широкого перечня после-
довательностей нуклеиновых кислот, включая 
подходы редактирования генов, вирусных и не-
вирусных векторов. Доклиническая разработка 
ГТЛП в Европейском союзе также регулируются 
общим руководством EMA по качеству, доклини-
ческим и клиническим требованиям к исследуе-
мым препаратам для передовой терапии в кли-
нических исследованиях10 (2019 г.).

Комитетом по передовой терапии ЕМА раз-
работаны частные руководства по ГТЛП с углуб-
ленным анализом разных аспектов безопасно-
сти и руководства по оптимизации программы 
доклинических исследований ГТЛП на разных 
стадиях (табл. 1).

В США документом, регулирующим докли-
ническое изучение ГТЛП, является руководство 
Управления по контролю за качеством продук-
тов питания и лекарственных средств (Food and 
Drug Administration, FDA) о доклинической оцен-
ке исследуемых продуктов клеточной и генной 
терапии11. В соответствии с этим документом, 
исследуемые продукты генной терапии входят 
в группу биологических препаратов и включа-
ют помимо вирусных, невирусных и микроб-
ных векторов генетически модифицированные 
ex vivo клетки. Используемые в руководстве 
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определения по сути соответствуют определе-
ниям, используемым в документах Европейского 
союза и ЕАЭС. В руководстве рассмотрены 
как общие, так и отдельные рекомендации 
для разрабатываемых препаратов клеточной 
терапии, генной терапии, а также для терапев-
тических вакцин.

Генотерапевтические 
лекарственные препараты

По данным ресурса12 компании American Gene 
Technologies®, в США и странах Европейского 
союза 80 ГТЛП находятся на разных стадиях 
разработки, из них более 50 ГТЛП, содержащих 
последовательность рекомбинантных нукле-
иновых кислот или генетически модифициро-
ванный микроорганизм или вирус. На мировом 
фармацевтическом рынке в настоящее время 
присутствуют ГТЛП, содержащие последова-
тельность рекомбинантных нуклеиновых кислот 

или генетически модифицированный микроор-
ганизм или вирус (табл. 2), хотя количество 
их по-прежнему невелико [13]. Опыт разра-
ботки ГТЛП в Российской Федерации ограни-
чивается зарегистрированным препаратом 
Неоваскулген®. Еще несколько препаратов 
(Юпикор, Корвиан и др.) находятся на разных 
стадиях клинических исследований13, и докли-
нические данные по ним в открытых источниках  
литературы ограничены.

Программа доклинических исследований 
безопасности ГТЛП включает исследования 
общетоксического и местнораздражающего 
действия, репродуктивной токсичности, имму-
ногенности, фармакологической безопасности, 
а также учитывает специфические риски этого 
класса препаратов. К ним относятся отдален-
ные риски применения ГТЛП: нецелевая инте-
грация, нежелательные мутации и онкогенный 
потенциал, передача по зародышевой линии, 

Таблица 1. Специальные руководства Европейского агентства по лекарственным средствам

Table 1. Special guidelines by the European Medicines Agency

Аспекты программы доклинических 
исследований ГТЛП

Aspects of GTMP non-clinical development 
programmes

Документ
Document

Биораспределение
Biodistribution

ICH guideline S12 on nonclinical biodistribution considerations for gene 
therapy products (EMA/CHMP/ICH/318372/2021)
General principles to address virus and vector shedding. ICH considerations 
(EMEA/CHMP/ICH/449035/2009)

Перед первым применением у человека
Preclinical studies (before the first clinical use)

Guideline on the non-clinical studies required before first clinical use of gene 
therapy medicinal products (EMЕA/CHMP/GTWP/125459/2006, 30 May 2008)

Репродуктивная токсичность
Reproductive toxicity

Guideline on non-clinical testing for inadvertent germline transmission of gene 
transfer vectors (EMEA/273974/2005, 16 November 2006)
General principles to address the risk of inadvertent germline integration of 
gene therapy vectors. ICH considerations (CHMP/ICH/469991/2006)

Риск для окружающей среды
Environmental safety

Guideline on scientific requirements for the environmental risk assessment of gene 
therapy medicinal products (EMEA/CHMP/GTWP/125491/2006, 30 May 2008)
General principles to address virus and vector shedding. ICH considerations 
(EMEA/CHMP/ICH/449035/2009)

Модификация продукта разработки
Design modification of GTMPs

Reflection paper on design modification of gene therapy medicinal products 
during development (CAT/GTWP/44236/2009, 14 December 2011)

Рекомбинантные аденоассоциированные 
вирусные векторы
Recombinant adeno-associated viral vectors

Reflection paper on quality, non-clinical and clinical issues related to 
the development of recombinant adeno-associated viral vectors (EMEA/CHMP/
GTWP/587488/2007 Rev. 1, 24 June 2010)

Онколитические вирусные векторы
Oncolytic viral vectors Oncolytic viruses (EMEA/CHMP/ICH/607698/2008)

Лентивирусные векторы
Lentiviral vectors

Guideline on development and manufacture of lentiviral vectors (CHMP/
BWP/2458/03, 26 May 2005)

Примечание. ГТЛП — генотерапевтический лекарственный препарат; ICH — Международный совет по гармонизации.
Note. GTMP, gene therapy medicinal product; ICH, International Council for Harmonisation.

12 https://www.americangene.com/blog/the-future-of-medicine-the-88-gene-therapies-in-development/
13 https://cardioweb.ru/eksperimentalnoe-proizvodstvo-mediko-bilogicheskikh-preparatov
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Таблица 2. Зарегистрированные и поданные на регистрацию генотерапевтические лекарственные препараты, 
содержащие последовательность рекомбинантных нуклеиновых кислот или генетически модифицированный 
микроорганизм или вирус14

Table 2. Approved and submitted gene therapy medicinal products containing a recombinant nucleic acid sequence 
or a genetically modified microorganism/virus14 

Торговое  
наименование 

(МНН)
Trade name (INN)

Страна-разработчик, 
год регистрации 

в мире / 
в Российской 
Федерации

Developer country, 
year of approval 

abroad / in Russia

Лекарственная 
форма

Dosage form

Генетическая конструкция в основе 
препарата

Underlying genetic construct

Показания  
к применению

Indications for use

Gendicine®
(recombinant p53 
gene)

Китай, 2003 / –
China, 2003 / –

Раствор  
для инъекций
Solution for 
injection

rAV5 — вектор, содержащий ген 
белка p53 под контролем промотора 
респираторно-синцитиального вируса
rAV5 vector containing the p53 gene 
controlled by an RSV promoter

Злокачественные 
опухоли головы 
и шеи
Head and neck 
cancer

Oncorine®
(E1B/E3 deficient 
adenovirus)

Китай, 2005 / –
China, 2005 / –

Раствор  
для инъекций
Solution for 
injection

rAV5 — вектор, содержащий ген белка 
p53 под контролем CMV промотора
rAV5 vector containing the p53 gene 
controlled by a CMV promoter

Рак головы и шеи; 
рак носоглотки
Head and 
neck cancer; 
nasopharyngeal 
cancer

Rexin-G
(mutant cyclin G1 
gene)

США, 2005* / –
USA, 2005* / –

Раствор  
для инфузий
Solution for 
infusion

Ретровирусный вектор, содержащий 
ген человеческого циклина G1 
под контролем CMV промотора
Retroviral vector containing the human 
cyclin G1 gene controlled by a CMV 
promoter

Солидные 
опухоли
Solid tumors

Неоваскулген®
(плазмидная 
ДНК [сверх-
скрученная 
кольцевая 
двуцепочечная])
Neovasculgen® 
(plasmid DNA 
[supercoiled 
circular double 
stranded])

Россия, – / 2011
Russia, – / 2011

Лиофилизат 
для приготов-
ления раствора 
для внутри-
мышечного 
введения
Lyophilisate 
for solution for 
intramuscular 
injection

Плазмидная ДНК, содержащая 
фактор роста эндотелия сосудов 165 
(VEGF165) под контролем промотора 
CMV
Plasmid DNA containing vascular en-
dothelial growth factor 165 (VEGF165) 
controlled by a CMV promoter

Ишемия нижних 
конечностей 
атеросклеротиче-
ского генеза
Atherosclerotic 
chronic limb-
threatening 
ischaemia

Glybera®
(alipogene 
tiparvovec)

Нидерланды,  
2012** / –
Netherlands,  
2012** / –

Раствор  
для инъекций
Solution for 
injection

rAAV1 — вектор, содержащий ген 
человеческой липопротеинлипазы 
варианта LPLS447X под контролем CMV 
промотора и посттранскрипционного 
регуляторного элемента вируса 
гепатита сурка, а также производные 
от AAV2 инвертированные 
терминальные повторы
rAAV1 vector containing the human 
lipoprotein lipase gene variant 
LPLS447X controlled by a CMV promoter 
and a woodchuck hepatitis virus 
posttranscriptional regulatory element; 
and AAV2-derived inverted terminal 
repeats

