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Â äàííîé ñòàòüå ðàññìîòðåíû âîïðîñû ñòàíäàðòèçàöèè äèàãíîñòè÷åñêèõ è ëå÷åáíûõ àëëåðãåííûõ ýêñòðàêòîâ, èñ-
ïîëüçóåìûõ ïðè ïðîâåäåíèè àëëåðãåí-ñïåöèôè÷åñêîé èììóíîòåðàïèè (ÀÑÈÒ) â Ðîññèè è çà ðóáåæîì. Ðàññìîòðåíû
ìåòîäû îöåíêè êà÷åñòâà ãîòîâûõ èììóíîáèîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ (àëëåðãåíîâ) ñîãëàñíî íîðìàòèâíîé äîêóìåí-
òàöèè ñ ïîìîùüþ áèîëîãè÷åñêèõ, èììóíîõèìè÷åñêèõ è ñîâðåìåííûõ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ àíàëèçà (ìåòîäû
in vitro è in vivo äèàãíîñòèêè). Ïðåäñòàâëåíû îñíîâíûå ñòðàòåãèè ñòàíäàðòèçàöèè àëëåðãåííûõ ïðåïàðàòîâ (îïðåäå-
ëåíèå ñóììàðíîé àëëåðãåííîé àêòèâíîñòè, áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè, ñîäåðæàíèÿ ãëàâíûõ àëëåðãåíîâ). Ïðåä-
ñòàâëåíû äâå ñèñòåìû ñòàíäàðòèçàöèè àëëåðãåíîâ (àëëåðãåííûå åäèíèöû è áèîëîãè÷åñêèå åäèíèöû). Ðàññìîòðå-
íû âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè â ñî÷åòàíèè ñ ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðèåé (ÂÝÆÕ-ÌÑ) êàê íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíîãî äëÿ ñòàíäàðòèçàöèè àëëåðãåííûõ ýêñòðàêòîâ. Ðàññìîòðåíû
äîñòîèíñòâà è íåäîñòàòêè äàííîãî ìåòîäà â ïðèìåíåíèè ê ñòàíäàðòèçàöèè àëëåðãåíîâ. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ïðèâî-
äèòñÿ ìåòîäèêà õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî àíàëèçà ïîëíîãî ýêñòðàêòà ïûëüöû áåðåçû ïîâèñëîé, êîòîðàÿ áûëà ðàçðàáî-
òàíà ñîòðóäíèêàìè êàôåäðû ôàðìàöåâòè÷åñêîé è òîêñèêîëîãè÷åñêîé õèìèè Ïåðâîãî ÌÃÌÓ èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà, à
òàêæå èñïîëüçîâàíèå ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè â àíàëèçå ï÷åëèíîãî ÿäà è ïèùåâûõ àëëåðãåíîâ.
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ìèðå íàáëþäàåòñÿ ðîñò çàáîëåâàå-

ìîñòè àëëåðãè÷åñêèìè áîëåçíÿìè. Â Ðîññèéñêîé Ôåäåðà-

öèè àëëåðãè÷åñêèå çàáîëåâàíèÿ âñòðå÷àþòñÿ áîëåå ÷åì ó

30 % íàñåëåíèÿ. Íàèáîëåå ÷àñòî îíè îòìå÷àþòñÿ ó äåòåé

[1]. Ê îñíîâíûì àëëåðãè÷åñêèì çàáîëåâàíèÿì îòíîñÿòñÿ

áðîíõèàëüíàÿ àñòìà, àëëåðãè÷åñêèé ðèíèò, àëëåðãè÷å-

ñêèé êîíúþíêòèâèò, àòîïè÷åñêèé äåðìàòèò, êðàïèâíèöà,

ïèùåâàÿ, ëåêàðñòâåííàÿ, èíñåêòíàÿ àëëåðãèÿ. Ïðè÷èíîé

ðàçâèòèÿ àëëåðãè÷åñêèõ áîëåçíåé ÿâëÿåòñÿ âîçäåéñòâèå

àëëåðãåíîâ íà ñåíñèáèëèçèðîâàííûé îðãàíèçì. Àëëåðãå-

íû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé âûñîêîìîëåêóëÿðíûå (áåëêè) èëè

íèçêîìîëåêóëÿðíûå (ãàïòåíû) ñîåäèíåíèÿ, êîòîðûå ïðè

ïîïàäàíèè â îðãàíèçì áîëüíîãî, ÷óâñòâèòåëüíîãî ê äàí-

íîìó àëëåðãåíó, âûçûâàþò ñåíñèáèëèçàöèþ, ò.å. îáðàçî-

âàíèå ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë IgE, ñ ïîñëåäóþùèì ðàçâè-

òèåì àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèé. Àëëåðãåíû êëàññèôèöèðó-

þòñÿ íà ñëåäóþùèå ãðóïïû: áûòîâûå, ïûëüöåâûå,

ïèùåâûå, èíñåêòíûå, ëåêàðñòâåííûå àëëåðãåíû, àëëåðãå-

íû ýïèäåðìèñà æèâîòíûõ, ñïîðû ïëåñíåâûõ ãðèáîâ [2].

