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Успехи в технологиях ex vivo редактирования генома человека позволили разработать новые подходы в ле-
чении генетических, онкологических, инфекционных и других заболеваний, в том числе с использованием 
биомедицинских клеточных продуктов. Но, несмотря на быстрое развитие данных технологий и большое 
количество проводимых клинических исследований во многих странах мира, только 4 препарата (Strimvelis, 
Zalmoxis, Kymriah и Yescarta), содержащие ex vivo генно-модифицированные клетки человека, разрешены 
к применению в странах Европейского союза и США. В данной работе рассмотрены три перспективные 
технологии (ZFN, TALEN и CRISPR), позволяющие легко и эффективно проводить редактирование гено-
ма в необходимых сайтах, тем самым создавая платформу для дальнейшего развития генной инженерии 
клеток человека. Описана технология получения химерных антигенных рецепторов (CAR). Также приве-
дены сведения об эффективности и безопасности одобренных препаратов: Strimvelis, содержащего ауто-
логичные CD34+-клетки, ex vivo трансдуцированные ретровирусным вектором с геном аденозиндезамина-
зы, Zalmoxis, содержащего модифицированные аллогенные Т-клетки, а также двух препаратов Kymriah 
и Yescarta, содержащих аутологичные T-клетки с химерными антигенными рецепторами к антигену CD19, 
предназначенных для лечения CD19+ гематологических злокачественных новообразований.
Ключевые слова: биомедицинские клеточные продукты (БМКП); клеточная терапия; генная терапия; 
химерный антигенный рецептор; редактирование генома; ZFN; TALEN; CRISPR
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Advances in ex vivo technologies of human genome editing have made it possible to develop new approaches to 
the treatment of genetic, oncological, infectious and other diseases, which may involve the use of biomedical cell 
products. However, despite the rapid development of these technologies and a large number of clinical trials con-
ducted in many countries around the world, only 4 products (Strimvelis, Zalmoxis, Kymriah and Yescarta) contain-
ing ex vivo genetically modified human cells are authorised for use in the European Union and the United States 
of America. This paper considers three promising technologies (ZFN, TALEN and CRISPR) that allow for easy and 
effective editing of the genome at the sites of interest, thereby creating a platform for further development of the 
genetic engineering of human cells. It describes the technology of engineering chimeric antigen receptors (CARs). 
It also provides data on the efficacy and safety of the approved products: Strimvelis which contains autologous 
CD34+ cells transduced ex vivo with a retroviral vector containing adenosine deaminase gene, Zalmoxis which 
contains modified allogeneic T-cells, and two products: Kymriah and Yescarta which contain autologous T-cells 
with CARs to CD19 antigen, intended for the treatment of CD19+ hematological malignancies.
Key words: biomedical cell products (BMCP); cell therapy; gene therapy; chimeric antigen receptor; genome 
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В последние десятилетия появились новые генно-инже-
нерные методы, которые позволяют проводить коррекцию му-
таций, добавление или инактивацию генов в различных орга-
низмах и отличаются высокой точностью и эффективностью. 
Одной из важных возможностей, которые дали такие техноло-
гии редактирования генома, является создание новых подхо-
дов в лечении наследственных, приобретенных или инфекци-
онных заболеваний человека [1–4]. При этом редактирование 
генома человека может осуществляться in vivo, когда генно-ин-
женерные конструкции вводятся напрямую в  организм чело-
века, или ex vivo — выделенные клетки подвергаются генной 
модификации вне организма человека. In vivo редактирование 
генома человека не рассматривается в данном обзоре, так 
как такие препараты относятся к геннотерапевтическим ле-
карственным препаратам и регулируются Федеральным зако-
ном от 12.04.2010 г. № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных 
средств» [5]. Ex vivo модификации генома происходят в куль-
тивируемых клетках человека, что относит их к биомедицин-
ским клеточным продуктам (БМКП), которые регулируются 
Федеральным законом от 23 июня 2016 г. № 180-ФЗ «О био-
медицинских клеточных продуктах» [6]. Необходимо отметить, 
что в большинстве стран мира препараты, полученные с помо-
щью in vivo и ex vivo редактирования генома, относятся к ген-
ной терапии [7, 8].

Цель работы  — описание перспективных технологий ре-
дактирования генома ZFN, TALENs и CRISPR/Cas9, возможно-
сти их ex vivo применения в лечении различных заболеваний, 
а также оценка безопасности и эффективности разрешенных 
к  применению препаратов, содержащих ex vivo генетически-
модифицированные клетки человека.

Технологии редактирования генома

Для успешного редактирования генома необходимо вве-
дение сайт-специфического двухцепочечного разрыва ДНК, 
который репарируется клеткой с помощью гомологичной 
рекомбинации или негомологичным соединением концов. Го-
мологичная рекомбинация в присутствии «донорного» фраг-
мента ДНК, имеющего гомологичные последовательности 
к последовательностям, прилегающим к двухцепочечному раз-
рыву ДНК, может приводить к коррекции гена или же вставке 
необходимого гена. При негомологичном соединении концов 
происходят случайные вставки или делеции («indel») на месте 
двухцепочечного разрыва ДНК, что приводит к сдвигу рамки 
считывания и нокауту гена. Также негомологичное соединение 
концов при наличии «донорного» фрагмента ДНК может при-
водить к небольшим вставкам в хромосому [1, 3, 9].

Для введения сайт-специфического двухцепочечного раз-
рыва ДНК в клетках человека в настоящее время используются 
различные технологии, в том числе классические методы генной 
инженерии, мегануклеазы («хоуминг»-эндонуклеазы семейства 
LAGLIDADG) и другие, но такие подходы отличаются сложно-
стью, малой специфичностью и низкой эффективностью. На 
сегодняшний день наиболее перспективными являются высоко-
специфичные системы ZFN, TALEN и CRISPR [2, 10–12].

ZFN

ZFN (от англ. Zinc-Finger Nuclease) представляют собой 
класс химерных белков, состоящих из ДНК-связывающих 
доменов и каталитической субъединицы эндонуклеазы FokI 
(рис. 1). ДНК-связывающий домен получил название «цинко-
вый палец», так как третичная структура, стабилизированная 
ионом цинка, похожа на «палец». Один «цинковый палец» уз-
нает определенный триплет за счет 4 аминокислотных остат-
ков в положении 1, 2, 3 и 6 α-спирали, и, изменяя данные 

аминокислотные остатки, можно создавать новые «цинковые 
пальцы» к новым триплетам. Комбинируя несколько «цинко-
вых пальцев», можно создавать конструкции, которые будут 
с высокой специфичностью связываться с необходимой по-
следовательностью ДНК. Нуклеаза FokI способна к внесению 
двухцепочечного разрыва только в составе гомодимера, поэто-
му подбирают специфические целевые сайты на разных цепях 
ДНК (рис. 1) [2, 11, 13, 14].

TALEN

TALEN (от англ. Transcription Activator-Like Effector Nucle-
ases) основан на использовании высокоспецифичных ДНК-
связывающих белков, подобных активаторам транскрипции, 
или TALE, и каталитического домена нуклеазы FokI. ДНК-
связывающий домен TALE состоит из тандемных повторов 
из 33–34 аминокислотных остатков. Каждый повтор является 
высококонсервативным, за исключением вариабельных ами-
нокислотных остатков в позициях 12 и 13, отвечающих за 
связывание с конкретным нуклеотидом: аспарагин и глицин 
с тимином; гистидин и аспарагиновая кислота с цитозином; 
аспарагин и изолейцин с аденином; два аспарагина с гуанином 
или аденином. Таким образом, комбинируя 4 домена TALE, 
можно легко собрать конструкцию, распознающую необходи-
мую последовательность ДНК (рис. 1) [2, 11, 13, 16].

CRISPR

В отличие от ZFN и TALEN, при использовании которых для 
каждого проекта необходимо создание сложных конструкций 
ДНК-связывающих доменов и нуклеазы FokI, система CRISPR 
(от англ. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat) 
состоит всего из двух элементов: CRISPR-ассоциированная ну-
клеаза (Cas), например Cas9, и гидовая РНК (gRNA) (рис. 1) [2, 
9, 11, 13, 17]. Гидовая РНК (gRNA) представляет собой химеру 
из крисперной crRNA (CRISPR РНК), содержащей спейсерную 
последовательность, комплементарную необходимому сайту 
ДНК, и транс-активирующей tracrRNA (trans-activating CRISPR 
RNA), которые соединены с помощью олигорибонуклеотид-
ного линкера для формирования структуры «петля–стебель». 
Обычно в качестве нуклеазы используют Cas9, которая содер-
жит два эндонуклеазных домена RuvC и HNH. RuvC домен раз-
резает некомплементарную спейсеру нить ДНК, в то время как 
HNH  — комплементарную, образуя двухцепочечный разрыв 
вблизи от PAM мотива (Protospacer adjacent motif) [9, 18]. Так-
же в качестве нуклеазы могут использоваться и другие белки, 
например CpfI [19]. Считается, что CRISPR/Cas9 по сравнению 
с другими системами редактирования генома обладает повы-
шенной нецелевой «off-target» активностью, которая выража-
ется в возможности внесения изменений вне выбранного ло-
куса. Тем не менее простота конструирования системы CRISPR/
Cas9 и возможность множественного введения модификаций 
в геном [12] являются причинами ее широкого применения.

По данным Европейской базы данных клинических иссле-
дований (www.clinicaltrialsregister.eu) и сайта ClinicalTrials.gov 
(www.clinicaltrials.gov), в мире зарегистрировано около 1000 кли-
нических исследований (КИ) с использованием ex vivo генно-
модифицированных клеток человека. Анализ предварительных 
данных некоторых КИ позволяет предположить возможность 
скорой регистрации таких препаратов. Так, компанией Sangamo 
Therapeutics (США) были продемонстрированы значимые ре-
зультаты возможности применения технологии ZFN при лечении 
ВИЧ [20]. В ходе КИ NCT00842634 (открытое нерандамизиро-
ванное неконтролируемое) 12 ВИЧ-положительным пациентам, 
получавшим высокоактивную антиретровирусную терапию  
(ВААРТ), однократно вводились аутологичные CD4+-лимфоциты  
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с «редактированным» геном CCR5. Внесение делеции в транс-
мембранный домен гена CCR5 приводит к нарушению про-
никновения ВИЧ в Т-клетки. После введения генно-модифи-
цированных клеток у всех пациентов повышалось количество 
CD4+-клеток в крови, а средний период полувыведения модифи-
цированных Т-клеток составлял 48 недель, что позволило части 
пациентов отказаться от ВААРТ [21].

Также одним из перспективных направлений применения 
технологий редактирования генома является создание генно-
инженерных Т-лимфоцитов, кодирующих химерный антиген-
ный рецептор, или CAR (от англ. Chimeric Antigen Receptor) 
[1]. Введение CAR в Т-лимфоциты позволяет «нацеливать» их 
на выбранные антигены клеток, например, антигены раковых 
клеток, а специфическое рецепторное взаимодействие CAR  

с опухолевыми антигенами приводит к активации, пролифера-
ции лимфоцитов и к гибели раковой клетки [22, 23].

CAR состоит из нескольких доменов (рис. 2). Антигенра-
спознающий элемент (scFv) состоит из вариабельных областей 
L и Н цепей иммуноглобулина и необходим для связывания со 
специфичным антигеном на поверхности клеток-мишеней. Для 
облегчения связывания с антигеном и возможности отклоне-
ния в различные стороны scFv связан со спейсером, обычно 
представляющим собой иммуноглобулиноподобные СН2-СН3 
(Fc) домены IgG, либо спейсерным доменом CD4 или CD8. Для 
закрепления CAR на поверхности лимфоцита используется 
трансмембранный домен, состоящий из одного трансмембран-
ного участка CD3ζ, CD4, CD8, OX40 или H2-Kb. Внутриклеточ-
ная часть CAR состоит из костимулирующего домена (один 

Рис. 1. Механизм действия систем редактирования генома ZFN, TALEN и CRISPR/Cas9 [14, 15]. А — ZFN. «Цинковый палец» 
распознает три нуклеотида, FokI при димеризации вызывает двухцепочечный разрыв ДНК; Б — TALEN. Каждый домен TALE 
распознает один нуклеотид, FokI при димеризации вызывает двухцепочечный разрыв ДНК; В — CRISPR/Cas9. Для распознавания 
«целевой» ДНК используется гидовая РНК (gRNA), состоящая из crRNA с ДНК-связывающей последовательностью (спейсер) 
и tracrRNA. Cas9 содержит два каталитических домена RuvC и HNH, вносящих разрывы на разных цепях ДНК. PAM — короткий 
NGG мотив, необходимый для связывания Cas9 и внесения двухцепочечного разрыва ДНК.
Fig. 1. The mechanism of ZFN, TALEN and CRISPR/Cas9 genome editing systems [14, 15]. А — ZFN. A zinc finger recognizes three 
nucleotides, FokI dimerization causes DNA double strand break; Б — TALEN. Each TALE domain recognizes one nucleotide, FokI 
dimerization causes DNA double strand break; В — CRISPR/Cas9. A guide RNA (gRNA), consisting of crRNA with a DNA-binding 
sequence (spacer) and tracrRNA, is used for recognition of target DNA. Cas9 contains two catalytic domains RuvC and HNH, which 
cleave different DNA strands. PAM — is a short NGG motif, which is essential for Cas9 binding and DNA double strand break.
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или несколько доменов CD28, CD27, 4-1BB), необходимого для 
обеспечения пролиферации и выживания T-лимфоцитов, про-
дукции цитокинов, а также сигнального домена (CD3ζ), активи-
рующего лимфоцит [23–26].

В последние годы для создания CAR T-клеток активно ис-
пользуют технологии TALEN и CRISPR. В 2017 г. в США были 
начаты два КИ (UCART123) с использованием аллогенных CAR 
T-клеток, направленных против CD123+-клеток, для лечения бла-
стического плазмоцитоидного дендритного клеточного ново-
образования и острого миелоидного лейкоза. В Китае проходят 
несколько КИ, в которых оценивается безопасность и эффек-
тивность CAR, направленных против PD-1 солидных опухолей. 
В Российской Федерации, по данным сайта ClinicalTrials.gov, 
зарегистрировано только одно КИ I/II фазы (NCT03467256), 
которое будет проводиться ФГБУ «Национальный медицин-
ский исследовательский центр детской гематологии, онколо-
гии и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России. 
В  ходе КИ планируется оценить безопасность и эффектив-
ность применения аутологичных CAR T-клеток для лечения 
рефрактерного и рецидивирующего В-клеточного острого 
лимфобластного лейкоза (ОЛЛ) на 18 пациентах в возрасте от 
3 месяцев до 25 лет [27].

Зарегистрированные препараты, содержащие ex vivo 
генно-модифицированные клетки человека

Несмотря на большое количество проводимых КИ, на се-
годняшний день в мире ни один препарат, полученный с по-
мощью технологий ZFN, TALEN и CRISPR, не разрешен к при-
менению. Вместе с тем в странах Европейского союза и США 
разрешены к применению 4 препарата: Strimvelis, Zalmoxis, 
Kymriah, Yescarta, содержащие ex vivo генно-модифицирован-
ные клетки человека.

Strimvelis

В 2016 г. Европейское агентство по лекарственным пре-
паратам (European Medicines Agency, EMA) разрешило к при-
менению лекарственный препарат Strimvelis, содержащий 
аутологичные CD34+ клетки, ex vivo трансдуцированные ретро-
вирусным вектором, кодирующим аденозиндезаминазу (АДА). 
Strimvelis показан для лечения пациентов с тяжелой комбини-
рованной иммунной недостаточностью (ТКИН), обусловленной 
дефицитом аденозиндезаминазы, для которых не найден со-
вместимый донор [28].

Наиболее эффективным способом лечения АДА-ТКИН 
является трансплантация гемопоэтических стволовых клеток 
(ТГСК) от полностью совместимого по HLA (от англ. Human 
Leucocyte Antigens) донора, однако вероятность найти такого 
донора среди родных братьев или сестер составляет менее 
25  %. При использовании ТГСК от частично совместимого 
неродственного донора выживаемость пациента составляет 
менее 68  %. Остальным пациентам обычно назначаются за-
местительная ферментная терапия, внутривенное введение 
иммуноглобулинов, интенсивная антибактериальная, противо-
грибковая и противовирусная терапии [29, 30].