Семейный 
дефицит липо-
протеинлипазы, 
сопряженный 
с тяжелыми 
или множествен-
ными приступами 
панкреатита
Familial lipoprotein 
lipase deficiency 
associated with 
severe or multiple 
pancreatitis attacks

14 https://www.genetherapynet.com/gendicine.html
 https://clinicaltrials.gov/
 https://grls.rosminzdrav.ru/default.aspx
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Торговое  
наименование 

(МНН)
Trade name (INN)

Страна-разработчик, 
год регистрации 

в мире / 
в Российской 
Федерации

Developer country, 
year of approval 

abroad / in Russia

Лекарственная 
форма

Dosage form

Генетическая конструкция в основе 
препарата

Underlying genetic construct

Показания  
к применению

Indications for use

Collategene®
(beperminogene 
perplasmid)

Япония, 2019 / –
Japan, 2019 / –

Раствор  
для внутри-
мышечного 
введения
Solution for 
intramuscular 
injection

Плазмида, содержащая фактор роста 
гепатоцитов (HGF)
Plasmid containing hepatocyte growth 
factor (HGF)

Критическая 
ишемия нижних 
конечностей
Chronic limb-
threatening 
ischemia

Imlygic® 
(talimogene 
laherparepvec)

США, 2015 / –
USA, 2015 / –

Раствор 
для инъекций
Solution for 
injection

Вектор rHSV-1, полученный путем 
функциональной делеции двух генов 
(ICP34.5 и ICP47 ) и вставки кодирующей 
последовательности человеческого 
GM-CSF
rHSV-1 vector derived by functional 
deletion of 2 genes (ICP34.5 and ICP47) 
and insertion of a coding sequence for 
human GM-CSF

Неоперабельная 
поверхностная, 
подкожная 
и узловая 
меланома
Unresectable 
superficial, 
subcutaneous, and 
nodular melanoma

Лукстурна®
(воритеген 
непарвовек)
Luxturna®
(voretigene 
neparvovec-rzyl)

США, 2017 / 2022
USA, 2017 / 2022

Концентрат 
и растворитель 
для приготов-
ления раствора 
для субре-
тинального 
введения
Concentrate and 
solvent for solu-
tion for subretinal 
injection

rAАV2-вектор, содержащий ген белка 
пигментного эпителия сетчатки глаза 
человека (hRPE65)
rAAV2-vector containing the human retinal 
pigment epithelium protein (hRPE65) gene

Дистрофия 
сетчатки 
с биаллельной 
мутацией в гене 
RPE65
Biallelic RPE65 
mutation-associated 
retinal dystrophy

Золгенсма®
(онасемногена-
бепарвовек)
Zolgensma®
(onasemnogene 
abeparvovec)

США, 2019 / 2021
USA, 2019 / 2021

Раствор 
для инфузий
Solution for 
infusion

AAV9-вектор, содержащий 
человеческий ген выживания 
моторных нейронов под контролем 
CMV энхансера / куриного  
β-актин-гибридного промотора
AAV9-vector containing the human survival 
motor neuron gene controlled by a hybrid 
CMV enhancer/chicken-β-actin- promoter

Спинальная 
мышечная 
атрофия 
с биаллельной 
мутацией в гене 
SMN1
Spinal muscular 
atrophy with bi-
allelic mutations in 
the survival motor 
neuron 1 (SMN1) 
gene

Upstaza®
(eladocagene 
exuparvovec)

Ирландия,  
2022 / –
Republic of Ireland, 
2022 / –

Раствор 
для инфузий
Solution for 
infusion

rAAV2-вектор, содержащий ген 
человеческого белка декарбоксилазы 
ароматических L-аминокислот
rAAV2 vector containing the human 
aromatic L-amino acid decarboxylase gene

Дефицит 
декарбоксилазы 
ароматических 
L-аминокислот
Aromatic L-amino 
acid decarboxylase 
deficiency 

Advexin® 
(contusugene 
ladenovec)
Advexin® 
(contusugene 
ladenovec)

– / –***
– / –***

Суспензия 
для инъекций
Suspension for 
injection

Ad5-вектор, содержащий 
функциональную копию человеческого 
гена p53 под контролем CMV 
промотора (Ad5CMV-p53)
Ad5 vector containing a functional copy 
of the human p53 gene (Ad5CMV-p53) 
controlled by a CMV promoter

Онкологические 
заболевания 
на фоне синдрома 
Ли–Фраумени
Li–Fraumeni 
syndrome-
associated cancers

Продолжение таблицы 2

Table 2 (continued)
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экологический риск / опасность для окружа-
ющей среды. Учитывая природу ГТЛП, регу-
ляторные органы ЕАЭС, США и ЕС предлагают 
применять подход, основанный на анализе 
рисков, для определения объема необходи-
мых сведений и требований к доклиническому 
изучению [14].

Оптимизация программы доклинической раз-
работки ГТЛП. Доклинические исследования 
безопасности ГТЛП допускается объединять с ис-
следованиями биораспределения (распределе-
ние, персистенция15 и клиренс)16. Исследование 
общей токсичности препарата Cerepro®, напри-
мер, было объединено с исследованием спе-
цифической активности и с исследованием 
биораспределения препарата, что также являет-
ся допустимым17. При таком подходе модель 
заболевания должна быть высокоспециали-
зированной и валидированной, а объединен-
ные исследования специфической активности 
и биораспределения проведены с соблюдением 

принципов Надлежащей лабораторной практи-
ки (GLP). Такое исследование возможно, если 
оно позволит четко идентифицировать токси-
ческое действие ГТЛП и проявления заболе-
вания, что также дает возможность оценить 
безопасность препарата на фоне заболевания. 
Примером может служить препарат Advexin®, 
разработчикам которого было рекомендовано 
изучить конструкцию на модельных системах 
с дефицитом гена р53, что соответствовало си-
туации у пациентов с синдромом Ли–Фраумени 
и могло позволить интерпретировать обнару-
женные у животных истощение лимфоцитов 
и некроз отдельных клеток18.

Выбор исследуемых тканей. При разработке 
препарата Золгенсма® гистологические иссле-
дования были ограничены либо вовлеченными 
в патологию заболевания органами, либо ор-
ганами, предположительно подвергающими-
ся высокой трансдукции на основе известно-
го тропизма переносчика. Почки не входили 

Продолжение таблицы 2

Table 2 (continued)

Торговое  
наименование 

(МНН)
Trade name (INN)

Страна-разработчик, 
год регистрации 

в мире / 
в Российской 
Федерации

Developer country, 
year of approval 

abroad / in Russia

Лекарственная 
форма

Dosage form

Генетическая конструкция в основе 
препарата

Underlying genetic construct

Показания  
к применению

Indications for use

Cerepro®
(sitimagene 
ceradenovec)

– / –***
– / –***

Концентрат 
для приготов-
ления раствора 
для инъекций
Concentrate 
for solution for 
injection

Ad5-вектор с делецией E1 и частичной 
делецией E3, содержащий ген 
тимидинкиназы вируса простого 
герпеса (HSV-tk)
Ad5 vector with E1 and partial E3 dele-
tions, containing the transgene herpes sim-
plex virus thymidine kinase gene (HSV-tk)

Глиомы
Gliomas

Примечание. МНН — международное непатентованное наименование; CMV — цитомегаловирус; GM-CSF — гранулоцитарно-ма-
крофагальный колониестимулирующий фактор; HSV — вирус простого герпеса; rAAV — рекомбинантный аденоассоциированный 
вирус; Ad — аденовирус.
* Препарат зарегистрирован на Филиппинах.
** По экономическим соображениям регистрация препарата не продлена.
*** Результаты программы разработки препаратов Advexin® и Cerepro® были поданы в регуляторные органы, но препараты не 
были зарегистрированы из-за недостаточной доклинической/клинической эффективности и/или безопасности.
Note. INN, international non-proprietary name; CMV, cytomegalovirus; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; 
HSV, herpes simplex virus; rAAV, recombinant adeno-associated virus; Ad, adenovirus; RSV, respiratory syncytial virus.
* Rexin-G was registered in the Philippines.
** The marketing authorisation was not renewed because of economic reasons.
*** The results of Advexin® and Cerepro® development programmes were submitted to the regulatory authorities, but the medicinal 
products were not registered because of insufficient non-clinical/clinical efficacy and/or safety.