Äëÿ äèàãíîñòèêè àëëåðãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé ïðîâî-

äèòñÿ ñáîð àëëåðãîëîãè÷åñêîãî àíàìíåçà, ôèçèêàëüíîå

îáñëåäîâàíèå ïàöèåíòà è àëëåðãè÷åñêèå òåñòû, íàïðèìåð,

êîæíûå ïðîáû èëè îïðåäåëåíèå in vitro àëëåðãåí-ñïåöè-

ôè÷åñêèõ IgE àíòèòåë [3].

Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì ìåòîäîì ëå÷åíèÿ àëëåðãè÷å-

ñêèõ ðèíîêîíúþíêòèâèòîâ ÿâëÿåòñÿ àëëåðãåí-ñïåöèôè÷å-

ñêàÿ èììóíîòåðàïèÿ (ÀÑÈÒ) [4]. Ýòîò ìåòîä ëå÷åíèÿ, ïðåä-

ëîæåííûé Ëåîíàðäîì Íóíîì è Äæîíîì Ôðèìàíîì â

1911 ã. äëÿ ëå÷åíèÿ ïîëëèíîçà [5], çàêëþ÷àåòñÿ â íàçíà÷å-

íèè ïàöèåíòó íàðàñòàþùèõ äîç òîãî àëëåðãåíà, ê êîòîðî-

ìó ó íåãî âûÿâëåíà ïîâûøåííàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü. Ìåòîä

ÀÑÈÒ ïîçâîëÿåò äîñòè÷ü äîëãîñðî÷íîãî óëó÷øåíèÿ ñî-

ñòîÿíèÿ ïàöèåíòîâ ïîñëå çàâåðøåíèÿ êóðñà ëå÷åíèÿ.

Ìåòîä îêàçûâàåò ïðîôèëàêòè÷åñêîå äåéñòâèå íà ïðîãðåñ-

ñèðîâàíèå àëëåðãè÷åñêèõ áîëåçíåé è ðàçâèòèå îñëîæíå-

íèé. Òàê, ÀÑÈÒ ïðåäîòâðàùàåò ðàçâèòèå áðîíõèàëüíîé àñ-

òìû ó ïàöèåíòîâ ñ àëëåðãè÷åñêèìè ðèíèòàìè [2, 5].

Àëëåðãåíû ïðèìåíÿþòñÿ â âèäå âîäíî-ñîëåâûõ ýêñ-

òðàêòîâ ëèáî ìîäèôèöèðîâàííûõ íà ðàçíûõ íîñèòåëÿõ

ïðåïàðàòîâ [6]. Àëëåðãåííûå ïðåïàðàòû äëÿ äèàãíîñòè÷å-

ñêèõ è òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëåé ïîëó÷àþò â îñíîâíîì ýêñ-

òðàêöèåé ñîîòâåòñòâóþùèõ àëëåðãåíîâ èç ïðèðîäíûõ èñ-

òî÷íèêîâ ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ðàñòâîðèòåëåé. Äàëåå ïî-

ëó÷åííûå ýêñòðàêòû ïîäâåðãàþò î÷èñòêå. Òàêèì îáðàçîì,

ïðîèçâîäñòâåííûé ïðîöåññ âêëþ÷àåò â ñåáÿ ñëåäóþùèå

ñòàäèè: èçìåëü÷åíèå, ýêñòðàêöèÿ, î÷èñòêà, äèàëèç, ñòåðè-

ëèçàöèÿ, ïðîáà íà òîêñè÷íîñòü[1].

Ýôôåêòèâíîñòü àëëåðãåí-ñïåöèôè÷åñêîé èììóíîòå-

ðàïèè âî ìíîãîì çàâèñèò îò êà÷åñòâà èñïîëüçóåìûõ àë-

ëåðãåííûõ ïðåïàðàòîâ. Àëëåðãåííûå ýêñòðàêòû ïðåäñòàâ-

ëÿþò ñîáîé ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû, êîòîðûå ìîãóò èñ-

ïîëüçîâàòüñÿ äëÿ äèàãíîñòèêè, ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíèÿ

àëëåðãèè. Ïîýòîìó êà÷åñòâî ïðåïàðàòîâ àëëåðãåíîâ ÿâëÿ-

åòñÿ êëþ÷åâûì âîïðîñîì êàê äèàãíîñòèêè, òàê è ëå÷åíèÿ

àëëåðãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Òàêèì îáðàçîì, ñòàíäàðòè-

çàöèÿ àëëåðãåííûõ ýêñòðàêòîâ èìååò ïåðâîñòåïåííîå çíà-

÷åíèå äëÿ óëó÷øåíèÿ èõ êà÷åñòâà è ïðåäîñòàâëåíèÿ âðà-

÷àì íàäåæíîãî ìåòîäà äèàãíîñòèêè è ëå÷åíèÿ àëëåðãè÷å-

ñêèõ áîëåçíåé [7].
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Îáùàÿ âñåìèðíàÿ ñòðàòåãèÿ ñòàíäàðòèçàöèè àëëåðãå-

íîâ âêëþ÷àåò â ñåáÿ îïðåäåëåíèå:

– ñóììàðíîé àëëåðãåííîé àêòèâíîñòè;

– áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè;

– ñîäåðæàíèÿ ãëàâíûõ àëëåðãåíîâ â åäèíèöå ìàññû

ïðåïàðàòà [8].

