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Лекарственные препараты на основе пыльцевых экстрактов аллергенов широко применяются для ле-
чения и диагностики поллинозов. Согласно требованиям Государственной фармакопеи Российской Фе-
дерации XIII издания аллергенную активность этих препаратов оценивают относительно аттестованных 
стандартных образцов (СО), биологическая активность которых была подтверждена in vivo у лиц, сен-
сибилизированных к исследуемому аллергену. Кандидат в СО тимофеевки луговой в виде готовой ле-
карственной формы (ГЛФ) и соответствующий аллергенный пыльцевой экстракт (полуфабрикат) были 
охарактеризованы по белковому профилю и аллергенному составу методами электрофореза в полиа-
криламидном геле (ПААГ), высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) и вестерн-блота. 
Исследование проводили в сравнении с ГЛФ, аллергенными пыльцевыми экстрактами разных периодов 
сбора пыльцы и даты выпуска, а также международным стандартом аллергена из пыльцы тимофеевки 
луговой (NIBSC code: 82/520). Методами электрофореза в ПААГ и ВЭЖХ выявлено совпадение белковых 
профилей кандидата в СО по основным белковым фракциям со всеми аллергенными экстрактами и ГЛФ 
разных дат выпуска. Метод ВЭЖХ подтвердил сходство белковых профилей кандидата в СО и междуна-
родного стандарта аллергена из пыльцы тимофеевки луговой (NIBSC code: 82/520), показав некоторые 
различия в соотношении основных белковых фракций. Методом вестерн-блота подтверждено наличие 
главных специфических аллергенных компонентов с относительными молекулярными массами в области 
50–60 и 27–35 кДа. Состав специфических аллергенных компонентов препаратов тимофеевки произ-
водства АО «НПО «Микроген» по основным белковым и аллергенным компонентам совпадал с междуна-
родным стандартом аллергена из пыльцы тимофеевки луговой (NIBSC code: 82/520).
Ключевые слова: стандартизация; тимофеевка; аллергенные компоненты; аллергенный пыльцевой экс-
тракт; стандартный образец
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Medicinal products based on pollen allergen extracts are widely used for diagnosis and therapy of pollinosis. 
According to the requirements of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation, 13th ed., the allergenic 
potency of such products is assessed against certified reference materials whose biological activity was confirmed 
in vivo in subjects sensitized to particular tested allergens. The finished dosage form of a candidate In-House 
Reference Material (IHRM) of timothy pollen allergen extract and the corresponding allergen pollen extract (inter-
mediate) were characterized in terms of protein profile and allergenic composition using SDS-PAGE, gel-filtration 
HPLC, and western blotting. The test samples were compared to finished pharmaceutical products (FPP) and 
pollen allergen extracts produced at different dates and made from pollen harvested at different dates, as well 
as to the WHO International Standard (IS) of Timothy Pollen Extract (NIBSC code: 82/520). SDS-PAGE and gel-
filtration HPLC showed that the candidate IHRM protein profile was comparable in terms of major protein fractions 
to those of all the FPP batches and pollen allergen extracts produced at different dates. HPLC confirmed the 
comparability of the protein profiles of the candidate IHRM and the IS (NIBSC code: 82/520), but showed minor 
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Пыльца тимофеевки луговой (лат. Phleum pratense) отно-
сится к одним из самых распространенных природных аллер-
генов среди луговых трав. До 20 % пациентов с аллергией сен-
сибилизированы к тимофеевке луговой и родственным видам 
[1] в связи с высокой степенью перекрестной реактивности 
между белками-аллергенами. Аллергическая реакция провоци-
рует клинические проявления: поллиноз, аллергический ринит, 
бронхиальную астму, аллергический конъюнктивит и др. Для 
лечения и диагностики таких пациентов в 1960-х годах были 
разработаны препараты пыльцевых аллергенов, представляю-
щие собой водно-солевые экстракты белково-полисахаридных 
комплексов, выделенных из сырья природного происхождения 
и способных вызывать аллергическую реакцию.

Состав аллергенных пыльцевых экстрактов чрезвычайно 
сложен и разнообразен, в него входят белки, пептиды, гли-
копротеиды, полисахариды, производные липидов и т.д. Тра-
диционно выделяют главные и второстепенные аллергенные 
компоненты. Подобное разделение основано на частоте реа-
гирования на них лиц с повышенной чувствительностью к со-
ответствующим аллергенам. За главные аллергены принимают 
те, на которые реагируют более 50 % лиц, сенсибилизирован-
ных к пыльцевому экстракту [2].