15 Персистенция ГТЛП — долгосрочное обнаружение векторных последовательностей или продукта трансгена после введения 
препарата.
16 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products. EMA/CAT/80183/2014. EMA; 2018.
17 Cerepro. Withdrawal assessment report for EMEA/203243/2008. EMA; 2007.
 Cerepro. Withdrawal assessment report. EMEA/H/C/001103. EMA; 2011.
18 Advexin. Withdrawal assessment report. EMEA/692328/2008. EMA; 2008.



Генотерапевтические препараты: аспекты доклинического изучения безопасности

Астапова О.В., Берчатова А.А.

82 Безопасность и риск фармакотерапии. 2023. Т. 11, № 1

в список анализируемых у животных органов, 
однако тропизм вирусного вектора не ограни-
чивался выбранными органами, что было под-
тверждено результатами отчетов о вскрытии 
двух пациентов, умерших в период проведения 
клинического исследования: почки были опре-
делены в качестве органов-мишеней, в них 
была обнаружена векторная ДНК и экспрессия 
трансгена19. В связи с этим в исследовании био-
распределения рекомендуется анализировать 
набор органов и тканей / биологических жид-
костей, включающий головной и спинной мозг 
(шейный, грудной и поясничный отделы), печень, 
почки, легкие, сердце, селезенку, надпочеч-
ники, половые железы, ткани места введения 
и кровь, который может быть уменьшен только 
при отсутствии системного воздействия ГТЛП, 
а также, по усмотрению разработчика, он может 
быть расширен20. Набор анализируемых тканей 
для исследования общей токсичности должен 
соответствовать руководству по изучению ток-
сичности повторных доз21, он включает больше 
тканей, чем приведенный в руководстве по изу-
чению биораспределения. При использовании 
разных видов животных в исследованиях спе-
цифической активности и токсичности рекомен-
дуется изучить биораспределение ГТЛП у всех 
использованных видов, чтобы иметь представ-
ление о видоспецифических различиях, влия-
нии заболевания, а также для правильной экс-
траполяции данных на человека. Токсические 
эффекты, обнаруженные в токсикологических 
исследованиях, должны быть интерпретирова-
ны как в отношении целой генотерапевтической 
конструкции (то есть к ГТЛП), так и в отношении 
продуктов экспрессии.

Продолжительность исследований общей 
токсичности. Для многих ГТЛП предполага-
ется однократное терапевтическое примене-
ние с последующей длительной многолетней 
экспрессией трансгена, что является их суще-
ственным преимуществом перед существующей 
заместительной терапией с многократным при-
менением. Продолжительность исследований 

общей токсичности таких препаратов, а именно 
периода от введения препарата до запланиро-
ванной эвтаназии животных, отражает ожидае-
мую продолжительность экспрессии трансгена 
у человека, а также включает период восстанов-
ления. Таким образом, для ГТЛП, предназначен-
ного для однократного введения в клинических 
условиях, допустимо проведение токсикологиче-
ского исследования с однократным введением, 
но продленным периодом наблюдения. Данные 
исследования с однократным введением не яв-
ляются, по сути, исследованием острой токсично-
сти. Они предусматривают те же конечные точки, 
что и исследования токсичности при повторном 
введении, такие как результаты патоморфологи-
ческих, гематологических и биохимических ис-
следований, а также продолжительность и обра-
тимость токсических эффектов22. Полученные 
в таких исследованиях результаты будут доста-
точны как для получения разрешения на про-
ведение клинического исследования с первым 
применением препарата у человека, так и для по-
следующей регистрации препарата.

Продолжительность исследования токсиче-
ского действия должна соответствовать реко-
мендациям Международного совета по гармо-
низации технических требований к регистрации 
лекарственных средств для человека (ICH)23, од-
нако может быть скорректирована с учетом про-
должительности экспрессии трансгена24 или ви-
доспецифических особенностей. Исследования 
специфической активности дают информацию 
о продолжительности и величине экспрессии 
трансгена, а исследования биораспределе-
ния  — о фармакокинетике препарата у экспе-
риментального вида животного (персистенции 
вектора, а также о клиренсе и мобилизации25). 
Продолжительность исследования биораспре-
деления определяется промежутком времени 
до полного исчезновения обнаруживаемого сиг-
нала или до достижения долгосрочного плато 
положительного сигнала (в англоязычных источ-
никах  — long-term plateau)26. Следует помнить, 
что сигнал учитывается как в целевых, так 

19 Zolgensma. Assessment report. EMA/200482/2020. EMA; 2020.
20 ICH harmonised guideline S12 on nonclinical biodistribution considerations for gene therapy products. EMA/CHMP/ICH/318372/2021. 
EMA; 2021.
21 Guideline on repeated dose toxicity. CPMP/SWP/1042/99 Rev1 Corr. EMA; 2010.
22 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products. EMA/CAT/80183/2014. EMA; 2018.
23 ICH guideline M3(R2) on non-clinical safety studies for the conduct of human clinical trials and marketing authorisation for 
pharmaceuticals. EMA/CPMP/ICH/286/1995. EMA; 2009.
24 Guideline on the non-clinical studies required before first clinical use of gene therapy medicinal products. EMЕA/CHMP/GTWP/ 
125459/2006. EMA; 2008.
25 Мобилизация — способность вируса / вирусной последовательности выходить из латентного состояния и ее реактивация вслед-
ствие непреднамеренной репликации после комплементации.
26 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products. EMA/CAT/80183/2014. EMA; 2018.
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и в нецелевых органах, а продолжительность 
обнаружения долгосрочного сигнала является 
предметом научного рассмотрения. Если пер-
систенция вектора, экспрессия трансгена и/или 
его продукта сохраняются в течение большего 
периода времени, чем указано в руководстве 
по доклиническим исследованиям безопасности 
в целях проведения клинических исследований 
и регистрации лекарственных препаратов27 и ре-
комендациях ICH28, продолжительность периода 
наблюдения в токсикологическом исследовании 
при однократном или многократном введе-
нии должна как минимум отражать продолжи-
тельность экспрессии (может быть больше, чем 
для стандартных токсикологических исследо-
ваний других биофармацевтических продуктов) 
и зависит также от степени и места экспрессии 
и/или ожидаемых дополнительных рисков29.

Вторым наиболее важным и дискуссионным 
моментом являются сроки оценки конечных то-
чек и связанное с этим количество эксперимен-
тальных животных в группах. В токсикологи-
ческие исследования рекомендуется включать 
промежуточные группы животных для оценки 
показателей токсичности на пиковых значениях 
биораспределения30. К примеру, для AAV-вектора 
это изменения, связанные с начальным пиком 
экспрессии трансгена (через 4 недели) и стаци-
онарным воздействием трансгена (через 13  не-
дель), которые требуют проведения эвтаназии 
животных. Также требуется мониторинг острых 
эффектов взаимодействия вирусного вектора 
с тест-системой, который можно осуществить 
посредством оценки клинического состояния 
животных и прижизненных клинических и лабо-
раторных данных [15]. При ограниченном объеме 
данных об используемом виде животных для ис-
следований ГТЛП данного типа следует включать 
в исследование также фоновую контрольную 
группу. Группы контроля и фоновой группы до-
статочно только в том случае, если нет опасений 
относительно широкого распространения ГТЛП 
в популяции. В таком случае целесообразно 

включение дополнительных групп животных, по-
лучающих препарат внутривенно31.

Путь и режим дозирования. Дизайн исследо-
ваний биораспределения и токсикологии нового 
ГТЛП должен отражать условия клинического 
применения. Допускается использовать в экс-
периментах путь введения, обеспечивающий 
большее распределение препарата у животных, 
чем при клиническом применении. Например, 
в доклинических исследованиях препарата 
Advexin® использован внутривенный путь вве-
дения, тогда как в клинике его вводят внутри-
опухолево, а при подкожном введении проде-
монстрировано ограниченное распределение32. 
В исследованиях биораспределения препарата 
Glybera®, наоборот, большее количество пре-
парата было обнаружено в семенниках и при-
датках яичек при внутримышечном введении 
по сравнению с внутривенным33. Из чего сле-
дует, что, хотя внутривенный путь введения, 
как правило, рассматривается как создающий 
наихудший сценарий, в исследованиях био-
распределения это должно быть подтверждено 
или опровергнуто.

Режим введения ГТЛП в доклинических ис-
следованиях должен быть максимально при-
ближен к условиям клинического применения. 
Существенным недостатком программы докли-
нических исследований препарата Advexin®, 
в частности, было несоответствие терапевти-
ческого режима дозирования (2 раза в неделю 
циклами по 28 сут, 6 циклов), результатов изу-
чения персистенции векторной ДНК у животных 
(12 месяцев) и режима дозирования препарата 
в токсикологических исследованиях (2  введе-
ния с периодом наблюдения 15 сут)34. С другой 
стороны, следует предусмотреть исследования 
токсичности повторных доз, если ожидается 
долгосрочная персистенция векторной ДНК 
и при этом кинетика вектора у эксперименталь-
ного животного не соответствует таковой у че-
ловека или если планируется многократное вве-
дение ГТЛП пациентам35.

