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Проблемы качества и безопасности препаратов, получаемых из плазмы крови человека и гипериммунной 
сыворотки животных, а так же рекомбинантных препаратов крови решаются строгой государственной ре-
гламентацией процессов их производства. Проблема безопасности таких препаратов  сводится к миниму-
му путем их очистки от примесей, вызывающих осложнения у пациентов (агрегаты иммуноглобулинов, про-
теазы, плазмин, плазминоген, активатор прекалликреина, примеси IgA и IgM и др.). К настоящему времени 
разработаны способы фракционирования минорных белков крови, использующие их многоэтапное разделе-
ние аффинной хроматографией, исключающие этап осаждения этанолом при низких значения рН (осажде-
ние по Кону). Вирусная безопасность достигается многоступенчатым процессом производства, включающим 
не менее двух независимых методов очистки крови от вирусов (сольвент-детергентная обработка и ультра-
фильтрация) и самого продукта путем аффинной хроматографии. Обосновано предположение, что к настоя-
щему времени достигнут предел развития базовых технологий получения препаратов из плазмы крови чело-
века и из гипериммунных сывороток животных. Их дальнейшее развитие не предполагает выхода за преде-
лы частных усовершенствований технологий получения и очистки препаратов крови (препараты для подкож-
ного применения, комбинации различных иммуноглобулинов в препарате, повышения эффективности выде-
ления минорных белков и др.) и повышения их вирусной и прионовой  безопасности. В тоже время нерешен-
ность этих проблем и потребности рынка предполагают появление принципиально новых препаратов, полу-
ченных генно-инженерным путем, хорошо охарактеризованных по молекулярному составу, обладающих вы-
сокой избирательностью в отношении мишеней воздействия. Это рекомбинантные факторы крови с изме-
ненными свойствами; коктейли из рекомбинантных антител и Fab-фрагментов IgG, высокоаффинных к эпито-
пам токсинов и др. Поэтому в ближайшие годы в России необходимо создавать принципиально новую систе-
му оценки качества, эффективности и безопасности препаратов крови, учитывающую дальнейшее направле-
ние их развития.
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русы гепатитов А, В и С; парвовирус В19; HBsAg; криопреципитат; сепсис; ВОЗ; прион.
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The problems of quality and safety products derived from human blood plasma and hyperimmune animal sera as well as 
recombinant blood products resolved strict government regulation of their production processes. The risk of implications 
is minimized by plasma fractionation and purification of a specific drugs from various impurities (immunoglobulin aggre-
gates, protease, plasmin, plasminogen, prekallikrein activator, IgA and IgM etc.). Viral safety is achieved by multi-step 
manufacturing process that includes at least two independent methods (treatment with solvent/detergent + incubation 
at low pH or pasteurization, combined with polyethylene glycol processing). It was justified that for today the techno-
logical process of the development of plasma preparations and hyperimmune animal sera has reached its limit. Their 
further development is the most likely to refer to specific improvements. The improvements will relate to increasing the 
efficiency of manufacturing technologies and methods of clinical use (preparations for subcutaneous administration, 
combinations of different immunoglobulin preparations, etc.), viral safety, ways to eliminate component, that were pre-
viously not considered to be able to influence the outcome of clinical use (soluble molecules CD4, CD8, HLA, thrombin, 
trace amounts of blood clotting factors VIII, IX, X, XI, XII etc.). At the same time new genetic engineered preparations 

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2015
УДК 615.373:615.072



34

Апрель–Июнь 2015

Препараты, полученные из крови человека и животных, 
используются для лечения инфекционных болезней, пора-
жений токсинами, различных форм гемофилии, иммуноло-
гических и метаболических расстройств, врожденной или 
приобретенной гипопротеинемии и компенсации потерь 
крови. К сожалению, до конца 1980-х гг. их применение в кли-
нике приводило к многочисленным передачам вирусных ин-
фекций и тяжелым осложнениям неинфекционного характе-
ра. Производителям не хватало знаний, позволяющих про-
вести научную оценку возможной связи показателей каче-
ства, эффективности и безопасности препаратов крови с ис-
пользуемыми технологическими процессами. В настоящее 
время ситуация с безопасностью и качеством таких препара-
тов изменилась в лучшую сторону, однако возрос масштаб их 
производства и ассортимент выпускаемой продукции, само 
производство интернационализировалось, что предполага-
ет значительно большие последствия от случайной ошиб-
ки, чем это было 30 лет назад. Цель данной работы – анализ 
перспективности подходов к получению препаратов из плаз-
мы крови в аспекте показателей качества, эффективности и 
безопасности.

Поиск информации проводился на глубину 20 лет. Исполь-
зовалась информационно-поисковая система PubMed. В ка-
честве источников информации отбирались обзорные и про-
гнозные статьи, подготовленные ведущими специалистами в 
данной области. Для упрощения работы по выявлению тен-
денций развития технологий получения препаратов из плаз-
мы крови, прежде всего, анализировалась научная литера-
тура по так называемым «опережающим объектам», т.е. объ-
ектам, исследование которых вследствие их большей обще-
ственной потребности, продвинулось дальше, чем по дру-
гим объектам данной группы [1, 2]. В качестве таких объек-
тов по способам получения препаратов из плазмы крови че-
ловека рассматривались иммуноглобулины для внутривенно-
го введения (ВВИГ); по способам получения гетерологичных 
иммуноглобулинов – противозмеиные, противоботулиниче-
ские, антидифтерийные и антистолбнячные иммуноглобули-
ны; по рекомбинантным препаратам крови – рекомбинантные 
факторы VIII и IX.

1. Иммуноглобулины человека

Иммуноглобулины человека представляют собой лекар-
ственные средства, содержащие антитела против возбудите-
лей инфекционных болезней или их токсинов.

Иммуноглобулины для внутривенного введения. Наи-
более часто используемые препараты, изготовленные из 
плазмы крови доноров. Государственный реестр лекар-

ственных средств и Анатомо-терапевтическо-химическая 
(Anatomical Therapeutic Chemical) классификация (АТХ) отно-
сят ВВИГ к фармацевтической группе «медицинские иммуно-
биологические препараты» (код по АТХ JO6BA02) [3].

Современные ВВИГ получают фракционированием плаз-
мы крови человека. Они представляют собой препара-
ты поликлональных антител класса IgG, синтезированных 
В-лимфоцитами в ответ на антигенные стимулы, имевшие ме-
сто на протяжении жизни человека-донора. IgG – гликопро-
теин с молекулярной массой около 150 кДа, содержащийся в 
плазме крови человека в количестве от 7 до 12 г/л [4]. Класс 
IgG классифицируют на четыре подкласса (IgG1, IgG2, IgG3, 
IgG4), класс IgA – на два подкласса (IgA1, IgA2). Все классы и 
подклассы составляют девять изотипов, которые присутству-
ют в норме у всех индивидов. Каждый изотип IgG определя-
ется последовательностью аминокислот константной области 
тяжелой цепи [5].

Современные препараты ВВИГ подразделяются на три 
группы [3, 6]:

I. Стандартные препараты – содержат в основном IgG (им-
муноглобулин человека нормальный для внутривенного вве-
дения).

II. Стандартные специфические (гипериммунные) препа-
раты – содержат в основном IgG, но имеют более высокое со-
держание противовирусных антител.

III. Обогащенные препараты ВВИГ – содержат антитела 
классов IgG, IgM, IgA против патогенных вирусов и бактерий.

Терапевтический эффект от введения пациенту стандарт-
ного препарата ВВИГ не сводится только последствиям воз-
мещения до физиологической нормы IgG в сыворотке крови. 
Эффективность и безопасность его медицинского примене-
ния определяются дуализмом функции IgG: они могут спец-
ифически взаимодействовать с чужеродными антигенами; и 
одновременно способны вызывать неспецифические эффек-
ты. Такая функциональная дихотомия является следствием 
особенностей структуры молекулы IgG. Ее вариабельный ре-
гион (два Fab-фрагмента) состоит из легкой и частично из тя-
желой цепей и специфически взаимодействует с антигена-
ми, что обусловлено меняющейся от белка к белку последо-
вательностью аминокислотных остатков в N-концевой части 
молекулы. Константный регион (Fc- или кристаллизующийся 
фрагмент) связывает компонент комплемента 1 (С1) и взаи-
модействует с Fc-рецепторами макрофагов или нейтрофи-
лов. Активация эффекторной функции Fc-фрагмента антите-
ла происходит после агрегации IgG на поверхности антигена, 
структура молекулы меняется, что служит сигналом для запу-
ска системы комплемента или индукции опсонизации через 
фагоцитоз (рис. 1) [5–7].