Применение Strimvelis дает возможность обходить огра-
ничение в доступности совместимых доноров, при этом он 
противопоказан людям, которые болеют или болели лейкеми-
ей или миелодисплазией, инфицированным ВИЧ, гепатитами 
B и C, а также пациентам, которым ранее проводилась генная 
терапия. Безопасность и эффективность Strimvelis была из-
учена в трех КИ (AD1115611, n  = 12; AD1117054/AD1117056, 
n = 3; AD1117064, n = 3) на 18 детях с АДА-ТКИН в возрасте от 
0,5 до 6,1 года (медианный возраст 1,7 года). Из 18 пациентов, 

включенных в КИ, 15 ранее получали лечение аденозиндеза-
миназой, конъюгированной с ПЭГ, четверым была проведена 
неудачная ТГСК. Всем пациентам в  течение двух дней перед 
применением Strimvelis проводили кондиционирование бу-
сульфаном, обладающим цитостатическим действием на ми-
елоидные клетки, после которого они получали однократную 
внутривенную инфузию в диапазоне доз (0,9–18,2)·106 CD34+ 
клеток на 1 кг массы тела [28, 31, 32].

Средняя продолжительность наблюдения составила 
6,9  года (от 2,3 до 13,4 года), в течение которого выжили 
100  % пациентов. Применение Strimvelis приводило к вос-
становлению иммунитета: уменьшалась степень инфициро-
вания, увеличивалась продукция иммуноглобулинов, 58  % 
испытуемых прекращали внутривенное введение иммуно-
глобулина, появлялся гуморальный ответ на вакцинацию, 
нормализовались популяция Т-клеток (CD3+, CD4+ и CD8+ кле-
ток) и тимопоэз с устойчивой способностью к пролиферации 
Т-клеток [32].

Безрецидивная выживаемость, определяемая как выжи-
вание без необходимости повторного введения ПЭГ-АДА или 
ТГСК, составила 86 %. Три пациента возобновили долгосроч-
ное лечение ПЭГ-АДА из-за плохого восстановления иммуни-
тета, один из них получил вторую дозу Strimvelis (лечение не 
было успешным), а двум другим была проведена успешная 
ТГСК от братьев и сестер, родившихся после начала КИ.

Учитывая небольшую выборку пациентов, участвовавших 
в КИ, выявленные нежелательные реакции (НР) не могут дать 
полной перспективы в отношении характера и частоты таких 
событий. Наиболее частыми НР были лихорадка, инфекции 

Рис. 2. Структура химерного антигенного рецептора (CAR) 
[25, 26]. Пояснения указаны в тексте.
Fig. 2. The structure of a chimeric antigen receptor (CAR) [25, 
26]. Explanations are provided in the text.
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верхних дыхательных путей, гастроэнтерит и диарея. Часть 
НР (анемия, нейтропения, повышенное давление и др.) были 
связаны с применением бусульфана. Пятнадцать пациентов 
сообщили о 39 серьезных нежелательных реакциях (СНР), 
среди которых были пневмония, инфекции мочевыводящих 
путей, гастроэнтерит. Никакие СНР не были смертельными 
или связаны с Strimvelis. Также в период проведения КИ сооб-
щалось о различных аутоиммунных реакциях (наличие анти-
нуклеарных антител, аутоиммунная гемолитическая анемия, 
аутоиммунная апластическая анемия, аутоиммунный гепатит, 
аутоиммунная тромбоцитопения и синдром Гийена — Барре). 
Помимо одного сообщения об аутоиммунной апластической 
анемии, все НР регистрировались в период от 3 месяцев до 
3 лет после введения Strimvelis. Считается, что часть выяв-
ленных побочных реакций связана с  восстановлением им-
мунитета в силу их характера и сроков. Также за все время 
наблюдений не зарегистрированы случаи онкологических за-
болеваний [28, 32].

Zalmoxis

Zalmoxis состоит из генетически модифицированных ал-
логенных Т-клеток, экспрессирующих «суицидный» ген тими-
динкиназы вируса простого герпеса (HSV-TK) и усеченный ген 
низкоаффинного рецептора фактора роста нервов (ΔLNGFR). 
Тимидинкиназа вируса простого герпеса фосфорилирует ган-
цикловир в трифосфатное соединение, которое конкурентно 
ингибирует встраивание дезоксигуанозина трифосфата в ДНК, 
что приводит к гибели клетки. Ген ΔLNGFR используется для 
идентификации трансдуцированных клеток [33].

Zalmoxis предназначен в качестве дополнительной тера-
пии при гаплоидентичной трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток (гаплоТГСК) взрослым с высоким риском ге-
матологических злокачественных новообразований. Введение 
ex vivo генетически модифицированных Т-клеток пациентам, 
перенесшим гаплоТГСК, должно помочь организму восстано-
вить иммунитет, повысить успех трансплантации и поддержать 
долгосрочный противораковый эффект. Восстановление им-
мунитета вызвано необходимостью снижения заболеваемо-
сти бактериальными, грибковыми и вирусными инфекциями 
пациентов после гаплоТГСК, так как полная регенерация Т- 
и В-клеток происходит в течение 2 лет (в зависимости от воз-
раста и предшествующего лечения), также на восстановление 
влияет иммуносупрессивная терапия для профилактики реак-
ции «трансплантат против хозяина» (РТПХ) [34, 35].

Введение аллогенных Т-клеток также может вызывать 
РТПХ, но за счет введенного «суицидного» гена HSV-TK и при-
менения ганцикловира/валганцикловира реакцию можно кон-
тролировать или избегать [36].

Zalmoxis получил условное разрешение EMA на продажу 
в 2016 г. (Conditional Marketing Authorisation) на основании за-
вершенного КИ TK007 (I/II фаза, NCT00423124) и продолжающе-
гося TK008 (III фаза, NCT00914628), окончательный отчет о ко-
тором будет представлен к концу 2022 г. В качестве контрольной 
группы сравнения использовали данные 140 пациентов из базы 
Европейской группы по трансплантации крови и костного мозга 
(European Group for Blood and Marrow Transplantation, EBMT), ко-
торым была проведена гаплоТГСК [33].

Эффективность оценивалась по восстановлению имму-
нитета (первичная) и определялась как число (%) пациентов, 
у которых количество Т-клеток (CD3+) было равно или больше 
108/л (и/или CD4+-клеток ≥5·108/л и/или CD8+-клеток ≥5·108/л). 
Также оценивались общая и безрецидивная выживаемость, 
инфекционная заболеваемость, острая и долгосрочная токсич-
ность, связанные с инфузиями Zalmoxis [33].

Для проведения КИ TK007 (NCT00423124) были отобраны 
52 пациента с различными злокачественными заболеваниями 
кроветворной системы, из которых 22 были исключены по 
причине ранней смерти, отторжения трансплантата или дли-
тельного введения ганцикловира или иммуносупрессивной 
терапии [37]. Остальным 30 пациентам были проведены от 
одной до четырех инфузий Zalmoxis в рекомендуемой дозе 
1·107 клеток/кг. Восстановление иммунитета наблюдалось у 23 
из 30 пациентов, или 77 % (95 % ДИ: 59–88), в течение пер-
вых 23 сут (диапазон 13–42 сут) от даты проведения инфузии.  
Концентрация Т-клеток (CD3+) не достигла установленного 
уровня у пациентов, которым вводились по 3 или 4 инфузии. 
Также наблюдалась тенденция более медленного восстанов-
ления уровня CD4+-клеток по сравнению с CD8+-клетками. Об-
щая выживаемость в течение первого года составляла 40 %, 
2 лет — 30 % и 5 лет — 27 %. Частота смертности без рециди-
вов составила 50 % (±7 %) через 1 год и 5 лет. Кумулятивная 
смертность без рецидивов у 23 пациентов с восстановленным 
иммунитетом составила 17 % (4 % связаны с инфекционными 
заболеваниями), по сравнению с 76 % смертностью (38 % от 
инфекций) у 29 пациентов из группы сравнения. Количество 
инфекционных заболеваний было ниже у пациентов с восста-
новленным иммунитетом (n = 23) по сравнению с пациентами, 
у которых не было зарегистрировано восстановление иммуни-
тета (n = 7), что также приводило к снижению смертности —  
17 и 71 % соответственно [33, 37].

В ходе КИ было зарегистрировано 603 НР, из которых по 
степени тяжести 8,6 % были умеренными, 23,9 % — средней 
тяжести, 34,5 % — тяжелыми и 14,3 % — опасными для жиз-
ни. Считается, что только 24 (3,9 %) НР связаны с введением 
ex vivo генно-модифицированных клеток. Наиболее частые НР 
(249 из 603) были вызваны инфекционными заболеваниями, 
35  % из которых связаны с реактивацией цитомегаловиру-
са. Из получавших лечение, у 10 пациентов развилась острая 
и у 1 — хроническая РТПХ, которые не привели к гибели. Деся-
ти пациентам проводили лечение ганцикловиром, что приводи-
ло к значительному сокращению количества циркулирующих 
ΔLNGFR T-клеток. СНР были связаны с цитомегаловирусной 
инфекцией (42  %), рецидивирующими лейкозами (21  %) 
и пневмонией (12 %).

22 (73  %) из 30 пациентов, получавшие генетически мо-
дифицированные Т-клетки, умерли во время исследования по 
сравнению с 21 (95 %) из 22 пациентов контрольной группы. 
Необходимо отметить, что высокая частота смертности связа-
на с тем, что у пациентов, участвующих в КИ, были опасные для 
жизни гематологические злокачественные новообразования, 
для которых отсутствуют методы лечения [33].

Kymriah

Kymriah является первым препаратом аутологичной 
Т-клеточной иммунотерапии, одобренным Управлением по 
контролю за качеством пищевых продуктов и лекарственных 
препаратов США (Food and Drug Administration, FDA). Препарат 
состоит из аутологичных генно-модифицированных Т-клеток, 
в геном которых введен ген, кодирующий CAR к CD19 злока-
чественных и нормальных В-лимфоцитов (табл. 1). При свя-
зывании антиген распознающего элемента, представляющего 
собой одноцепочечный фрагмент мышиного антитела, с анти-
геном CAR передает сигнал для стимулирования Т-клеток, их 
экспансии, активации, цитотоксической и цитолитической ак-
тивности, что приводит к гибели CD19+-клеток [38].

Kymriah показан пациентам в возрасте до 25 лет с острым 
лимфобластным лейкозом из B-линейных предшественни-
ков (ВП-ОЛЛ) с повторными рецидивами или рефрактерной 



Редактирование генома и биомедицинские клеточные продукты: современное состояние, безопасность...
Genome-Editing and Biomedical Cell Products: Current State, Safety and Efficacy

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2018, Т. 18, № 3
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2018, V. 18, No. 3

145

формой (r/r), а также взрослым пациентам с r/r диффузной 
В-крупноклеточной лимфомой (ДБККЛ), получавшим две или 
более линий терапий [39].

В открытом неконтролируемом КИ NCT02228096, прове-
денном на 63 пациентах, средний возраст которых составил 
12 лет (3–23 года), оценивалась эффективность Kymriah при 
ВП-ОЛЛ по достижению полной ремиссии (ПР) в течение 3 ме-
сяцев после инфузии препарата, продолжительности ПР и доле 
пациентов с ПР с минимальной остаточной болезнью (МОБ). 
Среди 63 пациентов, все из которых были МОБ-негативными, 
ПР достигли 40 (63 %), частичной ремиссии (ЧР) — 12 (19 %) 
(табл. 2). Вторичная конечная точка по продолжительности 
ответа не была достигнута (диапазон от 1,2 до 14,1 месяца).  
Среди 52 пациентов, достигших ПР или ЧР, у 13 отмечалось 
развитие рецидива, из них трое впоследствии умерли после ле-
чения Kymriah, и двое — после начала другой терапии. Таким 
образом, коэффициент развития рецидива составил 75,4  % 
(95 % ДИ: 57,2–86,7) через 6 месяцев и 63,8 % (95 % ДИ: 41,5–
79,4) через 12 месяцев [38, 40].

Оценку эффективности Т-клеточной иммунотерапии 
у пациентов с ДБККЛ, которые ранее получали более двух 
линий химиотерапии, включая ритуксимаб и антрациклин, 
или с рецидивами после аутологичной ТГСК, осуществля-
ли в ходе открытого неконтролируемого КИ NCT02445248. 
Исследование проводили в 10 странах Северной Америки, 
Европы, Австралии и Японии на 106 пациентах, получивших 
Kymriah [41]. Эффективность оценивалась по частоте объек-
тивного ответа (ЧОО) и длительности ответа (ДО) (табл. 3). 
Из 68 пациентов 50 % имели полный или частичный ответ, 
при этом среднее время до первого ответа на Kymriah со-

ставило 0,9 месяца (0,7–3,3 месяца). Средняя ДО не была 
достигнута [38, 39, 42].

Учитывая эффективность Т-клеток, модифицированных 
CAR, применение Kymriah связанно с высокими рисками раз-
вития СНР, в том числе жизнеугрожающих состояний, среди 
которых синдром высвобождения цитокинов (Cytokine release 
syndrome, CRS), нейротоксичность, нейтропения, цитопения, 
продолжающаяся более 28 сут, инфекции и гипогаммаглобу-
линемия.

Таблица 1. Одобренные препараты, содержащие ex vivo генно-модифицированные клетки человека
Table 1. Authorised products containing ex vivo genetically modified human cells

Наимено-
вание 

Характеристика препаратов

Strimvelis Zalmoxis Kymriah Yescarta 

Производи-
тель

GlaxoSmithKline 
plc*, Италия MolMed SpA, Италия Novartis, США Kite Pharma, США

Тип продукта Аутологичный Аллогенный Аутологичный Аутологичный

Клетки CD34+-клетки Т-клетки Т-клетки Т-клетки

Векторная 
система Ретровирус Ретровирус Лентивирус Ретровирус

Экспрессиру-
емый ген

Аденозиндезами-
наза

Низкоаффинный ре-
цептор фактора ро-

ста нервов (ΔLNGFR) 
и тимидинкиназа 
вируса простого 

герпеса (HSV-TK)

CAR к CD19 CAR к CD19

Доза от 2·106 до  
20·106 клеток/кг 1·107 клеток/кг

от 0,2·106 до 5·106 клеток/кг пациентам 
с массой до 50 кг;

от 0,1·106 до 2,5·106 клеток/кг пациен-
там с массой более 50 кг

2·106 клеток/кг, 
максимальная 

доза 2·108 клеток/
кг в 68 мл

Показания

Лечение паци-
ентов с тяжелым 

комбиниро-
ванным имму-
нодефицитом, 
вызванным не-
достаточностью 

аденозиндезами-
назы 

Дополнительная 
терапия при 
гаплоТГСК  
у взрослых 

с высоким риском 
гематологических 
злокачественных 
новообразований

До 25 лет: лечение острого лимфо-
бластного лейкоза из B-линейных 

предшественников, который является 
рефрактерным или во втором или 

более позднем рецидиве;
Взрослые пациенты: лечение рециди-

вирующей или рефрактерной диф-
фузной В-крупноклеточной лимфомы 
после двух или более линий терапии

Лечение рециди-
вирующей или 
рефрактерной 

диффузной 
В-крупно-

клеточной лим-
фомы после двух 
или более линий 

терапии

Страна (год 
регистрации) ЕС (2016) ЕС (2016) США (2017);

ЕС (2018)
США (2017);

ЕС (2018)

*С 2018 г. права переданы компании Orchard Therapeutics, Великобритания.

Таблица 2. Данные эффективности лечения r/r ВП-ОЛЛ пре-
паратом Kymriah [38]
Table 2. Data on the efficacy of treatment of refractory or 
relapsed (r/r) B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BP-
ALL) by Kymriah [38]

Показатель эффективности Количество 
пациентов (n = 63)

ПР/ЧР
(95 % ДИ)

52 (83 %)
(71–91)

ПР 40 (63 %)

ЧР 12 (19 %)

ПР или ЧР с МОБ
(95 % ДИ)

52 (83 %)
(71–91)

Медиана (месяцы) продолжи-
тельности ремиссии (95 % ДИ)

Не достигнута
(7,6–НО)

Примечание. ПР  — полная ремиссия; ЧР  — полная ре-
миссия с неполным восстановлением показателей крови; 
МОБ  — минимальная остаточная болезнь (негативная); 
НО — невозможно оценить.