27 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по доклиниче-
ским исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов».
28 ICH guideline M3(R2) on non-clinical safety studies for the conduct of human clinical trials and marketing authorisation for 
pharmaceuticals. EMA/CPMP/ICH/286/1995. EMA; 2009.
29 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products. EMA/CAT/80183/2014. EMA; 2018.
30 Там же.
31 Рекомендации по организации производства, оценке качества, проведению доклинических и клинических исследований гено-
терапевтических лекарственных препаратов. М.: Лаборатория знаний; 2018.
32 Advexin. Withdrawal assessment report. EMEA/692328/2008. EMA; 2008.
33 Glybera. Assessment report EMA/882900/2011. EMA; 2012.
34 Advexin. Withdrawal assessment report. EMEA/692328/2008. EMA; 2008.
35 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products. EMA/CAT/80183/2014. EMA; 2018.
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Группы контроля. Интерпретация результа-
тов изучения биораспределения и общей ток-
сичности ГТЛП на основе вирусного вектора 
часто основана на анализе актуальной науч-
ной литературы по полученным ранее докли-
ническим/клиническим данным о подобном 
вирусном векторе, и довольно редко требу-
ется использование в исследованиях в каче-
стве группы контроля вектора без трансгена 
или содержащего нефункциональный трансген. 
Для ГТЛП, содержащих невирусные векторы, 
наоборот, целесообразно проводить исследова-
ния биораспределения и безопасности с вклю-
чением в эксперимент группы животных, полу-
чающих данный вектор без трансгена, учитывая, 
как правило, небольшое количество имеющих-
ся данных литературы по безопасности таких 
конструкций36.

Изучаемые дозы. Дозы препарата для докли-
нических исследований должны быть скор-
ректированы с учетом характеристик исполь-
зованной животной модели, в то же время 
обеспечивая определение широты терапевтиче-
ского действия препарата37. Особенностью ГТЛП 
является применение препарата в начальной 
дозе, соответствующей минимальной эффек-
тивной дозе уже при первом применении у лю-
дей. Этот подход основан на принципах этики 
и связан с выработкой нейтрализующих анти-
тел, которые препятствуют повторному введе-
нию ГТЛП. Применение ГТЛП в минимальной 
эффективной дозе допустимо с учетом меди-
цинской потребности, дефицита разрешенных 
способов лечения некоторых заболеваний и уз-
кого временнóго окна возможностей примене-
ния ГТЛП. Изучаемые дозы должны выявить 
клинически значимые токсические эффекты 
и все потенциальные органы-мишени. Например, 
в доклиническом исследовании на поросятах 
и нечеловекообразных приматах, где была до-
стигнута сверхфизиологическая экспрессия 
человеческого SMN трансгена, после внутри-
венного введения серотипов нейротропного 
AAV наблюдались нарушения проприоцепции 
и атаксия, что было связано с высокой трансдук-
цией спинномозговых ганглиев и последующей 
токсичностью [16]. Результаты метаанализа 33 
доклинических исследований, охватывающих 

256 нечеловекообразных приматов, также пока-
зали, что у большинства животных, которым вво-
дили векторы AAV внутривенно или через спин-
номозговую жидкость, наблюдались патологии 
спинномозговых ганглиев, причем было пока-
зано, что доза значительно влияла на тяжесть 
клинических проявлений патологии [17]. Эти 
эффекты могли быть упущены в исследованиях 
на нечеловекообразных приматах с внутривен-
ным введением препарата Золгенсма® в связи 
с его применением в низкой дозе, однако до-
полнительное исследование с интратекаль-
ным введением (которое приводит к локаль-
ному увеличению концентрации) препарата 
продемонстрировало развитие воспалительных 
и нейродегенеративных процессов без влияния 
на функции нервной системы. Имеет принци-
пиальное значение, что разработчик расценил 
данную находку как значимую и предусмот-
рел мониторинг нейротоксических эффектов 
при проведении клинических исследований 
с внутривенным введением препарата38. Данные 
этих и других исследований демонстрируют, 
что, несмотря на накопленный объем инфор-
мации, дальнейшая оценка соответствующих 
путей введения и доз ГТЛП, выбора капсида 
и дизайна генома вектора с целью достижения 
тканевой или клеточной специфичности все еще 
необходима даже для разрешенных к примене-
нию лекарственных средств [10].

Лабораторные тест-системы. Анализ век-
торной ДНК и продукта трансгена (мРНК или  
белка) имеет критическое значение для оценки 
эффективности и безопасности разрабатыва-
емого ГТЛП. Использованные методы анализа 
нуклеотидных последовательностей долж-
ны быть высокочувствительными, специфич-
ными и валидированными. Приоритетными 
методами считаются количественная поли-
меразная цепная реакция (ПЦР) в режиме ре-
ального времени (qPCR) для определения ДНК 
и ПЦР с обратной транскрипцией (RT-qPCR)  — 
для РНК39. При достаточном обосновании могут 
быть использованы и другие методы. Например, 
разработчиком препарата Glybera® после тща-
тельной оценки было принято решение ис-
пользовать метод nrLAM-PCR (non-restrictive 
linear-amplification mediated PCR) в сочетании 

36 Guideline on the non-clinical studies required before first clinical use of gene therapy medicinal products. EMЕA/CHMP/GTWP/ 
125459/2006. EMA; 2008.
37 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products. EMA/CAT/80183/2014. EMA; 2018.
38 Zolgensma. Assessment report. EMA/200482/2020. EMA; 2020.
39 ICH harmonised S12 guideline on nonclinical biodistribution considerations for gene therapy products. EMA/CHMP/ICH/318372/2021. 
EMA; 2021.
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с секвенированием40. Разработчик Cerepro® 
анализировал мРНК HSV-tk методом RT-qPCR 
только в тканях с наибольшим содержанием ко-
пий ДНК препарата41. Таким образом, при пла-
нировании исследований и интерпретации ре-
зультатов необходимо принимать во внимание 
чувствительность метода.

Представление полученного в исследова-
нии результата в виде выражения числа копий 
вектора на 1 мкг геномной ДНК дает инфор-
мацию о степени трансдукции во все ткани. 
Помимо вышеперечисленного, от разработчика 
препарата Золгенсма® уполномоченный орган 
при регистрации препарата запросил данные, 
которые выражают трансдукцию вектора в виде 
числа копий на диплоидный набор. Эти данные 
позволили получить представление о транс-
дуцируемости тканей на уровне одной клетки 
и оценить риск клеточного стресса при введе-
нии векторных геномов / экспрессии трансгена 
в большом количестве, а также, в случае препа-
рата Золгенсма®, позволили установить причи-
ну выявленной кардиотоксичности препарата42.

Данные исследований биораспределения 
целесообразно анализировать на предмет опре-
деления тканевого тропизма вектора, поскольку 
разные серотипы вируса тропны к разным тка-
ням организма и характеризуются видоспеци-
фическими особенностями, что имеет значение 
при переносе доклинических данных на чело-
века43. Например, в исследованиях препарата 
Imlygic® установлено, что сохранился некото-
рый тропизм вектора к нервной ткани, что явля-
лось нежелательным и неожиданным, поскольку 
было выполнено удаление гена ICP34.5 из вирус-
ного генома44.

Релевантность. Особое значение имеет 
релевантность экспериментальной модели. 
В исследованиях биологических лекарственных 
препаратов, не относящихся к ГТЛП, обезьяны 
часто являются единственным релевантным 
видом животных. Исследования общей токсич-
ности препарата Золгенсма® были проведены 

на двух видах животных: мышах линии FVB/n 
(дикий тип), которые обычно не используют-
ся для токсикологических исследований из-за 
их генетических особенностей, и на яванских 
макаках (только пилотные исследования без-
опасности). Это было сделано, чтобы иметь 
возможность сравнить и достоверно ин-
терпретировать результаты исследования  
специфической активности и безопасности  
препарата45. Токсикологические исследования 
препарата Glybera® были проведены только 
на мышах дикого типа46. Использование грызу-
нов дикого типа не противоречит рекоменда-
циям по выбору релевантных видов животных 
для доклинических исследований ГТЛП, тем 
более что при проведении исследования ток-
сичности рекомендуется использовать ту же 
животную модель, что и в исследовании специ-
фической активности47. Тем не менее выбор ре-
левантных животных для доклинических иссле-
дований разрабатываемого ГТЛП должен быть 
подробно обоснован разработчиком в матери-
алах регистрационного досье и основываться 
на сходстве между экспериментальным видом 
животного и человеком по следующим ключе-
вым критериям: трансдукция, инфекционная 
способность вектора реплицироваться в тканях, 
тканевое распределение и экспрессия клеточ-
ных рецепторов вектора (селективность, изо-
ляция), активность регуляторных элементов 
(промоторов, энхансеров и др.), гомологичность 
и биологический ответ на продукт трансгена, до-
пустимый объем для введения животным, дру-
гие особенности фармакокинетики (в частности, 
метаболизма)48.