with well-characterized molecular composition and a high selectivity for target impact are expected to appear on the 
market because of these unsolved issues. These are recombinant blood factors with altered properties; cocktails of re-
combinant antibodies and Fab-fragments of IgG, highly affine for toxin epitopes, etc. Therefore, in the upcoming years it 
is necessary to create in Russia a new system for assessing the quality, efficacy and safety of blood products, taking into 
account the future course of their development.
Key words: intravenous immunoglobulin; Fc-fragment; IgG; polyclonal antibody; monomeric IgG; measles; immunoglobulins 
for intramuscular administration; isoagglutinins to antigens A, B, D; HIV-1; HIV-2; hepatitis A, B and C; parvovirus B19; HBsAg; 
cryoprecipitate; sepsis; WHO; prion.
Bibliographic description: Supotnitskiy MV, Elapov AA, Borisevich IV, Kudasheva EYu, Klimov VI, LebedinskayaEV, Korsun LV, 
Gorbunova EV, Slobodyan VG, Merkulov VA, Olefir YuV. Blood preparations of humans and animals in terms of their quality, efficacy 
and safety. Biopreparation (Biopharmaceuticals) 2015; (3): 33–48.
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Механизмы терапевтического действия интактного IgG 
изучены фрагментарно. Marcia et al. [8] выделяют следую-
щие направления воздействия ВВИГ на иммунную систему 
человека, сопровождающиеся терапевтическим эффектом 
(рис. 2):

взаимодействие с Fc-участком специфического рецепто-
ра (FcR);

контроль запуска системы комплемента и активация меха-
низмов растворения иммунных комплексов, циркулирующих 
в кровяном русле;

формирование идиотип-анти-идиотип димеров (idiotype-
anti-idiotype dimer);

модулирование синтеза отдельных цитокинов и их антаго-
нистов;

апоптоз B- и T-клеток через активацию Fas-рецептора;

блокирование взаимодействия между Т-клетками и супе-
рантигенами;

ингибирование дифференциации и «созревания» дендрит-
ных клеток;

стимулирвание регуляторных Т-клеток (regulatory T cells, 
Tregs);

ингибирование дифференциации и амплификации TH17-
клеток, приводящее к снижению ими продукции воспалитель-
ных цитокинов и других медиаторов воспаления.

Обобщение опыта клинического применении ВВИГ позво-
лило Донюш [3] утверждать, что они обеспечивают:

- увеличение бактерицидной активности сыворотки, сти-
муляцию фагоцитоза, нейтрализацию некоторых бактериаль-
ных токсинов;

- блокаду дифференцировки В лимфоцитов, продуцирую-
щих антитела;

- предотвращение или блокаду взаимодействия аллерге-
на с IgE, фиксированного на тучной клетке, за счет IgG4 бло-
кирующих антител;

- подавление продукции аллерген-специфических и ауто-
антител за счет воздействия антиидиотипических антител;

- снижение продукции и активности провоспалительных 
цитокинов;

- предупреждение комплемент-зависимого повреждения 
тканей за счет связывания C3b и C4b компонентов компле-
мента;

- предохранение от дополнительных вирусных инфекций, 
обладающих триггерным эффектом при аутоиммунных забо-
леваниях.

Первыми неспецифическими иммуноглобулинами, ис-
пользованными в клинической практике, были иммуногло-
булины для внутримышечного применения (intramuscular 
immunoglobulin, IMIG). В России разрешены иммуноглобулин 
человека нормальный, противоаллергический и 6 специфиче-
ских иммуноглобулинов, получаемых из плазмы крови иммуни-
зированных людей (противооспенный, антирабический, анти-
стафилококковый, противостолбнячный, против гепатита В и 
клещевого энцефалита) [6].

Технология приготовления таких иммуноглобулинов 
разработана в 1940-х гг. Она включает этапы получения 
плазмы крови человека, отделения криопреципитата (со-
держит в основном липиды, липопротеины, углеводы, ДНК 
и пигменты) и осаждения IgG этанолом при температуре 
ниже 0оС и определенном значении рН [5–7]. Дополнитель-
ной очистки IgG не проводилось. Получаемый препарат со-IgG не проводилось. Получаемый препарат со- не проводилось. Получаемый препарат со-
держал 70–80% мономерных IgG и значительные количе-IgG и значительные количе- и значительные количе-
ства IgA и IgM. Вводимые в его составе в организм челове-IgA и IgM. Вводимые в его составе в организм челове- и IgM. Вводимые в его составе в организм челове-IgM. Вводимые в его составе в организм челове-. Вводимые в его составе в организм челове-
ка антитела имели обычный период полураспада, активи-
ровали комплемент в присутствии антигена и обладали оп-
сонизирующими свойствами. Применение нормальных им-
муноглобулинов оказалось эффективным для профилакти-
ки и лечения кори, гепатита А и для предупреждения бакте-
риальных инфекций у детей с наследственной агаммагло-
булинемией [3, 4].

Непреодолимыми в рамках данной технологии получе-
ния IgG недостатками данных препаратов стали низкая ско-IgG недостатками данных препаратов стали низкая ско- недостатками данных препаратов стали низкая ско-
рость поступления антител в системный кровоток и невоз-
можность быстро создавать высокие концентрации антител 
в ургентных ситуациях. При попытках внутривенного введе-
ния у пациентов развивались опасные анафилактоидные ре-

Рис. 2. Механизмы терапевтического действия ВВИГ [8]. А – фор-
мирование идиотип-анти-идиотип димеров; Б – блокирование 
взаимодействия между Т-клетками и суперантигенами; В – инги-
бирование дифференциации и «созревания» дендритных клеток; 
Г – стимулирование регуляторных Т-клеток.

Рис. 1. Схематическое строение иммуноглобулина G. Обработ-
ка пепсином приводит к расщеплению в участке молекулы на 
С-концевой стороне, за дисульфидной связью, соединяющей две 
тяжелые цепи вариабельного участка IgG. В результате образуют-
ся один сдвоенный F(аb’)-фрагмент [F(аb’)2] и один Fc-фрагмент. 
Расщепление IgG папаином происходит в N-концевом участке, не-
посредственно перед дисульфидной связью, в результате образу-
ются два одинаковых Fab-фрагмента и один Fc-фрагмент [4].
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акции и гипотония, что связано с неспецифической актива-
цией комплемента в результате спонтанного образования 
агрегатов иммуноглобулинов и наличием в препарате сле-
довых количеств протеаз [8]. Поэтому применение препара-
тов, полученных по данной технологии, ограничено внутри-
мышечным введением.

Попытки повысить безопасность ВВИГ в 1960-х гг. приве-
ли к значительному снижению их терапевтической эффек-
тивности. Сделав правильный вывод о ключевой роли Fc-
фрагмента IgG в неспецифической активации комплемен-
та, разработчики предприняли попытки получить ВВИГ либо 
без такого фрагмента, либо инактивировав его в составе 
IgG. Для этого IgG расщепляли пепсином, но F(аb’)2 исчеза-
ли из кровотока в течение 2 суток; расщепление плазмином 
приводило к получению моновалентных F(аb’) с низкой ней-
трализующей способностью; не удавалось добиться и пол-
ной инактивации Fc-фрагмента в составе IgG обработкой ал-
килирующими и ацетилирующими соединениями. К тому же 
энзиматические и химические модификации IgG приводили 
к утрате ими важной физиологической функции – активации 
комплемента комплексом «антиген–антитело», что необхо-
димо для эффективного лизиса бактерий и вирусов, погло-
щенных лейкоцитами [4]. В настоящее время выпуск таких 
препаратов прекращен [5].

Низкая терапевтическая эффективность энзиматических и 
химических производных IgG вынудила разработчиков ВВИГ в 
начале 1970-х гг. вернуться к получению интактного IgG. Про-
блемы качества и безопасности ВВИГ на основе интактного 
IgG решались строгой государственной регламентацией про-
цессов сбора и фракционирования плазмы доноров, контро-
ля производства. Были разработаны национальные и между-
народные документы, регулирующие производство ВВИГ. Си-
стема таких мер приведена в таблице 1.

Устранение недостатков, характерных для ВВИГ на основе 
интактного IgG, проводилось путем более тщательной очист-
ки препарата от агрегатов иммуноглобулинов, протеаз, плаз-
мина, плазминогена, активатора прекалликреина, примесей 
IgA и IgM. Для этого в технологический процесс их получения 
вводились дополнительные этапы фракционирования (спир-
товое по Кону, использующие хроматографическое разделе-
ние компонентов крови, нанофильтрацию и др.) 