Ñóììàðíóþ àëëåðãåííóþ àêòèâíîñòü óñòàíàâëèâàþò

ïóòåì ñîîòíîøåíèÿ êîæíîé ðåàêöèè íà àëëåðãåí ïðè

ïðîâåäåíèè ïðèê-òåñòà ê àíàëîãè÷íîé êîæíîé ðåàêöèè,

êîòîðàÿ âûçûâàåòñÿ ãèñòàìèíîì ó áîëüíûõ, ñåíñèáèëèçè-

ðîâàííûõ ê äàííîìó àëëåðãåíó [9]. Îñíîâíûì ìåòîäîì

ñòàíäàðòèçàöèè àëëåðãåííûõ ýêñòðàêòîâ ÿâëÿåòñÿ îïðå-

äåëåíèå áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðåïàðàòà ïîñðåäñò-

âîì ñïîñîáíîñòè ñâÿçûâàíèÿ êîìïëåêñà àíòèãåí–àíòè-

òåëî [10].

Â ìèðå èñïîëüçóþòñÿ äâå ñèñòåìû ñòàíäàðòèçàöèè àë-

ëåðãåíîâ:

– Allergy Units (AU), àëëåðãåííûå åäèíèöû — ïðèìå-

íÿþòñÿ â ÑØÀ, îöåíèâàåòñÿ ñòåïåíü âûðàæåííîñòè êîæ-

íîé ðåàêöèè ïàöèåíòà in vivo: èçìåðÿåòñÿ ñóììàðíûé

äèàìåòð ýðèòåìû â îòâåò íà âíóòðèêîæíîå òèòðîâàíèå àë-

ëåðãåíîì;

– Biological Units (BU), áèîëîãè÷åñêèå åäèíèöû — èñ-

ïîëüçóþòñÿ â Åâðîïå, èçìåðÿåòñÿ äîçà àëëåðãåíà â áèîýê-

âèâàëåíòíûõ åäèíèöàõ, ðàññ÷èòûâàåìûõ ïî ñòåïåíè âûðà-

æåííîñòè êîæíîé ðåàêöèè ïðè ïðèê-òåñòèðîâàíèè.

1000 BU/ìë ýêâèâàëåíòíû êîæíîé ðåàêöèè ïàöèåíòà íà

ðàñòâîð ãèñòàìèíà êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ìë [8]. Åäèíèöû

Allergy Units è Biological Units èñïîëüçóþòñÿ äëÿ èçìåðå-

íèÿ ñóììàðíîé àëëåðãåííîé àêòèâíîñòè.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ìîãóò

áûòü èñïîëüçîâàíû êàê in vitro-, òàê è in vivo-ìåòîäû. Ê ìå-

òîäàì in vitro îòíîñÿòñÿ âåñòåðí-èììóíîáëîòòèíã, IgE-èì-

ìóíîáëîòòèíã, èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèå, ïåðåêðåñòíûé

ðàäèîèììóíîýëåêòðîôîðåç, èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç

(ÈÔÀ, ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay) [11],

ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ äîäåöèëñóëü-

ôàòîì íàòðèÿ (SDS-PAGE — sodium dodecyl sulfate

polyacrilamide gel electrophoresis), ðàäèîàëëåðãîñîðáåíò-

íûé òåñò (ÐÀÑÒ) è äð. Ìåòîäàìè in vivo ÿâëÿþòñÿ ðàçëè÷-

íûå êîæíûå ïðîáû (êàïåëüíûå, ïðèê-òåñòû, àïïëèêàöèîí-

íûå, ñêàðèôèêàöèîííûå, âíóòðèêîæíûå è äð. [1, 8, 10].

Â ÑØÀ ñòàíäàðòèçàöèåé è êîíòðîëåì êà÷åñòâà ïðåïà-

ðàòîâ àëëåðãåíîâ çàíèìàåòñÿ Óïðàâëåíèå ïî êîíòðîëþ êà-

÷åñòâà ïèùåâûõ ïðîäóêòîâ è ëåêàðñòâ (Food and Drug

Administration, FDA) [12]. Â Åâðîïå ïðîâåðêó ñîîòâåòñòâèÿ

êà÷åñòâà àëëåðãåííûõ ýêñòðàêòîâ òðåáîâàíèÿì Åâðîïåé-

ñêîé ôàðìàêîïåè [13] îñóùåñòâëÿåò Åâðîïåéñêîå àãåíòñò-

âî ïî ëåêàðñòâåííûì ñðåäñòâàì (European Medicines

Agency, EMA), à òàêæå íåñêîëüêî ðåãóëèðóþùèõ îðãàíèçà-

öèé, ïðèäåðæèâàþùèõñÿ åäèíûõ ïðàâèë â ñîîòâåòñòâèè ñ

ðåêîìåíäàöèÿìè ÂÎÇ. Â Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè êîíòðî-