А. А. Горяев, М. В. Савкина, К. М. Мефед, В. П. Бондарев, В. А. Меркулов, В. В. Тарасов
A. A. Goryaev, M. V. Savkina, K. M. Mefed, V. P. Bondarev, V. A. Merkulov, V. V. Tarasov

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2018, Т. 18, № 3
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2018, V. 18, No. 3

146

CRS, включая смертельные или опасные для жизни 
реакции, развивался у 54 (79 %) пациентов с r/r ОЛЛ и 78 
(74 %) с r/r ДБККЛ. Лечение CRS проводилось тоцилизума-
бом и/или кортикостероидами (например, метилпреднизо-
лон). Среднее время до разрешения CRS составляло 8 сут 
(диапазон 1–36). В двух КИ было зафиксировано пять смер-
тей в течение 30 сут после инфузии Kymriah: два пациента 
с r/r ОЛЛ умерли с CRS и прогрессирующей лейкемией или 
внутричерепным кровоизлиянием, у 3 пациентов с r/r ДБККЛ 
был CRS в условиях стабильного прогрессирующего забо-
левания. Основными проявлениями CRS были лихорадка 
(92 %), гипотония (67 %), гипоксия (20 % ОЛЛ, 35 % ДББКЛ) 
и тахикардия (30 % ОЛЛ, 14 % ДББКЛ), также CRS был свя-
зан с печеночной, почечной и сердечной недостаточностью 
и коагулопатией [38, 39].

У 49 (72 %) пациентов с ОЛЛ и 62 (58 %) с ДББКЛ наблю-
далась неврологическая токсичность, выражавшаяся в голов-
ной боли (37 и 21 %), энцефалопатии (34 и 16 %), делирии (21 
и 6 %), тревожности (13 и 9 %), нарушении сна (10 и 9 %), го-
ловокружении (6 и 11 %), треморе (9 и 7 %) и периферической 
невропатии (4 и 8 %), а также единичными случаями судорог, 
мутизма и афазии [38]. Также СНР были связаны с развитием 
инфекционных заболеваний (55 %), которые привели к смерти 
3 пациентов, фебрильной нейтропении или вирусной реактива-
ции гепатита B [38, 39].

Yescarta

Препарат Yescarta также является препаратом аутологич-
ной Т-клеточной иммунотерапии, содержащим CAR к CD19 
антигену. Он предназначен для лечения пациентов с r/r ДБККЛ, 
включая первичную медиастинальную В-крупноклеточную 
лимфому (ПМВКЛ) и фолликулярную лимфому, после двух 
или более линий терапии [43, 44].

В открытом неконтролируемом КИ NCT02348216 из 111 па-
циентов, подвергшихся лейкаферезу, 101 была проведена 
инфузия Yescarta, девяти другим пациентам не проводилось 

лечение из-за прогрессирующего заболевания или серьезных 
побочных реакций после лейкафереза. Средний возраст паци-
ентов составил 58 лет (23–76), 76 % которых были с ДБККЛ, 
16 % — с фолликулярной лимфомой и 8 % — с ПМВКЛ. Сред-
нее количество предшествующих методов лечения составля-
ло 3 (1–10), 77 % пациентов имели рефрактерность, а у 21 % 
был рецидив в течение 1 года после аутологичной ТГСК. После 
инфузии Yescarta ЧОО составила 72 %, а среднее время отве-
та — 0,9 месяца (0,8–6,2 мес). Из 52 пациентов, достигших ПО, 
14 изначально имели стабильное заболевание. Медиана дли-
тельности ответа составила 9,2 месяца (табл. 3) [44]. Длитель-
ность ответа была значительно больше у пациентов с полной 
ремиссией по сравнению с пациентами с частичной ремиссией. 
Среди пациентов, достигших ПО, ДО не была достигнута (8,1–
НО), тогда как оценочная медиана ДИ среди пациентов с ЧО 
составила всего 2,1 месяца (1,3–5,3 мес) [43, 45].

У 108 пациентов (7 из фазы I КИ и 101 из фазы II КИ), ко-
торых лечили Yescarta, СНР наблюдались у 56 (52  %), выра-
жавшиеся CRS, неврологической токсичностью, серьезными 
инфекционными заболеваниями, фебрильной нейтропенией, 
длительной цитопенией и гипогаммаглобулинемией. В КИ 
было зарегистрировано 34 случая смерти пациентов, из кото-
рых 30 — от прогрессирующего заболевания, а 4 были связа-
ны с применением препарата (в соответствии с анализом FDA). 
Среднее время начала CRS составляло 2 сут (1–12), а среднее 
время до его разрешения  — 7 сут (2–58). CRS проявлялся 
лихорадкой, гипотонией, тахикардией, гипоксией и ознобом. 
СНР включали сердечную аритмию (включая фибрилляцию 
предсердий и желудочковую тахикардию), остановку сердца, 
сердечную и почечную недостаточность, синдром капиллярной 
утечки, гипотензию, гипоксию и синдром активации макрофа-
гов и гемофагоцитарный лимфогистиоцитоз. Тоцилизумаб по-
лучали 45 % пациентов с CRS. Среднее время возникновения 
неврологической токсичности составляло 4 сут (1–43), которая 
продолжалась в среднем 17 сут. У одного пациента была от-

Таблица 3. Сравнение частоты и длительности ответов при лечении r/r ДБККЛ препаратами Kymriah и Yescarta [38, 43]
Table 3. Comparison of the frequency and duration of responses in the treatment of refractory or relapsed (r/r) diffuse large B-cell 
lymphoma by Kymriah and Yescarta [38, 43]

Частота ответа

Препарат

Kymriah Yescarta

Количество пациентов 

[n = 68] [n = 101]

ЧОО (ПО+ЧО)
(95 % ДИ)

34 (50 %)
(37,6–62,4)

73 (72 %)
(62–81)

Частота полного ответа (ПО)
(95 % ДИ)

22 (32 %)
(21,5–44,8)

52 (51 %)
(41–62)

Частота частичного ответа (ЧО)
(95 % ДИ)

12 (18 %)
(9,5–28,8)

21 (21 %)
(13–30)

ДО (в месяцах)
Количество пациентов

[n = 34] [n = 73]

Медиана ДО 
(95 % ДИ)

НО 
(5,1–НО)

9,2
(5,4–НО)

ДО, если лучший ответ это ПО
(95 % ДИ)

НО 
(10,0–НО)

НО 
(8,1–НО)

ДО, если лучший ответ это ЧО
(95 % ДИ)

3,4
(1,0–НО)

2,1
(1,3–5,3)

Примечание. 95 % ДИ — 95 % доверительный интервал; НО — невозможно оценить; ЧОО — частота объективного ответа; 
ПО — полный ответ; ЧО — частичный ответ; ДО — длительность ответа.
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мечена длительная энцефалопатия продолжительностью до 
173 сут. Наиболее распространенные проявления неврологи-
ческой токсичности включали энцефалопатию, головную боль, 
тремор, головокружение, афазию, делирий, бессонницу и бес-
покойство. Проявления неврологической токсичности компен-
сировали поддерживающей терапией и/или кортикостерои-
дами. Также в связи с тем, что Yescarta активна в отношении 
нормальных В-клеток, пациентам с гипогаммаглобулинемией 
внутривенно вводился препарат гамма-глобулина [43, 44].

Несмотря на высокую эффективность лечения Kymriah 
и  Yescarta, существуют опасения относительно долгосрочной 
эффективности в связи со снижением терапевтических эф-
фектов после 6 месяцев и возможностью развития устойчи-
вости раковых клеток к CAR Т-клеткам. Поэтому для данных 
препаратов необходимо продолжение долгосрочных исследо-
ваний эффективности и безопасности.

Заключение

Таким образом, показана возможность, безопасность 
и эффективность лечения с использованием клеток человека 
с ex vivo редактированным геномом. Тем не менее некоторые 
вопросы остаются нерешенными, в том числе долгосрочная 
эффективность и безопасность, наличие серьезных и жизне-
угрожающих побочных эффектов, наличие нецелевой («off-
target») активности. Одним из способов повышения безопас-
ности применения могло бы быть добавление механизмов, 
контролирующих экспрессию генов или жизнеспособность мо-
дифицированных клеток. Например, компания Bellicum разра-
ботала технологии GoCAR-T и CaspaCIDe®. В GoCAR-T двойной 
ко-стимулирующий домен разделен на два домена, один из ко-
торых (MyD88/CD40) перенесен на отдельно располагающийся 
«молекулярный переключатель», регулируемый римидуци-
дом. За счет такого разделения ко-стимулирующего домена 
можно контролировать активацию и пролиферацию Т-клеток 
путем введения пациенту различного количества римидуцида 
[46]. В технологии CaspaCIDe® домен связывания химического 
индуктора димеризации связан с сигнальным доменом каспа-
зы-9, которая активируется при связывании с римидуцидом, 
что приводит к апоптозу клетки [47]. Контролирование ак-
тивности Т-клеток, содержащих CAR, позволит не только по-
высить безопасность терапии, но и, возможно, повысить ее 
эффективность за счет увеличения времени циркулирования 
модифицированных клеток.

Также важным фактором широкого распространения те-
рапии с использованием технологий редактирования генома 
является экономическая составляющая, связанная со слож-
ностью технологического процесса производства, высокой 
стоимостью препаратов (Strimvelis  — € 594 000, Yescarta  —  
$ 350 000, Kymriah  — $ 475 000), возможностью проведения 
лечения только в медицинских учреждениях, обладающих спе-
циально обученным персоналом.

Несмотря на существующие проблемы, быстрый про-
гресс в технологиях редактирования генома и культивирова-
ния клеток человека, в том числе и возможность появления 
новых технологий генной инженерии, а также успехи в КИ 
являются источником оптимизма для будущего этой области 
и широкого распространения новых методов лечения заболе-
ваний человека.
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Международный опыт нормативно-правового регулирования препаратов, 
содержащих жизнеспособные клетки человека

International Approaches to Regulation of Medicinal Products Containing Viable Human Cells

Е. В. Мельникова, А. А. Горяев, М. В. Савкина, О. В. Меркулова, А. А. Чапленко*, О. А. Рачинская,  
И. С. Семенова, Г. А. Трусов, В. А. Меркулов

E. V. Melnikova, A. A. Goryaev, M. V. Savkina, O. V. Merkulova, A. A. Chaplenko*, O. A. Rachinskaya,
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Федеральное государственное бюджетное учреждение
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения»
Министерства здравоохранения Российской Федерации,
Петровский бульвар, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products,
8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation

Интенсивное развитие клеточных технологий обусловливает внедрение в мировую медицинскую практику 
препаратов на основе жизнеспособных клеток человека, которые в большинстве стран определяются как 
биологические лекарственные препараты. Авторами проведен сравнительный анализ нормативно-право-
вой базы разных стран мира и определены особенности регулирования препаратов для клеточной терапии 
(аналогов биомедицинских клеточных продуктов). В некоторых странах существуют механизмы приоритет-
ного рассмотрения препаратов для клеточной терапии для вывода на рынок, например процедуры уско-
ренного рассмотрения, ускоренного утверждения, условной регистрации. Учитывая новизну нормативной 
базы и биологические особенности инновационных препаратов — биомедицинских клеточных продуктов, 
в Российской Федерации подобные механизмы в настоящее время отсутствуют. Биомедицинские клеточ-
ные продукты в России являются отдельным классом медицинских средств, отличным от биологических 
лекарственных препаратов, и регулируются Федеральным законом №  180-ФЗ «О биомедицинских кле-
точных продуктах» от 23 июня 2016 г. Основным отличием регулирования клеточных препаратов в России 
является принцип единых требований вывода на рынок аутологичных, аллогенных и комбинированных био-
медицинских клеточных продуктов и отсутствие механизма «исключения для больничного производства» 
(hospital exemptions), действующего во многих странах и заключающегося в допущении применения персо-
нифицированного аутологичного препарата, произведенного в конкретной лаборатории при медицинской 
организации для определенного пациента по назначению конкретного врача.
Ключевые слова: биомедицинские клеточные продукты (БМКП); исключения для больничного произ-
водства; регулирующий орган; предмет регулирования; клеточная терапия
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The intensive development of cellular technologies stipulates the introduction at the global level of medicinal prod-
ucts based on viable human cells, which in most countries are referred to as biomedical cell products. The authors 
conducted a comparative analysis of the regulatory framework in different countries and determined special as-
pects of regulation of cell therapy products (analogues of biomedical cell products). Some countries have mecha-
nisms for priority review of cell therapy products for marketing authorization, such as accelerated assessment, 
accelerated approval, or conditional marketing authorisation. These mechanisms are currently absent in Russia, 
because of the novelty of the regulatory framework, and the biological properties of innovative cell products. 
Biomedical cell products are regarded as a separate class of medicinal products in Russia, they are not treated 
as biologicals and are regulated by the Federal Law No. 180-FZ «On Biomedical Cell Products» of June 23, 
2016. The main difference in regulation of cell-based products in the Russian Federation is the principle of unified 
requirements for marketing authorisation of autologous, allogeneic, and combined biomedical cellular products, 
and the absence of the «hospital exemptions» mechanism that exists in many countries. This mechanism allows 
prescription and use of personalised autologous medicines produced in the laboratory of a medical institution for 
a particular patient.
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С 1 января 2017 г. в Российской Федерации вступил в силу 
Федеральный закон № 180-ФЗ «О биомедицинских клеточных 
продуктах» (далее 180-ФЗ), который позволяет разрабаты-
вать, производить и использовать в России биомедицинские 
клеточные продукты (БМКП), содержащие жизнеспособные 
клетки человека и являющиеся отдельным классом медицин-
ских средств, отличным от лекарственных препаратов, регу-
лируемых Федеральным законом №  61-ФЗ «Об обращении 
лекарственных средств». В настоящее время интенсивно про-
исходит разработка и внедрение нормативно-правовых актов, 
обеспечивающих действие 180-ФЗ и регулирующих производ-
ство, доклинические (ДКИ), клинические исследования (КИ), 
порядок государственной регистрации. В соответствии с ут-
вержденным Правительством Российской Федерации Планом 
мероприятий («дорожной картой») «Развитие биотехнологий и 
генной инженерии» на 2018–2020 гг., уже в 2018 году должен 
быть создан производственный центр коллективного поль-
зования, разработки и доклинических исследований (ДКИ) 
БМКП, а к 2020 году должно быть создано как минимум два 
подобных центра, имеющих лицензию на производство БМКП; 
для проведения клинических исследований (КИ) БМКП должно 
быть аккредитовано 5 медицинских организаций в 2018 году, 
20 — в 2019 и 50 — к 2020 году [1]. Кроме того, приоритет-
ность урегулирования вопросов ускоренного вывода на рынок 
разрабатываемых БМКП, включая этапы ДКИ, КИ и государ-
ственной регистрации, закреплена распоряжением Правитель-
ства Российской Федерации № 870-р от 5 мая 2018 г. [2].

Целью обзора является сравнительный анализ нормативно-
правовой базы разных стран, регулирующей обращение в меди-
цинской практике препаратов на основе клеток человека. В об-
зоре представлен опыт зарубежного правового регулирования 
новых для России продуктов регенеративной медицины.

До принятия 180-ФЗ на территории Российской Федера-
ции государственная регистрация препаратов, содержащих 
жизнеспособные клетки человека, не проводилась, а их приме-
нение проходило в большинстве случаев в рамках получения 
разрешений на применение новых медицинских технологий 
[3]. 180-ФЗ устанавливает определенные различия в опреде-
лениях, классификации, механизмах применения и признания 
результатов ДКИ и КИ препаратов регуляторными органами 
от зарубежных руководств. Так, в законодательстве большин-
ства стран — США, Канады, Южной Кореи, Сингапура, стран 
Европейского союза (ЕС) препараты на основе клеток и тканей 
человека регулируются как лекарственные препараты и отно-
сятся к биологическим («biologicals»).

В большинстве стран выделяют следующие виды препара-
тов на основе клеток и тканей человека:

-  терапевтические, с использованием соматических кле-
ток и предназначенные для профилактики, диагностики и ле-
чения заболеваний:

•	 аллогенные (производимые из донорского материала 
и предназначенные для применения другим людям);

•	 аутологичные (персонифицированные, полученные из 
материала конкретного пациента и предназначенные для 
применения этому же пациенту);

-  тканеинженерные, предназначенные для регенерации, 
восстановления, замены ткани человека;

-  генотерапевтические, состоящие из генетически моди-
фицированных клеток.