Донюш [3] выделяет 4 поколения ВВИГ:
- препараты первого поколения – начало 1970-х гг., это эн-

зиматически и химически модифицированные IgG, не имев-
шие функционального Fc-фрагмента;

- препараты второго поколения – конец 1970-х гг., включа-
ли полностью интактную молекулу IgG с активной Fc-функцией 
и могли применяться не только с целью заместительной, но и 
иммуномодулирующей терапии. Однако степень их очистки 
оставалась  низкой, они содержали IgA в количествах, вызы-
вающих анафилактические реакции при внутривенном введе-
нии, показатель Fc-функции не превышал 70–75%;

- препараты третьего поколения создавались в середине-
конце 1980-х гг., характеризовались высокой чистотой и пол-
ной активностью Fc-фрагмента, высокой степенью вирусной 
безопасности, достигаемой многоступенчатым процессом 
производства. Выпускались в жидком виде и могли хранить-
ся при температуре 2–80С;

- препараты четвертого поколения – препараты, удовлет-
воряющие более жестким требованиям вирусной безопасно-
сти и физиологического распределения IgG по подклассам. 
Разработаны в 1990-х гг. и широко используются в настоящее 
время. Имеют высокую чистоту IgG с нормальным распреде-
лением по подклассам, содержание мономеров и димеров 
более 95%. Активность Fc-фрагмента молекулы IgG прибли-
жается к 100%.

Таблица 1. Меры безопасности и контроля качества при производстве ВВИГ [4]

Производственный этап Требования к этапу, критические для обеспечения качества/безопасности ВВИГ
Учреждение по заготовке крови (лицензирование и проверяются национальным регулирующим органом;  

контроль оборудования, фракционирующего плазму)
Скрининг донор крови и плазмы Эпидемиологический надзор за населением, идентификация доноров, конфиденциальное анкетирование 

кандидатов в доноры на наличие факторов риска, анализ их медицинских документов и анкеты
Процедура сбора крови/плазмы Контроль длительности процедуры взятия крови у доноров, смешивания с растворами, предотвращающи-

ми коагуляцию, температуры от момента забора крови до ее направления в блок переработки и др. пара-
метров процесса, определенных нормативным документом 

Тестирование донора на вирусоносительство пе-
ред взятием крови

Выявление антител к ВИЧ 1 и 2, вирусам гепатитов А, В и С, HBsAg, парвовируса В19. Исследование долж-
но проводиться индивидуально или минипулами, использанные методы должны быть валидированы 

Другие тесты у доноров Тестирование на изоагглютинины к антигенам А, В, D, не использование крови доноров с высокими титра-
ми антител к этим антигенам

Переработка крови/плазмы Должна использоваться плазма, замороженная в течение 24–72 ч после взятия
Замораживание и хранение плазмы Должен использовать быстрый способ замораживания плазмы, в процессе ее хранения температура не 

должна меняться
Транспортировка плазмы Во время транспортировки должен вестись постоянный мониторинг температуры  хранения плазмы с за-

писью соответствующим оборудованием. Температура хранения при транспортировке должна быть минус 
200С или менее

Предприятия по фракционированию плазмы крови (лицензирование и инспекция национальным регулирующим органом)
Тестирование мини-пулов Используются технологии амплификации нуклеиновых кислот. Определяется нуклеиновая кислота ВИЧ 1 

и 2, вирусов гепатитов А, В и С, парвовируса В19 
Тестирование производственного пула Антитела к ВИЧ 1 и 2, вирус гепатита С, HBsAg (обязательно); РНК вируса гепатита С (обязательно в Евро-

пе). Исследование нуклеиновых кислот других вирусов – в соответствии с регулирующими документами
Предприятие по фракционированию плазмы Должно быть разработано, построено и функционировать в соответствии с GMP
Этапы очистки белков и инактивация вирусов Все процессы должны быть валидированы, все операции должны выполняться в соответствии с утверж-

денной СОП 
Стерилизующая фильтрация и асептическое за-
полнение упаковок

То же

Лиофильное высушивание (когда необходимо) То же
Проверка конечного продукта Все операции должны выполняться в соответствии с утвержденной СОП
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Таблица 2. Связь осложнений, вызванных введением пациенту ВВИГ, с наличием в препарате контаминантов*

Осложнение Контаминант
Озноб, тахикардия, гипотензия, кожная сыпь, лихорадка, шок, тром-
богеморрагические осложнения

Агрегаты  иммуноглобулинов

Лихорадка, тошнота, гипотензия Димеры IgG, образовавшиеся при хранении препарата
Анафилактическая реакция у пациентов с врожденными нарушения-
ми антителообразования

IgA и IgM

Тромбогеморрагические осложнения Факторы свертывания крови VIII, IX, X, XI и XII
Иммуносупрессия Антитела к интерлейкинам и их рецепторам
То же Растворимые антигены CD4, CD8 и HLA II класса
Гемолитическая анемия АВ-антитела
Тромбогеморрагические осложнения Активаторы прекалликреина 
Крапивница Антитела к белкам плазмы крови
Снижение терапевтической активности ВВИГ Фрагментация IgG сериновыми протеазами плазмы крови (калликреин и плазмин)
То же Ненормальное распределение IgG по подклассам**
То же IgG с измененной структурой и конформацией, вызванных воздействием физических и 

химических факторов, использованных для инактивации вирусов
Нарушения зрения (размытость зрительного поля, потеря резкости 
и др.), чувство покалывания кожи, гиперкалиемия

Глицин (включается в препарат как стабилизатор)

Аллергические реакции Метиленовая синь (используется при очистке плазмы крови от вирусов)
*По работам [3, 4, 6, 8].
**Если это не препарат определенного терапевтического назначения. Например, ВВИГ, содержащие повышенное содержание IgG3-антител, имеют выражен-
ную вируснейтрализующую активность [3].

Препараты четвертого поколения получают, используя 
многоступенчатую схему инактивации вирусов, включаю-
щую не менее двух самостоятельных методов (сольвент-
детергентная обработка + инкубация при низких значениях 
рН или пастеризация в сочетании с обработкой полиэтилен-
гликолем). Препараты выпускают в жидком виде, допускает-
ся хранение при комнатной температуре. В качестве стабили-
заторов ВВИГ четвертого поколения используются вещества, 
безопасные для пациентов с нарушением углеводного обме-
на и дисфункцией почек, 10% растворы ВВИГ позволяют сни-
зить объемную нагрузку на пациента [3].

Учитывая, что степень очистки IgG в препаратах четвертого 
поколения приближается к 100%, их можно считать пределом 
развития всего направления получения ВВИГ из плазмы кро-
ви доноров. Отдельные усовершенствования будут касаться:

- повышения эффективности технологий получения и кли-
нического применения ВВИГ (препарат для подкожного при-
менения, комбинации различных иммуноглобулинов в препа-
рате и др.);

- эффективности выделения минорных белков плазмы;
- вирусной безопасности препаратов крови;
- способов очистки препаратов крови от примесей компо-

нентов, которые раньше не считали способными влиять на ре-
зультат клинического применения (растворимые молекулы 
CD4, CD8, HLA, следовые количества факторов свертывания 
крови VIII, IX, X, XI, XII и др.).

В таблице 2 обобщены данные по связи осложнений после 
введения пациенту ВВИГ с наличием отдельных контаминан-
тов в препарате.

Технологии получения ВВИГ и других компонентов крови, 
основанные на использовании криообедненной плазмы крови 
и осаждения белков крови этанолом при низких значения рН, 
показаны на рисунке 3.

Получение коммерческого ВВИГ и других компонентов 
крови из плазмы человека по данной технологии начина-
ется с отделения от нее так называемого «криопреципита-
та». Для этого замороженную плазму оттаивают в контро-
лируемых условиях, затем центрифугируют с помощью цен-
трифуг непрерывного действия (при температуре 2–30С). 
Полученный криосупернатант («cryosupernatant» или «cryo-

poor plasma») используют для получения различных препа-
ратов крови. Для выделения белков протромбинового ком-
плекса, антитромбина или C1-ингибитора системы компле-
мента крови используют хроматографические методы. Для 
осаждения фибриногена супернатант может подвергать-
ся первой этанольной преципитации (8% этанола при ней-
тральном значении pH). Для выделения ВВИГ используют 
три или четыре этапа осаждения этанолом при низких зна-
чения рН (осаждение по Кону) и обработку пепсином в низ-
ких концентрациях – при этом получают так называемую 
фракцию II (fraction II). Для уменьшения антикомплементар-
ной активности ВВИГ и более глубокой очистки от IgА осаж-
дение этанолом может быть дополнено комбинацией эта-
пов хроматографической очистки на катионных и анионных 
обменниках (с заменой третьего и четвертого осаждения по 
Кону). Выход фракции II при таком способе очистки плазмы 
составляет 3–6 г/л, в зависимости от исходного количества 
IgG в плазме и использованных методов его преципитации 
и последующей очистки [4, 7].

Стандартная технология производства позволяет из 1 ли-
тра плазмы получить до 2,5 упаковок альбумина 10%; до 3,5 
упаковок иммуноглобулина для внутривенного введения 5%; 
и около 200–250 МЕ фактора VIII [9].