Использование крупных животных в каче-
стве второго экспериментального вида оправ-
дано их бóльшим биологическим и физиологи-
ческим сходством с человеком. Исследование 
только на крупном виде животных порой со-
пряжено с малым размером выборки, что от-
части может быть компенсировано увеличени-
ем частоты и продолжительности наблюдения. 
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При невозможности проведения исследований 
безопасности на здоровом релевантном жи-
вотном выходом является проведение единого 
исследования токсичности и специфической ак-
тивности на животных путем добавления конеч-
ных точек безопасности. При отсутствии реле-
вантных видов животных следует рассмотреть 
использование животных с подавленным имму-
нитетом или использование суррогатного транс-
гена животного (гомологичная модель)49 вместо 
человеческого трансгена или использование 
серотипа вируса, специфичного конкретного 
вида животных. Например, в исследованиях 
препарата Imlygic® использовали бестимусных 
и иммунокомпетентных мышей, а также был со-
здан мышиный суррогатный вектор HSV-1 и мы-
шиный трансген из-за неспособности человече-
ского GM-CSF связываться с рецептором GM-CSF 
мыши50.

Для ГТПЛ на основе вирусных векторов 
при выборе экспериментальной животной мо-
дели целесообразно определять уровни анти-
тел к серотипу вектора у животных до начала 
эксперимента [18]. При этом распространен-
ность антител может различаться у разных ви-
дов крупных животных, полученных из разных 
источников (вивариев), и между разными вида-
ми нечеловекообразных приматов. Иммунный 
статус животного также является одним из важ-
ных параметров выбора релевантного вида 
и, с другой стороны, позволяет получить до-
полнительную информацию. Так, в исследо-
ваниях препарата Imlygic® с использовани-
ем мышей с ослабленным иммунитетом было 
продемонстрировано, что летальная систем-
ная вирусная инфекция развивается у 20% жи-
вотных при дефиците функции Т-лимфоцитов 
и у 100% животных при дефиците как Т-, так 
и В-лимфоцитов51.

Фармакологическая безопасность. Иссле до-
вания влияния ГТЛП в терапевтических дозах 
на функционирование жизненно важных систем 
организма (исследование фармакологической 
безопасности) допустимо комбинировать с ис-
следованиями общей токсичности и биораспре-
деления (например, персистенции)52. Оценку 
необходимости проведения уточняющих и до-
полнительных исследований фармакологиче-
ской безопасности следует выполнять с учетом 

данных исследований биораспределения, се-
лективности ГТЛП и полученных доклинических 
и клинических данных разрабатываемого ГТЛП. 
Продолжительность исследований фармаколо-
гической безопасности может быть скорректи-
рована при отсроченных фармакодинамических 
эффектах.

Иммунотоксичность. Применение ГТЛП у че-
ловека сопряжено с развитием иммунологиче-
ских реакций. К примеру, AAV вызывают слабый 
воспалительный ответ и ответ IFN1-типа, одна-
ко при системном введении высоких доз может 
возникать иммунотоксичность [19], как правило, 
обусловленная развитием Т-клеточного иммун-
ного ответа [20]. По одной из версий иммуноток-
сичность при интратекальном введении препа-
рата Золгенсма® у обезьян могла быть связана 
с воспалением и некрозом спинальных ганглиев 
задних корешков, поэтому одновременное при-
менение иммунодепрессантов у человека сни-
жает риск нейротоксичности53.

Иммуногенность. Обширные исследования 
в области разработки векторов выявили се-
рьезные проблемы, связанные с высокой рас-
пространенностью во всем мире иммунитета 
против различных серотипов вирусов человека, 
используемых в качестве платформ для век-
торов ГТ. Было показано, что циркулирующие 
антитела значительно ухудшают способность 
векторов трансдуцировать клетки-мишени 
и ослаблять результирующие адаптивные им-
мунные ответы. До сих пор адаптивный имму-
нитет к капсиду и чужеродному трансгену пред-
ставляет собой основные факторы снижения 
эффективности даже несмотря на однократное 
введение препарата и отсутствие необходимо-
сти в повторной дозе [19–22].

Технологии редактирования генома также 
могут быть сопряжены с риском иммуногенно-
сти. В частности, метод редактирования CRISPR/
Cas9 заимствован из естественных механизмов 
адаптивного иммунного ответа у архей и бакте-
рий, в том числе тех, которые с высокой часто-
той заражают человеческую популяцию [23, 24]. 
Было продемонстрировано, что белки Cas9 об-
ладают иммуногенностью у животных моделей 
мышей [25]. Другие исследования [26–28] пока-
зывают, что у людей уже существуют гумораль-
ные и клеточно-опосредованные адаптивные 
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иммунные ответы на Cas9 и они, в свою очередь, 
могут влиять на безопасность ГТ на основе 
CRISPR/Cas9.

Иммуногенность также является одной из воз - 
можных проблем при использовании невирус-
ных векторов. Липосомальные составы широко 
используются в качестве невирусных систем 
доставки, однако из-за своей катионной при-
роды липосомы неспецифически связываются 
с белками сыворотки, а также вызывают повре-
ждения клеток наряду с активацией иммунной 
системы [29, 30]. Сообщалось, что липидные на-
ночастицы вызывали сильный иммунный ответ 
при достижении паренхимы головного мозга 
у мышей после внутривенной инъекции [31].

Таким образом, при разработке ГТЛП для мно-
гократного применения необходимо провести 
оценку его иммуногенности (формирования ан-
тивекторного иммунного ответа)54. Образование 
антител рекомендуется изучить даже при пла-
нируемом однократном клиническом примене-
нии, если информация о потенциале иммуно-
генности не получена из других источников. 
Иммуногенность трансгенного продукта сле-
дует изучать, если данные о качестве указы-
вают на образование аберрантных продуктов 
или белка с измененной структурой55. Помимо 
того, на этапе доклинических исследований 
ГТЛП необходимо провести оценку риска разви-
тия иммунологических реакций у человека (если 
условия позволяют, такие конечные точки допу-
стимо включить в исследования общей токсич-
ности на животных, например возникновение 
иммунотоксичности, полиорганное воспаление, 
отложение иммунных комплексов во внутренних 
органах, цитокиновый шторм и др.). Особое вни-
мание необходимо уделить риску перекрестной 
реактивности и фоновых аутоиммунных реак-
ций56. Важно помнить, что целевой популяцией 
ГТЛП зачастую являются дети раннего возрас-
та с несформированной иммунной системой. 
В связи с этим при проведении доклинических 
исследований токсичности с использованием 
неполовозрелых животных может возникнуть 
ситуация, когда у животных не образуются ан-
титела, в то время как образование антител 

является ожидаемым. Так, введение препарата 
Золгенсма® неполовозрелым мышам не сопро-
вождалось образованием антител к трансгену, 
у обезьян же, напротив, образование антител 
к трансгену было зарегистрировано57.

Местнораздражающее действие. Исследова-
ния местнораздражающего действия препа-
ратов Glybera® показали увеличение часто-
ты и тяжести воспалительной инфильтрации 
и миодегенерации в месте введения препаратов. 
Дополнительно определяли состав клеточного 
инфильтрата на предмет наличия цитотоксиче-
ских Т-клеток58.

Модификации процесса производства. Различ-
ные партии препарата Glybera®, а именно полу-
ченные с использованием плазмиды и получен-
ные с использованием бакуловируса, согласно 
отчету, сравнивали в промежуточных (связую-
щих) доклинических исследованиях биораспре-
деления и безопасности59. Любая модифика-
ция последовательности нуклеиновой кислоты 
ГТЛП потенциально способна повлиять на без-
опасность конечного продукта и требует до-
полнительной оценки безопасности и/или про-
межуточных/связующих экспериментальных 
данных60.

Дополнительные исследования, 
связанные с отдаленными рисками

Специфические свойства ГТЛП могут созда-
вать проблемы безопасности, такие как инсер-
ционный мутагенез, эктопическая или нерегули-
руемая экспрессия трансгена, долговременная 
персистенция и нецелевое распространение, 
которые не возникают при применении других 
лекарственных препаратов, в том числе био-
логических. Поэтому в ряде случаев требуется 
проведение дополнительных доклинических ис-
следований.