Многокомпонентный состав аллергенных экстрактов, по-
лучаемых из природных источников, создает трудности для 
стандартизации готовых форм препаратов, изготовленных на 
их основе. До настоящего времени по-прежнему не разрабо-
таны унифицированные методы определения специфической 
активности и характеристики белкового состава. Для этой цели 
применяются разные системы и единицы измерения [3], среди 
них: биологическая единица — BU (Biological Unit), биологи-
ческая аллергенная единица — BAU (Biological Allergenic Unit), 
аллергенная единица — AU (Allergen Units), индекс реактив-
ности — IR (Index of Reactivity), международная единица —  
IU (International Unit), единица белкового азота — PNU (Protein 
Nitrogen Unit) и другие.

Выпускаемые в настоящее время диагностические и лечеб-
ные аллергены производства АО «НПО «Микроген» стандарти-
зуют по содержанию единиц белкового азота (PNU).

Согласно последним дополнениям к ОФС.1.7.1.0001.15 
«Аллергены» Государственной фармакопеи РФ XIII издания 
(ГФ РФ XIII) [4] серии пыльцевых экстрактов должны быть 
охарактеризованы относительно стандартного образца (СО). 
СО представляет собой одну из серий аллергенного экстрак-
та или готового препарата аллергена. В мировой практике 
для стандартизации аллергенов каждый производитель 
разрабатывает собственные референс-препараты (In-House 
Reference Standards), которые также представляют собой 
охарактеризованные стандартные производственные серии, 
аттестованные по результатам контроля на сенсибилизиро-
ванных пациентах и применяемые для сравнительной оцен-
ки качества других серий посредством комбинации иммуно-
химических методов.

Для обеспечения постоянства аллергенной активности вы-
пускаемых лекарственных препаратов пыльцевых аллергенов 
определяющим является сопоставление выпускаемой серии 
препарата с СО, охарактеризованным в том числе по белковому 
и аллергенному составам. Согласно требованиям ГФ РФ XIII се-
рия СО должна быть аттестована по следующим показателям: 
содержанию общего белка, белковому профилю, аллергенным 
компонентам, специфической активности. Аналогичные требо-
вания к стандартизации аллергенов выдвигают и зарубежные 
фармакопеи. По показателю «Белковый профиль» СО дол-
жен быть охарактеризован одним из следующих методов —  
электрофорезом в ПААГ с додецилсульфатом натрия (SDS-
PAGE электрофорез), иммуноэлектрофорезом, капиллярным 
электрофорезом, хроматографией, масс-спектрометрией. Так-
же СО должен быть охарактеризован по показателю «Подлин-
ность». Выявление специфических аллергенных компонентов 
осуществляется методами вестерн-блота или иммунофер-
ментного анализа с использованием специфических IgE-
содержащих сывороток крови от лиц, сенсибилизированных  
к исследуемому аллергену.

Цель работы — характеристика кандидата в стандартные 
образцы (СО) аллергена из пыльцы тимофеевки луговой по 
белковому профилю и специфическим аллергенным компо-
нентам (с помощью вестерн-блота).

Материалы и методы

Материалы

1.  Кандидат в СО: Аллерген из пыльцы тимофеевки луговой 
для диагностики и лечения (РУ № ЛС-000881) в концентрации 
8200 PNU/мл. Согласно требованиям нормативной докумен-
тации показатель белкового азота для готовой лекарственной 
формы (ГЛФ) должен лежать в диапазоне 10000 ± 2500 PNU/мл.  
Соответствующие аллергенные пыльцевые экстракты (полуфа-
брикаты) в концентрации 25400 PNU/мл (№ 1) и 16200 PNU/мл 
(№  2), изготовленные по действующему промышленному ре-
гламенту. Производитель: АО «НПО «Микроген» (г. Ставрополь, 
НПО «Аллерген»).

2.  Образцы аллергена из пыльцы тимофеевки луговой 
от разных дат выпуска и годов сбора пыльцы в виде ГЛФ  
в концентрациях 9900 PNU/мл (2011 г.), 11400 PNU/мл (2011 г.) 
и 9700 PNU/мл (2012–2013 гг.). Аллергенные пыльцевые экс-
тракты (полуфабрикаты) в концентрациях 25000 PNU/мл 
(2012 г.) и 29000  PNU/мл (2013 г).