В тоже время данная технология слишком «груба» для вы-
деления минорных белков плазмы крови. Поэтому к настоя-
щему времени разработаны и используются в промышлен-
ном масштабе более эффективные технологии, заменяю-
щие осаждение по Кону многоэтапным разделением белко-
вых фракций крови аффинной хроматографией, например, 
«Plasma Protein Purification System (PPPSTM)». Суть таких тех-
нологий заключается в последовательном пропускании рас-
твора, содержащего белки плазмы крови, через колонки с ад-
сорбентом, включающим лиганд, специфически связываю-
щий целевой белок, в то время как другие белки, липиды, ли-
попротеины, углеводы, ДНК, пигменты, проходят через колон-
ку не задерживаясь [14]. 

Основной тенденцией в стабилизации препаратов ВВИГ в 
настоящее время считается использование высокой концен-
трации IgG в препарате (100 мг/ мл по белку); слабокислой 
среды (рН 4,5–5,5); включение в лекарственную форму ста-
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билизаторов, таких как полиолы (сорбит), сахара (мальтоза, 
глюкоза), или аминокислоты (глицин, пролин, изолейцин); от-
сутствие в препаратах хлорида натрия и сахарозы; осмоляр-
ность, близкая к физиологической; отсутствие консервантов 
и антибиотиков [6, 15].

Требования к свойствам ВВИГ, следующие [3]:
- они должны иметь оптимальный спектр антител в соот-

ветствии с инфицированностью населения (более 1000 до-
норов);

- обладать доказанной эффективностью (с помощью кон-
тролируемых клинических исследований);

- распределения IgG по подклассам должно соответство-
вать их содержанию в плазме крови;

- для каждой партии препарата должен быть задеклариро-
ван титр антител;

- макроагрегаты должны составлять менее 1% общего со-
держания IgG;

- антикомплементарная активность не должна превышать 
1,0 СН50/1 мг белка протеина;

- гемолизины не должны содержаться в препарате, титр 
АВ-антител должен быть менее 1:8;

- активаторы прекалликреина, консерванты, активирован-
ные ферменты, токсические вещества не должны присутство-
вать в препарате;

- если предусмотрено применение у пациентов с врожден-
ным дефицитом IgA; содержание IgA должно быть минималь-
ным;

- высокая противовирусная очистка.
Иммуноглобулины для подкожного введения 

(subcutaneous immunoglobulin, SCIG). Возможность полу-
чения IgG с высокой степенью очистки позволила в послед-
нее десятилетие вернуться к практике их подкожного введе-
ния, оказавшейся неудачной в 1940–1950-е гг. из-за большого 

количества реакций на балластные компоненты иммуноглобу-
линов, получаемых по технологиям того времени. Такие имму-
ноглобулины в основном используются для лечения пациен-
тов с врожденными нарушениями антителообразования (низ-
кий уровень IgA), с повышенным содержанием в сыворотке 
крови воспалительных маркеров, флебитами, заболеваниями 
почек и другой патологией, создающей условия для осложне-
ния при введении ВВИГ [16]. В настоящее время за рубежом 
в клинической практике используется не менее 6 SCIG. Срав-
нение свойств SCIG с аналогичными свойствами ВВИГ приве-
дено в таблице 3.

Улучшение проницаемости внеклеточного матрикса для 
IgG в SCIG добиваются добавлением рекомбинантной ги-
алуронидазы человека (recombinant human hyaluronidase, 
rHuPH20), что позволяет сократить расход препарата на курс 
лечения пациента и добиться более высокого уровня антител 
в плазме крови [18]. По совокупности свойств и благодаря бо-
лее простому применению в клинике, SCIG, особенно препа-

Таблица 3. Сравнений свойств SCIG и ВВИГ [17]

Свойство ВВИГ SCIG
Стабильность поддержания 

уровня IgG в сыворотке крови
Невозможно Возможно

Возможность пиков концен-
траций IgG в сыворотке крови

Возможно Невозможно

Защита от возбудителей ин-
фекционных болезней

Возможна Возможна

Доступ к венам Нужен Не нужен
Продолжительность инфузии Несколько часов Один час или меньше

Частота инфузий Каждые 2–4 не-
дели

Обычно одно введе-
ние в неделю

Возможность домашнего вве-
дения

Возможно, но 
мало кто из паци-
ентов пользует-

ся такой возмож-
ностью

Возможно, большин-
ство пациентов пред-
почитает именно та-
кое введение пре-

парата 

Рис. 3. Основные технологии, используемые для получения коммерческого ВВИГ и других компонентов крови из плазмы человека [4]. 
А, Б, В и Г – технологии, описанные в работах J. Bertolini [10], W. Teschner et al. [11], F.G. Terpstra et al. [12] и M. Stucki еt al. [13] соответ-
ственно.
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Таблица 4. Способы, используемые для инактивации вирусов в препаратах крови [4, 9, 20–22]

Способ Суть способа Ограничения способа
Пастеризация жидкого 

продукта
Нагревание продукта при температуре  

60 0С в жидком состоянии 10–12 ч
Риск заражения вирусами гепатитов В и С существует при использовании пасте-

ризованных концентратов; необходимость использования больших концентраций 
протекторов, в основном углеводов с различными добавками, для защиты лабиль-
ных белков плазмы от денатурации. Одновременно они стабилизируют и вирусы 

Химическая инактивация 
вируса в жидком продукте

Основан на способности химических ве-
ществ разрушать липидную оболочку ви-

русов. Использование растворителей 
(solvent-detergent method; SD-метод) для 

удаления липидной оболочки

Применение ограничено из-за лабильности белков плазмы крови. Способ приме-
ним для инактивации вирусов, имеющих липидную оболочку. Малоэффективен для 
инактивиции вирусов, вызывающих гепатит А или парвовирусную инфекцию. SD-

метод запрещен в США из-за ассоциации с развитием у отдельных пациентов тром-
бозов. Может приводить к снижению биологической активности препарата и к об-
разованию аутоантител. Например, метод, использующий метиленовую синь, сни-

жал активность фибриногена на 65%; фактора свертывания крови VIII на 67%
Химическая обработка + 
ультрафильтрация про-

дукта

Присоединение к химической обработке 
метода ультрафильтрации

Необходимость удаления продуктов распада вирусов требует введение дополни-
тельных этапов очистки препарата крови

Ультрафиолет + химиче-
ские вещества

Плазму и ее препараты подвергают облуче-
нию светом в ультрафиолетовом диапазао-
не в присутствии малых концентраций хи-

мических веществ – красителей (метилено-
вый синий и др.) 

Способ применим для инактивации вирусов, имеющих липидную оболочку. Мало-
эффективен для инактивиции вирусов, вызывающих гепатит А или парвовирусную 
инфекцию. Удаление продуктов распада вирусов требует дополнительных этапов. 
Возможна частичная денатурация терапевтических белков и образование к ним  

аутоантител
Обработка лиофилиза-

та паром 
Лиофилизат подвергают обработке горя-
чим паром в закрытой системе, заполнен-

ной инертным газом под давлением в тече-
ние 1–10 ч 

В некоторых препаратах обнаруживали вирус гепатита В

Сухой прогрев лиофи-
лизата

Инактивация вирусов происходит при на-
греве лиофилизата при температуре 680С в 

течение 32–60 ч

В концентрированных негомогенных препаратах сохранялись  
вирусы гепатитов В, С и ВИЧ

Жесткая термообработка 
лиофилизата

Прогрев до температуры 800С в течение 
72 ч

Требуются протекторы, возможна частичная денатурация белков. Возможно сохра-
нение в препарате вирусов, вызывающих гепатит А или парвовирусную инфекцию

Хроматография (гель-
фильтрация, аффинная и 
ионообменная хромато-

графия)

Разделение происходит в результате меж-
молекулярного взаимодействия белков 

оболочки вируса с сорбентом

Хроматографические способы малоэффективны при удалении безоболочечных ви-
русов. Обычно их  применяют для получения из плазмы крови минорных белков

Ультрафильтрация Механическое отделение вирусов за счет 
их больших размеров, чем у белков плаз-

мы. Способ эффективен для удаления обо-
лочечных и безоболочечных вирусов. 

Фильтры с размером пор 15–20 нм позво-
ляют отделить вирус гепатита A и вирус B19 

от фактора IX

Используется как этап многостадийных методов очистки крови от вирусов.
Размеры частиц вируса, вызывающего гепатит A, находятся в пределах 25–30 нм; 

вируса B19 – в пределах 18–26 нм; вируса, вызывающего гепатит С, 28–30 нм;  
размеры вирусов герпетического семейства в пределах 120-300 нм;  

капсид  ВИЧ – 100–120 нм

Ультракороткие импуль-
сы  лазерного излучения 

(длина волны 425 нм)

Разрушение вирусов в жидкой среде. Спо-
соб эффективен для удаления оболочечных 

и безоболочечных вирусов

Нет данных

раты с rHuPH20, способны потеснить ВВИГ на рынке фарма-
цевтических препаратов.