При этом в отношении аутологичных, персонифицирован-
ных, предназначенных для гомологичного использования или 
минимально манипулированных продуктов существует ряд се-
рьезных отличий в плане вывода на рынок и их регистрации 

(маркетинговой авторизации): во многих странах существу-
ет механизм «исключения для больничного производства» 
(hospital exemptions) или подобный (медицинская практика). 
Так, например, в директиве ЕС № 1394/2007 определены про-
дукты на основе клеток, которые не попадают под его действие: 
«продукты для передовых медицинских технологий, которые 
производятся не на рутинной основе в пределах одной страны 
в соответствии с индивидуальными стандартами качества в од-
ной больнице по персональному назначению и под профессио-
нальную ответственность врача для одного пациента…» [4].  
В США в п. 361 Code of Federal Regulations 21CFR1271.10 сфор-
мировано правовое поле для минимально манипулированных 
(ММ) и предназначенных для гомологичного использования 
продуктов [5]. Однако требования к производственной лабора-
тории, а также к правилам забора и транспортировки биомате-
риала определяются в соответствии с правилами надлежащей 
тканевой практики (Good Tissue Practice, GTP). К минимальным 
манипуляциям с клетками в законодательстве большинства 
стран относят: разделение и извлечение; выделение специ-
фических клеток (за исключением выделения после биоло-
гической/химической обработки); обработку антибиотиками; 
промывку; стерилизацию гамма-лучами; замораживание/отта-
ивание и/или другие процедуры, в которых клетки не исполь-
зуются с целью получения различных структур и изменения их 
функций.

Лидером по применению продуктов на основе клеток че-
ловека в рамках механизма «исключений для больничного 
производства» на сегодняшний день является Германия. Для 
получения разрешения на применение необходимо только до-
кументальное подтверждение соответствия производственной 
лаборатории требованиям надлежащей производственной 
практики (Good Manufacturing Practice, GMP) и наличие стан-
дартных операционных процедур у компании-разработчика 
клеточного продукта и у клиники (заказчика) [6].

Примером реализации продуктов на основе клеток че-
ловека в рамках «больничного производства» может также 
служить украинская Медицинская компания «ilaya», которая  
в 2014–2017 гг. в рамках социального проекта «Биотех-реабили-
тация раненых» провела лечение по восстановлению дефектов 
костей (при боевых переломах) 47 пациентам (к концу 2017 г. 
у 39 пациентов лечение завершено, у 8 — продолжалось) тка-
неинженерным эквивалентом кости (ТИЭК) с предварительно 
засеянными аутологичными эндотелиальными клетками-пред-
шественниками, выделенными из костного мозга (КМ). Воз-
раст раненых составлял от 21 года до 48 лет. До поступления  
в клинику раненым было выполнено от 2 до 27 операций. Ране-
ные поступали через 2–22 мес. после ранения (в среднем через 
10,1 мес.). Общая эффективность лечения дефектов костей 
конечностей, полученных в результате боевых ранений, с ис-
пользованием ТИЭК составила 90,4 % [7]. Кроме того, данная 
компания проводит лечение грыж межпозвонковых дисков, 
контузионных повреждений спинного мозга, критических де-
фектов костей черепа аутологичными мезенхимальными ство-
ловыми клетками (МСК) производного нервного гребня [8].

В законодательстве Российской Федерации на сегодняшний 
день отсутствует механизм применения препаратов на основе 
жизнеспособных клеток человека (БМКП), аналогичный 
«hospital exemptions», однако определен принцип единых 
требований вывода на рынок аутологичных, аллогенных 
и  комбинированных БМКП. Основным признаком отнесения 
клеточного препарата к БМКП в соответствии с 180-ФЗ явля-
ется накопление (культивирование) клеток человека, входящих 
в его состав, а также их модификация (статья 4 180-ФЗ, каса-
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ющаяся приготовления клеточных линий, входящих в состав 
БМКП), т. е. генетические модификации или дифференциров-
ка при использовании факторов роста. Также в российском за-
конодательстве в настоящее время отсутствует и определение 
минимально манипулированных клеток.

Одним из первых руководств США, касающихся препаратов 
на основе клеток человека, было Руководство по терапии со-
матическими клетками и генной терапии (руководство для про-
мышленности), утвержденное уже в 1998 г. [9]. В ЕС основное 
Руководство по лекарственным препаратам на основе клеток 
было принято в 2006 г. [10]. В США подобная группа препара-
тов называется «клетки и ткани человека, а также препараты, 
основанные на клетках и тканях» («Human cells, tissues, or cel-
lular and tissue-based products», HCT/P) и входит в компетен-
цию Отдела по тканям и передовой терапии CBER (Center for 
Biological Evaluation and Research) — Центра оценки и изучения 
биологических препаратов. Помимо терапии стволовыми (СК) 
и соматическими клетками в компетенцию данного подраз-
деления входят препараты для генной терапии, продукты для 
ксенотрансплантации, выделенные из природных источников, 
и рекомбинантные белки для гематологии, устройства для ме-
дицинского применения. Правовое поле для HCT/P сформиро-
вано в Code of Federal Regulations 21CFR1271.10 США — раздел 
«351 HCT/P» [5]. В США первоначально подается заявка на ис-
следование применения нового препарата, результаты рассмо-
трения которой показывают клиническую значимость нового 
продукта, основанные на данных о качестве и ДКИ. Затем для 
вывода препарата на рынок необходимо лицензирование пре-
парата (заявка рассматривается от 10 до 12 месяцев с момента 
подачи заявки).

В регуляторной практике США осуществляется ряд инициа-
тив в поддержку развития генной и клеточной терапий [11, 12]. 
К ним относятся:

-  назначение приоритетного рассмотрения заявки на ли-
цензирование препаратов для лечения орфанных заболеваний 
(Priority Review designation, введено в 1997 г., предполагает со-
кращение процедуры с 12 до 6 месяцев);

-  ускоренное утверждение (Accelerated Approval, введено 
в 1992 г.) препаратов для лечения жизнеугрожающих состоя-
ний, орфанных и онкологических заболеваний;

-  присвоение статуса ускоренного рассмотрения (Fast 
Track designation, 1997 г.), статуса препарата прорывной те-
рапии (Breakthrough Therapy designation, 2012 г.) или статуса 
передового препарата регенеративной медицины (Regenerative 
Medicine Advanced Therapy, RMAT, 2016 г.).

Необходимо отметить, что все препараты на основе клеток 
человека, особенно нацеленные на закрытие необеспеченных 
медицинских потребностей (unmet medical needs), лечение 
серьезных и жизнеугрожающих заболеваний, подвергаются 
ускоренному процессу рассмотрения (Fast Track designation).

Механизмом рассмотрения инновационных препаратов для 
регистрации регулирующим органом ЕС, направленным на вос-
полнение необеспеченных медицинских потребностей, являет-
ся механизм приоритетной медицины (PRIME), который дей-
ствует с 2016 г. и заключается в ускоренной процедуре оценки 
представленных материалов в заявках на КИ и маркетинговой 
авторизации [13]. Подобный механизм SAKIGAKE действует 
также в Японии с 2016 года [14]. Кроме того, в странах ЕС пре-
парат для клеточной терапии (КТ) может получить статус «ус-
ловной регистрации» (Conditional marketing authorisation) при 
успешно завершенных I/II фазах КИ [15].

На базе Европейского медицинского агентства (European 
Medicines Agency, EMA) создан Комитет по передовой терапии 

(Committee for Advanced Therapies, САТ), в компетенцию кото-
рого входит оценка качества, безопасности и эффективности 
препаратов генной, клеточной терапии и тканевой инженерии. 
Препараты на основе клеток «Сell-based medicinal products» 
относятся к препаратам передовой терапии (Advanced-therapy 
medicinal products). Основным документом, регулирующим 
разработку, производство и обращение таких препаратов, яв-
ляется Директива EC № 1394/2007, в соответствии с которой 
все клеточные продукты для допуска на рынок стран ЕС долж-
ны получить одобрение ЕМА [4].

Учитывая отличия препаратов генной и клеточной терапии 
от классических биологических лекарственных средств, оценка 
заявок на маркетинговую авторизацию (Marketing Authorisation 
Applications, MAA) может проводиться с учетом риск-
ориентированного подхода. В Европе разработан документ, 
в котором излагаются подходы к рассмотрению заявок на МАА 
генных и клеточных препаратов, где «риск-ориентированный 
подход» определяется как «стратегия, направленная на опреде-
ление объема качественных, доклинических и клинических дан-
ных, подлежащих включению в МАА, в соответствии с научными 
руководящими принципами, касающимися качества, безопасно-
сти и эффективности лекарственных средств, и на обоснование 
любого отклонения от технических требований, определенных 
в части IV приложения I Директивы 2001/83/ЕС» [16].

В октябре 2017 г. Генеральный директорат Европейской 
комиссии по здравоохранению и безопасности пищевых про-
дуктов (DG SANTE) и EMA опубликовали совместный план 
действий по содействию разработке препаратов и методов 
передовой терапии. Основная цель  — упорядочить процеду-
ры маркетинговой авторизации и решать конкретные вопросы 
разработчиков препаратов передовой терапии (ППТ). В соот-
ветствии с данным планом ожидается принятие:

-  руководства по генной терапии и обзора руководства по 
генетически модифицированным клеткам (2018 г.), в которых 
будут представлены нормативные требования для разработ-
чиков новых методов лечения ППТ [17]: уточнены требования 
к разработке, контролю качества, ДКИ и КИ генетически моди-
фицированных клеток, а также рассмотрены новые технологии 
редактирования генома при создании ППТ, в частности, с ис-
пользованием технологии CRISPR/Cas9; разработаны руковод-
ства по качеству, ДКИ и КИ препаратов на основе генетически 
модифицированных клеток для иммунотерапии рака, напри-
мер, с использованием технологии CAR-T с учетом имеюще-
гося опыта;

-  адаптированных требований Руководства надлежащей 
лабораторной практики (Good Laboratory Practice, GLP) для 
ППТ в плане принятия регуляторным органом КИ и предостав-
ления разрешения на проведение маркетинговых исследова-
ний в случаях, когда проведение ДКИ, соответствующих требо-
ваниям GLP, не представляется возможным;

-  изменений в Руководство ЕМА по безопасности, эффек-
тивности и управлению рисками для ППТ (2018 г.) [18];

-  специфических правил надлежащей клинической прак-
тики (Good Clinical Practice, GCP) для ППТ (2019 г.);

-  пояснений о новых методах редактирования генома (2018 г.).
На рисунках 1–6 представлены особенности регулирования 

препаратов КТ в Канаде, Австралии, Японии, Южной Корее, Син-
гапуре и на Тайване. Несмотря на существующие в этих странах 
законодательства, происходит постоянное и активное их раз-
витие, в том числе выражающееся в разработке новых норма-
тивно-правовых актов, руководств и научных принципов оцен-
ки качества, безопасности и эффективности таких препаратов. 
Вместе с тем количество зарегистрированных (разрешенных  
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Международный опыт нормативно-правового регулирования препаратов, содержащих жизнеспособные...
International Approaches to Regulation of Medicinal Products Containing Viable Human Cells

КАНАДА 

Регулирующий орган: Дирекция по биологической и генетической терапии 
(Biologics and Genetic Therapies Directorate, BGTD) [19] 

Регулируются как биологические 
лекарственные средства: 
- препараты клеточной терапии, которые 
получены не по технологии ММ (в том 
числе аутологичные и для гомологичного 
применения); 
- ксеногенные, даже если использована 
технология MM и предполагается 
гомологичное применение; 
- негомологичное использование, даже 
если применена технология MM и 
препараты аутологичные; 
- применение предполагает системный 
эффект; 
- основная функция клеток зависит от их 
метаболической активности, даже если 
применена технология MM и препараты 
аутологичные 

Закон о пищевых продуктах и лекарственных 
средствах (Food and Drugs Act 

(R.S.C., 1985, c. F-27)) [20] 

«Safety of Human Cells, Tissues and Organs for Transplantation 
Regulations (SOR/2007-118)» [21] 

Клеточные продукты, соответствующие следующим критериям: 
- клетки, ткани и органы, которые предназначены для гомологичного 
использования или для аллогенного применения; 
- не относятся к клапанам сердца и твердой мозговой оболочке; 
- не содержат ткани и клетки, обладающие системным эффектом и 
зависящие от их метаболической активности для первичной функции; 
- за исключением клеток островков Лангерганса и 
лимфогематопоэтических клеток, полученных из костного мозга, 
периферической крови или пуповинной крови; 
- не являются медицинскими устройствами; 
- клетки, ткани и органы, которые не являются предметом 
клинических исследований; 
- не используются компоненты крови, продукты крови и цельная 
кровь, за исключением пуповинной крови и периферической крови 
при трансплантации лимфогематопоэтических клеток; 
- не содержат клетки и ткани, которые регулируются в соответствии с 
Актом о репродукции человека (Assisted Human Reproduction Act) или 
любым из его правил; 
- не содержат сперму (регулируется (Processing and Distribution of 
Semen for Assisted Conception Regulations) 

Аутологичные клеточные 
продукты, если они: 
- подвергаются минимальной 
манипуляции; 
- выполняют одну и ту же 
основную функцию после 
трансплантации; 
- не обладают системным 
эффектом; 
- основная функция не 
зависит от метаболической 
активности клеток [19] 

 
Не регулируются 

Предмет регулирования 

АВСТРАЛИЯ 

Регулирующий орган: Управление по контролю товаров медицинского назначения 
(Therapeutic Goods Administration, TGA) 

Therapeutic Goods Act 1989; 
Therapeutic Goods Regulations 1990; 
Therapeutic Goods (Charges) Regulations 1990; 
Therapeutic Goods (Things that are not Biologicals) Determination No. 1 of 2011; 
Therapeutic Goods (Things that are Biologicals) Specification 2017 (No. 1); 
Therapeutic Goods (Manufacturing Principles) Determination No. 1 of 2013; 
Therapeutic Goods (Excluded Goods) Order No. 1 of 2011; 
Therapeutic Goods Orders (Product Standards for Biologicals) 

Под определением «Biological» понимается только клеточная и тканевая терапия и препараты, которые 
состоят из клеток человека (или тканей) или их содержат, предназначены для терапевтического применения, 
а также живые клетки животных, ткани и органы. 
Согласно возможному риску (тип манипуляций, гомологичность/негомологичность применения, изменение 
свойств) препараты клеточной терапии разделяют на 4 класса: 
Класс 1 зарезервирован для наименее регулируемых продуктов и в настоящее время не содержит 
предлагаемых продуктов; 
Класс 2 предназначен для продуктов, полученных с минимальными манипуляциями и предназначенных для 
гомологичного применения; 
Класс 3 предназначен для продуктов, подвергшихся более чем минимальным манипуляциям и используемых 
для гомологичного и негомологичного применения, например дендритно-клеточные вакцины или 
аутологичные МСК для восстановления хряща; 
Класс 4 представляет собой препараты с самым высоким риском применения и требует наибольшего 
надзора (к данному классу относятся продукты, клетки которых были изменены, например генетическая 
модификация) 
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Предмет регулирования 

Клетки для трансплантации костного 
мозга, ткани и клетки для трансплантации, 
репродуктивные клетки и клетки челове-
ка, которые:
1) собраны у пациента, который находится 
под клиническим наблюдением и лечени-
ем врача, зарегистрированного по закону 
государства или внутренней территории;
2) изготовлены врачом или лицом/лицами, 
находящимися под профессиональным 
наблюдением этого врача, для терапевти-
ческого применения при лечении одного 
показания и в одном курсе лечения паци-
ента [22]

Рис. 1. Регулирование препаратов клеточной терапии в Канаде [19]. 
Fig. 1. Regulation of cell therapy drugs in Canada [19].