Интеграция векторной ДНК и онкогенный 
потенциал. Нежелательная интеграция вектор-
ной ДНК в геном клетки-хозяина может при-
водить к инсерционному мутагенезу, одним 
из последствий которого является онкогенность. 
Первые испытания ГТЛП на основе вирусных 
векторов показали, что препараты клинически 
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61 Zolgensma. Assessment report. EMA/200482/2020. EMA; 2020.
62 Reflection paper on quality, non-clinical and clinical issues related to the development of recombinant adeno-associated viral 
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эффективны, но при этом выявили геноток-
сичность, вызванную нецелевой интеграцией. 
В частности, применение первого поколения 
гамма-ретровирусных векторов для лечения 
Х-сцепленного тяжелого комбинированного им-
мунодефицита (SCID) сопровождалось высокой 
частотой (4 из 9 пациентов) Т-клеточных лейко-
зов [32]. Хотя и гамма-ретроверусный, и лентиви-
русный векторы интегрируются в транскрипци-
онно-активные области, гамма-ретровирусные 
векторы часто интегрируются вблизи сайтов 
начала транскрипции и обладают сродством 
к онкогенам, что, по-видимому, является одним 
из факторов, определяющих различия в гено-
токсичности этих двух векторов [33]. Кроме того, 
путем интеграции потенциально возможно фор-
мирование химерных слияний генов, состоящих 
из последовательностей провируса и хозяина. 
Наконец, было показано, что лентивирусные 
векторы вызывают аберрантный сплайсинг кле-
точных транскриптов [34]. Постоянные усилия 
по улучшению или разработке новых типов ре-
тровирусных векторов значительно снизили ге-
нотоксичность, однако инсерционный мутагенез 
все еще остается актуальной проблемой [35].

Руководствами ЕМА рекомендовано перед  
первым введением ГТЛП человеку изучить воз-
можность интеграции для обнаружения слу-
чайного встраивания даже для тех вирусных век-
торов, для которых она не ожидается. Например, 
для препарата Золгенсма® исследований инте-
грации векторной ДНК в геном не проводили, 
поскольку, по мнению разработчика, несмотря 
на существующую возможность редких событий 
интеграции для вектора AAV, последствия, свя-
занные с инсерционным мутагенезом, незначи-
тельны61. Уверенность разработчиков в данном 
случае основывается на том, что векторы AAV 
всегда считались неитегрирующимися и нере-
пликативными из-за своей «дефектности» (от-
сутствия способности к продуктивной репли-
кации без помощи Ad или вирусов герпеса) 
и в связи с этим относительно безопасными 
в отношении инсерционного мутагенеза. Однако 
имеются данные о том, что AAV могут интегри-
роваться в геном клетки-хозяина, хотя и с очень 
низкой частотой [36, 37]. Более того, недавно 
было продемонстрировано, что геномы векто-
ров AAV, несущие компоненты CRISPR, могут ин-
тегрироваться в геном клетки-хозяина в местах 

двухцепочечных разрывов [38], что вновь вы-
звало опасения по поводу онкогенной интегра-
ции AAV и, как следствие, опасения по поводу 
долгосрочного профиля безопасности таких 
препаратов. Учитывая отсутствие единого мне-
ния по вопросу случайного интегрирования AAV 
в геном62, целесообразно хранить образцы, по-
лученные при проведении токсикологических 
исследований, для оценки интеграционной 
способности ГТЛП по запросу регулирующего 
органа или при появлении сигналов в процес-
се комплексного доклинического исследования 
безопасности препарата [15].

Для векторов, природа которых предпола-
гает возможность встраивания в геном клет-
ки-мишени, необходимо идентифицировать тка-
ни, в которых происходит интеграция (мишени 
и вне мишеней), число копий и сайты встраива-
ния копий вектора в геном (in vitro или in vivo), 
структурную целостность интегрированного 
вектора, его геномную стабильность. В случае 
использования нуклеиновых кислот с элемента-
ми для встраивания / интегрирующимися свой-
ствами они должны рассматриваться как встра-
ивающиеся векторы63.

Опосредованное нуклеазами редактирова-
ние генома инициирует двухцепочечные разры-
вы ДНК [4], что также является источником не-
стабильности генома, который может привести 
к мутациям, вызывающим рак. Вполне вероятно, 
что любая сконструированная нуклеаза будет 
способствовать транслокациям между разры-
вом на мишени и спонтанными, случайными 
разрывами в других частях генома. Несмотря 
на то что ученые приложили огромные усилия 
для ограничения нецелевого воздействия, неце-
левое редактирование все еще часто наблюдает-
ся у лабораторных животных, что ограничивает 
безопасное и широкое применение ГТ на основе 
методов редактирования. Редактирование ге-
нома также может привести к большим делеци-
ям и перестройкам ДНК. Подобные масштабные 
делеции могут иметь серьезные последствия 
для клеток-хозяев. Недавние исследования по-
казали, что белки Cas9 в системе редактиро-
вания CRISPR-Cas9 активируют путь р53 (белок, 
регулирующий клеточный цикл) и вызывают 
мутации, инактивирующие р53, в различных ли-
ниях раковых клеток человека, в то же время 
усиливая механизмы репарации клеточной ДНК, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7868676/#CR308
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что еще больше снижает эффективность редак-
тирования генома и повышает потенциальный 
риск онкогенеза [39–42].

Несмотря на перечисленные риски, стан-
дартные исследования генотоксичности и стан-
дартные пожизненные исследования канце-
рогенности ГТЛП на грызунах, как правило, 
не требуются. Тем не менее наличие онкогенного 
потенциала следует оценить in silico (например, 
наличие последовательностей белка онкогена 
или способ действия ГТЛП в геноме)64. В случаях 
обнаружения онкогенного потенциала in silico 
или при наличии иных рисков канцерогенности 
ГТЛП необходимо провести исследования онко-
генности и/или канцерогенности, при этом ис-
следования онкогенности in vivo не имеют пре-
имуществ перед исследованиями в условиях in 
vitro (на устоявшихся клеточных линиях, первич-
ных клетках)65. Для препарата Imlygic®, напри-
мер, исследования канцерогенности и онкоген-
ности не проводили на основании отсутствия 
в опубликованных эпидемиологических иссле-
дованиях ассоциации между HSV и развитием 
рака у человека. Вектор и сам вирус дикого типа 
не интегрируются в геном, а учитывая широкую 
распространенность вируса дикого типа среди 
людей, канцерогенный риск применения препа-
рата разработчик посчитал маловероятным66.

Для векторов, способных и условно способ-
ных к интеграции, должны быть изучены пере-
дача по зародышевой линии и онкогенез 
перед первым применением препарата у чело-
века67.

Вертикальный перенос генов. Стандартные 
исследования репродуктивной токсичности 
ГТЛП обладают низкой предиктивностью, одна-
ко в некоторых случаях при наличии пробелов 
в имеющейся информации такие исследования 
могут быть полезны68. Необходимо представить 

результаты исследований фертильности, эм-
бриофетальной и постнатальной токсичности 
исходя из вида и механизма действия препарата, 
показаний к медицинскому применению и попу-
ляции пациентов, если нецелесообразность про-
ведения таких исследований должным образом 
не аргументирована. Для проведения клиниче-
ских исследований ранней стадии данный вид 
исследований на животных может не потребо-
ваться, если нет особых опасений69. Так, для пре-
парата Imlygic® было проведено исследование 
эмбриофетальной токсичности препарата и про-
демонстрирована способность преодолевать 
плацентарный барьер при отсутствии влияния 
на эмбриофетальное развитие, данная инфор-
мация была включена в соответствующий раз-
дел общей характеристики лекарственного пре-
парата70. Помимо этого, при необходимости (при 
устойчивых уровнях векторной ДНК в гонадах, 
гаметах, по результатам исследования сперма-
тогенеза и анализа интеграции71) следует прово-
дить доклинические исследования возможности 
непреднамеренной передачи векторов перено-
са генов по зародышевой линии и возможности 
вирусовыделения (а именно выделение вируса 
со спермой) еще до первого применения пре-
парата у человека72. Программа доклинических 
исследований препарата Золгенсма® не преду-
сматривала проведение стандартных исследо-
ваний репродуктивной токсичности и перено-
са генов по зародышевой линии на основании 
того, что AAV-вектор является неинтегративным 
и нерепликативным, концентрация векторной 
ДНК низкая в гонадах и снижается в сперма-
тоцитах, а повышенная экспрессия трансгена 
не представляет значительного риска на ранних 
стадиях развития эмбриона. Данные литературы 
свидетельствовали об отсутствии трансдукции 
сперматозоидов и передачи по зародышевой 

