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Äèçàéí äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé áèîìåäèöèíñêèõ
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Ïîñòóïèëà 26.06.2017 ã. Ïðèíÿòà ê ïóáëèêàöèè 04.08.2017 ã.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ Ôåäåðàëüíûì çàêîíîì «Î áèîìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòàõ», äîêëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ
(ÄÊÈ) ÿâëÿþòñÿ íåîòúåìëåìîé ÷àñòüþ ðàçðàáîòêè áèîìåäèöèíñêîãî êëåòî÷íîãî ïðîäóêòà (ÁÌÊÏ). Â íàñòîÿùåé
ñòàòüå îòðàæåíû îñíîâíûå ïðèíöèïû ðåàëèçàöèè òðåáîâàíèé, ïðåäñòàâëåííûõ â Ïðàâèëàõ äîêëèíè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèé ÁÌÊÏ. Îñíîâíàÿ öåëü ïðîâåäåíèÿ ÄÊÈ ÁÌÊÏ — îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè, áåçîïàñíîñòè è áèîðàñïðåäåëå-
íèÿ êëåòî÷íîãî ïðîäóêòà. Äëÿ äîñòîâåðíîé èäåíòèôèêàöèè ôàðìàêîäèíàìè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÁÌÊÏ â îðãàíèçìå
õîçÿèíà äîëæíû ïðèìåíÿòüñÿ äîëæíûì îáðàçîì îáîñíîâàííûå ìàðêåðû áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Îöåíêà áåçî-
ïàñíîñòè ÁÌÊÏ äîëæíà áûòü êîìïëåêñíîé äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ èäåíòèôèêàöèè, õàðàêòåðèçàöèè è êîëè÷åñòâåííîãî
àíàëèçà ïîòåíöèàëüíîé ëîêàëüíîé è ñèñòåìíîé òîêñè÷íîñòè, îöåíêè íà÷àëà åå âîçíèêíîâåíèÿ, âîçìîæíîñòè ñíè-
æåíèÿ òîêñè÷íîñòè, à òàêæå âëèÿíèÿ îïðåäåëåííîé äîçû ïðåïàðàòà íà ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé òîêñè÷íîñòè. Êî-
íå÷íîé öåëüþ äîêëèíè÷åñêèõ òîêñèêîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ÿâëÿåòñÿ ïîëó÷åíèå äàííûõ, äîñòàòî÷íûõ äëÿ îï-
ðåäåëåíèÿ âîçìîæíîñòè è ðèñêà ïðîâåäåíèÿ êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ÁÌÊÏ. Êëþ÷åâûìè ïðèíöèïàìè äèçàéíà
ÄÊÈ ÁÌÊÏ ÿâëÿþòñÿ ðàöèîíàëüíûé ïîäõîä è îáîñíîâàíèå âñåõ ïðèíÿòûõ â õîäå ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèÿ ðåøå-
íèé. Ðåçóëüòàòû ÄÊÈ, ïðîâåäåííûõ â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè íîðìàòèâíî-ïðàâîâûõ àêòîâ, ìîãóò áûòü âêëþ-
÷åíû â ñîñòàâ äîñüå íà ÁÌÊÏ è ðàññìîòðåíû â ïðîöåññå ðåãèñòðàöèè ýêñïåðòíûì ó÷ðåæäåíèåì Ìèíçäðàâà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: äîêëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ; áèîìåäèöèíñêèå êëåòî÷íûå ïðîäóêòû; ðåëåâàíòíûå ìîäåëè; ìî-
äåëè çàáîëåâàíèé; ýôôåêòèâíîñòü; îïòèìàëüíàÿ äîçà; áèîðàñïðåäåëåíèå; òîêñèêîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ.

Áèáëèîãðàôè÷åñêîå îïèñàíèå: Ìåëüíèêîâà ÅÂ, Ìåðêóëîâà ÎÂ, ×àïëåíêî ÀÀ, Ìåðêóëîâ ÂÀ. Äèçàéí äîêëèíè÷åñêèõ
èññëåäîâàíèé áèîìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ: îñîáåííîñòè, êëþ÷åâûå ïðèíöèïû è òðåáîâàíèÿ. ÁÈÎïðå-
ïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå 2017; 17(3): 133–144.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè â Ðîññèè èìååòñÿ íåêîòîðûé îïûò
ïðèìåíåíèÿ ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå æèçíåñïîñîáíûõ êëå-
òîê ÷åëîâåêà â ðàìêàõ îêàçàíèÿ âûñîêîòåõíîëîãè÷íîé ìå-
äèöèíñêîé ïîìîùè, äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðàçðåøåíèÿ íà êîòî-
ðóþ îáÿçàòåëüíûìè äîêóìåíòàìè ÿâëÿëèñü ëèøü äîêó-
ìåíò, ñîäåðæàùèé îïèñàíèå ìåäèöèíñêîé òåõíîëîãèè, è
îòçûâû î âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ â ìåäèöèíñêîé
ïðàêòèêå çàÿâëåííîé òåõíîëîãèè; ïðîòîêîëû äîêëèíè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèé (ÄÊÈ), êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé
(ÊÈ), ïàòåíòû, èíñòðóêöèÿ ïî ïðèìåíåíèþ ìîãëè íå ïðå-
äîñòàâëÿòüñÿ èëè ïðåäîñòàâëÿëèñü ïðè íàëè÷èè [1]. Âñòó-
ïèâøèé â ñèëó ñ 1 ÿíâàðÿ 2017 ã. Ôåäåðàëüíûé çàêîí «Î
áèîìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòàõ» (ÔÇ-180 îò
23.06.2017 ã.) ðåãóëèðóåò ñôåðó ðàçðàáîòêè, ïðîèçâîäñò-
âà, ãîñóäàðñòâåííîé ðåãèñòðàöèè è ïðèìåíåíèÿ ïðîäóê-
òîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ êëåòî÷íûå ëèíèè ÷åëîâåêà.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ Ôåäåðàëüíûì çàêîíîì «Î áèîìåäè-
öèíñêèõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòàõ», äîêëèíè÷åñêèå èññëåäî-
âàíèÿ (ÄÊÈ) ÿâëÿþòñÿ íåîòúåìëåìîé ÷àñòüþ ðàçðàáîòêè
áèîìåäèöèíñêîãî êëåòî÷íîãî ïðîäóêòà (ÁÌÊÏ). Îò÷åò î
ðåçóëüòàòàõ ÄÊÈ, ñîäåðæàùèé îïèñàíèå, ðåçóëüòàòû è èõ
ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç, ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íåîáõîäèìûõ
äîêóìåíòîâ, èç êîòîðûõ ôîðìèðóåòñÿ ðåãèñòðàöèîííîå
äîñüå íà ÁÌÊÏ äëÿ åãî ãîñóäàðñòâåííîé ðåãèñòðàöèè.
Êëþ÷åâûå ïðàâèëà ïðîâåäåíèÿ ÄÊÈ îòðàæåíû â Ôåäå-
ðàëüíîì çàêîíå è ïðîåêòå Ïðàâèë íàäëåæàùåé ïðàêòèêè
ïî ðàáîòå ñ ÁÌÊÏ (äàëåå ïðîåêò Ïðàâèë) [2], îäíàêî ïîä-
õîäû ê ðåàëèçàöèè èçëîæåííûõ â íîðìàòèâíî-ïðàâîâûõ
äîêóìåíòàõ òðåáîâàíèé â íàñòîÿùåå âðåìÿ íå îïèñàíû. Â

ñîîòâåòñòâèè ñ ÷àñòüþ 2 ïðîåêòà Ïðàâèë, îáîçíà÷åíû îá-
ùèå òðåáîâàíèÿ ê ÄÊÈ ÁÌÊÏ. Íåîáõîäèìûé îáúåì äîê-
ëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ÁÌÊÏ:

1. Ôàðìàêîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ.
2. Âòîðè÷íàÿ ôàðìàêîëîãèÿ.
3. Êèíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ.
4. Òîêñèêîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ:
– îáùàÿ òîêñè÷íîñòü (ïðè îäíîêðàòíîì è ìíîãîêðàò-

íîì ââåäåíèè â îïðåäåëåííûõ ïðîåêòîì Ïðàâèë ñëó÷àÿõ);
– ìåñòíàÿ òîêñè÷íîñòü;
– òóìîðîãåíííîñòü;
– îíêîãåííîñòü, ðåïðîäóêòèâíàÿ òîêñè÷íîñòü, èììó-

íîãåííîñòü (èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäÿòñÿ â îïðåäåëåííûõ
ïðîåêòîì Ïðàâèë ñëó÷àÿõ). Âñå ðàñõîæäåíèÿ â êà÷åñòâå
ìåæäó ÁÌÊÏ, èñïîëüçîâàâøèìèñÿ â ÄÊÈ, è ÁÌÊÏ, ïðåä-
íàçíà÷åííûìè äëÿ êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé, äîëæíû
áûòü îáúÿñíåíû ñ òî÷êè çðåíèÿ âëèÿíèÿ íà âîçìîæíîñòü
ïðèìåíåíèÿ ðåçóëüòàòîâ äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé â
êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ.

ÄÊÈ ÿâëÿþòñÿ âàæíûì ýëåìåíòîì ðàçðàáîòêè
ñðåäñòâ ìåäèöèíñêîãî ïðèìåíåíèÿ, â òîì ÷èñëå êëåòî÷-
íûõ ïðîäóêòîâ. Îñíîâíûå òðåáîâàíèÿ ê äîêëèíè÷åñêîìó
èçó÷åíèþ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå êëåòîê è
òêàíåé ÷åëîâåêà â ñòðàíàõ Åâðîñîþçà îáúåäèíåíû â ðåãó-
ëèðóþùåì Ðóêîâîäñòâå EMA [3], â ÑØÀ — â Ðóêîâîäñòâå
äëÿ îòðàñëè «Äîêëèíè÷åñêàÿ îöåíêà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
ïðåïàðàòîâ äëÿ êëåòî÷íîé è ãåííîé òåðàïèè» [4]. Êðîìå
òîãî, Åâðîïåéñêîå àãåíòñòâî ïî ëåêàðñòâåííûì ñðåäñòâàì
(ÅÌÀ) ïî ìåðå íàêîïëåíèÿ äàííûõ î ðàçðàáîòêå è ïðèìå-
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íåíèè îòäåëüíûõ ãðóïï ïðåïàðàòîâ, ïîäîáíûõ ÁÌÊÏ, èç-
äàþòñÿ ïîÿñíèòåëüíûå çàïèñêè, ñîäåðæàùèå òðåáîâàíèÿ
ê êà÷åñòâó, ÄÊÈ è ÊÈ. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñóùåñòâóþò
îòäåëüíûå äîêóìåíòû («reflection paper»), íàïðèìåð:

– ïî ïðåïàðàòàì, ñîäåðæàùèì êóëüòèâèðîâàííûå in
vitro õîíäðîöèòû è ïðåäíàçíà÷åííûì äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ
êîëåííîãî õðÿùà (EMA/CAT/CPWP/568181/2009);

– ïî êëèíè÷åñêèì àñïåêòàì, ñâÿçàííûì ñ ïðåïàðàòà-
ìè òêàíåâîé èíæåíåðèè (EMA/CAT/CPWP/573420/2009);

– ïî ìåäèöèíñêèì ïðîäóêòàì íà îñíîâå ñòâîëîâûõ
êëåòîê (EMA/CAT/571134/2009);

– ïî èñïûòàíèþ àêòèâíîñòè êëåòî÷íûõ èììóíîòåðàïåâ-
òè÷åñêèõ ìåäèöèíñêèõ ïðîäóêòîâ, ïðåäíàçíà÷åííûõ äëÿ ëå-
÷åíèÿ ðàêà (EMA/CHMP/BWP/271475/2006 rev. 1 (2016)).

Â îòëè÷èå îò äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ëåêàðñò-
âåííûõ ñðåäñòâ, ïðèíöèïû ïðîâåäåíèÿ êîòîðûõ îïèñàíû â
Ïðàâèëàõ íàäëåæàùåé ëàáîðàòîðíîé ïðàêòèêè è Ðóêîâî-
äñòâå ïî ïðîâåäåíèþ ÄÊÈ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ è ÌÈÁÏ
[5], äëÿ ÁÌÊÏ ðàçðàáîòàí ïðîåêò Ïðàâèë íàäëåæàùåé
ïðàêòèêè ïî ðàáîòå ñ ÁÌÊÏ [4], ïëàíèðóåòñÿ ê ðàçðàáîòêå
Ðóêîâîäñòâî ïî ïðîâåäåíèþ ÄÊÈ ÁÌÊÏ.

Â ÄÊÈ ÁÌÊÏ, òàêæå êàê â ÄÊÈ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ
[6], âûäåëÿþò íåñêîëüêî ýòàïîâ, ïî ìåðå ïåðåõîäà îò ôóí-
äàìåíòàëüíûõ ðàçðàáîòîê ê ïðèêëàäíûì ðåøåíèÿì.
Íà ïåðâîì ýòàïå («proof-of-concept») ïðîèçâîäÿò ïðîâåðêó
ãèïîòåçû, ñôîðìóëèðîâàííîé íà îñíîâàíèè èìåþùèõñÿ
íàó÷íûõ äàííûõ ñ öåëüþ ïðèíÿòèÿ ðåøåíèÿ î ïåðåõîäå ê
äàëüíåéøåé ðàçðàáîòêå ïðåïàðàòà. Ïðîâîäÿò ïðèáëèçè-
òåëüíóþ îöåíêó ýôôåêòèâíîñòè è áåçîïàñíîñòè ïðîäóêòà,
îïðåäåëÿþò ìîäåëü è ñõåìó èññëåäîâàíèé äëÿ äàëüíåé-
øèõ ýòàïîâ, ïðèíèìàþò ðåøåíèå î òîì, êàêèå èç èññëåäî-
âàíèé áóäóò ïðîâîäèòüñÿ ñîãëàñíî òðåáîâàíèÿì Íàäëåæà-
ùåé ëàáîðàòîðíîé ïðàêòèêè (GLP), à êàêèå â GLP-ïîäîá-
íûõ óñëîâèÿõ. Çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü äîêëèíè÷åñêèõ
èññëåäîâàíèé (òîêñèêîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ è îöåíêà
áèîðàñïðåäåëåíèÿ) äîëæíà ïðîâîäèòüñÿ èñêëþ÷èòåëüíî â
óñëîâèÿõ GLP.

Ïðè ïëàíèðîâàíèè ÄÊÈ ÁÌÊÏ íåîáõîäèìî ðåøèòü
ðÿä âàæíûõ çàäà÷ — âûáðàòü ðåëåâàíòíóþ(ûå) ìîäåëü(è),
ðàçðàáîòàòü ïåðå÷åíü èññëåäóåìûõ õàðàêòåðèñòèê áåçî-
ïàñíîñòè è ýôôåêòèâíîñòè è ñïîñîáû èõ îöåíêè, îáîñíî-
âàòü äèçàéí èññëåäîâàíèÿ äëÿ ïîëó÷åíèÿ îáúåêòèâíûõ
ðåçóëüòàòîâ è àäåêâàòíîãî èõ ïåðåíîñà íà êëèíè÷åñêóþ
ìîäåëü èññëåäîâàíèÿ.

Âûáîð ðåëåâàíòíîé ìîäåëè æèâîòíîãî

Âûáîð æèâîòíîãî-ìîäåëè ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç êðèòè÷åñêèõ
òî÷åê äèçàéíà äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Æèâîò-
íîå-ìîäåëü äîëæíî ïîäõîäèòü äëÿ äåìîíñòðàöèè ýôôåê-
òèâíîñòè è áåçîïàñíîñòè òåðàïèè ÁÌÊÏ. Ïðè ïðîâåäåíèè
ÄÊÈ ñëåäóåò îòäàâàòü ïðåäïî÷òåíèå æèâîòíûì, àíàòîìè-
÷åñêèå è ôèçèîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè êîòîðûõ áëèçêè ê
òàêîâûì ó ÷åëîâåêà íàñòîëüêî, íàñêîëüêî ýòî âîçìîæíî.
Â ÄÊÈ ÁÌÊÏ æåëàòåëüíî èñïîëüçîâàòü, â òîì ÷èñëå, êðóï-
íûõ æèâîòíûõ (ò.å. íå ãðûçóíîâ, íàïðèìåð, îâåö èëè ñâè-
íåé). Îäíàêî òåõíè÷åñêèå è ýòè÷åñêèå òðåáîâàíèÿ ê èñ-
ïîëüçîâàíèþ ìîäåëåé êðóïíûõ æèâîòíûõ ÷àñòî îãðàíè÷è-
âàþò èõ èñïîëüçîâàíèå. Ñóùåñòâåííûì íåäîñòàòêîì
êðóïíûõ æèâîòíûõ ïî ñðàâíåíèþ ñ ãðûçóíàìè (ìûøàìè è
êðûñàìè) ÿâëÿåòñÿ òàêæå îòñóòñòâèå ãåíåòè÷åñêè ìîäèôè-
öèðîâàííûõ èììóíîäåôèöèòíûõ ëèíèé.

Â êà÷åñòâå ëàáîðàòîðíûõ ìîäåëåé èç ãðûçóíîâ íàè-
áîëåå ÷àñòî èñïîëüçóþòñÿ ìûøè; èíûå ìîäåëè (òàê íàçû-
âàåìûå «áîëüøèå» ìîäåëè, NRM/LAM) âêëþ÷àþò ðàçëè÷-

íûå ãåòåðîãåííûå ãðóïïû æèâîòíûõ: ïðèìàòîâ, ñîáàê,
ñâèíåé, îâåö, êðîëèêîâ, ëàìàíòèíîâ è äð. Ñîáàêè è ïðèìà-
òû øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ ïðè ìîäåëèðîâàíèè áîëåçíåé
îðãàíîâ êðîâåòâîðåíèÿ, òîãäà êàê ñâèíüè — ñåðäå÷íî-ñî-
ñóäèñòûõ çàáîëåâàíèé è íàðóøåíèé îáìåíà âåùåñòâ. Íå-
ñìîòðÿ íà òî, ÷òî â êîëè÷åñòâåííîì îòíîøåíèè NRM-ìî-
äåëè â íàó÷íûõ öåëÿõ èñïîëüçóþòñÿ ðåæå, â ðÿäå ñëó÷àåâ
èõ èñïîëüçîâàíèå ÿâëÿåòñÿ íåçàìåíèìûì. Íàïðèìåð,
èìåííî îíè èñïîëüçóþòñÿ ïðè èçó÷åíèè ÂÈ×-èíôåêöèè
èëè çàáîëåâàíèé íåðâíîé è ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåì.
Âîïðîñ î ïðåîäîëåíèè èììóíîëîãè÷åñêîãî áàðüåðà äîë-
æåí ðåøàòüñÿ äëÿ êàæäîé îòäåëüíîé ìîäåëè èçó÷åíèÿ
âûáðàííîãî òèïà êëåòî÷íîé òåðàïèè.

Îäíîé èç ëó÷øèõ áèîëîãè÷åñêèõ ìîäåëåé äëÿ èìèòà-
öèè ôèçèîëîãèè îðãàíèçìà ÷åëîâåêà è åãî çàáîëåâàíèé
ÿâëÿþòñÿ ñâèíüè (Sus scrofa domestica), îñîáåííî êàðëè-
êîâûå, êîòîðûå âñå ÷àùå èñïîëüçóþòñÿ â ÄÊÈ. Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ â ðÿäå ñòðàí ïðîäîëæàþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå
ÄÊÈ ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå ìåçåíõèìàëüíûõ ñòðîìàëüíûõ
êëåòîê (ÌÑÊ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ñâèíåé: ðàçðàáîòêà ìîäå-
ëåé òÿæåëîãî êîìïëåêñíîãî èììóíîäåôèöèòà, êîæíî-
âîñïàëèòåëüíûõ çàáîëåâàíèé, ìóêîâèñöèäîçà; òàêæå äîñ-
òóïíû èíäóöèðîâàííûå ïëþðèïîòåíòíûå êëåòêè ñâèíüè.

Â íåêîòîðûõ ðóêîâîäñòâàõ, ïðèíÿòûõ â ÑØÀ è ñòðàíàõ
Åâðîñîþçà, óæå ðåêîìåíäîâàíû îïðåäåëåííûå áèîëîãè-
÷åñêèå ìîäåëè. Òàê, â «Ïîÿñíèòåëüíîé çàïèñêå ïî ïðåïà-
ðàòàì, ñîäåðæàùèì êóëüòèâèðîâàííûå in vitro õîíäðîöè-
òû è ïðåäíàçíà÷åííûì äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ êîëåííîãî
õðÿùà» [7], ïðåäñòàâëåíû ñëåäóþùèå ðåêîìåíäàöèè ïî
èñïîëüçîâàíèþ æèâîòíûõ- ìîäåëåé ïðè ÄÊÈ:

1. Ïåðâûå in vivo èññëåäîâàíèÿ ïî ïðîâåðêå ïðèíöè-
ïà äåéñòâèÿ ìîãóò ïðîâîäèòüñÿ íà íåáîëüøèõ æèâîò-
íûõ-ìîäåëÿõ (ìûøè, êðûñû, êðîëèêè), êîòîðûå, êàê ïðà-
âèëî, ïîçâîëÿþò ïîëó÷èòü äàííûå ñ áóëüøèì îáúåìîì
âûáîðêè. Ïðèìåðîì ìîæåò ñëóæèòü ìîäåëü äëÿ èññëåäî-
âàíèÿ ýêòîïè÷åñêîãî ôîðìèðîâàíèÿ õðÿùà, ïðè êîòîðîé
ñóñïåíçèÿ ÷åëîâå÷åñêèõ õîíäðîöèòîâ ââîäèòñÿ ïîñðåäñò-
âîì ýêòîïè÷åñêîé èìïëàíòàöèè èììóíîêîìïðîìåòèðî-
âàííûì æèâîòíûì. Îäíàêî ó òàêèõ ìîäåëåé åñòü ñâîè îã-
ðàíè÷åíèÿ, íàïðèìåð, äðóãàÿ àíàòîìè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà êî-
ëåííîãî ñóñòàâà, à òàêæå ñëîæíîñòè ñ ìàíèïóëÿöèÿìè è
èìèòàöèåé êëèíè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ.

2. Èòîãîâîå ÄÊÈ äîëæíî ïðîâîäèòüñÿ íà îðòîòîïè-
÷åñêîé áîëüøîì æèâîòíîì-ìîäåëè, ÷òîáû êàê ìîæíî òî÷-
íåå èìèòèðîâàòü ïðîöåññ çàæèâëåíèÿ, õàðàêòåðíûé äëÿ
÷åëîâåêà, à òàêæå ïîçâîëÿòü ïðîâåäåíèå èíâàçèâíîãî
òåñòèðîâàíèÿ. Ïðîâåäåíèå äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ìîæåò
âêëþ÷àòü âàëèäàöèþ ìåòîäèê ÌÐÒ â êà÷åñòâå ñòðóêòóðíûõ
êîíå÷íûõ òî÷åê. Ïîñêîëüêó áîëüøèõ èììóíîêîìïðîìåòè-
ðîâàííûõ æèâîòíûõ-ìîäåëåé íåò, ðåêîìåíäóåòñÿ èñïîëü-
çîâàòü àóòîëîãè÷íûå êëåòêè æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
(ñòðàòåãèÿ «ãîìîëîãè÷íûé ïðåïàðàò»). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ëó÷øèìè èç èìåþùèõñÿ áîëüøèõ æèâîòíûõ-ìîäåëåé ÿâ-
ëÿþòñÿ êîçû, ëîøàäè è îâöû. Òåì íå ìåíåå, ìîãóò èñïîëü-
çîâàòüñÿ è äðóãèå ïîäõîäÿùèå æèâîòíûå-ìîäåëè, â òîì
÷èñëå êàðëèêîâûå ñâèíüè èëè êîðîâû.

Ó÷èòûâàÿ áèîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè ñîñòàâà ÁÌÊÏ
(íàëè÷èå æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ÷åëîâåêà), èñïîëüçîâà-
íèå ñòàíäàðòíûõ æèâîòíûõ-ìîäåëåé çàòðóäíåíî èç-çà
âîçìîæíîñòè ðàçâèòèÿ èììóííîãî îòâåòà íà ââåäåííûé
ïðåïàðàò, ïîýòîìó àêòóàëüíûì ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå
èììóíîäåôèöèòíûõ/ãóìàíèçèðîâàííûõ æèâîòíûõ èëè
ïðèìåíåíèå ñòðàòåãèè «ãîìîëîãè÷íûé ïðåïàðàò». Êðîìå
òîãî, äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ ïðåïàðàòà è
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îöåíêè àêòèâíîñòè êîíå÷íîãî ïðîäóêòà ìîãóò áûòü ïðèìå-
íåíû in vitro ìîäåëè.

Ïðèìåíåíèå ñòðàòåãèè «ãîìîëîãè÷íûé ïðåïàðàò»

Â ñëó÷àÿõ ïðîâåäåíèÿ ÄÊÈ, êîãäà èñïîëüçîâàíèå ÁÌÊÏ,
ïðåäíàçíà÷åííîãî äëÿ ïðèìåíåíèÿ ó ÷åëîâåêà, íåâîç-
ìîæíî èëè íåöåëåñîîáðàçíî, äîïóñêàåòñÿ ïðèìåíåíèå
ñòðàòåãèè «ãîìîëîãè÷íûé ïðåïàðàò». Ãîìîëîãè÷íûé
ÁÌÊÏ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áèîìåäèöèíñêèé êëåòî÷íûé
ïðîäóêò æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ñõîäíûé ñ ÁÌÊÏ,
ïðåäíàçíà÷åííûì äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ ó ÷åëîâåêà, ïî ôå-
íîòèïó êëåòî÷íîé ëèíèè, ñîñòàâó, ôàðìàêîëîãè÷åñêèì è
òîêñèêîëîãè÷åñêèì ñâîéñòâàì, ïðîöåññó ïðîèçâîäñòâà è
ïðåäíàçíà÷åííûé äëÿ äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé â
ñëó÷àÿõ, êîãäà èñïîëüçîâàíèå ÁÌÊÏ, ïðåäíàçíà÷åííîãî
äëÿ ïðèìåíåíèÿ ó ÷åëîâåêà, íåäîñòàòî÷íî, íåâîçìîæíî
èëè íåöåëåñîîáðàçíî. Ãîìîëîãè÷íûå ìîäåëè ÁÌÊÏ
äîëæíû áûòü ïîëó÷åíû ïðè ïîìîùè ñõîäíîé òåõíîëîãèè ñ
ÁÌÊÏ, ïðåäíàçíà÷åííûìè äëÿ ïðèìåíåíèÿ ó ÷åëîâåêà.
Âîçìîæíûå ðàçëè÷èÿ â òåõíîëîãèè ïîëó÷åíèÿ ìîãóò áûòü
îáóñëîâëåíû èñïîëüçîâàíèåì æèâîòíûõ â êà÷åñòâå äîíî-
ðà è (èëè) ðåöèïèåíòà. Ãîìîëîãè÷íûé ÁÌÊÏ äîëæåí âîñ-
ïðîèçâîäèòü ó æèâîòíîãî òå æå ýôôåêòû, êîòîðûå ïðåäïî-
ëàãàþòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ÁÌÊÏ, ïðåäíàçíà÷åííîãî
äëÿ ïðèìåíåíèÿ ó ÷åëîâåêà. Ñõîäñòâî ýôôåêòîâ ÿâëÿåòñÿ
êëþ÷åâûì ñâîéñòâîì ãîìîëîãè÷íîé ìîäåëè ÁÌÊÏ. Ïðè
èñïîëüçîâàíèè äàííîé ñòðàòåãèè äîêëèíè÷åñêîãî òåñòè-
ðîâàíèÿ íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü ñëåäóþùèå àñïåêòû:

1. Èññëåäóåìûå ãîìîëîãè÷íûå êëåòî÷íûå ïðîäóêòû
äîëæíû áûòü ïðîèçâåäåíû ïî ñòàíäàðòàì, êàê ìîæíî áî-
ëåå áëèçêèì ê GMP.

2. Ðàçðàáîò÷èêîì äîëæíû áûòü ïðåäñòàâëåíû äîêà-
çàòåëüñòâà ýêâèâàëåíòíîñòè êà÷åñòâà ÁÌÊÏ, èñïîëüçóå-
ìîãî â äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ è ÁÌÊÏ, ïðåäïîëà-
ãàþùåãîñÿ ê èñïîëüçîâàíèþ ó ÷åëîâåêà, íàïðèìåð, â îò-
íîøåíèè ïðîöåäóð ñáîðà òêàíè, ïðîöåäóð èäåíòèôèêàöèè
è ïîëó÷åíèÿ êëåòî÷íîé ëèíèè, óñëîâèé è ïðîöåäóð òåõíî-
ëîãè÷åñêîãî ïðîöåññèíãà, ïîêàçàòåëåé êà÷åñòâà, óñëîâèé
õðàíåíèÿ ãîòîâîãî ïðîäóêòà è åãî èñïîëüçîâàíèÿ.

3. Ôàðìàêîëîãè÷åñêîå äåéñòâèå ãîìîëîãè÷íûõ
ÁÌÊÏ â îðãàíèçìå æèâîòíîãî äîëæíî áûòü íàïðàâëåíî íà
òó æå òåðàïåâòè÷åñêóþ ìèøåíü, ÷òî è äåéñòâèå îðèãè-
íàëüíîãî ïðåïàðàòà â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà.

Ãîìîëîãè÷íûé ÁÌÊÏ è òåõíîëîãèÿ åãî ïðîèçâîäñòâà
â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ íå áóäóò â òî÷íîñòè ñîîòâåòñòâî-
âàòü òåõíîëîãèè ïðîèçâîäñòâà è ïàðàìåòðàì êà÷åñòâà
ÁÌÊÏ, ïðåäíàçíà÷åííîãî äëÿ ïðèìåíåíèÿ ó ÷åëîâåêà. Âñå
èìåþùèåñÿ ðàçëè÷èÿ ìåæäó ÁÌÊÏ, ïðåäíàçíà÷åííûì
äëÿ ïðèìåíåíèÿ ó ÷åëîâåêà, è ãîìîëîãè÷íîé ìîäåëüþ
ÁÌÊÏ äîëæíû áûòü îáîñíîâàíû ñ òî÷êè çðåíèÿ âîçìîæ-
íîñòè ýêñòðàïîëÿöèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñ æèâîòíûõ íà
÷åëîâåêà.

Ìîäåëè èììóíîäåôèöèòíûõ æèâîòíûõ

Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ñòðóêòóðà è ôóíêöèè ãîìîëîãè÷-
íûõ æèâîòíûõ êëåòîê è ÷åëîâå÷åñêèõ êëåòîê â ÁÌÊÏ ìî-
ãóò îòëè÷àòüñÿ, ïîýòîìó íåïîñðåäñòâåííîå èçó÷åíèå
ÁÌÊÏ íà îñíîâå êëåòîê ÷åëîâåêà ìîæåò îáåñïå÷èòü ïîëó-
÷åíèå áîëåå çíà÷èìûõ ðåçóëüòàòîâ [8, 9]. Èììóíîäåôè-
öèòíûå ìîäåëè ïîçâîëÿþò íàïðÿìóþ ïðèìåíÿòü ïðåïàðà-
òû ÷åëîâå÷åñêèõ êëåòîê íà æèâîòíûõ-ìîäåëÿõ. Íåêîòî-
ðûå èññëåäîâàíèÿ áåçîïàñíîñòè (èììóíîãåííîñòü,
îðãàíîòîêñè÷íîñòü, îáùàÿ òîêñè÷íîñòü) è ýôôåêòèâíîñòè

ñëåäóåò ïðîâîäèòü ñ èñïîëüçîâàíèåì ãîìîëîãè÷íûõ æè-
âîòíûõ-ìîäåëåé, à â èññëåäîâàíèÿõ òóìîðîãåííîñòè, áèî-
ðàñïðåäåëåíèÿ è îñòðîé òîêñè÷íîñòè öåëåñîîáðàçíî
èñïîëüçîâàíèå ïîäõîäÿùèõ èììóíîäåôèöèòíûõ æèâîòíûõ-
ìîäåëåé.

Íàèáîëåå ÷àñòî â èññëåäîâàíèÿõ ÁÌÊÏ in vivo â êà÷å-
ñòâå ðåöèïèåíòîâ èñïîëüçóþòñÿ ëèíèè ìûøåé ñ èììóíî-
äåôèöèòîì, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäóïðåäèòü îòòîðæåíèå
òðàíñïëàíòàòîâ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò áîëüøîå
êîëè÷åñòâî ëèíèé ìûøåé ñ ðàçëè÷íûì óðîâíåì èììóíî-
äåôèöèòà. Ëèíèè èììóíîêîìïðîìåòèðîâàííûõ ìûøåé ÿâ-
ëÿþòñÿ íàäåæíûìè, õîðîøî îòðàáîòàííûìè ìîäåëÿìè,
êîòîðûå ïîçâîëÿþò ïðîâîäèòü èññëåäîâàíèÿ íà âûáîðêàõ
çíà÷èòåëüíîãî ðàçìåðà. Äàííûå ëèíèè ìûøåé âîçíèêàþò
â ðåçóëüòàòå ñïîíòàííûõ ìóòàöèé, ëèáî ïîëó÷àþòñÿ ïóòåì
ãåííî-èíæåíåðíûõ ìàíèïóëÿöèé ñ öåëüþ óñòðàíåíèÿ èì-
ìóííûõ ôóíêöèé. Îäíîé èç íàèáîëåå øèðîêî èñïîëüçóå-
ìûõ ëèíèé ÿâëÿþòñÿ òàê íàçûâàåìûå áåñòèìóñíûå «ãî-
ëûå» ìûøè ñ ìóòàöèåé ïî ãåíó nude, îáëàäàþùèå äèñ-
ôóíêöèåé Ò-êëåòî÷íîãî çâåíà èììóíèòåòà. Êàê ñëåäñòâèå,
ôóíêöèîíàëüíîñòü Â-ëèìôîöèòîâ ó òàêèõ æèâîòíûõ ñóùå-
ñòâåííî ñíèæåíà. Ñóùåñòâóåò ëèíèÿ ìûøåé SCID ñ òÿæå-
ëûì êîìáèíèðîâàííûì èììóíîäåôèöèòîì (ÒÊÈÄ) êàê ïî
Ò-, òàê è ïî Â-êëåòî÷íîìó çâåíó, à òàêæå åå ìîäèôèêà-
öèÿ — äèàáåòè÷åñêèå ÒÊÈÄ-ìûøè áåç ñèìïòîìîâ îæèðå-
íèÿ (NOD/SCID) ñ äèñôóíêöèåé NK-êëåòîê [10].

Îäíèì èç ïîñëåäíèõ äîñòèæåíèé â ýòîé îáëàñòè ÿâ-
ëÿåòñÿ ñîçäàíèå òàê íàçûâàåìûõ «ãóìàíèçèðîâàííûõ»
ìûøåé, íàïðèìåð, ëèíèè NOG/Shi — SCID IL2rã, ó êîòîðûõ
íîêàóòèðîâàí ãåí IL2rã. Ýòî îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíîñòü
ïðèæèâëåíèÿ ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÃÑÊ)
ñ ïîñëåäóþùèì ðàçâèòèåì ÷àñòè÷íîé ôóíêöèîíàëüíîñòè
èììóííîé ñèñòåìû ÷åëîâåêà [11]. Ïðè èñïîëüçîâàíèè äàí-
íîé ëèíèè ìûøåé ìîæíî ïðîâîäèòü òåñòèðîâàíèå ÁÌÊÏ
â ïðèñóòñòâèè ýëåìåíòîâ èììóííîé ñèñòåìû ÷åëîâåêà,
à òàêæå ïðîâîäèòü îöåíêó ôóíêöèîíàëüíûõ âîçìîæíîñòåé
ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå ÃÑÊ. Ïî ïðè÷èíå ñëîæíîñòè âîñïðî-
èçâåäåíèÿ äàííûå ìîäåëè â íàñòîÿùåå âðåìÿ èìåþò îã-
ðàíè÷åííîå ïðèìåíåíèå â ÄÊÈ è, êàê ïðàâèëî, íå ñîîòâåò-
ñòâóþò òðåáîâàíèÿì íàäëåæàùåé ëàáîðàòîðíîé ïðàêòèêè,
÷òî ñíèæàåò öåííîñòü èõ èñïîëüçîâàíèÿ â òîêñèêîëîãè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèÿõ.

Íåñìîòðÿ íà ïðåäïðèíÿòûå â ïîñëåäíèå ãîäû ìåðû ïî
óñîâåðøåíñòâîâàíèþ ìîäåëåé ñ èñïîëüçîâàíèåì èììóíî-
äåôèöèòíûõ ìûøåé, ñîõðàíÿåòñÿ ìíåíèå î íàëè÷èè ó íèõ
íåäîñòàòêîâ è îá îãðàíè÷åííîñòè îáëàñòè èõ ïðèìåíåíèÿ.
Ïðè îöåíêå òîêñè÷íîñòè ïîëíîå îòñóòñòâèå èììóííîé ñèñ-
òåìû ìîæåò ïîòåíöèàëüíî ïðèâîäèòü ê ïåðåîöåíêå ïðî-
ôèëÿ èììóíîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ïðåïàðàòà. Íàëè÷èå
êëåòîê èììóííîé ñèñòåìû ÷åëîâåêà â õîäå ÄÊÈ ìîæåò
áûòü íåîáõîäèìûì äëÿ áîëåå ïîëíîé îöåíêè ôóíêöèî-
íàëüíîñòè ÁÌÊÏ.

Ìîäåëè in vitro

Èñïîëüçîâàíèå in vitro ìîäåëåé â êà÷åñòâå àëüòåðíà-
òèâû æèâîòíûì ÷ðåçâû÷àéíî ïðèâëåêàòåëüíî ñ ýòè÷åñêîé
è ýêîíîìè÷åñêîé òî÷åê çðåíèÿ [12]. Ïåðå÷åíü âèäîâ ÄÊÈ,
ïðîâåäåíèå êîòîðûõ âîçìîæíî áåç èñïîëüçîâàíèÿ æèâîò-
íûõ, ïîñòîÿííî ðàñøèðÿåòñÿ, îäíàêî ïîëíàÿ ïðîãðàììà
ÄÊÈ ÁÌÊÏ íå ìîæåò áûòü ïðîâåäåíà èñêëþ÷èòåëüíî
in vitro [13].

Òàêèì îáðàçîì, in vitro èññëåäîâàíèÿ íå ìîãóò ïîëíî-
ñòüþ çàìåíèòü èññëåäîâàíèÿ íà æèâîòíûõ, íî ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé ïîëåçíîå è âàæíîå äîïîëíåíèå. Â äîêëèíè÷å-

Äèçàéí äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé áèîìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ
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ñêèõ èññëåäîâàíèÿõ ÁÌÊÏ îíè ìîãóò, â ÷àñòíîñòè, ïîìî÷ü
âûÿñíèòü ìåõàíèçì äåéñòâèÿ ïðåïàðàòà. Òàêæå in vitro ìî-
äåëè ìîãóò ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ êîíòðîëÿ êà÷åñòâà â ïðîöåññå
ïðîèçâîäñòâà, äëÿ îöåíêè àêòèâíîñòè êîíå÷íîãî ïðîäóê-
òà. Íàïðèìåð, äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè àóòîëîãè÷íûõ
äåíäðèòíî-êëåòî÷íûõ âàêöèí áûë ðàçðàáîòàí ñïåöèàëü-
íûé in vitro ìåòîä (àíàëèç êî-ñòèìóëÿöèè), êîòîðûé â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ ðàçëè÷íûìè ïðîèç-
âîäèòåëÿìè [14–17].

Îöåíêà áåçîïàñíîñòè ÁÌÊÏ òàêæå ìîæåò áûòü îñóùå-
ñòâëåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì in vitro ìîäåëåé. Â òî âðåìÿ êàê
áèîðàñïðåäåëåíèå è òóìîðîãåííîñòü ÁÌÊÏ äîëæíû áûòü
èññëåäîâàíû èñêëþ÷èòåëüíî in vivo [18], èììóíîãåííîñòü è
èììóíîòîêñè÷íîñòü àëëîãåííûõ ÁÌÊÏ âîçìîæíî èññëå-
äîâàòü íà êëåòî÷íûõ ìîäåëÿõ. Ñóùåñòâóþò õîðîøî îòëà-
æåííûå òåñò-ñèñòåìû, îñíîâàííûå íà ñîêóëüòèâèðîâàíèè
ÁÌÊÏ ñ ðàçëè÷íûìè òèïàìè àëëîãåííûõ èììóííûõ
êëåòîê.

Ìîäåëè çàáîëåâàíèÿ/ïîâðåæäåíèÿ íà æèâîòíûõ

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîîòíîøåíèÿ ðèñêà è ïîëüçû, ñâÿçàí-
íûõ ñ ïðèìåíåíèåì ÁÌÊÏ, ÄÊÈ ðåêîìåíäóåòñÿ ïðîâîäèòü
íà æèâîòíûõ-ìîäåëÿõ çàáîëåâàíèÿ/ïîâðåæäåíèÿ. Äîê-
ëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ, ïðîâîäèìûå íà ìîäåëÿõ çàáî-
ëåâàíèÿ/ïîâðåæäåíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì æèâîòíûõ, ïî-
ìîãàþò ïîíÿòü âçàèìîñâÿçü ìåæäó äîçîé è àêòèâíîñòüþ,
à òàêæå òîêñè÷íîñòüþ. Êðîìå òîãî, èñïîëüçîâàíèå æè-
âîòíûõ-ìîäåëåé çàáîëåâàíèÿ/ïîâðåæäåíèÿ äàåò ïîòåí-
öèàëüíóþ âîçìîæíîñòü îïðåäåëåíèÿ áèîìàðêåðîâ àêòèâ-
íîñòè–ðèñêà, êîòîðûå ìîãóò ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ ìîíèòî-
ðèíãà ÊÈ.

Àíàëèç ìèðîâîãî ðûíêà êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé ïîêà-
çàë, ÷òî íàèáîëåå ðàçðàáîòàííûìè íàïðàâëåíèÿìè ïðè-
ìåíåíèÿ (ðàçðàáîòêè) ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå êëåòîê è òêà-
íåé ÷åëîâåêà â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ÿâëÿþòñÿ:

1. Òðàíñïëàíòàöèÿ àóòîëîãè÷íûõ õîíäðîöèòîâ (â òîì
÷èñëå ïðè èñïîëüçîâàíèè ìàòðèêñîâ è ñêàôôîëäîâ) ïðè
ïîñòòðàâìàòè÷åñêèõ ïîâðåæäåíèÿõ õðÿùà êðóïíûõ ñóñòà-
âîâ (Carticel®, MACI® («Genzyme corp.», ÑØÀ); ChondroCe-
lect® («Tigenix N. V.», Áåëüãèÿ); NeoCart™ («Histogenics»,
ÑØÀ); Chondron™ («SewonCellontech», Êîðåÿ); BioSeed®-C
(«Bio Tissue Technologies GmbH», Ãåðìàíèÿ, Øâåéöàðèÿ,
Èòàëèÿ); NOVOCART™, NOVOCART™3D («Tetec Tissue
Engineering Technologies AG», Ãåðìàíèÿ) [19]; îäíèì èç ïî-
ñëåäíèõ ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷èâøèõ îäîáðåíèå è ðåêîìåí-
äàöèè ê øèðîêîìó èñïîëüçîâàíèþ (marketing author-
ization) â ìàå 2017 ã. ÿâëÿåòñÿ Spherox («co.don® AG»,
Ãåðìàíèÿ) [20]).

2. Òðàíñïëàíòàöèÿ àëëîãåííûõ îñòðîâêîâûõ êëåòîê
ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ïðè ñàõàðíîì äèàáåòå (Pro-Islet
(«ViaCyte», ÑØÀ), à òàêæå ðàçðàáîòêè â ýòîé îáëàñòè
[21–23]);

3. Òðàíñïëàíòàöèÿ àóòîëîãè÷íûõ è àëëîãåííûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ (è (èëè) êåðàòèíîöèòîâ) äëÿ ëå÷åíèÿ òåðìè÷å-
ñêèõ ðàí, òðîôè÷åñêèõ ÿçâ è êîñìåòè÷åñêèõ äåôåêòîâ êîæè
(Apligraf® («Organogenesis», ÑØÀ), Dermagraft® («Ad-
vanced Biohealin», ÑØÀ), Epicel® («Genzyme Biosurgery»,
Cambridge, ÑØÀ), OrCel® («Forticell Bioscience, Inc.», ÑØÀ),
HYALOMATRIX®, HYALOGRAFT3D® («Fidia Advanced Bio-
polymers», Èòàëèÿ), MySkinTM («Altrika», Âåëèêîáðèòàíèÿ)
[24, 25]);

4. Äåíäðèòíî-êëåòî÷íûå âàêöèíû äëÿ ëå÷åíèÿ ðàêà
(äëÿ ëå÷åíèÿ ðàêà ïðåäñòàòåëüíîé æåëåçû — Provenge
(sipuleucel-T) (ÑØÀ);

5. Èñïîëüçîâàíèå ÌÑÊ ÊÌ, ÆÒ (Prochymal («Osiris»,
Êàíàäà, Íîâàÿ Çåëàíäèÿ)).

Äàëåå ïðåäñòàâëåíû íåêîòîðûå ïðèìåðû æèâîò-
íûõ-ìîäåëåé çàáîëåâàíèÿ/ïîâðåæäåíèÿ, êîòîðûå ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû ïðè ÄÊÈ ïåðå÷èñëåííûõ âèäîâ ÁÌÊÏ.

Ìîäåëü ïîâðåæäåíèé ñóñòàâîâ äëÿ èññëåäîâàíèé
ÁÌÊÏ äëÿ ðåãåíåðàöèè ñóñòàâíîãî õðÿùà

Íåçàâèñèìî îò ýòèîëîãèè çàáîëåâàíèÿ, ïîðàæåíèå
õðÿùåâîé òêàíè ñóñòàâîâ ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ôàêòîðîì â
ïàòîãåíåçå îñòåîàðòðîçà. Íàèáîëåå ÷àñòî äëÿ ìîäåëèðî-
âàíèÿ îñòåîàðòðîçà ó ìåëêèõ ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ èñ-
ïîëüçóþò êîëåííûå ñóñòàâû [26, 27].

Ïî ìåòîäàì ôîðìèðîâàíèÿ îñòåîàðòðîçà ìîæíî âû-
äåëèòü íåõèðóðãè÷åñêèå (íåèíâàçèâíûå) è õèðóðãè÷åñêèå
ñïîñîáû ìîäåëèðîâàíèÿ. Îäíàêî ïðè íåõèðóðãè÷åñêîì
ìåòîäå äëÿ ðàçâèòèÿ ñåðüåçíûõ ïàòîëîãè÷åñêèõ èçìåíå-
íèé õðÿùåâîé òêàíè òðåáóåòñÿ äëèòåëüíîå âðåìÿ.

Ìîäåëè îñòåîàðòðîçà, ïðåäïîëàãàþùèå õèðóðãè÷å-
ñêîå âìåøàòåëüñòâî, íàèáîëåå ìíîãî÷èñëåííû è èñïîëü-
çóþòñÿ ÷àùå âñåãî. Êàê ïðàâèëî, íà ñóñòàâ îêàçûâàþò ïðÿ-
ìîå âîçäåéñòâèå: ââåäåíèåì õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ, ïðèìå-
íåíèåì ôèçè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, íàíåñåíèåì ìåõàíè÷åñêîé
òðàâìû. Ê íåäîñòàòêàì ýòèõ ìîäåëåé ñëåäóåò îòíåñòè èõ
äîñòàòî÷íî âûñîêóþ òðàâìàòè÷íîñòü, òðóäîåìêîñòü, ðèñê
èíôèöèðîâàíèÿ ñóñòàâà. Êðîìå òîãî, îïåðàöèîííàÿ òðàâ-
ìà, íàíîñèìàÿ ïðè âìåøàòåëüñòâå, òàêæå âëèÿåò íà ôóíê-
öèîíàëüíóþ ñïîñîáíîñòü êîíå÷íîñòè ïîñëå îïåðàöèè, ïî-
ýòîìó êëèíè÷åñêàÿ êàðòèíà íà ôîíå ëå÷åíèÿ ó òàêèõ ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ ìîæåò áûòü íåîáúåêòèâíà.

Ïî ñïîñîáó äîñòèæåíèÿ äåñòðóêòèâíî-äèñòðîôè÷å-
ñêèõ íàðóøåíèé ýêñïåðèìåíòàëüíûå ìîäåëè â ñóñòàâàõ
ìîæíî ðàçäåëèòü íà òðè ãðóïïû:

– õèìè÷åñêè èíäóöèðîâàííûå äåãåíåðàòèâíûå èçìå-
íåíèÿ (ââåäåíèå â ñóñòàâ ñòåðîèäíûõ ïðåïàðàòîâ, ãèäðî-
êîðòèçîíà àöåòàòà, äåêñàìåòàçîíà, ïàïàèíà, õèìîïàïàè-
íà, êîëëàãåíàçû, âèòàìèíà À, ãèïåðòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà)
[28–30]. Íåäîñòàòîê äàííîãî ñïîñîáà — ñèëüíîå ñèñòåì-
íîå äåéñòâèå ïðåïàðàòîâ íà âåñü îðãàíèçì;

– èíäóöèðîâàíèå äåãåíåðàòèâíûõ èçìåíåíèé ôèçè-
÷åñêèìè ôàêòîðàìè (âîçäåéñòâèå íà ñóñòàâíîé õðÿù ïàðà-
æèäêîñòíîé ñòðóè àçîòà);

– ìåõàíè÷åñêè è òðàâìàòè÷åñêè èíäóöèðîâàííûå äå-
ãåíåðàòèâíûå èçìåíåíèÿ (âíóòðèñóñòàâíîå ââåäåíèå òàëü-
êà, ïåðåñå÷åíèå ÏÊÑ, ìåíèñêýêòîìèÿ, ìèîýêòîìèÿ, ïî-
ñòòðàâìàòè÷åñêèå ñîñòîÿíèÿ, íàíåñåíèå äåôåêòîâ õðÿùà è
ñóáõîíäðàëüíîé êîñòè).

Ïðåäëîæåíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî õèðóðãè÷åñêèõ ñïî-
ñîáîâ ìîäåëèðîâàíèÿ îñòåîàðòðîçà [31–34], íàïðèìåð,
ôîðìèðîâàíèå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî àðòðèòà êîëåííîãî
ñóñòàâà ïóòåì óäàëåíèÿ ëàòåðàëüíîãî ìûùåëêà áåäðà ó
êðîëèêîâ; ïåðåñå÷åíèå ïåðåäíåé êðåñòîîáðàçíîé ñâÿçêè
(îáû÷íî ó êðîëèêîâ è êðûñ), â òîì ÷èñëå â ñî÷åòàíèè ñ ïî-
âðåæäåíèåì äðóãèõ ýëåìåíòîâ ñóñòàâà (óäàëåíèå ìåäè-
àëüíîãî ìåíèñêà è äð.). Êðîìå òîãî, îñòåîàðòðîç ìîæåò
áûòü âûçâàí áåç ïðÿìîãî âîçäåéñòâèÿ íà ñóñòàâ, íàïðèìåð
ïðè ïðîâåäåíèè äâóñòîðîííåé îâàðèóìýêòîìèè ó ìîðñêèõ
ñâèíîê [35].

Îòäåëüíîå ìåñòî çàíèìàþò ìîäåëè ñïîíòàííîãî îñ-
òåîàðòðîçà, ðàçðàáîòàííûå äëÿ ðàçëè÷íûõ æèâîòíûõ
(ìîðñêèõ ñâèíîê, ñèðèéñêèõ õîìÿ÷êîâ, ìûøåé) [36–38].
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Ïðè âûáîðå ñïîñîáà ìîäåëèðîâàíèÿ íåîáõîäèìî ó÷è-
òûâàòü, êàêîé òèï îñòåîàðòðîçà íóæíî ïîëó÷èòü: ïîñòòðàâ-
ìàòè÷åñêèé èëè îñòåîàðòðîç, èìåþùèé ýíäîãåííîå (ìåòà-
áîëè÷åñêîå) íàðóøåíèå. Åñëè íåîáõîäèìî â êðàò÷àéøèå
ñðîêè ïîëó÷èòü âûðàæåííûé äåñòðóêòèâíûé ïðîöåññ, òî
ïðåäïî÷òåíèå ñëåäóåò îòäàòü ìåòîäàì, ïðåäïîëàãàþùèì
äåñòðóêöèþ ñóñòàâíîé ïîâåðõíîñòè ñ ïîâðåæäåíèåì ñóá-
õîíäðàëüíîé êîñòíîé ïëàñòèíêè. Äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ
ðåïàðàöèè òîëüêî õðÿùåâîé òêàíè äåôåêò äîëæåí ëîêà-
ëèçîâàòüñÿ â ïðåäåëàõ õðÿùà [39, 40].

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ìî-
äåëü àäúþâàíòíîãî àðòðèòà ÿâëÿåòñÿ ìîäåëüþ [41], ïîçâî-
ëÿþùåé îöåíèòü ïðîòèâîâîñïàëèòåëüíóþ àêòèâíîñòü ëå-
êàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ðàçíûõ ãðóïï â îòíîøåíèè òàêèõ
ïàòîëîãèé, êàê ðåâìàòîèäíûé àðòðèò, àðòðîç è äðóãèõ
õðîíè÷åñêèõ âîñïàëèòåëüíûõ ïàòîëîãèé îïîðíî-äâèãà-
òåëüíîé ñèñòåìû.

Ìîäåëü õðîíè÷åñêîé ïå÷åíî÷íîé íåäîñòàòî÷íîñòè
äëÿ èññëåäîâàíèé ÁÌÊÏ äëÿ ðåãåíåðàöèè ïå÷åíè

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå îïèñàíû ñëåäóþùèå
ñïîñîáû ñîçäàíèÿ ìîäåëè õðîíè÷åñêîãî ãåïàòèòà è öèð-
ðîçà ïå÷åíè ó ìëåêîïèòàþùèõ:

– ïîìåùåíèå æèâîòíîãî â êëåòêó ñ îòêðûòûì ðåçåð-
âóàðîì, íàïîëíåííûì 70%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëèíà, ãäå
åãî ñîäåðæàò â òå÷åíèå 5–7 ìåñÿöåâ [42];

– ââåäåíèå õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ â æåëóäîê ëàáîðà-
òîðíîìó æèâîòíîìó [43–45].