3.  Международный стандарт аллергена из пыльцы ти-
мофеевки луговой, WHO International Standard Timothy Pol-
len Extract (Национальный институт биологической стандар-
тизации и контроля (NIBSC)) code: 82/520, с активностью 
100000 IU (международных единиц) на ампулу. Стандарт 
восстанавливали в 1 мл воды до концентрации 100000 IU/мл.  
Для последующего анализа использовали концентрацию 
10000 IU/мл.

variations in the ratio of the main protein fractions. Western blotting confirmed the presence of the main allergenic 
components with relative molecular masses ranging from 50 to 60 kDa and from 27 to 35 kDa. The composition 
of specific allergenic components of timothy pollen allergen products manufactured by JSC «SIC «Microgen» was 
identical with that of the WHO IS of Timothy Pollen Extract in terms of the main protein and allergenic components.
Key words: standardization; timothy; allergenic components; pollen allergen extract; reference materials
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4.  Стандарт для эксклюзионной хроматографии Gel Filtra-
tion Standard (BioRad Labs, США, #151-1901).

5.  Бычий сывороточный альбумин (БСА), фракция V 
(AppliChem, Германия, A6588,0100).

6.  Сыворотка крови к аллергену из пыльцы тимофеевки 
луговой (положительная). Специфическая активность: содер-
жит аллергенспецифические IgE-антитела к аллергену тимо-
феевки луговой; уровень IgE-антител — 3-й класс.

Методы

Электрофорез в ПААГ и вестерн-блот. Испытания кан-
дидата в СО проводили по показателям: «Белковый про-
филь» (электрофорез в ПААГ, ВЭЖХ) и «Подлинность» 
(вестерн-блот). Электрофорез проводили в 15 % ПААГ с до-
децилсульфатом натрия (SDS) в восстанавливающих усло-
виях (в присутствии дитиотреитола) с использованием си-
стемы для вертикального электрофореза Mini-Protean Tetra 
System (Bio-Rad Labs, США, #165-8004). Приготовление 15 % 
ПААГ, электрофорез, окрашивание ПААГ Coomassie R-250 
(Serva, Германия, #1752501) осуществляли в соответствии  
с ОФС.1.2.1.0023.15 [5]. Определение подлинности в присут-
ствии аллергенспецифических сывороток выполняли методом 
вестерн-блота в соответствии с ОФС.1.7.2.0022.15 [6]. Образ-
цы концентрировали с помощью микроконцентраторов Amicon  
Ultra-0.5 (Merck, Германия, #UFC5010BK).

Эксклюзионная ВЭЖХ. Хроматографический анализ кан-
дидата в СО, аллергенных пыльцевых экстрактов, серий ГЛФ 
и стандарта ВОЗ тимофеевки луговой проводили при соблю-
дении фармакопейных требований методом эксклюзионной 
ВЭЖХ в изократическом режиме элюирования [7, 8].

Анализ проводили на колонке Superose  12  10/300  GL 
(GE Healthcare, Швеция) с применением хроматографической 
системы Dionex Ultimate  3000 (Thermo Scientific, Германия). 
Детекцию осуществляли на флуориметрическом детекторе  
в режиме длин волн возбуждения/испускания Ex = 280  / Em = 
345 нм. Элюирование выполняли 10-мМ фосфатным буфер-
ным раствором (pH 6,8), содержащим 0,4-М натрия хлорида 
и 0,02 % твин 20, модифицированным ацетонитрилом (соот-
ношение 4:1), со скоростью 0,5 мл/мин. Объем инжекций со-
ставлял 50 мкл.

Образцы аллергенных препаратов использовали без пред-
варительной пробоподготовки. Приготовление стандарта для 
эксклюзионной хроматографии проводили в соответствии с 
рекомендациями производителя, затем разводили в 100 раз 
в подвижной фазе. Раствор БСА с концентрацией 1 мг/мл го-
товили по навеске, разводили в подвижной фазе до концен-
трации 0,025 мг/мл. Международный стандарт аллергена из 
пыльцы тимофеевки луговой (NIBSC code: 82/520) разводили 
до 10000 IU/мл подвижной фазой.