64 Guideline on the non-clinical studies required before first clinical use of gene therapy medicinal products. EMЕA/CHMP/GTWP/ 
125459/2006. EMA; 2008. 
65 Reflection paper on quality, non-clinical and clinical issues related to the development of recombinant adeno-associated viral 
vectors. EMEA/CHMP/GTWP/587488/2007 Rev. 1. EMA; 2010. 
 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products. EMA/CAT/80183/2014. EMA; 2018. 
 Guideline on the non-clinical studies required before first clinical use of gene therapy medicinal products. EMЕA/CHMP/GTWP/ 
125459/2006. EMA; 2008. 
66  Imlygic. Assessment report. EMA/734400/2015/ corr. 1. EMA; 2015.
67 Guideline on the non-clinical studies required before first clinical use of gene therapy medicinal products. EMЕA/CHMP/GTWP/ 
125459/2006. EMA; 2008.
68 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products. EMA/CAT/80183/2014. EMA; 2018. 
69 Рекомендации по организации производства, оценке качества, проведению доклинических и клинических исследований гено-
терапевтических лекарственных препаратов. М.: Лаборатория знаний; 2018.
70 Imlygic. Assessment report. EMA/734400/2015/ corr. 1. EMA; 2015.
71 Guideline on non-clinical testing for inadvertent germline transmission of gene transfer vectors EMEA/273974/2005. EMA; 2006.
72 Guideline on the non-clinical studies required before first clinical use of gene therapy medicinal products. EMЕA/CHMP/GTWP/ 
125459/2006. EMA; 2008.
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линии в экспериментах на животных. Кроме того, 
популяция пациентов включала детей в очень 
раннем возрасте (предпочтительно введение 
препарата в возрасте до 6 месяцев). Однако ре-
гуляторный орган, осуществлявший экспертизу 
препарата, подчеркнул оставшийся невыяснен-
ным вопрос, почему трансген не сохраняется 
в ооцитах, присутствующих до рождения и на-
чинающих созревать в репродуктивном периоде 
у человека73.

Перспективными направлениями разра-
ботки ГТЛП являются расширение популяции 
пациентов на беременных женщин, в лечении 
которых врачи имеют малый арсенал терапев-
тических средств, а также использование пре-
паратов для внутриутробного лечения разви-
вающегося эмбриона/плода с генетическим 
заболеванием. Таким образом, представляется 
возможность лечения нейродегенеративных 
моногенных заболеваний, для которых суще-
ствующие препараты не способны преодо-
левать гематоэнцефалический барьер [43]. 
Экспериментально подтверждено, что неко-
торые серотипы векторов доставки генов AAV 
обладают способностью проникать через ге-
матоэнцефалический и плацентарный барьеры 
после внутривенного введения [43]. При раз-
работке препаратов для внутриутробного ле-
чения могут потребоваться исследования эм-
бриофетальной и перинатальной токсичности 
в целях изучения влияния на плод, например, 
плацентарного переноса цитокинов, вырабаты-
ваемых локально.

Риск для окружающей среды. Спектр рисков 
вредного воздействия ГТЛП на окружающую 
среду и здоровье человека определяется специ-
фическими свойствами препаратов этого класса. 
Для идентификации опасностей используют ме-
тод описания развития событий по наихудшему 
сценарию, оценивают также потенциальные по-
следствия выявленных возможных вредных воз-
действий в случае их возникновения. Основные 
потенциальные риски для здоровья человека 
связаны с выделением в окружающую среду 
векторных частиц, образованием рекомбинант-
ных вирусов во время производства или после 
инфузии ГТЛП, инсерционным мутагенезом74.

Риски, связанные с выделением частиц-пере-
носчиков, заключаются в непреднамеренном 
воздействии ГТЛП на людей, для которых дан-
ный препарат не предназначен, с возникновени-
ем сверхэкспрессии нормального человеческого 
белка и индукции иммунного ответа против ча-
стиц-переносчиков. Аналогичный риск актуален 
для животных. Исходя из этого для прогнозиро-
вания рисков применения ГТЛП и для планирова-
ния клинических исследований следует провести 
исследования выделения препарата с секретами 
и физиологическими жидкостями (в том числе 
со слюной, слезами, потом)75. Предпочтительной 
является количественная оценка методом 
ПЦР. Исследования выделения целесообразно 
объединять с другими доклиническими фармако-
кинетическими исследованиями.

Особое значение для здоровых людей име-
ет использование в ГТЛП генов устойчивости 
к антибиотикам. В целом, их использование 
не рекомендуется, но в исключительных слу-
чаях при создании такого ГТЛП перед первым 
применением у человека должна быть изучена 
непреднамеренная экспрессия гена устойчиво-
сти в соматических клетках человека76.

Следующим риском при разработке ГТЛП 
на основе вирусных систем является непредна-
меренное образование способного к реплика-
ции провируса [10]. Разработчиком должна быть 
оценена целесообразность проведения иссле-
дования непреднамеренной репликации вслед-
ствие комплементарности с вирусом дикого 
типа или с продуцентными клетками. Для препа-
ратов, содержащих вирусные конструкции, в ко-
торых вирусы сохраняют полную способность 
к репликации или к репликации в определен-
ных условиях (условно-репликативные вирус-
ные векторы), и для вирусов, получивших такую 
способность в результате рекомбинации, нужно 
определить, ведут ли себя векторы ожидаемым 
образом. Последствия такой рекомбинации 
нужно оценивать по потенциалу репликации, 
патогенности, вирулентности вектора, распро-
страненности и тяжести заболевания, которое 
может быть вызвано у человека и животных век-
торной системой77. К примеру, при производстве 
препарата Золгенсма® последовательности 

73 Zolgensma. Assessment report. EMA/200482/2020. EMA; 2020.
74 Guideline on scientific requirements for the environmental risk assessment of gene therapy medicinal products. EMEA/CHMP/GTWP/ 
125491/2006. EMA; 2008.
75 General principles to address virus and vector shedding. ICH Considerations. EMEA/CHMP/ICH/449035/2009. EMA; 2009. 
 Zolgensma. Assessment report. EMA/200482/2020. EMA; 2020.
76 Guideline on the non-clinical studies required before first clinical use of gene therapy medicinal products. EMЕA/CHMP/
GTWP/125459/2006. EMA; 2008. 
77 Там же.
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rep и сар в рамках контроля качества тестиру-
ют на наличие компетентных к репликации AAV. 
Однако, учитывая ограниченную способность 
анализа, разработчики подробно теоретически 
проанализировали последствия возможности 
образования компетентных к репликации AAV78. 
Другой пример  — препарат Advexin®, который 
был сконструирован таким образом, чтобы ли-
шить вектор способности к репликации. Однако 
в клинических партиях препарата регулярно 
обнаруживали Ad-частицы, способные к репли-
кации, хотя их уровень был низким79. Следует 
подчеркнуть, что в рамках контроля качества 
целесообразно тестировать препараты на на-
личие репликативно-компетентных вирусов/ми-
кроорганизмов и определять элементы репли-
кации вектора и капсидных белков в культуре 
клеток продуцентов.

Некоторые вирусы, например вирусы герпеса, 
могут находиться в латентном состоянии с по-
следующей реактивацией (мобилизация). В та-
ком случае требуется определить, ограничена 
ли латентность конкретными тканями и остается 
ли у вектора способность к реактивации. Могут 
также потребоваться исследования потенциала 
экспрессии генов вектора80.

Токсические эффекты невирусных векторов 
определяются также небиоразлагаемой при-
родой некоторых из этих соединений (прежде 
всего, неорганических), что является допол-
нительным препятствием для их клинического 
применения. Серьезной проблемой с нераз-
лагаемыми неорганическими наночастицами 
является их потенциальное накопление в ор-
ганизме. Наночастицы размером менее ~6 нм 
могут фильтроваться посредством клубочковой 
фильтрации в почках и выводиться из организма 
с мочой, а более крупные наночастицы, особен-
но со значительным поверхностным зарядом, 
могут накапливаться в тканях в течение дли-
тельного времени [30, 44].

Заявитель разрабатывает меры для мини-
мизации вероятности развития последствий, 
обусловленных вышеперечисленными риска-
ми, в зависимости от их ранга. Примером мо-
жет служить препарат Imlygic®, для которого 
разработчик установил как важный выявлен-
ный риск диссеминированную герпетическую 

инфекцию у лиц с тяжелым иммунодефицитом 
и риск для беременных, контактирующих с па-
циентом, получающим препарат Imlygic®. Риски 
были внесены в план управления рисками и об-
щую характеристику лекарственного средства81. 
Для препарата Advexin® продемонстрировано 
длительное выделение вектора из организма 
пациента совместно с не исключенным риском 
интеграции препарата. Недостаточная оценка 
разработчиком риска для окружающей среды 
внесла вклад в отрицательное соотношение 
«польза–риск» применения препарата82.