– ìîäåëèðîâàíèå àëêîãîëüíîãî ïîðàæåíèÿ ïå÷åíè,
ïîâðåæäåíèå ïå÷åíè òîêñè÷åñêîé äîçîé ïàðàöåòàìîëà [46];

– ââåäåíèå D(+)-ãàëàêòîçàìèíà [47, 48];
– ïîâðåæäåíèå ïå÷åíè è ìîäåëèðîâàíèå õðîíè÷å-

ñêîé ïå÷åíî÷íîé íåäîñòàòî÷íîñòè ïóòåì ïðîëîíãèðîâàí-
íîé çàòðàâêè ÷åòûðåõõëîðèñòûì óãëåðîäîì (CCl4), êîòî-
ðûé ÿâëÿåòñÿ îðãàíîñïåöèôè÷åñêèì òîêñèíîì, îáëàäàþ-
ùèì ãåïàòîòðîïíûì ýôôåêòîì [49].

Ìîäåëü ñàõàðíîãî äèàáåòà 1 òèïà
äëÿ èññëåäîâàíèé ÁÌÊÏ äëÿ ðåãåíåðàöèè
ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî îñíîâíûõ
ñïîñîáîâ ìîäåëèðîâàíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èíñóëèíçà-
âèñèìîãî ñàõàðíîãî äèàáåòà [50–52]:

– ïàíêðåàòè÷åñêèé ñàõàðíûé äèàáåò — óäàëåíèå ó
ñîáàê 9/10 ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû;

– àëëîêñàíîâûé ñàõàðíûé äèàáåò — îäíîêðàòíîå
ââåäåíèå æèâîòíûì àëëîêñàíà (âåùåñòâà, èçáèðàòåëüíî
ïîâðåæäàþùåãî áåòà-êëåòêè îñòðîâêîâ ïîäæåëóäî÷íîé
æåëåçû);

– ñòðåïòîçîòîöèíîâûé ñàõàðíûé äèàáåò — ââåäåíèå
æèâîòíûì ñòðåïòîçîòîöèíà, èçáèðàòåëüíî ïîâðåæäàþ-
ùåãî áåòà-êëåòêè îñòðîâêîâ;

– äèòèçîíîâûé ñàõàðíûé äèàáåò — ââåäåíèå æèâîò-
íûì äèòèçîíà, ñâÿçûâàþùåãî öèíê è òàêèì îáðàçîì íàðó-
øàþùåãî äåïîíèðîâàíèå è ñåêðåöèþ èíñóëèíà;

– èììóííûé ñàõàðíûé äèàáåò — ââåäåíèå æèâîòíûì
àíòèòåë ïðîòèâ èíñóëèíà;

– ìåòàãèïîôèçàðíûé ñàõàðíûé äèàáåò — äëèòåëüíîå
ââåäåíèå æèâîòíûì ãîðìîíîâ àäåíîãèïîôèçà (ñîìàòî-
òðîïíîãî ãîðìîíà, ÀÊÒÃ);

– ìåòàñòåðîèäíûé ñàõàðíûé äèàáåò — äëèòåëüíîå
ââåäåíèå æèâîòíûì ãëþêîêîðòèêîèäîâ;

– ãåíåòè÷åñêèå ìîäåëè ñàõàðíîãî äèàáåòà — âûâå-
äåíèå ÷èñòûõ ëèíèé ìûøåé è äðóãèõ æèâîòíûõ ñ íàñëåä-
ñòâåííî îáóñëîâëåííîé ôîðìîé áîëåçíè [53, 54].

Ìîäåëü èøåìèè çàäíåé êîíå÷íîñòè
äëÿ îöåíêè àíãèîãåííîãî è ðåãåíåðàòèâíîãî
ïîòåíöèàëà ÁÌÊÏ

Îöåíêà àíãèîãåííûõ ñâîéñòâ ÁÌÊÏ ìîæåò áûòü ïðîâåäåíà
ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîäåëåé ïàòîëîãèé ó æèâîòíûõ, íàïðè-
ìåð, ìîäåëè èíôàðêòà ìèîêàðäà, ìîäåëè èøåìèè çàäíèõ
êîíå÷íîñòåé, ìîäåëè èíñóëüòà è äð. [55–58]. Íàèáîëåå
÷àñòî äëÿ òàêîé îöåíêè èñïîëüçóþòñÿ ãðûçóíû, íåìàëî-
âàæíóþ ðîëü ïðè ýòîì èãðàåò ñõîäñòâî àíàòîìè÷åñêèõ è
ôóíêöèîíàëüíûõ ïàðàìåòðîâ ìèîêàðäà ó ãðûçóíîâ è ÷åëî-
âåêà [55].

Îäíèì èç íàèáîëåå òî÷íûõ è ïîêàçàòåëüíûõ ïîäõî-
äîâ ê ìîäåëèðîâàíèþ èíôàðêòà ìèîêàðäà ÿâëÿåòñÿ íàëî-
æåíèå ëèãàòóðû íà ëåâóþ êîðîíàðíóþ àðòåðèþ ó êðûñ
[55, 56]. Êðîìå òîãî, â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ èçó÷åíèÿ
âëèÿíèÿ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ìîëåêóë èëè êëåòî÷íûõ
ïðåïàðàòîâ íà ðîñò ñîñóäîâ èñïîëüçóåòñÿ ìåòîäèêà ïîä-
êîæíîãî ââåäåíèÿ Ìàòðèãåëÿ [59, 60]. Äëÿ îöåíêè àíãèî-
ãåíåçà â ïîäêîæíî èìïëàíòèðîâàííîì Ìàòðèãåëå íåîáõî-
äèìî ñîçäàòü óñëîâèÿ, ïðè êîòîðûõ ââåäåííûé ìàòåðèàë
íå áóäåò ïîäâåðãàòüñÿ ëèçèñó, à ââåäåííûå êëåòêè ñîõðà-
íÿò æèçíåñïîñîáíîñòü íà ïðîòÿæåíèè âðåìåíè, äîñòàòî÷-
íîãî äëÿ îöåíêè àíãèîãåííîãî îòâåòà.

Ìîäåëü ïîâðåæäåíèé êîæè äëÿ îöåíêè
ïîòåíöèàëà ÁÌÊÏ äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ
êîæíîãî ïîêðîâà

Äëÿ èçó÷åíèÿ çàáîëåâàíèé êîæè èñïîëüçóþòñÿ ðàçëè÷íûå
âèäû æèâîòíûõ, îò ãðûçóíîâ äî ïðèìàòîâ. Íàèáîëåå
áëèçêà ê êîæå ÷åëîâåêà ïî ýïèòåëèàëüíîé àðõèòåêòóðå,
ïëîòíîñòè íåðâîâ è êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ, êîìïîíåíòàì
ìàòðèêñà è äðóãèì áèîëîãè÷åñêèì ïàðàìåòðàì êîæà ñâè-
íüè [61, 62]. Îäíàêî èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ìîäåëè
ñâèíüè ââèäó ýêîíîìè÷åñêèõ ñîîáðàæåíèé ðàçìåùåíèÿ è
ñîäåðæàíèÿ íå ÿâëÿåòñÿ îïòèìàëüíûì.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íàèáîëåå øèðîêî èñïîëüçóå-
ìûì æèâîòíûì-ìîäåëüþ äëÿ áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâà-
íèé ïîâðåæäåíèé êîæè îñòàþòñÿ ëàáîðàòîðíûå ìûøè.
Îäíàêî ïðè ïëàíèðîâàíèè ýêñïåðèìåíòîâ äëÿ îöåíêè ïî-
òåíöèàëà ÁÌÊÏ äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ êîæíîãî ïîêðîâà
ñëåäóåò ó÷èòûâàòü ðàçëè÷èÿ â àíàòîìèè è ôèçèîëîãèè
ñëîåâ êîæè ìûøè è ÷åëîâåêà [63], à òàêæå ãåíäåðíîå ðàç-
ëè÷èå â àíàòîìèè êîæè ìûøè: êîæà ñàìöîâ íà 40 % ïðî÷-
íåå çà ñ÷åò ãîðàçäî áîëåå òîëñòîé äåðìû, â îòëè÷èå îò
êîæè ñàìîê, ó êîòîðîé òîëùå ýïèäåðìèñ è ïîäêîæíàÿ æè-
ðîâàÿ êëåò÷àòêà [64].

Â ëèòåðàòóðå îïèñàíû ðàçëè÷íûå ìîäåëè ðàí, â òîì
÷èñëå: ðåçàíàÿ; ïîëíîñëîéíàÿ; èøåìèÿ — ðåïåðôóçèîí-
íîå ïîâðåæäåíèå èøåìèçèðîâàííîé òêàíè (ìîäåëü ïðî-
ëåæíåâûõ ÿçâ, õðîíè÷åñêèõ ðàí), èøåìèçèðîâàíèå ëîñêó-
òà òêàíè [65, 66].

Âûáîð òèïà íàíåñåíèÿ ðàíû çàâèñèò îò ïðåäïîëàãàå-
ìîãî îæèäàåìîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà ÁÌÊÏ. Ïîë-
íîñëîéíûå ðàíû äëÿ èññëåäîâàíèÿ òåðàïåâòè÷åñêîãî ýô-
ôåêòà ñóáñòðàòîâ èñïîëüçóþòñÿ íàèáîëåå ÷àñòî è ïîäõî-
äÿò äëÿ ïîäðîáíîãî àíàëèçà ýòàïîâ çàæèâëåíèÿ ðàíû [67].
Âòîðîé íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìîé ìîäåëüþ ÿâëÿåòñÿ
ðåçàíàÿ ðàíà. Âñëåäñòâèå îãðàíè÷åííîãî îáúåìà/ïëîùà-
äè ðàíîçàæèâëåíèÿ ýòîò òèï ðàíû ïðàêòè÷åñêè íå ïîäõî-
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äèò äëÿ îöåíêè ýïèòåëèçàöèè è áèîõèìèè ðåãåíåðèðóþ-
ùèõ òêàíåé [67].

Õàðàêòåðèñòèêè ýôôåêòèâíîñòè
è ïîäáîð îïòèìàëüíîé äîçû ÁÌÊÏ

Çàäà÷àìè äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ÿâëÿþòñÿ ïîä-
òâåðæäåíèå ïðèíöèïà äåéñòâèÿ, îïðåäåëåíèå ôàðìàêî-
ëîãè÷åñêèõ ýôôåêòîâ, ïðåäèêòèâíûõ â îòíîøåíèè ðåàê-
öèè îðãàíèçìà ÷åëîâåêà. Öåëÿìè ïîäîáíûõ èññëåäîâàíèé
ÿâëÿþòñÿ: ïîëó÷åíèå èíôîðìàöèè äëÿ âûáîðà áåçîïàñíûõ
äîç äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ, ïî-
ëó÷åíèå èíôîðìàöèè äëÿ îáîñíîâàíèÿ ñïîñîáà è ãðàôèêà
ââåäåíèÿ ïðåïàðàòà, äëèòåëüíîñòè ïåðèîäà åãî ïðèìåíå-
íèÿ è äëèòåëüíîñòè ïîñòòåðàïåâòè÷åñêîãî ïåðèîäà, âî
âðåìÿ êîòîðîãî îñóùåñòâëÿåòñÿ ñáîð èíôîðìàöèè î ïî-
áî÷íûõ ðåàêöèÿõ, îïðåäåëåíèå îðãàíîâ-ìèøåíåé â îò-
íîøåíèè òîêñè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ è îïðåäåëåíèå ïàðà-
ìåòðîâ ìîíèòîðèíãà ïàöèåíòîâ, ïîëó÷àþùèõ äàííóþ
òåðàïèþ.

Äëÿ äîñòîâåðíîé èäåíòèôèêàöèè ôàðìàêîäèíàìè÷å-
ñêîãî äåéñòâèÿ ÁÌÊÏ â îðãàíèçìå õîçÿèíà äîëæíû ïðè-
ìåíÿòüñÿ äîëæíûì îáðàçîì îáîñíîâàííûå ìàðêåðû áèî-
ëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Åñëè ïðåäïîëàãàåìûì äåéñòâèåì
ÁÌÊÏ ÿâëÿåòñÿ, íàïðèìåð, âîññòàíîâëåíèå ôóíêöèè äå-
ôåêòíûõ êëåòîê/òêàíè (âîññòàíîâëåíèå òêàíè), ñëåäóåò
ïðîâîäèòü ôóíêöèîíàëüíûå èñïûòàíèÿ, ÷òîáû ïðîäåìîí-
ñòðèðîâàòü âîññòàíîâëåíèå ôóíêöèè. Åñëè ïðåäïîëàãàå-
ìûì äåéñòâèåì ÿâëÿåòñÿ, íàïðèìåð, àäîïòèâíàÿ èììóíî-
òåðàïèÿ îíêîëîãè÷åñêèõ áîëüíûõ, áèîëîãè÷åñêîå äåéñò-
âèå äîëæíî ïîäêðåïëÿòüñÿ äàííûìè, îïèñûâàþùèìè
èììóíîëîãè÷åñêèé ýôôåêò ÁÌÊÏ.

Öåëüþ ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû ÿâëÿåòñÿ ôóíêöèî-
íàëüíîå âîññòàíîâëåíèå ïîâðåæäåííûõ òêàíåé ñ ïîìî-
ùüþ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé, ââîäèìûõ â îðãàíèçì îòäåëü-
íî èëè ñîâìåñòíî ñ áèîêàðêàñàìè [68, 69]. Ó÷èòûâàÿ íàëè-
÷èå ñîáñòâåííîãî ðåçåðâíîãî ïîòåíöèàëà îðãàíà, ïîëíàÿ
ðåãåíåðàöèÿ íå ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìîé äëÿ ïîëíîãî âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ ôóíêöèè îðãàíà èëè óñòðàíåíèÿ ñèìïòîìîâ
çàáîëåâàíèÿ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñóùåñòâóåò ñåðüåçíàÿ
ïðîáëåìà êëåòî÷íîé ãèáåëè ïîñëå òðàíñïëàíòàöèè êëåòîê
â îðãàíèçì, ÷òî íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü ïðè ðàñ÷åòå òåðà-
ïåâòè÷åñêîé äîçû.

Ïðè ââåäåíèè êëåòî÷íîãî ïðîäóêòà âíóòðèâåííî òè-
ïè÷íàÿ äîçà ñîñòàâëÿåò (1,0–5,0) · 106 êëåòîê/êã ìàññû
òåëà ((0,7–3,5) · 108 êëåòîê äëÿ ÷åëîâåêà ñ ìàññîé òåëà
70 êã) [70–72]. Àëüòåðíàòèâíûé âíóòðèâåííîìó ñïîñîáó —
ñïîñîá ââåäåíèÿ èíúåêöèåé íåïîñðåäñòâåííî â òêàíè.
Ïðè òàêîì ñïîñîáå ââåäåíèÿ äîçà ââîäèìîãî ïðåïàðàòà
ìîæåò áûòü çíà÷èòåëüíî íèæå, íàïðèìåð, ~105 êëåòîê/êã —
äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ðîãîâèöû èëè ïèãìåíòíîãî ýïèòåëèÿ
ñåò÷àòêè [73], ~109 êëåòîê/êã — äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ êëå-
òîê ñåðäöà (ëåâûé æåëóäî÷åê ñåðäöà ñîäåðæèò 20 ìëí.
êàðäèîìèöèòîâ íà 1 ã òêàíè, èëè âñåãî 4 áëí. êëåòîê. Ïðè
èíôàðêòå ìèîêàðäà ïðîèñõîäèò ãèáåëü 25 % (1 áëí.) ýòèõ
êëåòîê ñåðäöà [74]). Ïîäîáíàÿ äîçà êëåòîê ââîäèòñÿ è ïðè
êëåòî÷íîé òåðàïèè äèàáåòà.

Ïðîãíîçèðóåìàÿ äîçà, íåîáõîäèìàÿ äëÿ ëå÷åíèÿ íåâ-
ðîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé, øèðîêî âàðüèðóåòñÿ, â îñíîâ-
íîì â çàâèñèìîñòè îò öåëè òåðàïèè: çàìåíà êëåòîê èëè
äîñòàâêà òåðàïåâòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ [75].

Â êëèíè÷åñêèõ ïðîòîêîëàõ â ñðåäíåì èñïîëüçóåòñÿ
êîëè÷åñòâî ÌÑÊ, ñîñòàâëÿþùåå 2 · 106/êã ìàññû ïàöèåíòà
(íàïðèìåð, ïðè ëå÷åíèè òÿæåëîé ñòåïåíè ðåàêöèè «òðàíñ-
ïëàíòàò ïðîòèâ õîçÿèíà» (ÐÒÏÕ)) [76].

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îïòèìàëüíîé äîçû ââîäèìîãî
ÁÌÊÏ èñïîëüçóþò ðàçëè÷íûå ïîäõîäû. Íàðÿäó ñ òðàäèöè-
îííûì îïðåäåëåíèåì çàâèñèìîñòè «äîçà–ýôôåêò», âåñüìà
îãðàíè÷åííî ïðèìåíèìîé ê êëåòî÷íûì ïðîäóêòàì, âîç-
ìîæíî òàêæå îáîñíîâàíèå âûáðàííîé äîçû ñ òî÷êè çðåíèÿ
ýêîíîìè÷åñêîé öåëåñîîáðàçíîñòè. Äëÿ ýòîãî îïðåäåëÿþò
òî êîëè÷åñòâî ÁÌÊÏ, äëÿ êîòîðîãî ñîîòíîøåíèå «ñòîè-
ìîñòü–ýôôåêò» áóäåò íàèáîëåå îïòèìàëüíûì, áåçóñëîâíî,
ó÷èòûâàÿ ýòè÷åñêóþ ñòîðîíó âîïðîñà. Êðîìå òîãî, ïðè âû-
áîðå äîçû íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü ôèçèîëîãè÷åñêèå îñî-
áåííîñòè êîíêðåòíîé êëåòî÷íîé ëèíèè, ñïîñîáíîñòü êëå-
òîê âçàèìîäåéñòâîâàòü äðóã ñ äðóãîì, èçìåíÿòü ñêîðîñòü è
õàðàêòåð äèôôåðåíöèðîâêè â çàâèñèìîñòè îò êîëè÷åñòâà
è âèäà ñîêóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê [3].

Îöåíêà áèîðàñïðåäåëåíèÿ ÁÌÊÏ

Êëåòêè ìîãóò ìèãðèðîâàòü èç æåëàåìîé ëîêàëèçàöèè è
ïîñëå ñèñòåìàòè÷åñêîãî ââåäåíèÿ ìîãóò ïåðåìåùàòüñÿ â
äðóãèå îðãàíû. Êðîìå òîãî, ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè ìîãóò
ñåêðåòèðîâàòü äîïîëíèòåëüíûå áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûå
ìîëåêóëû ïîìèìî íóæíîãî áåëêà.

Òðàäèöèîííûå èññëåäîâàíèÿ ADME (âñàñûâàíèå, ðàñ-
ïðåäåëåíèå, ìåòàáîëèçì è âûâåäåíèå), êàê ïðàâèëî, íå
ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè äëÿ ÁÌÊÏ äëÿ ïðèìåíåíèÿ ó ÷åëîâåêà.
Òåì íå ìåíåå, ñëåäóåò ïðîâîäèòü èññëåäîâàíèÿ, ïîçâî-
ëÿþùèå ïðîäåìîíñòðèðîâàòü ðàñïðåäåëåíèå â òêàíè,
æèçíåñïîñîáíîñòü, íàïðàâëåííóþ ìèãðàöèþ, ðîñò, ôåíî-
òèï è ëþáîå èçìåíåíèå ôåíîòèïà, âûçâàííîå ôàêòîðàìè
íîâîé îêðóæàþùåé ñðåäû.

Êëåòêè ìîãóò ìèãðèðîâàòü ïî îðãàíèçìó õîçÿèíà, ñîç-
äàâàÿ êëèíè÷åñêèé ðèñê â îòíîøåíèè íåæåëàòåëüíûõ ðå-
àêöèé, ñâÿçàííûõ ñ ïåðåìåùåíèåì è âîçìîæíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêîé êëåòîê. Ïîäîáíûé ñöåíàðèé íåîáõîäèìî
àíàëèçèðîâàòü íà æèâîòíûõ ïðè ïîìîùè ñïåöèàëüíûõ ìå-
òîäîâ, ïîçâîëÿþùèõ ïðîâåñòè ñïåöèôè÷åñêóþ èäåíòèôè-
êàöèþ êëåòîê. Ïðè èçó÷åíèè áèîðàñïðåäåëåíèÿ (ïëîò-
íîñòü, âûæèâàåìîñòü, ðàñïðåäåëåíèå, äèôôåðåíöèðîâêà
è èíòåãðàöèÿ) ÁÌÊÏ â õîäå ïðîâåäåíèÿ ÄÊÈ íà æèâîò-
íûõ-ìîäåëÿõ âàæíîå çíà÷åíèå èìååò ñïîñîá in vivo âèçóà-
ëèçàöèè ìèãðàöèè äîñòàâëÿåìûõ êëåòîê [77, 78]. Ñóùåñò-
âóåò äâå îñíîâíûå ñòðàòåãèè ìå÷åíèÿ êëåòîê: ïðÿìîå ìå-
÷åíèå ñ ïîìîùüþ íàíî÷àñòèö èëè õèìè÷åñêèõ ðåàãåíòîâ è
íåïðÿìîå ìå÷åíèå — ãåíåòè÷åñêîå ââåäåíèå ðåïîðòåð-
íûõ ãåíîâ [78]. Èñïîëüçîâàíèå ïðÿìîãî ìå÷åíèÿ êëåòîê
ïðåäïî÷òèòåëüíåå ïðè èçó÷åíèè êèíåòèêè â ïåðâûå íå-
ñêîëüêî äíåé ïîñëå ââåäåíèÿ ÁÌÊÏ â îðãàíèçì æèâîòíî-
ãî; ãåíåòè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ ñ ïîìîùüþ ââåäåíèÿ ðå-
ïîðòåðíûõ ãåíîâ â ãåíîì êëåòîê ïîçâîëÿåò íàáëþäàòü çà
èìïëàíòèðîâàííûìè êëåòêàìè â òå÷åíèå ïðîäîëæèòåëü-
íîãî âðåìåíè.

Âîçìîæíûì ïðåèìóùåñòâîì ìåòîäîâ âèçóàëèçàöèè
in vivo ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ìîæíî èçó-
÷àòü îäíî æèâîòíîå â òå÷åíèå îïðåäåëåííîãî ïåðèîäà
âðåìåíè, ÷òî ïîçâîëÿåò ñíèçèòü âàðèàáåëüíîñòü è ñîêðà-
òèòü ÷èñëî èñïîëüçóåìûõ æèâîòíûõ. Ïðè àíàëèçå áèîðàñ-
ïðåäåëåíèÿ èñïîëüçîâàíèå ìàëåíüêèõ æèâîòíûõ ïîçâî-
ëÿåò îñóùåñòâèòü òùàòåëüíîå èññëåäîâàíèå ïî îáíàðóæå-
íèþ êëåòîê, òîãäà êàê ïîäîáíîå èññëåäîâàíèå íà áîëåå
êðóïíûõ æèâîòíûõ ïðåäñòàâëÿåò áîëüøå òðóäíîñòåé ñ
ïðàêòè÷åñêîé òî÷êè çðåíèÿ.

Â îòíîøåíèè ÁÌÊÏ, ïðîäóöèðóþùèõ ñèñòåìíî-àê-
òèâíûå áèîìîëåêóëû, ñëåäóåò èçó÷àòü ðàñïðåäåëåíèå,
äëèòåëüíîñòü è îáúåì ýêñïðåññèè äàííûõ ìîëåêóë, à òàê-
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æå âûæèâàåìîñòü è ôóíêöèîíàëüíóþ ñòàáèëüíîñòü êëåòîê
â ñàéòàõ-ìèøåíÿõ.

Ñëåäóåò êîíòðîëèðîâàòü âçàèìîäåéñòâèå ïðèìåíÿå-
ìûõ êëåòîê èëè îêðóæàþùåé òêàíè ñ íåêëåòî÷íûìè ñòðóê-
òóðíûìè êîìïîíåíòàìè è äðóãèìè áèîàêòèâíûìè ìîëåêó-
ëàìè, à òàêæå èíòåãðàöèþ ÁÌÊÏ â îêðóæàþùóþ òêàíü.

Ôàðìàêîëîãè÷åñêàÿ áåçîïàñíîñòü äîëæíà ðàññìàò-
ðèâàòüñÿ îòäåëüíî â êàæäîì èíäèâèäóàëüíîì ñëó÷àå, â
çàâèñèìîñòè îò õàðàêòåðèñòèê ÁÌÊÏ. Êëåòêè ìîãóò ñåêðå-
òèðîâàòü ôàðìàêîëîãè÷åñêè àêòèâíûå ñóáñòàíöèè, ïðèâî-
äÿùèå ê íàðóøåíèþ ôóíêöèé ÖÍÑ, ñåðäöà, ðåñïèðàòîðíîé
ñèñòåìû, ïî÷åê èëè æåëóäî÷íî-êèøå÷íîãî òðàêòà. Êðîìå
òîãî, òåîðåòè÷åñêè ñàìè êëåòêè òàêæå ìîãóò âûçûâàòü ïî-
äîáíûå ïîñëåäñòâèÿ, íàïðèìåð, åñëè ðå÷ü èäåò î ñòâîëî-
âûõ êëåòêàõ èëè ìûøå÷íûõ êëåòêàõ, òðàíñïëàíòèðîâàí-
íûõ â îáëàñòè ñåðäöà, ïîðàæåííûå èíôàðêòîì.

Îöåíêà áåçîïàñíîñòè ÁÌÊÏ

Îöåíêà áåçîïàñíîñòè ÁÌÊÏ äîëæíà áûòü êîìïëåêñíîé
äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ èäåíòèôèêàöèè, õàðàêòåðèçàöèè è êî-
ëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà ïîòåíöèàëüíîé ëîêàëüíîé è ñèñ-
òåìíîé òîêñè÷íîñòè, îöåíêè íà÷àëà åå âîçíèêíîâåíèÿ
(îñòðîå èëè îòëîæåííîå), âîçìîæíîñòè ñíèæåíèÿ òîêñè÷-
íîñòè, à òàêæå âëèÿíèÿ îïðåäåëåííîé äîçû ïðåïàðàòà íà
ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé òîêñè÷íîñòè. Êîíå÷íîé öåëüþ
äîêëèíè÷åñêèõ òîêñèêîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ÿâëÿåò-
ñÿ ïîëó÷åíèå äàííûõ, äîñòàòî÷íûõ äëÿ îïðåäåëåíèÿ âîç-
ìîæíîñòè è ðèñêà ïðîâåäåíèÿ êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé
ÁÌÊÏ.

Îáúåì íåîáõîäèìûõ òîêñèêîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâà-
íèé çàâèñèò îò òèïà ÁÌÊÏ. Òîêñè÷íîñòü ìîæåò ðàçâèâàòü-
ñÿ, íàïðèìåð, èç-çà íåèçâåñòíûõ êëåòî÷íûõ èçìåíåíèé,
èìåâøèõ ìåñòî â ïðîöåññå ïðîèçâîäñòâà, òàêèõ êàê èçìå-
íåíèå õàðàêòåðà ïðîöåññà âûâåäåíèÿ è èçìåíåíèå ïîâå-
äåíèÿ in vivo â ðåçóëüòàòå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê.
Äðóãèå ïîòåíöèàëüíûå ôàêòîðû, êîòîðûå ìîãóò âûçâàòü
òîêñè÷íîñòü, âêëþ÷àþò àëëîãåííîå èñïîëüçîâàíèå ïðåïà-
ðàòà, ïðèñóòñòâèå êîìïîíåíòîâ, êîòîðûå èñïîëüçóþòñÿ â
ïðîèçâîäñòâåííîì ïðîöåññå èëè ÿâëÿþòñÿ ÷àñòüþ ñòðóê-
òóðíîãî êîìïîíåíòà, èëè ïðîëèôåðàöèþ ïðèìåíÿåìûõ
êëåòîê â íåæåëàòåëüíûõ êîëè÷åñòâàõ èëè â íåæåëàòåëü-
íîì ìåñòå ëîêàëèçàöèè. Òîêñèêîëîãè÷åñêèå èññëåäîâà-
íèÿ ÁÌÊÏ äîëæíû îòðàæàòü ñëåäóþùèå ìîìåíòû:

1. Òðàäèöèîííûå òîêñèêîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ
ìîãóò ïîíàäîáèòüñÿ, íàïðèìåð, äëÿ êîìïëåêñíûõ ñõåì ëå-
÷åíèÿ, â êîòîðûõ ÁÌÊÏ êîìáèíèðóåòñÿ ñ äðóãèìè ëåêàðñò-
âåííûìè ñðåäñòâàìè èëè âèäàìè ëå÷åíèÿ, òàêèìè êàê
àäúþâàíòû/öèòîêèíû èëè îáëó÷åíèå ñîîòâåòñòâåííî.

2. Íåîáõîäèìî ðàññìàòðèâàòü ïîòåíöèàëüíóþ èììó-
íîãåííîñòü ÁÌÊÏ âñëåäñòâèå òîãî, ÷òî èíäóêöèÿ èììóí-
íîãî îòâåòà ïðîòèâ ñàìèõ êëåòîê è (èëè) ïîëó÷åííûõ èç
êëåòîê ôàðìàêîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ñóáñòàíöèé ìîæåò
ñíèæàòü ýôôåêòèâíîñòü ÁÌÊÏ.

3. Âîïðîñû, ñâÿçàííûå ñ àóòîèììóíèòåòîì, íåîáõî-
äèìî ðàññìàòðèâàòü, åñëè êëåòêè èñïîëüçóþòñÿ â èììóíî-
òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëÿõ, íàïðèìåð â ñëó÷àå ñ èììóíîòåðà-
ïåâòè÷åñêèìè ïðåïàðàòàìè äëÿ ëå÷åíèÿ ðàêà.

4. Ãåíîòîêñè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäÿòñÿ òîëüêî
â òîì ñëó÷àå, åñëè ïðèðîäà ïðîäóöèðóåìûõ ÁÌÊÏ ôàêòî-
ðîâ óêàçûâàåò íà èõ âîçìîæíîå âçàèìîäåéñòâèå ñ ÄÍÊ
èëè äðóãèì õðîìîñîìíûì ìàòåðèàëîì.

5. Íåîáõîäèìîñòü èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ ïðåïàðàòà
íà ðåïðîäóêòèâíóþ ñèñòåìó çàâèñèò îò ÁÌÊÏ è äîëæíà
ðàññìàòðèâàòüñÿ â èíäèâèäóàëüíîì ïîðÿäêå.

6. Ïðîäîëæèòåëüíîñòü íàáëþäåíèé â èññëåäîâàíèÿõ
õðîíè÷åñêîé òîêñè÷íîñòè ìîæåò áûòü ãîðàçäî áîëüøå,
÷åì â ñòàíäàðòíûõ èññëåäîâàíèÿõ òîêñè÷íîñòè îäíîêðàò-
íîé äîçû, ïîñêîëüêó ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî êëåòêè äåéñòâó-
þò â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè èëè âûçûâàþò äëè-
òåëüíûé ýôôåêò, è ýòî íåîáõîäèìî îòðàçèòü â äèçàéíå
äàííûõ èññëåäîâàíèé. Ñïîñîá ââåäåíèÿ è ðåæèì äîçèðî-
âàíèÿ äîëæíû îòðàæàòü ïëàíèðóåìîå êëèíè÷åñêîå èñ-
ïîëüçîâàíèå. Èññëåäîâàíèÿ òîêñè÷íîñòè ìíîãîêðàòíûõ
äîç íåîáõîäèìû, òîëüêî åñëè êëèíè÷åñêîå èñïîëüçîâàíèå
ïîäðàçóìåâàåò ìíîãîêðàòíîå ââåäåíèå.

7. Ðèñê èíäóêöèè îíêîãåíåçà, ñâÿçàííîãî ñ íåîïëà-
ñòè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèåé êëåòîê õîçÿèíà è êëåòîê
ÁÌÊÏ, äîëæåí ðàññìàòðèâàòüñÿ â ñòðîãî èíäèâèäóàëüíîì
ïîðÿäêå. Èññëåäîâàíèÿ îíêîãåíåçà ïðåäïî÷òèòåëüíåå
ïðîâîäèòü íà êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ íà ëèìèòå ñòàíäàðò-
íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê èëè äàæå çà ïðåäåëîì äàí-
íîãî ëèìèòà. Òàêæå îñîáîå âíèìàíèå âî âðåìÿ èññëåäîâà-
íèé îíêîãåíåçà ñëåäóåò óäåëÿòü òêàíÿì, â êîòîðûõ âî âðå-
ìÿ èññëåäîâàíèé áèîðàñïðåäåëåíèÿ áûëè îáíàðóæåíû
ïðèìåíÿåìûå êëåòêè èëè ïðîäóêòû èõ ýêñïðåññèè.

Äëÿ ïðåïàðàòà Prochymal íà îñíîâå ÌÑÊ ïðè îïðåäå-
ëåíèè òóìîðîãåííîãî ïîòåíöèàëà ïðîâîäèëîñü ñòàíäàðò-
íîå øåñòèíåäåëüíîå èññëåäîâàíèå íà ìûøàõ [79]. Äëÿ
ïðåïàðàòà Holoclar ñòàíäàðòíûå àíàëèçû íà êàíöåðîãåí-
íîñòü/òóìîðîãåííîñòü áûëè çàìåíåíû íà îöåíêó òðàíñ-
ôîðìàöèîííîãî ïîòåíöèàëà è ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè. Êðîìå òîãî, áûëè ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ ïî âûÿâ-
ëåíèþ ãåíîìíîé íåñòàáèëüíîñòè [80].

8. Ïðè âûáîðå ìåòîäîâ è ìîäåëåé ïðîâåäåíèÿ èññëå-
äîâàíèé íà îíêîãåííîñòü îñîáåííî âàæíî, ÷òîáû èññëå-
äîâàíèÿ íà æèâîòíûõ ìîãëè ïîêàçàòü âûæèâàíèå êëåòîê
in vivo â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè, äîñòàòî÷íîãî äëÿ
ïîòåíöèàëüíîãî îáðàçîâàíèÿ îïóõîëè.

Òàêèì îáðàçîì, êëþ÷åâûì ïðèíöèïîì äèçàéíà ÄÊÈ
ÁÌÊÏ ÿâëÿåòñÿ ðàöèîíàëüíûé ïîäõîä, ïîçâîëÿþùèé îõà-
ðàêòåðèçîâàòü ýôôåêòèâíîñòü è áåçîïàñíîñòü ÁÌÊÏ,
îáîñíîâàòü òðåáîâàíèÿ ê ïîñëåäóþùèì êëèíè÷åñêèì èñ-
ñëåäîâàíèÿì. Ãëàâíîé çàäà÷åé ÄÊÈ ÁÌÊÏ ÿâëÿþòñÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ áåçîïàñíîñòè, âêëþ÷àåìûå â ïðîãðàììó èñ-
ñëåäîâàíèé âíå çàâèñèìîñòè îò òèïà è âèäà ÁÌÊÏ. Äîêëè-
íè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ñëåäóåò ïðîâîäèòü â ñîîòâåòñòâèè
ñ òðåáîâàíèÿìè «Ïðàâèë íàäëåæàùåé ïðàêòèêè ïî ðàáîòå
ñ áèîìåäèöèíñêèìè êëåòî÷íûìè ïðîäóêòàìè». Ýòî ïîâû-
ñèò êà÷åñòâî ïîëó÷àåìûõ â õîäå èññëåäîâàíèé ðåçóëüòà-
òîâ è óâåëè÷èò âåðîÿòíîñòü ïðèçíàíèÿ ðåçóëüòàòîâ íàó÷-
íûì ñîîáùåñòâîì è ðåãóëÿòîðíûìè îðãàíàìè.

Ëèòåðàòóðà

1. Ïðèêàç Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ è ñîöèàëüíîãî ðàç-
âèòèÿ ÐÔ îò 31 äåêàáðÿ 2004 ã. ¹ 346 «Îá îðãàíèçàöèè âû-
äà÷è ðàçðåøåíèé íà ïðèìåíåíèå ìåäèöèíñêèõ òåõíîëîãèé»
(óòðàòèë ñèëó).

2. Äîðàáîòàííûé òåêñò ïðîåêòà Ïðèêàçà Ìèíèñòåðñòâà
çäðàâîîõðàíåíèÿ Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè «Îá óòâåðæäåíèè
ïðàâèë íàäëåæàùåé ïðàêòèêè ïî ðàáîòå ñ áèîìåäèöèíñêè-
ìè êëåòî÷íûìè ïðîäóêòàìè» (ïîäãîòîâëåí Ìèíçäðàâîì
Ðîññèè 30.10.2016).

3. Guideline on human cell-based medicinal products (London, 21
May 2008. EMEA/CHMP/410869/2006). Available from: https://
goo.gl/VNLa48.

4. Guidance for Industry: Preclinical Assessment of Investigational
Cellular and Gene Therapy Products (U. S. Food and Drug Admi-
nistration, November 2013). Available from: https://goo.gl/
32h9MY.

Äèçàéí äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé áèîìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ

ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå. 2017. Ò. 17. ¹ 3 139



5. Ìèðîíîâ ÀÍ, ðåä. Ðóêîâîäñòâî ïî ïðîâåäåíèþ äîêëèíè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèé ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ. ×. I, II. Ì.: Ãðèô è
Ê, 2013.

6. Áóðîâà ÅÄ, Õîäüêî ÑÂ, Ãóùèíà ÑÂ, Ìàêàðîâà ÌÍ, Ìàêàðîâ ÂÃ.
Óïðàâëåíèå ðèñêàìè äëÿ îáåñïå÷åíèÿ êà÷åñòâà äîêëèíè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèé ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ. Âåäîìîñòè Íà-
ó÷íîãî öåíòðà ýêñïåðòèçû ñðåäñòâ ìåäèöèíñêîãî ïðèìåíå-
íèÿ 2017; 7(1): 25–32.

7. Reflection paper on in-vitro cultured chondrocyte containing pro-
ducts for cartilage repair of the knee (London, 08 April 2010.
EMA/CAT/CPWP/568181/2009). Available from: https://goo.gl/
32b8wa.

8. Report from CAT-Interested Parties Focus Groups (CAT-IPs FG) on
non-clinical development of ATMPs (18 March 2011.
EMA/CAT/134694/2011). Available from: https://goo.gl/QFDMT9.

9. Shultz LD, Ishikawa F, Greiner DL. Humanized mice in translatio-
nal biomedical research. Nature reviews. Nat Rev Immunol.
2007; 7(2): 118–30.

10. Ito M, Hiramatsu H, Kobayashi K, Suzue K, Kawahata M, Hioki K, et
al. NOD/SCID/gamma(c)(null) mouse: an excellent recipient mouse
model for engraftment of human cells. Blood 2002; 100(9):
3175–82.

11. Traggiai E, Chicha L, Mazzucchelli L, Bronz L, Piffaretti JC, Lanza-
vecchia A, Manz MG. Development of a human adaptive immune
system in cord blood cell-transplanted mice. Science 2004;
304(5667): 104–7.

12. Astashkina A, Mann B, Grainger DW. A critical evaluation of in vitro
cell culture models for high-throughput drug screening and toxicity.
Pharmacol Ther. 2012; 134(1): 82–106.

13. Hester RE, Harrison RM, eds. Alternatives to animal testing. Issues
in Environmental Science and Technology, Vol. 23. Cambridge: The
Royal Society of Chemistry; 2006.

14. Shankar G, Bader R, Lodge PA. The COSTIM bioassay: a novel po-
tency test for dendritic cells. J Immunol Methods 2004; 285(2):
293–9.

15. Shankar G, Fourrier MS, Grevenkamp MA, Lodge PA. Validation of
the COSTIM bioassay for dendritic cell potency. J Pharm Biomed
Anal. 2004; 36(2): 285–94.

16. Hinz T, Buchholz CJ, van der Stappen T, Cichutek K, Kalinke U. Ma-
nufacturing and quality control of cell-based tumor vaccines: a sci-
entific and a regulatory perspective. J Immunother. 2006; 29(5):
472–6.

17. Buchholz M, Knauer J, Lehmann J, Hass M, Gargosky S. Qualificati-
on of the COSTIM assay to determine potency and use in clinical tri-
als. Cytotherapy 2013; 15(4): S51.

18. Schneider CK, Salmikangas P, Jilma B, Flamion B, Todorova LR,
Paphitou A, et al. Challenges with advanced therapy medicinal pro-
ducts and how to meet them. Nat Rev Drug Discov. 2010; 9(3):
195–201.

19. Áàñîê ÞÁ, Ñåâàñòüÿíîâ ÂÈ. Òåõíîëîãèè òêàíåâîé èíæåíåðèè
è ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû â ëå÷åíèè äåôåêòîâ õðÿùåâîé
òêàíè ñóñòàâîâ. Âåñòíèê òðàíñïëàíòîëîãèè è èñêóññòâåí-
íûõ îðãàíîâ 2016; 18(4): 102–22.

20. New advanced therapy to repair cartilage defects in the knee (19
May 2017. EMA/CHMP/315817/2017). Available from: https://
goo.gl/zGVBR9.

21. Amer LD, Mahoney MJ, Bryant SJ. Tissue engineering approaches
to cell-based type 1 diabetes therapy. Tissue Eng Part B Rev. 2014;
20(5): 455–67.

22. Daoud JT, Petropavlovskaia MS, Patapas JM, Degrandpré CE, Di-
raddo RW, Rosenberg L, Tabrizian M. Long-term in vitro human
pancreatic islet culture using three-dimensional microfabricated
scaffolds. Biomaterials 2011; 32(6): 1536–42.

23. Ñêàëåöêàÿ ÃÍ, Ñêàëåöêèé ÍÍ, Ñåâàñòüÿíîâ ÂÈ. Ïåðñïåêòèâû
ïðèìåíåíèÿ òêàíåèíæåíåðíûõ êîíñòðóêöèé ïîäæåëóäî÷íîé
æåëåçû â ëå÷åíèè ñàõàðíîãî äèàáåòà 1-ãî òèïà. Âåñòíèê
òðàíñïëàíòîëîãèè è èñêóññòâåííûõ îðãàíîâ 2016; 18(4):
133–45.

24. Çîðèí Â, Çîðèíà À, ×åðêàñîâ Â, Êîïíèí Ï, Äååâ Ð, Èñàåâ À è äð.
Ïðèìåíåíèå àóòîëîãè÷íûõ äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ äëÿ
êîððåêöèè âîçðàñòíûõ èçìåíåíèé êîæè ëèöà. Ðåçóëüòàòû
ãîäè÷íûõ èññëåäîâàíèé. Ýñòåòè÷åñêàÿ ìåäèöèíà 2012; 11(2):
171–82.

25. Àëåéíèê Äß, Çîðèí ÂË, Åðåìèí ÈÈ, Êîðñàêîâ ÈÍ, ×àðûêîâà ÈÍ.
Èñïîëüçîâàíèå êëåòî÷íûõ òåõíîëîãèé äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ
ïîâðåæäåíèé êîæè ïðè îæîãîâîé òðàâìå. Ñîâðåìåííûå
ïðîáëåìû íàóêè è îáðàçîâàíèÿ 2015; (4). Available from:
https://goo.gl/3aW9Ug.

26. Êîâàëåâ ÃÀ, Ââåäåíñêèé ÁÏ, Ñàíäîìèðñêèé ÁÏ. Òåõíîëîãèÿ ìî-
äåëèðîâàíèÿ îñòåîàðòðîçà êðóïíûõ ñóñòàâîâ. Biotechnologia
Acta 2010; 3(4): 37–43.

27. Ìàêóøèí ÂÄ, Ñòåïàíîâ ÌÀ, Ñòóïèíà ÒÀ. Ýêñïåðèìåíòàëüíîå
ìîäåëèðîâàíèå îñòåîàðòðîçà êîëåííîãî ñóñòàâà ó ñîáàê.
Áèîìåäèöèíà 2012; (3): 108–15.

28. Yoo SA, Park BH, Yoon HJ, Lee JY, Song JH, Kim HA, et al. Calcineu-
rin modulates the catabolic and anabolic activity of chondrocytes
and participates in the progression of experimental osteoarthritis.
Arthritis Rheum. 2007; 56(7): 2299–311.

29. Baragi VM, Becher G, Bendele AM, Biesinger R, Bluhm H, Boer J, et
al. A new class of potent matrix metalloproteinase 13 inhibitors for
potential treatment of osteoarthritis: Evidence of histologic and cli-
nical efficacy without musculoskeletal toxicity in rat models. Arthri-
tis Rheum. 2009; 60(7): 2008–18.

30. Ìåòîäû ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ îñòåîàðòðî-
çîâ ó ìåëêèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ. Available from:
https://goo.gl/n6jd3t.

31. Ozkan FU, Ozkan K, Ramadan S, Guven Z. Chondroprotective effect
of N-acetylglucosamine and hyaluronate in early stages of osteoar-
thritis — an experimental study in rabbits. Bull NYU Hosp Jt Dis.
2009; 67(4): 352–7.

32. Jean YH, Wen ZH, Chang YC, Hsieh SP, Tang CC, Wang YH, Wong CS.
Intraarticular injection of the cyclooxygenase-2 inhibitor parecoxib
attenuates osteoarthritis progression in anterior cruciate liga-
ment-transected knee in rats: role of excitatory amino acids. Osteo-
arthritis Cartilage 2007; 15(6): 638–45.

33. Hayami T, Pickarski M, Wesolowski GA, McLane J, Bone A, Destefa-
no J, et al. The role of subchondral bone remodeling in osteoarthri-
tis: reduction of cartilage degeneration and prevention of osteophy-
te formation by alendronate in the rat anterior cruciate ligament
transection model. Arthritis Rheum. 2004; 50(4): 1193–206.

34. Janusz MJ, Bendele AM, Brown KK, Taiwo YO, Hsieh L, Heitmeyer
SA. Induction of osteoarthritis in the rat by surgical tear of the me-
niscus: Inhibition of joint damage by a matrix metalloproteinase in-
hibitor. Osteoarthritis Cartilage 2002; 10(10): 785–91.

35. Dai G, Wang S, Li J, Liu C, Liu Q. The validity of osteoarthritis model
induced by bilateral ovariectomy in guinea pig. J Huazhong Univ Sci
Technolog Med Sci. 2006; 26(6): 716–9.

36. Bendele AM, Hulman JF. Spontaneous cartilage degeneration in
guinea pigs. Arthritis Rheum. 1988; 31(4): 561–5.

37. Bendele AM. Animal models of osteoarthritis in an era of molecular
biology. J Musculoskelet Neuronal Interact. 2002; 2(6): 501–3.

38. Uchida K, Urabe K, Naruse K, Ogawa Z, Mabuchi K, Itoman M. Hy-
perlipidemia and hyperinsulinemia in the spontaneous osteoarthri-
tis mouse model, STR/Ort. Exp Anim. 2009; 58(2): 181–7.

39. Vallon R, Freuler F, Desta-Tsedu N, Robeva A, Dawson J, Wenner P,
et al. Serum amyloid A (apoSAA) expression is up-regulated in rhe-
umatoid arthritis and induces transcription of matrix metalloprotei-
nases. J Immunol. 2001; 166(4): 2801–7.

40. Øèìàíñêèé ÂÀ, Êóøíèð ÂÀ, Ôðîëîâ ÂÈ, Êðàøåíèííèêîâ ÌÅ,
Áàðàíîâà ÎÂ, Îíèùåíêî ÍÀ. Ïðèìåíåíèå àóòîëîãè÷íûõ êëå-
òîê êîñòíîãî ìîçãà äëÿ òîðìîæåíèÿ ðàçðóøåíèÿ ñòðóêòó-
ðû õðÿùà ïðè îñòåîàðòðîçå êîëåííûõ ñóñòàâîâ. Â êí.: Øóìà-
êîâà ÂÈ, Îíèùåíêî ÍÀ, ðåä. Áèîëîãè÷åñêèå ðåçåðâû êëåòîê
êîñòíîãî ìîçãà è êîððåêöèÿ îðãàííûõ äèñôóíêöèè. Ì.: ËÀÂÐ,
2009. Ñ. 213–24.

41. Hedlund P, Matsumoto K, Andersson KE. Animal models of erectile
dysfunction. Curr Protoc Pharmacol. 2005; Chapter 5: Unit 5.41.

42. Ïîëÿíñêèõ ËÑ, Ïåòðîñÿí ÌÀ, Æåñòêîâà ÍÂ, Áàëàøîâà ÍÍ. Ýê-
ñïåðèìåíòàëüíûå ìîäåëè ïàòîëîãèè ïå÷åíè. Ýêñïåðèìåíòà-
ëüíàÿ è êëèíè÷åñêàÿ ôàðìàêîëîãèÿ 2017; 80(2): 39–44.

43. Ìûøêèí ÂÀ, Èáàòóëëèíà ÐÁ, Âîëêîâà ÅÑ, Ñàâëóêîâ ÀÈ, Ñèìî-
íîâà ÍÈ. Ñïîñîá ìîäåëèðîâàíèÿ òîêñè÷åñêîé ãåïàòîïàòèè.
Ïàòåíò Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè, ¹ 2188457; 2002.

44. Ìûøêèí ÂÀ, Èáàòóëëèíà ÐÁ, Ñàâëóêîâ ÀÈ, Ñèìîíîâà ÍÈ, Áà-
êèðîâ ÀÁ. Ñïîñîá ìîäåëèðîâàíèÿ öèððîçà ïå÷åíè. Ïàòåíò
Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè, ¹ 2197018; 2003.

140 ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå. 2017. Ò. 17. ¹ 3

Å. Â. Ìåëüíèêîâà, Î. Â. Ìåðêóëîâà, À. À. ×àïëåíêî, Â. À. Ìåðêóëîâ



45. Ðûêàëî ÍÀ, Ãóìèíñêàÿ ÎÞ. Çàêîíîìåðíîñòè è îñîáåííîñòè
ðåïàðàòèâíîé ðåãåíåðàöèè ïå÷åíè íåïîëîâîçðåëûõ êðûñ íà
ôîíå õðîíè÷åñêîãî ìåäèêàìåíòîçíîãî ãåïàòèòà â ýêñïåðè-
ìåíòå. Æóðíàë àíàòîìèè è ãèñòîïàòîëîãèè 2014; 3(1): 37–9.

46. Õàáðèåâ ÐÓ, ðåä. Ðóêîâîäñòâî ïî ïðîâåäåíèþ êëèíè÷åñêèõ èñ-
ñëåäîâàíèé íîâûõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ. Ì., 2005. C. 360.

47. Âåíãåðîâñêèé ÀÈ, Êîâàëåíêî ÌÞ, Àðáóçîâ ÀÃ, Ãîëîâèíà ÅË,
×ó÷àëèí ÂÑ, Ñîñíèíà ÍÂ è äð. Âëèÿíèå ãåïàòîïðîòåêòîðîâ
ðàñòèòåëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ íà ýôôåêòû ïðåäíèçîëîíà
ïðè ýêñïåðèìåíòàëüíîì òîêñè÷åñêîì ãåïàòèòå. Ðàñòè-
òåëüíûå ðåñóðñû 1998; 34(3): 91–6.

48. Ãðèöàé ÄÂ, Ëåáåäèíñêèé ÀÑ, Î÷åíàøêî ÎÂ, Ðîãóëüñêàÿ ÅÞ,
Ïåòðåíêî ÞÀ, Ëîçèíñêèé ÂÈ è äð. Òðàíñïëàíòàöèÿ êðèîêîí-
ñåðâèðîâàííûõ êëåòîê ôåòàëüíîé ïå÷åíè, çàñåëåííûõ â ìàê-
ðîïîðèñòûå àëüãèíàò-æåëàòèíîâûå ìàòðèöû, êðûñàì ñ
ïå÷åíî÷íîé íåäîñòàòî÷íîñòüþ. Âåñòíèê òðàíñïëàíòîëî-
ãèè è èñêóññòâåííûõ îðãàíîâ 2015; 17(3): 50–7.

49. Itoh A, Isoda K, Kondoh M, Kawase M, Watari A, Kobayashi M, et al.
Hepatoprotective effect of syringic acid and vanillic acid on CCl4-in-
duced liver injury. Biol Pharm Bull. 2010; 33(6): 983–7.

50. Nir T, Melton DA, Dor Y. Recovery from diabetes in mice by beta cell
regeneration. J Clin Invest. 2007; 117(9): 2553–61.

51. Cardinal JW, Allan DJ, Cameron DP. Poly(ADP-ribose)polymerase
activation determines strain sensitivity to stpretrozotocin-induced
beta cell death in inbred mice. J Mol Endocrinol. 1999; 22(1): 65–70.

52. Szkudelski T. The mechanism of alloxan and streptozotocin action
in B cells of the rat pancreas. Physiol Res. 2001; 50(6): 537–46.

53. Toyoda H, Formby B. Contribution of T cells to the development of
autoimmune diabetes in the NOD mouse model. Bioessays 1998;
20(9): 750–7.

54. Green EA, Flavell RA. Tumor necrosis factor-alpha and the progres-
sion of diabetes in non-obese diabetic mice. Immunol Rev. 1999;
169: 11–22.

55. Zornoff LA, Paiva SA, Minicucci MF, Spadaro J. Experimental myo-
cardium infarction in rats: analysis of the model. Arq Bras Cardiol.
2009; 93(4): 434–40, 426–32.

56. Chimenti S, Carlo E, Masson S, Bai A, Latini R. Myocardial infarcti-
on: animal models. Methods Mol Med. 2004; 98: 217–26.

57. Limbourg A, Korff T, Napp LC, Schaper W, Drexler H, Limbourg FP.
Evaluation of postnatal arteriogenesis and angiogenesis in a mouse
model of hind-limb ischemia. Nat Protoc. 2009; 4(12): 1737–46.

58. Lotfi S, Patel AS, Mattock K, Egginton S, Smith A, Modarai B. To-
wards a more relevant hind limb model of muscle ischaemia. Athe-
rosclerosis 2013; 227(1): 1–8.

59. Shevchenko EK, Makarevich PI, Tsokolaeva ZI, Boldyreva MA, Syso-
eva VY, Tkachuk VA, Parfyonova YV. Transplantation of modified
human adipose derived stromal cells expressing VEGF165 results
in more efficient angiogenic response in ischemic skeletal muscle.
J Transl Med. 2013; 11: 138.

