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Ðàçðàáîòàí ìåòîä îöåíêè áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðåïàðàòîâ ýðèòðîïîýòèíà in vitro íà êóëüòóðå ÷óâñòâèòåëüíûõ

êëåòîê TF-1. Èññëåäîâàíû îñîáåííîñòè èçìåðåíèÿ è ðàñ÷åòà áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ýðèòðîïîýòèíîâ ñ ðàçëè÷-

íûì óðîâíåì ãëèêîçèëèðîâàíèÿ â òåñòàõ in vivo è in vitro. Äèàïàçîíû ëèíåéíîãî îòâåòà êëåòî÷íîé ëèíèè íà ýðèòðî-

ïîýòèí è åãî ãèïåðãëèêîçèëèðîâàííûé àíàëîã îòëè÷àëèñü è ñîñòàâëÿëè (0,39–0,56 íã/ìë) è (3,1–12,5 íã/ìë) ñîîò-

âåòñòâåííî. Ïðîâåäåííûé àíàëèç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïîêàçûâàåò âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ êëåòî÷íîãî òåñòà

äëÿ ñîïîñòàâëåíèÿ è êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè àêòèâíîñòè àíàëîãîâ ýðèòðîïîýòèíà â ìåæäóíàðîäíûõ åäèíèöàõ ñòàí-

äàðòà áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè (ÌÅ), ïðèíÿòûõ äëÿ ýðèòðîïîýòèíà.
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òèâíûé îòâåò.
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Ïðåïàðàòû ðåêîìáèíàíòíîãî ýðèòðîïîýòèíà ÷åëîâåêà

(ð÷ÝÏÎ) è åãî àíàëîãîâ äî ñèõ ïîð ÿâëÿþòñÿ îäíèìè èç

íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå

áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ [1]. Â ïîñëåä-

íåå äåñÿòèëåòèå áûëè ïîëó÷åíû è íàøëè øèðîêîå ïðèìå-

íåíèå òàê íàçûâàåìûå ïðîëîíãèðîâàííûå ôîðìû ýðèòðî-

ïîýòèíà ñ ïîâûøåííîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ [2–5].

Àêòèâíî ðàçðàáàòûâàþòñÿ àíàëîãè ýðèòðîïîýòèíà â âèäå

ãèáðèäíûõ ìîëåêóë, îáëàäàþùèå ðÿäîì äðóãèõ, â òîì

÷èñëå öèòîïðîòåêòîðíûõ ôóíêöèé [5, 6]. Áèîëîãè÷åñêèå

ôóíêöèè ïðåïàðàòîâ ýðèòðîïîýòèíîâîãî ðÿäà îïðåäåëÿ-

þòñÿ, ïðåæäå âñåãî, ñïîñîáíîñòüþ âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ

ðåöåïòîðàìè êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ýðèòðîèäíîãî

ðÿäà è ñòèìóëèðîâàòü èõ äèôôåðåíöèðîâêó, à òàêæå ñòðóê-

òóðîé ìîëåêóë, êîòîðàÿ îïðåäåëÿåò êîíå÷íóþ ýôôåêòèâ-

íîñòü ïðåïàðàòà, ñïîñîáñòâóÿ îïòèìèçàöèè åãî ôàðìàêî-

êèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ.

Áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâ-
íûõ ïàðàìåòðîâ êà÷åñòâà ýðèòðîïîýòèíà è îïðåäåëÿåòñÿ â
ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè Åâðîïåéñêîé ôàðìàêîïåè
in vivo ïóòåì èçìåðåíèÿ ÷èñëà ðåòèêóëîöèòîâ â êðîâè ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ [7]. Àêòèâíîñòü ýðèòðîïîýòèíà
îïðåäåëÿåòñÿ â åäèíèöàõ ìåæäóíàðîäíîãî ñòàíäàðòà,
ðàñïðîñòðàíÿåìîãî Åâðîïåéñêèì äèðåêòîðàòîì ïî êà÷åñò-
âó ìåäèöèíñêèõ ïðåïàðàòîâ [8]. Â òî æå âðåìÿ, â íîðìàòèâ-
íûõ äîêóìåíòàõ ÐÔ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåòîä îïðåäåëå-
íèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðåïàðàòîâ ýðèòðîïîýòè-
íîâîãî ðÿäà íå ðåãëàìåíòèðîâàí. Ñåðüåçíóþ ïðîáëåìó
ïðåäñòàâëÿåò òàêæå îòñóòñòâèå â Ðîññèè ñîáñòâåííîãî ãî-
ñóäàðñòâåííîãî ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà (ÃÑÎ) íà ýðèòðîïî-
ýòèí [9]. Êðîìå òîãî, çàðåãèñòðèðîâàííûå çà ðóáåæîì è íà
ðîññèéñêîì ðûíêå ïðåïàðàòû àíàëîãîâ ýðèòðîïîýòèíà, òà-
êèå êàê Àðàíåñï ôèðìû «Àìäæåí Åâðîïà Á. Â» (Íèäåðëàí-
äû), èìåþò äîçèðîâêè áåç óêàçàíèÿ âåëè÷èíû ãåìîïîýòè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè. Òàêèì îáðàçîì, ðÿä ïðåïàðàòîâ îäíîé
òåðàïåâòè÷åñêîé ãðóïïû â îòñóòñòâèè åäèíîé ñèñòåìû èç-

ìåðåíèé íåâîçìîæíî ñîïîñòàâèòü ïî îñíîâíîìó ïàðàìåò-

ðó êà÷åñòâà — áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

Ñ äðóãîé ñòîðîíû, òðóäîåìêîñòü è âàðèàáåëüíîñòü ðå-

çóëüòàòîâ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè in vivo, ñâÿçàííàÿ ñ

îáúåêòèâíûìè òðóäíîñòÿìè âîñïðîèçâîäèìîñòè ðåçóëüòà-

òîâ â æèâîì îðãàíèçìå, äèêòóåò íåîáõîäèìîñòü ðàçðàáîò-

êè äðóãèõ ñïîñîáîâ èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè áåëêîâ ýðèòðî-

ïîýòèíîâîãî ðÿäà, íàïðèìåð, ñ èñïîëüçîâàíèåì êóëüòóð

êëåòîê, áîëåå ëåãêî ñòàíäàðòèçóåìûõ ïî ïàðàìåòðàì âîñ-

ïðîèçâîäèìîñòè è íàäåæíîñòè, è íå ìåíåå ÷óâñòâèòåëü-

íûõ. Ïðèìåíåíèå ýòèõ ìåòîäîâ îñîáåííî àêòóàëüíî íà ýòà-

ïå ïîëó÷åíèÿ íîâûõ ðåêîìáèíàíòíûõ ìîëåêóë, îïèñàíèÿ

èõ ñâîéñòâ, à òàêæå âûáîðà êëîíîâ ïðîäóöåíòîâ è ðàçðà-

áîòêè òåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ [5, 10, 11]. Íåñìîòðÿ íà

íåâîçìîæíîñòü ïîëíîöåííîé îöåíêè áèîëîãè÷åñêèõ

ôóíêöèé áåëêîâ, ýòè ìåòîäèêè ïîçâîëÿþò îïðåäåëèòü

ïîäëèííîñòü è àíòèãåííóþ ñòðóêòóðó áåëêà ïî åãî ñïîñîá-

íîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ðåöåïòîðîì-ìèøåíüþ. Êðîìå

òîãî, çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè ÷óâñòâèòåëü-

íûõ êëåòîê îò êîëè÷åñòâà ÝÏÎ, äîáàâëåííîãî â ðîñòîâóþ

ñðåäó ìîæåò áûòü îöåíåíà ñ ïîìîùüþ êîëîðèìåòðè÷åñêî-

ãî òåñòà. Â çàðóáåæíîé ïðàêòèêå ïðèìåðîì èñïîëüçîâàíèÿ

òåñòà in vitro ÿâëÿþòñÿ Àðàíåñï («Àìäæåí Åâðîïà Á. Â»,

Íèäåðëàíäû) [4], ãèáðèäíûå ìîëåêóëû EPO-Fc [12, 13] è

äðóãèå.