Вирусная безопасность препаратов крови. Существу-
ет противоречие между требованиями к качеству и эффек-
тивности ВВИГ, и его безопасностью. Чтобы ВВИГ был эффек-
тивным и соответствовал критериям качества, плазма долж-
на быть получена от как можно большего количества доноров, 
более 1000. Но чем больше донаций использовано для полу-
чения плазмы, тем больше риск того, что она будет инфици-
рована опасными для человека вирусами. Когда ВВИГ нача-
ли применять в клинической практике, считалось, что если IgG 
фракционируют холодным этанолом, то это обеспечивает ви-
русную безопасность полученных препаратов. Но эти надеж-
ды не оправдались, вирусы, особенно возбудитель гепатита 
С, продолжали находить в крупных партиях ВВИГ [19].

Почти все мировые производители препаратов крови стал-
кивались с проблемой вирусной контаминации своих продук-
тов [20]. В настоящее время решение этой проблемы осу-
ществляется в двух направлениях: адекватная проверка исхо-
дного сырья и применение все более совершенных техноло-
гий инактивации вирусов. Тем не менее, проблема инфициро-
вания больших пулов плазмы и как следствие, получаемых из 
них препаратов, осталась. В таблице 4 приведены сведения 
об основных способах, используемых для инактивации виру-
сов в препаратах крови.

По мнению Панова [20], вирусная безопасность продуктов 
крови обеспечивается тремя непременными факторами: отбо-
ром доноров, тестированием стадии донации и пулов плазмы, 
инактивацией и удалением вирусов в процессе производства 
препаратов крови. Процедуры, обеспечивающие выполнение 
этих факторов, должны соответствовать правилам GMP. Мак-
симальная степень вирусной безопасности может быть достиг-
нута путем комбинации всех трех факторов. Обязательной яв-
ляется процедура валидации способов инактивации и удале-
ния вирусов. 

Методы удаления вирусов из препаратов крови постоянно 
совершенствуются. Сравнительно недавно разработан спо-
соб, использующий ультракороткие импульсы лазерного из-
лучения, по утверждению разработчиков, способный инакти-
вировать вирусы обоих типов [21]. Однако современные тех-
нологические процессы производства препаратов из плазмы 
крови доноров должны включать, как минимум, две эффек-
тивных стадии вирусной редукции, сочетающиеся со стади-
ями очистки самого препарата от других компонентов плаз-
мы крови. Причем одна из таких стадий должна эффективно 
удалять из препарата безоболочечные вирусы [9]. На рисун-
ке 4 показана типовая многостадийная схема производствен-
ного процесса получения фактора крови IX. Этапы сольвент-
детергентной обработки и ультрафильтрации используются 
для исключения вирусной контаминации препарата. Этап уль-
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трафильтрации предназначен для удаления безоболочечных 
вирусов.

В целом же данные, приведенные в таблице 4, показы-
вают, что до настоящего времени не разработаны единые 
для всех производителей препаратов крови технологиче-
ские приемы, позволяющие гарантировать их вирусную 
безопасность на 100%. Любым их сочетанием достигает-
ся только «максимальная степень вирусной безопасности» 
[4, 20]. Риск контаминирования вирусами препаратов кро-
ви возрастает при масштабировании производства, ис-
пользовании концентрированных препаратов и расшире-
нии круга производителей.

Прионовая безопасность препаратов крови. Прион-
ный белок (PrPC) – относительно простой мономерный бе-
лок с ММ 27–30 кДа, обладающий активностью супероксид-
дисмутазы. Синтезируется в нейронах в виде предшествен-
ника и подвергается в последующем протеолитическому со-
зреванию и пострансляционной модификации. Участвует в 
процессе клеточного распознавания или передачи нервно-
го импульса через рецепторы. Прионы (англ. prion от protein 
– «белок» и infection – «инфекция», термин предложен в 1982 г. 

S.B. Prusiner) – белковые инфекционные частицы, изоформы 
прионных белков (PrPSc), имеющие аномальную структуру, 
способную катализировать конформационное превращение 
гомологичного ему нормального клеточного прионного белка 
в себе подобный (прион) (рис. 5).

Каждая молекула PrPSc, инфицировавшего клетку, конверти-
рует одну молекулу PrPС в себе подобную. Две PrPSc молекулы 
формируют из двух молекул PrPС две PrPSc. Запускается цеп-
ная реакция, в ходе которой в ЦНС образуется огромное коли-
чество утративших растворимость и неправильно свёрнутых 
молекул полимеризовавшихся прионных белков, формируют-
ся амилоидные бляшки, разрушающие нормальную структу-
ру ткани, что приводит к развитию у инфицированного челове-
ка или животного нейродегенеративного заболевания [23, 24].

Прионовые болезни – это принципиально иная эпидемиче-
ская проблема, чем те, с которыми сталкивались эпидемиологи 
при противодействии вспышкам чумы, дифтерии, гриппа, или, 
даже, пандемиям ВИЧ-инфекции и сывороточных гепатитов. 
Длительный период времени между эпизоотиями прионовых 
болезней среди животных и эпидемиями среди людей, вызван-
ными мясом, инфицированным прионами, затрудняет выявле-
ние конкретного источника заражения. Например, ретроспек-
тивно было установлено, что временной интервал между пи-
ком вспышки варианта болезни Крейтцфельдта–Якоба (variant 
Creutzfeldt–Jakob disease, vCJD) среди людей, последовавшей 
за эпизоотией бешенства коров в Великобритании, составил 
9 лет [23]. Количество людей, инфицированных прионами, но 
находящихся в инкубационном периоде болезни, неизвестно. 
В Великобритании один такой больной может приходиться на 
2500–4000 жителей [26, 27]. Способы, используемые для инак-
тивации вирусов в препаратах крови, сложно адаптировать для 
инактивации прионов. Прионы проходят через фильтры с пора-
ми размером 25–50 нм; сохраняют стабильность своей структу-
ры даже при температуре 900С. Благодаря гидрофобности они 
имеют выраженную тенденцию к агрегации инфекционных еди-
ниц между собой и с клеточными белками и структурами. Их 
инактивация возможна при автоклавировании при температуре 
1350С в течение 30 мин [24], что неприменимо для обеспечения 
прионовой безопасности препаратов крови. В настоящее время 
имеется информация о возможности синтеза прионов de novo 
и распространения их путем искусственного заражения сырья, 
используемого для получения препаратов крови [28].

Рис. 6. Временные интервалы развития симптомов vCJD у доно-
ров плазмы и реципиентов препаратов крови, полученных из плаз-
мы крови инфицированного прионами человека [23]. Верхняя ли-
ния – временной интервал, в течение которого появились симпто-
мы vCJD у доноров плазмы, нижняя – у ее реципиентов. Случаи 3 и 
4 вызваны заражением vCJD от одного донора.

Рис. 4. Схема получения высокоочищенного и свободного от ви-
русной контаминации препарата фактора свертывания крови IX 
[22].

Рис. 5. Третичная структура «нормального» (PrPC) и «аномального» 
(PrPSc) прионного белка [23]. PrPC включает три альфа-спирали 
(A, B и C; обозначены зеленым цветом) и две короткие бета-
складки (обозначены красным цветом). PrPSc состоит в основном 
из бета-складчатых структур, оставшиеся B и С альфа-спирали 
имеют измененную конформацию. Аминокислотные последова-
тельности PrPC и PrPSc идентичны.



41

Таблица 5. Показатели качества ВВИГ [4]

Показатель Норма
Растворимость лиофильно высушен-

ного продукта
Менее 10 мин при температуре 200С

Прозрачность Полная, не должно быть взвешен-
ных частиц и невидимых частиц 

установленного размера
рН 4,0–4,5 или 6,8–7,4

Осмотическое давление, 
мОсм×моль/кг

≥ 240*

Общий белок, г/л Не менее 30*
Содержание гамма-глобулина, % ≥ 95*

Димер + мономер, % ≥ 90*
Агрегаты, % ≤ 3*

Вспомогательные вещества (напри-
мер, натрия хлорид, глицин, мальто-

за, маннит, сахароза и т.п.)