60. Traktuev DO, Prater DN, Merfeld-Clauss S, Sanjeevaiah AR, Saa-
datzadeh MR, Murphy M, et al. Robust functional vascular network
formation in vivo by cooperation of adipose progenitor and endot-
helial cells. Circ Res. 2009; 104(12): 1410–20.

61. Xie Y, Zhu KQ, Deubner H, Emerson DA, Carrougher GJ, Gibran NS,
Engrav LH. The microvasculature in cutaneous wound healing in
the female red Duroc pig is similar to that in human hypertrophic
scars and different from that in the female Yorkshire pig. J Burn
Care Res. 2007; 28(3): 500–6.

62. Zhu KQ, Carrougher GJ, Gibran NS, Isik FF, Engrav LH. Review of
the female Duroc/Yorkshire pig model of human fibroproliferative
scarring. Wound Repair Regen. 2007; 15 Suppl 1: S32–9.

63. Porter RM. Mouse models for human hair loss disorders. J Anat.
2003; 202(1): 125–31.

64. Azzi L, El-Alfy M, Martel C, Labrie F. Gender differences in mouse
skin morphology and specific effects of sex steroids and dehydroe-
piandrosterone. J Invest Dermatol. 2005; 124(1): 22–7.

65. Chen JS, Longaker MT, Gurtner GC. Murine models of human wo-
und healing. Methods Mol Biol. 2013; 1037: 265–74.

66. Lindblad WJ. Considerations for selecting the correct animal model
for dermal wound-healing studies. J Biomater Sci Polym Ed. 2008;
19(8): 1087–96.

67. Ansell DM, Campbell L, Thomason HA, Brass A, Hardman MJ. A
statistical analysis of murine incisional and excisional acute wound
models. Wound Repair Regen. 2014; 22(2): 281–7.

68. Naumova AV, Modo M, Moore A, Murry CE, Frank JA. Clinical ima-
ging in regenerative medicine. Nat Biotechnol. 2014; 32(8): 804–18.

69. Daar AS, Greenwood HL. A proposed definition of regenerative me-
dicine. J Tissue Eng Regen Med. 2007; 1(3): 179–84.

70. Fischer UM, Harting MT, Jimenez F, Monzon-Posadas WO, Xue H,
Savitz SI, et al. Pulmonary passage is a major obstacle for intrave-
nous stem cell delivery: the pulmonary first-pass effect. Stem Cells
Dev. 2009; 18(5): 683–92.

71. Harting MT, Jimenez F, Xue H, Fischer UM, Baumgartner J, Dash
PK, Cox CS. Intravenous mesenchymal stem cell therapy for trau-
matic brain injury. J Neurosurg. 2009; 110(6): 1189–97.

72. Everaert BR, Bergwerf I, De Vocht N, Ponsaerts P, Van Der Linden A,
Timmermans JP, Vrints CJ. Multimodal in vivo imaging reveals li-
mited allograft survival, intrapulmonary cell trapping and minimal
evidence for ischemia-directed BMSC homing. BMC Biotechnol.
2012; 12: 93.

73. Ramsden CM, Powner MB, Carr AJ, Smart MJ, da Cruz L, Coffey PJ.
Stem cells in retinal regeneration: past, present and future. Deve-
lopment 2013; 140(12): 2576–85.

74. Husser O, Monmeneu JV, Bonanad C, Gomez C, Chaustre F, Nu-
nez J, et al. Head-to-head comparison of 1 week versus 6 months
CMR-derived infarct size for prediction of late events after STEMI. Int
J Cardiovasc Imaging 2013; 29(7): 1499–509.

75. Kumar R, Nguyen HD, Ogren JA, Macey PM, Thompson PM, Fona-
row GC, et al. Global and regional putamen volume loss in patients
with heart failure. Eur J Heart Fail. 2011; 13(6): 651–5.

76. Øàìàíñêàÿ ÒÂ, Îñèïîâà ÅÞ, Ïóðáóåâà ÁÁ, Óñòþãîâ ÀÞ, Àñòðå-
ëèíà ÒÀ, ßêîâëåâà ÌÂ, Ðóìÿíöåâ ÑÀ. Êóëüòèâèðîâàíèå ìåçåí-
õèìàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ex vivo â ðàçëè÷íûõ ïèòàòå-
ëüíûõ ñðåäàõ (îáçîð ëèòåðàòóðû è ñîáñòâåííûé îïûò). Îí-
êîãåìàòîëîãèÿ 2010; 3: 65–71.

77. Correa PL, Mesquita CT, Felix RM, Azevedo JC, Barbirato GB, Falcão
CH, et al. Assessment of intra-arterial injected autologous bone
marrow mononuclear cell distribution by radioactive labeling in
acute ischemic stroke. Clin Nucl Med. 2007; 32(11): 839–41.

78. Daadi MM, Li Z, Arac A, Grueter BA, Sofilos M, Malenka RC, et al.
Molecular and magnetic resonance imaging of human embryonic
stem cell-derived neural stem cell grafts in ischemic rat brain. Mol
Ther. 2009; 17(7): 1282–91.

79. Australian Public Assessment Report for Remestemcel-L, ex vivo
adult human mesenchymal stem cells. Prochymal® (Osiris). Avai-
lable from: https://goo.gl/YEKuWf.

80. Assessment report. Holoclar (18 December 2014. EMA/25273/
2015). Available from: https://goo.gl/ns68Yq.

Îá àâòîðàõ
Ôåäåðàëüíîå ãîñóäàðñòâåííîå áþäæåòíîå ó÷ðåæäåíèå «Íàó÷íûé öåíòð ýêñïåðòèçû ñðåäñòâ ìåäèöèíñêîãî ïðèìåíåíèÿ» Ìèíèñòåðñòâà
çäðàâîîõðàíåíèÿ Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè, 127051, Ðîññèéñêàÿ Ôåäåðàöèÿ, Ìîñêâà, Ïåòðîâñêèé áóëüâàð, ä. 8, ñòð. 2.
Ìåëüíèêîâà Åêàòåðèíà Âàëåðüåâíà. Âåäóùèé ýêñïåðò ëàáîðàòîðèè áèîìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ Èñïûòàòåëüíîãî öåíòðà
ýêñïåðòèçû êà÷åñòâà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ, êàíä. áèîë. íàóê.
Ìåðêóëîâà Îëüãà Âëàäèìèðîâíà. Âåäóùèé ýêñïåðò ëàáîðàòîðèè áèîìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ Èñïûòàòåëüíîãî öåíòðà ýêñ-
ïåðòèçû êà÷åñòâà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ, êàíä. ìåä. íàóê.
×àïëåíêî Àëåêñàíäð Àíäðååâè÷. Ýêñïåðò 2 êàòåãîðèè ëàáîðàòîðèè áèîìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ Èñïûòàòåëüíîãî öåíòðà ýêñ-
ïåðòèçû êà÷åñòâà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ.
Ìåðêóëîâ Âàäèì Àíàòîëüåâè÷. Çàìåñòèòåëü ãåíåðàëüíîãî äèðåêòîðà ïî ýêñïåðòèçå ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ, ä-ð ìåä. íàóê, ïðîôåññîð.

Àäðåñ äëÿ ïåðåïèñêè: ×àïëåíêî Àëåêñàíäð Àíäðååâè÷; Chaplenko@expmed.ru

Äèçàéí äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé áèîìåäèöèíñêèõ êëåòî÷íûõ ïðîäóêòîâ

ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå. 2017. Ò. 17. ¹ 3 141



Design of preclinical studies of biomedical cell products:
characteristics, key principles and requirements

E. V. Melnikova, O. V. Merkulova, A. A. Chaplenko, V. A. Merkulov

Federal State Budgetary Institution «Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products»
Ministry of Health of Russian Federation, 127051, Moscow, Petrovsky Boulevard 8, bld. 2, Moscow, 127051, Russian Federation

According to the Federal Law «On Biomedical Cell Products», preclinical trials are an integral part of biomedical cell prod-
uct (BCP) development. This article describes the basic principles of fulfilling requirements laid down in the Rules for con-
ducting preclinical trials of BCPs. The main objective of preclinical trials is evaluation of efficacy, safety and biodistribution
of cell products. Properly justified markers of biological activity must be used for reliable identification of BCP
pharmacodynamic action in the host organism. BCP safety assessment must be comprehensive and include identification,
characterization and quantitative evaluation of potential local and systemic toxicity, estimation of the onset of toxicity and
possibility of its reduction, and the effect of a particular drug dose on the results of toxicity studies. The ultimate goal of
preclinical toxicity studies is to obtain data sufficient for making a conclusion on the possibility of conducting clinical trials
of BCP and determining associated risks. The key principles of preclinical trials design are a rational approach and justifi-
cation of all decisions made during the study. The results of preclinical trials that were conducted in compliance with the
law, can be included in the BCP dossier and considered during the product authorization by the expert institution of the
Ministry of Health.
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Ïðîâåäåíî èçó÷åíèå îñíîâíûõ ýïèäåìèîëîãè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé ïî òóáåðêóëåçó ó äåòåé è ïîäðîñòêîâ â Ðîññèè. Óñ-
òàíîâëåíî, ÷òî ïîêàçàòåëü çàáîëåâàåìîñòè òóáåðêóëåçîì ýòîé ãðóïïû íàñåëåíèÿ, íåñìîòðÿ íà ñíèæåíèå, îñòàåòñÿ
íà âûñîêîì óðîâíå. Ïîêàçàòåëü çàáîëåâàåìîñòè äåòåé èç êîíòàêòîâ ñ áàêòåðèîâûäåëèòåëÿìè ïðåâûøàåò çàáîëå-
âàåìîñòü äåòåé â öåëîì ïî Ðîññèè â 30 ðàç, ïîäðîñòêîâ — â 25 ðàç. Ó çíà÷èòåëüíîé äîëè çàáîëåâøèõ äåòåé è ïîä-
ðîñòêîâ èç òóáåðêóëåçíûõ î÷àãîâ âûÿâëÿþòñÿ ìèêîáàêòåðèè òóáåðêóëåçà (ÌÁÒ) ñ ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñ-
òîé÷èâîñòüþ, ÷òî òðåáóåò ïåðåñìîòðà ïîäõîäîâ ê îðãàíèçàöèè ïðîôèëàêòè÷åñêèõ ìåðîïðèÿòèé ó ýòîé ãðóïïû ëèö.
Çíà÷åíèå òóáåðêóëèíîâîé ïðîáû Ìàíòó êàê äèàãíîñòè÷åñêîãî òåñòà ó ïîäðîñòêîâ íåâåëèêî. Äëÿ ñêðèíèíãîâûõ èñ-
ñëåäîâàíèé ó ïîäðîñòêîâ è äåòåé ñòàðøå 7 ëåò èñïîëüçóåòñÿ Äèàñêèíòåñò®, ñîñòîÿùèé èç äâóõ ñïåöèôè÷íûõ äëÿ
ÌÁÒ àíòèãåíîâ. Ñïåöèôè÷åñêàÿ ïðîôèëàêòèêà òóáåðêóëåçà íîâîðîæäåííûõ ïðîâîäèòñÿ âàêöèíàöèåé äåòåé æèâû-
ìè âàêöèíàìè ÁÖÆ-Ì è ÁÖÆ. Ñ öåëüþ óìåíüøåíèÿ ðèñêà ïîñòâàêöèíàëüíûõ îñëîæíåíèé, êîòîðûå â çíà÷èòåëüíîé
ìåðå ñâÿçàíû ñ îñòàòî÷íîé âèðóëåíòíîñòüþ ñóáøòàììà ÁÖÆ, ïðîâåäåíî óñîâåðøåíñòâîâàíèå ïðîôèëàêòè÷åñêîãî
ïðåïàðàòà: íà 30 % ñíèæåíî êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ÁÖÆ â 1 ìã âàêöèíû. Ñ 2012 ãîäà ðåãëàìåíòèðî-
âàí âûïóñê ñåðèé âàêöèíû ÁÖÆ, ñîäåðæàùèõ â ïðèâèâî÷íîé äîçå îò 500 òûñ. äî 1 ìëí., à ñåðèé âàêöèíû ÁÖÆ-Ì —
îò 375 òûñ. äî 575 òûñ. æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ÁÖÆ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: çàáîëåâàåìîñòü òóáåðêóëåçîì; ìèêîáàêòåðèè òóáåðêóëåçà (ÌÁÒ); ñêðèíèíãîâûå èììóíîëîãè-
÷åñêèå ïðîáû (Ìàíòó è äèàñêèíòåñò); âàêöèíà ÁÖÆ; îñëîæíåíèÿ âàêöèíàöèè.

Áèáëèîãðàôè÷åñêîå îïèñàíèå: Àêñåíîâà ÂÀ, Ëåâè ÄÒ, Àëåêñàíäðîâà ÍÂ, Êóäëàé ÄÀ. Ñîâðåìåííîå ñîñòîÿíèå âî-
ïðîñà çàáîëåâàåìîñòè äåòåé òóáåðêóëåçîì, ïðåïàðàòû äëÿ ïðîôèëàêòèêè è äèàãíîñòèêè èíôåêöèè. Áèîïðåïà-
ðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå 2017; 17(3): 145–151.

Ïî äàííûì Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèåé çäðàâîîõðàíåíèÿ
(ÂÎÇ) òóáåðêóëåç äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ïðîäîëæàåò îñ-
òàâàòüñÿ ãëîáàëüíîé ïðîáëåìîé çäðàâîîõðàíåíèÿ â ìèðå.
Îêîëî òðåòè íàñåëåíèÿ çåìíîãî øàðà óæå èíôèöèðîâàíî
ìèêîáàêòåðèÿìè òóáåðêóëåçà, â áóäóùåì (ïî ñîñòîÿíèþ
ïðîáëåìû íà ñåãîäíÿøíèé äåíü) 5–10 % èç íèõ çàáîëåþò
òóáåðêóëåçîì. Îêîëî 1 ìèëëèîíà çàáîëåâøèõ — ýòî äåòè
â âîçðàñòå äî 15 ëåò, ÷òî ñîñòàâëÿåò áîëåå 10 % îò âñåõ íî-
âûõ ñëó÷àåâ çàáîëåâàíèÿ. Â ðàçíûõ ñòðàíàõ íà äîëþ äåòåé
ïðèõîäèòñÿ îò 3 äî 25 % îáùåãî ÷èñëà çàáîëåâøèõ òóáåð-
êóëåçîì [1].

Çàáîëåâàåìîñòü äåòåé òóáåðêóëåçîì ñ÷èòàåòñÿ âàæ-
íûì ïðîãíîñòè÷åñêèì ýïèäåìèîëîãè÷åñêèì ïîêàçàòåëåì,
îòðàæàþùèì îáùóþ ýïèäåìè÷åñêóþ ñèòóàöèþ ïî òóáåð-
êóëåçó â ðåãèîíå. Òóáåðêóëåç — ïðîáëåìà íå òîëüêî èí-
ôåêöèîííàÿ, íî â çà÷èòåëüíîé ìåðå ïðîáëåìà ñîöèàëü-
íî-áèîëîãè÷åñêàÿ. Â óñëîâèÿõ ñíèæåíèÿ èììóíèòåòà, ñâÿ-
çàííîãî ñ íèçêèì óðîâíåì æèçíè, ñòðåññîâîé ñèòóàöèåé,
ÂÈ×-èíôåêöèåé è äð., íåñìîòðÿ íà âñå ïðîâîäèìûå ìåðî-
ïðèÿòèÿ â áîðüáå ñ äàííîé èíôåêöèåé, ïðîèñõîäèò àêòè-
âàöèÿ ëàòåíòíîé èíôåêöèè. Â ñâîþ î÷åðåäü, âîçáóäèòåëü

èíôåêöèè — ìèêîáàêòåðèÿ òóáåðêóëåçà (ÌÁÒ) — ñïîñîá-
ñòâóåò äàëüíåéøåìó óãëóáëåíèþ èììóíîäåôèöèòíîãî ñî-
ñòîÿíèÿ. Ê îñíîâíîé áèîëîãè÷åñêîé ïðîáëåìå îòíîñèòñÿ
ñïîñîáíîñòü ìèêîáàêòåðèé òóáåðêóëåçíîãî êîìïëåêñà
ïðèñïîñàáëèâàòüñÿ ê ïðîòèâîòóáåðêóëåçíûì ïðåïàðàòàì,
äîâîëüíî áûñòðî ïðèîáðåòàòü óñòîé÷èâîñòü ê áîëüøèíñò-
âó èç íèõ. Âïåðâûå ýòî íàãëÿäíî ïðîÿâèëîñü â êîíöå ïðî-
øëîãî âåêà, êîãäà íà ôîíå çíà÷èòåëüíîãî ñíèæåíèÿ çàáî-
ëåâàåìîñòè â ðåçóëüòàòå óñïåøíîãî ïðèìåíåíèÿ íîâûõ
ýôôåêòèâíûõ ïðîòèâîòóáåðêóëåçíûõ ïðåïàðàòîâ ÂÎÇ âû-
äâèíóëà ïîñòóëàò «Ê 1990 ãîäó òóáåðêóëåç áóäåò ïîáåæ-
äåí». Îäíàêî âìåñòî ýòèõ ðàäóæíûõ íàäåæä ìèð èìåë
äðàìàòè÷åñêèé ðîñò çàáîëåâàåìîñòè òóáåðêóëåçîì, êîòî-
ðûé â ðÿäå ðåãèîíîâ áûë ïðèçíàí ýïèäåìèåé. Êîñíóëàñü
ýòà ïðîáëåìà è íàøåé ñòðàíû íà ôîíå ðàñïàäà ÑÑÑÐ. Ïî-
ìèìî óõóäøåíèÿ ñîöèàëüíî-ýêîíîìè÷åñêèõ óñëîâèé, çíà-
÷èòåëüíîå âëèÿíèå íà ðîñò çàáîëåâàåìîñòè â ñòðàíå îêà-
çàëî çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå ñëó÷àåâ òóáåðêóëåçà ñ
ìíîæåñòâåííîé ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòüþ (ÌËÓ) çà
ñ÷åò ñïîñîáíîñòè ìèêîáàêòåðèé áûñòðî ïðèñïîñàáëèâàòü-
ñÿ ê ïðîòèâîòóáåðêóëåçíûì ïðåïàðàòàì. Ýòî ïðèâåëî ê
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óâåëè÷åíèþ ÷èñëà ëèö ñ õðîíè÷åñêèì òå÷åíèåì çàáîëåâà-
íèÿ, èçëå÷åíèå êîòîðûõ ñîïðÿæåíî ñ áîëüøèìè òðóäíî-
ñòÿìè [2, 3].

Äåòè êàê íàèáîëåå óÿçâèìàÿ ãðóïïà íàñåëåíèÿ ïåð-
âûìè îòâå÷àþò íà íåãàòèâíûå ñîöèàëüíî-ýêîíîìè÷åñêèå
ïðîáëåìû óâåëè÷åíèåì ÷èñëà áîëüíûõ òóáåðêóëåçîì.
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âî ôòèçèàòðèè äëÿ ðàííåé äèàãíîñòè-
êè çàáîëåâàíèÿ àêòèâíî èñïîëüçóþòñÿ íîâûå íàó÷íî-òåõ-
íè÷åñêèå äîñòèæåíèÿ: êîìïüþòåðíàÿ òîìîãðàôèÿ, ìàã-
íèòíî-ðåçîíàíñíàÿ òîìîãðàôèÿ, èììóíîëîãè÷åñêèå òåñòû
in vivo è in vitro, óñêîðåííûå ìåòîäû áàêòåðèîëîãè÷åñêîãî
ïîäòâåðæäåíèÿ òóáåðêóëåçà. Ýòî ñïîñîáñòâóåò óëó÷øå-
íèþ ðàáîòû ïî ðàííåìó âûÿâëåíèþ çàáîëåâàíèÿ, ñòàáèëè-
çàöèè ïîêàçàòåëåé çàáîëåâàåìîñòè è ñìåðòíîñòè îò
òóáåðêóëåçà.

Ïðîâåäåííûé àíàëèç ýïèäåìèîëîãè÷åñêèõ ïîêàçàòå-
ëåé ïî òóáåðêóëåçó â ïåðèîä ñ 1992 ïî 2016 ãîä â öåëîì ïî
Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè (èñòî÷íèêè: ôîðìû Ôåäåðàëüíîãî
ñòàòèñòè÷åñêîãî íàáëþäåíèÿ ¹ 8 è ¹ 33, íàñåëåíèå —
ôîðìû ¹ 1 è ¹ 4) ïîêàçàë ðîñò ðåãèñòðèðóåìîé çàáîëå-
âàåìîñòè òóáåðêóëåçîì äåòåé ê 2002 ã. â 2,2 ðàçà (ñ 9,4 äî
19,1 íà 100 òûñ. äåòñêîãî íàñåëåíèÿ). Â ïîñëåäóþùèå ïÿòü
ëåò ýòîò ïîêàçàòåëü íåçíà÷èòåëüíî ñíèçèëñÿ è îñòàâàëñÿ â
ïðåäåëàõ 95 % äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà íà óðîâíå
16,2–16,4 íà 100 òûñ. äåòåé 0–14 ëåò [2], à çàòåì ïðè âîë-
íîîáðàçíîì êîëåáàíèè ñíèçèëñÿ ê 2013–2014 ãîäàì äî
14,3 è 13,2 ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1).

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè îòìå÷åíà ÷åòêàÿ òåíäåíöèÿ
ê óìåíüøåíèþ ÷èñëà äåòåé, çàáîëåâøèõ òóáåðêóëåçîì —
ïîêàçàòåëü çàáîëåâàåìîñòè â 2016 ãîäó ñîñòàâèë 11,5 íà
100 òûñ. Â ñòðóêòóðå çàáîëåâøèõ ïðåîáëàäàþò äåòè
6–8 ëåò, ÷òî ñâÿçàíî, êàê ïðàâèëî, ñ áîëåå òùàòåëüíûì
ïðîôèëàêòè÷åñêèì îáñëåäîâàíèåì äåòåé ïåðåä ïîñòóïëå-
íèåì â øêîëó, à òàêæå ñ îòáîðîì äåòåé, ïîäëåæàùèõ ðå-
âàêöèíàöèè ÁÖÆ.

Îñîáåííîñòüþ òå÷åíèÿ òóáåðêóëåçà ó äåòåé ÿâëÿåòñÿ
ñïîñîáíîñòü îðãàíèçìà ê «ñàìîèçëå÷åíèþ» è ïîñëåäóþ-
ùèì ôîðìèðîâàíèåì ïåòðèôèêàòîâ â ëèìôàòè÷åñêèõ óç-
ëàõ è ëåãî÷íîé òêàíè ïðè íåäîñòàòî÷íî êà÷åñòâåííûõ ïðî-
ôèëàêòè÷åñêèõ îñìîòðàõ äåòñêîãî íàñåëåíèÿ. Â öåëîì ïî
ñòðàíå åæåãîäíî ðåãèñòðèðóåòñÿ îêîëî 3000 äåòåé
0–14 ëåò ñ îñòàòî÷íûìè ïîñòòóáåðêóëåçíûìè èçìåíåíèÿ-
ìè, âûÿâëÿåìûìè ïðè ðåíòãåíîëîãè÷åñêîì îáñëåäîâàíèè
ïî ïîâîäó ïîëîæèòåëüíîé ðåàêöèè íà òóáåðêóëèíîâóþ
ïðîáó Ìàíòó (ñ 2 ÒÅ) èëè íà äèàñêèíòåñò — âíóòðèêîæíóþ
ïðîáó ñ 0,2 ìêã àëëåðãåíà òóáåðêóëåçíîãî ðåêîìáèíàíò-
íîãî (Äèàñêèíòåñò®) [4].

Ó äåòåé â âîçðàñòå 15–17 ëåò ïðåîáëàäàþò âòîðè÷íûå
ôîðìû òóáåðêóëåçà ñ õàðàêòåðíûìè ðåíòãåíîëîãè÷åñêèìè
èçìåíåíèÿìè, íåðåäêî ïîäòâåðæäàåìûå áàêòåðèîâûäå-
ëåíèåì. Îñíîâíûì ìåòîäîì âûÿâëåíèÿ òóáåðêóëåçà ó ïîä-
ðîñòêîâ ÿâëÿåòñÿ ìàññîâàÿ ôëþîðîãðàôèÿ. Áîëüøàÿ ÷àñòü
ïîäðîñòêîâ ïðîõîäèò ïðîôèëàêòè÷åñêèå îñìîòðû â ñâÿçè
ñ îáó÷åíèåì â îðãàíèçîâàííîì êîëëåêòèâå è íåîáõîäèìî-
ñòüþ îïðåäåëåíèÿ ïðèãîäíîñòè ê âîåííîé ñëóæáå. Çàáî-
ëåâàåìîñòü òóáåðêóëåçîì ó íèõ ðåãèñòðèðóåòñÿ áîëåå äîñ-
òîâåðíî, ÷åì ó äåòåé 0–14 ëåò. Çíà÷åíèå òóáåðêóëèíîäè-
àãíîñòèêè êàê äèàãíîñòè÷åñêîãî òåñòà â ýòîé âîçðàñòíîé
ãðóïïå íåâåëèêî [5].

Îáùåèçâåñòíî, ÷òî ñàìîèçëå÷åíèå îò òóáåðêóëåçà ñ
ôîðìèðîâàíèåì êàëüöèíàòîâ è ðóáöîâûõ èçìåíåíèé â
î÷àãå ïîðàæåíèÿ ÷àñòî ÿâëÿåòñÿ íåïîëíîöåííûì. Ó äåòåé
ñîõðàíÿþòñÿ ïðèçíàêè òóáåðêóëåçíîé èíòîêñèêàöèè, ÷òî
ìîæåò áûòü îäíîé èç ïðè÷èí ðàçâèòèÿ õðîíè÷åñêè-òåêó-
ùåãî ïåðâè÷íîãî èëè âòîðè÷íîãî òóáåðêóëåçà â ïîäðîñò-
êîâîì ïåðèîäå è ó ëèö ìîëîäîãî âîçðàñòà. Â áóäóùåì âîç-
ìîæíà ðåàêòèâàöèÿ ïðîöåññà (îñîáåííî â ïîäðîñòêîâîì è
ìîëîäîì âîçðàñòå), òðåáóþùàÿ õèðóðãè÷åñêîãî ëå÷åíèÿ
ïóòåì óäàëåíèÿ áîëüøèõ îñòàòî÷íûõ ïîñòòóáåðêóëåçíûõ
èçìåíåíèé. Âñå ýòî ïîäòâåðæäàåò íåîáõîäèìîñòü ïåðå-
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ñìîòðà ïîäõîäîâ ê ðàííåìó âûÿâëåíèþ òóáåðêóëåçà â äåò-
ñêîì âîçðàñòå [6].

Êëèíè÷åñêèå ôîðìû çàáîëåâàíèÿ ó äåòåé õàðàêòåðè-
çóþòñÿ ïðåîáëàäàíèåì ïîðàæåíèÿ âíóòðèãðóäíûõ ëèìôà-
òè÷åñêèõ óçëîâ áåç âîâëå÷åíèÿ â ïðîöåññ ëåãî÷íîé òêàíè.
Ó äåòåé ìîëîæå 7 ëåò òóáåðêóëåç ïðîòåêàåò ñ ïîðàæåíèåì
ëåãî÷íîé òêàíè ëèøü â 9,2 %, ó äåòåé 7–14 ëåò — â 3 ðàçà
÷àùå, à ó ïîäðîñòêîâ — ÷àùå ïî÷òè â 10 ðàç (â 86,5 % ñëó-
÷àåâ). Äîëÿ áàêòåðèîâûäåëèòåëåé ó äåòåé 0–14 ëåò ñî-
ñòàâëÿåò òîëüêî 4,3 %. Ó äåòåé ïðåîáëàäàåò ïîðàæåíèå
âíóòðèãðóäíûõ ëèìôàòè÷åñêèõ óçëîâ, ïîýòîìó áàêòåðèî-
âûäåëåíèå íå ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì êðèòåðèåì äèàãíîñòèêè.
Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ÷èñëî äåòåé è ïîäðîñòêîâ ñ áàêòåðèî-
âûäåëåíèåì íåâåëèêî, îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå âûñî-
êàÿ äîëÿ ëèö ñðåäè íèõ, âûäåëÿþùèõ ìèêîáàêòåðèè ñ
ÌËÓ — 22,5 è 20,4 % ñîîòâåòñòâåííî [6].

Ïîêàçàòåëü çàáîëåâàåìîñòè äåòåé è ïîäðîñòêîâ èç
êîíòàêòîâ ñ áàêòåðèîâûäåëèòåëÿìè â ïîñëåäíèå ãîäû
ïðåâûñèë çàáîëåâàåìîñòü â ýòèõ âîçðàñòíûõ ãðóïïàõ â öå-
ëîì ïî Ðîññèè â 30 ðàç. Íà ýòîì ôîíå ÷èñëî çàáîëåâøèõ
äåòåé è ïîäðîñòêîâ èç òóáåðêóëåçíûõ î÷àãîâ äîñòèãëî
443,7 ñëó÷àåâ â 2016 ã. (1/10 îò âñåõ çàáîëåâøèõ äåòåé,
÷èñëî íå ïðåäîòâðàùåííûõ ñëó÷àåâ çàáîëåâàíèÿ òóáåðêó-
ëåçîì ñîñòàâëÿåò 9,9 %). Âûñîêàÿ çàáîëåâàåìîñòü äåòåé è
ïîäðîñòêîâ èç òóáåðêóëåçíûõ î÷àãîâ, çà÷èòåëüíàÿ äîëÿ
èç êîòîðûõ, âûäåëÿåò ÌÁÒ ñ ÌËÓ, òðåáóåò ïåðåñìîòðà ïîä-
õîäîâ ê îðãàíèçàöèè ïðîôèëàêòè÷åñêèõ ìåðîïðèÿòèé ó
ýòîé ãðóïïû ëèö.

Àíàëèç ðàáîòû â òåððèòîðèÿõ ïî âîïðîñàì ïðîôèëàê-
òè÷åñêîãî ëå÷åíèÿ ïîêàçàë, ÷òî, êàê ïðàâèëî, õèìèîïðî-
ôèëàêòèêà ïðîâîäèòñÿ îäíèì ïðîòèâîòóáåðêóëåçíûì
ïðåïàðàòîì â àìáóëàòîðíûõ óñëîâèÿõ, ëå÷åíèå îñóùåñòâ-
ëÿåòñÿ â êîðîòêèå ñðîêè, ÷òî íåäîñòàòî÷íî äëÿ ïðåäîòâðà-
ùåíèÿ ðàçâèòèÿ ëîêàëüíîãî òóáåðêóëåçíîãî ïðîöåññà.
Ýòî ïðèâîäèò ëèøü ê îòãðàíè÷åíèþ ñïåöèôè÷åñêîãî âîñ-
ïàëåíèÿ ñ ôîðìèðîâàíèåì ìåëêèõ êàëüöèíàòîâ, ÷òî åæå-
ãîäíî ïîäòâåðæäàåòñÿ êîëè÷åñòâîì äåòåé, ó êîòîðûõ âû-
ÿâëÿåòñÿ òóáåðêóëåç â ôàçå êàëüöèíàöèè [2, 6].

Îñíîâíûìè ìåòîäàìè âûÿâëåíèÿ òóáåðêóëåçà ó äåòåé
â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿåòñÿ ìàññîâàÿ àëëåðãîäèàãíîñòè-
êà — âíóòðèêîæíûå ïðîáû ñ àëëåðãåíîì òóáåðêóëåçíûì
î÷èùåííûì â ñòàíäàðòíîì ðàçâåäåíèè (2 ÒÅ/0,1 ìë òóáåð-
êóëèíà) è ñ àëëåðãåíîì ðåêîìáèíàíòíûì òóáåðêóëåçíûì â
ñòàíäàðòíîì ðàçâåäåíèè 0,2 ìêã/0,1 ìë (Äèàñêèíòåñò®).
Ñîãëàñíî Ïðèêàçó Ìèíçäðàâà Ðîññèè îò 29.12.2014 ã.
¹ 951 «Îá óòâåðæäåíèè ìåòîäè÷åñêèõ ðåêîìåíäàöèé ïî
ñîâåðøåíñòâîâàíèþ äèàãíîñòèêè è ëå÷åíèÿ òóáåðêóëåçà
îðãàíîâ äûõàíèÿ», îáñëåäîâàíèþ ñ ïîìîùüþ ïðîáû Ìàí-
òó ñ 2 ÒÅ òóáåðêóëèíà (àëëåðãåí òóáåðêóëåçíûé î÷èùåí-
íûé â ñòàíäàðòíîì ðàçâåäåíèè) ïîäëåæàò âñå äåòè â âîç-
ðàñòå äî 7 ëåò (äî ïåðâîé ðåâàêöèíàöèè ÁÖÆ), ïîñêîëüêó
ïðîáà Ìàíòó ïîçâîëÿåò ñóäèòü î ñîñòîÿíèè ïîñòâàêöèííî-
ãî èììóíèòåòà è ïðîâîäèòü îòáîð íà ðåâàêöèíàöèþ ëèö ñ
îòðèöàòåëüíîé ðåàêöèåé. Äàíû ðåêîìåíäàöèè î ïðîâåäå-
íèè äîïîëíèòåëüíî âíóòðèêîæíîé ïðîáû ñ ïðåïàðàòîì
Äèàñêèíòåñò® ñ öåëüþ äèôôåðåíöèàëüíîé äèàãíîñòèêè
ïîñòâàêöèíàëüíîé è èíôåêöèîííîé àëëåðãèè. Ñ 7-ëåòíåãî
âîçðàñòà ñêðèíèíã íà òóáåðêóëåçíóþ èíôåêöèþ ó äåòåé è
ïîäðîñòêîâ ïðîâîäèòñÿ òàêæå ñ ïîìîùüþ äèàñêèíòåñòà [5].

Äèàñêèíòåñò® ÿâëÿåòñÿ âûñîêîñïåöèôè÷íûì ïðåïà-
ðàòîì, ñîäåðæàùèì äâà ñâÿçàííûõ ìåæäó ñîáîé àíòèãåíà
(ESAT6-CFP10). Ýòè àíòèãåíû âõîäÿò â ñîñòàâ òîëüêî âèðó-
ëåíòíûõ ìèêîáàêòåðèé òóáåðêóëåçíîãî êîìïëåêñà è îòñóò-
ñòâóþò ó M. bovis BCG. Ïðè ïðîâåäåíèè ïðîáû Ìàíòó ó äå-
òåé äî 7 ëåò ïîëîæèòåëüíàÿ ðåàêöèÿ íà òóáåðêóëèí ìîæåò

áûòü êàê ñëåäñòâèåì âàêöèíàöèè ÁÖÆ, òàê è èíôèöèðîâà-
íèÿ òóáåðêóëåçîì. Äëÿ äèôôåðåíöèàëüíîé äèàãíîñòèêè â
òàêèõ ñëó÷àÿõ äîïîëíèòåëüíî ïðîâîäèòñÿ äèàñêèíòåñò.
Ïðè îòáîðå íà ðåâàêöèíàöèþ ÁÖÆ äåòåé ïîëîæèòåëüíàÿ
ðåàêöèÿ íà òóáåðêóëèíîâóþ ïðîáó ÿâëÿåòñÿ îñíîâàíèåì
äëÿ îòâîäà îò ïðèâèâêè.

Ðàñøèðåííûå êëèíè÷åñêèå è ïîñòìàðêåòèíãîâûå èñ-
ñëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ìåòîä äèàãíîñòèêè ñ ïîìîùüþ
ïîñòàíîâêè âíóòðèêîæíîé ïðîáû ñ âûñîêîñïåöèôè÷íûì
ïðåïàðàòîì Äèàñêèíòåñò®, êîòîðóþ â îòëè÷èå îò «ïðîáû
Ìàíòó» ïðèíÿòî íàçûâàòü «äèàñêèíòåñò», ÿâëÿåòñÿ ïåð-
ñïåêòèâíûì äëÿ ïðîâåäåíèÿ ñêðèíèíãîâûõ îáñëåäîâàíèé
íà òóáåðêóëåç [5]. Äèàñêèíòåñò, êàê è ïðîáà Ìàíòó, ïðîñò â
èñïîëíåíèè è íå òðåáóåò äîïîëíèòåëüíûõ çàòðàò íà äîðî-
ãîñòîÿùåå ëàáîðàòîðíîå îáîðóäîâàíèå, ïîäîáíî òåñòàì
in vitro (òåñòàì IGRA), âûñîêàÿ ñïåöèôè÷íîñòü êîòîðûõ íå-
îäíîêðàòíî ïîäòâåðæäàëàñü [7–9]. Ïðîâåäåííûå íàó÷íûå
è êëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî äèàñêèíòåñò
òàêæå ïîçâîëÿåò îáúåêòèâíî è ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ âûÿâ-
ëÿòü ëèö ñ âûñîêèì ðèñêîì çàáîëåâàíèÿ òóáåðêóëåçîì.
Ýòîò ôàêò ïîäòâåðæäàåòñÿ îôèöèàëüíûìè ñòàòèñòè÷åñêè-
ìè ïîêàçàòåëÿìè.

Òàê, ïî èòîãàì âíåäðåíèÿ ïðèêàçà Ìèíçäðàâñîöðàç-
âèòèÿ Ðîññèè îò 29.10.2009 ã. ¹ 855 «Î âíåñåíèè èçìåíå-
íèÿ â ïðèëîæåíèå ¹ 4 ê ïðèêàçó Ìèíçäðàâà Ðîññèè îò
21 ìàðòà 2003 ã. ¹ 109» â 2010 ã. â 37 ðåãèîíàõ Ðîññèé-
ñêîé Ôåäåðàöèè, à â 2011 ã. âî âñåõ ðåãèîíàõ ñòðàíû Äèà-
ñêèíòåñò® ñòàë èñïîëüçîâàòüñÿ ïðè äèàãíîñòèêå òóáåðêó-
ëåçà â óñëîâèÿõ ïðîòèâîòóáåðêóëåçíîé ñëóæáû. Ïî äàí-
íûì ðÿäà àâòîðîâ [4, 5, 10], ó äåòåé ñ ëàòåíòíîé
òóáåðêóëåçíîé èíôåêöèåé (ËÒÈ) ïîëîæèòåëüíàÿ ðåàêöèÿ
íà Äèàñêèíòåñò® ïðÿìî êîððåëèðîâàëà ñ íàëè÷èåì
êîíòàêòà ñ áîëüíûìè-áåêòðèîâûäåëèòåëÿìè, â îòëè÷èå îò
äåòåé, êîíòàêòèðîâàâøèõ ñ áîëüíûìè áåç áàêòåðèî-
âûäåëåíèÿ.

Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ äèñêèíòåñòà ó äåòåé, ñîñòîÿùèõ â
I, IIIÀ è VI ãðóïïàõ äèñïàíñåðíîãî ó÷åòà (n = 456102) ïîêà-
çàë, ÷òî ó áîëüíûõ ñ àêòèâíûìè ôîðìàìè òóáåðêóëåçà
(I ÃÄÓ) ÷àñòîòà ïîëîæèòåëüíûõ ðåàêöèé íà äèàñêèíòåñò
ñîñòàâèëà áîëåå 90 %. Ó ïàöèåíòîâ ñ âïåðâûå âûÿâëåííû-
ìè îñòàòî÷íûìè ïîñòòóáåðêóëåçíûìè èçìåíåíèÿìè
(III À ÃÄÓ) — â 2/3 ÷àñòè ñëó÷àåâ. Ó äåòåé ñ èçìåíåííîé ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòüþ ê òóáåðêóëèíó (VI ÃÄÓ) ïîëîæèòåëüíûå ðå-
àêöèè âûÿâëåíû â êàæäîì òðåòüåì-÷åòâåðòîì ñëó÷àå [4].

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ÿâèëèñü îñíîâàíèåì äëÿ
äàëüíåéøåãî âíåäðåíèÿ äèàñêèíòåñòà â Ðîññèè êàê ñêðè-
íèíãîâîãî ìåòîäà îáñëåäîâàíèÿ íà òóáåðêóëåç [11].

Îñíîâíûì ìåòîäîì ñïåöèôè÷åñêîé ïðîôèëàêòèêè òó-
áåðêóëåçà ó äåòåé ÿâëÿåòñÿ âàêöèíàöèÿ ÁÖÆ. Ýôôåêòèâ-
íîñòü âàêöèíàöèè ÁÖÆ çà ïîñëåäíèå 2–3 äåñÿòèëåòèÿ íå-
îäíîêðàòíî ïîäâåðãàëàñü ñîìíåíèþ. Ýôôåêòèâíîñòü âàê-
öèíàöèè êîëåáàëàñü ïî äàííûì èññëåäîâàòåëåé îò 0 äî
90 % â çàâèñèìîñòè îò òåõíîëîãèè èçãîòîâëåíèÿ ïðåïàðà-
òà è èñïîëüçîâàííîãî â ïðîèçâîäñòâå ñóáøòàììà ÁÖÆ,
äîçû âàêöèíû, ýïèäñèòóàöèè ïî òóáåðêóëåçó, âîçðàñòà
ïðèâèâàåìûõ è äð. [12, 13]. Íà îñíîâàíèè äàííûõ ðàçëè÷-
íûõ èññëåäîâàòåëåé ÂÎÇ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðèâèâêà
ÁÖÆ íå çàùèùàåò âçðîñëûõ îò òóáåðêóëåçà ëåãêèõ, îäíà-
êî âàêöèíàöèÿ â íàèáîëåå ðàííèé ïåðèîä ïîñëå ðîæäåíèÿ
ïîçâîëÿåò ïðåäîòâðàòèòü òÿæåëûå ãåíåðàëèçîâàííûå
ôîðìû çàáîëåâàíèÿ ó ðåáåíêà è ñìåðòíîñòü ìàëûøåé îò
òóáåðêóëåçà [14]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ýôôåêòèâíîñòü âàê-
öèíàöèè ÁÖÆ èññëåäîâàòåëè îöåíèâàþò íà óðîâíå 80 %.

Îõâàò èììóíèçàöèåé ÁÖÆ íîâîðîæäåííûõ äåòåé â
Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè èìååò òåíäåíöèþ ê ñíèæåíèþ.

Ñîâðåìåííîå ñîñòîÿíèå âîïðîñà çàáîëåâàåìîñòè äåòåé òóáåðêóëåçîì, ïðåïàðàòû äëÿ ïðîôèëàêòèêè è äèàãíîñòèêè èíôåêöèè
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Òàê, â 2009 ã. â ðîäèëüíûõ äîìàõ âàêöèíèðîâàíû 95,7 %
íîâîðîæäåííûõ, à â 2014 — 85,5 % äåòåé [2]. Â íåêîòîðûõ
ðåãèîíàõ ýòîò ïîêàçàòåëü íå ïðåâûøàåò 75 % (ðèñ. 2). Íå-
ãàòèâíîå âëèÿíèå íà îòêàç îò âàêöèíàöèè îêàçûâàþò íå-
êîìïåòåíòíûå ïóáëèêàöèè â ïðåññå î âðåäíîì âîçäåéñò-
âèè íà îðãàíèçì ðåáåíêà ëþáûõ âàêöèí. Â ðàçâèòûõ ñòðà-
íàõ âàêöèíèðóþò ïðîòèâ òóáåðêóëåçà íîâîðîæäåííûõ
òîëüêî â ãðóïïàõ ðèñêà, òàê êàê çàáîëåâàåìîñòü òóáåðêó-
ëåçîì íå ïðåâûøàåò íåñêîëüêî åäèíèö íà 100000, ïîýòî-
ìó ðèñê çàðàæåíèÿ íåâåëèê.

Â íàøåé ñòðàíå ïåðâîé ðåâàêöèíàöèè ïîäëåæàò
15,1 % äåòåé â âîçðàñòå 6–7 ëåò. Êðàéíå íèçêèé îõâàò ðå-
âàêöèíàöèåé ÁÖÆ îáîñíîâàí âûñîêèì óðîâíåì òóáåðêó-
ëèíîïîëîæèòåëüíûõ äåòåé. Âòîðàÿ ðåâàêöèíàöèÿ, êîòî-
ðîé ïîäëåæàëè òîëüêî 3 % äåòåé â âîçðàñòå 14 ëåò, áûëà
îòìåíåíà â 2014 ãîäó [11].

Âàêöèíà ÁÖÆ — æèâàÿ âàêöèíà, åå ïðîòåêòèâíûå
ñâîéñòâà òåñíî ñâÿçàíû ñ îñòàòî÷íîé âèðóëåíòíîñòüþ ñóá-
øòàììà, ò.å. ñïîñîáíîñòüþ ÁÖÆ ðàçìíîæàòüñÿ âíóòðèêëå-
òî÷íî. Ýòî æå ñâîéñòâî âàêöèíû ïðèâîäèò ê ðåàêöèè ðå-
ãèîíàðíûõ ëèìôàòè÷åñêèõ óçëîâ, â ðåçóëüòàòå êîòîðîé
ïðîèñõîäèò èõ óâåëè÷åíèå. Çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå
ëèìôàòè÷åñêîãî óçëà (1 ñì è áîëåå) ÿâëÿåòñÿ ïîñòâàêöè-
íàëüíûì îñëîæíåíèåì — ëèìôàäåíèòîì. ×àñòîòó ëèìôà-

äåíèòîâ â ðåçóëüòàòå âàêöèíàöèè ïðèíÿòî ñ÷èòàòü «ìàðêå-
ðîì» ðåàêòîãåííîñòè âàêöèíû. Èçâåñòíî, ÷òî «ñèëüíûå»
âàêöèíû (âàêöèíû èç ñóáøòàììîâ ÁÖÆ ñ âûðàæåííîé îñ-
òàòî÷íîé âèðóëåíòíîñòüþ) äàþò áîëüøèé çàùèòíûé ýô-
ôåêò, íî è âûçûâàþò áîëüøå ëèìôàäåíèòîâ [13]. Çíà÷è-
òåëüíîå êîëè÷åñòâî ðåãèñòðèðóåìûõ â ñòðàíå ïîñòâàêöè-
íàëüíûõ ëèìôàäåíèòîâ è äðóãèõ îñëîæíåíèé, â òîì ÷èñëå
òàêèõ ñåðüåçíûõ, êàê îñòèòû, ïîñëóæèëè îñíîâàíèåì äëÿ
ïðîâåäåíèÿ ñïåöèàëüíîãî èññëåäîâàíèÿ. Â ðåçóëüòàòå
ýòîãî èññëåäîâàíèÿ âûÿâëåíà ïðÿìàÿ ïðîïîðöèîíàëüíàÿ
çàâèñèìîñòü ìåæäó ÷èñëîì æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê â
ïðèâèâî÷íîé äîçå è êîëè÷åñòâîì ïîñòâàêöèíàëüíûõ îñ-
ëîæíåíèé [15]. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñåðèè âàêöèíû
ÁÖÆ è ÁÖÆ-Ì, ïîêàçàòåëè æèçíåñïîñîáíîñòè êîòîðûõ
íàõîäèëèñü â ïðåäåëàõ îò ñðåäíåãî äî âåðõíåãî äîïóñòè-
ìîãî ëèìèòà, âûçûâàþò â äâà-÷åòûðå ðàçà áîëüøå îñëîæ-
íåíèé, ÷åì ñåðèè ñ óìåðåííûì èëè íèçêèì ñîäåðæàíèåì
æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ÁÖÆ â ïðèâîâî÷íîé äîçå.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëèëè ñäåëàòü âûâîä î íå-
îáõîäèìîñòè çíà÷èòåëüíîãî ñíèæåíèÿ âåðõíåé ãðàíèöû
äîïóñòèìîãî êîëè÷åñòâà æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê â òóáåð-
êóëåçíûõ âàêöèíàõ. Íà îñíîâàíèè âíåñåíèÿ èçìåíåíèé â
ñïåöèôèêàöèè ôàðìàêîïåéíûõ ñòàòåé ïðåïàðàòîâ ñ
2012 ãîäà ïðåäïðèÿòèÿ-èçãîòîâèòåëè ïðèñòóïèëè ê âû-
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Â. À. Àêñåíîâà, Ä. Ò. Ëåâè, Í. Â. Àëåêñàíäðîâà, Ä. À. Êóäëàé

Ðèñ. 2. Îõâàò âàêöèíàöèåé ïðîòèâ òóáåðêóëåçà â ðîäèëüíîì äîìå (Ðîññèéñêàÿ Ôåäåðàöèÿ; Ôåäåðàëüíûé Öåíòð ìîíèòîðèíãà òóáåðêóëå-
çà. Ôîðìà ¹ 32. 2015 ã.).

Òàáëèöà 1. Õàðàêòåðèñòèêà âàêöèí ÁÖÆ è ÁÖÆ-Ì, äî è ïîñëå èçìåíåíèÿ ïîêàçàòåëÿ ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè

Âàêöèíà

Â 1 àìïóëå ïðåïàðàòà ñîäåðæèòñÿ Êîëè÷åñòâî æèçíåñïîñîáíûõ ÁÖÆ â îäíîé äîçå ïðåïàðàòà

ìèêîáàêòåðèé
ÁÖÆ, ìã

êîëè÷åñòâî
äîç

îáùåå êîëè÷åñòâî
ìèêîáàêòåðèé â äîçå, ìã

ñîäåðæàëîñü äî 01.01.2012 ã. ñîäåðæèòñÿ ñ 01.01.2012 ã.

ÁÖÆ 0,5 10 0,05 îò 500 òûñ. äî 1,5 ìëí. îò 500 òûñ. äî 750 òûñ.

ÁÖÆ-Ì 0,5 20 0,025 îò 500 òûñ. äî 1 ìëí. îò 375 òûñ. äî 575 òûñ.



ïóñêó âàêöèí ñî ñíèæåííûì íà 1/3 êîëè÷åñòâîì æèçíåñïî-
ñîáíûõ êëåòîê ÁÖÆ. Â ïðèâèâî÷íîé äîçå âàêöèíû ÁÖÆ â
íàñòîÿùåå âðåìÿ ñîäåðæèòñÿ «îò 500 òûñ. äî 1 ìëí.» âìå-
ñòî 500 òûñ.–1,5 ìëí. æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ÁÖÆ.

Ïðèâèâîíàÿ äîçà âàêöèíû ÁÖÆ-Ì ïðåòåðïåëà åùå
áîëåå çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ: â ïðèâèâî÷íîé äîçå ýòîãî
ïðåïàðàòà ñîäåðæèòñÿ «îò 375 òûñ. äî 575 òûñ.» æèçíå-
ñáîñîáíûõ êëåòîê ÁÖÆ âìåñòî «îò 500 òûñ. äî 750 òûñ.»
(òàáë. 1). Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ýòè èçìåíåíèÿ íå âûõîäèëè
çà ïðåäåëû íîðì, ïðèíÿòûõ â ÍÄ, ïðåäâàðèòåëüíî áûëè
ïðîâåäåíû ìàñøòàáíûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå èññëåäîâà-
íèÿ íà ìîðñêèõ ñâèíêàõ. Ýòè èñïûòàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî èñ-
ïîëüçîâàíèå «íîâîäîçíûõ» âàêöèí íå ñíèæàåò çàùèòíûé
ýôôåêò âàêöèíàöèè ïðè ïîñëåäóþùåì çàðàæåíèè âèðó-
ëåíòíûìè øòàììàìè ÌÁÒ ó ýòèõ ÷óâñòâèòåëüíûõ ê òóáåð-
êóëåçó æèâîòíûõ.

Îöåíêà ðåçóëüòàòîâ âíåäðåíèÿ ýòîé êîððåêöèè ïîêà-
çàòåëÿ «Æèçíåñïîñîáíîñòü âàêöèíû ÁÖÆ» áûëà ïðîâåäå-
íà ïóòåì ñðàâíåíèÿ äàííûõ î êîëè÷åñòâå îñëîæíåíèé,
çàðåãèñòðèðîâàííûõ äî (2006–2011 ãã.) è ïîñëå èçìå-
íåíèÿ õàðàêòåðèñòèêè ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè
(2014–2016 ãã.). Íåñìîòðÿ íà îòìå÷åííîå ñíèæåíèå ÷èñëà
ïîñòâàêöèíàëüíûõ îñëîæíåíèé â 2012–2013 ãã. äàííûå
ôàðìàêîíàäçîðà çà ýòè ãîäû íå áûëè âçÿòû â ðàçðàáîòêó,
òàê êàê â äàííûé ïåðèîä íà ïðàêòèêå ñóùåñòâîâàëè îäíî-
âðåìåííî îáà âàðèàíòà òóáåðêóëåçíûõ âàêöèí. Íà ðèñóíêå
3 ïðåäñòàâëåíû äàííûå â âèäå ñðåäíåãîäîâîãî êîëè÷åñò-
âà äîíåñåíèé â ðàìêàõ ôàðìàêîíàäçîðà îá îñëîæíåíèÿõ
íà âàêöèíó ÁÖÆ è ÁÖÆ-Ì, ñóììàðíî ïî 2 ïðåäïðèÿòèÿì
«ÍÏÎ» Ìèêðîãåí» (ã. Ñòàâðîïîëü) è ôèëèàëà Ìàäãàìàë
(Ìîñêâà). Îöåíêà ýòèõ ðåçóëüòàòîâ ïîêàçàëà çíà÷èòåëüíîå
ñíèæåíèå îáùåãî êîëè÷åñòâà îñëîæíåíèé. Íàèáîëüøåå
âëèÿíèå ñíèæåíèå æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ÁÖÆ â ïðèâè-
âî÷íîé äîçå îêàçàëî íà ðåãèñòðèðóåìîå êîëè÷åñòâî
ïîñòâàêöèíàëüíûõ ëèìôàäåíèòîâ. Èçâåñòíî, ÷òî ëèìôà-
äåíèòû ÿâëÿþòñÿ ìàðêåðîì ðåàêòîãåííîñòè âàêöèíû, ïî-
êàçàòåëåì îñòàòî÷íîé âèðóëåíòíîñòè øòàììà. Ñðåäíåãî-
äîâîå êîëè÷åñòâî ëèìôàäåíèòîâ ñíèçèëîñü â 12,8 ðàç
(ñ 205,7 äî 16,3). ×èñëî èíôèëüòðàòîâ óìåíüøèëîñü â
3,5 ðàçà, êåëîèäíûõ ðóáöîâ â 4, à îñòèòîâ è õîëîäíûõ àáñ-
öåññîâ — â 2,7 è 2,8 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî (p > 0,95).