Âî ÔÃÓÏ ÃîñÍÈÈãåíåòèêè ðàçðàáîòàí ìåòîä îïðåäå-

ëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÝÏÎ è åãî àíàëîãîâ â

êóëüòóðå êëåòîê in vitro ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòî÷íîé ëè-

íèè TF-1 ATCC CRL-2003. Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâà-

íèÿ áûëà îöåíêà âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ êëåòî÷íîãî

òåñòà äëÿ îïðåäåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÝÏÎ, à

òàêæå ðàçðàáîòêà ôîðìàòà ìåòîäèêè äëÿ îïðåäåëåíèÿ

áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ýðèòðîïîýòèíîâ ñ ðàçëè÷íûì

óðîâíåì ãëèêîçèëèðîâàííîñòè.
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Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ñòàíäàðòíûå è èññëåäóåìûå áåëêè. Â êà÷åñòâå ñòàíäàðò-
íîãî îáðàçöà èñïîëüçîâàëè ïðåïàðàò ýòàëîííîãî ðåêîì-
áèíàíòíîãî ýðèòðîïîýòèíà ÷åëîâåêà Erythropoietin BRP
(EPO(BRP) E1515000), ðàñïðîñòðàíÿåìûé Åâðîïåéñêèì
äèðåêòîðàòîì ïî êà÷åñòâó ìåäèöèíñêèõ ïðåïàðàòîâ. Èç-
ìåðåíèå áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðîâîäèëè â îáðàç-
öàõ êîììåð÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ Ýïîñòèì (ÎÎÎ «Ôàðìà-
ïàðê», Ðîññèÿ) è Àðàíåñï («Àìäæåí Åâðîïà Á. Â», Íèäåð-
ëàíäû).

Áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü in vivo äëÿ ïðåïàðàòîâ
Àðàíåñï è Ýïîñòèì îïðåäåëÿëè â ýêñïåðèìåíòàõ ñ ëàáîðà-
òîðíûìè ìûøàìè BALB/c (ïèòîìíèê ÃÓ ÍÖÁÒ ÐÀÌÍ
«Ñòîëáîâàÿ», ñàìêè, 20–22 ã), êîòîðûå ïðîâîäèëè â ñîîò-
âåòñòâèè ñ ìåòîäè÷åñêèìè ðåêîìåíäàöèÿìè Åâðîïåéñêîé
ôàðìàêîïåè [7]. Ýêñïåðèìåíòû âûïîëíÿëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ïðîòî÷íîãî ãåìîöèòîìåòðà-àíàëèçàòîðà ADVIA 120
(Bayer Diagnostics («Simens»), Ãåðìàíèÿ) è ïðîãðàììû îá-
ðàáîòêè äàííûõ Multispecies Software 2120. Â êà÷åñòâå
ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà èñïîëüçîâàëè ïðåïàðàò ýòàëîííîãî
ðåêîìáèíàíòíîãî ýðèòðîïîýòèíà ÷åëîâåêà Erythropoietin
BRP (EPO(BRP) E1515000), ðàñïðîñòðàíÿåìîãî Åâðîïåé-
ñêèì äèðåêòîðàòîì ïî êà÷åñòâó ìåäèöèíñêèõ ïðåïàðàòîâ.
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè (ñòèìóëÿöèÿ
ãåíåðàöèè ðåòèêóëîöèòîâ ó íîðìîöèòåìè÷åñêèõ ìûøåé)
æèâîòíûì ââîäèëè ïîäêîæíî ïî 0,5 ìë ðàñòâîðà, ñîäåð-
æàùåãî 80, 40 èëè 20 ÌÅ/ìë ñòàíäàðòà EPO(BRP) èëè ïî
0,5 ìë äâóêðàòíûõ ðàçâåäåíèé àíàëèçèðóåìûõ áåëêîâ. Â
ïðåäâàðèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ áûë íàéäåí äèàïàçîí
ðàçâåäåíèé, ïîçâîëÿþùèé ïîëó÷àòü ëèíåéíûé ðåòèêóëî-
öèòàðíûé îòâåò. Ïî èñòå÷åíèè ÷åòûðåõ ñóòîê ñî äíÿ èíúåê-
öèé â êðîâè ïîäîïûòíûõ æèâîòíûõ èíñòðóìåíòàëüíî èç-
ìåðÿëè ÷èñëî ðåòèêóëîöèòîâ è èõ ïðîöåíòíîå ñîîòíîøå-
íèå ñ êîëè÷åñòâîì çðåëûõ ýðèòðîöèòîâ (RET %).

Áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü in vitro îïðåäåëÿëè â
êóëüòóðå ÷óâñòâèòåëüíûõ ê ýðèòðîïîýòèíó êëåòîê ëèíèè
TF-1 ATCC CRL-2003.

Êëåòêè ëèíèè TF-1 (ATCC CRL-2003) êóëüòèâèðîâàëè
ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ, â àòìîñôåðå 5% ÑÎ2, â ñðåäå RPMI
(ÎÎÎ «ÏàíÝêî», Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 10% ýìáðèîíàëü-
íîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè («GE Healthcare Life Sciences
HyClone Laboratories», ÑØÀ), ãåíòàìèöèíà (ÎÎÎ «ÏàíÝêî»,
Ðîññèÿ) äî êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë è ãðàíóëîöèòàðíî-ìàê-
ðîôàãàëüíîãî êîëîíèåñòèìóëèðóþùåãî ôàêòîðà (ÃÌ-ÊÑÔ)
(«PeproTech EC Ltd», Âåëèêîáðèòàíèÿ) â êîíå÷íîé êîíöåí-
òðàöèè 2 íã/ìë. Ïåðåñåâ êëåòîê âûïîëíÿëè êàæäûå
2–3 ñóò. Êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê â êóëüòóðå ñîñòàâëÿëà îò 30
äî 500 òûñ. êë/ìë è íå ïðåâûøàëà 700 òûñ. êë/ìë. Äëÿ
ïðîâåäåíèÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè, ïîäãîòîâëåííûå ïî
îñîáîé ñõåìå (îïèñàíèå â òåêñòå). Ïîäãîòîâëåííûå êëåòêè
âíîñèëè â ëóíêè 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà, ñîäåðæàùèå ïî
50 ìêë ïðèãîòîâëåííûõ ðàçâåäåíèé ñòàíäàðòíîãî èëè èñ-
ïûòóåìîãî îáðàçöà ÝÏÎ (ìàêñèìàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ
50 íã/ìë, êàæäàÿ êîíöåíòðàöèÿ â 4 ïîâòîðàõ), à òàêæå ðîñ-
òîâîé ñðåäû, â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ. Ïëàíøåò èíêóáèðîâàëè
â òå÷åíèå 68–72 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ, â àòìîñôåðå 5%
ÑÎ2. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè â êàæäóþ ÿ÷åéêó ïëàí-
øåòà, âêëþ÷àÿ ÿ÷åéêè äëÿ êîíòðîëÿ ñðåäû, ïðèáàâëÿëè ïî
10 ìêë ñóáñòðàòíîé ñìåñè WST-1 («Roche Diagnostics»,
ÑØÀ). Äàëåå èíêóáèðîâàëè ïëàíøåò ïðè òåìïåðàòóðå
37°Ñ, â àòìîñôåðå 5% ÑÎ2 â òå÷åíèå íå ìåíåå 2 è íå áîëåå
5 ÷ ïðè âèçóàëüíîì êîíòðîëå ðàçâèòèÿ îêðàñêè. Çàòåì èç-
ìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü â ëóíêàõ ïëàíøåòà ïðè äëè-
íå âîëíû 450 íì íà ïëàíøåòíîì ñïåêòðîôîòîìåòðå.