ëåì êà÷åñòâà àëëåðãåííûõ ïðåïàðàòîâ çàíèìàåòñÿ ÔÃÁÓ

«Íàó÷íûé öåíòð ýêñïåðòèçû ñðåäñòâ ìåäèöèíñêîãî ïðè-

ìåíåíèÿ» Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ. ÔÃÁÓ

«ÍÖÝÑÌÏ» Ìèíçäðàâà Ðîññèè ðàçðàáîòàë îáùóþ ôàðìà-

êîïåéíóþ ñòàòüþ «Àëëåðãåíû», â êîòîðîé ïðåäñòàâëåíû

îñíîâíûå òðåáîâàíèÿ, ïðåäúÿâëÿåìûå ê àëëåðãåííûì

ïðåïàðàòàì. Äàííàÿ ÎÔÑ âêëþ÷åíà â Ãîñóäàðñòâåííóþ

ôàðìàêîïåþ Ðîññèè XIII èçäàíèÿ (ýëåêòðîííàÿ âåðñèÿ)

[14]. Ñòàíäàðòèçàöèÿ âûïóñêàåìûõ îòå÷åñòâåííûìè ïðî-

èçâîäèòåëÿìè àëëåðãåííûõ ïðåïàðàòîâ ïðîèçâîäèòñÿ

åùå ñòàðûì ìåòîäîì — ïî ñîäåðæàíèþ â ïðåïàðàòå åäè-

íèö áåëêîâîãî àçîòà (Protein nitrogen units, PNU) [15]. Äëÿ

ýòîãî â èçâåñòíîì îáúåìå àëëåðãåííîãî ýêñòðàêòà îïðå-

äåëÿþò îáùåå ñîäåðæàíèå áåëêà, îñàæäàåìîãî ôîñôîð-

íîâîëüôðàìîâîé êèñëîòîé. Íåäîñòàòêîì äàííîãî ìåòîäà

ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ïðè ýòîì íå ó÷èòûâàåòñÿ, êàêàÿ ÷àñòü ïðè-

õîäèòñÿ íà ãëàâíûé àëëåðãåí è èìååò àëëåðãåííóþ àêòèâ-

íîñòü, à êàêàÿ ïðèñóòñòâóåò â âèäå íåñïåöèôè÷åñêèõ àë-

ëåðãåíîâ ëèáî â íåàêòèâíîì ñîñòîÿíèè [1]. Îäíàêî îòìå-

òèì, ÷òî â ïîñëåäíèå ãîäû íà îòå÷åñòâåííîì

ôàðìàöåâòè÷åñêîì ðûíêå ñòàëè ïîÿâëÿòüñÿ ïðåïàðàòû,
ñòàíäàðòèçîâàííûå â èíäåêñàõ ðåàêòèâíîñòè (ÈÐ/ìë).

Äàííàÿ ñèñòåìà ñòàíäàðòèçàöèè èñïîëüçóåòñÿ ôðàíöóç-

ñêîé êîìïàíèåé «Stallergenes» ïðè ïðîèçâîäñòâå ïðåïà-

ðàòîâ «Ôîñòàëü — Àëëåðãåí ïûëüöû äåðåâüåâ», «Ñòàëî-

ðàëü — Àëëåðãåí ïûëüöû áåðåçû», «Îðàëåéð» (ñìåñü àë-

ëåðãåíîâ ïûëüöû ëóãîâûõ òðàâ) è äð. [16–18].

Îñíîâíîé ïðîáëåìîé â ñòàíäàðòèçàöèè ïðåïàðàòîâ

àëëåðãåíîâ ÿâëÿåòñÿ îòñóòñòâèå åäèíûõ ïðîòîêîëîâ ñòàí-

äàðòèçàöèè, êîòîðûå ìîãëè áû áûòü èñïîëüçîâàíû âñåìè

ïðîèçâîäèòåëÿìè àëëåðãåíîâ. Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè

êàæäûé ïðîèçâîäèòåëü èñïîëüçîâàë ñâîè åäèíèöû è ñâîè

âíóòðåííèå ñòàíäàðòû (In House Reference Standards, IHRS)

äëÿ âûðàæåíèÿ ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè è êîíöåíòðà-

öèè àëëåðãåíîâ:

– áèîëîãè÷åñêèå åäèíèöû — Biological Units (BU);

– àëëåðãåííûå åäèíèöû — Allergy Units (AU);

– áèîëîãè÷åñêèå àëëåðãåííûå åäèíèöû — Biological

Allergenic Units (BAU);

– åäèíèöû àêòèâíîñòè ÀÑÈÒ — Specific treatment

units (STU);

– èíäåêñ ðåàêòèâíîñòè — Index of reactivity (IR-

Europe);

– åäèíèöû àêòèâíîñòè ðàäèîàëëåðãîñîðáåíòíîãî

òåñòà — Allergy Units by RAST (AUR-Europe);

– åäèíèöû ýêâèâàëåíòà ãèñòàìèíà HEP è äð.[15].