Рис. 2. Регулирование препаратов клеточной терапии в Австралии [23].
Fig. 2. Regulation of cell therapy drugs in Australia [23].
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ЯПОНИЯ 

Продукты регенеративной медицины и технологии определяются как обработанные живые клетки человека/животных, которые 
предназначены для: 
1) реконструкции, восстановления или формирования структур или функций человеческого тела; 
2) лечения или профилактики болезней или для генной терапии 

Закон о лекарственных средствах и медицинских устройствах 
(Pharmaceuticals and Medical Devices Act, PMD, № 84/2013) [24] 
 

Согласно PMD, при заявлении производителем данных о 
безопасности и базовой эффективности на людях клеточного 
продукта, изготовленного по стандартам PMD, для данного 
продукта может быть получено условное маркетинговое 
одобрение сроком до семи лет. Данное условное разрешение 
может быть получено при демонстрации «гетерогенности» 
качества продукта, отражающего индивидуальные различия 
аутологичных продуктов небольшой популяции пациентов, 
или при клинической значимости предложенной терапии по 
сравнению с ранее существовавшими способами лечения. 
Также необходимым условием является использование 
продуктов регенеративной медицины врачами, обладающими 
достаточными знаниями и опытом в регенеративной 
медицине. 
В течение условного разрешения компании должны 
представить дополнительно сведения, подтверждающие 
эффективность и безопасность продукта. Если за этот период 
эффективность и безопасность продукта не будет 
подтверждена, маркетинговое одобрение продукта будет 
отменено. Хотя условное маркетинговое одобрение позволяет 
ускоренно утверждать продукты регенеративной медицины, 
следует отметить, что это является только опцией и 
распространяется не на все продукты клеточной терапии 

Закон о безопасности регенеративной медицины (Act on the 
Safety of Regenerative Medicine, ASRM, № 85/201) [24] 

Предмет регулирования 

ASRM регулирует регенеративную медицинскую практику (технологии), предоставляемую 
в клиниках и частной медицинской практике, и уточняет меры, необходимые для 
обеспечения безопасности пациентов. В рамках ASRM технологии клеточной терапии 
классифицируются по трем категориям, основанным на потенциальных рисках, зависящих 
от источника клеток (аутологичные, аллогенные, эмбриональные стволовые клетки / 
индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, соматические стволовые клетки, 
соматические клетки), типа и степени манипуляции, типа применения 
(гомологичное/негомологичное) и наличия других факторов. Выделяют три класса 
препаратов: 
1) высокий риск — стволовые клетки, iPS, генно-модифицированные, аллогенные или 
ксеногенные клетки; 
2) средний риск — клетки для восстановления, репарации или образования структуры 
человеческого тела; 
3) низкий риск — продукты для гомологичного применения. 
Согласно ASRM, любое медицинское учреждение, которое намерено применять 
технологию клеточной терапии, должно представить предварительный план в 
Специальный комитет по регенеративной медицине. В случае одобрения медицинское 
учреждение должно ежегодно уведомлять комитет о количестве пациентов, заболеваемости 
и инвалидности, связанных с применением клеточной терапии, давать общую оценку 
безопасности и научную приемлемость конкретной клеточной терапии. В дальнейшем 
ежегодные отчеты публикуются в сети Интернет. Необходимо отметить, что обработка 
человеческих клеток может проводиться за пределами медицинского учреждения, в таком 
случае данный объект должен проходить лицензионный контроль 

Не регулируется: 
трансплантация 
органов, транспланта-
ция гемопоэтических 
стволовых клеток 
и продуктов крови, 
даже если они состоят 
из живых клеток

РЕСПУБЛИКА КОРЕЯ 

В соответствии с Положением о рассмотрении и авторизации биологических продуктов (Regulation on Review and 
Authorization of Biological Products) под продуктом клеточной терапии понимается лекарственный препарат, полученный 
путем физических, химических и/или биологических манипуляций, таких как in vitro культивирование аутологичных, 
аллогенных или ксеногенных клеток 

Закон о фармацевтической продукции (Pharmaceutical Affairs Act, PAA) 
 

Продукты клеточной терапии (КТ), регулируемые PAA, включают соматические клетки, стволовые клетки и 
комбинированные продукты (скаффолд или другие устройства). 
Для регистрации продукта КТ необходимо получение документа на соответствие производства требованиям GMP, данные 
ДКИ в соответствии с GLP и КИ по GCP. 
Многие продукты КТ регистрируются в рамках программы расширенного доступа, ускоренного одобрения или 
предварительного рассмотрения, поскольку эти продукты предназначены для пациентов с серьезными и опасными для жизни 
заболеваниями, для которых отсутствуют методы лечения. Программа расширенного доступа к исследуемым препаратам для 
лечения или использования в чрезвычайных ситуациях до получения разрешения на продажу может быть одобрена MFDS 
для лечения пациентов, не включенных в продолжающиеся КИ. Данные о неблагоприятных событиях, эффективности и 
безопасности, наблюдаемых у этих пациентов, должны быть представлены в MFDS. Если исследуемый продукт на стадии 
КИ удовлетворяет требованиям орфанных препаратов или предназначен для лечения онкологических заболеваний, то он 
может быть зарегистрирован MFDS до завершения всех необходимых КИ с последующим представлением их данных. 
Система предварительного рассмотрения позволяет заявителям представить часть документов, касающихся качества, 
безопасности, эффективности, аспектов GMP и других вопросов в MFDS до подачи заявки на регистрацию с целью 
проведения консультаций. 
С 2013 г. в Республике Корея с целью повышения эффективности сбора информации о безопасности продукции клеточной 
терапии от держателей лицензии требуются сообщения обо всех случаях применения продукта КТ в течение первых 2 лет 
после регистрации 

Предмет регулирования 

Регулирующий орган: Министерство безопасности пищевых продуктов и лекарств (Ministry of Food and Drug Safety, MFDS) 

PAA не регулирует меди-
цинскую практику приме-
нения клеточных продук-
тов, полученных с помо-
щью минимальных мани-
пуляций, не влияющих на 
безопасность аутологич-
ных или аллогенных 
клеток, в медицинских 
центрах. Данная медицин-
ская практика регулирует-
ся Законом о медицинском 
обслуживании (Medical 
Service Act). Но если мини-
мально манипулируемые 
продукты клеточной тера-
пии производились за 
пределами медицинского 
центра или комбинирова-
ны с каким-либо устрой-
ством, то тогда они 
должны будут утверждать-
ся в соответствии с PAA

Рис. 3. Регулирование препаратов клеточной терапии в Японии [25]. 
Fig. 3. Regulation of cell therapy drugs in Japan [25].

Рис. 4. Регулирование препаратов клеточной терапии в Республике Корея [26].
Fig. 4. Regulation of cell therapy drugs in Republic of Korea [26].
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СИНГАПУР 

Препарат клеточной терапии (КТ) — продукт, содержащий или состоящий из аутологичных или аллогенных человеческих 
клеток, применяемых для диагностики, лечения, профилактики заболеваний или состояний человека 

Закон о продаже лекарств (Sales of Drug Act) [27] 

Регулирование КТ основано на оценке рисков по трем критериям: 
1. Степень манипулирования. Продукт будет считаться существенно манипулируемым, если производственные 

процессы включают, но не ограничиваются следующим: экспансия, инкапсуляция, генетическая модификация или любая 
обработка, которая изменяет биологические, физиологические или метаболические свойства клеток; 

2. Гомологичное или негомологичное применение; 
3. Сочетание с лекарственными средствами (ЛС), биологическими препаратами или устройствами. 

 
Классификация рисков для терапевтических продуктов на основе клеток человека в Сингапуре 

Степень 
риска 

Степень 
манипуляций 

Предполагаемое 
использование 

Комбинирование с ЛС, биологическими 
препаратами или устройствами 

Высокий 
риск 

Существенная Негомологичное Да 
Существенная Негомологичное Нет 
Существенная Гомологичное Да 
Существенная Гомологичное Нет 
Минимальная Негомологичное Да 
Минимальная Негомологичное Нет 
Минимальная Гомологичное Да 

Низкий риск Минимальная Гомологичное Нет 
 

В настоящее время законом «Sales of Drug Act» регулируются только продукты с высоким уровнем риска, в то время как для 
продуктов с низким уровнем риска будет разрабатываться новая нормативно- регулирующая база    

Предмет регулирования 

Продукты клеточной терапии регулируются как биологические лекарственные средства 

Не регулируются 
 

1) органы, предназначен-
ные для пересадки с целью 
замены соответствующего 
больного органа;
2) любой клеточный продукт,
являющийся кровью или 
компонентами крови и 
предназначенный для лече-
ния заболеваний крови и
а) не подвергшийся суще-
ственным манипуляциям,
б) предназначенный для го-
мологичного применения,
в) не предназначенный для 
эстетических процедур

 
ТАЙВАНЬ 

Согласно законодательству, к клеточной терапии (КТ) относятся препараты, основанные на введении человеческих 
аутологичных или аллогенных клеток для лечения, профилактики или диагностики 

Закон о лекарственных средствах 
(Pharmaceutical Affairs Act Chinese) [28] 

В случае, если препарат КТ получен при минимальных 
манипуляциях, предназначен для гомологичного 
применения, не используется в сочетании с другими 
изделиями (включая другие клетки, ЛС и медицинские 
устройства) и не вызывает системного эффекта, то он 
может быть ускоренно утвержден без обсуждения 
специальным консультативным комитетом 

Клеточные продукты, 
содержащие 
ксеногенные клетки 

Лекарственные средства (ЛС) Не регулируются Медицинская практика 

Закон о медицинской помощи (Medical Care Act Chinese), 
основанный на оценке риска, включая происхождение клеток, 
уровень манипуляции с клетками, показания к применению, 
комбинацию с другими клетками, лекарствами и медицинскими 
устройствами и т.д. [29] 

На Тайване с 2016 г. существует аналогичный Японии подход 
регулирования препаратов КТ, когда медицинские организации, на 
основании Руководства по организации клинических исследований 
(Human Trials Management Regulation), могут получить утверждение 
Протокола лечения (Treatment Protocol), применения препаратов КТ у 
пациентов с опасными для жизни заболеваниями или тяжелыми 
состояниями. Данный протокол лечения в качестве медицинской 
практики утверждается при отсутствии других методов терапии или 
подходящей лекарственной терапии и при наличии данных о 
безопасности и достаточных проведенных КИ 

Рис. 5. Регулирование препаратов клеточной терапии в Сингапуре [25].
Fig. 5. Regulation of cell therapy produсts in Singapore [25].

Рис. 6. Регулирование препаратов клеточной терапии на Тайване [30].
Fig. 6. Regulation of cell therapy produсts in Taiwan [30].
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Таблица 1. Зарегистрированные в мире препараты, содержащие клетки человека
Table 1. Human cell-based products authorised for marketing in the world

№ Страна Год реги-
страции

Наименование 
препарата

Производи-
тель Используемые клетки Показания

АУТОЛОГИЧНЫЕ

1.

США

2010 Provenge
(sipuleucel-T)

Dendreon 
Corp. CD54+-клетки 

Лечение метастатического 
кастрационно-резистентного 
рака предстательной железы

2. 2011 Laviv
(Azficel-T)

Fibrocell 
Technologies Фибробласты 

Улучшение внешнего вида 
взрослых с умеренной и 

тяжелой формой носогубных 
складок

3. 2012

MACI
(Autologous 

Cultured Chon-
drocytes on a 
Porcine Colla-

gen Membrane)

Vericel Corp. Хондроциты Восстановление дефектов 
коленного хряща 

4. 2017
Kymriah 

(tisagenle-
cleucel) 

Novartis Phar-
maceuticals 
Corporation

Генетически мо-
дифицированные 

Т-лимфоциты, несущие 
химерный антигенный 

рецептор к CD19+

Лечение острого лимфобласт-
ного лейкоза (до 25 лет), 

рецидивирующей или рефрак-
терной диффузной

В-крупноклеточной лимфомы 
(взрослые)

5. 2017
Yescarta 

(axicabtagene 
ciloleucel)

Kite Pharma, 
Incorporated

Генетически мо-
дифицированные 

Т-лимфоциты, несущие 
химерный антигенный 

рецептор к CD19+

Лечение рецидивирующей или 
рефрактерной диффузной 

В-крупноклеточной лимфомы 

6.

Евро-
пейский 

союз

2015 Holoclar
Holostem Tera-
pie Avanzate 

S.R.L, Италия

Лимбальные стволовые 
клетки

Лечение умеренной и тяжелой 
форм недостаточности лим-
бальных стволовых клеток

7. 2016 Strimvelis GSK, Италия

Генетически модифи-
цированные CD34+ 

гемопоэтические клет-
ки, экспрессирующие 
аденозиндезаминазу 

Лечение тяжелого комбини-
рованного иммунодефицита 
у детей, связанного с дефи-
цитом аденозиндезаминазы 

(ADA-SCID)

8. 2017 Spherox CO.DON AG, 
Германия Хондроциты Восстановление дефектов 

коленного хряща

9.

Япония

2007 JACE
Tissue Engi-
neering Co. 

(J-TEC) 

Кератиноциты чело-
века и фибробласты 

мыши

Лечение ожогов, ран, рубцов, 
витилиго, невусов (родимых 

пятен), язв и других рас-
стройств кожи

10. 2012 JACC
Tissue Engi-
neering Co. 

(J-TEC) 

Хондроциты и атело-
коллаген 

Восстановление дефектов 
коленного хряща

11. 2015 HeartSheet Terumo 
Medical Миобласты

Лечение тяжелой сердечной 
недостаточности, вызванной 
хронической ишемической 

болезнью сердца

12.

Респу-
блика 
Корея

2001 Chondron Sewon Cel-
lontech Хондроциты Восстановление дефектов 

хряща колена и лодыжки

13. 2002 Holoderm Tego Science, 
Inc. Кератиноциты Лечение ожоговых ран

14. 2006 KeraHeal Biosolution Кератиноциты Лечение ожоговых ран

15. 2007 Immuncell-LC Green Cross 
Cell

Активированные 
Т-лимфоциты Лечение рака печени

16. 2009 RMS ossron Sewon Cel-
lontech Остеоциты Локальная реконструкция 

костей

17. 2011 Cure-skin S-biomedics Фибробласты Лечение гипертрофических 
рубцов
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к применению) препаратов, содержащих жизнеспособные клет-
ки человека (табл. 1), составляет всего 31 наименование, из ко-
торых 23 — аутологичных и 8 — аллогенных.

Необходимо отметить и работу международных организа-
ций в области регулирования препаратов КТ, в частности, Все-
мирной организации здравоохранения (ВОЗ). В 2014 г. на Меж-
дународной конференции уполномоченных органов в сфере 

обращения лекарственных средств (International Conference of 
Drug Regulatory Authorities (ICDRA)) была отмечена необходи-
мость разработки международных руководящих принципов 
регулирования препаратов КТ. Согласно принятой итоговой ре-
золюции ВОЗ, следует рассмотреть возможность разработки 
руководств по производству, доклиническим и клиническим 
аспектам КТ лекарственных средств, а также осуществления 

18.

Респу-
блика 
Корея

2011 Hearticellfram-
AMI Pharmicell МСК Лечение пациентов с инфар-

ктом миокарда

19. 2012 Cupistem Antrogen МСК Лечение анальной фистулы 
при болезни Крона

20. 2013 CreaVax-RCC* JW CreaGene Дендритные клетки Лечение метастатической 
карциномы почек

21. 2014 Neuronata-R inj Corestem МСК
Лечение бокового амиотрофи-
ческого склероза (болезнь Лу 

Герига)

22. Австра-
лия 2002 Cartogen

Mercy Tissue 
Engineering 

Pty Ltd
Хондроциты Восстановление дефектов 

коленного хряща

23. Синга-
пур 2002 Cartogen

Mercy Tissue 
Engineering Pty 
Ltd, Австралия

Хондроциты Восстановление дефектов 
коленного хряща

АЛЛОГЕННЫЕ

1. США 2012

Gintuit
(Allogeneic Cul-
tured Keratino-

cytes and Fibro-
blasts in Bovine 

Collagen)

Organogenesis 
Inc.

Кератиноциты и фи-
бробласты 

Восстановление слизистой 
оболочки полости рта 

2.
Евро-

пейский 
союз

2016 Zalmoxis MolMed SpA, 
Италия

Генетически модифи-
цированные Т-клетки, 
несущие усеченную 

форму рецептора фак-
тора роста человека 
с низким сродством 

(ΔLNGFR) и тимидинки-
назы вируса простого 

герпеса I (HSV-TK 
Mut2)

Дополнительное лечение 
при гаплоидентичной транс-

плантации гематопоэтических 
стволовых клеток взрослым 

пациентам с высокорисковыми 
гематологическими злока-

чественными новообразова-
ниями для восстановления 

иммунной системы и снижения 
риска реакции «трансплантат 

против хозяина»

3. 2018 Alofisel TiGenix, Бель-
гия МСК

Лечение параректальных сви-
щей у пациентов с болезнью 

Крона

4. Япония 2015 Temcell HS 
injection

JCR Pharma-
ceuticals Co., 

Ltd.
МСК

Лечение острой реакции 
«трансплантат 

против хозяина»

5.

Респу-
блика 
Корея

2005 Kaloderm Tego Science, 
Inc. Кератиноциты 

Лечение диабетической язвы 
стопы и заживление глубоких 

ожогов

6. 2012 Cartistem Medipost Co., 
Ltd. МСК

Лечение дефектов коленного 
хряща в результате дегене-
ративного остеоартрита или 

повторной травмы

7. 2015 KeraHeal-Allo Biosolution Co.,
Ltd. Кератиноциты Реэпителизация глубоких 

ожогов кожи

8.

Канада,
Новая 
Зелан-

дия

2012 Prochymal
Osiris 

Therapeutics, 
Inc., США

МСК
Лечение острой реакции 

«трансплантат 
против хозяина»

Примечание: МСК — мезенхимальные стволовые клетки.
*Только для экспорта.