В соответствии с нормативным до-
кументом

Вирус-инактивирующие 
агенты(сольвенты, детергены, три(n-

бутил)фосфат, мкг/мл 

≤ 10 или в соответствии с норматив-
ным документом

Полисорбат 80, мкг/мл ≤ 100 или в соответствии с норма-
тивным документом

Титр гемагглютинина Анти А Негативный при разведении 1/64 
(при концентрации белка 3%)*

Титр гемагглютинина Анти В Негативный при разведении 1/64 
(при концентрации белка 3%)*

Титр гемагглютинина Анти D ≤ 1*
IgА В соответствии с нормативным до-

кументом. Максимальное количе-
ство должно быть указано на упа-

ковке препарата*
Активатор прекалликреина 

(prekallikrein activator, PKA), МЕ/мл
Менее 35 (при концентрации бел-

ка 3%)*
Тест на идентичность человеческо-

му происхождению
Положительный*

Антикомплементарная активность, 
CH50⁄мг IgG

≤ 1*

Целостность Fc-фрагмента Рутинного способа анализа не су-
ществует, используют применяемый 
при производстве иммуноглобулина

Титры специфических антитела В соответствии с регистрацион-
ным удостоверением лекарственно-

го средства**
HBsAg Отсутствует*

Антитела к ВИЧ 1 и 2 Отсутствуют
Антитела к HCV Отсутствуют

Бактериальная стерильность Стерилен*
Тест на эндотоксин, МЕ/мл Менее 0,5 (при содержании бел-

ка 5%), менее 1,0 (содержание бел-
ка 5–10%)*

Anti-HBs, МЕ/мл ≥ 0,5*
Тест на пирогенность (LAL-тест) Апирогенен

*European Pharmacopoeia specification. 
**При концентрации белка в препарате 50 г/л он должен содержать как 
минимум два специфических антитела (одно к возбудителю вирусной ин-
фекции, другое – к бактериальной) в концентрации, по крайней мере, в 
три раза более высокой, чем в стандартных препаратах ВВИГ.

Проблема прионовой безопасности уже дала о себе знать 
производителям препаратов крови. Известно о пяти случаях 
заражения людей прионами, вызывающими vCJD. В четырех 
случаях заражение вызвала эритроцитарная масса, в одном – 
препарат фактора свертываемости крови VIII. У доноров сим-
птомы vCJD обнаружены в период от 1 года и 4 мес. до 3 лет и 
4 мес. после забора у них крови [23, 29–31] (рис. 6).

Прионовая безопасность препаратов крови может быть 
обеспечена тщательным анализом анамнеза донора, обнару-
жением PrPSc в крови доноров и пулах плазмы, использовани-
ем технологий очистки плазмы крови, исключающих наличие 
прионов в конечном продукте.

Исследование анамнеза донора должно включать опреде-
ление географии его проживания за 10-летний период и нали-
чие за этот период времени на этой территории вспышек при-
оновых болезней среди животных.

Для обнаружения прионов в образцах жидкостей и тканей 
человека и в препаратах крови используют систему цикличе-
ской амплификации неправильно скрученного белка (Protein 
Misfolding Cyclic Amplification, PMCA). Система основана на 
том же принципе формирования аномальной структуры при-
онового белка, который используют прионы для своего раз-
множения в условиях in vivo [32]. Начальной матрицей для ам-
плификации служит PrPSc, содержащийся в пробе. Ее разво-
дят избытком PrPC, используемого в качестве субстрата, и ин-
кубируют в условиях, наиболее оптимальных для образования 
агрегатов прионового белка, изменившего свою структуру на 
аномальную, т.е. способную катализировать конформацион-
ное превращение гомологичного ему нормального клеточ-
ного прионного белка. Такие формы белка, образовавшиеся 
в условиях in vitro, называют PrPres. Агрегаты разрушают уль-
тразвуком, цикл многократно повторяют [25]. Для повышения 
чувствительности и воспроизводимости PMCA при обнаруже-
нии PrPSc в крови пациента исследователи идут по двум на-
правлениям. Подбирают наиболее специфический субстрат 
для амплификации PrPSc и повышают чувствительность спо-
собов обнаружения амплификатов, т.е. PrPres.

По первому направлению в 2014 г. было показано, что для 
обнаружения PrPSc в крови человека наилучшие результаты 
дает использование овечьего нормального прионного бел-
ка Q171 PrP (замена Q171R в белке PrP овец препятствует 
образованию PrPSc). Следовательно, при выборе субстрата 
гомология между ним и матрицей является не критичным 
условием эффективности амплификации PrPres [33].

Работы по второму направлению вывели к использова-
нию в 2011 г. для обнаружения прионов технологи Surround 
Optical Fiber Immunoassay (SOFIA) («оптический иммуноло-
гический анализ прилежащих волокон»). После амплифика-
ции с концентрированием всех PrPres, содержащихся в образ-
це, их помечают флуоресцентным красителем со специфи-
ческими антителами и загружают в микрокапиллярную труб-
ку. Трубку помещают в специальный аппарат, где она оказы-
вается полностью окруженной оптическими волокнами и весь 
свет, испускаемый волокнами на трубку, поглощается краси-
телем, предварительно возбужденным лазером. Эта техноло-
гия позволяет обнаружить PrPSc даже после небольшого коли-
чества циклов перехода прионного белка в прионную форму, 
что, во-первых, снижает возможность искажения результата 
артефактами эксперимента, и, во-вторых, сокращает продол-
жительность исследования [34, 36].

Для повышения точности и специфичности исследования 
разработаны стандартные образцы прионов разных видов 
животных [36].

Технологии очистки плазмы крови, исключающие наличие 
прионов в конечном продукте, несовершенны. На рынок выпу-
щен только один препарат ВВИГ, имеющий маркировку Управ-
ления по санитарному надзору за качеством пищевых продук-
тов и медикаментов Министерства здравоохранения и соци-
альных служб США (Food and Drug Administration, FDA) об уда-
лении прионовых белков [3].

Критерии качества препаратов крови. Их определяет 
национальная фармакопея. Методы, используемые при оцен-
ке качества препаратов крови должны быть валидированы. 
Показатели качества ВВИГ приведены в таблице 5.
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Стандарты ВОЗ и референс-препараты ВВИГ и других 
препаратов крови, европейские производители получа-
ют из Национального института биологических стандар-
тов и контроля (National Institute for Biological Standards 
and Control, NIBSC; Potters Bar, UK), Центра оценки и ис-
следований биологических препаратов Управления по са-
нитарному надзору за качеством пищевых продуктов и ме-
дикаментов (Center for Biologics Evaluation and Research, 
Food and Drug Administration; CBER⁄FDA, Bethesda, MD) 
или из Европейского директората по качеству лекарствен-
ных средств и здравоохранения (European Directorate for 
the Quality of Medicines and HealthCare; EDQM, Strasbourg, 
France). Каталоги международных стандартов доступны на 
сайтах NIBSC и ВОЗ.

В то же время, современная концепция получения ВВИГ 
как пула IgG с высокой степенью очистки, выделенного из 
плазмы тысяч доноров (ВВИГ четвертого поколения), со-
держит ряд ограничений, неразрешимых в ее собственных 
рамках.

Сходство различных партий ВВИГ по физико-химическим 
свойствам, не означает, что сходным будет терапевтиче-
ский эффект после их введения пациенту. Даже по прибли-
зительным оценкам в стандартных поливалентных ВВИГ 
могут определяться антитела к 17 бактериальным антиге-
нам, 21 антигену вирусов, 6 антигенам грибов и простейших 
[8, 37]. Невозможно добиться воспроизводимых результа-
тов, экспериментируя системой, в которой действуют по 
неизвестным закономерностям не менее 54 неизвестных 
факторов.

Открыта и проблема вирусной безопасности препаратов 
крови. В соответствии с рекомендациями ВОЗ и Европейско-
го агентства по оценке медицинских продуктов, стадия очист-
ки от вирусов считается эффективной, если она обеспечива-
ет редукцию патогенов в 104 раз и более [9]. Однако снижение 
количества вирусных частиц в конечном продукте не означа-
ет их отсутствие. Увеличение количества стадий очистки од-
новременно снижает производительность технологического 
процесса и удорожает конечный продукт. 

Иммунный ответ на введение ВВИГ трудно прогнозиро-
вать. Высокие дозы ВВИГ способны угнетать продукцию ин-
терлейкинов (ИЛ) и снижать уровень экспрессии рецепторов 
к ИЛ2 вследствие наличия в препарате соответствующих ан-
тител, а также блокировать Fc-рецепторы при активных Fc-
фрагментах IgG. Содержание в препаратах ВВИГ ряда биоло-
гически активных протеинов, например, растворимых антиге-
нов CD4, CD8 и антигена главного комплекса гистосовмести-
мости (HLA) II класса, также оказывает влияние на реализа-
цию физиологического иммунного ответа на антигенный раз-
дражитель (табл. 2) [4].

С позиций доказательной медицины в настоящее время 
подвергается сомнению терапевтическая эффективность 
ВВИГ при терапии сепсиса и септического шока. Многолет-
няя клиническая практика и экспериментальные работы по-
казали, что только введение ВВИГ, обогащенных IgM и IgA, 
повышает выживаемость пациентов. Однако IgA при слу-
чайном введении пациенту с врожденным дефицитом IgA, 
вызывает анафилактические реакции. В многоцентровом 
исследовании не обнаружено снижения летальности при 
использовании стандартных ВВИГ у кардиохирургических 
больных с тяжелой послеоперационной системной воспа-

лительной реакцией, считавшейся показанием к их приме-
нению [3].