Äëÿ ðàñ÷åòà ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè äëÿ ñòàíäàðò-
íîãî è èñïûòóåìûõ îáðàçöîâ ïî ðåçóëüòàòàì òåñòîâ in vivo
èëè in vitro â ïðîãðàììå Microsoft Excel ñòðîèëè çàâèñè-
ìîñòü ìåæäó ëîãàðèôìîì êîíöåíòðàöèè (â íã/ìë) èñïû-
òóåìîãî è ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðîâ è ñïåöèôè÷åñêèì îòâå-
òîì â âèäå ïðîëèôåðàòèâíîãî (îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü) èëè
ãåìîïîýòè÷åñêîãî (êîëè÷åñòâî ðåòèêóëîöèòîâ, %) îòâåòà.
Ïîëó÷åííàÿ äëÿ ñòàíäàðòíîãî è èñïûòóåìîãî ïðåïàðàòà
çàâèñèìîñòü èìåëà âèä:

À = a · lgÑ + b,

ãäå À — óðîâåíü áèîëîãè÷åñêîãî ñèãíàëà; Ñ —êîíöåíòðà-
öèÿ ðàñòâîðà â íã/ìë; b – óãîë íàêëîíà ðåãðåññèîííîé ïðÿ-
ìîé; a — ñâîáîäíûé ÷ëåí óðàâíåíèÿ ðåãðåññèè.

Äàëåå âû÷èñëÿëè êîíöåíòðàöèþ èñïûòóåìîãî áåëêà,
êîòîðàÿ âûçûâàåò òàêîå æå áèîëîãè÷åñêîå äåéñòâèå, êàê è
êàæäàÿ äîçà ñòàíäàðòíîãî áåëêà ñ èçâåñòíîé âåëè÷èíîé
áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ïåðâîì ýòàïå èññëåäîâàíèÿ áûëî ïðîâåäåíî èçìåðå-
íèå áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè äâóõ êîììåð÷åñêèõ ïðåïà-
ðàòîâ Ýïîñòèì («ÎÎÎ Ôàðìàïàðê», Ðîññèÿ) è Àðàíåñï
(«Àìäæåí Åâðîïà Á. Â», Íèäåðëàíäû) â òåñòå in vivo îòíî-
ñèòåëüíî ñòàíäàðòà ãåìîïîýòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
EPO(BRP). Èçìåðåííàÿ áèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ïðåïà-
ðàòà ýðèòðîïîýòèíà (Ýïîñòèì) ñîîòâåòñòâîâàëà çàÿâëåí-
íîé ïðîèçâîäèòåëåì ñïåöèôèêàöèè è ñîñòàâëÿëà
1005 ÌÅ/ìë. Ïðåïàðàò äàðáýïîýòèíà ñ óêàçàííîé ïðîèçâî-
äèòåëåì äîçèðîâêîé 500 ìêã/ìë ðàçâîäèëè äî êîíöåíòðà-
öèé 0,05; 0,1; 0,2 ìêã/ìë â ñîîòâåòñòâèè ñ îïðåäåëåííûì â
áîëåå ðàííèõ èññëåäîâàíèÿõ äèàïàçîíîì ëèíåéíîé çàâè-
ñèìîñòè ðåòèêóëîöèòàðíîãî îòâåòà îò êîíöåíòðàöèè ïðî-
ëîíãèðîâàííûõ ôîðì ýðèòðîïîýòèíà [5, 6]. Ðàññ÷èòàííîå
çíà÷åíèå àêòèâíîñòè ïðåïàðàòà Àðàíåñï ñîñòàâëÿëî îêîëî
523767 ÌÅ/ìë èëè 1047534 ÌÅ/ìã áåëêà. Ïîëó÷åííîå çíà-
÷åíèå ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé, êî-
òîðûå îöåíèâàëè ãåìîïîýòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü äàðáýïî-
ýòèíà êàê â 5 è áîëåå ðàç ïðåâîñõîäÿùóþ àêòèâíîñòü ýðè-
òðîïîýòèíà [4, 12]. Íà ðèñóíêå 1 ïðåäñòàâëåíû ãðàôèêè,
õàðàêòåðèçóþùèå ïîëó÷åííûå ëèíåéíûå çàâèñèìîñòè äëÿ
ñòàíäàðòíîãî áåëêà, îáðàçöîâ êîììåð÷åñêèõ ýðèòðîïî-
ýòèíà è äàðáýïîýòèíà.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû áûëè èñïîëüçîâàíû ïðè ïî-
ñòàíîâêå êëåòî÷íîãî òåñòà in vitro. Ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì
â òåñòå ïî îïðåäåëåíèþ ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòêè
ïðîõîäèëè òàê íàçûâàåìóþ ñòàäèþ «ãîëîäàíèÿ»: èíêóáà-
öèþ â òå÷åíèå 22–26 ÷ â ñðåäå ñ ìèíèìàëüíûì ñîäåðæàíè-
åì ñûâîðîòêè áåç äîáàâëåíèÿ ÃÌ-ÊÑÔ è äðóãèõ ôàêòîðîâ
ðîñòà. Êëåòêè, ïðîøåäøèå ñòàäèþ ãîëîäàíèÿ, îòìûâàëè
îò êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè
1200 îá/ìèí, îòáîðà ñóïåðíàòàíòà è ðåñóñïåíäèðîâàíèÿ
îñàäêà êëåòîê â õîëîäíîì ðàñòâîðå Õåíêñà áåç ôåíîëîâî-
ãî êðàñíîãî. Ïðîöåäóðó ïîâòîðÿëè òðè ðàçà. Ïîñëå òðåòü-
åé ïðîöåäóðû öåíòðèôóãèðîâàíèÿ êëåòî÷íûé îñàäîê ñóñ-
ïåíäèðîâàëè â òàêîì îáúåìå ðîñòîâîé ñðåäû (áåç
ÃÌ-ÊÑÔ), ÷òîáû ïîëó÷èâøàÿñÿ êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê áûëà
â ïðåäåëàõ 600–800 òûñ. êë/ìë. Äàííûé ôîðìàò ìåòîäà
ïîäãîòîâêè êëåòî÷íîé ñóñïåçèè áûë ðàçðàáîòàí â ðåçóëü-
òàòå îòäåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ ïî âûáîðó îïòèìàëüíûõ óñ-
ëîâèé ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà ñ ñîîòíîøåíèåì óðîâíåé
ñèãíàëîâ ôîíà è ìàêñèìàëüíîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà
íå ìåíåå 1.