Анализ требуемых исследований 
общей и специфической 
токсичности

В свете активной интеграции России в миро-
вое сообщество в области развития меди-
цинских технологий важным аспектом является 
применение общих принципов, выработанных 
в актах международного значения. Обобщенный 
анализ требуемых исследований общей и спе-
цифической токсичности для различных типов 
препаратов, в том числе ГТЛП, приведен в таб-
лице 3.

Очевидно, что для отдельных фармакологи-
ческих классов препаратов (например, проти-
воопухолевых), при определенных свойствах 
препарата, показаниях к применению и целе-
вой популяции пациентов или в других исклю-
чительных случаях проведение тех или иных 
исследований может не потребоваться. Однако 
существует необходимость придерживаться 
гибкого подхода при планировании програм-
мы доклинических исследований ГТЛП, которая 
в большей степени, чем для других препаратов, 
зависит от актуальных данных научной литера-
туры, международного опыта разработки, реги-
страции и клинического применения похожих 
ГТЛП. Еще одной особенностью разработки ГТЛП 
является то, что основной объем исследований 
требуется проводить до первого применения 
у человека, в то время как для низкомолекуляр-
ных синтетических и для высокомолекулярных 
биологических (не ГТЛП) препаратов характер-
но изменение программы доклинических иссле-
дований в зависимости от стадии клинических 
исследований.

78 Zolgensma. Assessment report. EMA/200482/2020. EMA; 2020.
79 Advexin. Withdrawal assessment report. EMEA/692328/2008. EMA; 2008.
80 Guideline on the non-clinical studies required before first clinical use of gene therapy medicinal products. EMЕA/CHMP/GTWP/ 
125459/2006. EMA; 2008.
81 Imlygic. Assessment report. EMA/734400/2015/ corr. 1. EMA; 2015.
82 Advexin. Withdrawal assessment report. EMEA/692328/2008. EMA; 2008.
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Таблица 3. Программа доклинических исследований безопасности, необходимых для государственной регистра-
ции разных типов лекарственных препаратов в Российской Федерации и Евразийском экономическом союзе

Table 3. Non-clinical safety programmes required to support marketing authorisation in the Russian Federation and 
the Eurasian Economic Union, by medicinal product type

Вид стандартных 
исследований

Type of standard studies

Необходимость включения исследования в программу доклинического изучения
Necessity of the study in the non-clinical safety programme

Низкомолекулярные 
синтетические 

лекарственные препараты
Small molecules

Высокомолекулярные 
биологические 

лекарственные препараты 
(но не ГТЛП)

Biologicals (other than GTMPs)

ГТЛП
GTMPs

Токсикокинетика
Toxicokinetics + + –*

Фармакологическая 
безопасность
Safety pharmacology

+ +** +**

Общетоксическое действие
General toxicity + + + 

Репродуктивная 
токсичность
Reproductive toxicity

+*** +*** +***

Генотоксичность
Genotoxicity + – –

Канцерогенность
Carcinogenicity +**** – –

Местнораздражающее 
действие
Local tolerance

+** +** +**

Другие исследования 
токсичности
Other toxicity studies

Фотобезопасность, 
иммунотоксичность 
и аллергенность, 
сенсибилизация, 
гемолитическая активность, 
потенциал лекарственной 
зависимости и т.д.
Photosafety, immunotoxicity 
and allergenicity, sensitisation, 
haemolytic activity, abuse 
potential, etc.

Иммуногенность 
и иммунотоксичность, 
перекрестная реактивность, 
гемолитическая активность, 
провоспалительный 
цитокиновый шторм и т.д.
Immunogenicity and 
immunotoxicity, cross-
reactivity, haemolytic activity, 
pro-inflammatory cytokine 
storm, etc.

Иммуногенность и иммуно-
токсичность, вертикальный 
перенос генов, инсерцион-
ный мутагенез и онкоген-
ный потенциал, провоспа-
лительный цитокиновый 
шторм и т.д.
Immunogenicity and immuno-
toxicity, vertical germline 
transmission, insertional 
mutagenesis and oncogenic 
potential, pro-inflammatory 
cytokine storm, etc.

Оценка безопасности 
примесей и продуктов 
деградации
Safety assessment of impurities 
and degradation products

+ + +

Экотоксичность
Ecotoxicity – – +

Примечание. ГТЛП — генотерапевтический лекарственный препарат; «+» — требуется проведение исследования; «–» — не требу-
ется проведение исследования.
* Требуется проведение исследований биораспределения.
** Могут быть включены в исследования общей токсичности.
*** Зависит от свойств препарата, показаний к применению и целевой популяции пациентов.
**** Зависит от области применения.
Note. GTMP, gene therapy medicinal product; +, required; –, not required.
* Biodistribution studies are required.
** These studies may be included in general toxicity studies.
*** It depends on the properties, proposed indications, and target population of the medicinal product.
**** It depends on the application of the medicinal product.
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Заключение
Интеграция Российской Федерации в еди-

ный рынок лекарственных средств ЕАЭС создает 
необходимость совершенствования требований 
к аспектам безопасности лекарственных пре-
паратов. На данный момент на этапе доклини-
ческих исследований целесообразно использо-
вать актуальные международные рекомендации 
по изучению безопасности ГТЛП.

Определенные в настоящей статье особые 
риски ГТЛП и основные требования к докли-
нической оценке безопасности, выявленные 
возможные варианты оптимизации программы 
и дизайна доклинических исследований и уста-
новленные критерии экспертной оценки ре-
зультатов доклинических исследований ГТЛП 
позволят разработчикам ГТЛП рационализи-
ровать планирование доклинических иссле-
дований и повысить качество доклинического 
резюме для подачи документов в экспертное 
учреждение с целью проведения клинических 
исследований или регистрации ГТЛП.

Все виды доклинических исследований ГТЛП 
существенно отличаются от исследований дру-
гих видов лекарственных препаратов. Отличия 
затрагивают в том числе исследования специ-
фической активности, фармакокинетики и обще-
токсического действия, которые рекомендуется 
объединять. Исследования фармакокинетики 
ГТЛП заменяют исследования биораспределе-
ния. Программа доклинических исследований 
безопасности ГТЛП, как для остальных биоло-
гических лекарственных препаратов, включает 
обязательные исследования общетоксического 
и местнораздражающего действия, фармако-
логической безопасности и иммуногенности. 
Продолжительность исследований общеток-
сического действия, как правило, больше, чем 
для других биологических препаратов, так 
как определяется длительностью экспрессии 
трансгена. Необходимость исследований репро-
дуктивной токсичности определяется наличием 
данных научной литературы в отношении риска 

вертикального переноса генов. Стандартные ис-
следования иммунотоксичности, генотоксично-
сти и канцерогенности являются необходимыми. 
Однако применение ГТЛП может быть сопряжено 
с указанными рисками, что может потребовать 
дополнительных исследований иммунотоксично-
сти и исследований интеграции векторной ДНК. 
Для ГТЛП необходимо тщательно оценивать без-
опасность для окружающей среды, которая каса-
ется здоровья людей, контактирующих и не кон-
тактирующих с пациентом, а также животных. 
Природа вектора и гена, особенности механизма 
действия ГТЛП, популяция пациентов, результаты 
исследований выделения препарата и онкоген-
ный потенциал в совокупности определяют эко-
логический риск и значительно влияют на оцен-
ку отношения ожидаемой пользы к возможному 
риску применения разрабатываемого ГТЛП.

При подготовке комплекта документов 
с целью получения разрешения на проведение 
клинического исследования или регистрацию 
препарата от разработчика ГТЛП требуется 
подробная научно аргументированная пози-
ция по выбору программы доклинических ис-
следований, релевантности животной модели 
и ключевых точек дизайна исследований: про-
должительность введения препарата и период 
восстановления, режим дозирования, исполь-
зуемые методы, лабораторные тест-системы 
и другое. Особое внимание необходимо уделить 
подробному обоснованию отсутствия отдален-
ных рисков после введения ГТЛП, таких как не-
целевая интеграция, нежелательные мутации 
клетки и онкогенный потенциал, вертикальный 
перенос генов, риск для окружающей среды.

По мере накопления опыта разработки, 
производства, доклинических и клинических 
исследований и применения ГТЛП происходит 
пересмотр связанных с ними рисков и получе-
ние новых данных по безопасности, что требу-
ет динамичного и своевременного обновления 
существующих требований по доклиническим 
исследованиям безопасности ГТЛП.
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