Ýòè ìåðû ïðèâåëè ê çíà÷èòåëüíîìó ñîêðàùåíèþ ÷èñ-
ëà ðåãèñòðèðóåìûõ îñëîæíåíèé íà âàêöèíàöèþ ïðîòèâ òó-
áåðêóëåçà, â òîì ÷èñëå òàêèõ ñåðüåçíûõ, êàê îñòèòû.

Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé êîëè÷åñòâà òàêèõ îñëîæíå-
íèé, êàê ãåíåðàëèçàâàííàÿ èíôåêöèÿ, ÿçâà íà ìåñòå ââå-
äåíèÿ, ïîðàæåíèå ìÿãêèõ òêàíåé â ñðàâíèâàåìûå ïåðèî-
äû äîêàçàòü íå óäàëîñü â ñâÿçè ñ åäèíè÷íîñòüþ ñëó÷àåâ.
Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå (â
12,8 ðàç) ñëó÷àåâ ïîñòâàêöèíàëüíûõ ëèìôàäåíèòîâ, ÷òî
ïîäòâåðæäàåò — ëèìôàäåíèòû çàâèñÿò îò îñòàòî÷íîé âè-
ðóëåíòíîñòè ñóáøòàììà

Îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìàíèå çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå
(â 12,8 ðàç) ñëó÷àåâ ðàçâèòèÿ ïîñòâàêöèíàëüíûõ ëèìôàäå-
íèòîâ. Ýòî ïîäòâåðæäàåò òîò ôàêò, ÷òî ñòåïåíü îñòàòî÷íîé
âèðóëåíòíîñòè ñóáøòàììà îêàçûâàåò âëèÿíèå íà ÷àñòîòó
ðàçâèòèÿ ëèìôàäåíèòîâ, ïîýòîìó óìåíüøåíèå æèçíåñïî-
ñîáíûõ êëåòîê ÁÖÆ â äîçå çíà÷èòåëüíî ñíèçèëî ïîêàçà-
òåëü ýòîé ôîðìû îñëîæíåíèé. Êîëè÷åñòâî îñòèòîâ è õî-
ëîäíûõ àáñöåññîâ òàêæå óìåíüøèëñÿ, íî âëèÿíèå íà ýòî
îñëîæíåíèå æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ÁÖÆ íå ñòîëü çíà÷è-
òåëüíî. Íåñêîëüêî â áîëüøåé ñòåïåíè âëèÿíèå îñòàòî÷íîé
âèðóëåíòíîñòè ïðîÿâèëîñü ïðè àíàëèçå ÷èñëà èíôèëüòðà-
òîâ è êåëëîèäíûõ ðóáöîâ. Èçâåñòíî, ÷òî îò ñîñòîÿíèÿ îð-
ãàíèçìà ðåáåíêà çàâèñèò ðàçâèòèå êåëîèäíûõ ðóáöîâ, à
ïðè÷èíîé õîëîäíûõ àáñöåññîâ è èíôèëüòðàòîâ, â îñíîâ-
íîì, ÿâëÿåòñÿ íàðóøåíèå òåõíèêè ïðèâèêè (íàïðèìåð,
âíóòðèêîæíîå ââåäåíèå ïðåïàðàòà ïðîèçâåäåíî íåñêîëü-
êî ãëóáæå ðåãëàìåíòèðîâàííîãî).

Ðåçóëüòàòû ýòîãî èññëåäîâàíèÿ ïîäòâåðæäàþò òàêæå
íåîáõîäèìîñòü ðåâèçèè îáó÷åíèÿ âàêöèíàòîðîâ, êîòîðîå
ïðîâîäèòñÿ åæåãîäíî.

Âûâîäû

1. Ïîêàçàòåëè çàáîëåâàåìîñòè òóáåðêóëåçîì äåòåé
âî âòîðîì äåñÿòèëåòèè XXI âåêà â Ðîññèè è â ìèðå ñíèçèëèñü
è èìåþò ñòîéêóþ òåíäåíöèþ ê äàëüíåéøåìó ñíèæåíèþ.

2. Ïîêàçàòåëü çàáîëåâàåìîñòè äåòåé èç î÷àãîâ òó-
áåðêóëåçíîé èíôåêöèè ïðîäîëæàåò ñîõðàíÿòüñÿ íà âûñî-
êîì óðîâíå. Çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èëîñü ÷èñëî ñëó÷àåâ
âïåðâûå âûÿâëåííîãî ÌËÓ òóáåðêóëåçà.

Ñîâðåìåííîå ñîñòîÿíèå âîïðîñà çàáîëåâàåìîñòè äåòåé òóáåðêóëåçîì, ïðåïàðàòû äëÿ ïðîôèëàêòèêè è äèàãíîñòèêè èíôåêöèè
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3. Øèðîêîå âíåäðåíèå âíóòðèêîæíîé ïðîáû ñ ïðåïà-
ðàòîì àëëåðãåí òóáåðêóëåçíûé ðåêîìáèíàíòíûé (Äèà-
ñêèíòåñò®) äëÿ ñêðèíèíãà ïîçâîëÿåò ñâîåâðåìåííî âûÿâ-
ëÿòü èíôèöèðîâàííûõ òóáåðêóëåçîì äåòåé, íóæäàþùèõñÿ
â ïðåâåíòèâíîì ëå÷åíèè.

4. Óñîâåðøåíñòâîâàííûå ïðåïàðàòû âàêöèíû ÁÖÆ è
ÁÖÆ-Ì ñî ñíèæåííûì êîëè÷åñòâîì æèçíåñïîñîáíûõ
ÁÖÆ â ïðèâèâî÷íîé äîçå âûçâàëè â 12,8 ðàç ìåíüøå ëèì-
ôàäåíèòîâ.

5. Êîëè÷åñòâî îñòèòîâ, õîëîäíûõ àáñöåññîâ, èí-
ôèëüòðàòîâ ñíèçèëîñü òîëüêî â 2,7–3,5 ðàçà, ÷òî åùå ðàç
ïîäòâåðäèëî èõ çàâèñèìîñòü â áîëüøåé ìåðå îò òåõíèêè
ââåäåíèÿ ïðåïàðàòà è ñîñòîÿíèÿ îðãàíèçìà ðåáåíêà.

6. Íåîáõîäèìà ðåâèçèÿ ñèñòåìû ïîäãîòîâêè ìåäïåð-
ñîíàëà, ïðîâîäÿùåãî ïðèâèâêè ïðîòèâ òóáåðêóëåçà.
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The article analyses main epidemiological parameters of tuberculosis (TB) in children and adolescents in Russia. It was
demonstrated that the incidence rate in this population, though decreasing, is still high. The disease incidence in children
and adolescents arising from contacts with people with active TB is 30 and 25 times higher than the overall incidence rate in
children and adolescents in Russia, respectively. Analysis of TB lesions in a major proportion of children and adolescents
shows multi-drug resistant strains of Mycobacteria tuberculosis (MTB), and this calls for revision of approaches to preven-
tive actions for this population. The tuberculine Mantoux test is of limited value when it comes to diagnosing TB in adoles-
cents. Screening in adolescents and children older than 7 years is performed using Diaskintest® containing two MBT-spe-
cific antigens. Specific TB prevention for newborns is performed by vaccination with BCG and BCG-M living vaccines. The
product was modified by a 30 % reduction of the number of BCG living cells per 1 mg of vaccine in order to reduce
postvaccinal complications largely associated with residual virulence of the BCG substrain. Since 2012 BCG vaccine lots
have been standardized to contain from 500 thousand to 1 million viable BCG cells per BCG vaccine dose and from 375
thousand to 575 thousand viable BCG cells per BCG-M vaccine dose.

Key words: tuberculosis incidence; Mycobacteria tuberculosis (MTB); immunological screening tests (Mantoux and
Diaskintest); BCG vaccine; postvaccinal complications.
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Ïðåäñòàâëåí îáçîð ìåòîäîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïîêàçàòåëåé êà÷åñòâà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ íà îñ-
íîâå ðåêîìáèíàíòíûõ èíòåðôåðîíîâ (ÈÔÍ) àëüôà è áåòà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðèìåíÿåìûå íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ìåòî-
äè÷åñêèå ïîäõîäû â öåëîì îáåñïå÷èâàþò íàäëåæàùèé êîíòðîëü êà÷åñòâà ýòîé ãðóïïû ïðåïàðàòîâ. Îäíàêî, äëÿ
óíèôèêàöèè êîíòðîëÿ è ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè è áåçîïàñíîñòè ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ðåêîìáèíàíòíûõ
ÈÔÍ íåîáõîäèìî ôîðìèðîâàíèå îñíîâíûõ òðåáîâàíèé ê îáùèì ôàðìàêîïåéíûì ñòàòüÿì (ÎÔÑ) íà ñóáñòàíöèè èí-
òåðôåðîíîâ àëüôà-2, áåòà-1, îñíîâàííûõ íà ïðèíöèïàõ ãàðìîíèçàöèè ñ òðåáîâàíèÿìè Åâðîïåéñêîé ôàðìàêîïåè è
ôàðìàêîïåé ãîñóäàðñòâ-÷ëåíîâ ÅÀÝÑ è ó÷èòûâàþùèõ ñîâðåìåííûå òåíäåíöèè ðàçâèòèÿ ðîññèéñêîãî ðûíêà ëåêàð-
ñòâåííûõ ñðåäñòâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: èíòåðôåðîí ðåêîìáèíàíòíûé; ñóáñòàíöèÿ; îöåíêà êà÷åñòâà; ìåòîä îïðåäåëåíèÿ; ïåãèëèðî-
âàííûå ôîðìû.

Áèáëèîãðàôè÷åñêîå îïèñàíèå: Óñòèííèêîâà ÎÁ, Ãàéäåðîâà ËÀ, Áàéêîâà ÌË, Ëîáàíîâà ÒÍ, Ùåðáà÷åíêî ÈÌ, Ãîëî-
ùàïîâà ÅÎ, Áîíäàðåâ ÂÏ. Îáçîð ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ê îöåíêå êà÷åñòâà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ íà îñíîâå ðå-
êîìáèíàíòíûõ èíòåðôåðîíîâ. ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå 2017; 17(3): 152–157.

Ëåêàðñòâåííûå ñðåäñòâà, àêòèâíûì êîìïîíåíòîì êîòîðûõ
ÿâëÿþòñÿ èíòåðôåðîíû, äîñòàòî÷íî øèðîêî ïðåäñòàâëåíû
íà ñîâðåìåííîì ôàðìàöåâòè÷åñêîì ðûíêå è èñïîëüçóþòñÿ
â ìåäèöèíñêîé ïðàêòèêå äëÿ ëå÷åíèÿ âèðóñíûõ, îíêîëî-
ãè÷åñêèõ è èíôåêöèîííî-âîñïàëèòåëüíûõ çàáîëåâàíèé.

Èíòåðôåðîíû (ÈÔÍ) îòíîñÿòñÿ ê ãðóïïå öèòîêèíîâ è
ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé áåëêè ãëîáóëèíîâîé ïðèðîäû, êîòî-
ðûå ÿâëÿþòñÿ ïîëèôóíêöèîíàëüíûìè áèîðåãóëÿòîðàìè
øèðîêîãî ñïåêòðà äåéñòâèÿ. Îñíîâíûå áèîëîãè÷åñêèå
ñâîéñòâà èíòåðôåðîíîâ ïðîÿâëÿþòñÿ â èõ ïðîòèâîâè-
ðóñíîì, àíòèïðîëèôåðàòèâíîì è èììóíîìîäóëèðóþùåì
äåéñòâèè.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ Ñîãëàøåíèåì î åäèíûõ ïðèíöèïàõ è
ïðàâèëàõ îáðàùåíèÿ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ â ðàìêàõ Åâ-
ðàçèéñêîãî ýêîíîìè÷åñêîãî ñîþçà (ÅÀÝÑ), ãàðìîíèçàöèÿ
òðåáîâàíèé ê ëåêàðñòâåííûì ñðåäñòâàì ÿâëÿåòñÿ íåîáõî-
äèìûì ïðîöåññîì â óñëîâèÿõ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ îáùåãî
ðûíêà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ. Íàëè÷èå îïûòà ãàðìîíèçà-
öèè ôàðìàêîïåé ãîñóäàðñòâ-÷ëåíîâ ÅÀÝÑ ñ òðåáîâàíèÿìè
Åâðîïåéñêîé ôàðìàêîïåè (ÅÔ) ñ îäíîé ñòîðîíû è íåäîñòà-
òî÷íîñòü ôàðìàêîïåéíûõ ñòàòåé íà ðàçëè÷íûå ãðóïïû ëå-
êàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ â Ðîññèéñêîé ôàðìàêîïåå ñ äðó-
ãîé ñòîðîíû, ôîðìèðóþò íåîáõîäèìîñòü ðàçðàáîòêè
íàöèîíàëüíûõ ôàðìàêîïåéíûõ òðåáîâàíèé ê ðÿäó ïðåïà-
ðàòîâ, â òîì ÷èñëå ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå ðåêîìáèíàíòíûõ
èíòåðôåðîíîâ [1, 2].

Îñíîâíûìè âèäàìè ðåêîìáèíàíòíûõ èíòåðôåðîíîâ,
ïðåäñòàâëåííûõ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íà ðîññèéñêîì ôàð-
ìàöåâòè÷åñêîì ðûíêå, ÿâëÿþòñÿ: èíòåðôåðîíû àëüôà-2,
áåòà-1, à òàêæå èõ ïåãèëèðîâàííûå ôîðìû.

Öåëü ðàáîòû — ôîðìèðîâàíèå îñíîâíûõ òðåáîâàíèé
ê îáùèì ôàðìàêîïåéíûì ñòàòüÿì íà ñóáñòàíöèè èíòåðôå-

ðîíîâ àëüôà-2, áåòà-1, îñíîâàííûõ íà ïðèíöèïàõ ãàðìî-
íèçàöèè è ó÷èòûâàþùèõ ñîâðåìåííûå òåíäåíöèè
ðàçâèòèÿ ðîññèéñêîãî ðûíêà ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ.

Ïîêàçàòåëè êà÷åñòâà, îáåñïå÷èâàþùèå ýôôåêòèâ-
íîñòü è áåçîïàñíîñòü ñóáñòàíöèé íà îñíîâå ðåêîìáèíàíò-
íûõ ÈÔÍ, íàèáîëåå îáúåêòèâíî ìîæíî îöåíèòü íà óðîâíå
î÷èùåííîãî öåëåâîãî áåëêà äî äîáàâëåíèÿ âñïîìîãà-
òåëüíûõ âåùåñòâ, â ÷àñòíîñòè, ñòàáèëèçàòîðîâ áåëêîâîé
ïðèðîäû, êîòîðûå ìîãóò ïîìåøàòü èäåíòèôèêàöèè îñíîâ-
íîãî áåëêà [3].

Îñíîâíûìè ïîêàçàòåëÿìè êà÷åñòâà, ãàðàíòèðóþùèìè
ýôôåêòèâíîñòü è áåçîïàñíîñòü ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ íà
îñíîâå èíòåðôåðîíîâ, íåçàâèñèìî îò òèïà ðåêîìáèíàíò-
íîãî áåëêà, ÿâëÿþòñÿ:

– ïîäëèííîñòü;
– êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ñïåöèôè÷åñêîé ïðî-

òèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè;
– êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå öåëåâîãî áåëêà;
– àíàëèç ÷èñòîòû è èäåíòèôèêàöèÿ ïðèìåñåé.
Îäíàêî ñóùåñòâóþùèå ìåæäó òèïàìè è ïîäòèïàìè

èíòåðôåðîíîâ ðàçëè÷èÿ ïåðâè÷íûõ ñòðóêòóð è ñòðóêòóð
âûñîêîãî ïîðÿäêà, à òàêæå èíäèâèäóàëüíûå îñîáåííîñòè
ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ ìîäèôèêàöèé âíóòðè ýòîé ãðóïïû
öèòîêèíîâ, ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé ðàçëè÷èé â ìåòîäè÷åñêèõ
ïîäõîäàõ ê îöåíêå âûøåóêàçàííûõ ïîêàçàòåëåé [4–8].

Èíòåðôåðîíû àëüôà 2

Ïîäëèííîñòü. Èíòåðôåðîíû àëüôà ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé
áåëêè, ñîñòîÿùèå èç 165 àìèíîêèñëîò è ñîäåðæàùèå äâå
äèñóëüôèäíûå ñâÿçè: ìåæäó îñòàòêàìè öèñòåèíà â 1-ì è
98-ì ïîëîæåíèÿõ è â 29-ì è 138-ì ïîëîæåíèÿõ. Ìîëåêó-

152 ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå. 2017. Ò. 17. ¹ 3

ÎÁÇÎÐÛ



ëÿðíàÿ ìàññà íåãëèêîçèëèðîâàííîãî áåëêà ñîñòàâëÿåò
îêîëî 19240 Äà. Ïîäñåìåéñòâà èíòåðôåðîíà àëüôà-2à è
àëüôà-2b ðàçëè÷àþòñÿ àìèíîêèñëîòàìè â ïîëîæåíèÿõ 23:
ëèçèí è àðãèíèí ñîîòâåòñòâåííî.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïîäëèííîñòè èíòåðôåðîíà àëü-
ôà-2a è àëüôà-2b Åâðîïåéñêèì äèðåêòîðàòîì ïî êà÷åñòâó
ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ (EDQM) ïðåäóñìîòðåíû ñëåäóþ-
ùèå ïðåïàðàòû ñðàâíåíèÿ: ñòàíäàðòíûå îáðàçöû èíòåð-
ôåðîíà — Interferon alfa-2a CRS (I03203000) è Interferon
alfa-2b CRS (I0320301) äëÿ îöåíêè ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ïî-
êàçàòåëåé, ïîäòâåðæäàþùèõ ïîäëèííîñòü ìåòîäàìè èçî-
ýëåêòðè÷åñêîãî ôîêóñèðîâàíèÿ, ïåïòèäíîãî êàðòèðîâà-
íèÿ è âåðòèêàëüíîãî ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå (ÏÀÀÃ) [7]. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ñïåöè-
ôè÷åñêîé ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè èñïîëüçóþò:
Interferon alpha 2b, human, rDNA, E.coli-derived 2-ud WHO
International Standart 1999 NIBSC, Code: ¹ 95/566; Inter-
feron alpha 2a, human, rDNA, derived 2-ud WHO International
Standart 1999 NIBSC, Code: ¹ 95/650 [7].

Êðîìå âûøåóêàçàííûõ ìåòîäîâ, â ÷àñòè ôèçèêî-õè-
ìè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé, ïîäòâåðæäàþùèõ ïîäëèííîñòü,
èñïîëüçóþò ìåòîä èììóíîáëîòèíãà è ìåòîä îáðàùåí-
íî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ, òàêæå â ñðàâíåíèè ñ îáðàçöàìè CRS.

Íàäî îòìåòèòü, ÷òî ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ìåòîäû, îïè-
ñàííûå âûøå è ðåêîìåíäîâàííûå ÅÔ, ÿâëÿþòñÿ ñîâðåìåí-
íûìè è èíôîðìàòèâíûìè. Îäíàêî ñóùåñòâóåò ðÿä ëåêàðñò-
âåííûõ ôîðì ïðåïàðàòîâ èíòåðôåðîíà, â îñíîâíîì äëÿ
íàðóæíîãî è ìåñòíîãî ïðèìåíåíèÿ (ìàçè, ãåëè, ñóïïîçè-
òîðèè, ñïðåè è ïð.), êîòîðûå âûïóñêàþò èñêëþ÷èòåëüíî
îòå÷åñòâåííûå ïðîèçâîäèòåëè. Â ñâÿçè ñ îñîáåííîñòÿìè
ïðîáîïîäãîòîâêè òàêîãî ðîäà ëåêàðñòâåííûõ ôîðì, ïðè-
ìåíåíèå ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ, ðåêîìåíäîâàííûõ
ÅÔ äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïîäëèííîñòè, ñòàíîâèòñÿ íåäîñ-
òóïíûì. Â äàííîì ñëó÷àå ìíîãèå îòå÷åñòâåííûå ïðîèçâî-
äèòåëè èñïîëüçóþò áèîëîãè÷åñêèé ìåòîä îïðåäåëåíèÿ
ïîäëèííîñòè ÈÔÍ ñ ïîìîùüþ ðåàêöèè íåéòðàëèçàöèè
ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè ñ ïðèìåíåíèåì ñïåöèôè÷å-
ñêèõ ïîëè- èëè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë.

Ðåàêöèþ íåéòðàëèçàöèè ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè
ïðîâîäÿò â êóëüòóðå êëåòîê, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê ÈÔÍ, â ïðè-
ñóòñòâèè èíäèêàòîðíîãî âèðóñà. Èñïûòóåìûé îáðàçåö
äîëæåí èíàêòèâèðîâàòüñÿ àíòè-èíòåðôåðîíîâûìè ìîíî-
êëîíàëüíûìè èëè ïîëèêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè àíàëî-
ãè÷íî ñòàíäàðòíîìó îáðàçöó [9].

Ïðè ïðîâåäåíèè èñïûòàíèé íåîáõîäèìî:
– ïðîâåðèòü âûáðàííûå àíòèòåëà íà ÷óâñòâèòåëü-

íîñòü ê èññëåäóåìîìó âèäó èíòåðôåðîíà è îïðåäåëèòü èõ
àêòèâíîñòü;

– èñïîëüçîâàòü â èñïûòàíèè ëèáî 1/10 òèòðà ïðåïà-
ðàòà ïîñëå îïðåäåëåíèÿ åãî ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè,
ëèáî ðàñ÷åòíóþ âåëè÷èíó òèòðà, îïðåäåëåííóþ, èñõîäÿ èç
íîìèíàëüíîé àêòèâíîñòè èñïûòóåìîãî è ñòàíäàðòíîãî îá-
ðàçöîâ. Âûáðàííàÿ äîçà (òèòð) äîëæíà îáåñïå÷èòü ÷åòêóþ
êàðòèíó íåéòðàëèçàöèè äåéñòâèÿ èíòåðôåðîíà àíòèòåëà-
ìè ïðè îòñóòñòâèè òàêîâîé â êîíòðîëÿõ.

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü íå ïîëíîñòüþ îïðåäåëåíû è
óíèôèöèðîâàíû ìåòîäè÷åñêèå ðåêîìåíäàöèè ê äàííîìó
ìåòîäó, òðåáîâàíèÿ ê ïîäáîðó íåéòðàëèçóþùèõ àíòèòåë,
èõ ðàçâåäåíèþ, ïîðÿäêó ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè è ò.ä. Íåîá-
õîäèìî â äàëüíåéøåì ïðîäîëæèòü ðàáîòó ïî ñîâåðøåíñò-
âîâàíèþ ìåòîäèêè ñ öåëüþ óíèôèêàöèè è ïîâûøåíèÿ êà-
÷åñòâà êîíòðîëÿ ïîäëèííîñòè ïðåïàðàòîâ èíòåðôåðîíà.

Îñîáîãî âíèìàíèÿ â ñòðóêòóðå ìîëåêóëû çàñëóæèâàåò
N-êîíöåâîé ìåòèîíèí, îáðàçóþùèéñÿ ïðè ñèíòåçå ðåêîì-
áèíàíòíîãî áåëêà ðèáîñîìîé áàêòåðèàëüíîé êëåòêè, ÷òî

îòëè÷àåò åãî îò ýíäîãåííîãî èíòåðôåðîíà, êîòîðûé
N-êîíöåâûì àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêîì ñîäåðæèò öèñòå-
èí, ñâÿçàííûé äèñóëüôèäíîé ñâÿçüþ ñ 98 öèñòåèíîì
áåëêà. Ïîñêîëüêó äàííîå îòëè÷èå ìîæåò âëèÿòü íà èììó-
íîãåííîñòü è ñòàáèëüíîñòü ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà, òåí-
äåíöèÿ ïîñëåäíåãî âðåìåíè — ïðîèçâîäñòâî áåçìåòèî-
íèíîâûõ ñóáñòàíöèé èíòåðôåðîíà àëüôà. Äëÿ ñóáñòàíöèé,
çàÿâëåííûõ êàê «áåçìåòèîíèíîâûå», íåîáõîäèìûì ïîä-
òâåðæäåíèåì ïîäëèííîñòè ÿâëÿåòñÿ îöåíêà N-êîíöå-
âîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìåòîäîì àìèíîêèñëîòíîãî ñåê-
âåíèðîâàíèÿ.

Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ñïåöèôè÷åñêîé ïðî-
òèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðîòèâî-
âèðóñíîé (ñïåöèôè÷åñêîé) àêòèâíîñòè ñóáñòàíöèé èíòåð-
ôåðîíà èñïîëüçóþò áèîëîãè÷åñêèé ìåòîä íà êóëüòóðå
êëåòîê, ðåêîìåíäîâàííûé ÅÔ [5, 7, 8]. Ïðîÿâëåíèå ïðîòè-
âîâèðóñíîé àêòèâíîñòè ÿâëÿåòñÿ òàêæå îäíèì èç ñïîñîáîâ
ïîäòâåðæäåíèÿ ïîäëèííîñòè ïðåïàðàòà.

Ìåòîä îñíîâàí íà ñðàâíåíèè ñïîñîáíîñòè ïðåïàðàòà
ÈÔÍ çàùèùàòü êëåòêè îò öèòîïàòè÷åñêîãî ýôôåêòà âèðó-
ñà ñ òîé æå ñïîñîáíîñòüþ ñîîòâåòñòâóþùåãî ìåæäóíàðîä-
íîãî ñòàíäàðòà èëè ñòàíäàðòà, îòêàëèáðîâàííîãî â ìåæ-
äóíàðîäíûõ åäèíèöàõ (ÌÅ). Ïðè ïðîâåäåíèè èñïûòàíèé
èñïîëüçóþò êëåòêè, ÷óâñòâèòåëüíûå ê èíòåðôåðîíó àëüôà
è ê âèðóñó-èíäèêàòîðó. Âûáîð êîìáèíàöèè «êëåòî÷íàÿ
êóëüòóðà/âèðóñ» îñíîâûâàåòñÿ íà òîì, êàêàÿ èç íèõ îáåñ-
ïå÷èâàåò íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûé îòâåò äëÿ äàííîãî
òèïà èíòåðôåðîíà â ñðàâíåíèè ñî ñòàíäàðòíûì îáðàçöîì
(ÑÎ). Íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóþò ñëåäóþùèå êîìáèíàöèè
êëåòêà/âèðóñ: êëåòêè ïî÷åê áûêà Madin-Darby (MDBK),
ëèìôîèäíûå êëåòêè ÷åëîâåêà Ë-41, ïåðåâèâàåìûå êëåòêè
ïî÷êè ýìáðèîíà ñâèíüè ÑÏÝÂ/âèðóñ âåçèêóëÿðíîãî ñòîìà-
òèòà (VSV); êëåòêè ëèíèè Vero, Íåð2Ñ, L929, Ë-41/âèðóñ ýí-
öåôàëîìèîêàðäèòà ìûøåé (EMCV), èëè èíûå.

Ó÷åò àêòèâíîñòè èíòåðôåðîíà âîçìîæíî îñóùåñòâ-
ëÿòü âèçóàëüíî (ìèêðîñêîïè÷åñêè). Ïðèìåíÿþò òàêæå èí-
ñòðóìåíòàëüíûé ñïîñîá ó÷åòà ðåçóëüòàòîâ, ðåêîìåíäîâàí-
íûé ÅÔ, ñ èñïîëüçîâàíèåì ñåëåêòèâíîãî îêðàøèâàíèÿ
æèâûõ êëåòîê, çàùèùåííûõ èíòåðôåðîíîì îò äåéñòâèÿ
âèðóñà, ýëþèðîâàíèÿ êðàñèòåëÿ, ôîòîìåòðèðîâàíèÿ îïòè-
÷åñêîé ïëîòíîñòè ýëþàòà è ïîñëåäóþùåé êîìïüþòåðíîé
îáðàáîòêè ðåçóëüòàòîâ.

Íåñìîòðÿ íà ìíîãîëåòíèé îïûò èñïîëüçîâàíèÿ äàí-
íîé ìåòîäèêè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè ïðåïàðàòîâ èíòåðôåðîíà, îñòàåòñÿ íåîáõîäèìîñòü
óòî÷íåíèÿ ìåòîäè÷åñêèõ ðåêîìåíäàöèé â ÷àñòè àäåêâàò-
íîãî âûáîðà ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ, ïðîáîïîäãîòîâêè, ðà-
áî÷èõ ðàçâåäåíèé, íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûõ êîìáèíàöèé
êëåòêà/âèðóñ, ñîñòàâà ñðåäû äëÿ àíàëèçà, îïòèìàëüíûõ ïî
âðåìåíè óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà, ñïîñîáà ó÷åòà ðå-
çóëüòàòîâ àíàëèçà è ò.ä.

Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå öåëåâîãî áåëêà. Êî-
ëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå öåëåâîãî áåëêà â ïðåïàðàòàõ
èíòåðôåðîíîâ àëüôà òðàäèöèîííî ïðîâîäÿò ìåòîäîì Ëî-
óðè, ãäå â êà÷åñòâå ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà èñïîëüçóþò ðàñ-
òâîð áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà, à òàêæå ìåòîäîì
ÂÝÆÕ èëè äðóãèì ïðèãîäíûì ìåòîäîì [7].

Àíàëèç ÷èñòîòû è èäåíòèôèêàöèÿ ïðèìåñåé. Èñ-
ïûòàíèÿ íà ÷èñòîòó è ïðèìåñè çàêëþ÷àþòñÿ â îöåíêå ñî-
äåðæàíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ è íåñïåöèôè÷åñêèõ ïðèìåñåé.

Ê ñïåöèôè÷åñêèì ïðèìåñÿì îòíîñÿò íèçêîìîëåêóëÿð-
íûå áåëêè èíòåðôåðîíîâîé ïðèðîäû (äèìåðû, îëèãîìå-
ðû) — ïðèìåñè ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé, îòëè÷íîé îò èí-
òåðôåðîíà àëüôà-2, à òàêæå ïðîäóêòû äåãðàäàöèè ÈÍÔ
(îêèñëåííûå ôîðìû) — ðîäñòâåííûå áåëêè.

Îáçîð ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ê îöåíêå êà÷åñòâà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ íà îñíîâå ðåêîìáèíàíòíûõ èíòåðôåðîíîâ
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Äëÿ îöåíêè íèçêîìîëåêóëÿðíûõ áåëêîâ ïðèìåíÿþò
ìåòîä âåðòèêàëüíîãî ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ ñ íàòðèÿ äî-
äåöèëñóëüôàòîì ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ñòàíäàðò-
íîãî ðàñòâîðà Interferon alfa CRS ñîîòâåòñòâóþùåãî ïîä-
òèïà è ñòàíäàðòà ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ â äèàïàçîíå îò 15
äî 67 êÄà.

Íà ýëåêòðîôîðåãðàììå îïðåäåëÿþò èíòåíñèâíîñòü,
ïîäâèæíîñòü è øèðèíó ïîëîñ èñïûòóåìîãî ðàñòâîðà è
ðàñòâîðà ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà. Ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó âû-
÷èñëÿþò ïóòåì ñðàâíåíèÿ ñ ìàðêåðíûìè áåëêàìè ñ èçâåñò-
íûìè ìîëåêóëÿðíûìè ìàññàìè. Îñíîâíàÿ ïîëîñà íà ýëåê-
òðîôîðåãðàììå èñïûòóåìîãî ðàñòâîðà äîëæíà ñîîòâåòñò-
âîâàòü îñíîâíîé ïîëîñå íà ýëåêòðîôîðåãðàììå ðàñòâîðà
ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà CRS ñîîòâåòñòâóþùåãî ïîäòèïà [7].

Îêèñëåííûå ôîðìû àíàëèçèðóþò ñ ïîìîùüþ îáðà-
ùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ, ïðèìåíÿÿ ïåðîêñèä âîäîðîäà äëÿ
îáðàáîòêè èññëåäóåìîãî îáðàçöà.

Ê íåñïåöèôè÷åñêèì ïðèìåñÿì îòíîñÿò áåëêè è ÄÍÊ
øòàììà-ïðîäóöåíòà. Áåëêè øòàììà-ïðîäóöåíòà îáû÷íî
îïðåäåëÿþò ìåòîäîì êîëè÷åñòâåííîãî èììóíîôåðìåíò-
íîãî àíàëèçà (ÈÔÀ), èñïîëüçóÿ êîììåð÷åñêèå òåñò-ñèñòå-
ìû. Òàêæå ïðè ïðîâåäåíèè ÈÔÀ âîçìîæíî èñïîëüçîâàíèå
ðåàãåíòîâ, ïîëó÷àåìûõ ñàìèì ïðîèçâîäèòåëåì. Îäíàêî
äàííûå ìåòîäèêè, êàê è ëþáûå äðóãèå, íóæäàþòñÿ â ïðåä-
âàðèòåëüíîé âàëèäàöèè — îöåíêå ïðèãîäíîñòè ñèñòåìû
äëÿ ðåøåíèÿ êîíêðåòíîé çàäà÷è.

ÄÍÊ øòàììà-ïðîäóöåíòà òðàäèöèîííî îïðåäåëÿþò
ìåòîäîì ìîëåêóëÿðíîé ãèáðèäèçàöèè ñ çîíäàìè, ìå÷åí-
íûìè áèîòèíîì, äèãîêñèãåíèíîì èëè äðóãîé ìåòêîé
[9, 10]. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò òåíäåíöèÿ îòêàçà
îò äàííîé ìåòîäèêè â ïîëüçó äðóãèõ, áîëåå ñîâðåìåííûõ
ìåòîäîâ, ïðè óñëîâèè ïîäòâåðæäåíèÿ èõ ïðèãîäíîñòè.

Òàêæå ê íåñïåöèôè÷åñêèì ïðèìåñÿì ìîæíî îòíåñòè
áàêòåðèàëüíûå ýíäîòîêñèíû, êîòîðûå òðàäèöèîííî îïðå-
äåëÿþò ñ ïîìîùüþ ËÀË-òåñòà.

Ñóììèðóÿ âûøåñêàçàííîå, ìîæåò áûòü ðåêîìåíäîâàí
ñëåäóþùèé ïåðå÷åíü ïîêàçàòåëåé è ìåòîäîâ, íåîáõîäè-
ìûõ äëÿ îöåíêè êà÷åñòâà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ íà îñíî-
âå ðåêîìáèíàíòíîãî èíòåðôåðîíà àëüôà:

1. Ïîäòâåðæäåíèå ïîäëèííîñòè ìåòîäàìè èçîýëåê-
òðè÷åñêîãî ôîêóñèðîâàíèÿ, ïåïòèäíîãî êàðòèðîâàíèÿ,
âåðòèêàëüíîãî ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå,
èììóíîáëîòèíãà, îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ, ñ ïîìîùüþ
ðåàêöèè íåéòðàëèçàöèè ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè ñïå-
öèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè.

2. Óñòàíîâëåíèå N-êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ìåòîäîì àìèíîêèñëîòíîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ (äëÿ áåçìå-
òèîíèíîâûõ ôîðì).

3. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ñïåöèôè÷åñêîé ïðî-
òèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè áèîëîãè÷åñêèì ìåòîäîì.

4. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå öåëåâîãî áåëêà ìå-
òîäîì ÂÝÆÕ èëè ëþáûì äðóãèì ïðèãîäíûì ìåòîäîì.

5. Îïðåäåëåíèå ñïåöèôè÷åñêèõ ïðèìåñåé:
– ïðèìåñè ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé, îòëè÷íîé îò èí-

òåðôåðîíà àëüôà-2 ìåòîäîì âåðòèêàëüíîãî ýëåêòðîôîðå-
çà â ÏÀÀÃ;

– ðîäñòâåííûå áåëêè (îêèñëåííûå ôîðìû) ìåòîäîì
îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ.

5. Îïðåäåëåíèå íåñïåöèôè÷åñêèõ ïðèìåñåé (ëþáûì
ïðèãîäíûì ìåòîäîì):

– áåëêè øòàììà-ïðîäóöåíòà;
– ÄÍÊ øòàììà-ïðîäóöåíòà;
– áàêòåðèàëüíûå ýíäîòîêñèíû.

Èíòåðôåðîíû áåòà-1

Ïîäëèííîñòü. Ýíäîãåííûé èíòåðôåðîí áåòà ïðåäñòàâëÿ-
åò ñîáîé áåëîê, ñîñòîÿùèé èç 166 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàò-
êîâ ñ îäíîé âíóòðèöåïî÷å÷íîé äèñóëüôèäíîé ñâÿçüþ,
èìåþùèé îäèí ñàéò N-ãëèêîçèëèðîâàíèÿ ïî àñïàðàãèíî-
âîìó îñòàòêó â ïîçèöèè 80 è öèñòåèí â ïîçèöèè 17. Â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ 6 ãëèêîôîðì, îáóñëîâëåííûõ äèôôåðåí-
öèàëüíûì ãëèêîçèëèðîâàíèåì ñàéòà è îòëè÷àþùèõñÿ êî-
ëè÷åñòâîì îëèãîñàõàðèäîâ è ñòåïåíüþ èõ ñèàëèðîâàíèÿ,
èäåíòèôèöèðîâàíû êàê èíòåðôåðîí áåòà-1à. Äëÿ îöåíêè
ïîäëèííîñòè èíòåðôåðîíà áåòà-1a Åâðîïåéñêèì äèðåêòî-
ðàòîì ïî êà÷åñòâó ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ ïðåäóñìîòðåíû:
ïðåïàðàò ñðàâíåíèÿ — ñòàíäàðòíûé îáðàçåö èíòåðôåðîíà
Interferon beta-1a CRS (Y0001101) äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ôè-
çèêî-õèìè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé ïîäëèííîñòè ìåòîäàìè
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè è ïåïòèäíûì êàðòèðîâàíèåì (ÂÝÆÕ),
à òàêæå ñòàíäàðòíûé îáðàçåö Interferon beta (Human,
rDNA, Glycosylated), NIBSC, code: 00/572 äëÿ îïðåäåëåíèÿ
áèîëîãè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé [8, 11, 12].

Ìåòîä ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè èñïîëüçóþò äëÿ îöåíêè
ðàñïðåäåëåíèÿ èçîôîðì (ãëèêîôîðì): òèïè÷íûé ñïåêòð
ñîñòîèò èç 6 îñíîâíûõ ãëèêîôîðì ïî ñòåïåíè èõ ñèàëèðî-
âàíèÿ è (èëè) êîëè÷åñòâó ó÷àñòâóþùèõ â ãëèêîçèëèðîâà-
íèè îëèãîñàõàðèäîâ (antennarity). Ìàññ-ñïåêòð èñïûòóå-
ìîãî ïðåïàðàòà äîëæåí ñîîòâåòñòâîâàòü ìàññ-ñïåêòðó
ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà [8].

Ïðè ïðîâåäåíèè ïåïòèäíîãî êàðòèðîâàíèÿ ñòàíäàðò-
íûé è èñïûòóåìûé ðàñòâîð ïîäâåðãàþò îáðàáîòêå ýíäî-
ïðîòåàçîé LysC â îäíèõ è òåõ æå óñëîâèÿõ è äàëåå ïðîâî-
äÿò èñïûòàíèå ìåòîäîì âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé
õðîìàòîãðàôèè [8].

Ðåêîìáèíàíòíûé èíòåðôåðîí áåòà-lb âûäåëÿþò èç
êëåòîê Escherichia coli, â ãåíîì êîòîðûõ âíåäðåí ãåí ÷åëî-
âå÷åñêîãî èíòåðôåðîíà áåòà, êîäèðóþùèé àìèíîêèñëîòó
ñåðèí â 17-é ïîçèöèè. Èíòåðôåðîí áåòà-lb ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé íåãëèêîçèëèðîâàííûé áåëîê ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàñ-
ñîé 18500 Äà, ñîñòîÿùèé èç 165 àìèíîêèñëîò è íå ñîäåð-
æàùèé N-êîíöåâîãî ìåòèîíèíà. Â êà÷åñòâå îáðàçöà ñðàâ-
íåíèÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîé ñïåöèôè÷åñêîé
àêòèâíîñòè ïðåäóñìîòðåí Working Standard Interferon beta
ser17 mutein (Human, rDNA derived), NIBSC, code: 00/574 [8].

Ñóùåñòâåííûå îòëè÷èÿ ñòðóêòóðû èíòåðôåðîíà
áåòà-1b îò ñòðóêòóðû èíòåðôåðîíà áåòà-1à, êàê áûëî ïîêà-
çàíî âûøå, à òàêæå îòñóòñòâèå ñîîòâåòñòâóþùåãî ñòàí-
äàðòíîãî îáðàçöà CRS äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ êà÷åñòâà ïî
ôèçèêî-õèìè÷åñêèì ïîêàçàòåëÿì, îáóñëàâëèâàþò ñëå-
äóþùèå îñîáåííîñòè îöåíêè êà÷åñòâà: èñêëþ÷àåòñÿ ìåòîä
ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ
èçîôîðì, õàðàêòåðèçóþùèõ ñòðóêòóðó ãëèêîçèëèðîâàíèÿ;
íåîáõîäèìî ïîäòâåðæäåíèå îòñóòñòâèÿ ãëèêîçèëèðîâà-
íèÿ; à òàêæå ïîäòâåðæäåíèå íàëè÷èÿ ñåðèíà â ïîçèöèè 17
è îòñóòñòâèÿ ìåòèîíèíà â N-êîíöåâîé ÷àñòè áåëêà.

Ðåôåðåíòíûì ïðåïàðàòîì èíòåðôåðîíà áåòà-1b, çàðå-
ãèñòðèðîâàííûì â Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè, ÿâëÿåòñÿ Áåòà-
ôåðîí, ïðîèçâîäñòâà «Øåðèíã ÀÃ», Ãåðìàíèÿ [11].

Â ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì ìåæäóíàðîäíîãî ñòàíäàðòíîãî
îáðàçöà èíòåðôåðîíà áåòà-1b, öåëåñîîáðàçíî â êà÷åñòâå
îáðàçöà ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàòü ðåôåðåíòíûé ïðåïàðàò
èëè ñîáñòâåííóþ ñóáñòàíöèþ, îõàðàêòåðèçîâàííóþ êàê
ñòàíäàðòíûé îáðàçåö ïðåäïðèÿòèÿ (ÑÎÏ), ñ îáÿçàòåëüíûì
ïîëíûì èññëåäîâàíèåì ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêà è
ñòðóêòóð âûñîêîãî ïîðÿäêà äëÿ ïîäòâåðæäåíèå íàëè÷èÿ
ñåðèíà â ïîçèöèè 17, îòñóòñòâèÿ ìåòèîíèíà â N-êîíöåâîé
÷àñòè è îòñóòñòâèÿ ãëèêîçèëèðîâàíèÿ.
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Òàêæå äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïîäëèííîñòè ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí ìåòîä èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà.

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ñïåöèôè÷åñêîé
ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòè èíòåðôåðîíà áåòà-1 èñïîëü-
çóþò ìåòîä, îïèñàííûé âûøå äëÿ èíòåðôåðîíîâ àëüôà-2à
è àëüôà-2b â ñðàâíåíèè ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ñòàíäàðòíû-
ìè îáðàçöàìè.

Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå öåëåâîãî áåëêà.
Òðàäèöèîííî êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå áåëêà èíòåð-
ôåðîíà áåòà-1à ïðîâîäÿò ìåòîäîì ÂÝÆÕ â ñðàâíåíèè ñî
ñòàíäàðòíûì îáðàçöîì. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå
áåëêà èíòåðôåðîíà áåòà-1b öåëåñîîáðàçíî ïðîâîäèòü
ìåòîäîì Ëîóðè â ñðàâíåíèè ñî ñòàíäàðòíûì ðàñòâîðîì,
ïðèãîòîâëåííîì íà îñíîâå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëü-
áóìèíà.

Àíàëèç ÷èñòîòû è èäåíòèôèêàöèÿ ïðèìåñåé.
Êëàññèôèêàöèþ ïðèìåñåé è èõ èäåíòèôèêàöèþ ïðîâîäÿò
àíàëîãè÷íî èíòåðôåðîíó àëüôà. Äëÿ îöåíêè ñïåöèôè÷å-
ñêèõ ïðèìåñåé äëÿ èíòåðôåðîíà áåòà-1à â êà÷åñòâå ñòàí-
äàðòíîãî îáðàçöà èñïîëüçóþò ðàñòâîð èíòåðôåðîíà áå-
òà-1à CRS. Àíàëèç ÷èñòîòû è ïðèìåñåé èíòåðôåðîíà áå-
òà-1b èç-çà îòñóòñòâèÿ îáðàçöà ñðàâíåíèÿ ñîïðÿæåí ñ
îïðåäåëåííûìè ñëîæíîñòÿìè. Ïðèåìëåìûì ðåøåíèåì â
äàííîì ñëó÷àå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíèå ñîáñòâåííîé
ñóáñòàíöèè, îõàðàêòåðèçîâàííîé êàê ñòàíäàðòíûé îáðà-
çåö ïðåäïðèÿòèÿ (ÑÎÏ) èëè èíòåðôåðîíà áåòà-1à CRS ñ
ó÷åòîì ðàçëè÷èé è äîêàçàòåëüñòâîì âîçìîæíîñòè åãî èñ-
ïîëüçîâàíèÿ â êàæäîì êîíêðåòíîì ñëó÷àå.

Ïåãèëèðîâàííûå ôîðìû

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò ðÿä ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ
ìîäèôèêàöèè òåðàïåâòè÷åñêè çíà÷èìûõ áåëêîâ (â ÷àñòíî-
ñòè, èíòåðôåðîíîâ). Îäíèì èç íàèáîëåå ýôôåêòèâíûõ
ÿâëÿåòñÿ õèìè÷åñêàÿ ìîäèôèêàöèÿ áåëêà ïîëèýòèëåíãëè-
êîëåì (ÏÝÃ), òàê íàçûâàåìîå ïåãèëèðîâàíèå [13]. Îíà çà-
êëþ÷àåòñÿ â ôèçèêî-õèìè÷åñêîé òðàíñôîðìàöèè, äîñòè-
ãàåìîé ñîåäèíåíèåì íàòèâíîé ìîëåêóëû áåëêà ñ ÏÝÃ.
Ïðèìåíåíèå ýòîãî ìåòîäà ïîçâîëÿåò çíà÷èòåëüíî ïîâû-
ñèòü òåðàïåâòè÷åñêóþ ýôôåêòèâíîñòü ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ
ïðåïàðàòîâ ïåïòèäíîé ñòðóêòóðû è îáåñïå÷èòü èõ ïðîëîí-
ãèðîâàííîå äåéñòâèå.

Äëÿ ïåãèëèðîâàííûõ èíòåðôåðîíîâ îöåíêà êà÷åñòâà,
ïîìèìî ïîëíîé õàðàêòåðèñòèêè öåëåâîãî áåëêà, äîëæíà
çàêëþ÷àòüñÿ â àíàëèçå õàðàêòåðèñòèê ïîëèìåðà è êîíúþ-
ãàòà. Äëÿ ïîëèìåðà íåîáõîäèìà îöåíêà âñåõ ïîêàçàòåëåé
êà÷åñòâà, ïðåäóñìîòðåííàÿ íîðìàòèâíûì äîêóìåíòîì íà
ðåàãåíò, âêëþ÷àÿ ïîëèäèñïåðñíîñòü ìàññû.

Õàðàêòåðèñòèêà êîíúþãèðîâàííîãî èíòåðôåðîíà
äîëæíà âêëþ÷àòü: ñòåïåíü ìîäèôèêàöèè (ñðåäíåå ÷èñëî
ìîëåêóë ïîëèìåðà, ñâÿçàííûõ ñ áåëêîì); ðàñïîëîæåíèå
ó÷àñòêîâ ïåãèëèðîâàíèÿ; êîíôîðìàöèîííóþ ñòðóêòóðó,
âêëþ÷àÿ îáùèé ðàçìåð ìîëåêóëû; êîëè÷åñòâåííîå îïðå-
äåëåíèå ñâîáîäíîãî, íåêîíúþãèðîâàííîãî áåëêà; îñòà-
òî÷íûå êîëè÷åñòâà ñâîáîäíîãî ïîëèìåðíîãî ðåàãåíòà;
ìîëÿðíîå îòíîøåíèå ïîëèìåðà ê áåëêó.

Ñòðóêòóðà òàêîãî áåëêà ìîæåò áûòü îïèñàíà ñëåäóþ-
ùèì îáðàçîì: «òèï áåëêà» êîíúþãèðîâàí ñ «íàçâàíèå ïî-
ëèìåðà» â ñòåïåíè çàìåùåíèÿ «n ìîëåé ïîëèìåðà/ìîëü
áåëêà», ñ óêàçàíèåì ñðåäíåé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû êîíúþ-
ãàòà è ÷àñòè áåëêîâîé ìàññû.

Åñëè îïðåäåëåíèå êàêîé-ëèáî õàðàêòåðèñòèêè ìåòî-
äè÷åñêè íåäîñòóïíî, ýòî äîëæíî áûòü îòðàæåíî â ïîÿñíè-
òåëüíûõ ìàòåðèàëàõ. Äîïîëíèòåëüíûìè õàðàêòåðèñòèêà-
ìè ñîïîñòàâèìîñòè ïåãèëèðîâàííûõ áåëêîâ â ýòîì ñëó÷àå

ìîæåò áûòü ñðàâíåíèå èçîôîðì (ïðè èõ ðåëåâàíòíîñòè)
èëè ðàçëè÷èé èõ àêòèâíîñòè, ìîëÿðíîé àêòèâíîñòè êîíúþ-
ãàòà ïî ñðàâíåíèþ ñ íåçàìåùåííûì áåëêîì è ò.ä. [14].

Âûâîäû

Àíàëèç ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ê îïðåäåëåíèþ ïîêàçàòå-
ëåé êà÷åñòâà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ íà îñíîâå ðåêîìáè-
íàíòíûõ èíòåðôåðîíîâ âûÿâèë, ÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ áàçî-
âîé îöåíêè êà÷åñòâà, ðåêîìåíäîâàííîé è îáåñïå÷åííîé
EDQM, ìîæåò áûòü íåäîñòàòî÷íî. Òàêèì îáðàçîì, âîçíè-
êàåò ðÿä âîïðîñîâ, òðåáóþùèõ äîïîëíèòåëüíîãî ðàññìîò-
ðåíèÿ.

1. Ïîäòâåðæäåíèå ïîäëèííîñòè ðÿäà ëåêàðñòâåííûõ
ôîðì ïðåïàðàòîâ èíòåðôåðîíà àëüôà-2 (ìàçè, ãåëè, ñóïïî-
çèòîðèè, ñïðåè è ïð.) â ðåàêöèè íåéòðàëèçàöèè ïðîòèâî-
âèðóñíîé àêòèâíîñòè.

2. Ïîäòâåðæäåíèå N-êîíöåâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
áåçìåòèîíèíîâûõ ñóáñòàíöèé.

3. Óòî÷íåíèå âûáîðà ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ, ðàáî÷èõ
ðàçâåäåíèé, ñïîñîáîâ ïðîáîïîäãîòîâêè, îïòèìàëüíûõ ñ
òî÷êè çðåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè êîìáèíàöèé êëåòêà/âèðóñ
è ò.ä. äëÿ ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ ñïåöèôè÷åñêîé ïðîòèâî-
âèðóñíîé àêòèâíîñòè ñóáñòàíöèè èíòåðôåðîíà àëüôà-2.

4. Îöåíêà êà÷åñòâà èíòåðôåðîíà áåòà-1b â ÷àñòè óñòà-
íîâëåíèÿ ïîäëèííîñòè, àíàëèçà ÷èñòîòû è èäåíòèôèêà-
öèè ïðèìåñåé, â ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì ñòàíäàðòíîãî îáðàç-
öà EDQM, òðåáóåò â êàæäîì êîíêðåòíîì ñëó÷àå îáîñíîâàí-
íîãî âûáîðà ñòàíäàðòíîãî îáðàçöà ñðàâíåíèÿ.

5. Îñîáåííîñòè îöåíêè êà÷åñòâà ïåãèëèðîâàííûõ
ôîðì èíòåðôåðîíîâ, áàçèðóþùèåñÿ íà ïîñëåäíèõ äîêó-
ìåíòàõ EMEA, îäíàêî íå íàøåäøèå îòðàæåíèÿ â Åâðîïåé-
ñêîé ôàðìàêîïåå, òðåáóþò äîïîëíèòåëüíîãî èçó÷åíèÿ.

6. Íåîáõîäèìî ôîðìèðîâàíèå ÎÔÑ íà ñóáñòàíöèè èí-
òåðôåðîíîâ àëüôà-2, áåòà-1, îñíîâàííûõ íà ïðèíöèïàõ
ãàðìîíèçàöèè ñ òðåáîâàíèÿìè ôàðìàêîïåé ãîñóäàðñòâ-
÷ëåíîâ ÅÀÝÑ è Åâðîïåéñêîé ôàðìàêîïåè.
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Review of methodological approaches to quality evaluation
of recombinant interferon products
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The article summarises methods used to control the quality of recombinant interferon alpha and beta (IFNs) products. It
demonstrates that currently used methodological approaches generally ensure proper quality control of this group of
medicines. However, it is necessary to formulate basic requirements for the pharmacopoeial general chapters on inter-
feron alpha-2 and beta-1 products in order to standardize the control procedures and increase the efficacy and safety of re-
combinant IFNs products. These requirements should be harmonized with requirements of both the European Pharmaco-
peia and pharmacopoeias of the Eurasian Economic Union member-states, and should take account of the current trends
in the Russian pharmaceutical industry.
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Ðàçðàáîòêà è âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ
êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà
ñ ïðèìåíåíèåì òåõíîëîãèè áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè

Â. Ì. Ñèìîíîâ1, Ì. Ñ. Ïàíòþøåíêî1, À. À. Êàçàðîâ1, Î. À. Ìàðêîâà2, Ã. Í. Ïîðîøèí1

1 Îáùåñòâî ñ îãðàíè÷åííîé îòâåòñòâåííîñòüþ
«Ìåæäóíàðîäíûé áèîòåõíîëîãè÷åñêèé öåíòð «Ãåíåðèóì»,
601125, Ðîññèéñêàÿ Ôåäåðàöèÿ, Âëàäèìèðñêàÿ îáëàñòü, ïîñ. Âîëüãèíñêèé, óë. Âëàäèìèðñêàÿ, 14
2 ÀÎ «Ãåíåðèóì», 123317, ã. Ìîñêâà, óë. Òåñòîâñêàÿ, ä. 10, îô. 214

Ñòàòüÿ ïîñòóïèëà 03.08.2017 ã. Ïðèíÿòà ê ïóáëèêàöèè 04.08.2017 ã.