Ðàçðàáîòêà ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðåïàðàòîâ ýðèòðîïîýòèíà in vitro
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Îáà èññëåäóåìûõ ïðåïàðàòà Ýïîñòèì è Àðàíåñï áûëè
ðàçâåäåíû êðàòíî â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ áèîëîãè÷åñêîé àê-
òèâíîñòüþ äî êîíöåíòðàöèé, ñîîòâåòñòâóþùèõ ëèíåéíîìó
äèàïàçîíó ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, îïðåäåëåííîé

ðàíåå äëÿ EPO(BRP) è ñîñòàâëÿþùåé (0,39–6,25 íã/ìë).
Ãðàôè÷åñêèå çàâèñèìîñòè óðîâíÿ ïðîëèôåðàòèâíîãî îò-
âåòà îò ëîãàðèôìà êîíöåíòðàöèè áåëêà ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñóíêå 2.

Êîíöåíòðàöèÿ ýðèòðîïîýòèíà, íåîáõîäèìàÿ äëÿ èíè-

öèàöèè ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòà ÷óâñòâèòåëüíîé ëèíèè

TF-1, ïî÷òè â 10 ðàç íèæå, ÷åì äëÿ äàðáýïîýòèíà. Ýòîò ðå-

çóëüòàò ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâóåò äàííûì ëèòåðàòóðû î áî-

ëåå ñëàáîé àôôèííîñòè äàðáýïîýòèíà ê ðåöåïòîðó-ìèøå-
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Ðèñ. 1. Ãðàôè÷åñêàÿ çàâèñèìîñòü óðîâíÿ áèîëîãè÷åñêîãî îòâåòà ó ìûøåé îò êîíöåíòðàöèè ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà ýðèòðîïîýòèíà
(EPO(BRP)), èññëåäóåìîãî îáðàçöà ïðåïàðàòà Ýïîñòèì è îáðàçöà ïðåïàðàòà Àðàíåñï.