Ýòî äåëàåò ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæíûì ïðîâåäåíèå

ñðàâíåíèÿ êà÷åñòâà ïðîäóêöèè ðàçëè÷íûõ ïðîèçâîäèòåëåé.

Ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Åâðîïåéñêîãî ñîþçà áûë

ðàçðàáîòàí ïðîåêò «CREATE» («Development of Certified

Reference Materials for Allergenic Products and Validation of

Methods for their Quantification» — Ñåðòèôèöèðîâàííûå

ýòàëîíû (ðåôåðåíñû) àëëåðãåíîâ äëÿ îöåíêè êà÷åñòâà

ïðîäóêöèè). Öåëüþ ïðîåêòà ÿâëÿëàñü ñòàíäàðòèçàöèÿ àë-

ëåðãåíîâ êàê ôàðìàêîïåéíûõ ïðåïàðàòîâ è âíåñåíèå â

ôàðìàêîïåéíûå ñòàòüè óíèôèöèðîâàííûõ ìåòîäèê, êîòî-

ðûå ìîãëè áû áûòü èñïîëüçîâàíû âñåìè êîìïàíèÿìè-ïðî-

èçâîäèòåëÿìè. Â õîäå ðàáîòû íàä ïðîåêòîì CREATE áûë

ñîçäàí ðÿä ñòàíäàðòíûõ ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå ðåêîìáè-

íàíòíûõ àëëåðãåíîâ áåðåçû ïîâèñëîé (Bet v 1), òèìîôååâ-

êè ëóãîâîé (Phl p 1, Phl p 5a, Phl p 5b), îëèâû åâðîïåéñêîé

(Ole e 1) è äð. Àëëåðãåí ïûëüöû áåðåçû Bet v 1 è àëëåðãåí

ïûëüöû òèìîôååâêè Phl p 5b, ïðîèçâåäåííûå ïî ïðàâèëàì

GMP, ïðîøëè ïðîâåðêó â ëàáîðàòîðèÿõ è áûëè âêëþ÷åíû â

Åâðîïåéñêóþ ôàðìàêîïåþ [19–21].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâ-

ëåíèåì â ñòàíäàðòèçàöèè àëëåðãåííûõ ýêñòðàêòîâ ñòàëî

îïðåäåëåíèå íå áèîëîãè÷åñêîé èëè àëëåðãåííîé àêòèâíî-

ñòè, à îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ ãëàâíûõ àëëåðãåíîâ. Ê

ãëàâíûì, èëè ìàæîðíûì, àëëåðãåíàì îòíîñÿòñÿ òå àëëåð-

ãåíû, êîòîðûå âûçûâàþò èììóíîëîãè÷åñêèé îòâåò áîëåå

÷åì ó ïîëîâèíû ïàöèåíòîâ è ñâÿçûâàþò áîëåå ïîëîâèíû

Èñïîëüçîâàíèå ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè â ñòàíäàðòèçàöèè ïðåïàðàòîâ àëëåðãåíîâ
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IgE-àíòèòåë ó ïàöèåíòîâ, ñåíñèáèëèçèðîâàííûõ ê äàííîìó

àëëåðãåíó [22, 23]. Òàê êàê åäèíèöû áèîëîãè÷åñêîé àêòèâ-

íîñòè òðóäíî ñîïîñòàâèìû ó ðàçëè÷íûõ ïðîèçâîäèòåëåé,

íàèáîëåå öåëåñîîáðàçíûì ÿâëÿåòñÿ âûðàæåíèå àêòèâíî-

ñòè ïðåïàðàòîâ â êîíöåíòðàöèÿõ ãëàâíûõ (ìàæîðíûõ) àë-

ëåðãåíîâ [24, 25].

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ãëàâíûõ àëëåðãåíîâ

âîçìîæíî ïðèìåíåíèå ìåòîäà æèäêîñòíîé õðîìàòîãðà-

ôèè ñ ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì äåòåêòîðîì (ÆÕ-ÌÑ) —

Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) [26]. Ê

äîñòîèíñòâàì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè îòíîñÿòñÿ: âûñîêàÿ

÷óâñòâèòåëüíîñòü, âûñîêàÿ ñåëåêòèâíîñòü, áûñòðîòà ðàç-

ðàáîòêè ìåòîäèêè, âîçìîæíîñòü ðàáîòû ñ ìíîãîêîìïî-

íåíòíûìè ñìåñÿìè, èíôîðìàòèâíîñòü. Ìåòîä ïîçâîëÿåò

ïîëó÷èòü èíôîðìàöèþ î ìîëåêóëÿðíîé ìàññå è ñòðóêòóðå

èññëåäóåìûõ âåùåñòâ. Ìåòîä îäíîâðåìåííî ÿâëÿåòñÿ

óíèâåðñàëüíûì (ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà åñòü ó âñåõ âåùåñòâ)

è ñåëåêòèâíûì (ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà ðàçëè÷àåòñÿ ó ðàçíûõ

âåùåñòâ).