Ðàçðàáîòàíà è âàëèäèðîâàíà ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà ìîíîêëîíàëüíîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî
àíòèòåëà ýêóëèçóìàá â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 3–250 ìêã/ìë. Ìåòîäèêà îñíîâàíà íà
âçàèìîäåéñòâèè èììîáèëèçîâàííîãî Fab-ôðàãìåíòà àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íîãî ê ýêóëèçóìàáó â îáðàçöå ïëàçìû êðî-
âè. Ìåòîäèêà èñïîëüçóåò ïðèíöèï áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè, ïîçâîëÿþùèé áåç âíåñåíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ìå-
òîê îöåíèòü êîíöåíòðàöèþ àíàëèçèðóåìîãî âåùåñòâà. Ðåçóëüòàòû âàëèäàöèè ìåòîäèêè ñîïîñòàâëÿëèñü ñ ðåçóëüòà-
òàìè âàëèäàöèè àëüòåðíàòèâíîé ìåòîäèêè íà îñíîâå èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà. Ïî èòîãàì èññëåäîâàíèÿ ïîêà-
çàíî ïðåèìóùåñòâî ìåòîäèêè íà îñíîâå áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè ïî îñíîâíûì ìåòðîëîãè÷åñêèì
õàðàêòåðèñòèêàì — àíàëèòè÷åñêîìó äèàïàçîíó, ïðàâèëüíîñòè, ïðåöèçèîííîñòè è ñåëåêòèâíîñòè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî; ýêóëèçóìàá; áèîñëîéíàÿ èíòåðôåðîìåòðèÿ; âàëèäàöèÿ.

Áèáëèîãðàôè÷åñêîå îïèñàíèå: Ñèìîíîâ ÂÌ, Ïàíòþøåíêî ÌÑ, Êàçàðîâ ÀÀ, Ìàðêîâà ÎÀ, Ïîðîøèí ÃÍ. Ðàçðàáîòêà
è âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà ñ ïðèìåíåíèåì òåõíîëî-
ãèè áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè. ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå 2017; 17(3): 158–164.

Ýêóëèçóìàá ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ãóìàíèçèðîâàííîå ìîíî-
êëîíàëüíîå àíòèòåëî ê êîìïîíåíòó êîìïëåìåíòà Ñ5 ÷åëî-
âåêà è ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ òåðàïèè óëüòðà-îðôàííîãî çàáî-
ëåâàíèÿ — ïàðîêñèçìàëüíîé íî÷íîé ãåìîãëîáèíóðèè
(ÏÍÃ, PNH — Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria). Ïðè-
÷èíîé ÏÍÃ ÿâëÿåòñÿ ñîìàòè÷åñêàÿ ìóòàöèÿ ãåíà PIG-A [1].
Ïîýòîìó, íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ ýôôåêòèâíîñòü, òåðàïèÿ
ýêóëèçóìàáîì íå ïîçâîëÿåò äîñòè÷ü ïîëíîãî èçëå÷åíèÿ
ÏÍÃ. Òåì íå ìåíåå, êàê â êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ, òàê
è ïðè ïîñëåäóþùåì èñïîëüçîâàíèè ïðåïàðàòà áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ïðèìåíåíèå ýêóëèçóìàáà äëÿ ïàöèåíòîâ ñ ÏÍÃ
ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó óìåíüøåíèþ ÷àñòîòû êëèíè÷å-
ñêèõ ïðîÿâëåíèé çàáîëåâàíèÿ è ïîâûøåíèþ êà÷åñòâà è
ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè ïàöèåíòîâ [2]. Â Ðîññèéñêîé
Ôåäåðàöèè òåðàïèÿ ÏÍÃ ýêóëèçóìàáîì ïðèìåíÿåòñÿ íå-
äîñòàòî÷íî øèðîêî â ñâÿçè ñ êðàéíå âûñîêîé ñòîèìîñòüþ
åäèíñòâåííîãî çàðåãèñòðèðîâàííîãî ïðåïàðàòà ýêóëèçó-
ìàáà — Ñîëèðèñ®. Óëó÷øåíèå ñèòóàöèè âîçìîæíî ïðè âû-
âîäå íà îòå÷åñòâåííûé ôàðìàöåâòè÷åñêèé ðûíîê ýêîíî-
ìè÷åñêè äîñòóïíîãî áèîàíàëîãà, íå óñòóïàþùåãî îðèãè-
íàëüíîìó ïðåïàðàòó â ýôôåêòèâíîñòè è áåçîïàñíîñòè.
Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ñîîòâåòñòâèÿ êðèòåðèÿì ýôôåêòèâíî-
ñòè è áåçîïàñíîñòè íåîáõîäèìà îöåíêà ïàðàìåòðîâ ôàð-
ìàêîêèíåòèêè îðèãèíàëüíîãî è âîñïðîèçâåäåííîãî (áèî-
àíàëîãè÷íîãî) ïðåïàðàòîâ. Îñíîâíûì ñïîñîáîì îöåíêè
ïàðàìåòðîâ ôàðìàêîêèíåòèêè ÿâëÿþòñÿ ìåòîäû îïðåäå-
ëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòîâ â áèîëîãè÷åñêîé ñðåäå
îðãàíèçìà ÷åëîâåêà — êðîâè èëè ïîëó÷åííîé èç íåå
ïëàçìû.

Â äàííîé ïóáëèêàöèè ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ðàç-
ðàáîòêè è âàëèäàöèè ìåòîäèêè îöåíêè êîíöåíòðàöèè ýêó-
ëèçóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà íà îñíîâå áèîñëîéíîé
èíòåðôåðîìåòðèè. Ïîñêîëüêó ðàíåå áûë ðàçðàáîòàí è âà-

ëèäèðîâàíà àíàëîãè÷íàÿ ìåòîäèêà íà îñíîâå èììóíîôåð-
ìåíòíîãî àíàëèçà, òî ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì ñäåëàòü
ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïðåèìóùåñòâ è íåäîñòàòêîâ ýòèõ
äâóõ ïîäõîäîâ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ìàòåðèàëû

Äëÿ ðàçðàáîòêè è âàëèäàöèè ìåòîäîâ áûëè èñïîëüçîâà-
íû: ðàñòâîðû ïðåïàðàòà Ñîëèðèñ® (êîíöåíòðàò ýêóëèçóìà-
áà äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðàñòâîðà äëÿ èíôóçèé 10,0 ìã/ìë,
ïðîèçâîäñòâî «Alexion Pharma International Sarl», ñåðèÿ
P0003703); îïòè÷åñêèå áèîñåíñîðû Dip and Read™
Anti-Penta-HIS (HIS1K), Pall ForteBio (ëîò 6090046); äåïëå-
òèðîâàííàÿ ïî êîìïîíåíòó Ñ5 ñèñòåìû ñîìïëåìåíòà ñûâî-
ðîòêà êðîâè ÷åëîâåêà, Quidel (êàò. ¹ A501); Fab-ôðàãìåíò
àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íîãî ê ýêóëèçóìàáó ñ Ñ-êîíöåâûì ãåê-
ñàãèñòèäèíîâûì òàãîì (äàëåå àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàã-
ìåíò); Ñ5 Protein (êîìïîíåíò Ñ5 êîìïëåìåíòà ÷åëîâåêà),
Quidel (êàò ¹ A403); ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ê èììóíîãëîáóëèíàì ÷åëîâåêà IgG4, êîíúþãèðîâàííûå ñ
ïåðîêñèäàçîé õðåíà, «Abcam» (êàò ¹ ab98817); ïðåïàðàò
Ïðîëèà® (ðàñòâîð äåíîñóìàáà äëÿ ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ,
60 ìã/ìë, «Amgen Manufacturing Limited», ñåðèÿ 0010262911);
ïëàçìà êðîâè ÷åëîâåêà 10 çäîðîâûõ äîíîðîâ.

Ìåòîä èìóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà. Ìåòîä îïðåäå-
ëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà îñíîâàí íà ñïåöèôè÷å-
ñêîì âçàèìîäåéñòâèè ïðåïàðàòà, ñîäåðæàùåãîñÿ â îáðàç-
öå, è ïðåäâàðèòåëüíî ñîðáèðîâàííîãî íà 96-ëóíî÷íîì
ìèêðîïëàíøåòå MaxiSorp ñ âûñîêîñîðáèðóþùåé ïîâåðõ-
íîñòüþ («Nunñ») êîìïîíåíòà Ñ5 êîìïëåìåíòà ÷åëîâåêà ñ
îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà, êîòîðûé äåòåêòèðóåòñÿ ñ ïîìî-
ùüþ ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàí-
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íûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, ê èììóíîãëîáóëèíàì ÷åëîâåêà
èçîòèïà IgG4. Ïîñëå èììîáèëèçàöèè íà ìèêðîïëàíøåòå
êîìïîíåíòà Ñ5 êîìïëåìåíòà ÷åëîâåêà è áëîêèðîâàíèÿ íå-
ñâÿçàâøèõñÿ ñàéòîâ (èñïîëüçîâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâîé áó-
ôåðíûé ðàñòâîð («Ýêî-ñåðâèñ»), ñîäåðæàùèé 1 %-íûé áû-
÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí («Sigma»)), â ëóíêè ìèêðî-
ïëàíøåòà âíîñèëè îáðàçöû ñòàíäàðòà è èñïûòóåìûå
îáðàçöû.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ ïðå-
ïàðàò ýêóëèçóìàá ðàçáàâëÿëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåð-
íûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì 0,1 % äåïëåòèðîâàííîé ïî
êîìïîíåíòó Ñ5 ñèñòåìû êîìïëåìåíòà ñûâîðîòêè êðîâè ÷å-
ëîâåêà, â êîíöåíòðàöèè îò 0,078 äî 10 íã/ìë. Èñïûòóåìûå
îáðàçöû ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà ðàçáàâëÿëè òåì æå áó-
ôåðíûì ðàñòâîðîì ñ êðàòíîñòüþ 1/1000 èëè áîëåå.

Ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ è ïðîìûâêè ñôîðìèðîâàâøèé-
ñÿ â ëóíêàõ êîìïëåêñ Ñ5–ýêóëèçóìàá äåòåêòèðîâàëè ïóòåì
äîáàâëåíèÿ âòîðè÷íûõ àíòèòåë (ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë ê èììóíîãëîáóëèíàì ÷åëîâåêà IgG4, êîíúþ-
ãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà). Äàëåå äëÿ âèçóàëèçà-
öèè êîìïëåêñà Ñ5–ýêóëèçóìàá–âòîðè÷íîå àíòèòåëî äî-
áàâëÿëè ðàñòâîð òåòðàìåòèëáåíçèäèíà (õðîìîãåííûé
ñóáñòðàò ïåðîêñèäàçû õðåíà). Ïîñëå ðàçâèòèÿ îêðàñêè
ôåðìåíòàòèâíóþ ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè ïóòåì äîáàâëå-
íèÿ 0,5 Ì ðàñòâîðà ñåðíîé êèñëîòû. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü
ðàñòâîðà â ëóíêàõ ïðè äëèíå âîëíû 450 íì ðåãèñòðèðîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîïëàíøåòíîãî ñïåêòðîôîòîìåòðà
xMark («Bio-Rad»).

Âû÷èñëÿëè êîíöåíòðàöèþ ýêóëèçóìàáà â èñïûòóåìûõ
îáðàçöàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé çàâè-
ñèìîñòè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (Y) îò ëîãàðèôìà êîíöåí-
òðàöèè ïðåïàðàòà ýêóëèçóìàáà (X), àïïðîêñèìèðîâàííîé
4-ïàðàìåòðè÷åñêîé ëîãèñòè÷åñêîé ôóíêöèåé:

Y
a d

x c
d

b
�

�

�
�

( )

( / )1
, (1)

ãäå a — íèæíÿÿ àñèìïòîòà, b — óãëîâîé êîýôôèöèåíò, c —
òî÷êà ïåðåãèáà è d — âåðõíÿÿ àñèìïòîòà. Âñå ðàñ÷åòû âûïîë-
íÿëè â àâòîìàòè÷åñêîì ðåæèìå ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàìì-
íîãî îáåñïå÷åíèÿ Microplate Manager, v. 6.0 («Bio-Rad»).

Ìåòîä áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè. Ìåòîä îï-
ðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà îñíîâàí íà èíòåð-
ôåðîìåòðè÷åñêîì èçìåðåíèè [3, 4] êèíåòèêè ñïåöèôè÷å-
ñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàãìåíòà,
èììîáèëèçîâàííîãî íà áèîñåíñîðå, ñ ýêóëèçóìàáîì â èñ-
ñëåäóåìîì îáðàçöå ïëàçìû. Èñïûòàíèÿ âûïîëíÿëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì èíòåðôåðîìåòðà Octet® QKe System («Pall
ForteBio»). Èñïîëüçóåìûé àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàãìåíò
îáëàäàåò ñïåöèôè÷íîñòüþ òîëüêî ê ýêóëèçóìàáó è íå ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ äðóãèìè áåëêàìè â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà. Â
ñîñòàâå àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàãìåíòà èìååòñÿ Ñ-êîíöå-
âàÿ ãåêñàãèñòèäèíîâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáåñïå÷è-
âàþùàÿ îáðàòèìóþ èììîáèëèçàöèþ åãî íà ïîâåðõíîñòè
áèîñåíñîðîâ. Áèîñåíñîðû ñíà÷àëà èíêóáèðîâàëè â ðàñ-
òâîðå àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàãìåíòà, êîíòðîëèðóÿ óðî-
âåíü íàñûùåíèÿ (ðèñ. 1, à ). Ïîñëå äîñòèæåíèÿ íàñûùåíèÿ
áèîñåíñîðû èíêóáèðîâàëè ñ ìîäåëüíûìè îáðàçöàìè
ïëàçìû â 10- è 20-êðàòíîì ðàçâåäåíèè, à òàêæå ñ ðàñòâî-
ðàìè ñòàíäàðòîâ, ñîäåðæàùèìè àíòèòåëî ýêóëèçóìàá â
êîíöåíòðàöèè îò 0,47 äî 30 ìêã/ìë. Â õîäå èíêóáàöèè äëÿ
êàæäîãî îáðàçöà ðåãèñòðèðîâàëè ñêîðîñòü îáðàçîâàíèÿ
êîìïëåêñîâ àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàãìåíò–ýêóëèçóìàá»
(ðèñ. 1, á ).

Ïî ðåçóëüòàòàì àíàëèçà êàëèáðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ
îïðåäåëÿëè çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ êîìïëåê-
ñîâ (Y) îò êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà (X), âûðàæåííóþ ëè-
íåéíîé ôóíêöèåé âèäà:

Y kX b� � , (2)

ãäå k — óãëîâîé êîýôôèöèåíò, b — ñâîáîäíûé ÷ëåí.
Íà îñíîâàíèè êàëèáðîâî÷íîé ôóíêöèè (ðèñ. 2) âû÷èñ-

ëÿëè êîíöåíòðàöèþ ýêóëèçóìàáà â èñïûòóåìûõ îáðàçöàõ.

Ðàçðàáîòêà è âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà
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Ðèñ. 1. Ñåíñîãðàììû (à ) èììîáèëèçàöèè íà ñåíñîðàõ àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàãìåíòà è (á ) äîç-çàâèñèìîãî íàêîïëåíèÿ êîìïëåêñà íà
ñåíñîðàõ.



Âñå ðàñ÷åòû âûïîëíÿëè â àâòîìàòè÷åñêîì ðåæèìå ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Octet® Soft-
ware, v.9.0 («ForteBio»).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Âàëèäàöèþ ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëè-
çóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà íà îñíîâå áèîñëîéíîé
èíòåðôåðîìåòðèè, â òîì ÷èñëå, óñòàíîâêó êðèòåðèåâ ïðè-
åìëåìîñòè, ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè
íîðìàòèâíûõ äîêóìåíòîâ Åâðàçèéñêîãî ýêîíîìè÷åñêîãî
ñîþçà è Åâðîïåéñêîãî ñîþçà, îòíîñÿùèõñÿ ê âàëèäàöèè
áèîàíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäèê èñïûòàíèé [5, 6]. Â õîäå âàëè-
äàöèè îöåíèâàëè ñëåäóþùèå ìåòðîëîãè÷åñêèå õàðàêòå-
ðèñòèêè: óñòîé÷èâîñòü ïàðàìåòðîâ ãðàäóèðîâî÷íîé ôóíê-
öèè, ïðàâèëüíîñòü, ïðåöèçèîííîñòü ìåæäó îïûòàìè è
âíóòðè îïûòà, ëèíåéíîñòü ðàçâåäåíèé, ñïåöèôè÷íîñòü è
ñåëåêòèâíîñòü (ýôôåêò ìàòðèöû). Ïî ðåçóëüòàòàì îöåíêè
óêàçàííûõ õàðàêòåðèñòèê îïðåäåëÿëè àíàëèòè÷åñêèé
äèàïàçîí ìåòîäèêè è ìèíèìàëüíî íåîáõîäèìîå ðàçâåäå-
íèå èñïûòóåìûõ îáðàçöîâ. Ïî èòîãàì âàëèäàöèè ñîïîñ-
òàâëÿëè õàðàêòåðèñòèêè ìåòîäèêè íà îñíîâå áèîñëîéíîé
èíòåðôåðîìåòðèè ñ ðàíåå îöåíåííûìè õàðàêòåðèñòèêàìè
àíàëîãè÷íîé ìåòîäèêè íà îñíîâå èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà (ÈÔÀ).

Äëÿ îöåíêè óñòîé÷èâîñòè ïàðàìåòðîâ ãðàäóèðîâî÷-
íîé ôóíêöèè ïðè âàëèäàöèè ìåòîäèêè ïî îöåíêå êîíöåí-
òðàöèè ýêóëèçóìàáà ìåòîäîì áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåò-
ðèè ãîòîâèëè è òåñòèðîâàëè 7 ãðàäóèðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ.
Ðàñòâîðû ñîäåðæàëè ýêóëèçóìàá â äèàïàçîíå êîíöåíòðà-
öèé 0,47–30 ìêã/ìë â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñ-
òâîðå ñ äîáàâëåíèåì 10 %-íîé Ñ5-äåïëåòèðîâàííîé ñû-
âîðîòêè êðîâè ÷åëîâåêà (ïî 2 èçìåðåíèÿ êàæäîãî ðàñòâî-
ðà, âñåãî 14 èçìåðåíèé) â 6 íåçàâèñèìûõ îïûòàõ (¹ 1–6).
Â êàæäîì îïûòå äëÿ ãðàäóèðîâî÷íîé ôóíêöèè îöåíèâàëè
êîýôôèöèåíò äåòåðìèíàöèè (R2, äîëæåí áûòü íå ìåíåå

0,98). Äëÿ êàæäîãî èçìåðåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ
ïðîâîäèëè îáðàòíûé ðàñ÷åò êîíöåíòðàöèè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ãðàäóèðîâî÷íîé ôóíêöèè, ïîñëå ÷åãî âû÷èñëÿëè êî-
ýôôèöèåíò âîññòàíîâëåíèÿ (%R) êàê ïðîöåíòíîå îòíîøå-
íèå íàéäåííîãî çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà
(«íàéäåíî») ê èñòèííîìó çíà÷åíèþ äëÿ äàííîãî ðàñòâîðà
(«ââåäåíî»). Äëÿ %R íîðìàòèâàìè ïî âàëèäàöèè çàäàíû
ñëåäóþùèå êðèòåðèè îöåíêè: äëÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ ðàñ-
òâîðîâ ñ êðàéíèìè çíà÷åíèÿìè êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìà-
áà — 75–125 %, äëÿ îñòàëüíûõ ãðàäóèðîâî÷íûõ ðàñòâî-
ðîâ — 80–120 %. Â êàæäîì îïûòå óñòàíîâëåííûå êðèòå-
ðèè äîëæíû ñîáëþäàòüñÿ, ïî ìåíüøåé ìåðå, äëÿ 11 èç
14 èçìåðåíèé. Âî âñåõ îïûòàõ ïîëó÷åíû óäîâëåòâîðèòåëü-
íûå ðåçóëüòàòû, ÷òî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ïàðàìåòðû ãðàäóè-
ðîâî÷íîé ôóíêöèè óñòîé÷èâûìè (òàáë. 1). Ãðàäóèðîâî÷íàÿ
ôóíêöèÿ, ïîëó÷åííàÿ â îïûòå ¹ 6 è îáëàäàþùàÿ íàèëó÷-
øèìè õàðàêòåðèñòèêàìè (íàèáîëüøåå çíà÷åíèå R2 è ñîîò-
âåòñòâèå %R óñòàíîâëåííîìó êðèòåðèþ äëÿ 14 èçìåðå-
íèé), áûëà èñïîëüçîâàíà ïðè îáðàáîòêå ðåçóëüòàòîâ âî
âñåõ ïîñëåäóþùèõ îïûòàõ.

Äëÿ îöåíêè ïðàâèëüíîñòè ìåòîäèêè ãîòîâèëè è òåñòè-
ðîâàëè 7 îáðàçöîâ ýêóëèçóìàáà ñ êîíöåíòðàöèåé îò 3 äî
250 ìêã/ìë â 100 %-íîé Ñ5-äåïëåòèðîâàííîé ñûâîðîòêå
êðîâè ÷åëîâåêà â 6 íåçàâèñèìûõ îïûòàõ (¹ 7–12). Êàæ-
äûé îáðàçåö èñïûòûâàëè â ðàçâåäåíèÿõ 1/10 è 1/20, ïî
2 èçìåðåíèÿ íà êàæäîå ðàçâåäåíèå, óñðåäíÿÿ ðåçóëüòàò
ïî ðàçâåäåíèÿì è èçìåðåíèÿì. Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà ïî
ðåçóëüòàòàì êàæäîãî îïûòà âû÷èñëÿëè êîýôôèöèåíò âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ (%R) è îöåíèâàëè åãî ñîîòâåòñòâèå óñòàíîâ-
ëåííûì êðèòåðèÿì: äëÿ îáðàçöîâ ñ êðàéíèìè çíà÷åíèÿìè
êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà — 75–125 %, äëÿ îñòàëüíûõ —
80–120 %. Âî âñåõ îïûòàõ ðåçóëüòàòû óäîâëåòâîðÿþò óñòà-
íîâëåííûì êðèòåðèÿì äëÿ %R (äëÿ îáðàçöîâ ñ êðàéíèìè
çíà÷åíèÿìè êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà — 75–125 %, äëÿ
îñòàëüíûõ — 80–120 %), ÷òî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ìåòîäèêó
ïðàâèëüíîé (òàáë. 2).

Îöåíêó ïðåöèçèîííîñòè ìåæäó îïûòàìè ïðîâîäèëè â
îïûòàõ ¹ 7–12. Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà ýêóëèçóìàáà ñ êîí-
öåíòðàöèåé îò 3 äî 250 ìêã/ìë ïî ðåçóëüòàòàì 6 îïûòîâ
âû÷èñëÿëè ñðåäíåå çíà÷åíèå íàéäåííîé êîíöåíòðàöèè
ýêóëèçóìàáà, ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (SD) è êîýôôèöèåíò
âàðèàöèè (%CV). Âî âñåõ îïûòàõ ðåçóëüòàòû óäîâëåòâîðÿ-
þò óñòàíîâëåííûì êðèòåðèÿì äëÿ %CV ìåæäó îïûòàìè
(äëÿ îáðàçöîâ ñ êðàéíèìè çíà÷åíèÿìè êîíöåíòðàöèè ýêó-
ëèçóìàáà — ìåíåå 25 %, äëÿ îñòàëüíûõ — ìåíåå 20 %),
÷òî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ïðåöèçèîííîñòü ìåæäó îïûòàìè
ïðèåìëåìîé (òàáë. 2).

Îöåíêó ïðåöèçèîííîñòè âíóòðè îïûòà ïðîâîäèëè â
îïûòå ¹ 13. Ãîòîâèëè 7 îáðàçöîâ ýêóëèçóìàáà ïî òîé æå
ñõåìå, ÷òî è â îïûòàõ ¹ 7–12, îäíàêî êàæäûé îáðàçåö
òåñòèðîâàëè â 6 íåçàâèñèìûõ ïîâòîðíîñòÿõ — ïî 2 ðàçâå-
äåíèÿ íà êàæäóþ ïîâòîðíîñòü è ïî 2 èçìåðåíèÿ íà êàæäîå
ðàçâåäåíèå. Â êàæäîé ïîâòîðíîñòè ðåçóëüòàò óñðåäíÿëè
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Òàáëèöà 1. Ðåçóëüòàòû îöåíêè óñòîé÷èâîñòè ïàðàìåòðîâ ãðàäóèðîâî÷íîé ôóíêöèè

¹ îïûòà 1 2 3 4 5 6

R2 (êîýôôèöèåíò äåòåðìèíàöèè) 0,9936 0,9914 0,9936 0,9904 0,9933 0,9951

k (óãëîâîé êîýôôèöèåíò) 0,00407 0,00382 0,00446 0,00386 0,00335 0,00349

b (ñâîáîäíûé ÷ëåí) 0,00236 0,00282 0,00066 0,00137 –0,00093 –0,00110

Êîëè÷åñòâî èçìåðåíèé ãðàäóèðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ,
äëÿ êîòîðûõ %R (êîýôôèöèåíò âîññòàíîâëåíèÿ)
óäîâëåòâîðÿåò óñòàíîâëåííîìó êðèòåðèþ

13 14 13 13 12 14

Ðèñ. 2. Ãðàäóèðîâî÷íàÿ êðèâàÿ çàâèñèìîñòè ñèãíàëà (ñêîðîñòè
îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñîâ) îò êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ìåòîäèêè íà îñíîâå áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè.



ïî ðàçâåäåíèÿì è èçìåðåíèÿì. Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà âû-
÷èñëÿëè ñðåäíåå ïî ïîâòîðíîñòÿì çíà÷åíèå íàéäåííîé
êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà, ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (SD)
è êîýôôèöèåíò âàðèàöèè (%CV). Ðåçóëüòàòû óäîâëåòâîðÿ-
þò óñòàíîâëåííûì êðèòåðèÿì äëÿ %CV ìåæäó ïîâòîðíî-

ñòÿìè (äëÿ îáðàçöîâ ñ êðàéíèìè çíà÷åíèÿìè êîíöåíòðà-
öèè ýêóëèçóìàáà — ìåíåå 25 %, äëÿ îñòàëüíûõ — ìåíåå
20 %), ÷òî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ïðåöèçèîííîñòü âíóòðè îïû-
òà ïðèåìëåìîé (òàáë. 3).

Òàê êàê ìåòîäèêà ïðåäïîëàãàåò ðàçâåäåíèå èñïûòóå-
ìûõ îáðàçöîâ â 10 è 20 ðàç, ïðîâîäèëè îöåíêó ëèíåéíîñòè
ðàçâåäåíèÿ â îïûòàõ ¹ 7–12. Â êàæäîì îïûòå äëÿ êàæäî-

Ðàçðàáîòêà è âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà
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Òàáëèöà 2. Ðåçóëüòàòû îöåíêè ïðàâèëüíîñòè è ïðåöèçèîííîñòè
ìåæäó îïûòàìè

Ââåäåíî
ïðåïàðàòà,

ìêã/ìë

¹
îïûòà

Íàéäåíî
ïðåïàðàòà,

ìêã/ìë

%R (êîýôôè-
öèåíò âîññòà-
íîâëåíèÿ), %

Ñðåä-
íåå

SD %CV, %

250 7 290,5 116,2 288,5 12,1 4,2

8 295,0 118,0

9 299,6 119,8

10 295,6 118,2

11 284,1 113,6

12 266,2 106,5

120 7 133,0 110,9 134,8 2,8 2,1

8 135,4 112,8

9 136,7 113,9

10 134,7 112,2

11 138,3 115,3

12 130,5 108,7

50 7 43,1 86,2 47,3 4,2 9,0

8 43,7 87,5

9 52,1 104,3

10 47,1 94,3

11 44,8 89,6

12 52,8 105,5

20 7 19,8 98,8 20,8 1,2 5,8

8 20,4 102,0

9 21,4 106,9

10 20,9 104,6

11 19,7 98,5

12 22,9 114,6

9 7 9,1 101,1 9,4 0,5 4,9

8 9,1 100,6

9 9,7 107,8

10 9,4 104,9

11 9,2 101,9

12 10,3 114,1

6 7 6,3 104,8 6,4 0,2 3,0

8 6,4 107,3

9 6,3 105,5

10 6,5 107,6

11 6,2 103,8

12 6,8 112,7

3 7 3,1 101,9 2,9 0,2 6,1

8 2,9 97,8

9 2,8 92,2

10 3,0 98,5

11 2,6 87,7

12 3,1 103,3

Òàáëèöà 3. Ðåçóëüòàòû îöåíêè ïðåöèçèîííîñòè âíóòðè îïûòà

Ââåäåíî ïðå-
ïàðàòà, ìêã/ìë

¹ ïîâòîð-
íîñòè

Íàéäåíî ïðå-
ïàðàòà, ìêã/ìë

Ñðåäíåå SD %CV, %

250 1 258,7 249,9 7,6 3,0

2 245,0

3 246,1

4 236,5

5 232,7

6 233,3

120 1 119,3 114,5 6,1 5,3

2 116,4

3 107,7

4 108,0

5 103,4

6 107,5

50 1 48,3 46,1 2,8 6,0

2 46,9

3 43,0

4 43,1

5 46,4

6 45,1

20 1 18,8 18,0 0,8 4,6

2 18,1

3 17,2

4 16,8

5 16,6

6 17,3

9 1 9,7 9,25 0,53 5,7

2 9,5

3 8,7

4 10,1

5 9,2

6 9,1

6 1 6,9 6,60 0,26 3,9

2 6,4

3 6,6

4 6,2

5 6,8

6 6,3

3 1 3,3 3,08 0,16 5,3

2 3,0

3 3,0

4 3,1

5 3,0

6 2,9



ãî ðàçâåäåíèÿ îòäåëüíî îïðåäåëÿëè íàéäåííóþ êîíöåí-
òðàöèþ ñ ó÷åòîì êðàòíîñòè ðàçâåäåíèÿ, óñðåäíåííóþ ïî
äâóì èçìåðåíèÿì. Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà âû÷èñëÿëè ñðåä-
íåå ïî äâóì ðàçâåäåíèÿì çíà÷åíèå íàéäåííîé êîíöåíòðà-
öèè ýêóëèçóìàáà, ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (SD) è êîýôôè-
öèåíò âàðèàöèè (%CV). Ðåçóëüòàòû óäîâëåòâîðÿþò óñòà-
íîâëåííûì êðèòåðèÿì äëÿ %CV ìåæäó ðàçâåäåíèÿìè (äëÿ
îáðàçöîâ ñ êðàéíèìè çíà÷åíèÿìè êîíöåíòðàöèè ýêóëèçó-
ìàáà — ìåíåå 25 %, äëÿ îñòàëüíûõ — ìåíåå 20 %), ÷òî ïî-
çâîëÿåò ñ÷èòàòü ëèíåéíîñòü ðàçâåäåíèÿ ïðèåìëåìîé
(òàáë. 4).

Ñïåöèôè÷íîñòü ìåòîäèêè êàê ñïîñîáíîñòü èñïîëüçóå-
ìûõ ðåàêòèâîâ ñâÿçûâàòüñÿ èñêëþ÷èòåëüíî ñ àíàëèçèðóå-
ìûì âåùåñòâîì, îöåíèâàëè â îïûòå ¹ 14 ïî äâóì ðàçëè÷-
íûì àñïåêòàì:

à) îòñóòñòâèå çíà÷èìîãî ôîíîâîãî ñèãíàëà â îáðàç-
öàõ, íå ñîäåðæàùèõ ýêóëèçóìàá, íî ñîäåðæàùèõ âñå îñ-
òàëüíûå êîìïîíåíòû ìàòðèöû. Äëÿ ýòîãî òåñòèðîâàëè èí-
äèâèäóàëüíûå îáðàçöû ïëàçìû êðîâè, âçÿòûå ó 10 çäîðî-
âûõ äîíîðîâ, è âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïîëó÷àëè íóëåâîå
çíà÷åíèå êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà (òàáë. 6);

á) îòñóòñòâèå çíà÷èìîãî ñèãíàëà â îáðàçöàõ, ñîäåð-
æàùèõ âåùåñòâî, ñòðóêòóðíî ðîäñòâåííîå ýêóëèçóìàáó.
Äëÿ ýòîãî ãîòîâèëè è èñïûòûâàëè îáðàçöû 100 %-íîé
Ñ5-äåïëåòèðîâàííîé ñûâîðîòêå êðîâè ÷åëîâåêà ñ äîáàâ-
ëåíèåì ïðåïàðàòà Ïðîëèà® â êîíöåíòðàöèè îò 3 äî
250 ìêã/ìë. Â êà÷åñòâå äåéñòâóþùåãî âåùåñòâà ýòîò ïðå-
ïàðàò ñîäåðæèò ïîëíîñòüþ ÷åëîâå÷åñêîå ìîíîêëîíàëüíîå
àíòèòåëî äåíîñóìàá, â íàèáîëüøåé ñòåïåíè ñðåäè äîñòóï-
íûõ ïðåïàðàòîâ ñõîæåå ñ ýêóëèçóìàáîì ïî ñòðóêòóðå, íî
îòëè÷àþùååñÿ ïî ñïåöèôè÷åñêèì ó÷àñòêàì àìèíîêèñëîò-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Äåíîñóìàá îòíîñèòñÿ ê èçîòèïó
IgG2, â òî âðåìÿ êàê ýêóëèçóìàá ñîäåðæèò ó÷àñòêè àìèíî-
êèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, õàðàêòåðíûå äëÿ èçîòè-
ïîâ IgG2 è IgG4. Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà âî âñåõ îáðàçöàõ,
âíå çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè äåíîñóìàáà, ïîëó÷èëè
íóëåâîå çíà÷åíèå êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà (äàííûå íå
ïðèâåäåíû).

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â îïûòå ¹ 14 (îòñóòñòâèå
çíà÷èìîãî ñèãíàëà â îáðàçöàõ, íå ñîäåðæàùèõ ýêóëèçó-
ìàá, íî ñîäåðæàùèõ âñå îñòàëüíûå êîìïîíåíòû ìàòðèöû,
à òàêæå â îáðàçöàõ, ñîäåðæàùèõ âåùåñòâî, ñòðóêòóðíî
ðîäñòâåííîå ýêóëèçóìàáó), â ñîâîêóïíîñòè ñâèäåòåëüñòâó-
þò î ñïåöèôè÷íîñòè âàëèäèðóåìîé ìåòîäèêè.

Ñåëåêòèâíîñòü ìåòîäèêè êàê ñïîñîáíîñòü îïðåäåëÿòü
àíàëèçèðóåìîå âåùåñòâî â ïðèñóòñòâèè íåðîäñòâåííûõ
ñîåäèíåíèé â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå, ò.å. åñòåñòâåííûõ
êîìïîíåíòîâ áèîëîãè÷åñêîé ìàòðèöû, îöåíèâàëè â îïûòå
¹ 15. Ãîòîâèëè è èñïûòûâàëè èíäèâèäóàëüíûå îáðàçöû
ïëàçìû êðîâè, âçÿòûå ó 10 çäîðîâûõ äîíîðîâ, ê êàæäîìó
èç êîòîðûõ äîáàâëÿëè ýêóëèçóìàá äî êîíöåíòðàöèè
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Òàáëèöà 4. Ðåçóëüòàòû îöåíêè ëèíåéíîñòè ðàçâåäåíèé

Ââåäåíî
ïðåïàðàòà,

ìêã/ìë
¹ îïûòà

Íàéäåíî
ïðåïàðàòà, ìêã/ìë SD %CV, %

Ðàçâåäåíèå îáðàçöà: 1/10 1/20 Ñðåäíåå

250 7 277,6 303,5 290,5 18,3 6,3

8 279,2 310,8 295,0 22,4 7,6

9 288,8 310,3 299,6 15,2 5,1

10 283,2 308,0 295,6 17,6 5,9

11 256,7 311,5 284,1 38,7 13,6

12 228,9 303,5 266,2 52,8 19,8

120 7 128,1 138,0 133,0 7,0 5,2

8 134,9 135,9 135,4 0,7 0,5

9 131,3 142,1 136,7 7,6 5,6

10 126,3 143,1 134,7 11,8 8,8

11 134,7 142,0 138,3 5,2 3,8

12 121,2 139,7 130,5 13,1 10,0

50 7 45,8 40,4 43,1 3,9 8,9

8 46,8 40,7 43,7 4,3 9,9

9 58,4 45,9 52,1 8,8 16,9

10 52,0 42,3 47,1 6,8 14,5

11 48,5 41,1 44,8 5,2 11,7

12 57,7 47,8 52,8 7,0 13,3

20 7 17,4 22,1 19,8 3,3 16,8

8 18,0 22,9 20,4 3,5 17,0

9 20,1 22,7 21,4 1,9 8,8

10 18,4 23,5 20,9 3,6 17,1

11 17,8 21,7 19,7 2,8 14,0

12 21,7 24,2 22,9 1,7 7,6

9 7 8,3 9,9 9,1 1,1 11,7

8 8,1 10,0 9,1 1,3 14,8

9 9,0 10,5 9,7 1,1 10,9

10 8,6 10,3 9,4 1,2 12,2

11 8,4 10,0 9,2 1,2 12,7

12 9,6 10,9 10,3 0,9 8,7

6 7 6,0 6,6 6,3 0,4 6,6

8 5,7 7,2 6,4 1,0 15,7

9 6,0 6,7 6,3 0,5 7,7

10 5,9 7,1 6,5 0,8 13,0

11 5,8 6,7 6,2 0,6 9,7

12 6,4 7,1 6,8 0,5 7,1

3 7 2,6 3,5 3,1 0,6 19,5

8 2,6 3,3 2,9 0,5 18,6

9 2,5 3,0 2,8 0,4 13,6

10 2,6 3,3 3,0 0,5 16,0

11 2,3 3,0 2,6 0,5 19,4

12 2,7 3,5 3,1 0,6 18,4

Òàáëèöà 5. Ñðàâíåíèå îñíîâíûõ ìåòðîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëî-
âåêà íà îñíîâå èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ÈÔÀ) è áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè

Õàðàêòåðèñòèêà Îöåíèâàåìûé ïîêàçàòåëü Ìåòîä ÈÔÀ
Ìåòîä áèîñëîéíîé
èíòåðôåðîìåòðèè

Ïðàâèëüíîñòü %R (êîýôôèöèåíò âîññòàíîâëåíèÿ), % 78,7–104,8 86,2–119,8

Ïðåöèçèîííîñòü ìåæäó îïûòàìè %CV (êîýôôèöèåíò âàðèàöèè), % 3,1–27,1 2,1–9,0

Ïðåöèçèîííîñòü âíóòðè îïûòà %CV (êîýôôèöèåíò âàðèàöèè), % 2,8–12,7 3,0–6,0

Ñåëåêòèâíîñòü (ýôôåêò ìàòðèöû) %CV (êîýôôèöèåíò âàðèàöèè), % 13,6–22,2 3,5–6,0

Àíàëèòè÷åñêèé äèàïàçîí Êîíöåíòðàöèÿ, ìêã/ìë 20–250 3–250

Ìèíèìàëüíî íåîáõîäèìîå ðàçâåäåíèå îáðàçöîâ Êðàòíîñòü ðàçáàâëåíèÿ, ðàç 1/1000 1/10



120 èëè 250 ìêã/ìë. Äëÿ êàæäîãî óðîâíÿ êîíöåíòðàöèè
âíåñåííîãî ýêóëèçóìàáà âû÷èñëÿëè ñðåäíåå íàéäåííîå
çíà÷åíèå ïî îáðàçöàì, ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (SD) è êî-
ýôôèöèåíò âàðèàöèè (%CV). Çíà÷åíèå %CV ðàññìàòðèâàëè
êàê ïîêàçàòåëü ýôôåêòà ìàòðèöû. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
óäîâëåòâîðÿþò óñòàíîâëåííûì êðèòåðèÿì (%CV ìåíåå
20 % ìåæäó îáðàçöàìè ñ îäèíàêîâûì óðîâíåì êîíöåíòðà-
öèè âíåñåííîãî ýêóëèçóìàáà), ÷òî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ìå-
òîäèêó ñåëåêòèâíîé, à ýôôåêò ìàòðèöû — ïðèåìëåìûì
(òàáë. 5).

Âûâîäû

Ïðîâåäåííàÿ âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè, îñíîâàííîé íà áèî-
ñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè, âêëþ÷àþùàÿ îöåíêó òðåáóå-
ìûõ ìåòðîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê (ïðàâèëüíîñòè, ïðå-
öèçèîííîñòè ìåæäó îïûòàìè è âíóòðè îïûòà, ëèíåéíîñòè
ðàçâåäåíèé, ñïåöèôè÷íîñòè è ñåëåêòèâíîñòè) ïîäòâåð-
æäàåò âîçìîæíîñòü åå ïðèìåíåíèÿ äëÿ äîñòîâåðíîãî îï-
ðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà â îáðàçöàõ ïëàçìû
êðîâè ÷åëîâåêà â äèàïàçîíå 3–250 ìêã/ìë. Â òàáëèöå 6
ïðèâåäåíû ñðàâíèòåëüíûå äàííûå ïî îñíîâíûì ìåòðîëî-
ãè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ìåòîäèêè íà îñíîâå áèîñëîé-
íîé èíòåðôåðîìåòðèè è àëüòåðíàòèâíîé ìåòîäèêè íà îñ-
íîâå èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà, äëÿ êîòîðîé ðàíåå
áûëà âûïîëíåíà âàëèäàöèÿ.

Îñíîâíûìè ïðåèìóùåñòâàìè ìåòîäèêè íà îñíîâå
áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè ÿâëÿþòñÿ áîëåå øèðîêèé
àíàëèòè÷åñêèé äèàïàçîí (íèæíèé ïðåäåë êîëè÷åñòâåííî-
ãî îïðåäåëåíèÿ ñîñòàâëÿåò 3 ìêã/ìë ïðîòèâ 20 ìêã/ìë äëÿ
àëüòåðíàòèâíîé ìåòîäèêè), ëó÷øàÿ ïðàâèëüíîñòü, ïðåöè-
çèîííîñòü è ñåëåêòèâíîñòü. Ïðè èñïîëüçîâàíèè áèîñëîé-
íîé èíòåðôåðîìåòðèè ìèíèìàëüíî íåîáõîäèìîå ðàçâåäå-
íèå îáðàçöîâ — 1/10 (äëÿ àëüòåðíàòèâíîé ìåòîäèêè —
1/1000), ÷òî ñóùåñòâåííî óïðîùàåò ïðîöåäóðó è ìèíèìè-
çèðóåò ïîãðåøíîñòü ïîëó÷àåìûõ ðåçóëüòàòîâ, õîòÿ è
íåñêîëüêî óâåëè÷èâàåò êîëè÷åñòâî áèîìàòåðèàëà, òðåáóå-
ìîå äëÿ àíàëèçà. Íàêîíåö, ìåòîäèêà íà îñíîâå áèîñëîé-
íîé èíòåðôåðîìåòðèè îáåñïå÷èâàåò çàìåòíî áîëåå âûñî-
êóþ ïðîèçâîäèòåëüíîñòü, ÷òî ïîçâîëÿåò âûïîëíèòü àíà-
ëèç îáðàçöîâ çà ìåíüøåå âðåìÿ. Òàê, àíàëèç 20 îáðàçöîâ
â îäíîì îïûòå (âêëþ÷àÿ îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ
ðåçóëüòàòîâ) ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäèêè íà îñíîâå
áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè çàíèìàåò 1,5–2 ÷, ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ìåòîäèêè íà îñíîâå èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà — 6–8 ÷àñîâ. Ñðåäè íåäîñòàòêîâ áèîñëîéíîé èí-
òåðôåðîìåòðèè — îòíîñèòåëüíî âûñîêàÿ ñòîèìîñòü îáî-
ðóäîâàíèÿ è äîñòàòî÷íî ñòðîãèå òðåáîâàíèÿ ê êâàëèôèêà-
öèè èñïîëíèòåëåé àíàëèçà. Òåì íå ìåíåå, î÷åâèäíî, ÷òî
ìåòîäèêè íà îñíîâå ýòîé òåõíîëîãèè ìîãóò íàéòè ïðèìå-
íåíèå â äîêëèíè÷åñêèõ è êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ
áèîòåðàïåâòè÷åñêèõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ.
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Òàáëèöà 6. Ðåçóëüòàòû îöåíêè ñïåöèôè÷íîñòè è ñåëåêòèâíîñòè
(ýôôåêòà ìàòðèöû)

Ââåäåíî ïðåïàðàòà,
ìêã/ìë

0 120 250

Íîìåð äîíîðà Íàéäåíî ïðåïàðàòà, ìêã/ìë

01 0 126,0 214,3

02 0 126,0 255,8

03 0 126,0 226,8

04 0 129,4 236,8

05 0 130,4 232,8

06 0 126,6 237,7

07 0 120,3 244,0

08 0 117,1 208,1

09 0 130,1 238,0

10 0 121,5 238,7

Ñðåäíåå — 125,3 233,3

SD — 4,4 13,9

%CV, % — 3,5 6,0



Development and validation of a method for determination
of Eculizumab concentration in human plasma by biolayer interferometry
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The article describes a new method for measurement of monoclonal antibody Eculizumab concentration in human plasma
in a range of 3–250 �g/ml. In this method we used an antibody Fab fragment, capable of binding to eculizumab specifically
in human plasma. The method uses the biolayer interferometry for determination of Eculizumab concentration without ad-
ditional tag in the analyzing substances. This method was comparatively validated along with the traditional ELISA. Com-
parative validation demonstrated that the biolayer interferometry based method has an advantage to the ELISA in such im-
portant statistical criteria as an analytical range, accuracy, precision, specificity and selectivity (matrix effect).

Key words: monoclonal antibody; Eculizumab; biolayer interferometry; validation.
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Ïðè èñïûòàíèè áèîëîãè÷åñêèõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ ïî ïîêàçàòåëÿì «Ïîäëèííîñòü», «×èñòîòà», «Ìîëåêóëÿðíàÿ
ìàññà» ïðîâîäÿò ñðàâíèòåëüíóþ îöåíêó èññëåäóåìîãî è ñòàíäàðòíîãî îáðàçöîâ ðàçëè÷íûìè ôèçèêî-õèìè÷åñêèìè
ìåòîäàìè, â òîì ÷èñëå ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå (ÏÀÀÃ) ñ äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðèÿ (SDS)
â âîññòàíàâëèâàþùèõ/íåâîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâèÿõ. Äëÿ îöåíêè ìîëåêóëÿðíîé ìàññû êîìïîíåíòîâ ñòàíäàðòíî-
ãî è èññëåäóåìîãî îáðàçöîâ íåîáõîäèìî ïîñòðîåíèå êàëèáðîâî÷íîãî ãðàôèêà ñ èñïîëüçîâàíèåì áåëêîâ-ìàðêåðîâ.
Ïðîâåäåíî 4 ýêñïåðèìåíòà ïî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîìó ðàçäåëåíèþ íà îäíîì ãåëå íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìûõ íà-
áîðîâ ìàðêåðîâ ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ ðàçëè÷íûõ ïðîèçâîäèòåëåé (Amersham™ LMW Calibration Kit for SDS
Electrophoresis (Am), SDS PAGE Molecular Weight Standards, low range (BR), Unstained Protein Molecular Weight
Marker (Th), BenchMark™ Protein Ladder (BM), Mark12™ Unstained Standard (M12) (îáùåå êîëè÷åñòâî áåëêîâ — 45).
Ðàáîòà âûïîëíåíà ñ öåëüþ îïòèìèçàöèè ñïîñîáîâ ìàòåìàòè÷åñêîé îáðàáîòêè êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ äëÿ óêàçàí-
íûõ íàáîðîâ è îöåíêè âîçìîæíîñòè èõ âçàèìîçàìåíÿåìîñòè. Ýëåêòðîôîðåç â ÏÀÀÃ ñ SDS ïðîâîäèëè â âîññòàíàâëè-
âàþùèõ óñëîâèÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì òðèñ-ãëèöèíîâûõ çàëèâíûõ ãåëåé. Äëÿ ñðàâíåíèÿ ðàññ÷èòûâàåìûõ (Ì) è íîìè-
íàëüíûõ (Ì0) (óêàçàííûõ â èíñòðóêöèè ïî ïðèìåíåíèþ íàáîðà ìàðêåðîâ) çíà÷åíèé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (ÌÌ)
áåëêîâ-ìàðêåðîâ íàìè èñïîëüçîâàíî îòêëîíåíèå ÌÌ â ïåðåñ÷åòå íà åäèíèöó ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (äàëåå — îòíî-
ñèòåëüíîå îòêëîíåíèå). Îöåíêà ñðåäíåãî îòíîñèòåëüíîãî îòêëîíåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ìàðêåðîâ íàáîðîâ äèà-
ïàçîíà ÌÌ 10–100 êÄà (íàáîðû Am, BR, Th) ïðè èñïîëüçîâàíèè óðàâíåíèé ëèíåéíîé ðåãðåññèè ïîêàçàëà çíà÷åíèÿ
îêîëî 10 % (îò 8,3 äî 12,0 %). Äëÿ íàáîðîâ ðàñøèðåííîãî äèàïàçîíà ÌÌ 10–220 êÄà (íàáîðû BM, M12) ñðåäíåå îò-
íîñèòåëüíîå îòêëîíåíèå (16,5–20,3 %) áûëî ïðàêòè÷åñêè âäâîå áîëüøå. Ñ öåëüþ îïòèìèçàöèè ìàòåìàòè÷åñêîé îá-
ðàáîòêè äëÿ ðàñ÷åòà êàëèáðîâî÷íîé çàâèñèìîñòè ìû ïðèìåíèëè ïîëèíîìèàëüíîå óðàâíåíèå ðåãðåññèè òðåòüåé ñòå-
ïåíè. Ýòî ïîçâîëèëî ñíèçèòü îòíîñèòåëüíîå îòêëîíåíèå ÌÌ äî 2,3–3,5 % ïðè èñïîëüçîâàíèè íàáîðîâ äèàïàçîíà
10–100 êÄà è äî 3,7–4,0 % ïðè èñïîëüçîâàíèè íàáîðîâ ðàñøèðåííîãî äèàïàçîíà, ÷òî âàæíî ïðè îöåíêå ñîïîñòàâè-
ìîñòè ðàçëè÷íûõ ïðîäóêòîâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ SDS; ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà; êàëèáðîâî÷íûé ãðàôèê; ëè-
íåéíàÿ ðåãðåññèÿ; ïîëèíîì.
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òåìàòè÷åñêîé îáðàáîòêè êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ ïðè îöåíêå ìîëåêóëÿðíîé ìàññû áèîëîãè÷åñêèõ ëåêàðñòâåííûõ
ñðåäñòâ ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ SDS. ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà,
ëå÷åíèå 2017; 17(3): 165–172.

Ïðè èñïûòàíèè áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ëåêàðñòâåííûõ
ñðåäñòâ ïî ïîêàçàòåëÿì «Ïîäëèííîñòü», «×èñòîòà», «Ìî-
ëåêóëÿðíàÿ ìàññà» ïðîâîäÿò ñðàâíèòåëüíóþ îöåíêó èñïû-
òóåìîãî è ñòàíäàðòíîãî îáðàçöîâ ðàçëè÷íûìè ôèçèêî-
õèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè, â òîì ÷èñëå ìåòîäîì ýëåêòðî-
ôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå (ÏÀÀÃ) ñ äîäåöèëñóëü-
ôàòîì íàòðèÿ (SDS) â âîññòàíàâëèâàþùèõ/íåâîññòàíàâ-
ëèâàþùèõ óñëîâèÿõ, êîòîðûé âêëþ÷åí â ÃÔ XIII
(ÎÔÑ.1.2.1.0023.15) [1]. ÎÔÑ «Ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëà-
ìèäíîì ãåëå» äîïóñêàåò âûáîð óñëîâèé ýëåêòðîôîðåçà è
èñïîëüçóåìûå ðåàãåíòû â çàâèñèìîñòè îò ðåøàåìûõ çà-
äà÷ áåç îïðåäåëåíèÿ êðèòåðèÿ äëÿ èõ âûáîðà. Äîïóñêàåò-
ñÿ èñïîëüçîâàíèå ãåëåé ðàçëè÷íîãî ñîñòàâà, ðàçëè÷íûõ
áåëêîâ-ìàðêåðîâ ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ (ÌÌ), áóôåðíûõ è
îêðàøèâàþùèõ ðàñòâîðîâ, âîçìîæíû âàðèàíòû îáðàáîò-
êè îáðàçöîâ è äðóãèå ðàçëè÷èÿ.

Àíàëèç íîðìàòèâíûõ äîêóìåíòîâ íà ðàçëè÷íûå ëå-
êàðñòâåííûå ïðåïàðàòû ïîêàçàë, ÷òî ìåòîä ýëåêòðîôîðå-

çà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðèÿ
øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ êîíòðîëÿ êà÷åñòâà áèîòåõíîëî-
ãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ. ×àñòü ïðåïàðàòîâ ðàíåå êîíòðîëè-
ðîâàëàñü ïî óíèôèöèðîâàííîé ìåòîäèêå [2]. Îäíàêî â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ â ÍÄ íà ëåêàðñòâåííûå ñðåäñòâà ïðèâåäå-
íû êîíêðåòíûå ìåòîäèêè, â êîòîðûõ ðàçëè÷àþòñÿ
èñïîëüçóåìûå ãåëè (çàëèâíûå è êîììåð÷åñêèå, ðàçíîãî
ðàçìåðà è êîíöåíòðàöèè, â òîì ÷èñëå ãðàäèåíòíûå ãåëè),
êîíöåíòðàöèÿ è ñîñòàâ áóôåðíûõ è îêðàøèâàþùèõ ðàñ-
òâîðîâ, äîïóñêàåòñÿ èñïîëüçîâàíèå ðàçëè÷íûõ íàáîðîâ
ìàðêåðîâ ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ è äð.