Òàáëèöà 1. Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè ïðåïàðàòà Àðàíåñï ïðè óñêî-
ðåííîì õðàíåíèè ïðè òåìïåðàòóðå 25°Ñ

Äëèòåëüíîñòü

õðàíåíèÿ ïðåïàðàòà, ñó-

òêè

Àêòèâíîñòü,

ME/ìã

Àêòèâíîñòü, %

îò èñõîäíîãî ðåçóëüòàòà

îïðåäåëåíèÿ

0 1047534 100,0

1 876785 83,7

7 675659 64,5

14 677754 64,7

Ïðèìå÷àíèå. Â ãðàôå àêòèâíîñòü óêàçàíî ñðåäíåå çíà÷åíèå, ïîëó-
÷åííîå ïî ðåçóëüòàòàì òðåõ ïîâòîðíîñòåé îäíîãî ýêñïåðèìåíòà.

Ðèñ. 2. Ãðàôè÷åñêàÿ çàâèñèìîñòü óðîâíÿ áèîëîãè÷åñêîãî îòâåòà
êëåòî÷íîé ëèíèè TF-1 îò êîíöåíòðàöèè ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà ýðè-
òðîïîýòèíà (EPO(BRP)), èññëåäóåìîãî îáðàçöà ïðåïàðàòà Ýïîñòèì
è îáðàçöà ïðåïàðàòà Àðàíåñï.



íè, ÷òî îáóñëîâëåíî ñòðóêòóðíûìè èçìåíåíèÿìè áåëêà è,

ïðåæäå âñåãî, åãî ãèïåðãëèêîçèëèðîâàíèåì [12], à òàêæå

ðåçóëüòàòàì, ïîëó÷åííûì äëÿ îáîèõ áåëêîâ â ýêñïåðèìåí-

òàõ in vivo.

Òàêèì îáðàçîì, âåëè÷èíà áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè

ïðåïàðàòîâ ýðèòðîïîýòèíîâîãî ðÿäà ñ ðàçíûì óðîâíåì

ãëèêîëèçèðîâàíèÿ íå ìîæåò áûòü ïðÿìî ðàññ÷èòàíà ïî àê-

òèâíîñòè EPO(BRP) â ðàìêàõ îäíîãî òåñòà. Òðåáóåòñÿ íàëè-

÷èå ñîîòâåòñòâóþùåãî ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà, ñ òåì æå

óðîâíåì âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ðåöåïòîðîì ÷óâñòâèòåëüíûõ

êëåòîê èëè âíóòðåííåãî ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà, ïðåäâàðè-

òåëüíî îöåíåííîãî â åäèíèöàõ ÌÅ.

Òåì íå ìåíåå, ñ öåëüþ ïîäòâåðæäåíèÿ âîçìîæíîñòè

èñïîëüçîâàíèÿ êëåòî÷íîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî òåñòà äëÿ

îöåíêè áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðåïàðàòîâ ýðèòðîïî-

ýòèíîâîãî ðÿäà ñ ðàçëè÷íûì óðîâíåì ãëèêîçèëèðîâàíèÿ,

áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå ñ óñêîðåííûì õðàíåíèåì

êîììåð÷åñêîãî ïðåïàðàòà Àðàíåñï è ìîíèòîðèíãîì â êëå-

òî÷íîì òåñòå èçìåíåíèÿ åãî àêòèâíîñòè. Ðåçóëüòàòû ïðåä-

ñòàâëåíû â òàáëèöå 1. Â óñëîâèÿõ õðàíåíèÿ, íåñîîòâåòñò-

âóþùèõ ñïåöèôèöèðîâàííûì, ïðè òåìïåðàòóðå 25°Ñ â òå-

÷åíèå 14 ñóòîê, àêòèâíîñòü ïðåïàðàòà Àðàíåñï èçìåíÿëàñü

ñ 1047534 äî 677754 ÌÅ/ìã. Êîíå÷íûé ðåçóëüòàò áûë ïîä-

òâåðæäåí ñîîòâåòñòâóþùèì èçìåðåíèåì àêòèâíîñòè â òåñ-

òå íà ìûøàõ.