Не устранена проблема наличия в препаратах раствори-
мых молекул CD4, CD8 и HLA II и I и антител к ним, способ-
ных влиять на распознавание антигена лимфоцитами; а так-
же тромбина, факторов свертывания крови VIII, IX, X, XI и XII 
в количествах, активирующих свертывание крови и приво-
дящих к образованию множественных тромбов у пациента 
(табл. 2).

Нерешенность этих проблем приводит к неопределенно-
сти результатов клинического применения ВВИГ четвертого 
поколения и требует их дальнейшего совершенствования, в 
том числе за счет расширения оцениваемых показателей каче-
ства. Одновременно можно предположить появление на рынке 
препаратов иммуноглобулинов иного типа: полученных генно-
инженерным путем (без использования плазмы крови челове-
ка), поэтому хорошо охарактеризованных по молекулярному 
составу и обладающих высокой избирательностью в отноше-
нии мишеней воздействия.

2. Гетерологичные иммуноглобулины

Гетерологичные иммуноглобулины представляют собой ле-
карственные средства, содержащие очищенные иммуноглобу-
лины или их фрагменты, полученные из сыворотки или плаз-
мы животных различных видов (чаще лошадей), иммунизиро-
ванных соответствующими антигенами. Препараты содержат в 
высокой концентрации специфические антитела, нейтрализую-
щие или связывающие антигены, использованные для иммуни-
зации животных [6].

Технологии получения иммуноглобулина из гетерологич-
ных сывороток, по основным этапам фракционирования прак-
тически ничем не отличаются от получения иммуноглобулинов 
из сыворотки человека. Их совершенствование идет в направ-
лении повышения специфичности иммуноглобулинов, сте-
пени очистки от балластных примесей и вирусной безопас-
ности. Критерии качества гетерологичных иммуноглобули-
нов определяют национальные фармакопеи [38, 39]. В тоже 
время возможности технологий их получения имеют предел 
в развитии – гетерологичные иммуноглобулины всегда будут 
поликлональными, и их свойства будут различаться в зависи-
мости от источника плазмы крови [40].

Тенденции в развитии способов получения таких препара-
тов, и, соответственно, методов контроля их качества, про-
слеживаются на примере получения гетерологичных имму-
ноглобулинов, предназначенных для лечения отравлений, вы-
званных зоотоксинами (укусы ядовитых змей и членистоно-
гих; ранения, нанесенные ядовитыми морскими животными). 
Впервые антитоксическая сыворотка против яда змеи Vipera 
aspis (асписовая гадюка) получена из крови морских свинок 
в 1894 г. сотрудниками филиала Института Пастера (Pasteur 
Institute) в Сайгоне [41]. 

Яды животных представляют собой сложный объект для 
разработчиков специфических иммуноглобулинов из-за мно-
гокомпонентности их состава. Они состоят из смеси синергид-
но действующих биологически-активных веществ, среди ко-
торых токсин, определяющий клинику и тяжесть поражения, в 
процентном отношении занимает незначительную часть по от-
ношению к другим компонентам [42]. Наработать антитоксиче-
ские иммуноглобулины против зоотоксинов, используя челове-
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ка в качестве донора плазмы, невозможно. Поэтому с 1894 г. 
это направление специфической профилактики и лечения по-
ражений, вызванных укусами ядовитых животных, основывает-
ся на использовании иммуноглобулинов, полученных из плаз-
мы животных различных видов.

Не более 20% антител, вырабатывающихся иммунной 
системой животного в ответ на гипериммунизацию инакти-
вированным змеиным ядом, специфичны к его компонен-
там. Из них менее чем 5% представлены нейтрализующи-
ми антителами, способными с различной аффинностью (!) 
взаимодействовать с эпитопами токсина и блокировать его 
взаимодействие с рецепторами на поверхности клетки-
мишени [40] (рис. 7).

Многокомпонентность таких ядов и сложная конформаци-
онная структура молекул токсинов, ограничивают использо-
вание мышиных моноклональных антител (мАТ), специфич-
ных к отдельным эпитопам токсина и являющихся для иммун-
ной системы человека антигенами. Эти два обстоятельства 
вынуждают исследователей для повышения эффективности 
и безопасности иммуноглобулиновых препаратов разрабаты-
вать коктейли из рекомбинантных антител, высокоаффинных 
к эпитопам токсина [40].

При изучении зарубежной научной литературы по дру-
гому «опережающему объекту» – способам получения бо-
тулинических антитоксинов, установлено, что в клиниче-
ской практике США и Европы используются получаемые 
из лошадиной сыворотки три-, би- и моновалентные анти-
токсины, произведенные «Sanofi Pasteur Limited», California 
Department of Public Health и CDC/USA по технологиям, раз-
работанным еще в 1950–1960-х гг. Более новые работы опи-
сывают лишь частные усовершенствования известных спо-
собов получения иммуноглобулинов. Li et al. [43] описали 
способ гипериммунизации лошадей, позволяющий полу-
чать моноспецифические гипериммунные сыворотки к бо-
тулиническим токсинам типов А и В. Усовершенствование 

способа получения специфических сывороток заключалось 
лишь в щадящей обработке ботулинического токсина фор-
малином, что не выходит за рамки представлений о получе-
нии анатоксинов, сформировавшихся в начале XX в. В тоже 
время анализ научной литературы позволил обнаружить 
два направления, конкурирующих с технологией получе-
ния ботулинических антитоксинов из сыворотки крови жи-
вотных: получение препаратов на основе моноклональных 
антител различного типа и высокоаффинных к ботулиниче-
ским токсинам Fab-фрагментов IgG1 человека, полученных 
в дрожжах генно-инженерным путем [44, 45], т.е. тенденция 
их дальнейшего развития та же, что и у препаратов иммуно-
глобулинов, предназначенных для лечения отравлений, вы-
званных зоотоксинами.

Публикации, раскрывающие принципиально новые техно-
логии получения препаратов антидифтерийных и антистолб-
нячных иммуноглобулинов из гетерологичных сывороток, не 
были найдены, что показывает исчерпание возможностей 
развития технологий получения гетерологичных иммуногло-
булинов, и отражает общую тенденцию на рынке препаратов 
крови – замена ксеногенных компонентов на компоненты с 
установленными составом и структурой, полученные генно-
инженерным путем.

3. Рекомбинантные препараты крови

Объективными причинами, способствующими развитию 
технологий получения рекомбинантных препаратов кро-
ви, являются недостаток донорской крови, риск передачи 
вирусных и прионных инфекций, высокая стоимость тера-
пии, для которой используются такие препараты [3, 4, 23, 
29, 46]. Перспективы промышленного производства препа-
ратов крови с помощью технологий генной инженерии поя-
вились в 1980-е гг., когда были клонированы факторы свер-
тывания крови IX и VIII и созданы системы их экспрессии в 
клеточных культурах млекопитающих [47, 48]. В настоящее 
время по технологиям генной инженерии производятся не 
менее 20 препаратов крови [46]. Их качество, эффектив-
ность и безопасность, прежде всего, зависят от использо-
ванных производителем систем экспрессии клонированных 
генов факторов свертывания крови. Крупные белки обычно 
синтезируют в клетках млекопитающих, способных выпол-
нить гликозилирование молекулы белка1 таким же образом, 
как это происходит в клетках человека. Возможности со-
временных систем экспрессии генов белков крови, приве-
дены в таблице 6.

Лекарственные препараты на основе полноразмерных 
рекомбинантных факторов FVIII и FIX используются в клини-
ческой практике с начала 1990-х гг. Их получают на осно-
ве систем экспрессии генов FVIII и FIX в эукариотических 
клетках CHO и BHK, и с помощью трансгенных животных-
продуцентов (молоко коз и свиней). Рекомбинантный FVIII, 
секретируемый клетками CHO в комплексе с рекомбинант-
ным vWF (фактор фон Виллебрандта) выпущен под торговы-
ми названиями Recombinate® и Bioclate®. Рекомбинантный 
FVIII, секретируемый клетками BHK в культуральную среду, 
1   Гликозилирование – ферментативный специфический процесс, в ходе ко-
торого происходит присоединение остатков сахаров к органическим моле-
кулам. Гликозилирование является одной из форм котрансляционной и пост-
трансляционной модификации белков. Преобладающая часть белков, син-
тезируемых в шероховатом эндоплазматическом ретикулуме, подвергается 
гликозилированию. 