Îöåíêà ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ïîëèïåïòèäîâ ñ ïîìî-
ùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñò-
âèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ îñíîâàíà íà òîì, ÷òî ìèãðà-
öèÿ áåëêîâ â ïðèñóòñòâèè èçáûòêà àíèîííîãî äåòåðãåíòà
(SDS) çàâèñèò, ãëàâíûì îáðàçîì, îò èõ ìîëåêóëÿðíîé ìàñ-
ñû [3–5]. Îøèáêà îïðåäåëåíèÿ ÌÌ â äèàïàçîíå îò 12 äî
220 êÄà, ðàññ÷èòàííàÿ ïî äàííûì K. Weber è M. Osborn

ÎÐÈÃÈÍÀËÜÍÛÅ ÑÒÀÒÜÈ
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äîñòèãàëà 10 % [4]. Áëèçêèå çíà÷åíèÿ îøèáêè áûëè ïîëó-
÷åíû è â èññëåäîâàòåëüñêîì öåíòðå êîìïàíèè Invitrogen
[6] ïðè èñïûòàíèè êîììåð÷åñêèõ ãåëåé (Novex®/NuPAGE®
Bis-Tris, Tris-Glycine è äðóãèå) ïðè óñëîâèè ó÷åòà âñåõ ðå-
çóëüòàòîâ.

Äëÿ îöåíêè ìîëåêóëÿðíîé ìàññû â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ðàçëè÷íûìè ïðîèçâîäèòåëÿìè âûïóñêàåòñÿ øèðîêèé
ñïåêòð ãîòîâûõ ñìåñåé áåëêîâ-ìàðêåðîâ â ðàçíûõ äèàïà-
çîíàõ ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ. Àíàëèç íîðìàòèâíîé äîêóìåí-
òàöèè (ÍÄ) íà áèîòåõíîëîãè÷åñêèå ëåêàðñòâåííûå ñðåäñòâà
ïîêàçàë, ÷òî èñïîëüçóþòñÿ íàáîðû ìàðêåðîâ ðàçëè÷íûõ
ïðîèçâîäèòåëåé, ïðè ýòîì äîïóñêàåòñÿ èñïîëüçîâàíèå
àíàëîãè÷íûõ íàáîðîâ áåç óêàçàíèÿ êðèòåðèåâ ïðèçíàíèÿ
àíàëîãè÷íîñòè.

Íàø îïûò ïðèìåíåíèÿ ðàçëè÷íûõ íàáîðîâ ìàðêåðîâ
ïðè ïðîâåäåíèè ýëåêòðîôîðåçà â ÔÃÁÓ «ÍÖÝÑÌÏ» Ìèí-
çäðàâà Ðîññèè ïðè êîíòðîëå êà÷åñòâà áèîòåõíîëîãè÷å-
ñêèõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ è ïðè àòòåñòàöèè ñòàíäàðòíûõ
îáðàçöîâ ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðåïàðàòîâ ïîêàçàë, ÷òî íà
çàëèâíûõ è ãîòîâûõ êîììåð÷åñêèõ ãåëÿõ äëÿ ìàðêåðîâ
êàê øèðîêîãî, òàê è óçêîãî äèàïàçîíà ÌÌ êîýôôèöèåíò
äåòåðìèíàöèè ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè íå âñåãäà óäîâëå-
òâîðÿåò òðåáîâàíèþ R2 � 0,98.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — îïòèìèçàöèÿ ìàòåìàòè÷å-
ñêîé îáðàáîòêè ñ öåëüþ îöåíêè âçàèìîçàìåíÿåìîñòè íàè-
áîëåå øèðîêî èñïîëüçóåìûõ íàáîðîâ ìàðêåðîâ ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññû äëÿ ñòàíäàðòèçàöèè ïðîöåäóðû ó÷åòà ðå-
çóëüòàòîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäèêè ýëåêòðîôîðåçà â
ÏÀÀÃ ñ SDS. Äëÿ äîñòèæåíèÿ óêàçàííîé öåëè íåîáõîäèìî
áûëî ðåøèòü ñëåäóþùèå çàäà÷è:

– îöåíèòü âîçìîæíîñòü îïòèìèçàöèè ñïîñîáîâ ìàòå-
ìàòè÷åñêîé îáðàáîòêè ïîëó÷àåìûõ äàííûõ;

– ïðîâåñòè ñðàâíèòåëüíóþ îöåíêó ðåçóëüòàòîâ îïðå-
äåëåíèÿ ÌÌ áåëêîâ-ìàðêåðîâ íàáîðîâ, ïîëó÷èâøèõ íàè-
áîëåå øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíà ñèñòåìà äëÿ âåðòèêàëüíîãî ýëåê-
òðîôîðåçà PROTEAN II xi Cell (16 � 20 ñì) («BioRad», ÑØÀ) â
ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ñ äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðèÿ

(SDS) â âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëîâèÿõ (â ïðèñóòñòâèè
�-ìåðêàïòîýòàíîëà). Ïðèãîòîâëåíèå 12 %-íîãî òðèñ-ãëè-
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Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ¹ 1. 12 % Òðèñ-ãëèöèíîâûé çàëèâíîé
ãåëü. Îáðàçöû íàáîðîâ Am, Br, Th, BM, M12 áûëè ïîäãîòîâëåíû è
íàíåñåíû íà ãåëü â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèåé ïðîèçâîäèòåëåé
ñ ïðîïóñêîì ëóíîê. Â ñâîáîäíûå ëóíêè âíîñèëè áóôåðíûé ðàñòâîð
äëÿ ïðîá. Ïðèâåäåíû íîìèíàëüíûå çíà÷åíèÿ ÌÌ áåëêîâ-ìàðêåðîâ
(â êÄà).

Ðèñ. 2. Êàëèáðîâî÷íûå êðèâûå, ïîñòðîåííûå ïî ìàðêåðàì íàáîðîâ óçêîãî (Am) è øèðîêîãî (BM) äèàïàçîíîâ ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ â ÷åòûðåõ
èñïûòàíèÿõ.



öèíîâîãî ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåëÿ, ýëåêòðîôîðåç è âè-
çóàëèçàöèþ ìàðêåðîâ êðàñèòåëåì Êóìàññè R-250 îñóùå-
ñòâëÿëè ïî ÎÔÑ.1.2.1.0023.15. [1].

Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêîâ áåëêîâ ñ èçâåñòíîé ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññîé èñïîëüçîâàíû íàáîðû ìàðêåðîâ ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññû Amersham™ LMW Calibration Kit for SDS
Electrophoresis («GE Healthcare», (Am), ìàðêåðû 14,4; 20,1;
30; 45; 66 è 97 êÄà), SDS PAGE Molecular Weight Standarts,
low range («BioRad», (BR), ìàðêåðû 14,4; 21,5; 31; 45; 66,2 è
97,4 êÄà), Unstained Protein Molecular Weight Marker
(«Thermo», (Th), ìàðêåðû 14,4; 18,4; 25; 35; 45; 66,2 è

116 êÄà), BenchMark™ Protein Ladder(«Novex», (BM)*, ìàð-
êåðû 10; 15; 20; 25; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 120; 160 è
220 êÄà) Mark12™ Unstained Standart («Novex», (M12)*,
ìàðêåðû 6; 14,4; 21,5; 31; 36,5; 55,4; 66,3; 97,4; 116,3 è
200 êÄà). Ïîäãîòîâêà îáðàçöîâ ïðîâåäåíà â ñîîòâåòñòâèè
ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ïðîèçâîäèòåëåé íàáîðîâ ìàðêåðîâ.

Îïòèìèçàöèÿ ñïîñîáîâ ìàòåìàòè÷åñêîé îáðàáîòêè êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ
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* Íàáîðû ìàðêåðîâ ðàñøèðåííîãî äèàïàçîíà (BM è M12) ïðåäíà-
çíà÷åíû äëÿ ðàáîòû ñ ãîòîâûìè êîììåð÷åñêèìè ãåëÿìè, â ñâÿçè
ñ ÷åì çíà÷åíèÿ îòíîñèòåëüíîãî îòêëîíåíèÿ äëÿ ýòèõ íàáîðîâ
ïðåäñòàâëåíû ñ èíôîðìàöèîííîé öåëüþ.

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå îòíîñèòåëüíîãî îòêëîíåíèÿ (	)
ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ìàðêåðîâ, ðàññ÷èòàííûõ ïî óðàâ-
íåíèÿì ëèíåéíîé ðåãðåññèè äëÿ êàæäîãî íàáîðà ìàð-
êåðîâ â ÷åòûðåõ èñïûòàíèÿõ (I, II, III, IV), äëÿ M12 —
â äâóõ èñïûòàíèÿõ (I, II).



Ñêàíèðîâàíèå, ïåðâè÷íàÿ îáðàáîòêà ãåëåé è îïðåäå-
ëåíèå îòíîñèòåëüíîé ïîäâèæíîñòè áåëêîâ Rf (îòíîøåíèå
ðàññòîÿíèÿ, ïðîéäåííîãî ìàðêåðîì, ê ðàññòîÿíèþ, ïðîé-
äåííîìó èíäèêàòîðîì ôðîíòà) ïðîâîäèëè â ïîëóàâòîìà-
òè÷åñêîì ðåæèìå â ïðîãðàììå Quantity One ñèñòåìû
VersaDoc. Ïîñòðîåíèå êàëèáðîâî÷íûõ ãðàôèêîâ îñóùåñò-
âëÿëè â ñèñòåìå êîîðäèíàò (lgM0/Rf), àïïðîêñèìàöèÿ çàâè-
ñèìîñòè, ðàñ÷åòû è ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà ðåçóëüòàòîâ
ðåàëèçîâûâàëèñü ñ èñïîëüçîâàíèåì ïàêåòà Microsoft
Office Excel. Äëÿ ñðàâíåíèÿ ðàññ÷èòûâàåìûõ (Ì ) è íîìè-
íàëüíûõ (Ì0) (óêàçàííûõ â èíñòðóêöèè ïî ïðèìåíåíèþ íà-
áîðà ìàðêåðîâ) çíà÷åíèé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû áåë-
êîâ-ìàðêåðîâ íàìè èñïîëüçîâàíî àáñîëþòíîå çíà÷åíèå
âåëè÷èíû îòêëîíåíèÿ ÌÌ â ïåðåñ÷åòå íà åäèíèöó ìîëåêó-

ëÿðíîé ìàññû (äàëåå — îòíîñèòåëüíîå îòêëîíåíèå) 	, êî-
òîðûé íàõîäèëè ïî ôîðìóëå:

	(%)
| |

�
�



M M

M
0

0

100, (1)

Ñõåìà ýêñïåðèìåíòà — ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêîå ðàçäåëåíèå íà îäíîì ãåëå âñåõ óêàçàííûõ íàáîðîâ
ìàðêåðîâ (îáùåå êîëè÷åñòâî áåëêîâ — 45). Ýêñïåðèìåíò
ïðîâîäèëè 4 ðàçà. Ïî çíà÷åíèþ ïîäâèæíîñòè áåëêîâ (Rf)
ðàññ÷èòûâàëè óðàâíåíèå êàëèáðîâî÷íîé çàâèñèìîñòè äëÿ
êàæäîãî íàáîðà ìàðêåðîâ. Êàæóùóþñÿ ìîëåêóëÿðíóþ
ìàññó (Ì ) è åå îòíîñèòåëüíîå îòêëîíåíèå îò íîìèíàëüíî-
ãî çíà÷åíèÿ (Ì0) ðàññ÷èòûâàëè äëÿ êàæäîãî áåëêà ïî âñåì
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Ðèñ 5. Àïïðîêñèìàöèÿ ëèíèè ðåãðåññèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëèíîìèàëüíîé (à ) è ëèíåéíîé (á ) çàâèñèìîñòåé äëÿ âñåõ ìàðêåðîâ íàáîðà è
äëÿ ìàðêåðîâ âèçóàëüíî ëèíåéíîãî ó÷àñòêà íàáîðîâ óçêîãî (Am) è øèðîêîãî (BM) äèàïàçîíîâ ÌÌ (â ).

Ðèñ. 4. Ñðàâíåíèå ñðåäíèõ çíà÷åíèé (ïî ÷åòûðåì èñïûòàíèÿì, M12 — ïî äâóì) îòíîñèòåëüíîãî îòêëîíåíèÿ ÌÌ (ñ îáîçíà÷åíèåì îøèáêè
ñðåäíåãî) íàáîðîâ ìàðêåðîâ, ðàññ÷èòàííûõ ïî ëèíåéíûì óðàâíåíèÿì çàâèñèìîñòè íàáîðîâ Am, Br, Th, BM è M12.



êàëèáðîâêàì. Ñðåäíåå îòíîñèòåëüíîå îòêëîíåíèå ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññû ìàðêåðîâ ó÷èòûâàëè êàê äëÿ áåëêîâ êîí-
êðåòíîãî íàáîðà, òàê è äëÿ âñåõ áåëêîâ ñ íîìèíàëüíîé ìî-
ëåêóëÿðíîé ìàññîé îò 10 äî 100 êÄà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íàøè ýêñïåðèìåíòû ñ îäíîâðåìåííûì ðàçäåëåíèåì ïÿòè
íàáîðîâ ìàðêåðîâ MW äèàïàçîíîâ 10–100 êÄà è
10–220 êÄà â ïðèñóòñòâèè SDS â âîññòàíàâëèâàþùèõ óñëî-
âèÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì òðèñ-ãëèöèíîâûõ çàëèâíûõ ãåëåé
(ðèñ. 1) ïîêàçàëè ðàçëè÷èÿ â ðàññòîÿíèè ìèãðàöèè áåë-
êîâ-êîìïîíåíòîâ ðàçíûõ íàáîðîâ ñ ðàâíîé/áëèçêîé ìîëå-
êóëÿðíîé ìàññîé, íàïðèìåð, äëÿ ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþ-
ùåé ìîëåêóëÿðíîé ìàññå 14,4 êÄà.

Êàëèáðîâî÷íûå ãðàôèêè â ñèñòåìå êîîðäèíàò
(lgM0/Rf) è ëèíåéíàÿ àïïðîêñèìàöèÿ êàëèáðîâî÷íîé çàâè-
ñèìîñòè êàæäîãî èç íàáîðîâ ìàðêåðîâ âî âñåõ 4 èñïûòà-
íèÿõ äåìîíñòðèðóþò S-îáðàçíûé õàðàêòåð ðàñïîëîæåíèÿ
òî÷åê êàëèáðîâî÷íîãî ðÿäà, ìåíåå âûðàæåííûé äëÿ íàáî-
ðîâ äèàïàçîíà 10–100 êÄà è áîëåå ÿâíûé äëÿ ðàñøèðåí-
íîãî äèàïàçîíà (ðèñ. 2). Õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ çíà÷å-
íèé îòíîñèòåëüíîãî îòêëîíåíèÿ ÌÌ, ðàññ÷èòàííûõ ïî
óðàâíåíèÿì ëèíåéíîé ðåãðåññèè, â âîçðàñòàþùåì ðÿäó
ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ìàðêåðîâ ñîõðàíÿëñÿ âî âñåõ èñïû-
òàíèÿõ äëÿ âñåõ íàáîðîâ (ðèñ. 3).

Ðàñ÷åò ñðåäíåãî îòíîñèòåëüíîãî îòêëîíåíèÿ çíà÷å-
íèé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ìàðêåðîâ íàáîðîâ ïî âñåì êà-
ëèáðîâêàì (ðèñ. 4) ïîêàçàë, ÷òî îíî áëèçêî ê 10 % äëÿ íà-
áîðîâ äèàïàçîíà 10–100 êÄà è âäâîå áîëüøå äëÿ íàáîðîâ
ðàñøèðåííîãî äèàïàçîíà.

Äëÿ ñíèæåíèÿ îøèáêè ïðè îïðåäåëåíèè ìîëåêóëÿð-
íîé ìàññû M. Sadeghi ñ ñîàâò. [6] áûëî ïðåäëîæåíî äâà

ïîäõîäà: ïåðâûé — èñïîëüçîâàíèå òîëüêî âèçóàëüíî ëè-
íåéíûõ ó÷àñòêîâ êàëèáðîâîê, âòîðîé — èñïîëüçîâàíèå
ïîëèíîìèàëüíîãî óðàâíåíèÿ ðåãðåññèè òðåòüåé ñòåïåíè.
Ãðàôè÷åñêîå ñðàâíåíèå ïðèìåíåíèÿ ýòèõ ïîäõîäîâ ïðåä-
ñòàâëåíî íà ðèñóíêå 5. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äëÿ âèçóàëü-
íî ëèíåéíûõ ó÷àñòêîâ ñòàòèñòè÷åñêè îïðàâäàííîå èñêëþ-
÷åíèå ìàðêåðà èç âûáîðêè (çíà÷åíèå îòíîñèòåëüíîãî îò-
êëîíåíèÿ áîëåå 3ó) âîçìîæíî ëèøü äëÿ ìàðêåðà ñ ÌÌ
220 êÄà íàáîðà BM.

Âîçìîæíîñòü àïïðîêñèìàöèè êàëèáðîâî÷íîãî ãðàôè-
êà íåëèíåéíîé ôóíêöèåé ïðåäóñìîòðåíà òàêæå â ÃÔ XIII
(ÎÔÑ.1.1.0012.15) [7]. Ïðè àïïðîêñèìàöèè èñïîëüçóþò ìå-
òîä íàèìåíüøèõ êâàäðàòîâ, ñóòü êîòîðîãî çàêëþ÷àåòñÿ â
íàõîæäåíèè êîýôôèöèåíòîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ äëÿ èñõîä-
íîãî óðàâíåíèÿ:
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Ðèñ. 6. Ñðàâíåíèå ñðåäíèõ çíà÷åíèé (ïî ÷åòûðåì èñïûòàíèÿì) îòíîñèòåëüíîãî îòêëîíåíèÿ ÌÌ (ñ îáîçíà÷åíèåì îøèáêè ñðåäíåãî) íàáî-
ðîâ ìàðêåðîâ, ðàññ÷èòàííûõ ïî ïîëèíîìèàëüíûì (y=f(x³)) óðàâíåíèÿì çàâèñèìîñòè äëÿ íàáîðîâ Am, Br, Th, BM è äâóì èñïûòàíèÿì íàáî-
ðà M12.



Ïàêåò MS Excel ïðåäîñòàâëÿåò âîçìîæíîñòü ðåøåíèÿ
òàêîãî ðîäà óðàâíåíèé ïðè k � 6, ïîçâîëÿÿ ðàññ÷èòûâàòü
êîýôôèöèåíòû óðàâíåíèÿ è ïîêàçàòåëü R2, õàðàêòåðèçóþ-
ùèé äîñòîâåðíîñòü àïïðîêñèìàöèè:
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Îöåíêà ðåçóëüòàòîâ ïðèìåíåíèÿ óðàâíåíèé êàëèáðî-
âî÷íîé çàâèñèìîñòè íà îñíîâå ïîëèíîìà òðåòüåé ñòåïåíè
ïîêàçàëà, ÷òî ìèíèìàëüíûå ñðåäíèå çíà÷åíèÿ îòíîñè-
òåëüíîãî îòêëîíåíèÿ ÌÌ ìàðêåðîâ íàáîðîâ íàáëþäàþòñÿ

â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ óðàâíåíèÿ çàâèñèìîñòè, ðàññ÷è-
òàííîãî ïî ìàðêåðàì ýòîãî æå ðÿäà (ðèñ. 6).

Èñïîëüçîâàíèå ïîëèíîìèàëüíîãî óðàâíåíèÿ ðåãðåñ-
ñèè òðåòüåé ñòåïåíè ïîçâîëèëî ñíèçèòü ñðåäíåå îòíîñè-
òåëüíîå îòêëîíåíèå ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ìàðêåðîâ íàáî-
ðîâ Am, BR è Th (äèàïàçîí 10–100 êÄà) ñ 8,3–12,0 % äî
2,3–3,5 %, à äëÿ ðàñøèðåííîãî äèàïàçîíà (íàáîðû BM è
M12) ñ 16,5–20,3 % äî 3,7–4,0 % (ðèñ. 6, òàáë. 1).

Óìåíüøåíèå îòíîñèòåëüíîãî îòêëîíåíèÿ (	) ìîëåêó-
ëÿðíîé ìàññû ìàðêåðîâ, ðàññ÷èòàííîå ïî óðàâíåíèþ ïî-
ëèíîìèàëüíîé ðåãðåññèè äëÿ êàæäîãî íàáîðà ìàðêåðîâ â
÷åòûðåõ èñïûòàíèÿõ, ïðåäñòàâëåíî íà ðèñóíêå 7.

Òàêèì îáðàçîì, ïðèìåíåíèå ïîëèíîìèàëüíîãî óðàâ-
íåíèÿ ðåãðåññèè òðåòüåé ñòåïåíè, áëàãîäàðÿ óìåíüøåíèþ
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Â. À. Òîìèëèí, Í. Ë. Èâàíþòèíà, Å. Â. Ýëüáåðò, Ð. À. Âîëêîâà

Ðèñ. 7. Ðàñïðåäåëåíèå îòíîñèòåëüíîãî îòêëîíåíèÿ (Ä) ìî-
ëåêóëÿðíîé ìàññû ìàðêåðîâ, ðàññ÷èòàííûå ïî óðàâíåíèÿì
ïîëèíîìèàëüíîé ðåãðåññèè òðåòüåé ñòåïåíè äëÿ êàæäîãî íà-
áîðà ìàðêåðîâ â ÷åòûðåõ èñïûòàíèÿõ (I, II, III, IV), äëÿ M12 —
â äâóõ èñïûòàíèÿõ (I, II). Ìàñøòàá îñè îðäèíàò ñîîòâåòñòâóåò
ìàñøòàáó îñè íà ðèñ. 3.



îòíîñèòåëüíîãî îòêëîíåíèÿ, ïîçâîëÿåò ïîâûñèòü òî÷íîñòü
îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû áåëêîâ, ÷òî îñîáåííî
âàæíî ïðè îöåíêå ñîïîñòàâèìîñòè ðàçëè÷íûõ ïðîäóêòîâ
[8, 9], à òàêæå ïîçâîëÿåò äîïóñòèòü âîçìîæíîñòü èñïîëü-
çîâàíèÿ íàáîðîâ ìàðêåðîâ ðàñøèðåííîãî äèàïàçîíà ñ çà-
ëèâíûìè ãåëÿìè ïîñëå âàëèäàöèè ìåòîäèêè ñ ó÷åòîì âû-
øåèçëîæåííîãî. Çàìåíà íàáîðîâ ìàðêåðîâ ÌÌ, ðåêîìåí-
äîâàííûõ íîðìàòèâíîé äîêóìåíòàöèåé, íà àíàëîãè÷íûå
òðåáóåò ðàçðàáîòêè êðèòåðèåâ äëÿ ïðèçíàíèÿ àíàëîãè÷-
íîñòè, êîòîðûå äîëæíû ó÷èòûâàòü óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ
èñïûòàíèÿ è òðåáîâàíèÿ ê òî÷íîñòè ðåçóëüòàòîâ àíàëèçà.

ÂÛÂÎÄÛ
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òåëüíîå îòêëîíåíèå ïðè îïðåäåëåíèè ìîëåêóëÿðíîé ìàñ-
ñû áåëêîâ äî 4 %: ñ 8,3–12,5 % äî 2,2–3,5 % äëÿ äèàïàçîíà
10–100 êÄà, ñ 16,5–20,3 % äî 3,7–4,0 % äëÿ ðàñøèðåííîãî
äèàïàçîíà ìîëåêóëÿðíîé ìàññû 10–220 êÄà, ÷òî îáåñïå-
÷èâàåò áîëüøóþ òî÷íîñòü ïðè ñðàâíåíèè ðåçóëüòàòîâ îï-
ðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû áåëêîâ, ÷òî îñîáåííî
âàæíî ïðè îöåíêå ñîïîñòàâèìîñòè ðàçëè÷íûõ ïðîäóêòîâ.

2. Ïðèìåíåíèå ïîëèíîìà òðåòüåé ñòåïåíè ïðè àï-
ïðîêñèìàöèè êàëèáðîâî÷íîé çàâèñèìîñòè äîïóñêàåò âîç-
ìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ íàáîðîâ ìàðêåðîâ BM è M12 ñ
çàëèâíûìè ãåëÿìè.

3. Çàìåíà íàáîðîâ ìàðêåðîâ ÌÌ, ðåêîìåíäîâàííûõ
íîðìàòèâíîé äîêóìåíòàöèåé, íà àíàëîãè÷íûå äîëæíà
ïðîèçâîäèòüñÿ ñ ó÷åòîì óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ èñïûòàíèÿ è
òðåáîâàíèé ê òî÷íîñòè àíàëèçà.
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Òàáëèöà 1. Ñðåäíåå çíà÷åíèå îòíîñèòåëüíîãî îòêëîíåíèÿ ìîëå-
êóëÿðíîé ìàññû áåëêîâ-ìàðêåðîâ íàáîðîâ óçêîãî (Am, BR, Th) è
øèðîêîãî (BM è M12) äèàïàçîíîâ ÌÌ ïðè èñïîëüçîâàíèè ëèíåé-
íîé (y = f(x)) è ïîëèíîìèàëüíîé ðåãðåññèè (y = f(x³))

Íàáîð
ìàðêåðîâ

Ñðåäíåå îòíîñèòåëüíîå îòêëîíåíèå
îò íîìèíàëüíîé ìàññû ìàðêåðîâ (	), %

y = f(x) y = f(x3)

M ± m n M ± m n

Am 8,3 ± 1,2 24 3,0 ± 0,4 24

BR 8,7 ± 1,4 24 2,3 ± 0,4 24

Th 12,0 ± 0,6 28 3,5 ± 0,2 28

BM 16,5 ± 1,4 59 3,7 ± 0,4 59

M12 20,3 ± 2,6 20 4,0 ± 0,8 20
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Identification and purity testing of biologicals as well as determination of their molecular mass are performed on the basis
of comparison of test and reference samples by various physico-chemical methods, including Sodium Dodecyl Sul-
phate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) under reducing or non-reducing conditions. In order to assess the
molecular weight of the test sample and reference sample components a calibration curve is drawn using protein markers.
The article describes 4 experiments in which gel electrophoresis was used for separation of the most widely used sets of
molecular weight markers produced by various manufacturers (Amersham™ LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis
(Am), SDS PAGE Molecular Weight Standards, low range (BR), Unstained Protein Molecular Weight Marker (Th), Bench-
Mark™ Protein Ladder (BM), Mark12™ Unstained Standard (M12) (total number of proteins — 45)). The aim of the study
was to optimize mathematical processing of calibration curves generated for the above-mentioned sets of markers and to
assess their interchangeability. SDS PAGE was performed under reducing conditions using Tris-Glycine gels. The real cal-
culated (M) and nominal (M0) values (indicated in the set of markers instructions for use) of the protein markers molecular
mass (MM) were compared using the MM deviation expressed in terms of a molecular mass unit (hereinafter — relative
deviation). The estimated average MM relative deviation for sets of markers ranging from 10 to 100 kDa (Am, BR, Th sets),
which was calculated using linear regression equations, was equal to about 10 % (8.3 – 12.0 %). In the case of the ex-
tended MM range of 10 – 220 kDa (BM, M12 sets) the average relative deviation was almost twice as high (16.5 – 20.3 %).
A third-order polynomial regression equation was used to optimize mathematical processing methods used during calcu-
lation of the calibration function. This made it possible to reduce the MM relative deviation down to 2.3 – 3.5 % when using
sets ranging from 10 to 100 kDa, and to 3.7 – 4.0 % when using the extended range sets, which is important for assessing
similarity of different products.

Key words: SDS-polyacrylamide gel electrophoresis; molecular mass; calibration curve; linear regression; polynomial.
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Èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäà qPCR
äëÿ êîíòðîëÿ îòñóòñòâèÿ ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè
â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ

Í. Ä. ¨ëøèí, À. Â. Ïåòðîâ
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Ïîñòóïèëà 08.06.2017 ã. Ïðèíÿòà ê ïóáëèêàöèè 04.07.2017 ã.

Ìèêîïëàçìû — îñíîâíûå êîíòàìèíàíòû êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Ïåðñèñòèðóÿ â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ, ìèêîïëàçìû ìíî-
ãîîáðàçíî âëèÿþò íà ôóíêöèîíèðîâàíèå êëåòîê-õîçÿåâ. Ïðîâåäåíèå ýêñïåðèìåíòîâ íà òàêèõ êîíòàìèíèðîâàííûõ
êëåòêàõ íåðàöèîíàëüíî, êàê è íàðàáîòêà â íèõ áåëêà. Öåëü ðàáîòû — èçó÷èòü âîçìîæíîñòü áûñòðîãî âûÿâëåíèÿ
êîíòàìèíàöèè ìèêîïëàçìàìè êóëüòóð êëåòîê è áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ ñ âîñïðîèçâåäåíèåì ðàíåå ðàçðàáî-
òàííîé ìåòîäèêè, ïðè âíåñåíèè â íåå óïðîùàþùèõ ìîäèôèêàöèé, ïîâûøàþùèõ äîñòóïíîñòíîñòü òàêîãî àíàëèçà â
Ðîññèè, à òàêæå îöåíèòü âîçìîæíîñòü âàëèäàöèè ìåòîäèêè äëÿ êîíòðîëÿ â ïðîöåññå ïðîèçâîäñòâà. Èç óæå ñóùåñò-
âóþùèõ ìåòîäèê äåòåêöèè ìèêîïëàçìû ìåòîäîì qPCR (quantitative PCR) áûëà âûáðàíà íàèáîëåå ïðèãîäíàÿ äëÿ ðà-
áîòû, ïðîèçâåäåíà ìîäèôèêàöèÿ àíàëèçà: äîðîãîñòîÿùèå è íåäîñòóïíûå ê ñèíòåçó â Ðîññèè MGB-çîíäû áûëè çà-
ìåíåíû íà îáû÷íûå ôëóîðåñöåíòíûå. Âîñïðîèçâîäèìîñòü è ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìîäèôèöèðîâàííîé ìåòîäèêè áûëè
èçó÷åíû íà ïðèìåðå ðàáîòû ñ M. hominis. ×óâñòâèòåëüíîñòü äàííîãî òåñòà äîñòèãàåò 10 ãåííûõ êîïèé ìèêîïëàçì íà
ðåàêöèþ. Íà îñíîâàíèè ñîïîñòàâëåíèÿ ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ è ðåãëàìåíòèðóåìûõ íîðìàòèâíûìè äîêóìåíòàìè
òðåáîâàíèé ê ìåòîäàì äåòåêöèè ìèêîïëàçì ñäåëàí âûâîä, ÷òî ïðåäëîæåííàÿ ìåòîäèêà íà îñíîâå qPCR àíàëèçà õî-
ðîøî ïîäõîäèò äëÿ ñâîåâðåìåííîé è ðåãóëÿðíîé ïðîâåðêè êóëüòóð êëåòîê íà ïðåäìåò êîíòàìèíàöèè ìèêîïëàçìà-
ìè, òåîðåòè÷åñêè íåò íèêàêèõ ïðîòèâîðå÷èé ñ ñîâðåìåííîé ðåãëàìåíòèðóþùåé äîêóìåíòàöèåé äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ
ýòîãî ìåòîäà â êà÷åñòâå îñíîâíîãî.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìèêîïëàçìû; êîíòàìèíàöèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð; qPCR îïðåäåëåíèå ìèêîïëàçì; êîíòðîëü êà÷å-
ñòâà áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ.

Áèáëèîãðàôè÷åñêàÿ ññûëêà: ¨ëøèí ÍÄ, Ïåòðîâ ÀÂ. Èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäà qPCR äëÿ
êîíòðîëÿ îòñóòñòâèÿ ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ. ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòè-
êà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå 2017; 17(3): 173–179.

Ïðåäñòàâèòåëè êëàññà Mollicutes — ìèêîïëàçìû — ÿâëÿ-
þòñÿ ñàìûìè ìàëûìè èç íûíå èçâåñòíûõ ïðîêàðèîò, ñïî-
ñîáíûõ ê ñàìîâîñïðîèçâåäåíèþ. Îáëàäàÿ ìàëûì êîëè÷å-
ñòâîì ãåíåòè÷åñêîé èíôîðìàöèè, ñêóäíûìè ñèíòåòè÷åñêè-
ìè âîçìîæíîñòÿìè è íå èìåÿ êëåòî÷íîé ñòåíêè,
ìèêîïëàçìû çàíèìàþò øèðîêóþ ýêîëîãè÷åñêóþ íèøó è
ðàñïðîñòðàíåíû ïðàêòè÷åñêè ïîâñåìåñòíî èñêëþ÷èòåëüíî
áëàãîäàðÿ ñîñóùåñòâàíèþ ñ âûñøèìè ýóêàðèîòàìè.

Îáíàðóæåííàÿ âïåðâûå 60 ëåò íàçàä êîíòàìèíàöèÿ
êëåòî÷íûõ êóëüòóð ìèêîïëàçìàìè — ñåé÷àñ óæå õîðîøî
èçâåñòíàÿ ëþáîìó áèîòåõíîëîãó ïðîáëåìà. Õîòÿ èìååòñÿ
ìíîãî äàííûõ î âûñîêèõ óðîâíÿõ êîíòàìèíàöèè êóëüòóð â
ëàáîðàòîðèÿõ [1], î÷åâèäíî, ÷òî ñ ðîñòîì îçàáî÷åííîñòè
ýòîé ïðîáëåìîé î÷èùåíèå îò ìèêîïëàçìû äîëæíî ïðîèñ-
õîäèòü ñòðåìèòåëüíî, ó÷èòûâàÿ õîðîøî ðàçðàáîòàííûå
ìåòîäû ýðàäèêàöèè [2]. Èñòî÷íèêîì ñïîíòàííîãî çàðàæå-
íèÿ ñðåä ÿâëÿåòñÿ ñàì èññëåäîâàòåëü èëè êîìïîíåíòû
ñðåä (ñûâîðîòêè êðîâè æèâîòíûõ).

Ìèêîïëàçìû — îñíîâíûå êîíòàìèíàíòû êëåòî÷íûõ
êóëüòóð [3]. Óðîí, êîòîðûé íàíîñèòñÿ ìèêîïëàçìàìè èñ-
ñëåäîâàíèþ èëè ïðîèçâîäñòâó ìíîãîîáðàçåí. Îáåäíÿÿ
ñðåäó, ìèêîïëàçìà, êàê ìèíèìóì, óãíåòàåò êëåòî÷íûé ðîñò
êóëüòóðû. Ïåðñèñòèðóÿ â êóëüòóðå, ìèêîïëàçìû ìîãóò ïðè-
âîäèòü ê öåëîìó ñïåêòðó ïîâðåæäåíèé êëåòîê: îò ïî÷òè
íåçàìåòíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé äî àïîïòîçà [4].
Ìèêîïëàçìû èçìåíÿþò ðàçëè÷íûå ñâîéñòâà êóëüòèâèðóå-
ìûõ êëåòîê: ìåòàáîëèçì, ïðîëèôåðàöèþ, ñèãíàëèíã è ýêñ-

ïðåññèþ ãåíîâ [5]. Èõ ïðèñóòñòâèå â êëåòêàõ ìîæåò âûçû-
âàòü íàðóøåíèÿ öåëîñòíîñòè ìåìáðàí êëåòîê-õîçÿåâ è
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìåìáðàííûõ ðåöåïòîðîâ. Ìèêîïëàçìû
èíãèáèðóþò ñëèÿíèå êëåòîê ïðè ðàáîòå ñ ãèáðèäîìíîé
òåõíîëîãèåé, âëèÿþò íà ñòàáèëüíîñòü ìàëûõ èíòåðôåðè-
ðóþùèõ ÐÍÊ [6]. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè òàêîé êîíòàìèíàöèè
ïðîèñõîäèò ïîâðåæäåíèå õðîìîñîì êëåòîê-õîçÿåâ [7].

Òàêèì îáðàçîì, ñëîæíî ïðàâèëüíî èíòåðïðåòèðîâàòü
ëþáûå ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåäåííîãî íà ëèíèè
êëåòîê, çàðàæåííîé ìèêîïëàçìîé. Òàêæå, áåçóñëîâíî, íå-
äîïóñòèìà êîíòàìèíàöèÿ òåðàïåâòè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ ìèê-
ðîîðãàíèçìàìè. Íåöåëåñîîáðàçíûì ÿâëÿåòñÿ ëþáîå âå-
äåíèå ëèíèé, çàðàæåííûõ ìèêîïëàçìîé, ñëåäîâàòåëüíî,
âîçíèêàåò íåîáõîäèìîñòü ïîñòîÿííîãî êîíòðîëÿ âîçìîæ-
íîé êîíòàìèíàöèè.

Îáðàçöû äëÿ àíàëèçà

Îáðàçöàìè äëÿ àíàëèçà â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ñëóæàò
îáðàçöû ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç êëåòîê è ñóïåðíàòàíòîâ êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð. Õîòÿ ýòî è âîçìîæíî, íî îáðàçöû ñóïåðíà-
òàíòîâ áåç âûäåëåíèÿ ÄÍÊ ïðè àíàëèçå ëó÷øå íå èñïîëü-
çîâàòü, ïîñêîëüêó ÏÖÐ ÷àñòî èíãèáèðóåòñÿ êîìïîíåíòàìè
ñðåä èëè ñåêðåòèðóåìûìè áåëêàìè, â òàêîì ñëó÷àå âíóò-
ðåííèé êîíòðîëü ðåàêöèè îñîáåííî àêòóàëåí. Äëÿ âûäå-
ëåíèÿ ÄÍÊ èç êëåòî÷íûõ êóëüòóð äîñòóïíà ìàññà íàáîðîâ
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è ïðîòîêîëîâ äëÿ ñàìîñòîÿòåëüíîãî ïðèãîòîâëåíèÿ íåîá-
õîäèìûõ áóôåðîâ.

Îòå÷åñòâåííàÿ ôàðìàêîïåÿ îïèñûâàåò èñïûòàíèå íà
ïðèñóòñòâèå ìèêîïëàçì äëÿ ïîñåâíûõ êëåòîê, ìàñòåð áàí-
êà, ðàáî÷èõ áàíêîâ, ïðîèçâîäñòâåííûõ è êîíòðîëüíûõ
êëåòî÷íûõ êóëüòóð, ïîñåâíîãî è ðàáî÷åãî âèðóñíûõ áàí-
êîâ, ãîòîâîãî ëåêàðñòâåííîãî ïðåïàðàòà, êîòîðûå ñîãëàñ-
íî íîðìàòèâíîé äîêóìåíòàöèè íå äîëæíû ñîäåðæàòü ìè-
êîïëàçì [8].

Ìåòîäû îïðåäåëåíèÿ ìèêîïëàçì

Ìèêîïëàçìû ñëîæíî äåòåêòèðóþòñÿ, òàê êàê íå âèäíû ïðè
ôàçîâî-êîíòðàñòíîé ìèêðîñêîïèè è ìíîãèå èìåþò î÷åíü
íèçêóþ ñêîðîñòü ðîñòà â êóëüòóðå. Ìèêîïëàçìû ñòîëü
ìàëû (0,15–0,3 ìêì), ÷òî ìîãóò ïðîõîäèòü ÷åðåç ôèëüòðû,
÷åðåç êîòîðûå îáû÷íî ôèëüòðóþò êóëüòóðàëüíûå ñðåäû.
Ïðè ýòîì äàæå èõ îãðîìíîå êîëè÷åñòâî â ñðåäå íåâîç-
ìîæíî îïðåäåëèòü âèçóàëüíî.

Ìåòîäû, êîòîðûìè ìîæåò îïðåäåëÿòüñÿ ïðèñóòñòâèå
ìèêîïëàçì, â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè îòå÷åñòâåííîé
[8] è Åâðîïåéñêîé ôàðìàêîïåé [9]: êóëüòóðàëüíûé (ìèêðî-
áèîëîãè÷åñêèé) ìåòîä è öèòîõèìè÷åñêèé (ìåòîä èíäèêà-
òîðíîé êëåòî÷íîé êóëüòóðû). Â îòå÷åñòâåííîé ôàðìàêîïåå
ðàçðåøåíî èñïîëüçîâàíèå àëüòåðíàòèâíûõ ìåòîäîâ èñ-
ñëåäîâàíèÿ, îäíàêî îòñóòñòâóþò ðåêîìåíäàöèè ïî âàëè-
äàöèè. Ïîäõîäû ê âàëèäàöèè ìåòîäîâ àìïëèôèêàöèè íóê-
ëåèíîâûõ êèñëîò äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðèñóòñòâèÿ ìèêî-
ïëàçì èìåþòñÿ â Åâðîïåéñêîé ôàðìàêîïåå.

Êóëüòóðàëüíûé ìåòîä. Ðåêîìåíäîâàí â ïîñëåäíèõ
èçäàíèÿõ àìåðèêàíñêîé, åâðîïåéñêîé, ÿïîíñêîé ôàðìàêî-
ïåé â êà÷åñòâå «çîëîòîãî ñòàíäàðòà» îïðåäåëåíèÿ ìèêî-
ïëàçì, èìååò ðÿä íåäîñòàòêîâ [10]:

– äëèòåëüíîå âðåìÿ àíàëèçà — òðåáóåò 28 ñóòîê,
– ÷óâñòâèòåëüíîñòü òåñòà ñèëüíî çàâèñèò îò ïðàâèëü-

íîãî ïðèãîòîâëåíèÿ ñðåä è êà÷åñòâà êîìïîíåíòîâ ñðåä,
– ëîæíîîòðèöàòåëüíûå ðåçóëüòàòû òàêæå ìîãóò áûòü

ïîëó÷åíû èç-çà íåïðàâèëüíîãî õðàíåíèÿ îáðàçöà ïåðåä
àíàëèçîì: íà æèçíåñïîñîáíîñòü ìèêîïëàçì ìîæåò ïîâëè-
ÿòü âðåìÿ è òåìïåðàòóðà õðàíåíèÿ îáðàçöà, ò.å. íå áóäóò
îáíàðóæåíû ïðèñóòñòâóþùèå, íî óæå íåæèçíåñïîñîáíûå
ìèêîïëàçìû.

Íåñìîòðÿ íà ýòè íåäîñòàòêè, â ôàðìàêîïåÿõ ðåêîìåí-
äîâàíî â êà÷åñòâå îñíîâíîãî ìåòîäà äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìè-
êîïëàçì èñïîëüçîâàòü èìåííî êóëüòóðàëüíûé ìåòîä.

Ìåòîä èíäèêàòîðíîé êëåòî÷íîé êóëüòóðû. Îñíî-
âàí íà âíåñåíèè èñïûòóåìîãî îáðàçöà â êëåòî÷íóþ êóëüòó-
ðó, ÷óâñòâèòåëüíóþ ê ìèêîïëàçìàì (îáû÷íî Vero), è ïî-
ñëåäóþùåé îáðàáîòêå êóëüòóðû êëåòîê ñïåöèôè÷åñêèì
ôëóîðåñöèðóþùèì êðàñèòåëåì Hoechst-33258. Ïîñëå èí-
êóáàöèè ñ êðàñèòåëåì åãî ñëèâàþò è ìèêðîñêîïèðóþò
êëåòêè â ëþìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå. Íåäîñòàòêè ýòîãî
ìåòîäà: äëèòåëüíîå âðåìÿ àíàëèçà (èíêóáàöèÿ â òå÷åíèå
5 ñóòîê), ìåòîä íå ïðîñò â èñïîëüçîâàíèè, íåîáõîäèìû
ñïåöèàëüíàÿ êëåòî÷íàÿ êóëüòóðà, ñðåäû, à òàêæå ëþìå-
íåñöåíòíûé ìèêðîñêîï.

Ìåòîäû àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Ñà-
ìûì ïðîñòûì è äîñòóïíûì èç ýòîé ãðóïïû ìåòîäîâ ÿâëÿ-
åòñÿ ÏÖÐ (ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ) — ìíîãîêðàò-
íîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êîïèé ïðåäñòàâëåííîé â îá-
ðàçöå ÄÍÊ ïðè íàëè÷èè íåîáõîäèìûõ êîìïîíåíòîâ
ðåàêöèè (íóêëåîòèäû, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà, ïðàéìåðû) è òåð-
ìîöèêëèðîâàíèÿ. Çà ñ÷åò óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà êîïèé
äîñòèãàåòñÿ âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà. Ïðè ñðàâ-

íåíèè ìåòîäà èíäèêàòîðíîé êëåòî÷íîé êóëüòóðû, êóëüòó-
ðàëüíîãî ìåòîäà è ìåòîäîâ àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâûõ
êèñëîò, ïî ôàêòè÷åñêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ÏÖÐ ïðîèãðû-
âàåò êóëüòóðàëüíîìó ìåòîäó, îäíàêî ìíîãîêðàòíî âûèã-
ðûâàåò ïî âðåìåíè — ñêîðîñòü àíàëèçà ìåòîäîì ÏÖÐ â
ðåàëüíîì âðåìåíè ñ ó÷åòîì âûäåëåíèÿ ÄÍÊ çàíèìàåò
3–4 ÷àñà. Äàííûé ìåòîä îäíîçíà÷íî íàèëó÷øèì îáðàçîì
ïîäõîäèò äëÿ áûñòðîé ðóòèííîé ïðîâåðêè îáðàçöîâ íà
ïðèñóòñòâèå ìèêîïëàçì. Òàêæå òîëüêî òàêîé áûñòðûé ìå-
òîä, êàê ÏÖÐ, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ïðîâåðêè ïðî-
ìåæóòî÷íûõ ïðîäóêòîâ, òàêèõ êàê áèîìàññà èç áèîðåàêòî-
ðà, êîòîðóþ ÷àñòî íåîáõîäèìî ïîäâåðãàòü íåìåäëåííîé
îáðàáîòêå.

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè áûñò-
ðîãî âûÿâëåíèÿ êîíòàìèíàöèè ìèêîïëàçìàìè êëåòî÷íûõ
ëèíèé è áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ ñ âîïðîèçâåäåíè-
åì ðàíåå ðàçðàáîòàííîé ìåòîäèêè, ïðè âíåñåíèè â íåå óï-
ðîùàþùèõ ìîäèôèêàöèé, ïîâûøàþùèõ äîñòóïíîñòíîñòü
òàêîãî àíàëèçà â Ðîññèè, à òàêæå ïîñëå îïðåäåëåíèÿ ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè îöåíèòü âîçìîæíîñòü âàëèäàöèè ìåòîäèêè
äëÿ êîíòðîëÿ íà ïðîèçâîäñòâå.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ðåàãåíòû è îáîðóäîâàíèå. Ñìåñü äëÿ ÏÖÐ (â ðàñ÷åòå íà
îäíó ðåàêöèþ 25 ìêë): 0,4 ìêë HS Taq ÄÍÊ ïîëèìåðàçû
(«Åâðîãåí», Ðîññèÿ, PK015L), 2,5 ìêë áóôåðà äëÿ ÏÖÐ, ïî-
ñòàâëÿåìîãî âìåñòå ñ ïîëèìåðàçîé (10�), 2 ìêë ñìåñè äå-
çîêñèðèáîíóêëåîòèäîâ ïî 2,5 ìÌ êàæäîãî («Sigma»,
ÑØÀ, DNTP100A), âîäà 7,6 ìêë. Ïðàéìåðû è çîíäû ñìåøè-
âàëè çàðàíåå, òàêàÿ ñìåñü ñîäåðæàëà êàæäîãî ñìûñëîâî-
ãî ïðàéìåðà 4 ìêÌ/ë, 2 ìêÌ/ë êàæäîãî àíòèñìûñëîâîãî
ïðàéìåðà, 2 ìêÌ/ë êàæäîãî çîíäà, 0,8 ìêÌ/ë, 0,4 ïã/ìë
âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ. Â ðåàêöèþ îáùèì îáúåìîì 25 ìêë
òàêîé ñìåñè äîáàâëÿëè 2,5 ìêë è 10 ìêë èññëåäóåìîãî îá-
ðàçöà. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñèñòåìó îïðåäåëåíèÿ ÏÖÐ â
ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè iCycler IQ5 («Bio-Rad», ÑØÀ) è
ñîîòâåòñòâóþùåå ñòàíäàðòíîå ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå.
Cq (Ct; Threshold cycle) îïðåäåëÿëñÿ àâòîìàòè÷åñêè.

Âûäåëåíèå ÄÍÊ. Ïðîèçâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñà-
ìîñòîÿòåëüíî ïðèãîòîâëåííûõ áóôåðîâ [11] ïî ìåòîäèêå,
îñíîâàííîé íà ëèçèñå êëåòîê è äåíàòóðàöèè êîìïëåêñîâ
ÄÍÊ è áåëêîâ â ðàñòâîðå ãóàíèäèíà òèîöèîíàòà.

Ïðàéìåðû è çîíäû. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ,
çîíäîâ, à òàêæå âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ, ðàçðàáîòàííûå
K. Janetzko ñ ñîàâò. [12], ïðèâåäåíû â òàáëèöå 1. Èñïîëü-
çîâàííûå â ðàáîòå çîíäû ïðèâåäåíû â òàáëèöå 2. Ïðàéìå-
ðû è çîíäû áûëè çàêàçàíû â êîìïàíèè «Áèãëü» (Ðîññèÿ),
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ ñèíòåçèðîâàíà
êîìïàíèåé «Åâðîãåí» (Ðîññèÿ). Èñïîëüçîâàëè äâóõñòóïåí-
÷àòûé ïðîòîêîë ÏÖÐ: ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðà-
öèè â òå÷åíèå 3 ìèíóò ïðè 95 °C ïðîâîäèëè 40 öèêëîâ àì-
ïëèôèêàöèè: 15 ñåêóíä ïðè 95 °C è 60 ñåêóíä ïðè 50 °C.

Ñòàíäàðòíûé îáðàçåö. Äëÿ èçìåðåíèÿ ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè àíàëèçà ïîñëå åãî âîñïðîèçâåäåíèÿ ñ èçìåíåí-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ çîíäà â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè
äâà êîíòðîëüíûõ îáðàçöà: êîíòðîëüíûé îáðàçåö îò íàáî-
ðà ÔÅÌÎÔËÎÐ êîìïàíèè «ÄÍÊ-Òåõíîëîãèÿ» (Ðîññèÿ), ñî-
äåðæàùèé 106 ãåííûõ êîïèé ìèêîïëàçì â 1 ìë, è îáðàçåö
ëèîôèëèçèðîâàííûõ M. hominis, êîòîðûé áûë ïðåäîñòàâ-
ëåí ÔÁÓÍ ÍÈÈ ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè èìåíè
Ïàñòåðà. Ìåòîäîì òèòðîâàíèÿ â «ïèòàòåëüíîé ñðåäå äëÿ
âûÿâëåíèÿ M. hominis» (ïðîèçâîäñòâà òîãî æå èíñòèòóòà)
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áûëà îïðåäåëåíà êîíöåíòðàöèÿ ìèêîïëàçì â êóëüòóðå.
Êóëüòóðó ìèêîïëàçì ñ ñîäåðæàíèåì 106 ÊÎÅ â 1 ìë ïîä-
âåðãàëè ïîñëåäîâàòåëüíîìó ðàçâåäåíèþ äëÿ îöåíêè ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòè ÏÖÐ-àíàëèçà. Èñïîëüçóÿ ýòè äâà ñòàíäàðòà
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíîñòü àíàëèçà ñîîòâåòñò-
âóåò îïèñàííîé ïðè èñïîëüçîâàíèè MGB-ìîäèôèöèðîâàí-
íîãî çîíäà.