Çàêëþ÷åíèå

Òàêèì îáðàçîì, ýðèòðîïîýòèí è åãî ãëèêîçèëèðîâàííûé

àíàëîã âçàèìîäåéñòâóþò ñ ðåöåïòîðîì, âûçûâàÿ ïðîëèôå-

ðàöèþ ÷óâñòâèòåëüíûõ êëåòîê TF-1, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâî-

äèòü ñîïîñòàâëåíèå áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè áåëêîâ

ýðèòðîïîýòèíîâîãî ðÿäà ñ ðàçëè÷íûì óðîâíåì ãëèêîçè-

ëèðîâàíèÿ.

Äèàïàçîíû ëèíåéíîãî îòâåòà êëåòî÷íîé ëèíèè íà

ýðèòðîïîýòèí è åãî ãèïåðãëèêîçèëèðîâàííûé àíàëîã ðàç-

ëè÷àþòñÿ è ñîñòàâëÿþò (0,39–1,56 íã/ìë) è (3,1–12,5 íã/ìë)

ñîîòâåòñòâåííî.

Ðåçóëüòàò êëåòî÷íîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî òåñòà ìîæåò

áûòü îöåíåí êîëè÷åñòâåííî â åäèíèöàõ áèîëîãè÷åñêîé

àêòèâíîñòè, àíàëîãè÷íî ðåçóëüòàòàì ìåòîäà in vivo. Ðàçðà-

áîòàííûé ìåòîä ïîçâîëÿåò ñîïîñòàâèòü àêòèâíîñòü ïðåïà-

ðàòà ýðèòðîïîýòèíà ñî ñòàíäàðòíûì îáðàçöîì ñ àòòåñòî-

âàííîé àêòèâíîñòüþ è ïðîèçâåñòè ðàñ÷åò åãî àêòèâíîñòè â

ÌÅ/ìë. Ïðåïàðàòû ãèïåðãëèêîçèëèðîâàííûõ àíàëîãîâ

ýðèòðîïîýòèíà, òàêèõ êàê Àðàíåñï òàêæå ìîãóò áûòü îöå-

íåíû â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèíÿòîé äëÿ ýðèòðîïîýòèíîâ ñèñ-

òåìîé åäèíèö èçìåðåíèÿ. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ è

îöåíêà îñíîâíûõ âàëèäàöèîííûõ õàðàêòåðèñòèê êëåòî÷-

íîãî òåñòà ïîçâîëÿò îöåíèòü âîçìîæíîñòü åãî ïðèìåíåíèÿ

íå òîëüêî äëÿ èññëåäîâàòåëüñêèõ öåëåé, íî è äëÿ îöåíêè

êà÷åñòâà è ñòàíäàðòèçàöèè ïðåïàðàòîâ ÝÏÎ.
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Alb-EPO — ïðîèçâîäíûõ ýðèòðîïîýòèíà ÷åëîâåêà. Áèîòåõ-

íîëîãèÿ 2012; (5): 38–49.

13. ×åðåìíûõ ÀÌ, Àñêåðîâà ÅÂ, Áîáðåí¸âà ÐÀ, Ãàâðèëîâà ÍÀ, Êà-

ëèíèíà ÒÈ. Ãèáðèäíûé áåëîê íà îñíîâå ðåêîìáèíàíòíîãî

ýðèòðîïîýòèíà ÷åëîâåêà, îáëàäàþùèé ïðîëîíãèðîâàííûì

äåéñòâèåì (âàðèàíòû), è ñïîñîá åãî ïîëó÷åíèÿ. Ïàòåíò Ðîñ-

ñèéñêîé Ôåäåðàöèè, ¹ 2515914; 2013.
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