Ìåòîä ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè îñíîâàí íà èçìåðåíèè îò-

íîøåíèÿ ìàññû ê çàðÿäó èññëåäóåìûõ âåùåñòâ. Ñóòü ìåòî-

äà çàêëþ÷àåòñÿ â èîíèçàöèè ìîëåêóë ñ ïîñëåäóþùèì ðàç-

äåëåíèåì è ðåãèñòðàöèåé îáðàçóþùèõñÿ ìîëåêóëÿðíûõ

èîíîâ (Ì+ è Ì-), à òàêæå çàðÿæåííûõ ÷àñòèö è ïðîòîíèðî-

âàííûõ/äåïðîòîíèðîâàííûõ ìîëåêóë. Èñïîëüçîâàíèå

äàííîãî ìåòîäà îòêðûâàåò íîâûå âîçìîæíîñòè â ñòàíäàð-

òèçàöèè àëëåðãåííûõ ïðåïàðàòîâ. Òàê, ñ ïðèìåíåíèåì

ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè âîçìîæíî ïðîâîäèòü îïðåäåëåíèå

íåñêîëüêèõ àëëåðãåííûõ êîìïîíåíòîâ îäíîâðåìåííî (íà-

ïðèìåð, àëëåðãåíîâ è èõ èçîôîðì), ÷òî îêàçûâàåòñÿ îñî-

áåííî ïîëåçíûì ïðè ðàáîòå ñî ñëîæíûìè ïî ñîñòàâó ïðå-

ïàðàòàìè, êîòîðûå ñîäåðæàò áîëüøîå êîëè÷åñòâî

IgE-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ. Êðîìå òîãî, ýòèì ìåòîäîì ìîæ-

íî ðàçëè÷èòü èçîôîðìû àëëåðãåíîâ, ÷òî òðóäíî äîñòèãà-

åòñÿ èììóíîëîãè÷åñêèìè ìåòîäàìè. Ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ

(ÌÑ) òàêæå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ ñòàíäàðòèçàöèè

ìîäèôèöèðîâàííûõ àëëåðãåíîâ — àëëåðãîèäîâ, ïî-

ñêîëüêó îïðåäåëåíèå ãëàâíûõ àëëåðãåíîâ â äàííûõ ïðå-

ïàðàòàõ íåâîçìîæíî èç-çà èõ õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè

àëüäåãèäàìè [7, 25].

Ñ ââåäåíèåì òàêèõ ìåòîäîâ èîíèçàöèè, êàê ýëåêòðî-

ðàñïûëèòåëüíàÿ èîíèçàöèÿ (ESI — Electrospray Ionization)

è ëàçåðíàÿ äåñîðáöèÿ â ìàòðèöå (MALDI — Matrix-assisted

Laser Desorption Ionization) ñòàëî âîçìîæíûì àíàëèçèðî-

âàòü êðóïíûå ìîëåêóëû àëëåðãåííûõ áåëêîâ. Êðóïíûå ìî-

ëåêóëû àëëåðãåííûõ áåëêîâ ðàçäåëÿþòñÿ â ìàññ-ñïåêòðî-

ìåòðàõ çà äîñòàòî÷íî êîðîòêèé ïðîìåæóòîê âðåìåíè. Òà-

êèå äîñòîèíñòâà ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè, êàê áûñòðîòà

ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà, î÷åíü âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü è

ðàçðåøåíèå ïî ìàññå, îáóñëîâëèâàþò ñòîëü øèðîêîå åå

ðàñïðîñòðàíåíèå â àíàëèçå áèîìîëåêóë [27].

Íà êàôåäðå ôàðìàöåâòè÷åñêîé è òîêñèêîëîãè÷åñêîé

õèìèè Ïåðâîãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî ìåäèöèí-

ñêîãî óíèâåðñèòåòà èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà ïðîâîäÿòñÿ èññëå-