Продолжение таблицы 1
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сотрудничества между регулирующими органами различных 
стран [31]. Разработка руководств должна проводиться экс-
пертным комитетом по биологической стандартизации ВОЗ, 
однако на сегодняшний день не разработано ни одного руко-
водства или проекта.

В рамках Азиатско-Тихоокеанского экономического со-
трудничества в 2009 г. был создан Руководящий комитет 
по гармонизации регулирования (Regulatory Harmonization 
Steering Committee, RHSC), одной из целей создания которо-
го была гармонизация правил регулирования медицинских 
продуктов к 2020 году на основе подхода регуляторной кон-
вергенции путем постепенной адаптации международных тех-
нических руководств и стандартов. И одним из приоритетных 
направлений деятельности RHSC является КТ. В рамках дан-
ного направления была разработана «дорожная карта», це-
лью которой является применение стратегии стимулирования 
и продвижения перспективной регуляторной конвергенции  
и применения научных принципов для обеспечения и усиления 
безопасности, качества и эффективности продуктов клеточной 
и тканевой терапии.

В Республике Беларусь в 2014 г. принято Постановление 
№  1120 «О некоторых вопросах государственной регистра-
ции биомедицинских клеточных продуктов», в соответствии 
с которым «биомедицинские клеточные продукты — переса-
дочный материал, полученный на основе клеток человека, за 
исключением эмбриональных, фетальных и гемопоэтических 
стволовых клеток, генетически модифицированных клеток че-
ловека». Не подлежат регистрации СК КМ, а также СК перифе-
рической крови и пуповины, способные образовывать клетки 
миелоидного ряда [32].

В настоящее время в Белорусском реестре БМКП 
зарегистрированы 3 препарата МСК: клетки мезенхимальные 
(БМКП-7.103083), клетки мезенхимальные стволовые костного 
мозга человека (БМКП-7.103084), клетки мезенхимальные 
стволовые жировой ткани человека (БМКП-7.103082).

Заключение

Таким образом, за рубежом препараты, содержащие кле-
точные линии человека, характеризуются разными понятиями 
(препараты клеточной терапии, продукты на основе соматиче-
ских клеток человека и др.), а также имеют разный юридиче-
ский статус. Основным фактором, обеспечивающим рост числа 
зарегистрированных клеточных продуктов в США и ЕС, являет-
ся введение нормативных актов, обеспечивающих ускоренное 
прохождение препаратами клеточной терапии административ-
ных барьеров на пути к пациенту. В России, однако, такие регу-
ляторные акты отсутствуют и не предусматриваются принятым 
законом о биомедицинских клеточных продуктах, кроме того, 
в едином ключе рассматриваются как аутологичные, так и ал-
логенные клеточные продукты. Однако необходимо отметить, 
что в последнее время обсуждаются перспективы введения ме-
ханизмов ускоренного рассмотрения препаратов или методов 
лечения патологии, для которой таковые отсутствуют.
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Трипсин  — реагент, широко применяемый в производстве биологических лекарственных препаратов 
(БЛП). До недавнего времени в качестве основного источника получения препаратов трипсина исполь-
зовали поджелудочные железы крупного рогатого скота (КРС), свиней и птиц. Обнаружение в конце 
80-х годов прошлого века у КРС заболевания, получившего название «трансмиссивная губчатая энце-
фалопатия» или «коровье бешенство», привело к необходимости ограничения использования данного 
источника. Учитывая потенциальную опасность использования трипсина, полученного от КРС, в произ-
водстве БЛП чаще стал применяться свиной трипсин. Получаемый из животного сырья, фермент может 
быть контаминирован цирковирусами, парво- и пестивирусами, микоплазмами, широко распространен-
ными среди свиней. В связи с высокой устойчивостью к физико-химической обработке они представляют 
потенциальную опасность для реципиентов вакцин и других БЛП. Для предотвращения контаминации 
необходимо применять меры по снижению, выявлению и инактивации посторонних агентов как в исход-
ных материалах, так и на стадиях производства БЛП. В обзоре рассмотрены наиболее распространен-
ные виды контаминации трипсина, получаемого из поджелудочных желез свиней, способы ее выявления, 
снижения и устранения. Представлены сведения о российских и международных требованиях к качеству 
и безопасности свиного трипсина, используемого в производстве БЛП.
Ключевые слова: трипсин; биологические лекарственные препараты; культура клеток; активация вирусов; 
производство вакцин; анализ рисков; вирусная безопасность; цирковирусы; парвовирусы; микоплазмы
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Trypsin is a reagent widely used in the manufacture of biological medicinal products (BMPs). Until recently, 
pancreata of cattle, pigs and poultry were the main sources of trypsin preparations. The discovery of the disease 
called «transmissive spongiform encephalopathy» or «cow rabies» (TSE) in cattle in the late 1980s showed a 
clear need for limiting the use of this source. Given the potential risk of using trypsin obtained from cattle, porcine 
trypsin became more commonly used in the production of biological medicinal products. Enzymes obtained from 
raw materials of animal origin can be contaminated with circoviruses, parvo- and pestiviruses, and mycoplasmas 
that are common to pigs. Due to high resistance to physical and chemical treatment, these contaminants pose a 
potential risk to recipients of vaccines, as well as to other biological medicinal products. Prevention of contamina-
tion requires measures aimed at detection, reduction and inactivation of foreign agents, both in raw materials and 
during BMP production. The article considers the most common types of porcine trypsin contamination, methods 
of its detection, reduction and elimination. The article also contains information on the Russian and international 
requirements for the quality and safety of porcine trypsin used in the production of biological medicinal products.
Key words: trypsin; biological medicinal products; cell culture; virus activation; vaccine production; risk assess-
ment; viral safety; circovirus; parvovirus; mycoplasma
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Биологические лекарственные препараты (БЛП) относятся 
к препаратам, в процессе производства которых могут исполь-
зоваться материалы животного и человеческого происхожде-
ния. Серьезную проблему для безопасности биопрепаратов 
представляет возможная контаминация вирусами, бактериями, 
грибами, микоплазмами, источниками которой могут быть 
исходные материалы, питательные среды, сыворотка, трип-
син и  другие ингредиенты, используемые при производстве. 
Контаминация может изменить характер роста клеточных 
культур  — субстрата производства и привести к изменению 
свойств биологического продукта. Учитывая потенциальные 
риски, технология производства, контроля и применения БЛП 
требует соблюдения особых мер предосторожности [1, 2].

Трипсин широко используется в производстве БЛП при куль-
тивировании клеточных линий. До недавнего времени в качестве 
основного источника получения препаратов трипсина, отвечаю-
щего требованиям квалификации «для культур клеток», исполь-
зовали поджелудочные железы крупного рогатого скота (КРС), 
свиней и птиц [3, 4]. Обнаружение в конце 80-х годов прошлого 
века у КРС заболевания, получившего название «трансмиссив-
ная губчатая энцефалопатия» (ТГЭ) или «коровье бешенство», 
привело к необходимости ограничения использования данного 
источника. Возбудители ТГЭ представляют собой аномальные, 
чрезвычайно устойчивые к разнообразным химическим и фи-
зическим воздействиям белки  — прионы, вызывающие у лю-
дей болезнь Крейтцфельдта — Якоба — губчатую дегенерацию 
коры головного мозга. Предполагают, что основной причиной 
заболевания является употребление мяса животных, болеющих 
ТГЭ, а также наследственный фактор, связанный с геном PRNP 
[5]. Кроме того, были отмечены случаи заражения пациентов 
в медицинских учреждениях через некачественно стерилизован-
ные инструменты или трансплантируемые ткани. В настоящее 
время не существует валидированного метода, который может 
быть использован для биологических препаратов или для ис-
пытания клеточных линий на присутствие агентов ТГЭ. В связи 
с этим Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) для про-
изводства БЛП рекомендует использовать сырье из стран, клас-
сифицированных Всемирной организацией здоровья животных 
(ВОЗЖ) и Европейским ведомством по безопасности пищевых 
продуктов (ЕВБПП) как обеспечивающих незначительный риск 
или риск по губчатой энцефалопатии КРС категории III. Биоло-
гические фармацевтические субстанции и лекарственные препа-
раты должны проходить контроль на содержание инфекционно-
го прионного белка [3, 6, 7]. Для минимизации риска передачи 
агентов губчатой энцефалопатии посредством лекарственных 
препаратов для медицинского и ветеринарного применения 
научным комитетом Европейского агентства по оценке лекар-
ственных средств (Committee for Proprietary Medicinal Products, 
СPMP) рекомендовано производителям отдавать предпочтение 
использованию материалов животных, относящихся к подотря-
ду нежвачных (свинообразные) [8].

Принимая во внимание потенциальную опасность исполь-
зования трипсина, полученного от КРС, в производстве БЛП 
чаще стал применяться свиной трипсин. Установление и оцен-
ка рисков, связанных с использованием этого сырья, требуют 
тщательного изучения.

Целью настоящей работы является анализ рисков при ис-
пользовании свиного трипсина в производстве биологических 
лекарственных препаратов, а также обзор общих принципов, 
которые необходимо применять при оценке его качества и без-
опасности.

В задачи входило рассмотрение наиболее широко рас-
пространенных видов контаминации, способов ее выявления, 

снижения и устранения, а также обобщение российских и меж-
дународных требований к качеству свиного трипсина, исполь-
зуемого в производстве БЛП.

Контаминация свиного трипсина. В соответствии с на-
циональными и международными требованиями источником 
получения свиного трипсина, предназначенного для исполь-
зования в качестве реагента при производстве биологических 
лекарственных средств, должно служить сырье, полученное от 
свиней, признанных пригодными для употребления человеком 
в пищу на основании результатов их обследования до и после 
убоя. В Российской Федерации поджелудочные железы (ПЖ) 
необходимо получать от здоровых свиней, содержащихся 
в  животноводческих хозяйствах в соответствии с системой 
правил, применяемых для обеспечения благоприятного эпизо-
отического статуса и предотвращения распространения зараз-
ных болезней. Партии ПЖ должны иметь четкую маркировку, 
позволяющую идентифицировать природу животной ткани, 
ее происхождение и дату сбора, а также соответствующие до-
кументы, выданные компетентными ветеринарными органами 
[3, 9]. Несмотря на регулярный контроль за безопасностью 
пищевых продуктов, существует риск того, что исходный ма-
териал, полученный от животных, может быть контаминирован 
посторонними агентами, особенно вирусами доноров, которые 
сложно удаляются из-за их высокой устойчивости к физико-
химической обработке. Контаминация может изменять харак-
тер роста клеточных культур и свойства биологических про-
дуктов, в связи с чем теоретически существует риск заражения 
реципиентов препаратов, а также гибели клеточного субстрата 
производства [9]. Наиболее серьезными проблемами для про-
мышленных свинокомплексов России и многих стран мира, 
приводящими к экономическим потерям, являются циркови-
русная, парвовирусная, пестивирусная инфекции и энзоотиче-
ская пневмония (микоплазмоз) свиней [5, 10].

В 2010 г. появилось сообщение Victoria J.G. и соавт. [11] об 
обнаружении последовательностей ДНК цирковируса свиней 
в живой аттенуированной ротавирусной вакцине производства 
GlaхоSmith Kline Biologicals (Бельгия). В исследованном ма-
териале содержалось 98 % подлинного цирковируса свиного 
(PCV-1 или ЦВС-1). В дальнейшем загрязнение вакцины цир-
ковирусом было подтверждено и показано, что его происхож-
дение может быть связано с коммерческими партиями трип-
сина Difco, используемыми в производстве препарата [9, 11]. 
Эксперты Европейского Агентства по оценке лекарственных 
средств, проанализировав результаты секвенирования, приш-
ли к выводу, что присутствие последовательностей ДНК цир-
ковируса свиней, обнаруженных в живой аттенуированной 
ротавирусной вакцине, вводимой орально, не представляет 
риска для здоровья населения, так как данный тип вируса не 
вызывает заболевания у людей [11, 12].

Впервые цирковирус свиней, обозначенный как ЦВС-1 — 
нецитопатогенный контаминант, был обнаружен немецкими 
исследователями в 1974 г. в перевиваемой линии клеток почки 
поросенка РK-15. В 1998 г. в той же культуре были выделены 
новые антигенно родственные между собой штаммы, обозна-
ченные как ЦВС-2. В отличие от ЦВС-1, ЦВС-2 вызывает у сви-
ней тяжелые поражения лимфоузлов, селезенки, легких и по-
чек. Цирковирус является одним из самых устойчивых вирусов 
к обработке дезинфектантами. Он не инактивируется 5 % рас-
твором фенола в течение 2 ч, сохраняет инфекционность при 
рН 3,0–9,0 и температуре 37 °С в течение 1,5 ч, а также при 
нагревании до 80 °С в течение 15 мин. Только при кипячении 
в течение не менее 10 мин и после обработки 10 % раствором 
йода вирус инактивируется через 2 ч [10, 13].
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В ряде стран мира с развитым свиноводством (Великобри-
тания, Германия, Бельгия, Испания, Канада, США) при обсле-
довании животных в 25–98 % случаев были найдены антитела 
к ЦВС-1. В нашей стране ЦВС-2 был выявлен в 2000 и 2008 гг., 
антитела к нему обнаружены почти во всех свиноводческих 
хозяйствах. Экономические потери, связанные с нарушениями 
репродуктивной функции у свиноматок, вызывающими абор-
ты, мертворождение, гибель поросят вскоре после рождения, 
мумификацию, составляют 80–100 % [13, 14].

Похожие симптомы наблюдали при инфекции, вызыва-
емой парвовирусами. Это заболевание, описанное в 1965 г. 
в США Дан и соавт. и названное СМЕДИ, характеризовалось 
рождением мертвых или нежизнеспособных поросят (still-
birth), мумификацией плодов (mummifield fetuses), гибелью 
эмбрионов (embrionic death) и бесплодием (intertility) (SMEDI).  
В России инфекция была выявлена в 1982 г. В естественных 
и экспериментальных условиях к парвовирусу чувствитель-
ны только свиньи [15, 16]. Вирус обладает тератогенной ак-
тивностью, проходит через плаценту, вызывая у потомства 
деформации зубов и костей, образование расщелины губы 
и неба. Возбудитель устойчив к действию различных физи-
ко-химических факторов среды, сохраняет инфекционность 
при рН 3,0–9,0 и температуре 37 °С в течение 1,5 ч и после 
обработки 10–50  % растворами хлороформа и эфира в те-
чение 10–30 мин. Инактивируется при 80 °С в течение 5 мин, 
чувствителен к УФ-излучению и действию 2–3  % раство-
ров формалина и гидроксида натрия [15, 17]. Вследствие 
высокой устойчивости к воздействию физико-химических 
факторов среды парвовирусы представляют большую опас-
ность как контаминанты клеточных культур и готовых БЛП. 
Предполагают, что источником контаминации парвовирусом 
свиней, выявленной в первичных культурах клеток почек, 
щитовидной железы и тестикул поросят, в перевиваемых 
культурах клеток свиней (ППК, РК-15, БТ) и человека (НеLа, 
Нер-2, КВ, FL-Amnion) является трипсин, полученный из ПЖ 
инфицированных свиней. Выделение парвовируса свиней из 
коммерческой партии трипсина подтверждает эту гипотезу  
и свидетельствует о высокой устойчивости вируса к действию 
различных факторов в процессе его получения [17].

Вирус классической чумы (КЧС) вызывает в популяции сви-
ней эпидемии и отличается высокой патогенностью и смертно-
стью среди поголовья (80–100  %) через 1–2 нед. после появ-
ления кинических признаков заболевания. В 1999 г. инфекция 
была зарегистрирована в хозяйствах Австрии, Албании, Бол-
гарии, Германии, Китая, Латвии, Молдовы, России, Словакии, 
Словении, Хорватии, Чехии. Источником заболевания является 
вирус, относящийся к роду пестивирусов семейства Flaviviridae, 
который, накапливаясь в сосудах, костном мозге, лимфатиче-
ских узлах, вызывает кровоизлияния, воспаления и некроз тка-
ней и органов. Классическая чума свиней по Международной 
классификации заразных болезней животных относится к спи-
ску А особо опасных инфекций и наносит значительный эконо-
мический ущерб как в развивающихся странах, так и в странах 
с хорошо организованной системой мер безопасности. Заболе-
вание характеризуется появлением у животных лихорадки по-
стоянного типа, резким угнетением, отказом от корма, апатией, 
конъюнктивитом, появлением точечных или пятнистых крово-
излияний, паралича задних конечностей. Большое количество 
вируса выделяют животные, инфицированные высоковирулент-
ными штаммами КЧС, и поросята с врожденной инфекцией. 
Животные, перенесшие инфекцию, не представляют опасности 
в связи с образованием у них специфических антител. При хро-
нической инфекции, вызванной низковирулентными штаммами, 

поросята выделяют вирус непрерывно или периодически в тече-
ние всей жизни (2,5–11 месяцев) [18, 19].