Результаты и обсуждение

Белковый и аллергенный состав препаратов пыльцевого 
экстракта может существенно отличаться у разных произво-
дителей лечебных аллергенов [9]. Состав экстракта опреде-
ляется прежде всего видом растения. Однако известно, что на 
содержание компонентов также оказывают влияние дополни-
тельные факторы: климатические и погодные условия, влаж-
ность среды, условия хранения, стадия созревания пыльцы на 
момент экстракции, а также технология производства. Поэто-
му перед изготовителями аллергенных препаратов из пыльцы 
растений стоит задача по получению экстрактов оптимального 
состава с максимально полным и стандартным набором основ-
ных аллергенных компонентов.

Ранее были описаны главные аллергены тимофеевки луго-
вой, к которым относятся белки: Phl p 1 (>90 %) и Phl p 5 (85 %) 
(27–35 кДа) [10], Phl p 2 (60 %) и Phl p 3 (70 %) (11–14 кДа) [11, 
12], Phl p 4 (75 %) и Phl p 13 (56 %) (50–60 кДа) [11, 12]. По-
мимо главных аллергенов, специфические IgE антитела могут 
взаимодействовать с второстепенными аллергенами: Phl p  6 
(12–13 кДа), Phl p 7 (8–10 кДа), Phl p 11 (16–20 кДа) и Phl p 12 
(12–15 кДа) [13, 14].

Также в 1985 г. был аттестован первичный международный 
стандарт аллергена из пыльцы тимофеевки луговой (WHO In-
ternational Standard Timothy Pollen Extract, NIBSC code: 82/520) 
по биологической активности [2]. Каждой ампуле стандарта 
было присвоено 100000 IU (международных единиц).

В настоящей работе проанализирован кандидат в СО аллер-
гена из пыльцы тимофеевки луговой по показателям «Белко-
вый профиль» методами гель-электрофореза в ПААГ и ВЭЖХ 
и «Подлинность» методом вестерн-блота.

На первом этапе были получены белковые профили канди-
дата в СО, образцов ГЛФ и аллергенных пыльцевых экстрактов 
(полуфабрикатов) тимофеевки луговой (рис. 1) от разных дат 
выпуска. Установлено, что относительные молекулярные мас-
сы подавляющего большинства белков пыльцы тимофеевки,  
в том числе белков-аллергенов, лежат в диапазоне 10–100 кДа. 
Анализ электрофоретических профилей экстрактов тимофе-
евки луговой производства АО «НПО «Микроген» выявил на-
личие полос белков с ожидаемыми для главных и второсте-
пенных аллергенных компонентов молекулярными массами 
в области 50–60 кДа (группы 4 и 13), 27–35 кДа (группы 1  
и 5) и менее 14 кДа (группы 2 и 3) (обозначены стрелками на 
рис. 1). В ходе работы также установлено, что белковые про-
фили исследованных образцов тимофеевки луговой иден-
тичны и не зависят от года заготовки сырья и даты выпуска 
препаратов. Более концентрированные образцы аллергенных 
пыльцевых экстрактов имели более выраженный профиль, так 
как увеличение концентрации повышает чувствительность ме-
тода гель-электрофореза в ПААГ. Наиболее представленными 
оказались фракции белков с молекулярными массами 50–60  
и менее 14 кДа, которые также были выявлены при сравнении 

Рис. 1. Электрофорез коммерческих серий и аллергенных 
экстрактов тимофеевки луговой различных годов сбора 
пыльцы. Окрашивание Coomassie R-250. Готовые 
лекарственные формы: 1 — 2011 г., 2 — 2011  г., 3 — 
2012/2013 гг.; 4 — 2013 г. (кандидат в стандартные образцы); 
промежуточные аллергенные экстракты: 5 —  2013 г. 
(кандидат в стандартные образцы № 1); 6 — 2013 г. (кандидат 
в стандартные образцы № 2); 7 — 2012 г.; 8 — 2013 г.; 9 — 
международный стандарт аллергена из пыльцы тимофеевки 
луговой (NIBSC code: 82/520) (октябрь 1980-х гг.).
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с белковым профилем международного стандарта аллергена 
из пыльцы тимофеевки луговой (NIBSC code: 82/520).