äîâàíèÿ ïî ñòàíäàðòèçàöèè ýêñòðàêòîâ àëëåðãåíîâ ìåòî-

äîì æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè ñ ìàññ-ñïåêòðîìåòðè-

÷åñêèì äåòåêòèðîâàíèåì (ÆÕ-ÌÑ). Â õîäå äàííûõ

èññëåäîâàíèé áûëè îïðåäåëåíû îïòèìàëüíûå ïàðàìåòðû,

ïî êîòîðûì ïðîâîäèòñÿ ñòàíäàðòèçàöèÿ àëëåðãåííîãî

ýêñòðàêòà ïûëüöû áåðåçû ïî ñîäåðæàíèþ ãëàâíîãî àëëåð-

ãåíà — áåëêà Bet v 1. Áûëà ðàçðàáîòàíà è âàëèäèðîâàíà

ìåòîäèêà ñòàíäàðòèçàöèè ýòîãî àëëåðãåííîãî ýêñòðàêòà

ïî ñîäåðæàíèþ àëëåðãåííîãî áåëêà Bet v 1 ñ èñïîëüçîâà-

íèåì ìåòîäà ÆÕ-ÌÑ. Ðàçðàáîòàííàÿ ìåòîäèêà ìîæåò áûòü

èñïîëüçîâàíà äëÿ ñòàíäàðòèçàöèè ýêñòðàêòîâ ïûëüöû áå-

ðåçû, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÀÑÈÒ [25]. Ñî-

ãëàñíî äàííîé ìåòîäèêå, îïðåäåëåíèå ïðîâîäÿò íà æèä-

êîñòíîì õðîìàòîãðàôå ñ òàíäåìíûì ìàññ-ñåëåêòèâíûì

äåòåêòîðîì. Íà ñòàäèè ïðîáîïîäãîòîâêè òî÷íóþ íàâåñêó

(10 ìã) ïðåïàðàòà ïîìåùàþò â ìåðíóþ êîëáó íà 100 ìë,

ðàñòâîðÿþò â âîäå äåèîíèçèðîâàííîé è äîâîäÿò îáúåì äî

ìåòêè. Çàòåì 2 ìë ïîëó÷åííîãî ðàñòâîðà ïðîïóñêàþò ÷åðåç

ôèëüòð (ðàçìåð ïîð — 0,4 ìêì). Ôèëüòðàò ïîìåùàþò âî

ôëàêîí äëÿ õðîìàòîãðàôèðîâàíèÿ. Óñëîâèÿ õðîìòîãðàôè-

ðîâàíèÿ: êîëîíêà Agilent XDB C18, 4,6�150 ìì; 5,0 ìêì;

ïîäâèæíàÿ ôàçà — ñìåñü 0,1 % ðàñòâîðà ìóðàâüèíîé êè-

ñëîòû â âîäå ñ àöåòîíèòðèëîì â ñîîòíîøåíèè 55:45; ñèñòå-

ìà âîäîïîäãîòîâêè «Millipore», Milli Q Advantage A10

(Ôðàíöèÿ). Òåìïåðàòóðà êîëîíêè 30 °Ñ. Ñêîðîñòü ïîòîêà

0,3 ìë/ìèí. Îáúåì ââîäèìîé ïðîáû — 10 ìêë. Õàðàêòåðè-

ñòè÷åñêîå îòíîøåíèå ìàññû ê çàðÿäó m/z ñîñòàâèëî 876,1

[28].

Ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè òàêæå âîçìîæíî ïðî-

âåäåíèå èäåíòèôèêàöèè è îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ

àëëåðãåíîâ ï÷åëèíîãî ÿäà. Äëÿ àíàëèçà îáðàçöîâ ï÷åëè-

íîãî ÿäà áûëà ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà ñ èñïîëüçîâàíèåì âðå-

ìÿïðîëåòíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ñ ìàòðè÷íî-àêòèâèðîâàí-

íîé ëàçåðíîé äåñîðáöèåé/èîíèçàöèåé (MALDI-TOF-MS —

matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight

mass spectrometry). Ñîãëàñíî äàííîé ìåòîäèêå, áûëè ïà-

ðàëëåëüíî èñïîëüçîâàíû äâå ñòàíäàðòíûå ìàòðè÷íûå

ñèñòåìû: 1) ðàñòâîð �-öèàíî-4-ãèäðîêñèêîðè÷íîé êèñëî-

òû (10 ìã/ìë) â àöåòîíèòðèëå è 0,1 % òðèôòîðóêñóñíîé êè-

ñëîòå (1:1); 2) ðàñòâîð ñèíàïîâîé êèñëîòû (20 ìã/ìë) â òîé

æå ñèñòåìå ðàñòâîðèòåëåé. Îáðàçöû äëÿ àíàëèçà áûëè

ïðèãîòîâëåíû ïóòåì ðàñòâîðåíèÿ 5 ìã âåùåñòâà 1 ìë äâà-

æäû äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Ïîëó÷åííûå ðàñòâîðû áûëè

ïåðåìåøàíû ïóòåì îáðàáîòêè óëüòðàçâóêîì â òå÷åíèå

10 ìèí è çàòåì ïðîôèëüòðîâàíû. Ïîñëå ýòîãî áûë äîáàâ-

ëåí âíóòðåííèé ñòàíäàðò — ãëþêàãîíîïîäîáíûé ïåï-

òèä — 1-(7 – 36) äî ôèíàëüíîé êîíöåíòðàöèè 0,2 ìã/ìë.

Ðàñòâîðû ï÷åëèíîãî ÿäà áûëè ñìåøàíû ñ ìàòðè÷íûìè

ðàñòâîðàìè â ñîîòíîøåíèè 1:10. Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçóåò-

ñÿ 1 ìë ïîëó÷åííîãî ðàñòâîðà. Áûëè ïîëó÷åíû ìàññ-ñïåê-

òðû â äèàïàçîíå çíà÷åíèé m/z îò 750 äî 15000. Ñ ïîìîùüþ

MALDI-TOF àíàëèçà óäàëîñü ïîëó÷èòü ïîëóêîëè÷åñòâåí-

íûå äàííûå ïî ðàçëè÷íûì êîìïîíåíòàì â âûáðàííûõ îá-

ðàçöàõ ï÷åëèíîãî ÿäà. Êðîìå òîãî, äàííûì ìåòîäîì áûë

îáíàðóæåí íîâûé ïåïòèä â ñîñòàâå ï÷åëèíîãî ÿäà [29].