Весьма ощутимый экономический ущерб свиноводче-
ским комплексам приносит микоплазменная (энзоотическая) 
пневмония или респираторный микоплазмоз  — хроническое 
заболевание, характеризующееся воспалением легких, сероз-
ных покровов и нарушением воспроизводительной функции 
у свиноматок. В некоторых хозяйствах микоплазмоз поража-
ет до 30–50  % животных. Возбудителями заболевания могут 
быть Mycoplasma  suis, М.  hyoрneumoniae, М. hyosynoviae, 
М.hyorhinis, М. granularum, М. fermentas. Микоплазмы способ-
ны существовать в организме животных в анабиотическом со-
стоянии длительное время, поэтому возбудители встречаются 
в большинстве популяций свиней [20, 21].

Для профилактики вирусных и микоплазменных инфекций 
свиней применяют как общие меры безопасности, так и вакци-
нацию здоровых животных, лечение антибиотиками, гиперим-
мунными сыворотками и симптоматическими препаратами. 
Общие меры безопасности включают технологические, ветери-
нарно-санитарные, зоогигиенические и зоотехнические меро-
приятия для оптимизации условий содержания, полноценное 
кормление и разрыв эпизоотической цепи. Особое внимание 
должно уделяться предотвращению и мониторингу инфекци-
онных заболеваний у животных, ткани которых используются 
в качестве сырья [22].

В обзоре Marcus-Sekura С. и соавт. [23], посвященном ана-
лизу рисков при использовании контаминированного свиного 
трипсина, было сообщено о существовании 55 видов вирусов 
свиней, принадлежащих к 17 различным семействам, которые 
могут представлять опасность для человека. Данные были под-
тверждены сведениями о заражениях человека в природных 
очагах, обнаружением антител в организме людей и/или спо-
собностью вирусов инфицировать культуры клеток животных 
и человека. Около 60 % этих вирусов могут реплицироваться 
в линии клеток почки африканской зеленой мартышки Vero, 
широко используемой для выращивания вирусных культур при 
производстве и тестировании БЛП [11, 23].

Наличие контаминации в свином трипсине требует от про-
изводителя проведения оценки потенциальных рисков, кон-
троля готовых БЛП и использования в производстве допол-
нительных стадий для снижения вирусной нагрузки. Особенно 
актуальна эта задача для препаратов, в производственном ци-
кле которых вирусная инактивация не проводится, например, 
для живых вакцин или для препаратов, тестирование которых 
на наличие контаминации на заключительных стадиях произ-
водственного цикла затруднено, например, при производстве 
лекарственных препаратов на основе культур клеток [9].

В связи с тем, что производство некоторых лекарственных 
препаратов невозможно без использования материалов жи-
вотного происхождения, необходимо применять меры по сни-
жению рисков их контаминации. В соответствии с требования-
ми Евразийского экономического союза (ЕАЭС) и Документов 
регуляторных органов Европейского экономического сообще-
ства (ЕЭС) трипсин как реагент животного происхождения, 
используемый в производстве БЛП, должен быть изготовлен  
в рамках систем качества GMP (Надлежащая производственная 
практика), НАССР (Анализ опасностей и критических контроль-
ных точек) и ISO (Система менеджмента безопасности и произ-
водства пищевой продукции). Производители и испытательные 
лаборатории должны обладать исчерпывающей информацией 
о безопасности трипсина и нести ответственность за то, чтобы 
тестирование проводилось в соответствии с требуемыми стан-
дартами качества. Необходимо изучить эпидемиологическую 
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ситуацию, оценить состояние животных, от которых было по-
лучено сырье, подобрать наиболее чувствительные и эффек-
тивные методы для выявления, инактивации или элиминации 
возможных вирусных агентов, предусмотреть вероятность их 
попадания и размножения в используемые для производства 
культуры клеток. Если вирусная контаминация обнаружена,  
то партия трипсина не должна использоваться для производ-
ства БЛП до тех пор, пока тщательная оценка риска не будет 
свидетельствовать о том, что инфекционный агент надежно 
инактивирован или удален [8, 24].

Тестирование трипсина на наличие вирусов может прово-
диться поставщиком трипсина, изготовителем лекарственного 
средства и испытательной лабораторией. Тестирование ис-
ходных материалов или промежуточных продуктов на нали-
чие вирусного заражения является важной мерой обеспечения 
безопасности БЛП. Стадии, на которых проводятся испытания, 
должны быть четко определены и оправданы. По экономиче-
ским и организационным причинам не представляется возмож-
ным проверить каждую поджелудочную железу до ее объедине-
ния, и материал от одного инфицированного животного может 
войти в большую производственную партию. Чувствительность 
последующих тестов в этом случае может оказаться недоста-
точной для выявления «разбавленного» загрязняющего агента 
в объединенном материале. Тестирование пула исходного ма-
териала на наличие контаминантов должно проводиться перед 
каждой стадией вирусной инактивации/элиминации, в то время 
как готовый препарат в некоторых случаях можно не проверять. 
Такие стадии производства трипсина, как спиртовая экстракция 
из замороженных тканей, нагревание или инкубирование при 
низком значении рН, могут привести к дезактивации ряда виру-
сов. Кроме того, благодаря собственной ферментативной актив-
ности трипсин способен инактивировать некоторые контаминан-
ты, например ретровирусы [3]. Если эффективность вирусной 
инактивации, проведенной в процессе производства, доказана, 
то контроль на наличие искомых вирусов в готовом препарате 
может не проводиться [9].

Для выявления вирусной контаминации трипсина могут 
быть использованы методы исследования цитопатического 
действия (ЦПД) на клеточных культурах в системе in vitro, за-
ражение чувствительных животных, серологические реакции 
гемагглютинации, гемадсорбции, флуоресцирующих антител 
(МФА), твердофазный метод иммуноферментного анализа 
(ИФА) с использованием коммерческих диагностикумов [25, 
26]. Для проведения экспресс-анализа и скрининга готового 
препарата трипсина может применяться метод ПЦР (полиме-
разная цепная реакция) [9, 15].

В связи с тем что вирусы свиней, представляющие опас-
ность для человека, могут реплицироваться в линии клеток 
Vero, используемой в производстве БЛП, рекомендуется про-
водить общий тест in vitro с использованием двух различных 
клеточных линий, одна из которых человеческого или обе-
зьяньего происхождения, а другая должна быть получена от 
свиньи. Для индикации предполагаемых контаминирующих 
вирусов, обладающих гемадсорбирующими, гемагглютиниру-
ющими свойствами или вызывающими цитопатическое дей-
ствие, необходимо отбирать наиболее чувствительные к ним 
клеточные линии [2, 9, 25].

Для выявления цирковирусов используют монослойные 
и  органные культуры клеток кишечника эмбриона свиньи 
(КЭС), первичные и перевиваемые клетки почек эмбриона 
свиньи (ПЭС, СПЭВ), тестикулов поросенка (ТП), щитовидной 
железы свиньи (ЩС). Обнаружить цирковирусы также можно 
в культурах моноцитов/макрофагов, полученных из костного 

мозга свиней, периферической крови, легких, лимфатических 
узлов и в перевиваемой культуре клеток сетчатки плода сви-
ней [13, 16]. Репродукция вируса в первичных и перевиваемых 
культурах клеток сопровождается развитием цитопатического 
эффекта (ЦПЭ), характеризующегося диффузной зернисто-
стью, округлением клеток, отделением их от стекла и частич-
ным или полным разрушением монослоя [27].

Вирус КЧС культивируется в первичных культурах кле-
ток легких, селезенки, почки, тестикул и лейкоцитов свиней.  
В связи с тем что он не вызывает видимого ЦПД, его обнару-
живают с помощью МФА, по ярко-зеленому свечению в ци-
топлазме инфицированных клеток. Идентификацию вируса 
КЧС проводят методами флуоресцирующих антител, иммуно-
ферментного анализа или нейтрализации флуоресцирующих 
микробляшек [18].

Для обнаружения микоплазм применяют микробиологиче-
ский метод (посев на питательные среды), метод индикаторной 
клеточной культуры (цитохимический) с использованием флу-
оресцирующего красителя ДНК. В качестве альтернативных 
могут быть использованы гистологические методы исследова-
ния, реакция связывания комплемента (РСК), метод ПЦР [22].

Наиболее трудно выявляется контаминация латентными 
вирусами, не вызывающими деструкции в клеточных культу-
рах, для которых требуются дополнительные, более чувстви-
тельные и информативные тесты. В этих случаях рекомендует-
ся использовать несколько чувствительных клеточных линий 
[23]. Специальные тесты на наличие вирусов свиней, которые 
не были обнаружены в ходе общего теста на клеточной культу-
ре, должны быть определены для каждого конкретного случая 
после анализа типичных рисков для продукта, учитывая весь 
производственный процесс и способ применения БЛП [9]. Сле-
дует также учитывать соотношение риска и пользы при опре-
делении пригодности клеточного субстрата для производства 
конкретного препарата. При оценке риска необходимо следо-
вать общим принципам, изложенным в Европейской фармако-
пее (ЕФ) [28]. Подробные рекомендации по вирусной безопас-
ности, включая валидационные исследования, представлены, 
в частности, в Рекомендациях по вирусным валидационным 
исследованиям Комитета по патентованным лекарственным 
препаратам и Руководстве ICH Q5A: Оценка вирусной безопас-
ности биотехнологических продуктов, полученных с использо-
ванием линий клеток человека или клеток животного проис-
хождения [24, 29].

Снижение контаминации. Процесс производства трипсина, 
включающий высокоэффективные стадии очистки (спиртовое 
осаждение, высаливание, хроматография, длительная инкуба-
ция при низких значениях pH), должен надлежащим образом 
контролироваться не только в отношении сохранения актив-
ности ферментного препарата, но и отсутствия посторонних 
агентов. Основным способом, обеспечивающим безопасность 
трипсина, является удаление микробиологических агентов. 
Выбранные стадии производственного процесса должны быть 
тщательно валидированы и подтверждена их эффективность 
[9, 30]. Учитывая ограничения на проведение сплошного кон-
троля сырья и тестирования на наличие вирусов, целесообраз-
но включать специальную стадию для вирусной редукции. Для 
этой цели могут быть использованы УФ-С (коротковолновое) 
или гамма-облучение (45 кГр), нанофильтрация, обработка де-
тергентами, преципитация, воздействие температуры и низких 
значений рН, хроматография. Данные методы обработки заре-
комендовали себя как эффективные, значительно снижающие 
контаминацию, но не оказывающие при этом влияния на актив-
ность трипсина.
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Гамма-лучи (γ-лучи), обладающие чрезвычайно малой дли-
ной волны — менее 2·10-10 м и большой проникающей способ-
ностью, могут применяться для обработки лиофилизирован-
ных или замороженных жидких препаратов трипсина, вызывая 
разрывы водородных и ковалентных связей между нуклеино-
выми кислотами и белковой оболочкой вируса. Что касается 
парвовирусов, то они обладают устойчивостью к воздействию 
pH и имеют относительно низкую чувствительность к гамма-
облучению.

УФ-излучение обладает наиболее высокой энергией 
в интервале длин волн от 205 до 315 нм с максимумом при 
265  нм. Под влиянием УФ-излучения происходят изменения 
в структуре нуклеиновых кислот вирусов. Вместе с тем γ- и УФ-
излучение не оказывают существенного влияния на белковую 
оболочку, поэтому инактивированные вирусы сохраняют свою 
антигенную и иммуногенную активность. При применении γ-  
и УФ-облучения необходимо подбирать дозы таким образом, 
чтобы они были достаточно высокими для инактивации/эли-
минации вирусов и достаточно низкими для сохранения про-
теолитических свойств трипсина [3, 9].

Наиболее эффективным и надежным способом устра-
нения контаминанации является нанофильтрация. Для 
удаления вирусов применяют мембранные лабораторные 
фильтры Millipore с размером пор от 0,025 до 8 мкм, для 
удаления микоплазм  — фильтры Durapore c размером пор  
от 0,1 до 5 мкм.

Для инактивации вирусов, покрытых липопротеиновой 
оболочкой, возможно использование неионных детергентов 
типа Тритон Х-100 и Tвин 80, под действием которых проис-
ходит дезинтеграция клеточных мембран и отделение от них 
вируса. Сложные или оболочечные вирусы инактивируются 
при низких значениях рН (4,0), а для безоболочечных вирусов 
этот метод необходимо совмещать с воздействием повышен-
ной температуры.

Метод преципитации (осаждения) эффективен для уда-
ления и капсидных, и некапсидных вирусов, в частности, пар-
вовируса В19 с применением органических растворителей — 
этанола и трибутилового эфира, а также фосфорной кислоты. 
Возможно применение аффинной хроматографии с исполь-
зованием голубого красителя (например, Blue Dye Sepharose,  
GE Неаlhcare, Швейцария) [31].

Документом ЕМА идентификацию и проверку активности 
свиного трипсина, используемого в производстве БЛП, ре-
комендовано проводить в соответствии с требованиями ЕФ. 
Трипсин, применяемый в качестве реагента для приготовления 
клеточных культур-субстратов и/или для активации вирус-
ных частиц при производстве вакцин для медицинского при-
менения, должен тестироваться на стерильность, отсутствие 
микоплазм и вирусов, особенно пестивирусов, цирковирусов  
и парвовирусов [9, 28].

Требования в Российской Федерации к трипсину, исполь-
зуемому в производстве и при контроле БЛП, согласуются 
с  международными. Он не должен содержать микоплазм, 
цирко- и парвовирусов свиней, а также должен быть испытан 
на отсутствие контаминации бактериями и грибами [3, 26]. 
Испытание на стерильность и присутствие микоплазм прово-
дят с помощью методов, изложенных в ОФС «Стерильность» 
и ОФС «Испытание на присутствие микоплазм» [32, 33].

Использование альтернативных реагентов  
для культур клеток
В настоящее время дискутируется вопрос о замене, сокра-

щении использования или исключении из производственного 

процесса сырья, полученного от животных и людей. FDA (Food 
and Drug Administration, Управление по контролю качества пи-
щевых продуктов и лекарственных средств) и EMA (European 
Medicines Agency, Европейское агентство по лекарственным 
препаратам) при работе с культурами клеток поддерживают 
использование аналогов свиного трипсина неживотного про-
исхождения, таких как трипсиноподобные растительные и бак-
териальные протеазы или рекомбинантный трипсин [9].

В настоящее время трипсиноподобные протеазы получены 
из папаина, фицина, бромелаина, представителей родов Bacil-
lus, Streptomyces, Pseudomonas и микроскопических грибов 
родов Aspergillus, Mucor, Penicillium [34]. Компания Thermo 
Fisher Scientific, США предлагает аналог трипсина TrypLeтм — 
рекомбинантную грибную трипсиноподобную протеазу, кото-
рая не содержит компонентов животного происхождения, об-
ладает высокой чистотой, щадящим воздействием на клетки 
и не уступает по показателям протеолитической и дезагрегиру-
ющей активности свиному трипсину. Препарат сохраняет свои 
свойства в течение 6 месяцев при температуре от 15 до 30 °С. 
Фирма Roche CustomBiotech (Швейцария) выпускает аналог 
трипсина, синтезированный рекомбинантными штаммами 
дрожжей Pichia раstoris с последовательностями аминокислот, 
идентичными таковым в трипсине животного происхождения. 
Использование рекомбинантных препаратов, полученных из 
бактерий или растений, в принципе сводит к минимуму риск 
заражения вирусами животных, и поэтому применение таких 
аналогов более предпочтительно. Однако не следует полагать, 
что применение рекомбинантного трипсина исключает риск 
контаминации биопрепаратов. Тем не менее никакие рекомен-
дации по отказу от использования свиного трипсина в насто-
ящее время не могут быть даны в связи с тем, что примене-
ние альтернативных реагентов в производстве БЛП требует 
тщательной оценки их пригодности, качества, стерильности, 
эффективности, а также других сопутствующих рисков [2, 3]. 
Существенным ограничением применения трипсиноподобных 
протеаз в производстве БЛП может быть и их стоимость, в де-
сятки раз превышающая стоимость трипсина, полученного из 
животного сырья.