Помимо электрофореза в ПААГ, белковые профили канди-
дата в СО, образцов ГЛФ и аллергенных пыльцевых экстрактов 
(полуфабрикатов) тимофеевки луговой были получены мето-
дом эксклюзионной ВЭЖХ. Диапазон относительных молеку-
лярных масс основных детектируемых фракций был оценен 
относительно стандарта для эксклюзионной хроматографии, 

содержащего, в том числе смесь белков в интересующем нас 
диапазоне относительных молекулярных масс 17–158 кДа, и 
образца БСА с относительной молекулярной массой 66 кДа 
(рис. 2, пунктирные линии). Для всех изученных образцов ти-
мофеевки были выявлены две группы основных пиков, соот-
ветствующих белковым фракциям в диапазоне относительных 
молекулярных масс около 50 и 15 кДа, что полностью соответ-
ствует данным электрофореза в ПААГ. Сравнение хроматогра-
фических профилей кандидата в СО (рис. 2, черная линия) и 
аллергенных пыльцевых экстрактов, в том числе послуживших 
сырьем для его приготовления (рис. 2, зеленые линии), а также 
образцов ГЛФ от других дат выпуска (данные не приведены) 
показало идентичность содержащихся в образцах белковых 
фракций. Отсутствие на хроматограмме кандидата в СО фрак-
ции 27–35  кДа, детектируемой, однако, для международного 
стандарта аллергена из пыльцы тимофеевки луговой (NIBSC 
code: 82/520) (рис. 2, красная линия), связано, по-видимому, с 
ее низкой концентрацией; при этом ее присутствие в аллергене 
тимофеевки производства АО «НПО «Микроген» было доказа-
но методом вестерн-блота (рис. 3).

Методом вестерн-блота проведен анализ подлинности 
аллергена из пыльцы тимофеевки луговой. Предварительно 
был отобран образец сыворотки крови от лица, сенсибилизи-
рованного к пыльце тимофеевки луговой, и содержащий со-
ответствующие антитела. Для повышения чувствительности 
метода вестерн-блота образец кандидата в СО был сконцен-
трирован в пять раз с помощью микроконцентраторов. Затем 
были исследованы кандидат в СО из пыльцы тимофеевки 
луговой (в исходной и пятикратной концентрациях) в срав-
нении с соответствующим аллергенным экстрактом (в исход-
ной концентрации) и международным стандартом аллергена 
из пыльцы тимофеевки луговой (NIBSC code: 82/520; 10000 
IU/мл), получены профили их аллергенных специфических 
компонентов (рис. 3). Обнаружены специфические аллерген-
ные компоненты в двух основных областях: 27–35 кДа, соот-
ветствующей главным белкам-аллергенам Phl p 1 и Phl p 5; 
и 50–60 кДа, соответствующей главным белкам-аллергенам 
групп 4 и 13. Также выявлены полосы преципитации менее 
20  кДа, предположительно соответствующие минорным ал-
лергенным компонентам. Полученные профили специфиче-
ских аллергенных компонентов показали высокую степень 
сходства международного стандарта аллергена из пыльцы 
тимофеевки луговой (NIBSC code: 82/520) и образцов произ-
водства АО «НПО «Микроген».

Выводы

Охарактеризован белковый профиль кандидата в СО 
аллергена из пыльцы тимофеевки луговой методами гель-
электрофореза в ПААГ и ВЭЖХ. Подтверждена идентичность 
белковых профилей исследованных образцов аллергена из 
пыльцы тимофеевки луговой разных дат выпуска. Выявлено 
наличие специфических аллергенных компонентов в кандида-
те в СО и в соответствующем полуфабрикате, а также сходство 
аллергенного профиля с образцом международного стандар-
та аллергена из пыльцы тимофеевки луговой (NIBSC code: 
82/520). Целесообразно использование более концентрирован-
ных образцов аллергена для успешной идентификации белко-
вых и аллергенных компонентов в составе.
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Рис. 3. Выявление специфических аллергенных компонентов 
аллергенного пыльцевого экстракта тимофеевки луговой  
с антителами из сыворотки крови пациентов. 1 — Междуна-
родный стандарт аллергена из пыльцы тимофеевки луговой 
(NIBSC code: 82/520); 2 — кандидат в стандартные образцы 
(5-кратный); 3 — соответствующий аллергенный экстракт 
кандидата в стандартные образцы; 4 — кандидат в стан-
дартные образцы; 5 — маркер.

Рис. 2. Хроматографические профили кандидата в стан-
дартные образцы аллергенного пыльцевого экстракта ти-
мофеевки луговой (черная хроматограмма) и его промежу-
точных аллергенных экстрактов (зеленые хроматограммы) 
на фоне международного стандарта аллергена из пыльцы 
тимофеевки луговой (NIBSC code: 82/520) (красная хрома-
тограмма). Стандарты относительной молекулярной массы 
для эксклюзионной хроматографии обозначены пунктирной 
линией.
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