Áûëà òàêæå ðàçðàáîòàíà áûñòðàÿ, óñòîé÷èâàÿ, ÷óâñò-

âèòåëüíàÿ è ñïåöèôè÷åñêàÿ ìåòîäèêà ÂÝÆÕ/ÌÑ/ÌÑ, êîòî-

ðàÿ ïîçâîëÿåò îñóùåñòâèòü îäíîâðåìåííîå îáíàðóæåíèå

÷åòûðåõ ãëàâíûõ ïèùåâûõ àëëåðãåíîâ çåìëÿíîãî îðåõà,

ìîëîêà, ïøåíèöû è ÿéöà. Áûëà èñïîëüçîâàíà êîëîíêà Ñ18

75�150 ìì äëÿ îáðàùåíî-ôàçîâîé õðîìàòîãðàôèè

(LC Packings). Ïîäâèæíîé ôàçîé ñëóæèëà ñìåñü âîäû è

àöåòîíèòðèëà. Ñêîðîñòü ïîòîêà — 300 ìë/ìèí. Êàê âîäà,

òàê è àöåòîíèòðèë ñîäåðæàëè ìóðàâüèíóþ è òðèôòîðóêñóñ-

íóþ êèñëîòû. Ïðè ïðîâåäåíèè àíàëèçîâ áûëà èñïîëüçîâà-

íà èîíèçàöèÿ ýëåêòðîðàñïûëåíèåì. ×óâñòâèòåëüíîñòü

äàííîãî ìåòîäà ýêâèâàëåíòíà ÷óâñòâèòåëüíîñòè äðóãèõ

äîñòóïíûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìåòîäîâ, òàêèõ êàê èììóíî-

ôåðìåíòíûé àíàëèç (ÈÔÀ) è ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàê-

öèÿ (ÏÖÐ), îäíàêî îí äàåò ëó÷øèå çíà÷åíèÿ êîýôôèöèåí-
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òà âàðèàöèè, ÷åì ÈÔÀ. Äîñòîèíñòâîì ÂÝÆÕ/ÌÑ/ÌÑ ÿâëÿ-

åòñÿ òàêæå åãî ñïîñîáíîñòü îäíîâðåìåííîãî îáíàðóæåíèÿ

íåñêîëüêèõ àëëåðãåíîâ â îòëè÷èå îò ÈÔÀ, êîòîðûé òðåáó-

åò ðàçëè÷íûõ óñëîâèé äëÿ êàæäîãî èíäèâèäóàëüíîãî àë-

ëåðãåíà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè äàííîãî ìåòîäà íèæå âåðî-

ÿòíîñòü ïîëó÷åíèÿ ëîæíîïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ,

÷åì ó äðóãèõ ìåòîäîâ [30].

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà æèäêîñòíîé

õðîìàòîãðàôèè ñ ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì äåòåêòèðîâà-

íèåì ñòàíîâèòñÿ íàèáîëåå ïðèîðèòåòíûì íàïðàâëåíèåì

â ñòàíäàðòèçàöèè àëëåðãåííûõ ïðåïàðàòîâ. Ìåòîä ÂÝÆÕ

â ñî÷åòàíèè ñ òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèåé

(ÂÝÆÕ/ÌÑ/ÌÑ) ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü êîëè÷åñòâåííîå îï-

ðåäåëåíèå ìàæîðíûõ àëëåðãåííûõ áåëêîâ íåïîñðåäñò-

âåííî â ïðåïàðàòå è ïîëó÷àåò âñå áîëüøåå ðàñïðîñòðàíå-

íèå ïðè ïðîâåäåíèè ñòàíäàðòèçàöèè àëëåðãåíîâ.
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Mass spectrometry methods for standardization
of allergenic preparations
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The present article highlights the issues of standardization of diagnostic and therapeutic allergen extracts used for aller-
gen-specific immunotherapy (ASIT) in Russia and abroad. Quality evaluation methods for finished immunobiologicals (al-
lergens) in accordance with the regulatory documents and using biological, immunochemical and advanced physical and
chemical analytical techniques (in vitro and in vivo diagnosis) have been considered. Basic standardization strategies for
allergenic preparations (determination of total allergenic activity, biological activity, the content of major allergens) have
been presented. Two systems of allergen standardization (allergen units and biological units) have been introduced. The
potential for use of high-performance liquid chromatography combined with mass spectrometry (HPLC-MS) as the most
promising method for the standardization of allergen extracts has been considered. The advantages and disadvantages of
the mentioned method for the standardization of allergens has been described. The method of chromatographic analysis of
the total extract of drooping birch pollen, developed by the experts of the Chair of Pharmaceutical and Toxicological Chem-
istry of the I. M. Sechenov First Moscow State Medical University, has been given as an example.
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