Рис. 7. Взаимодействие в условиях in vivo поликлональных гете-
рологичных антител с компонентами змеиного яда [40]. А, Б, В и Г 
– эпитопы молекулы токсина, «узнаваемые» поликлональными ан-
тителами. А – эпитоп в активном сайте токсина. Антитела, взаимо-
действуя с этим эпитопом, изменяют конформацию молекулы ток-
сина и предотвращают его связывание с рецептором на поверхно-
сти клетки-мишени. Синим цветом обозначен наиболее токсичный 
компонент змеиного яда.
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содержащую природный vWF, получил торговые названия 
Kogenate® и Helixate® (табл. 6).

Различают три поколения лекарственных препаратов ре-
комбинантных факторов свертывания крови [49]:

- первое поколение – лекарственная форма содержит че-
ловеческий сывороточный альбумин и контактируют с веще-
ствами животного происхождения в процессе производства; 

- второе поколение – лекарственная форма не содержит 
альбумина в качестве вспомогательного вещества;

- третье поколение – контакт с веществами животного про-
исхождения и компонентами донорской плазмы исключен во 
всем процессе производства.

К настоящему времени сформировалось четыре на-
правления создания таких препаратов: полноразмерные 
рекомбинантные FVIII и FIXl; их делеционные варианты 
(для увеличения выхода продукта в экспрессионной систе-
ме убирается B-домен); пролонгированные производные 
(к молекуле фактора крови или его делеционного вариан-
та ковалентно присоединяются группы полиэтиленглико-
ля); и гибридные факторы свертывания крови, ковалентно 
сшитые с доменом Fc иммуноглобулина человека G1 [48]. 
Присоединение к молекуле rFIX Fc-домена IgG1 увеличи-
вает продолжительность циркулирования в кровеносном 
русле rFIX. Биоинженерные стратегии получения рекомби-
нантных факторов свертывания крови приведены в работе 
Peyvandi et al. [51].

Получение препаратов рекомбинантных факторов свер-
тывания крови осуществляется в соответствии с правила-
ми надлежащей лабораторной практики (Good Laboratory 
Practice) [50, 51]. По показателям активности синтезируе-) [50, 51]. По показателям активности синтезируе-
мого продукта, физико-химических свойств продукта (обя-
зательное требование – синтез рекомбинантного фактора 
крови в мономерной форме), производительности и ста-
бильности, отбирается клеточная линия-продуцент. Кле-
точную линию с наиболее оптимальными показателями 
субклонируют и используют в качестве продуцента факто-
ра свертывания крови.

Общей тенденцией в получении рекомбинантных бел-
ков крови является использование многоэтапного аффин-
ного и псевдоаффинного разделения белков [14]. Схе-
ма получения препаратов рекомбинантных факторов FVIII 
и FIX включает несколько стадий ионообменной хрома-
тографии, аффинную хроматографию с использованием 
иммобилизованных моноклональных антител, инактива-
цию вирусов при помощи обработки растворителем и де-
тергентом или пастеризацией в присутствии детергента. 
Рассмотрим их на примере получения rFIXFc – рекомби-
нантного белка FIX, слитого c Fc-доменом IgG1 человека 
(табл. 7).

Полученный рекомбинантный фактор свертывания крови 
валидируют для подтверждения его идентичности, чистоты, 
качества и активности (табл. 8).

Таблица 6. Возможности современных систем экспрессии генов белков крови [46]

Система  
экспрессии

Может быть использована Не может быть 
использована

Особенности экспрессионной системы

Escherichia coli Для экспрессии простых по-
липетидов (инсулин, гормон 
роста человека, интерферон-
альфа, фактор роста чело-
века)

Для экспрессии 
сложных глико-
протеинов плазмы 
крови, обладаю-
щих большой ММ

В E. coli не может быть достигнута правильная пострансляционная модификация 
крупной гликопротеиновой молекулы, что приводит к ее не физиологическому фол-
дингу и нарушению формирования дисульфидных связей между цепями. Такие моле-
кулы не способны длительное время циркулировать в сыворотке крови человека, бы-
стро агрегируются при хранении и утрачивают биологическую активность. Например, 
синтезированный в E. coli альфа-1-антитрипсин в доклинических исследованиях по-
казал низкую стабильность in vitro и измененные фармакокинетические свойства

Дрожжи 
(Saccharomyces 
cerevisiae, Pichia 
pastoris, Hanse-
nula polymorpha)

Для экспрессии 
интерферона-альфа, фактора 
роста человека (гликопроте-
ины с ММ менее 60 кДа), аль-
бумина и негликозилирован-
ных белков плазмы крови

То же Дрожжи могут выполнять ранние стадии N-гликозилирования в эндоплазматическом 
ретикулуме. Сложный олигосахаридный синтез и гликановое созревание (glycan 
maturation) им не доступны. Синтезированные белки гетерогенны и быстро выводят-
ся из кровеносного русла 

Нитчатые грибы Небольшой опыт использования для экспрессии 
генов белков крови

Выполняют гликозилирование также, как клетки млекопитающих, что, в отличие от 
клеток дрожжей, не сопровождается высокой степенью маннозилирования белков 
(hypermannosylation)

Клетки насекомых 
(бакуловирусные 
экспрессионные 
системы)

Для экспрессии простых по-
липетидов

Система не 
позволя-
ет экспресс-
сировать слож-
ные гликопро-
теины плазмы 
крови

Выполняют пострансляционные модификации молекул гликопротеина, такие как N- и 
O-гликозилирование или формирование дисульфидных связей, что позволяет дости-
гать правильного белкового фолдинга. Однако их механизм гликозилирования гете-
рологичного белка в основном не описан. Существует риск добавления к молекуле 
дополнительных сахаров, не характерных для человека

Клетки млеко-
питающих CHO и 
BHK*

Для экспрессии большинства 
рекомбинантных белков плаз-
мы крови

Нет данных Выполняет сложную пострансляционную модификацию и обеспечивают секрецию 
белков в среду в исходной форме. В настоящее время разработаны питательные сре-
ды, состоящие из компонентов, полученных генно-инженерным путем, и не содержа-
щие ксеногенные компоненты

Трансгенные жи-
вотные

Для получения антитромбина, 
альфа-1-антитрипсина, инги-
битора С1-эстеразы, фибрино-
гена, альбумина, мАТ, факторы 
крови FVIII и FIX

То же Существуют риск прионной и вирусной контаминации препарата и возможность им-
мунных реакций на его введение, так как сложные посттрансляционные модифика-
ции (C-карбоксилирование, бета-гидроксилирование; N- и О-связанное гликозили-
рование; фосфорилирование) экспрессируемого белка происходят видо- и тканеспе-
цифическим образом, характерным для данного вида трансгенного животного, но не 
человека

Трансгенные рас-
тения

мАТ То же Трансгенные растения могут выполнять посттрансляционные модификации, в частно-
сти модификации N-гликанов, но их аппарат Гольджи не в состоянии синтезировать 
некоторые сахара и терминальные сиаловые кислоты, что может приводить к иммун-
ным реакциям на введенный препарат

*CHO (от сhinese hamster ovary – яичники китайского хомяка) и BHK (от baby hamster kidney – почки детенышей хомячка).
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Эффективность процесса удаления вирусов оценивают 
на иных моделях, чем используются при получении препара-
тов факторов свертывания крови из плазмы человека. Обыч-
но используются четыре модели: ксенотропный вирус мыши-
ной лейкемии (Х-MLV), минут-вирус мышей (ММВ), орторео-
вирус млекопитающих 3 (Рео-3; также известный как реови-
рус серотипа 3) и вирус псевдобешенства (SuHV-1). Иссле-
дования проводятся в соответствии с International Conference 
on Harmonisation Q5A-E Guidelines и US Food and Drug 
Administration Points to Consider [53–55].

***
В настоящее время нельзя считать преодоленными все 

проблемы, возникающие при получении препаратов меди-
цинского назначения из плазмы крови человека и сыворо-
ток крови животных. Анализ технологий получения таких 
препаратов по «опережающим объектам», показывает, что 
отрасль находится в постоянном поиске новых путей очист-
ки белков плазмы крови, которые были бы более щадящи-

ми и гарантировали вирусную безопасность препаратов. В 
тоже время нельзя не заметить исчерпание возможностей 
дальнейшего развития базовых технологий очистки препа-
ратов крови за пределы частных усовершенствований. Па-
раллельно происходит развитие технологий, исключающих 
необходимость работы с донорской кровью и гипериммун-
ными сыворотками животных, позволяющих получать пре-
параты крови по технологиям генной инженерии. Принци-
пиально меняются и сами препараты. На рынок выходят 
рекомбинантные факторы свертывания крови с изменен-
ными свойствами; коктейли из рекомбинантных антител и 
Fab-фрагментов IgG, высокоаффинных к эпитопам токси-
нов и др. Происходит вытеснение этими препаратами пре-
паратов, получаемых из плазмы крови человека и живот-
ных. Поэтому в ближайшие годы в России необходимо соз-
давать принципиально новую систему оценки качества, эф-
фективности и безопасности препаратов крови, учитываю-
щую дальнейшее направление их развития.
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