Íåñêîëüêî ëåò íàçàä ÂÎÇ áûë ââåäåí ìåæäóíàðîä-
íûé ñòàíäàðòíûé îáðàçåö ìèêîïëàçì, êîòîðûé äîñòóïåí ê
çàêàçó [13]. Íî èç-çà ñòðîãîñòè òàìîæåííûõ ïðàâèë è
ñëîæíîñòè ïðàâèë ïåðåâîçêè ìèêðîîðãàíèçìîâ çàêàçàòü â
íàøó ëàáîðàòîðèþ òàêîé ñòàíäàðò íå ïîëó÷èëîñü. Òàêîé
âàëèäèðîâàííûé îáðàçåö õîðîøî ïîäõîäèò êàê äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè òåñòîâ, òàê è
äëÿ âàëèäàöèè ìåòîäèêè.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

×óâñòâèòåëüíîñòü âîñïðîèçâåäåííîé qPCR ìåòîäèêè

ïîñëå èçìåíåíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çîíäîâ

Ïðè îáçîðå ëèòåðàòóðû ïî äåòåêöèè ìèêîïëàçì âèäíî,
÷òî ïåðåä èññëåäîâàòåëÿìè ÷àùå ñòîèò çàäà÷à îïðåäåëå-
íèÿ êàêîãî-òî îäíîãî âèäà ìèêîïëàçì. Ïîñêîëüêó êëåòî÷-
íûå ëèíèè ìîãóò áûòü êîíòàìèíèðîâàíû ðàçëè÷íûìè âè-
äàìè êëàññà Mollicutes (Ìèêîïëàçìû), äëÿ äåòåêöèè ðà-
öèîíàëüíî èñïîëüçîâàòü òåñò, ñïåöèôè÷íûé ñðàçó ê

íàèáîëüøåìó âîçìîæíîìó êîëè÷åñòâó âèäîâ ìèêîïàçì,
êîíòàìèíèðóþùèõ êóëüòóðû êëåòîê. Âûáðàííûé íàìè äëÿ
ðàáîòû òåñò óäîâëåòâîðÿåò ýòîìó òðåáîâàíèþ: â íàøåé ðà-
áîòå èñïîëüçîâàëèñü ïðàéìåðû K. Janetzko ñ ñîàâò. [12]:
íåìåöêèìè ó÷åíûìè áûë íàéäåí êîíñåíñóñ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé 16S ðèáîñîìàëüíîé ÄÍÊ 18 âèäîâ ìèêîïëàçì
(â òîì ÷èñëå Ureaplasma è Acholeplasma), ïîçâîëÿþùèé
ïðîâîäèòü àìïëèôèêàöèþ ñ ÄÍÊ ëþáîãî èç ýòèõ âèäîâ ìè-
êîïëàçì ñ èñïîëüçîâàíèåì âñåãî âîñüìè ïðàéìåðîâ, à äå-
òåêòèðîâàòü ôëóîðåñöåíöèþ ñ ïîìîùüþ îäíîãî, êîìïëå-
ìåíòàðíîãî êî âñåì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì çîíäà (òàáë. 1).
Òàêæå àâòîðàìè áûëà ïðåäëîæåíà äëÿ ñèíòåçà ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ è çîíä, êîìïëåìåíòàð-
íûé ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

Àâòîðàìè îðèãèíàëüíîé òåñò-ñèñòåìû (K. Janetzko ñ
ñîàâò.) áûëè ïðåäëîæåíû çîíäû ñ MGB (minor groove
binding) ìîäèôèêàöèåé. Îáû÷íî òàêèå çîíäû èñïîëüçóþò-
ñÿ äëÿ àëëåëü-ñïåöèôè÷íîé ÏÖÐ, òàê êàê îñíîâíûì ïðå-
èìóùåñòâîì òàêîé ìîäèôèêàöèè ÿâëÿåòñÿ áóëüøàÿ ñïå-
öèôè÷íîñòü ê ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ÷åì ó íåìîäèôèöèðî-
âàííîãî îëèãîíóêëåîòèäà [14]. Â äàííîì ñëó÷àå çîíäû,
âåðîÿòíî, áûëè ìîäèôèöèðîâàíû äëÿ òåîðåòè÷åñêè áîëü-
øåé ñòàáèëüíîñòè, öåëåñîîáðàçíîñòü òàêîé ìîäèôèêàöèè
áåç íåîáõîäèìîñòè àëëåëüíîé äèñêðèìèíàöèè ìîæíî ñòà-
âèòü ïîä âîïðîñ. Â Ðîññèè îëèãîíóêëåîòèäû ñ òàêîé ìîäè-
ôèêàöèåé íå ñèíòåçèðóþò, ñèíòåçèðóåò èõ òîëüêî êîìïà-

Èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäà qPCR äëÿ êîíòðîëÿ îòñóòñòâèÿ ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè
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Òàáëèöà 1. Îðèãèíàëüíûé äèçàéí ïðàéìåðîâ K. Janetzko ñ ñîàâò. [12]

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (5� � 3�) Ñïåöèôè÷íîñòü

Ïðàéìåðû

Myco16sQF1 gcaaagctatagagatatagtagaggt Mycoplasma orale, M. mycoides, M. capricolum
è âíóòðåííèé êîíòðîëü

Myco16sQF2 gcraagctatagaratatagtggaggt M. arthritidis, M. gallisepticum, M. hominis, M. hyorhinis,
M. penetrans, M. pirum, M. salivarium, M. synoviae

Myco16sQF3 gcaatgctatagagatatagcggaggt M. arginini

Myco16sQF4 gcaaagctatggagacatagtggaggt M. fermentans

Myco16sQF5 gcaaagttatggaaacataatggaggt M. pneumoniae, M. genitalium

Myco16sQF6 gcgacgctatagaaatatagttgaggt Ureaplasma urealyticum, U. parvum

Myco16sQF7 gcaaaggcttagaaataagttcggaggc Acholeplasma laidlawii

Myco16sQR1 gttgcgctcgttgcgggac Âñå Mollicutes

Myco16sQR2 gttgcgctcgttgcaggac Âñå Mollicutes è âíóòðåííèé êîíòðîëü

Çîíäû

Myco16sQProbe FAM-tggtgcatggttgtc-MGB Âñå Mollicutes

Myco16sQICProbe VIC-cacgccgtaaacga-MGB Âíóòðåííèé êîíòðîëü

Âíóòðåííèé êîòðîëü

Myco16sQIC** ggcaaagctatagagatatagtagaggttagtccacgccgtaaacgata
tgctcgcaagagtaaccttcgcaaagctatagtcctgcaacgagcgcaacc

Òàáëèöà 2. Çîíäû äëÿ äåòåêöèè ÄÍÊ ìèêîïëàçì è âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ

Çîíä Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (5� � 3�) Ñïåöèôè÷íîñòü

qMycoProbe FAM-TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT-BHQ Âñå Mollicutes

qMycoICProbe HEX- CACGCCGTAAACGATATGCTCGCAAGAGTA -BHQ Âíóòðåííèé êîíòðîëü

Ïðèìå÷àíèÿ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ ÏÖÐ ñîäåðæèò ñàéòû äëÿ ïîñàäêè ïðàéìåðîâ Myco16sQF1, Myco16sQR2 è
çîíäà Myco16sQICProbe. Â çîíäû, èñïîëüçîâàííûå â ýòîé ðàáîòå, íå âíîñèëàñü MGB-ìîäèôèêàöèÿ, îòñóòñòâèå òàêîé ìîäèôèêàöèè êîì-
ïåíñèðîâàíî óäëèíåíèåì çîíäîâ ñ 3�-êîíöà, êðàñèòåëü VIC íà çîíäå ê âíóòðåííåìó êîíòðîëþ â íàøåé ðàáîòå áûë çàìåíåí HEX. Îáúÿñíåíèå
ïðè÷èí âíåñåííûõ èçìåíåíèé — â òåêñòå.



íèÿ «Applied Biosystems» è ñòîèìîñòü MGB-ìîäèôèöèðî-
âàííûõ çîíäîâ áîëåå ÷åì â 10 ðàç ïðåâîñõîäèò ñòîèìîñòü
îáû÷íûõ. Ïîýòîìó, íåñìîòðÿ íà õîðîøî ïîäîáðàííûå àâ-

òîðàìè ìåñòà äëÿ ïîñàäêè ïðàéìåðîâ è çîíäîâ, äëÿ ýêîíî-
ìèè âðåìåíè è ñðåäñòâ íåîáõîäèìî áûëî âíåñòè
èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðó çîíäîâ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì íàìè áûëè çàêàçàíû ôëóîðåñöåíòíûå
çîíäû áåç MGB-ìîäèôèêàöèè, óäëèíåííûå îòíîñèòåëüíî
îðèãèíàëüíûõ (äëÿ äîñòèæåíèÿ íåîáõîäèìîé òåìïåðàòó-
ðû ïëàâëåíèÿ) íà 3�-êîíöå è ñ òóøèòåëåì BHQ (Black Hole
Quencher) íà 3�-êîíöå. Ïðè ýòîì â ñëó÷àå çîíäà, äåòåêòè-
ðóþùåãî ÄÍÊ ìèêîïëàçì, áûë ñîáëþäåí êîíñåíóñ äåòåê-
òèðóåìûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé — îäèí çîíä îñòàåòñÿ
êîìïëåìåíòàðíûì êî âñåì 18 ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì. ×óâ-
ñòâèòåëüíîñòü àíàëèçà ïîñëå ìîäèôèêàöèè áûëà ïðîâå-
ðåíà íà åäèíñòâåííîì äîñòóïíîì íàì âèäå ìèêîïëàçì
(äâà îáðàçöà èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ) ñ èçâåñòíîé êîíöåí-
òðàöèåé — M. hominis. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå ïðîèçâå-
äåííûõ ìîäèôèêàöèé ÷óâñòâèòåëüíîñòü òåñòà íå ñíèçè-
ëàñü îòíîñèòåëüíî çàÿâëåííîé â îðèãèíàëüíîé ñòàòüå
(ðèñ. 1). Òàêèå æå ðåçóëüòàòû áûëè ïîêàçàíû äëÿ çîíäà ê
âíóòðåííåìó êîíòðîëþ, õîòÿ â äàííîì ñëó÷àå ýòî ìåíåå
çíà÷èìî: ÏÖÐ ñ çîíäîì áåç MGB-ìîäèôèêàöèè, ïðåäëî-
æåííûì â òàáëèöå 2, îáëàäàåò òàêîé æå ÷óâñòâèòåëüíî-
ñòüþ, ÷òî è ïî äàííûì îðèãèíàëüíîé ñòàòüè.

Ïðè âûíóæäåííîé ðàáîòå ñ îäíèì âèäîì ìèêîïëàçì,
ìû íå ìîæåì îäíîçíà÷íî óòâåðæäàòü, ÷òî ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü òåñòà íå ñíèçèëàñü äëÿ îáíàðóæåíèÿ äðóãèõ âèäîâ.
Îäíàêî, ó÷èòûâàÿ, ÷òî ìîäèôèöèðîâàííûé çîíä êîìïëå-
ìåíòàðåí ê îäíîé è òîé æå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîìîâ
18 îáîçíà÷åííûõ âèäîâ ìèêîïëàçì, òåîðåòè÷åñêàÿ âåðî-
ÿòíîñòü ýòîãî î÷åíü âûñîêà.

Âàæíîé äëÿ âàëèäàöèè îïöèåé òåñòà ÿâëÿåòñÿ ðàçðà-
áîòàííûé âíóòðåííèé êîíòðîëü. Â ðåàêöèþ äîáàâëÿåòñÿ
îëèãîíóêëåîòèä ðàçìåðîì â 100 íóêëåîòèäîâ (Myco16sQIC)
è ôëóîðåñöåíòíûé çîíä (Myco16sQICProbe), êîìïëåìåí-
òàðíûé åìó. Ïðè ýòîì ôëóîðåñöåíòàÿ ìåòêà íà çîíäå ê
âíóòðåííåìó êîíòðîëþ îòëè÷àåòñÿ îò ìåòêè íà çîíäå ê ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ ìèêîïëàçì (Myco16sQProbe), ÷òî
ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü ìóëüòèïëåêñíûé àíàëèç â îäíîé
ïðîáèðêå. Ïðè îòñóòñòâèè ôëóîðåñöåíöèè îò ìåòêè çîíäà
Myco16sQProbe, ïðîèñõîäèò ÏÖÐ íà ìàòðèöå âíóòðåííåãî
êîíòðîëÿ è äåòåêòèðóåòñÿ ôëóîðåñöåíöèÿ çîíäà
Myco16sQICProbe (ðèñ. 1). Òàê âåðèôèöèðóåòñÿ îòñóòñòâèå
èíãèáèòîðîâ ÏÖÐ â îáðàçöå è äîêàçûâàåòñÿ, ÷òî îòñóòñò-
âèå àìïëèôèêàöèè ñâÿçàíî íåïîñðåäñòâåííî ñ îòñóòñòâè-
åì ìàòðèöû — ÄÍÊ ìèêîïëàçì. Òàêèì îáðàçîì, âíóòðåí-
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Ðèñ. 1. Ãðàôèêè íàðàñòàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè àìïëèôèêàöèè ñ ÄÍÊ ìèêîïëàçì (ìåòêà FAM) è ñ ÄÍÊ âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ (ìåòêà HEX).
Îáå ðåàêöèè èäóò â îäíîé ïðîáèðêå, ÷òî ïîçâîëÿåò äåòåêòèðîâàòü ëîæíîîòðèöàòåëüíûå ðåçóëüòàòû, ñâÿçàííûå ñ ïðèñóòñòâèåì èíãèáèòî-
ðîâ ÏÖÐ â îáðàçöàõ. Ñïðàâà îò ãðàôèêîâ óêàçàíà êîíöåíòðàöèÿ ãåííûõ êîïèé ìèêîïëàçì íà 1 ìë â îáðàçöå, â ðåàêöèþ âíîñèëîñü 10 ìêë
îáðàçöà.

Ðèñ. 2. Ñòàíäàðòíàÿ êðèâàÿ qPCR ÄÍÊ M. hominis â 10-êðàòíûõ
ðàçâåäåíèÿõ (104–107 ãåííûõ êîïèé ìèêîïëàçì â 1 ìë, ò.å.
102–105 ìèêîïëàçì íà ðåàêöèþ).

Ðèñ. 3. Ãðàôèêè íàðàñòàíèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè àìïëèôèêàöèè ñ
ÄÍÊ ìèêîïëàçì. Âûäåëåíèå ÄÍÊ ïðîèçâîäèëîñü âìåñòå ñ êëåòêà-
ìè (5 ìëí. êëåòîê CHO íà âûäåëåíèå) è áåç íèõ. Çàïàçäûâàþùèå íà
0,5–1 öèêëà êðèâûå — ðåàêöèè íà ìàòðèöå îáðàçöîâ ÄÍÊ ìèêî-
ïëàçì, ñìåøàííûõ ñ êëåòêàìè; îïåðåæàþùèå — âûäåëåíèå ÄÍÊ
ïðîèçâîäèëîñü òîëüêî èç êëåòîê ìèêîïëàçì. Ñïðàâà îò ãðàôèêîâ
óêàçàíà êîíöåíòðàöèÿ ìèêîïëàçì íà 1 ìë â îáðàçöå, â ðåàêöèþ
âíîñèëîñü 10 ìêë îáðàçöà.



íèé êîíòðîëü ðåàêöèè îáåñïå÷èâàåò äåòåêöèþ ëîæíîîò-
ðèöàòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ.

Ïðè âûäåëåíèè ÄÍÊ äëÿ àíàëèçà, îáû÷íî ïîòåðè åå
îòñóòñòâóþò èëè íåâåëèêè, îäíàêî â äàííîì ñëó÷àå äëÿ
ïðàâèëüíîé êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè êîíòàìèíàöèè ïðî-
öåíò âûõîäà ÄÍÊ íóæäàåòñÿ â âàëèäàöèè. Îòäåëüíûé âî-
ïðîñ âûçûâàåò àíàëèç êëåòî÷íûõ êóëüòóð è âåðîÿòíîå ñíè-
æåíèå âûõîäà ÄÍÊ â õîäå ñîâìåñòíîãî âûäåëåíèÿ ÄÍÊ
êëåòîê êóëüòóðû è ÄÍÊ ïîòåíöèàëüíî ïðèñóòñòâóþùèõ
êëåòîê ìèêîïëàçì. Äëÿ îöåíêè âîçìîæíûõ ïîòåðü ÄÍÊ
ìèêîïëàçì ïðè âûäåëåíèè èç ñìåñè êëåòîê ìèêîïëàçì è
êëåòîê êóëüòóðû, íàìè áûëè ïðîâåäåíû ïðåäâàðèòåëüíûå
ýêñïåðèìåíòû ïî îöåíêå ïðîïîðöèîíàëüíîñòè âûäåëåíèÿ.
Èçâåñòíûå êîëè÷åñòâà ìèêîïëàçì äîáàâëÿëèñü ê 5 ìèë-
ëèîíàì æèâûõ êëåòîê CHO, ïîñëå ÷åãî èç ýòîé ñìåñè ïðî-
èçâîäèëîñü âûäåëåíèå ÄÍÊ è qPCR íà ìàòðèöå âûäåëåí-
íûõ îáðàçöîâ. Ïî íàøèì äàííûì, âûõîä ÄÍÊ ìèêîïëàçì
íåçíà÷èòåëüíî ñíèæàëñÿ (íà 30 %), íî, âåðîÿòíî, ýòî ñâÿ-
çàíî ñ íåîïòèìèçèðîâàííîé ïîä äàííóþ çàäà÷ó òåõíîëî-
ãèåé âûäåëåíèÿ ÄÍÊ, âûäåëåíèå ïðîèçâîäèëîñü òîëüêî ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñàìîñòîÿòåëüíî ïðèãîòîâëåííûõ áóôå-
ðîâ (ðèñ. 3). Ïðè âûäåëåíèè ÄÍÊ â äàííîì ñëó÷àå âàæíî
íå ïðåâûøàòü åìêîñòü ñîðáåíòà.

×óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäèêè qPCR

è òðåáîâàíèÿ ôàðìàêîïåé

Ìåòîä ÏÖÐ îáû÷íî ðåêîìåíäóåòñÿ êàê äîïîëíèòåëüíûé ê
êóëüòóðàëüíîìó è öèòîõèìè÷åñêîìó [15]. Îäíàêî îäíîé èç
çàäà÷ èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëîñü âûÿñíåíèå âîçìîæíîñòè
èñïîëüçîâàíèÿ äàííîé ìîäèôèöèðîâàííîé ìåòîäèêè ÏÖÐ
êàê îñíîâíîé äëÿ êîíòðîëÿ îòñóòñòâèÿ ìèêîïëàçì.

Â îòå÷åñòâåííîé ôàðìàêîïåå ðàçðåøåíî èñïîëüçîâà-
íèå àëüòåðíàòèâíûõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ, îäíàêî íå
èìååòñÿ ðåêîìåíäàöèé ïî âàëèäàöèè è íå ïðåäúÿâëÿþòñÿ
òðåáîâàíèÿ ê ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà. Â òàêîé ñèòóàöèè
ëîãè÷íî îðèåíòèðîâàòüñÿ íà Åâðîïåéñêóþ ôàðìàêîïåþ,
îñîáåííî â óñëîâèÿõ ïåðåîðèåíòàöèè ïðîèçâîäñòâ íà ìå-
æäóíàðîäíûå ñòàíäàðòû GMP. Ïîäõîäû ê âàëèäàöèè ìå-
òîäèê àìïëèôèêàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò (ÀÍÊ) äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ ïðèñóòñòâèÿ ìèêîïëàçì èìåþòñÿ â Åâðîïåéñêîé
ôàðìàêîïåå, íà÷èíàÿ ñ èçäàíèÿ 8.0.

Òðåáóåìàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà ïî äàííûì ýòîãî
ðóêîâîäñòâà äîëæíà äîñòèãàòü 10–100 ÊÎÅ/ìë [9]. Â ÏÖÐ
àíàëèçèðóåòñÿ íå áîëåå 10 ìêë îáðàçöà. Òàê, àíàëèçèðóÿ
10 ìêë îáðàçöà, ìû íå ìîæåì íàïðÿìóþ äîñòè÷ü ÷óâñòâè-
òåëüíîñòè 10 ÊÎÅ/ìë äàæå òåîðåòè÷åñêè, òàê êàê ïðè ýòîì
â ðåàêöèè îêàæåòñÿ 0,1 ÊÎÅ, ò.å. íè îäíîé ìèêîïëàçìû. Ïî
äàííûì ëèòåðàòóðû è ïî íàøèì äàííûì — ïðåäåëîì äå-
òåêöèè ÿâëÿåòñÿ 10–50 ãåííûõ êîïèé ìèêîïëàçì íà ðåàê-
öèþ (â çàâèñèìîñòè îò âèäà ìèêîïëàçì), ïðè ïåðåñ÷åòå íà
1 ìë ïîëó÷àåòñÿ 1000–5000 ìèêîïëàçì/ìë. Â ñëó÷àå
M. hominis ïðåäåë äåòåêöèè îêàçûâàåòñÿ â äèàïàçîíå
20–30 ãåííûõ êîïèé íà ðåàêöèþ.

Äëÿ ñîîòâåòñòâèÿ òðåáîâàíèþ ìîæíî âîñïîëüçîâàòü-
ñÿ ÿ÷åéêàìè äëÿ óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ (íàïðèìåð,
Sartorius Vivaspin èëè Amicon Ultra Centrifugal Filters), êî-
òîðûå ïîçâîëÿþò ñêîíöåíòðèðîâàòü îáðàçöû áîëåå ÷åì â
100 ðàç. Òàê, îáúåì 10 ìë ìîæíî ñêîíöåíòðèðîâàòü äî
50 ìêë, òåì ñàìûì óâåëè÷èâ êîíöåíòðàöèþ ïîòåíöèàëüíî
ïðèñóòñòâóþùèõ ìèêîïëàçì áîëåå ÷åì íà äâà ïîðÿäêà.
Ïîñëå êîíöåíòðèðîâàíèÿ îáðàçöà ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíîé
äåòåêöèÿ 10–50 ãåííûõ êîïèé â 1 ìë, ÷òî óäîâëåòâîðÿåò

óêàçàííûì âûøå òðåáîâàíèÿì. Êîíöåíòðèðîâàíèå îáðàç-
öà ïðè ïîìîùè ñïåöèàëüíûõ ïðèñïîñîáëåíèé — ïðîöåññ
áûñòðûé (îò 10 ìèíóò) è ïðîñòîé — ïîòðåáóåòñÿ òîëüêî
öåíòðèôóãà.

Îòäåëüíûé âîïðîñ, ðåçóëüòàòû îáñóæäåíèÿ êîòîðîãî
îáû÷íî ÿâëÿþòñÿ àðãóìåíòîì â ïîëüçó ìåòîäîâ ÀÍÊ, —
óðîâåíü ñîîòíîøåíèÿ ãåííûõ êîïèé è ÊÎÅ. Ïðè ñðàâíåíèè
÷óâñòâèòåëüíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ìåòîäà è ìåòîäîâ ÀÍÊ,
îáû÷íî îñíîâûâàþòñÿ íà ïðåäïîëîæåíèè, ÷òî 1 ÊÎÅ ñîîò-
âåòñòâóåò 1 êëåòêå ìèêîïëàçìû, ñîäåðæàùåé îäíó ãåííóþ
êîïèþ ñ îäíèì ëîêóñîì 16S rDNA. Îäíàêî ñîîòâåòñòâèå
1 ÊÎÅ îäíîé ìèêîïëàçìå íå ñîâñåì âåðíî. Îïðåäåëåíèå
ÊÎÅ íåòî÷íîå, òàê êàê ñèëüíî çàâèñèò îò óñëîâèé êóëüòè-
âèðîâàíèÿ, ðàçíèöû â ñêîðîñòè ðîñòà ðàçíûõ âèäîâ ìèêî-
ïëàçì è ñóáúåêòèâíîé èíòåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ [4].
Áîëüøèå êîëîíèè ìîãóò áûòü ðåçóëüòàòîì ðîñòà áîëåå ÷åì
îäíîé êëåòêè ìèêîïëàçìû. Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî-
êàçûâàþò, ÷òî ñîîòíîøåíèå ÊÎÅ/ãåííûå êîïèè âàðüèðóåò
îò 5 äî 5000 ãåííûõ êîïèé íà 1 ÊÎÅ [10, 16].

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä qPCR, â òîì ÷èñëå ïðè èñïîëü-
çîâàíèè îïèñàííîé â ñòàòüå ìåòîäèêè, ìîæåò áûòü èñ-
ïîëüçîâàí íå òîëüêî äëÿ ðóòèííîãî èëè ñðî÷íîãî àíàëèçà
îáðàçöîâ íà ïðèñóòñòâèå ìèêîïëàçì, íî è, ñ èñïîëüçîâà-
íèåì êîíöåíòðèðîâàíèÿ îáðàçöîâ è ïðè äîëæíîé âàëèäà-
öèè, äëÿ êîíòðîëüíûõ àíàëèçîâ íà ïðîèçâîäñòâå. Äëÿ òà-
êîé ðàáîòû â ïåðâóþ î÷åðåäü íåîáõîäèìî ïîëó÷åíèå ñòàí-
äàðòíûõ îáðàçöîâ ìèêîïëàçì ðàçíûõ âèäîâ.

Âûâîäû

Äëÿ àíàëèçà êëåòî÷íûõ ëèíèé è áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðî-
äóêòîâ áûëà âûáðàíà íàèáîëåå ïîäõîäÿùàÿ ìåòîäèêà,
îäíàêî, íóæäàâøàÿñÿ â ìîäèôèêàöèè. Ïîñëå âíåñåííûõ â
ìåòîäèêó èçìåíåíèé ïî çàìåíå MGB-çîíäîâ íà ìåíåå äî-
ðîãèå è äîñòóïíûå â Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè ôëóîðåñöåíò-
íûå çîíäû íå îáíàðóæåíî ñíèæåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè
òåñòà íà ïðèìåðå ðàáîòû ñ M. hominis.

×óâñòâèòåëüíîñòü äàííîé ìîäèôèêàöèè ìåòîäèêè
qPCR äîñòèãàåò 10 ãåííûõ êîïèé ìèêîïëàçì íà ðåàêöèþ,
ïðè êîíöåíòðèðîâàíèè îáðàçöà ýòî çíà÷åíèå ìîæåò áûòü
ìíîãîêðàòíî óâåëè÷åíî.

Ëèòåðàòóðà

1. Langdon SP. Cell culture contamination: an overview. Methods
Mol Med. 2004; 88: 309–17.

2. Uphoff CC, Denkmann SA, Drexler HG. Treatment of mycoplasma
contamination in cell cultures with Plasmocin. J Biomed Biotech-
nol. 2012; 2012: 267678.

3. Rottem S, Barile MF. Beware of mycoplasmas. Trends Biotechnol.
1993; 11(4): 143–51.

4. Stemke GW, Robertson JA. Comparison of two methods for enu-
meration of mycoplasmas. J Clin Microbiol. 1982; 16(5): 959–61.

5. Olarerin-George AO, Hogenesch JB. Assessing the prevalence of
mycoplasma contamination in cell culture via a survey of NCBI’s
RNA-seq archive. Nucleic Acids Res. 2015; 43(5): 2535–42.

6. van Kuppeveld FJ, van der Logt JT, Angulo AF, van Zoest MJ, Qu-
int WG, Niesters HG, et al. Genus- and species-specific identifica-
tion of mycoplasmas by 16S rRNA amplification. Appl Environ
Microbiol. 1992; 58(8): 2606–15.

7. Lincoln CK, Gabridge MG. Cell culture contamination: sources,
consequences, prevention, and elimination. Methods Cell Biol.
1998; 57: 49–65.

8. ÎÔÑ. 1.7.2.0031.15. Èñïûòàíèå íà ïðèñóòñòâèå ìèêîïëàçì.
Ãîñóäàðñòâåííàÿ ôàðìàêîïåÿ Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè. ÕIII
èçä. Ò. 2. Ì.; 2015. Ñ. 827–35. Available from: http://www.femb.ru/
feml.

Èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäà qPCR äëÿ êîíòðîëÿ îòñóòñòâèÿ ìèêîïëàçìåííîé êîíòàìèíàöèè

ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå. 2017. Ò. 17. ¹ 3 177



9. 2.6.7. Mycoplasmas. European Pharmacopoeia 9.0. Available
from: http://pharmeuropa.edqm.eu/ep900.

10. Volokhov DV, Graham LJ, Brorson KA, Chizhikov VE. Mycoplasma
testing of cell substrates and biologics: Review of alternative
non-microbiological techniques. Mol Cell Probes 2011; 25(2 – 3):
69–77.

11. ¨ëøèí ÍÄ. Îïðåäåëåíèå îñòàòî÷íîé ÄÍÊ êëåòîê-ïðîäóöåí-
òîâ E. Coli è CHO â ñóáñòàíöèÿõ ðåêîìáèíàíòûõ áåëêîâ ìå-
òîäîì qPCR. ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà,
ëå÷åíèå 2016; 16(4): 245–52.

12. Janetzko K, Rink G, Hecker A, Bieback K, Kluter H, Bugert P. A sing-
le-tube real-time PCR assay for Mycoplasma detection as a routine
quality control of cell therapeutics. Transfus Med Hemother. 2014;
41(1): 83–9.

13. 1st WHO International Standard for mycoplasma DNA for nucleic
acid amplification technique-based assays designed for generic
mycoplasma detection. Available from: https://goo.gl/Ue2xP9.

14. Kutyavin IV, Afonina IA, Mills A, Gorn VV, Lukhtanov EA, Belousov
ES, et al. 3’-minor groove binder-DNA probes increase sequence
specificity at PCR extension temperatures. Nucleic Acids Res. 2000;
28(2): 655–61.

15. Øàëóíîâà ÍÂ, Âîëêîâà ÐÀ, Âîëãèí ÀÐ, Ïåòðó÷óê ÅÌ, Áåðäíèêî-
âà ÇÅ, Ýëüáåðò ÅÂ è äð. Ìèêîïëàçìû — êîíòàìèíàíòû êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð. ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñ-
òèêà, ëå÷åíèå 2016; 16(3): 151–60.

16. Peredeltchouk M, David SA, Bhattacharya B, Volokhov DV, Chizhi-
kov V. Detection of mycoplasma contamination in cell substrates
using reverse transcription-PCR assays. J Appl Microbiol. 2011;
110(1): 54–60.

Îá àâòîðàõ
Ôåäåðàëüíîå ãîñóäàðñòâåííîå óíèòàðíîå ïðåäïðèÿòèå «Ãîñóäàðñòâåííûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò îñîáî ÷èñòûõ áèîïðåïà-
ðàòîâ» Ôåäåðàëüíîãî ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêîãî àãåíòñòâà, 197110, Ðîññèéñêàÿ Ôåäåðàöèÿ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Ïóäîæñêàÿ óë., ä. 7.
¨ëøèí Íèêèòà Äìèòðèåâè÷. Ìëàäøèé íàó÷íûé ñîòðóäíèê ëàáîðàòîðèè èììóíîôàðìàêîëîãèè.
Ïåòðîâ Àëåêñàíäð Âëàäèìèðîâè÷. Íà÷àëüíèê ëàáîðàòîðèè èììóíîôàðìàêîëîãèè.

Àäðåñ äëÿ ïåðåïèñêè: ¨ëøèí Íèêèòà Äìèòðèåâè÷; nikita.yolshin@gmail.com

Possibilities of qPCR control of mycoplasma contamination
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Mycoplasmas are the main contaminants of cells cultures. They persist in cell cultures and can extensively affect host cell
functions. Conducting experiments or producing protein in contaminated cultures are impractical. The aim of the study was
to explore the possibility of quick detection of mycoplasma contamination of cell cultures and biotechnological products by
a previously developed method which was modified to make it simpler and more affordable in Russia; and to assess the
possibility of method validation for quality control. The authors chose the most applicable qPCR method of all qPCR meth-
ods currently used for mycoplasma detection, and modified it in the following way: expensive MGB-probes which cannot be
synthesized in Russia were substituted by ordinary fluorescence probes. The reproducibility and sensitivity of the modified
method were tested with M. hominis. The sensitivity of the test was equal to 10 mycoplasma gene copies per reaction.
Comparison of the obtained results with regulatory requirements for mycoplasma detection showed that the proposed
method complies with current official requirements and could be used as the main method for routine prompt cell culture
testing for mycoplasma contamination.

Key words: mycoplasma; cell culture contamination; qPCR mycoplasma detection; biotechnological products quality
control.
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Êîíñòðóèðîâàíèå âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûõ äèàãíîñòè÷åñêèõ òåñò-ñèñòåì íîâîãî ïîêîëåíèÿ òðåáóåò èñïîëüçîâàíèÿ
ñîâðåìåííûõ èííîâàöèîííûõ òåõíîëîãèé, ïîçâîëÿþùèõ âûÿâëÿòü âîçáóäèòåëåé èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé íà
ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå ïóòåì âûÿâëåíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ê èíäèâèäóàëüíûì èììóíîðåàêòèâíûì ýïèòîïàì.
Ðàçðàáîòêà òàêèõ èììóíîòåñòîâ îñíîâàíà íà ìîëåêóëÿðíîì êàðòèðîâàíèè òàðãåòíîãî àíòèãåíà ñ ïðèìåíåíèåì áèá-
ëèîòåêè êîðîòêèõ ïåðåêðûâàþùèõñÿ ïåïòèäîâ, íàïðàâëåííûõ íà èäåíòèôèêàöèþ àíòèãåííîé äåòåðìèíàíòû êàê
ñïåöèôè÷åñêîé äëÿ êîíêðåòíîãî ïàòîãåíà, òàê è ýïèòîïîâ, îáùèõ äëÿ ãðóïïû âîçáóäèòåëåé èíôåêöèîííûõ çàáîëå-
âàíèé. Â ñòàòüå èçëîæåíû íîâûå ïîäõîäû ê ñîâåðøåíñòâîâàíèþ ðåòðîñïåêòèâíîé ëàáîðàòîðíîé äèàãíîñòèêè èí-
ôåêöèîííûõ áîëåçíåé, âûçûâàåìûõ áàêòåðèÿìè ñåìåéñòâà Enterobacteriaceae, îñíîâàííûå íà ðåçóëüòàòàõ êàðòèðî-
âàíèÿ ìîäåëüíîãî áåëêà ãðóïïû Omptin. Îáñóæäàþòñÿ ïåðñïåêòèâû àïðîáàöèè ýêñïåðèìåíòàëüíîãî âàðèàíòà ïåï-
òèäíîãî òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà, îáîçíà÷åííîãî êàê ð6/24-Omptin-ÒÈÔÀ, äëÿ âûÿâëåíèÿ
àíòèòåë ê äèàãíîñòè÷åñêè çíà÷èìûì ýïèòîïàì Omptin, â ñûâîðîòêàõ êðîâè ëþäåé, ïåðåáîëåâøèõ ýíòåðîáàêòåðè-
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Ôåäåðàöèè ðåãèñòðèðóåòñÿ îò 40 äî 60 ìèëëèîíîâ ñëó÷àåâ
èíôåêöèîííûõ áîëåçíåé, âûçûâàåìûõ ïðåäñòàâèòåëÿìè
ñåìåéñòâà Enterobacteriaceae, ñ òåíäåíöèåé ê óñòîé÷èâîìó
ðîñòó êîëè÷åñòâà ãðóïïîâûõ çàáîëåâàíèé äèçåíòåðèåé è
äðóãèìè êèøå÷íûìè èíôåêöèÿìè [1]. Ïî äàííûì Ðîñïîò-
ðåáíàäçîðà â 2016 ãîäó ñàëüìîíåëëåçíûå èíôåêöèè âû-
ðîñëè íà 14,7 % è ñîñòàâèëè 12,97 íà 100 òûñ. íàñåëåíèÿ
ïðîòèâ 11,31 çà òîò æå ïåðèîä 2015 ãîäà [2].

Èçâåñòíî, ÷òî ýôôåêòèâíûé êîíòðîëü çà ðàñïðîñòðà-
íåíèåì èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé âî ìíîãîì çàâèñèò îò
äîñòóïíîñòè ñîâðåìåííûõ ìóëüòèïëåêñíûõ òåñòîâ, ïîçâî-
ëÿþùèõ îñóùåñòâëÿòü äèàãíîñòè÷åñêèå ìåðîïðèÿòèÿ, â
òîì ÷èñëå è ðåòðîñïåêòèâíî. Â òî æå âðåìÿ ñîâåðøåíñòâî-
âàíèå ëàáîðàòîðíîé äèàãíîñòèêè áàêòåðèàëüíûõ èíôåê-

öèé âî ìíîãîì îïðåäåëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèåì äëÿ
êîíñòðóèðîâàíèÿ äèàãíîñòè÷åñêèõ òåñò-ñèñòåì íîâîãî ïî-
êîëåíèÿ âûñîêîòî÷íûõ òåõíîëîãèé â ñî÷åòàíèè ñ ïðèìå-
íåíèåì èíäèâèäóàëüíûõ ìîëåêóëÿðíûõ ìèøåíåé äåòåê-
òèðóåìûõ ïàòîãåíîâ.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ïîñëåäíèõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ øèðî-
êî ðàñïðîñòðàíåíà òåõíîëîãèÿ ïåïòèäíîãî ELISA (îò àíãë.
Enzime Linked ImmunoSorbent Assay) èëè ïåïòèäíîãî
òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ÒÈÔÀ) ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ñûâîðîòî÷íûõ àíòèòåë ðåêîíâàëåñöåíòîâ
èëè ïðèâèòûõ ëþäåé äëÿ îöåíêè èììóííîãî ñòàòóñà. Âûÿñ-
íåíî, ÷òî òàêîé ïîäõîä ñ ïîìîùüþ ïàíåëè èììóííûõ ñû-
âîðîòîê ïîçâîëÿåò ïðîÿñíèòü ñïåöèôè÷íîñòü òåñòèðóåìûõ
àíòèòåë íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå, ò.å. ôàêòè÷åñêè êàðòè-
ðîâàòü òàðãåòíûé (ãîìîëîãè÷íûé) àíòèãåí íà óðîâíå îò-
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äåëüíîãî ýïèòîïà, ñ âûÿâëåíèåì àíòèãåííîé äåòåðìèíàí-
òû ðàñïîçíàâàåìîé ñïåöèôè÷íîñòè. Íàèáîëåå ðàñïðî-
ñòðàíåííûì è îïòèìàëüíûì äëÿ ðåàëèçàöèè óêàçàííîé
öåëè ñ÷èòàåòñÿ èñïîëüçîâàíèå áèáëèîòåêè êîðîòêèõ ïåðå-
êðûâàþùèõñÿ ïåïòèäîâ, ñïîñîáíûõ ñïåöèôè÷åñêè «óçíà-
âàòü» èíäèâèäóàëüíûå ýïèòîïû áåëêîâûõ àíòèãåíîâ âîç-
áóäèòåëåé èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, îáåñïå÷èâàÿ òåì
ñàìûì âûñîêóþ òî÷íîñòü äèàãíîñòèêè íà ìîëåêóëÿðíîì
óðîâíå [3].

Áåëêè âíåøíåé ìåìáðàíû, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé
èíòåãðàëüíûå ìåìáðàííûå ïðîòåàçû ñåìåéñòâà OmpT, èç-
âåñòíûå êàê Omptin, ÿâëÿþòñÿ ïðèçíàííûìè êëþ÷åâûìè
ôàêòîðàìè âèðóëåíòíîñòè äëÿ ðàçëè÷íûõ ãðàìîòðèöà-
òåëüíûõ ïàòîãåíîâ, âêëþ÷àÿ áàêòåðèè ñåìåéñòâà Entero-
bacteriaceae [4]. Ëîêàëèçàöèÿ íà âíåøíåé ìåìáðàíå áàê-
òåðèàëüíûõ êëåòîê âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò èõ âûðàæåííûå
àíòèãåííûå ñâîéñòâà è âàæíóþ ðîëü âî âçàèìîäåéñòâèè
ìèêðî- è ìàêðîîðãàíèçìà. Äîêàçàíà èììóíîìîäóëèðóþ-
ùàÿ àêòèâíîñòü áåëêîâ Omptin è íåïîñðåäñòâåííîå ó÷à-
ñòèå â èììóíî- è ïàòîãåíåçå ñîîòâåòñòâóþùèõ èíôåêöèîí-
íûõ çàáîëåâàíèé [5–7]. Îäíèì èç íàèáîëåå èçó÷åííûõ
ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà Omptin ñ÷èòàþò àêòèâàòîð
ïëàçìèíîãåíà (Pla) Yersinia pestis [8–11]. Ðàíåå áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî áåëêè ýòîé ãðóïïû ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ôîðìè-
ðîâàíèè èììóííîãî îòâåòà ê Pla ñ âûðàáîòêîé ãîìîëîãè÷-
íûõ àíòèòåë ó ëàáîðàòîðíûõ ìîäåëåé è ëþäåé [12, 13].
Ïðèìåíåíèå ïàíåëè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïîçâîëèëî
äåòåêòèðîâàòü ó äàííîãî ïðåäñòàâèòåëÿ áåëêîâ Omptin
ýïèòîïû êàê ñïåöèôè÷åñêèå äëÿ ãîìîëîãè÷íîãî âîçáóäè-
òåëÿ, òàê è îáùèå äëÿ ñåìåéñòâà Enterobacteriaceae [14].
Î÷åâèäíî, ÷òî ïîñëåäíèå ìîãóò èìåòü âàæíîå çíà÷åíèå â
ðåòðîñïåêòèâíîé äèàãíîñòèêå èíôåêöèîííûõ çàáîëåâà-
íèé, âûçâàííûõ ýíòåðîáàêòåðèÿìè. Âìåñòå ñ òåì êîíñò-
ðóèðîâàíèå ñîâðåìåííûõ âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûõ äèàãíî-
ñòè÷åñêèõ òåñòîâ íåâîçìîæíî áåç êàðòèðîâàíèÿ Pla è îï-
ðåäåëåíèÿ íà ìîëåêóëå äàííîãî àíòèãåíà êîíêðåòíûõ
èììóíîðåàêòèâíûõ ýïèòîïîâ.

Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûëî âûÿâëåíèå èììóíîðåàê-
òèâíûõ ïåïòèäîâ Pla â ñûâîðîòêàõ êðîâè ëþäåé, ïåðåáî-
ëåâøèõ ýíòåðîáàêòåðèàëüíûìè èíôåêöèÿìè, ñ èñïîëüçî-
âàíèåì áèáëèîòåêè ïåðåêðûâàþùèõñÿ ïåïòèäîâ è îïðå-
äåëåíèå èõ äèàãíîñòè÷åñêîé çíà÷èìîñòè.

Â çàäà÷è èññëåäîâàíèÿ âõîäèëî ïðîâåäåíèå èññëå-
äîâàíèé ïî âûÿâëåíèþ äèàãíîñòè÷åñêè çíà÷èìûõ èììó-
íîðåàêòèâíûõ ïåïòèäîâ ó ìîäåëüíîãî áåëêà ãðóïïû
Omptin ñ ïîñëåäóþùèì êîíñòðóèðîâàíèåì ýêñïåðèìåí-
òàëüíîãî âàðèàíòà ÒÈÔÀ è ïðåäâàðèòåëüíîé îöåíêîé ïåð-
ñïåêòèâ äàëüíåéøèõ èñïûòàíèé ðàçðàáàòûâàåìîãî ïèëîò-
íîãî âàðèàíòà äàííîé ìîäèôèêàöèè èììóíîàíàëèçà äëÿ
ðåòðîñïåêòèâíîé äèàãíîñòèêè èíôåêöèîííûõ çàáîëåâà-
íèé, âûçâàííûõ ýíòåðîïàòîãåííûìè âîçáóäèòåëÿìè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàëè ñûâîðîòêè êðîâè ëþäåé
(n = 12), ïåðåáîëåâøèõ ðàíåå (îò 3 äî 30 ëåò íàçàä) ýíòå-
ðîáàêòåðèàëüíûìè èíôåêöèÿìè (ðàíäîìèçèðîâàííàÿ âû-
áîðêà áåç ó÷åòà êîíêðåòíûõ íîçîëîãèé). Ýòè ñûâîðîòêè
êðîâè ñîäåðæàëè, ïî äàííûì ïðåäâàðèòåëüíûõ èññëåäî-
âàíèé, äåòåêòèðóåìûé óðîâåíü àíòèòåë ê ðåêîìáèíàíòíî-
ìó ïðåïàðàòó Pla, î÷èùåííîìó ñ ïðèìåíåíèåì àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè ïîñëå êëîíèðîâàíèÿ â Escherichia coli â

âèäå «ôüþæí»/fusion ïåïòèäà, ìå÷åííîãî øåñòüþ ïîñëå-
äîâàòåëüíî ðàñïîëîæåííûìè îñòàòêàìè ãèñòèäèíà, èç-
âåñòíîãî êàê His-Tag (îò àíãë. Histidine-Tag) [15, 16].

Îïðåäåëåíèå èììóíîðåàêòèâíûõ ïåïòèäîâ ïðîâîäè-
ëè ñ ïðèìåíåíèåì áèáëèîòåêè ïåðåêðûâàþùèõñÿ 59 ñèí-
òåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ (GenScript, ÑØÀ), ïîäãîòîâëåííîé â
ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûìè ãåííîãî áàíêà î ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòè ãåíà, êîäèðóþùåãî Pla [17]. Ðàçìåð êàæäîãî ïåïòè-
äà ñîñòàâëÿë 15 à.ê. ñ ïåðåêðûâàíèåì â 10 à.ê. ñ ñîñåäíèì
ïåïòèäîì, ñ óñëîâíûì îáîçíà÷åíèåì èíäèâèäóàëüíûõ
ïåïòèäîâ àðàáñêèìè öèôðàìè îò 1 äî 59 (ð1–ð59 ñîîòâåò-
ñòâåííî). Ãàðàíòèðîâàííàÿ ñòåïåíü î÷èñòêè ïåïòèäîâ – íå
ìåíåå 95 %. Âñå èññëåäóåìûå ñûâîðîòêè áûëè çàøèôðî-
âàíû è îáîçíà÷åíû íîìåðàìè 1–12. Àíàëèç âûïîëíÿëè
ìåòîäîì ÒÈÔÀ ñ èñïîëüçîâàíèåì 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ
ñ ïîâûøåííîé ñîðáöèîííîé åìêîñòüþ («Thermo Scientific»,
ÑØÀ) â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ, ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì
[3, 18]. Ïðîÿâëåíèå ñïåöèôè÷åñêèõ èììóííûõ êîìïëåêñîâ
âåëè ñ ïðèìåíåíèåì êîíúþãàòà F(ab�)2-ôðàãìåíòîâ êîçüèõ
àíòèòåë ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ÷åëîâåêà ñ ïåðîêñèäà-
çîé õðåíà («Sigma», ÑØÀ). Ðåàêöèþ âèçóàëèçèðîâàëè
3,3�,5,5�-Tetramethylbenzidine substrate (TMB) («Sigma»,
ÑØÀ). Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè
ëóíêè ïëàíøåòà áåç âíåñåíèÿ ïåïòèäîâ. Ó÷åò ðåçóëüòàòà
ïðîâîäèëè ïðè äëèíå âîëíû 450 íì ñ îòñåêàþùèì ôèëüò-
ðîì 630 íì. Ïîëîæèòåëüíûì ñ÷èòàëè ðåçóëüòàò â òîì ñëó-
÷àå, êîãäà ïîêàçàòåëè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (ÎÏ) ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé ëóíêè ïðåâûøàëè â 2 ðàçà ïîêàçàòåëè ÎÏ
îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ.

Âûðàâíèâàíèå àìèíîêèñëîòíûõ è íóêëåîòèäíûõ ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòåé, êëàñòåðèçàöèþ è ôèëîãåíåòè÷åñêèé
àíàëèç ïðîâîäèëè â ïðîãðàììàõ CrustalW Omega
(http://www.clustal.org/omega/) è MEGA âåðñèÿ 6.0 [19], ñî-
îòâåòñòâåííî, ôîðìàòàõ UMPGA. Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîò-
êà ðåçóëüòàòîâ âûïîëíåíà ñ ïðèìåíåíèåì ïðîãðàììû
GraphPad Prism, âåðñèÿ 6.01.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî â îñíîâå ïåïòèäíîãî ÒÈÔÀ, èç-
âåñòíîãî êàê ìîäèôèêàöèÿ ïåïòèäíîãî ýððåÿ, ëåæèò òîò
æå ïðèíöèï ñïåöèôè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ àíòèãåí-àí-
òèòåëî, ÷òî è â òðàäèöèîííîì âàðèàíòå àíàëèçà [3, 20].
Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè ñõåìà ïîñòàíîâêè âêëþ÷àëà
ñåíñèáèëèçàöèþ îòäåëüíûõ ïåïòèäîâ íà òâåðäîé ôàçå ñ
ïîñëåäóþùåé áëîêèðîâêîé ñâîáîäíûõ ñàéòîâ, èíêóáàöè-
åé ñ òåñòèðóåìûìè ñûâîðîòêàìè è âèçóàëèçàöèåé îáðàçî-
âàâøèõñÿ ñïåöèôè÷åñêèõ èììóííûõ êîìïëåêñîâ. Îòëè÷è-
òåëüíîé îñîáåííîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëàññè÷åñêèì ñïî-
ñîáîì (ðèñ. 1, à) ÿâèëîñü ïðîâåäåíèå ñåíñèáèëèçàöèè
ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíîãî âíåñåíèÿ ïåïòèäîâ â îòäåëüíûå
ëóíêè ïëàíøåòà, ÷òî îáåñïå÷èâàëî âîçìîæíîñòü âçàèìî-
äåéñòâèÿ ñûâîðîòî÷íûõ àíòèòåë ñ êàæäûì èììóíîðåàê-
òèâíûì ëèíåéíûì èíäèâèäóàëüíûì ýïèòîïîì ìîëåêóëû
àíòèãåíà ñåìåéñòâà Omptin (ðèñ. 1, á).

Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ñ ïðèìåíåíèåì ïàíåëè èç
12 ñûâîðîòîê ïîçâîëèëè îáíàðóæèòü íà ìîëåêóëå Pla êàê
èììóíîðåàêòèâíûå (20,3 %, 95 % äîâåðèòåëüíûé èíòåð-
âàë, ÄÈ = 10,9–32,8), òàê è ïîëíîñòüþ àðåàêòèâíûå ïåïòè-
äû (79,7 %, 95 % ÄÈ = 67,2–89,0), êîòîðûå íå ðåàãèðîâàëè
íè ñ îäíîé èç òåñòèðóåìûõ ñûâîðîòîê (ðèñ. 2). Ïðè ýòîì
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ïîëíîñòüþ àðåàêòèâíûõ ïåïòèäîâ îêàçàëîñü çíà÷èòåëüíî
ìåíüøå (p < 0,05).

Ïî êîëè÷åñòâó ïîçèòèâíûõ ðåàêöèé ñ òåñòèðóåìûìè
ñûâîðîòêàìè èììóíîðåàêòèâíûå ïåïòèäû áûëè óñëîâíî
ðàçäåëåíû íà 4 ãðóïïû: ¹ 1 – äåòåêòèðîâàëèñü âñåìè ñû-
âîðîòêàìè, ¹ 2 – âçàèìîäåéñòâîâàëè ñ áîëåå ÷åì 60 % èñ-
ñëåäóåìûõ îáðàçöîâ, ¹ 3 è 4 îáåñïå÷èâàëè ïîçèòèâíûå
ðåàêöèè ñ ñûâîðîòî÷íûìè àíòèòåëàìè îòíîñèòåëüíî íå-
áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ñûâîðîòîê – îò 8 äî 50 %. Âàæíî,

÷òî íàèáîëüøèå/ìàêñèìàëüíûå çíà÷åíèÿ ÎÏ ðåãèñòðèðî-
âàëèñü ñ ïåïòèäàìè ãðóïï ¹ 1 è 2 (ðèñ. 3), ÷òî óêàçûâåò íà
ïîòåíöèàëüíóþ âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ èõ â êà÷åñòâå
êîìïîíåíòîâ äèàãíîñòè÷åñêèõ òåñò-ñèñòåì.

Äåéñòâèòåëüíî, óðîâåíü èíòåíñèâíîñòè ÎÏ ïîçèòèâ-
íûõ ðåàêöèé âàðüèðîâàë (ðèñ. 4, à) ñ ïðåâûøåíèåì çíà÷å-
íèé ÎÏ îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ äëÿ îòäåëüíûõ èììóíî-
ðåàêòèâíûõ ïåïòèäîâ (Ð6, ãðóïïà 1) â 3,9–15 ðàç, à äëÿ èí-
äèâèäóàëüíûõ ïåïòèäîâ, ðåàãèðóþùèõ, ïî êðàéíåé ìåðå,
ñ 25–66 % èññëåäóåìûõ ñûâîðîòîê (Ð12, Ð24, Ð46 è Ð55,
ãðóïïû 2–4) – â 2,1–10-êðàòíîì äèàïàçîíå (ðèñ. 4, á). Ïî-
ëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè äðóãèõ
èññëåäîâàòåëåé â îáëàñòè ìîëåêóëÿðíîãî êàðòèðîâàíèÿ
àíòèãåíîâ ñ ïðèìåíåíèåì áèáëèîòåê ñèíòåòè÷åñêèõ ïåï-
òèäîâ, ñîîáùàâøèõ î âûðàæåííûõ ðàçëè÷èÿõ â óðîâíå äå-
òåêòèðóåìîãî öâåòíîãî ñèãíàëà ó îòäåëüíûõ äîíîðîâ [18].

Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè âàæíûì ñëåäóåò ñ÷èòàòü
çàôèêñèðîâàííûé ôàêò ïðèíöèïèàëüíîé âîçìîæíîñòè
ïðèìåíåíèÿ ðàçðàáîòàííîé íàìè ïåïòèäíîé áèáëèîòåêè
ìîäåëüíîãî áåëêà ñåìåéñòâà Omptin äëÿ âûÿâëåíèÿ êîì-
ïëåìåíòàðíûõ (ãîìîëîãè÷íûõ) ñûâîðîòî÷íûõ àíòèòåë ó
ëþäåé, ïåðåíåñøèõ ðàíåå èíôåêöèè, âûçâàííûå ýíòåðî-
ïàòîãåííûìè áàêòåðèÿìè, àíàëîãè÷íî èññëåäîâàíèÿì,
âûïîëíåííûì íà äðóãèõ áàêòåðèàëüíûõ ìîäåëÿõ [3]. Àíà-
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Â. À. Ôåäîðîâà, Ì. À. Õèæíÿêîâà, Ñ. Ñ. Çàéöåâ è äð.

Ðèñ. 2. Ñîîòíîøåíèå èììóíîðåàêòèâíûõ è àðåàêòèâíûõ ëèíåéíûõ
ïåïòèäîâ ìîäåëüíîãî àíòèãåíà Pla – ïðåäñòàâèòåëÿ Omptin, ïî
äàííûì ïåïòèäíîãî ÒÈÔÀ. Äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó óêàçàí-
íûìè ãðóïïàìè ïåïòèäîâ îïðåäåëÿëè ïóòåì ïîäñ÷åòà 95 % ÄÈ.

Ðèñ. 3. Ñðàâíèòåëüíàÿ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü (ÎÏ) â ÒÈÔÀ ìåæäó
ãðóïïàìè ïåïòèäîâ (ïðîíóìåðîâàíû àðàáñêèìè öèôðàìè 1–4), ïî-
çèòèâíî ðåàãèðóþùèõ ñ 8–17 %, 25–50 %, 67 % è 100 % òåñòèðóå-
ìûõ ñûâîðîòîê. Êîíòðîëüíûå ëóíêè íå ñîäåðæàò àíòèãåíà. Äîñòî-
âåðíîñòü îïðåäåëåíà ñ ïðèìåíåíèåì òåñòà Êðàñêåëà–Óîëëèñà.

Ðèñ. 1. Ñõåìà ïîñòàíîâêè ÒÈÔÀ ñ ñåíñèáèëèçàöèåé òâåðäîé ôàçû ðå-
êîìáèíàíòíûì àíòèãåíîì Pla (à) è èíäèâèäóàëüíûìè ïåïòèäàìè (á).

Ðèñ. 4. Îïðåäåëåíèå çíà÷åíèé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (ÎÏ) â ïåïòèäíîì ÒÈÔÀ ñ ïàíåëüþ èç 12 çàøèôðîâàííûõ ñûâîðîòîê êðîâè âîëîíòå-
ðîâ ñ àíàìíåñòè÷åñêèì ñåðîëîãè÷åñêèì îòâåòîì ê ìîäåëüíîìó àíòèãåíó ñåìåéñòâà Omptin è (à ) áèáëèîòåêîé ñèíòåòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ
(áàðû îáîçíà÷åíû ðàçíûìè öâåòàìè), (á ) âêëþ÷àÿ èíäèâèäóàëüíûå ïåïòèäû (Ð6, Ð12, Ð24, Ð46 è Ð55), ðåàãèðóþùèìè ñ 25–100 % ñûâîðî-
òîê ñ ìàêñèìàëüíûì óðîâíåì öâåòíîãî ñèãíàëà (M ± m).



ëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëèë îáíàðóæèòü, ïî êðàéíåé
ìåðå, 5 îòäåëüíûõ èììóíîðåàêòèâíûõ ïåïòèäîâ. Îäíàêî
òðè ïåïòèäà (Ð12, Ð46 è Ð55) âçàèìîäåéñòâîâàëè òîëüêî ñ
42, 50 è 25 % ñûâîðîòîê, è, ñîîòâåòñòâåííî, îáëàäàëè îò-
íîñèòåëüíî íåâûñîêîé äèàãíîñòè÷åñêîé çíà÷èìîñòüþ.
Â òî æå âðåìÿ äâà ïåïòèäà (Ð6 è Ð24) îáåñïå÷èâàëè áîëåå
ïîëîâèíû ïîëîæèòåëüíûõ ðåàêöèé ñî âñåìè òåñòèðóåìû-
ìè ñûâîðîòêàìè è, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿëèñü ãðóïïîñïåöè-
ôè÷åñêèìè. Íà íàø âçãëÿä, ïðèìåíåíèå äàííûõ àíòèãåíîâ
â êà÷åñòâå ñåíñèòèíà óêàçûâàåò íà âîçìîæíîñòü ðàçðàáîò-
êè íà èõ îñíîâå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî âàðèàíòà ïåïòèäíîãî
ÒÈÔÀ, îáîçíà÷åííîãî íàìè êàê Ð6/24-Omptin-ÒÈÔÀ, äëÿ
ðåòðîñïåêòèâíîé äèàãíîñòèêè èíôåêöèîííûõ áîëåçíåé.

Ïðîâåðêà ãåíåòè÷åñêîé äåòåðìèíèðîâàííîñòè èììó-
íîñåðîëîãè÷åñêîãî ðîäñòâà ïóòåì ñðàâíèòåëüíîãî àíàëè-
çà áåëêîâîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîëåêóëû Pla ñ äðóãèìè
ïðîòåàçàìè ñåìåéñòâà Omptin ïîäòâåðäèëà èõ âûñîêóþ
ãîìîëîãèþ [11]. Êàê âèäíî íà ðèñóíêå 5, à, ëèíåéíûå ïåï-
òèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Pla è PgtE (Salmonella ente-
rica) ôîðìèðîâàëè åäèíûé êëàñòåð è îáëàäàëè íåâûñîêèì
óðîâíåì äèñêðèìèíàöèè îò òðåõ äðóãèõ ïðåäñòàâèòåëåé
ñåìåéñòâà Omptin: SopA (Shigella flexneri), OmpT è OmpP
(E. coli). Áîëåå òîãî, ôèëîãåíåòè÷åñêèé àíàëèç íóêëåîòèä-
íûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé êàæäîãî èç ñîîòâåòñòâóþùèõ
àíòèãåíîâ òàêæå óêàçûâàë íà èõ áëèçêîå ôèëîãåíåòè÷å-
ñêîå ðîäñòâî, ïîòåíöèàëüíîå íàëè÷èå îáùåãî ïðåäêà, îò-
íîñèòåëüíî íèçêóþ ñòåïåíü äèôôåðåíöèàöèè äðóã îò äðó-
ãà (ðèñ. 5, á), ÷òî îáúÿñíÿåò íàëè÷èå ó áåëêîâ Omptin ãðóï-
ïîñïåöèôè÷åñêèõ àíòèãåííûõ äåòåðìèíàíò, èìåþùèõ
ïîòåíöèàëüíî äèàãíîñòè÷åñêîå çíà÷åíèå. Î÷åâèäíî, îñî-
áóþ âàæíîñòü ýòî ìîæåò èìåòü ïðè êîíñòðóèðîâàíèè ìóëü-
òèïëåêñíûõ òåñò-ñèñòåì íîâîãî ïîêîëåíèÿ äëÿ ðåòðîñïåê-
òèâíîé äèàãíîñòèêè èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, âûçâàí-
íûõ ýíòåðîïàòîãåííûìè âîçáóäèòåëÿìè, îñîáåííî òàêèõ
àêòóàëüíûõ èíôåêöèé, êàê ñàëüìîíåëëåçû, èåðñèíèîçû,
øèãåëëåçû è ýøåðèõèîçû [1, 2].

Êðîìå òîãî, íåñîìíåííûì ïðåèìóùåñòâîì ÿâëÿåòñÿ
âîçìîæíîñòü ïðîâåäåíèÿ èììóíîñåðîëîãè÷åñêîé äèàãíî-
ñòèêè íå îäíîãî, à ãðóïïû èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé,
âûçâàííûõ ïðåäñòàâèòåëÿìè ñåìåéñòâà Enterobacte-
riaceae, ïîñêîëüêó îñíîâó ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ïåïòèäíî-
ãî ÒÈÔÀ ñîñòàâèëè ãðóïïîñïåöèôè÷åñêèå ïåïòèäû ãðóïïû
Omptin [4–7]. Îäíàêî äëÿ âñåñòîðîííåé îöåíêè äèàãíîñòè-
÷åñêîé çíà÷èìîñòè ñûâîðîòî÷íûõ àíòèòåë ê ãðóïïîñïåöè-
ôè÷åñêèì ýïèòîïàì Omptin, à òàêæå îñíîâíûõ õàðàêòåðè-
ñòèê ðàçðàáàòûâàåìîé òåñò-ñèñòåìû, òðåáóþòñÿ äàëüíåé-
øèå ìåäèöèíñêèå èññëåäîâàíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî
âàðèàíòà Ð6/24-Omptin-ÒÈÔÀ ñ ïðèìåíåíèåì ðàñøèðåí-
íîé ïàíåëè ñûâîðîòîê êðîâè ëþäåé, ïåðåáîëåâøèìè ðà-
íåå ýíòåðîáàêòåðèàëüíûìè çàáîëåâàíèÿìè, ñ ïîñëåäóþ-
ùèì âíåäðåíèåì íîâîãî äèàãíîñòè÷åñêîãî òåñòà â ïðàêòè-
÷åñêîå çäðàâîîõðàíåíèå.

Âûâîäû

1. Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ çàøèôðîâàííûõ ñû-
âîðîòîê êðîâè ëþäåé, ïåðåáîëåâøèõ ðàíåå ýíòåðîáàêòå-
ðèàëüíûìè èíôåêöèîííûìè çàáîëåâàíèÿìè, ïîçâîëèëè
âûÿâèòü äèàãíîñòè÷åñêè çíà÷èìûå èììóíîðåàêòèâíûå
ïåïòèäû (Ð6 è Ð24) ó ìîäåëüíîãî áåëêà Pla, îáëàäàþùèå
âûñîêîé ãîìîëîãèåé ñ äðóãèìè àíòèãåíàìè ãðóïïû Omptin
ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà Enterobacteriaceae.

2. Ïîêàçàíî, ÷òî ðàçðàáîòàííûé ýêñïåðèìåíòàëüíûé
âàðèàíò ÒÈÔÀ – ìîäèôèêàöèÿ ïåïòèäíîãî ELISA íà îñíî-
âå äâóõ ìàðêåðíûõ ïåïòèäîâ Omptin (Ð6 è Ð24), ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ðåòðîñïåêòèâíîé äèàãíîñòèêè èí-
ôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, âûçâàííûõ ýíòåðîïàòîãåííûìè
áàêòåðèàëüíûìè àãåíòàìè.

3. Îïðåäåëåíà ïåðñïåêòèâà äàëüíåéøèõ èññëåäîâà-
íèé ñ ïðîâåäåíèåì ìåäèöèíñêèõ èñïûòàíèé ýêñïåðèìåí-
òàëüíîãî âàðèàíòà Ð6/24-Omptin-ÒÈÔÀ íà ðàñøèðåííîé
ïàíåëè ñûâîðîòîê êðîâè ëþäåé, ïåðåáîëåâøèõ èíôåêöè-
îííûìè çàáîëåâàíèÿìè, âûçâàííûìè ýíòåðîïàòîãåííûìè
áàêòåðèÿìè, äëÿ ïîñëåäóþùåãî âíåäðåíèÿ íîâîãî äèàã-
íîñòè÷åñêîãî òåñòà â ïðàêòè÷åñêîå çäðàâîîõðàíåíèå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ðåàëèçàöèè Ïðîãðàììû
ôóíäàìåíòàëüíûõ íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé ãîñóäàðñòâåí-
íûõ àêàäåìèé íàóê íà 2013–2020 ãîäû, à òàêæå ïðè ÷àñ-
òè÷íîé ïîääåðæêå ãðàíòà Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèé ¹ 16-34-00051 ïðîãðàììà «ìîë_à».
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The construction of highly sensitive new-generation diagnostic test systems requires the use of modern innovative tech-
nologies that are capable of detecting infectious agents at the molecular level by identifying specific antibodies to individual
immunoreactive epitopes. The development of such immunoassays is based on molecular mapping of a target antigen us-
ing a library of short overlapping peptides aimed at identification of both epitopes specific for a particular pathogen, and
those common to the group of infectious agents. The article describes new approaches that are based on the results of
mapping of the Omptin group model protein that could be critical for improving retrospective laboratory diagnosis of infec-
tious diseases caused by bacteria of the Enterobacteriaceae family. The article discusses the prospects for assessing the
applicability of the peptide ELISA experimental version, designated as p6/24-Omptin-TIFA, for the detection of antibodies
to diagnostically significant Omptin epitopes in the serum of people who have had enterobacterial infections, in order to in-
troduce it into healthcare practices.

Key words: laboratory diagnosis; peptide array; ELISA; Omptin; Enterobacteriaceae; retrospective diagnosis; immuno-
reactive epitope.
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Àíàëèç ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ê äîêëèíè÷åñêîìó èçó÷åíèþ ñåíñèáèëèçèðóþùåé àêòèâíîñòè èììóíîáèîëîãè÷å-
ñêèõ ïðåïàðàòîâ èç ñûâîðîòêè êðîâè ëîøàäåé ïîêàçûâàåò, ÷òî íàöèîíàëüíûå ðóêîâîäÿùèå äîêóìåíòû ðåêîìåíäó-
þò èñïîëüçîâàíèå îãðàíè÷åííîé øêàëû àíàôèëàêòîãåííîñòè, êîòîðàÿ íå ïîçâîëÿåò â ïîëíîé ìåðå ïðîãíîçèðîâàòü
áåçîïàñíîñòü êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ïðåïàðàòîâ. Îáîñíîâàí äðóãîé ìåòîäè÷åñêèé ïîäõîä ê äîêëèíè÷åñêîé
îöåíêå ñåíñèáèëèçèðóþùåé àêòèâíîñòè ñûâîðîòî÷íûõ ãåòåðîëîãè÷íûõ èììóíîáèîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ ïî ðàñ-
÷åòó ñåíñèáèëèçèðóþùåé äîçû, âûçûâàþùåé àíàôèëàêòè÷åñêóþ ðåàêöèþ ó 50 % ìîðñêèõ ñâèíîê, ÷òî ïîçâîëèò áî-
ëåå îáúåêòèâíî ïðîãíîçèðîâàòü ïîáî÷íîå äåéñòâèå êàê óæå ñóùåñòâóþùèõ, òàê è ðàçðàáàòûâàåìûõ ãåòåðîëîãè÷-
íûõ èììóíîãëîáóëèíîâ, à òàêæå èíäèâèäóàëüíî âûáèðàòü òàêòèêó èõ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ñåíñèáèëèçèðóþùàÿ àêòèâíîñòü; ñûâîðîòî÷íûå èììóíîáèîëîãè÷åñêèå ëåêàðñòâåííûå ïðåïà-
ðàòû; èììóíîãëîáóëèíû èç ñûâîðîòêè êðîâè ëîøàäåé; àíàôèëàêòîãåííîñòü; ìåòîäè÷åñêèé ïîäõîä.

Áèáëèîãðàôè÷åñêîå îïèñàíèå: Ïîäêóéêî ÂÍ, ßêîâëåâ ÀÊ, Êðàñíÿíñêèé ÂÏ, Áîðèñåâè÷ ÑÂ, ×åðíèêîâà ÍÊ, Ïèðîæ-
êîâ ÀÏ, ßêîâëåâ ÝÀ, Ïèðîæêîâ ÀÏ, Ëåãà ÄÍ, Íàçàðîâ ÑÂ, Ãîðäååâ ÅÂ, Ïîëÿíñêèé ßÂ, Ðîæäåñòâåíñêèé ÅÂ, Íèìèð-
ñêàÿ ÑÀ. Ìåòîäè÷åñêèå ïîäõîäû ê äîêëèíè÷åñêîé îöåíêå ïîáî÷íîãî äåéñòâèÿ ñûâîðîòî÷íûõ èììóíîáèîëîãè÷å-
ñêèõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ. ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå 2017; 17(3): 187–192.

Ñûâîðîòî÷íûå ãåòåðîëîãè÷íûå ïðåïàðàòû êàê èììóíî-
áèîëîãè÷åñêèå ëåêàðñòâåííûå ñðåäñòâà äî ñèõ ïîð íå óò-
ðàòèëè ñâîåé çíà÷èìîñòè, îñîáåííî ïðè çàùèòå ëþäåé îò
ýêçîòè÷åñêèõ îïàñíûõ è îñîáî îïàñíûõ èíôåêöèé [1–6].
Íåîáõîäèìûì óñëîâèåì îáðàùåíèÿ èììóíîáèîëîãè÷å-
ñêèõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ (ÈËÏ) ÿâëÿåòñÿ ìèíè-
ìàëüíûé ðèñê ðàçâèòèÿ èõ ïîáî÷íîãî äåéñòâèÿ. Îäíèì èç
ïóòåé åãî ñíèæåíèÿ ìîæåò áûòü èíäèâèäóàëüíûé ïîäõîä
ê èììóíîïðîôèëàêòèêå è èììóíîòåðàïèè [1]. Ñåíñèáèëè-
çèðóþùèå (àíàôèëàêòîãåííûå) ñâîéñòâà ñûâîðîòî÷íûõ
ÈËÏ ÿâëÿþòñÿ îñíîâíîé ïðè÷èíîé ñåðüåçíûõ îñëîæíåíèé
ïðè ñåðîïðîôèëàêòèêå è òåðàïèè. Îñíîâíûìè êëèíè÷åñêè-
ìè ïðîÿâëåíèÿìè àíòèãåíñïåöèôè÷åñêîé ðåàêöèè îðãà-
íèçìà íà ââåäåíèå ãåòåðîëîãè÷íûõ èììóíîãëîáóëèíîâ
ÿâëÿþòñÿ àíàôèëàêñèÿ è ñûâîðîòî÷íàÿ áîëåçíü, ÷àñòîòà
ðàçâèòèÿ êîòîðîé äîñòèãàåò 16 % [7]. Àíàôèëàêñèÿ íà ââå-
äåíèå ãåòåðîëîãè÷íûõ ñûâîðîòî÷íûõ ÈËÏ — ïðîÿâëåíèå
èììóííîãî îòâåòà îðãàíèçìà íà ÷óæåðîäíûé áåëîê, ïðåä-
ñòàâëÿþùåå óãðîçó äëÿ æèçíè è çäîðîâüÿ ïàöèåíòîâ, ïî-
ýòîìó â ðÿäå ñëó÷àåâ, â çàâèñèìîñòè îò àëëåðãåííîãî ñòà-
òóñà ÷åëîâåêà, ïðåäóñìîòðåíî ââåäåíèå ãåòåðîëîãè÷íûõ
èììóíîãëîáóëèíîâ ïîä ïðèêðûòèåì äåñåíñèáèëèçèðóþ-
ùåé òåðàïèè [6, 8, 9]. Ïîìèìî óðîâíÿ ñåíñèáèëèçàöèè ïà-
öèåíòà ê áåëêàì ñûâîðîòêè êðîâè ëîøàäè, ÷àñòîòà è ñòå-
ïåíü òÿæåñòè ïîáî÷íîãî äåéñòâèÿ ñûâîðîòî÷íîãî ïðåïà-

ðàòà íàõîäÿòñÿ â ïðÿìîé çàâèñèìîñòè îò äîçû è ñòåïåíè
åãî î÷èñòêè [1, 2].

Ïðè äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ ñåíñèáèëèçèðóþ-
ùóþ àêòèâíîñòü ÈËÏ îöåíèâàþò ïî ðàçâèòèþ ãèïåð÷óâñò-
âèòåëüíîñòè íåìåäëåííîãî òèïà (àíàôèëàêòè÷åñêîé ðåàê-
öèè) ó ìîðñêèõ ñâèíîê. Ó÷åò èíòåíñèâíîñòè àíàôèëàêòè÷å-
ñêîãî øîêà ïðîâîäÿò â èíäåêñàõ ïî ôîðìóëå Âåéãëà
(Weigle) [10]. Óðîâåíü àëëåðãåííûõ ñâîéñòâ, âûÿâëÿåìûé
ïðè äîêëèíè÷åñêîé îöåíêå ñûâîðîòî÷íûõ ÈËÏ, ïîçâîëÿåò
ïðîãíîçèðîâàòü ñòåïåíü ðèñêà ðàçâèòèÿ îñëîæíåíèé (ñû-
âîðîòî÷íîé áîëåçíè, àíàôèëàêòè÷åñêîãî øîêà è äðóãèõ
àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèé) ïðè êëèíè÷åñêîì ïðèìåíåíèè
ïðåïàðàòîâ. Äëÿ ñíèæåíèÿ ðèñêà ðàçâèòèÿ ïîáî÷íîãî
äåéñòâèÿ ñûâîðîòî÷íûõ ÈËÏ íåîáõîäèì âûáîð ñõåìû è
òàêòèêè èõ ïðèìåíåíèÿ íà îñíîâå ðåçóëüòàòîâ äîêëèíè÷å-
ñêîé îöåíêè [1]. Îäíàêî íàöèîíàëüíûå ðóêîâîäÿùèå äî-
êóìåíòû (ÐÄ) íå äèôôåðåíöèðóþò ïðåïàðàòû â çàâèñèìî-
ñòè îò âåëè÷èíû èíäåêñà Âåéãëà: â êà÷åñòâå êðèòåðèÿ áåç-
âðåäíîñòè âûäâèãàåòñÿ åäèíñòâåííîå òðåáîâàíèå —
ïðåïàðàò íå äîëæåí âûçûâàòü ñìåðòåëüíîãî àíàôèëàêòè-
÷åñêîãî øîêà ó ìîðñêèõ ñâèíîê [10].

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ îáîñíîâàíèå áîëåå îáúåêòèâ-
íîé îöåíêè ñåíñèáèëèçèðóþùåé àêòèâíîñòè ãåòåðîëîãè÷-
íûõ ñûâîðîòî÷íûõ ÈËÏ äëÿ îáîñíîâàíèÿ áåçîïàñíîñòè
ýôôåêòèâíîé äîçû ïðåïàðàòà.

ÎÐÈÃÈÍÀËÜÍÛÅ ÑÒÀÒÜÈ
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Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â îñíîâó íîâîãî ïîäõîäà ïîëîæåí ìåòîä îöåíêè àëëåð-
ãèçèðóþùåãî äåéñòâèÿ ïðè äîêëèíè÷åñêîì èçó÷åíèè
ÈËÏ [10].

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè áåñïîðîäíûõ ìîðñêèõ ñâèíîê
îáîèõ ïîëîâ ìàññîé 200–250 ã. Îöåíèâàëè ÈËÏ èç ñûâî-
ðîòêè êðîâè ëîøàäåé ïðîòèâ ãåìîððàãè÷åñêèõ ëèõîðàäîê
(Ýáîëà, Ëàññà, Áîëèâèéñêàÿ) è âåíåñóýëüñêîãî ýíöåôàëî-
ìèåëèòà ëîøàäåé (ÂÝË) ïðîèçâîäñòâà ÔÃÁÓ 48 ÖÍÈÈ
[11–14] â ñðàâíåíèè ñ íîðìàëüíîé ñûâîðîòêîé êðîâè ëî-
øàäè (ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü — îáðàçåö àíàôèëàêòè-
÷åñêîé àêòèâíîñòè), à òàêæå îäíèì èç òðåõ âûïóñêàåìûõ â
íàñòîÿùåå âðåìÿ èëè ïðîèçâîäèìûõ ðàíåå êîììåð÷åñêèõ
ëîøàäèíûõ èììóíîãëîáóëèíîâ ïðîòèâ áåøåíñòâà, êëå-
ùåâîãî èëè ÿïîíñêîãî ýíöåôàëèòîâ (ïðåïàðàòû ñðàâíå-
íèÿ) [1, 15]. Èììóíîãëîáóëèíû è ñûâîðîòêà êðîâè ëîøà-
äåé ñîäåðæàëè (10±1) % è (7±1) % áåëêà ñîîòâåòñòâåííî. Â
êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ ââîäèëè 0,9 % ðàñòâîð
õëîðèäà íàòðèÿ. Ïî èñòå÷åíèþ 2–4 íåäåëü âîñïðîèçâîäè-
ëè àíàôèëàêñèþ ïóòåì âíóòðèâåííîãî ââåäåíèÿ èññëåäóå-
ìîãî èììóíîãëîáóëèíà â êîëè÷åñòâå (0,1±0,01) ìë. Ïîñëå
ðàçðåøàþùåé èíúåêöèè çà ìîðñêèìè ñâèíêàìè íàáëþäà-
ëè â òå÷åíèå 30 ìèí, ôèêñèðóÿ ïîÿâëåíèå êëèíè÷åñêèõ
ñèìïòîìîâ àíàôèëàêòè÷åñêîé ðåàêöèè. Êëèíè÷åñêèå ïðî-
ÿâëåíèÿ àíàôèëàêñèè ó÷èòûâàëè ðàçäåëüíî â ñîîòâåòñò-
âèè ñ ìåòîäèêîé, èçëîæåííîé â íàöèîíàëüíûõ ðóêîâîäÿ-
ùèõ äîêóìåíòàõ, è âû÷èñëÿëè ñåíñèáèëèçèðóþùèå äîçû
(SD50), êàê óêàçàíî â ñòàòüå Í. Ì. Çóáîâè÷àíå ñ ñîàâò.
[10, 16]. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè îá-
ùåïðèíÿòûìè ìåòîäàìè. Ñåíñèáèëèçèðóþùóþ äîçó,
âûçûâàþùóþ àëëåðãè÷åñêóþ ðåàêöèþ ó 50 % ìîðñêèõ ñâè-
íîê (SD50), âû÷èñëÿëè ïî ìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìóëå
Êåðáåðà [17]:

lg SD50 = lgÄn– G (�Li– 0,5),

ãäå lgÄn — äåñÿòè÷íûé ëîãàðèôì ìàêñèìàëüíîé èç èñïû-
òàííûõ äîç, G — äåñÿòè÷íûé ëîãàðèôì êðàòíîñòè èñïû-
òàííûõ ðàçâåäåíèé (â íàøåì ñëó÷àå ðàâåí 1), �Li — ñóììà
îòíîøåíèé ÷èñëà æèâîòíûõ, ó êîòîðûõ ðàçâèëàñü âûðà-
æåííàÿ àíàôèëàêòè÷åñêàÿ ðåàêöèÿ îò ââåäåíèÿ êàæäîãî
èç èñïûòàííûõ ðàçâåäåíèé ïðåïàðàòà, ê ÷èñëó æèâîòíûõ,
êîòîðûì ýòè ðàçâåäåíèÿ áûëè ââåäåíû (â lg).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íåîáõîäèìîñòü ðàçðàáîòêè íîâîãî ïîäõîäà ê îöåíêå àë-
ëåðãåííûõ ñâîéñòâ ñûâîðîòî÷íûõ ÈËÏ áûëà îáóñëîâëåíà
àíàëèçîì ðåçóëüòàòîâ èõ îïðåäåëåíèÿ ïî ÐÄ [10]. Â òàáëè-
öå 1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû åäèíè÷íûõ îïðåäåëåíèé
èíäåêñà Âåéãëà äëÿ èììóíîãëîáóëèíîâ èç ñûâîðîòêè êðî-
âè ëîøàäåé. Åãî çíà÷åíèÿ êîëåáëþòñÿ îò 1,9 äî 3,0 äëÿ
èììóíîãëîáóëèíîâ ïðîòèâ ãåìîððàãè÷åñêèõ ëèõîðàäîê è
îò 3,4 äî 3,6 — äëÿ êîììåð÷åñêèõ ñûâîðîòî÷íûõ ÈËÏ.
Ñðåäíÿÿ âåëè÷èíà èíäåêñà Âåéãëà âî âòîðîé ãðóïïå â
1,3 ðàçà áîëüøå, ÷åì â ïåðâîé è ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àåò-
ñÿ îò ïîêàçàòåëÿ äëÿ ëîøàäèíîé ñûâîðîòêè êðîâè. Ïî-
ñêîëüêó îòíîñèòåëüíàÿ áåçîïàñíîñòü êîììåð÷åñêèõ ïðå-
ïàðàòîâ äîêàçàíà â õîäå èõ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ,
äàííûé ôàêò óêàçûâàåò íà íåñîâåðøåíñòâî ìåòîäà îöåíêè
ñåíñèáèëèçèðóþùèõ ñâîéñòâ ïî èíäåêñó Âåéãëà. Äëÿ åãî
îïòèìèçàöèè íåîáõîäèìî ëèáî ðàñøèðèòü â øêàëå ãðàäà-
öèþ ïðèçíàêîâ ñåíñèáèëèçàöèè â îáëàñòè ìàêñèìàëüíûõ
ñòåïåíåé àíàôèëàêñèè, ëèáî ïåðåéòè íà ñïîñîá îïðåäåëå-
íèÿ äîç ïðåïàðàòîâ, âûçûâàþùèõ êëèíè÷åñêè äîñòîâåð-
íûå àëëåðãè÷åñêèå ðåàêöèè ó 50 % æèâîòíûõ. Èñõîäÿ èç
öèôðîâîé èíäèêàöèè âûðàæåííîñòè ñèíäðîìîâ â êðåñòàõ
[10], äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë ñðåäíåé âåëè÷èíû èíäåêñà
ðàçðàáîòàííûõ â 48 ÖÍÈÈ èììóíîãëîáóëèíîâ (îò 2,1 äî
3,1) âêëþ÷àåò äèàïàçîí îò ++ äî +++, êîììåð÷åñêèõ ïðåïà-
ðàòîâ (îò 3,4 äî 3,6) — îò +++ äî ++++, à ïî äâóì ãðóïïàì
(îò 2,3 äî 3,5) — îò ++ äî ++++. Äðóãèìè ñëîâàìè, ñ âåðîÿò-
íîñòüþ 95 % äîñòîâåðíûå ðåàêöèè õàðàêòåðèçóþòñÿ óêà-
çàííîé ñòåïåíüþ âûðàæåííîñòè, è øêàëà äîñòîâåðíîé
îöåíêè ïî äâóì ãðóïïàì îõâàòûâàåò èíòåðâàë îò ++
äî ++++.

Ïîêàçàòåëè ñðåäíèõ âåëè÷èí èíäåêñîâ Âåéãëà ïðè
èññëåäîâàíèè ðàñøèðåííîãî ñïèñêà èììóíîãëîáóëèíîâ
(òàáë. 2) ïîäòâåðæäàþò âûÿâëåííûå çàêîíîìåðíîñòè.
Àíàôèëàêòîãåííîñòü êîììåð÷åñêèõ ãåòåðîëîãè÷íûõ èì-
ìóíîãëîáóëèíîâ òàêæå â 1,3 ðàçà âûøå, ÷åì ïðåïàðàòîâ,
ðàçðàáîòàííûõ â 48 ÖÍÈÈ. Èíòåðâàëû èíäåêñîâ Âåéãëà â
îáåèõ ãðóïïàõ èììóíîãëîáóëèíîâ, âûðàæåííûå â êðåñòàõ,
êîëåáëþòñÿ îò ++ äî ++++. Â öåëîì èç äàííûõ, ïðåäñòàâ-
ëåííûõ â òàáëèöàõ 1 è 2, ñëåäóåò, ÷òî ðåàêöèè ñî ñòåïåíüþ
êëèíè÷åñêîé âûðàæåííîñòè À (+) íå âõîäÿò â îáëàñòü äîñ-
òîâåðíûõ çíà÷åíèé ïðè îöåíêå óðîâíÿ ñåíñèáèëèçàöèè
îáåèõ ãðóïï ïðåïàðàòîâ, à, ñëåäîâàòåëüíî, èõ ìîæíî íå
ó÷èòûâàòü â ïîñëåäóþùåì ïðè ðàñ÷åòå SD50.
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Â. Í. Ïîäêóéêî, À. Ê. ßêîâëåâ, Â. Ï. Êðàñíÿíñêèé è äð.

Òàáëèöà 1. Èçó÷åíèå ñåíñèáèëèçèðóþùèõ ñâîéñòâ èììóíîãëîáóëèíîâ èç ñûâîðîòêè êðîâè ëîøàäåé íà ìîðñêèõ ñâèíêàõ

Ïðåïàðàò

Êîëè÷åñòâî æèâîòíûõ â ãðóïïå
ñ ïðîÿâëåíèÿìè ðåàêöèè

Èíäåêñ Âýéãëà (èíòåðâàë)1

Ä À (+) Á (++) Â (+++) Ã (++++) È2 Õñð±£95 Õñð±£95

Èììóíîãëîáóëèí ïðîòèâ
ãåìîððàãè÷åñêèõ
ëèõîðàäîê

2 3 1 2 2 1,9 2,6±0,8
(îò ++ äî +++)

2,9±0,6
(îò ++ äî ++++)1 1 2 3 3 2,6

0 1 2 3 4 3,0

0 1 2 3 4 3,0

Èììóíîãëîáóëèí ïðîòèâ
áåøåíñòâà

0 0 2 2 6 3,4 3,5±0,2
(îò +++ äî ++++)

Èììóíîãëîáóëèí ïðîòèâ
êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà

0 0 1 2 8 3,6

Ñûâîðîòêà êðîâè ëîøàäè
íîðìàëüíàÿ

0 0 0 0 8 4,0 — —

Ïðèìå÷àíèÿ. 1 — èíòåðâàë óêàçàí â ñîîòâåòñòâèè ñ öèôðîâîé èíäèêàöèåé êëèíè÷åñêîé âûðàæåííîñòè ñèíäðîìà â êðåñòàõ ñîãëàñíî [10];
2 — È (èíäåêñ ïî ÐÄ) ïðè åäèíè÷íîì îïðåäåëåíèè.



Â ñåðèè îïûòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì íîâîãî ñïîñîáà
îöåíêè ñåíñèáèëèçèðóþùèõ ñâîéñòâ (òàáë. 3) SD50 îïðåäå-
ëÿëè äëÿ ÷åòûðåõ ïàð èñõîäíûõ ñûâîðîòîê êðîâè ëîøàäè
è ïðèãîòîâëåííûõ íà èõ îñíîâå èììóíîãëîáóëèíîâ.

Äëÿ êàæäîãî ïðåïàðàòà ðàññ÷èòûâàëè ÷åòûðå âåëè-
÷èíû SD50 ñ ó÷åòîì â êà÷åñòâå ìèíèìàëüíûõ ðåàêöèè âû-
ðàæåííîñòüþ +, ++, +++ èëè ++++ è âñåõ ïîñëåäóþùèõ áî-
ëåå ñèëüíûõ. Çàòåì ðàññ÷èòàëè ñðåäíèå ýòèõ âåëè÷èí è
ñðåäíåêâàäðàòè÷åñêîå îòêëîíåíèå. Â êîëîíêå ñïðàâà
ïðåäñòàâëåíû ðàçíèöû ìåæäó ñðåäíèìè âåëè÷èíàìè è êà-
æäîé èç ðàññ÷èòàííûõ SD50 ïî êàæäîé ñåðèè ïðåïàðàòîâ;
ïîêàçàí ìèíèìàëüíûé óðîâåíü âûðàæåííîñòè ðåàêöèé,
ïðè ó÷åòå êîòîðûõ âêóïå ñ áîëåå ñèëüíûìè âåëè÷èíà
SD50 ìåíåå âñåãî îòëè÷àåòñÿ îò ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ.
Èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ â òàáëèöå 3, âèäíî, ÷òî òàêèå
ðåàêöèè õàðàêòåðèçóþòñÿ âûðàæåííîñòüþ ++ èëè +++.
Âìåñòå ñ òåì, íàèáîëüøèå ðàçëè÷èÿ àëëåðãåííûõ ñâîéñòâ
ìåæäó ñûâîðîòêîé êðîâè è èììóíîãëîáóëèíîì â êàæäîé
ïàðå âûÿâëåíû ïðè ïîäñ÷åòå SD50, íà÷èíàÿ ñ ðåàêöèé âû-
ðàæåííîñòüþ ++. Îíè ñîñòàâèëè îò 1,0 äî 1,8lg. Â ýòîì ñëó-
÷àå ñïîñîá èñïûòàíèé ïîêàçàë ñåáÿ êàê íàèáîëåå äèôôå-
ðåíöèðóþùèé.

Òàêèì îáðàçîì, íà îñíîâàíèè ïðîâåäåííîãî èññëåäî-
âàíèÿ îáîñíîâàí ñïîñîá ðàñ÷åòà SD50, âûçûâàþùèé ó 50 %
æèâîòíûõ ðåàêöèè âûðàæåííîñòüþ ++ è áîëåå. Ïðåäëî-
æåííûé ñïîñîá ïîñëå ïðîõîæäåíèÿ àïðîáàöèè â õîäå

äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ÈËÏ ïîçâîëèò áîëåå òî÷íî
óñòàíîâèòü áåçîïàñíóþ äîçó ñûâîðîòî÷íîãî ïðåïàðàòà è
îáåñïå÷èòü èíäèâèäóàëüíûé ïîäõîä ê ñåðîïðîôèëàêòèêå
è òåðàïèè. Ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ñåí-
ñèáèëèçèðóþùåé àêòèâíîñòè ãåòåðîëîãè÷íûõ ÈËÏ ïî
SD50 óêàçûâàþò íà òî÷íîñòü îïðåäåëåíèÿ èõ ñåíñèáèëèçè-
ðóþùèõ ñâîéñòâ ïî êëèíè÷åñêè äîñòîâåðíûì ñòåïåíÿì
àíàôèëàêòè÷åñêîé ðåàêöèè Á (++), Â (+++) è Ã (++++) è äèô-
ôåðåíöèðîâàíèå ñâîéñòâ ïðåïàðàòîâ, õàðàêòåðèçóþùèõñÿ
âûñîêîé àíàôèëàêòîãåííîñòüþ. Áåçîïàñíîñòü êëèíè÷å-
ñêîãî ïðèìåíåíèÿ èììóíîãëîáóëèíà Ýáîëà [8, 9] ïîäòâåð-
äèëà ïðîãíîñòè÷åñêóþ öåííîñòü íîâîãî ïîäõîäà ê äîêëè-
íè÷åñêîé îöåíêå ïîáî÷íîãî äåéñòâèÿ ÈËÏ èç ñûâîðîòêè
êðîâè ëîøàäåé.

Âûâîäû

1. Àíàëèç ìåòîäè÷åñêèõ ïîäõîäîâ ê äîêëèíè÷åñêîìó
èçó÷åíèþ ñåíñèáèëèçèðóþùåé àêòèâíîñòè ÈËÏ èç ñûâî-
ðîòêè êðîâè ëîøàäåé ïîêàçûâàåò, ÷òî íàöèîíàëüíûå ÐÄ
ðåêîìåíäóþò èñïîëüçîâàíèå äëÿ ýòèõ öåëåé îãðàíè÷åí-
íîé øêàëû àíàôèëàêòîãåííîñòè, êîòîðàÿ â îáëàñòè âûñî-
êèõ ñòåïåíåé íåîïðåäåëåííà è íå ïîçâîëÿåò â ïîëíîé
ìåðå ïðîãíîçèðîâàòü áåçîïàñíîñòü êëèíè÷åñêîãî ïðèìå-
íåíèÿ ïðåïàðàòîâ.

Ìåòîäè÷åñêèå ïîäõîäû ê äîêëèíè÷åñêîé îöåíêå ïîáî÷íîãî äåéñòâèÿ ñûâîðîòî÷íûõ èììóíîáèîëîãè÷åñêèõ ËÏ
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Òàáëèöà 2. Âûðàæåííîñòü àíàôèëàêñèè ó ìîðñêèõ ñâèíîê ïðè èçó÷åíèè èììóíîãëîáóëèíîâ èç ñûâîðîòêè êðîâè ëîøàäåé, ðàçðàáîòàííûõ
â 48 ÖÍÈÈ, è êîììåð÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ

ÈËÏ èç ñûâîðîòêè êðîâè ëîøàäåé Àíàôèëàêòîãåííîñòü

Ãðóïïà Èììóíîãëîáóëèíû ïðîòèâ ... èëè ñûâîðîòêà Èíäåêñ Âåéãëà, Õñð±� (èíòåðâàë â êðåñòàõ)1

Èñïûòóåìûå
(48 ÖÍÈÈ)

ãåìîððàãè÷åñêèõ
ëèõîðàäîê

Ýáîëà 2,5±0,5 (îò ++ äî +++) 2,7±0,3 (îò ++ äî +++) 3,2±0,5 (îò +++ äî ++++)

Áîëèâèéñêàÿ 2,5±0,6 (îò ++ äî +++)

Ëàññà 3,1±0,4 (îò +++ äî ++++)

âåíåñóýëüñêîãî ýíöåôàëîìèåëèòà ëîøàäåé 3,1±0,7 (îò ++ äî ++++)

Êîììåð÷åñêèå ÿïîíñêîãî ýíöåôàëèòà 3,7±0,7 (îò +++ äî ++++) 3,6±0,2 (îò +++ äî ++++)

êëåùåâîãî ýíöåôàëèòà 3,6±0,7 (îò +++ äî ++++)

áåøåíñòâà 3,4±0,8 (îò +++ äî ++++)

Êîíòðîëü Ñûâîðîòêà êðîâè ëîøàäåé 4,0 (++++) — —

Ïðèìå÷àíèå. 1 — èíòåðâàë ïðåäñòàâëåí â ñîîòâåòñòâèè ñ öèôðîâîé èíäèêàöèåé êëèíè÷åñêîé âûðàæåííîñòè ñèíäðîìà â êðåñòàõ, ñîãëàñíî [10].

Òàáëèöà 3. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ñåíñèáèëèçèðóþùåé àêòèâíîñòè ÈËÏ èç ñûâîðîòêè êðîâè ëîøàäåé ñ ðàñ÷åòîì ñåíñèáèëèçèðóùåé
äîçû (SD50)

Ïðåïàðàò
Ñåíñèáèëèçèðóþùàÿ àêòèâíîñòü ñ ó÷åòîì

ðåàêöèé âûðàæåííîñòüþ ... è áîëåå, lg SD50/ìë
Õñð±�

Ñðåäíÿÿ
SD50, lg
Õñð±�

Ðàçíèöà ìåæäó ñðåäíåé
è êàæäîé èç ðàññ÷èòàííûõ SD50, lg

Âûðàæåííîñòü
ðåàêöèè
ïðè min

ðàçíèöå1

âèä ñåðèÿ + ++ +++ ++++ + ++ +++ ++++

Ñûâîðîòêà
êðîâè

1 6,5±0,4 6,0±0,2 5,7±0,3 5,0±0,4 5,8±0,6 –0,7 –0,2 –0,1 0,8 +++

2 5,5±0,2 5,3±0,2 4,5±0,4 3,0±0,3 4,6±1,1 –1,1 –0,7 –0,1 1,6 +++

3 5,8±0,4 4,5±0 3,3±0,4 3,3±0,4 4,2±1,2 –1,6 –0,3 0,9 0,9 ++

4 5,0±0,2 4,5±0,3 3,5±0,4 3,3±0,4 4,0±0,9 –1,0 –0,5 0,5 1,0 ++/+++

Èììóíî-
ãëîáóëèí

1 5,3±0,4 4,8±0,5 4,8±0,5 4,5±0,5 4,9±0,3 –0,4 0,1 0,1 0,4 ++/+++

2 4,5±0,3 3,5±0,3 3,0±0,2 2,5±0,3 3,4±0,9 –1,1 –0,1 0,4 0,9 ++

3 4,7±0,3 3,3±0,4 2,7±0,3 2,0±0,3 3,2±1,1 –0,9 –0,1 0,5 1,2 ++

4 4,5±0,5 3,5±0,4 3,5±0,4 3,0±0,4 3,7±0,5 –0,8 0,2 0,2 0,7 ++/+++

Ïðèìå÷àíèå. 1 — Ðàçíèöà ìåæäó ñðåäíåé SD50 è SD50 ïðè ó÷åòå ðåàêöèé, íà÷èíàÿ ñ óêàçàííîé ñòåïåíè âûðàæåííîñòè, ìèíèìàëüíà ïî
ñðàâíåíèþ ñ îñòàëüíûìè.



2. Îïðåäåëåíèå äîçû ãåòåðîëîãè÷íûõ ñûâîðîòî÷íûõ
ÈËÏ, âûçûâàþùåé àíàôèëàêòè÷åñêóþ ðåàêöèþ ó 50 %
ìîðñêèõ ñâèíîê, íà÷èíàÿ ñ ìèíèìàëüíî äîñòîâåðíîãî ïðî-
ÿâëåíèÿ òÿæåñòè Á (++), ïîçâîëÿåò áîëåå òî÷íî êîëè÷åñò-
âåííî îöåíèòü èõ àëëåðãåííûå ñâîéñòâà.

3. Ïðåäëîæåííûé ìåòîä îöåíêè ïåðñïåêòèâåí äëÿ
àäåêâàòíîãî ïðîãíîçèðîâàíèÿ áåçîïàñíîñòè äëÿ ëþäåé
âíîâü ðàçðàáàòûâàåìûõ ãåòåðîëîãè÷íûõ èììóíîãëîáóëè-
íîâ è óæå ñóùåñòâóþùèõ ïðåïàðàòîâ èç ñûâîðîòêè êðîâè
æèâîòíûõ ïðè ñîâåðøåíñòâîâàíèè òåõíîëîãèè èõ ïîëó÷å-
íèÿ, à òàêæå äëÿ âûðàáîòêè èíäèâèäóàëüíîé òàêòèêè èõ
êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ.
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Methodological approaches to preclinical evaluation
of immunobiological serum products and their side effects

V. N. Podkuyko1, A. K. Yakovlev2, V. P. Krasnyansky1, S. V. Borisevich1, N. K. Chernikova1,
Å. A. Yakovlev1, A. P. Pirozhkov1, D. N. Lega1, S. V. Nazarov1, E. V. Gordeev1, Ya. V. Polyansky1,
E. V. Rozhdestvensky1, S. A. Nimirskaya1

1 The 48th Central Research Institute of the Ministry of Defence of the Russian Federation,
11 Octyabrskaya street, Sergiev Posad-6, Russian Federation
2 Federal State Budgetary Institution
«Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products»
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Analysis of methodological approaches to preclinical evaluation of sensitizing activity of horse serum products shows that
the anaphylactogenicity scale recommended in national regulatory documents is imperfect as it is not capable of fully pre-
dicting the safety of the clinical use of products. The article demonstrates feasibility of another methodological approach to
preclinical evaluation of sensitizing activity of heterologous serum products which is based on calculation of a sensitizing
dose inducing anaphylactic reactions in 50 % of guinea pigs. This approach will make it possible to more effectively predict
side effects of already authorized heterologous immunoglobulins and drugs currently under development, and to select a
clinical use strategy on a case-by-case basis.
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7 ñåíòÿáðÿ 2017 ãîäà èñïîëíèëîñü 70 ëåò íà÷àëüíèêó ëà-
áîðàòîðèè áàêòåðèàëüíûõ âàêöèí Èñïûòàòåëüíîãî öåíòðà
ýêñïåðòèçû êà÷åñòâà ÌÈÁÏ ÔÃÁÓ «ÍÖÝÑÌÏ» Ìèíçäðàâà
Ðîññèè êàíäèäàòó ìåäèöèíñêèõ íàóê Íåìèðîâñêîé Òàòüÿ-
íå Èâàíîâíå.

Òàòüÿíà Èâàíîâíà ðîäèëàñü â ã. Òîìñê â 1947 ã.
Â 1965 ã. ïîñòóïèëà â 1-é Ìîñêîâñêèé ìåäèöèíñêèé èíñòè-
òóò èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà. Â 1971 ã. îêîí÷èëà ïî ñïåöèàëüíî-
ñòè «Ìåäèêî-ñàíèòàðíîå äåëî».

Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíñòèòóòà áûëà ïðèíÿòà íà äîëæ-
íîñòü ìëàäøåãî íàó÷íîãî ñîòðóäíèêà îòäåëà ìèêðîáèî-
ëîãèè Ìîñêîâñêîãî íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîãî èíñòèòóòà
ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè èì. Ã. Í. Ãàáðè÷åâñêîãî,
ãäå çàíèìàëàñü èçó÷åíèåì äèñáàêòåðèîçà êèøå÷íèêà.

Â 1974 ã. ïîñòóïèëà â î÷íóþ àñïèðàíòóðó ïðè ÃÈÑÊ
èì. Ë. À. Òàðàñåâè÷à. Â 1978 ã. çàùèòèëà äèññåðòàöèþ íà
ñîèñêàíèå ó÷åíîé ñòåïåíè êàíäèäàòà ìåäèöèíñêèõ íàóê
ïî ñïåöèàëüíîñòè «Ìèêðîáèîëîãèÿ» íà òåìó «Áèîëîãè÷å-

ñêèå õàðàêòåðèñòèêè è ñåðîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè íåïà-
òîãåííûõ âèäîâ íåéññåðèé».

Ïîñëå îêîí÷àíèÿ àñïèðàíòóðû ðàáîòàëà â ÃÈÑÊ
èì. Ë. À. Òàðàñåâè÷à â äîëæíîñòè ñòàðøåãî íàó÷íîãî ñî-
òðóäíèêà â ëàáîðàòîðèè áàêòåðèîëîãè÷åñêèõ ïèòàòåëüíûõ
ñðåä, çàòåì â ëàáîðàòîðèè áàêòåðèàëüíûõ âàêöèí è ïðî-
áèîòèêîâ, ãäå çàíèìàëàñü âîïðîñàìè ñòàíäàðòèçàöèè è
êîíòðîëÿ ïîëèñàõàðèäíûõ è êîíúþãèðîâàííûõ âàêöèí.

Â àïðåëå 2011 ã. ïîñëå ðåîðãàíèçàöèè ÃÈÑÊ
èì. Ë. À. Òàðàñåâè÷à â ôîðìå ïðèñîåäèíåíèÿ ê ÔÃÁÓ
«ÍÖÝÑÌÏ» Ìèíçäðàâà Ðîññèè áûëà íàçíà÷åíà íà äîëæ-
íîñòü íà÷àëüíèêà ëàáîðàòîðèè áàêòåðèàëüíûõ âàêöèí Èñ-
ïûòàòåëüíîãî öåíòðà ýêñïåðòèçû êà÷åñòâà ÌÈÁÏ.

Ò. È. Íåìèðîâñêàÿ ëè÷íî è â ñîàâòîðñòâå îïóáëèêîâà-
ëà áîëåå 80 íàó÷íûõ òðóäîâ, èìååò ïàòåíò íà èçîáðåòåíèå,
íàãðàæäåíà çíàêîì «Îòëè÷íèê çäðàâîîõðàíåíèÿ», ìåäà-
ëüþ «Â ïàìÿòü 850-ëåòèÿ Ìîñêâû».
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2 àâãóñòà 2017 ãîäà èñïîëíèëîñü 65 ëåò äîêòîðó ìåäèöèí-
ñêèõ íàóê, ïðîôåññîðó, ãëàâíîìó íàó÷íîìó ñîòðóäíèêó íà-
ó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîãî óïðàâëåíèÿ ôèëèàëà ÔÃÁÓ
«48 Öåíòðàëüíûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò»
Ìèíîáîðîíû Ðîññèè (ã. Êèðîâ) Èëüå Âëàäèìèðîâè÷ó
Äàðìîâó.

È. Â. Äàðìîâ ðîäèëñÿ â 1952 ã. â ãîðîäå Êóéáûøåâå.
Ïîñëå îêîí÷àíèÿ â 1975 ãîäó ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêîãî ôà-
êóëüòåòà 2-ãî Ìîñêîâñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî ìåäèöèí-
ñêîãî èíñòèòóòà èìåíè Í. È. Ïèðîãîâà ïî ñïåöèàëüíîñòè
«Âðà÷-áèîôèçèê» áûë ïðèçâàí â ðÿäû Ñîâåòñêîé Àðìèè è
íàïðàâëåí äëÿ ïðîõîæäåíèÿ ñëóæáû â ÍÈÈ ìèêðîáèîëî-
ãèè ÌÎ ÑÑÑÐ (ã. Êèðîâ), ãäå ïðîøåë âñå ñòóïåíè ñëóæåá-
íîé ëåñòíèöû îò ìëàäøåãî íàó÷íîãî ñîòðóäíèêà äî íà-
÷àëüíèêà èíñòèòóòà, ïîëêîâíèêà ìåäèöèíñêîé ñëóæáû.

Â 1976–1978 ãã. ñîâìåñòíî ñ Ò. Ã. Àáäóëëèíûì è
Å. Â. Ñìèðíîâûì âûïîëíèë öèêë ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé ñîáñòâåííûõ ïëàçìèä ó ÷óìíîãî ìèêðîáà, êî-
òîðûå áûëè ïðèçíàíû íàó÷íûì îòêðûòèåì (äèïëîì íà îò-
êðûòèå Ãîñêîìèòåòà ÑÑÑÐ çà ¹ 001 «Ïëàçìà»; ïðèîðèòåò
îò 27 äåêàáðÿ 1977 ã.). Â 1981 ã. çàùèòèë êàíäèäàòñêóþ
äèññåðòàöèþ, â 1990 ã. — äîêòîðñêóþ. Â 1997 ã. åìó ïðè-
ñâîåíî ó÷åíîå çâàíèå ïðîôåññîðà ïî êàôåäðå áèîëîãèè.

Â ïåðèîä ñ 1997 ïî 2009 ãã. È. Â. Äàðìîâ ðóêîâîäèë
íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîé äåÿòåëüíîñòüþ â ÔÃÓ «48 Öåí-
òðàëüíûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò» Ìèíîáî-
ðîíû Ðîññèè, ÿâëÿÿñü çàìåñòèòåëåì íà÷àëüíèêà èíñòèòóòà
ïî íàó÷íîé ðàáîòå. Ïîä åãî ðóêîâîäñòâîì è ïðè íåïîñðåä-
ñòâåííîì ó÷àñòèè áûëè ðàçðàáîòàíû è ïðîøëè ãîñóäàðñò-
âåííûå èñïûòàíèÿ íîâûå âàêöèííûå ïðåïàðàòû, äèàãíî-
ñòèêóìû è òåñò-ñèñòåìû äëÿ âûÿâëåíèÿ è èäåíòèôèêàöèè
ðÿäà âîçáóäèòåëåé îñîáî îïàñíûõ èíôåêöèé áàêòåðèàëü-
íîé ïðèðîäû ñ ïîìîùüþ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ è èì-
ìóíîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ, íàëàæåíî èõ ïðîèçâîäñòâî.

Â 2003 ãîäó çà ðàçðàáîòêó è âíåäðåíèå â ìåäèöèí-
ñêóþ ïðàêòèêó íîâûõ ñðåäñòâ ñïåöèôè÷åñêîé ïðîôèëàêòè-

êè, äèàãíîñòèêè è ëå÷åíèÿ ñèáèðñêîé ÿçâû È. Â. Äàðìîâó â
ñîñòàâå àâòîðñêîãî êîëëåêòèâà ïðèñóæäåíà Ãîñóäàðñò-
âåííàÿ ïðåìèÿ Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè â îáëàñòè íàóêè è
òåõíèêè.

Ñ 2010 ïî 2012 ãã. È. Â. Äàðìîâ áûë íà÷àëüíèêîì
ÔÃÓ «48 Öåíòðàëüíûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòè-
òóò» Ìèíîáîðîíû Ðîññèè (ã. Êèðîâ). Ñ 2012 ãîäà ðàáîòàåò â
èíñòèòóòå ãëàâíûì íàó÷íûì ñîòðóäíèêîì.

Ìíîãî âíèìàíèÿ È. Â. Äàðìîâ óäåëÿåò ïîäãîòîâêå äè-
ïëîìèðîâàííûõ ñïåöèàëèñòîâ. Ïîä åãî ðóêîâîäñòâîì çà-
ùèùåíî 24 äèññåðòàöèè, â òîì ÷èñëå 12 äîêòîðñêèõ.
Ñ 2000 ïî 2010 ãã. ðóêîâîäèë äèññåðòàöèîííûì ñîâå-
òîì ïî ïðîáëåìàì áèîëîãè÷åñêîé çàùèòû, ñ 2015 ãîäà ÿâ-
ëÿåòñÿ çàìåñòèòåëåì ïðåäñåäàòåëÿ äèññåðòàöèîííîãî
ñîâåòà.

Îáëàñòü íàó÷íûõ èíòåðåñîâ È. Â. Äàðìîâà — ãåíåòèêà
áàêòåðèé, ìèêðîáèîëîãèÿ è ïðèêëàäíàÿ èììóíîëîãèÿ.
È. Â. Äàðìîâ ëè÷íî è â ñîàâòîðñòâå îïóáëèêîâàë áîëåå
250 íàó÷íûõ òðóäîâ, ÿâëÿåòñÿ àâòîðîì (ñîàâòîðîì) 2 íàó÷-
íûõ îòêðûòèé è 46 èçîáðåòåíèé.

Ðàáîòàÿ â ñîñòàâå êîìèññèè Êîîðäèíàöèîííîãî íàó÷-
íîãî ñîâåòà ïî ñàíèòàðíî-ýïèäåìèîëîãè÷åñêîé îõðàíå
òåððèòîðèè Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè, ïðèíÿë ó÷àñòèå â ðàç-
ðàáîòêå ðÿäà íîðìàòèâíî-ìåòîäè÷åñêèõ äîêóìåíòîâ
ôåäåðàëüíîãî óðîâíÿ. Ñëóæáó è ðàáîòó â ÔÃÁÓ «48 Öåí-
òðàëüíûé íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò» Ìèíîáî-
ðîíû Ðîññèè ñîâìåùàåò ñ ïðåïîäàâàòåëüñêîé äåÿòåëüíî-
ñòüþ â Âÿòñêîì ãîñóäàðñòâåííîì óíèâåðñèòåòå. Âîçãëàâ-
ëÿåìàÿ èì ñ ìîìåíòà ñîçäàíèÿ â 1995 ã. è ïî íàñòîÿùåå
âðåìÿ êàôåäðà ìèêðîáèîëîãèè ïîäãîòîâèëà è âûïóñòèëà
îêîëî 400 êâàëèôèöèðîâàííûõ áèîòåõíîëîãîâ è ìèêðî-
áèîëîãîâ.

Çà çàñëóãè ïåðåä Îòå÷åñòâîì, îðãàíèçàöèþ íàó÷íî-
èññëåäîâàòåëüñêîé ðàáîòû è ïîäãîòîâêó íàó÷íûõ êàäðîâ
È. Â. Äàðìîâ íàãðàæäåí îðäåíîì Ïî÷åòà è ìåäàëÿìè.
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