Заключение

При использовании свиного трипсина существует риск 
того, что, несмотря на жесткие условия обработки, исход-
ный материал для производства БЛП может быть загрязнен 
патогенной микрофлорой доноров. Среди наиболее широко 
распространенных возбудителей заболеваний свиней, под-
желудочные железы которых служат источником трипси-
на, — цирковирусы, пестивирусы, парвовирусы и микоплазмы, 
представляющие потенциальную угрозу для потребителей как 
возможные контаминанты вакцин и других биологических 
лекарственных препаратов. В соответствии с национальными 
и международными требованиями к безопасности биопрепара-
тов для предотвращения контаминации необходимо использо-
вать меры по выявлению и инактивации посторонних агентов 
как в исходных материалах, так и на этапах производства БЛП. 
Для обнаружения вирусов свиней могут быть использованы 
методы исследования ЦПД, реакции гемагглютинации, гем-
адсорбции, МФА, ИФА, ПЦР. Удаление цирковирусов и пар-
вовирусов представляет значительные трудности вследствие 
их высокой устойчивости к физико-химической обработке 
и  требует проведения дополнительных этапов инактивации. 
Для инактивации резистентных вирусов наиболее эффективно 
использование УФ-С или гамма-облучения, нанофильтрации, 
хроматографии, обработки детергентами, рН, преципитации, 
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воздействия температуры. Трипсин, используемый в качестве 
реагента для приготовления клеточных культур-субстратов  
и/или для активации вирусных частиц при производстве вакцин 
для медицинского применения, должен также соответствовать 
тесту на стерильность и быть свободным от микоплазм.

Перед применением в производстве БЛП аналогов трипси-
на необходимо их тщательное изучение в отношении оценки 
пригодности, эффективности, отсутствия токсичности, а также 
сопутствующих рисков, вызванных контаминацией специфиче-
скими посторонними агентами, в отношении которых могут от-
сутствовать доказательства или средства для их обнаружения.
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Рекомендации по изложению методики оценки биологической  
(специфической) активности биотехнологических лекарственных препаратов  
в нормативной документации

Recommendations for Expounding Evaluation of Biological (Specific) Activity  
of Biotechnological Products in Product Specification Files
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К биотехнологическим лекарственным препаратам, как и к другим лекарственным средствам, предъяв-
ляются требования эффективности, безопасности и качества. Оценка качества лекарственных средств 
включает экспертизу методов контроля качества лекарственного средства (проекта нормативной доку-
ментации), лабораторную экспертизу качества образцов с использованием этих методов, а также экспер-
тизу материалов регистрационного досье, включая материалы по валидации методик, представленных 
в  проекте нормативной документации. Одним из наиболее значимых показателей качества биотехно-
логических лекарственных препаратов является биологическая активность, т.е. специфическая способ-
ность препарата вызывать определенный биологический эффект. Приведены результаты детального 
анализа методик определения биологической (специфической) активности, изложенных в проектах нор-
мативной документации на различные биотехнологические лекарственные препараты. Целью работы 
было показать важность качественного изложения методик оценки биологической (специфической) ак-
тивности биотехнологических лекарственных препаратов и ознакомить специалистов, ответственных за 
составление нормативной документации, с основными подходами к изложению раздела «Биологическая 
(специфическая) активность». В результате анализа нормативной документации сформулированы часто 
встречающиеся ошибки и упущения, рассмотрены общие замечания к описанию методик, приведена 
общая схема раздела «Биологическая (специфическая) активность» с подробными рекомендациями по 
содержанию подразделов. Совершенствование качества изложения информации в нормативной доку-
ментации позволит сократить количество запросов экспертной организации на предоставление дополни-
тельных документов и данных и обеспечит выполнение лабораторной фармацевтической экспертизы на 
должном уровне и в установленные сроки.
Ключевые слова: биотехнологические лекарственные препараты; оценка качества лекарственных пре-
паратов; лабораторная экспертиза; изложение методик; нормативная документация; биологическая ак-
тивность; специфическая активность

Для цитирования: Головинская ОВ, Лысикова СЛ, Лебедева ЮН, Алпатова  НА, Мовсесянц АА, Мер-
кулов  ВА. Рекомендации по изложению методики оценки биологической (специфической) активности 
биотехнологических лекарственных препаратов в нормативной документации. БИОпрепараты. Профи-
лактика, диагностика, лечение. 2018;18(3):168–174. https://doi.org/10.30895/2221-996X-2018-18-3-168-174
*Контактное лицо: Головинская Ольга Вячеславовна; golovinskaya@expmed.ru

Biotechnological products, like all other medicinal products, have to comply with efficacy, safety and quality 
requirements. Quality evaluation of medicines includes assessment of test methods used to control medicinal 
product quality (described in product specification files provided by the manufacturer), laboratory testing of sam-
ples using these methods, as well as assessment of the registration dossier materials, including materials on test 
method validation included into the product specification files. One of the most important quality parameters of 
biotechnological products is biological activity, i.e. specific ability of a product to induce a desired biological effect. 
The article presents the results of a detailed analysis of methods used for determination of biological (specific) 
activity that are described in product specification files of various biotechnological products. The aim of the study 
was to demonstrate the importance of proper presentation of methods used for assessment of biological (specific) 
activity of biotechnological products and familiarise specialists engaged in elaboration of product specification 
files with the principles of presenting data in the «Biological (specific) safety» section. The analysis of docu-
mentation helped summarise the most common mistakes and omissions, formulate general recommendations 
concerning the description of methods, develop a general structure of the «Biological (specific) safety» section 
with detailed guidance on what to include in each of the subsections. Rationalisation of information presented 
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В настоящее время в клинической практике широко ис-
пользуются биотехнологические лекарственные препараты 
(БЛП) — сложные препараты белковой природы, полученные 
с использованием технологии рекомбинантной ДНК, гибри-
домного метода и метода моноклональных антител (цитокины, 
растворимые рецепторы и их антагонисты, факторы сверты-
вания крови, моноклональные антитела, гормоны, ферменты, 
белки слияния) [1]. Разработка указанных препаратов является 
одним из наиболее перспективных направлений в области соз-
дания лекарственных средств, воздействующих на патогенети-
чески значимые звенья в развитии заболевания, а к их качеству 
предъявляются серьезные требования.

Для оценки качества БЛП Федеральным законом №  61-
ФЗ «Об обращении лекарственных средств» предусмотрена 
комбинация биологических и физико-химических методов 
[2]. Результаты оценки физико-химических показателей БЛП 
(подлинность, содержание родственных соединений и приме-
сей, молекулярно-массовое распределение и др.) не являются 
достаточными для прогнозирования проявлений их биологи-
ческой активности. Оценка специфической биологической 
активности, в свою очередь, позволяет количественно охарак-
теризовать механизм фармакологического действия препарата 
с помощью методов, выполняемых в условиях in vitro и in vivo. 
Это свидетельствует о высокой важности показателя «Специ-
фическая активность» и необходимости точного его определе-
ния при экспертизе качества БЛП [3, 4].

Основными задачами лабораторной экспертизы качества 
лекарственных средств являются оценка воспроизводимости 
предложенных методик и оценка качества образцов лекар-
ственного средства с использованием этих методик [2, 5]. 
Следует отметить, что подтвердить качество лекарственного 
средства по какому-либо показателю в случае невоспроизво-
димости методики оценки качества невозможно.

В данном случае воспроизводимость является частным 
случаем прецизионности (а именно, межлабораторной пре-
цизионности) и заключается в необходимости получения экс-
пертом приемлемых результатов испытания путем пошагового 
повторения методики в точном соответствии с описанием, при-
веденным в проекте нормативной документации (НД), в рамках 
лабораторной экспертизы с использованием представленных 
заявителем образцов [5–7].

Целью работы было отразить важность качественного из-
ложения методик оценки биологической (специфической) 
активности биотехнологических лекарственных препаратов 
и  ознакомить специалистов, ответственных за составление 
нормативной документации, с основными подходами к изло-
жению раздела «Биологическая (специфическая) активность».

Методики определения биологической (специфической) 
активности отличаются не только разнообразием и уникаль-
ностью, но и особой чувствительностью к изменению внеш-
них условий, что обусловлено использованием в испытаниях 
биологических объектов (культур клеток, вирусов, животных 

и др.) [4]. На воспроизводимость биологической методики мо-
гут оказывать влияние следующие факторы:

-  условия восстановления клеточной культуры или штам-
ма индикаторного вируса;

-  концентрации клеточной суспензии или суспензии инди-
каторного вируса, используемые в испытании;

-  число пассажей культуры клеток до момента использо-
вания в испытании;

-  периодичность и условия пересевов при рутинном куль-
тивировании;

-  жизнеспособность клеток на момент использования 
в испытании;

-  условия и продолжительность хранения клеточной су-
спензии или суспензии индикаторного вируса до момента ис-
пользования в испытании;

-  условия и продолжительность хранения питательных 
сред и растворов до момента использования в испытании;

-  продолжительность и условия инкубаций на разных эта-
пах проведения испытания;

-  диапазон и шаг разведений образцов;
-  линия, возраст, пол, масса тела и условия содержания 

лабораторных животных и т.д. [4].
Учитывая особую чувствительность биологических объ-

ектов, для признания биологической методики пригодной 
для предполагаемого использования (оценки специфической 
активности БЛП), ее валидационные характеристики должны 
быть тщательно изучены и описаны производителем.

Однако даже валидированная методика может оказаться 
невоспроизводимой на этапе экспертизы предложенных ме-
тодик контроля качества лекарственного средства и качества 
представленных образцов лекарственного средства с исполь-
зованием этих методик по причине ненадлежащего изложения 
методики в нормативной документации.

Общие замечания к изложению методик  
в нормативной документации
К общим проблемам, с которыми сталкивается эксперт при 

анализе нормативной документации, относятся следующие.
1.  Некачественный перевод с потерей смысла или подменой 

понятий не только мешает восприятию текста и отвлекает от его 
сути, но и является причиной ложной трактовки приведенной 
информации. Например, перевод фразы «готовят десятикрат-
ный раствор 10Х» как «готовят десятикратное разведение» или 
фразы «разведение в четыре этапа (шага)» как «четырехкратное 
разведение» могут привести к приготовлению растворов и раз-
ведений с неверными концентрациями и, как следствие, полу-
чению неприемлемого результата испытания.

Именно поэтому методика должна быть изложена стили-
стически грамотно, проверена на наличие ошибок и опечаток, 
связанных с правописанием и пунктуацией, слова в предложе-
ниях должны согласовываться друг с другом. Перевод должен 
быть выполнен профессионально, недвусмысленно, объектив-

in this part of the product specification files will help reduce the number of expert body’s requests for additional 
information/documents and will help ensure that laboratory testing is performed at a high professional level and 
within a prescribed period of time.
Key words: biotechnological products; evaluation of medicinal product quality; laboratory testing; presentation of 
methods; product specification file; biological activity; specific activity
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но, в точном соответствии со всеми специальными инструкци-
ями, содержащимися в методиках проведения испытания. За-
мена специальных терминов некорректными, синонимичными 
и/или неспециальными словами недопустима.

2.  Несоблюдение четкой структуры и последовательности 
изложения методики. Несмотря на то что существуют общие 
правила составления НД, обязательные для всех разделов [5, 
8], некоторые значимые подразделы, такие как «Реактивы», 
«Оборудование», «Критерии пригодности системы» и т.п.,  
часто отсутствуют, а информация, которая должна содержать-
ся в этих подразделах, приводится в тексте других подразде-
лов (например, «Смешивают 500 мл среды RPMI 1640 (НПО 
«ПанЭко» кат. № С330п или аналогичной) и 55 мл раствора 
фетальной бычьей сыворотки (GIBCO, кат. №  16141-061 или 
аналогичной)»), перегружая текст и затрудняя восприятие ин-
формации, или не приводится вовсе.

3.  Еще одним упущением составителей НД является нело-
гичное и бессистемное описание этапов проведения испыта-
ния. Методика должна быть структурирована, изложена после-
довательно, в строгом соответствии с процедурой испытания, 
без пропуска существенных этапов и подразделов.

4.  Употребление различных наименований для одного 
и  того же образца/вещества/раствора и т.п. Так, стандартный 
образец в рамках одной методики не должен быть обозначен 
разнообразными терминами или синонимами («референс-об-
разец», «референс-контроль», «эталонный образец», «кон-
троль проб»), так как это приводит к путанице с образцами. 
При составлении НД следует соблюдать единообразие: если 
для какого-либо образца/вещества/раствора и т.п. в начале 
методики принята конкретная формулировка, то именно эта 
формулировка должна употребляться на протяжении всего 
текста раздела.

5.  Аббревиатуры, сокращения и размерности величин. 
Несмотря на то что правила сокращения слов и обозначения 
размерностей величин являются общепринятыми, не все со-
ставители НД их придерживаются. Поэтому особо отметим не-
которые из них.

Во-первых, каждое буквенное обозначение и сокращение 
должно быть расшифровано при первом упоминании в тексте.

Во-вторых, написание аббревиатур и сокращений должно 
быть унифицировано в пределах одного раздела. Если для 
стандартного образца при первом упоминании принято со-
кращение «СО», то другие сокращения («St», «RS») не должны 
встречаться в тексте раздела.

В-третьих, сокращения должны быть однозначными, 
т. е. одно и то же сокращение не должно применяться к разным 
наименованиям. Например, «фосфатидилхолин» обозначается 
как «РС» (сокращенно от латинского «phosphatidylcholine»), 
но и ростовая среда имеет буквенное обозначение «РС». Со-
вершенно очевидно, что подобные сокращения не должны 
встречаться в пределах одного раздела, поскольку могут при-
вести к подмене понятий.

В-четвертых, единицы измерения величин должны быть 
обозначены общепринятыми символами. Например, размер-
ность величины специфической активности некоторых ле-
карственных препаратов следует указывать как «млн МЕ/мл» 
вместо «ММЕ/мл».

6.  Включение в НД информации, касающейся проведения 
испытания на производстве, переписывание стандартных опе-
рационных процедур. Например, фраза «Проводят четыре ана-
лиза при выпускающем контроле и дополнительном анализе, 
и не менее двух — при испытании на стабильность» является 
лишней, перегружает текст раздела, а главное — не содержит 

информации о том, сколько анализов необходимо провести на 
этапе экспертизы качества.

7.  Небрежное, неграмотное составление раздела. Если 
грамматические, пунктуационные и стилистические ошибки, 
некачественно форматированный текст, содержащий лишние 
знаки и символы, перечисление реактивов и материалов, не 
используемых в испытании, ошибочное дублирование инфор-
мации лишь затрудняют восприятие текста, то опечатки в циф-
ровых обозначениях («10 мг/мл» вместо «100 мг/мл») или 
в обозначениях единиц измерения («мг» вместо «мкг») могут 
привести к невоспроизводимости методики.

Особое внимание также следует уделять информации 
о производителях и каталожных номерах реактивов и мате-
риалов: она должна быть проверена на опечатки и актуали-
зирована.

Рекомендации по изложению методик оценки 
биологической (специфической) активности
Правила составления и оформления НД в данной статье 

затрагиваться не будут, поскольку они подробно отражены 
в «Руководстве по экспертизе лекарственных средств», однако 
следует отметить, что текст должен быть оформлен в едином 
стиле с сохранением многоуровневой иерархической структу-
ры заголовков на протяжении всего документа [8].

Далее будут рассмотрены основные рекомендации по 
структуре и последовательности изложения методик раздела 
«Биологическая (специфическая) активность» в НД на БЛП.

1.  Название раздела.
2.  Подраздел «Норма».
Важно, чтобы значение, размерность и формулировка тре-

бований, приведенных в подразделе «Норма» в тексте раздела, 
были идентичны требованиям, указанным в спецификации. 
Также стоит обратить внимание на то, что для содержания 
определяемого вещества (количественного определения ак-
тивности) следует указывать не только нижнюю, но и верхнюю 
границы нормы.

3.  Подраздел «Принцип метода».
Содержит краткое описание сути методики и механизма 

действия лекарственного препарата.
4.  Подраздел «Оборудование».
В перечне оборудования перечисляются наименования 

всех устройств и приборов, участвующих в испытании, в том 
числе аналитические весы для приготовления навесок реакти-
вов, рН-метр для определения рН буферных растворов, холо-
дильники, поддерживающие определенный диапазон темпера-
тур, для хранения образцов, стандартов и реактивов.

Для каждого прибора указывается производитель и акту-
альная (не устаревшая) модель, а также приводится уточнение 
«или аналогичный» там, где это применимо.

Если для какого-либо из перечисленного оборудования за-
мена недопустима, это необходимо отразить дополнительно.

Если использование аналогов применимо для всего пере-
численного оборудования, допустимо приведение примечания 
к подразделу с формулировкой «В испытании может быть ис-
пользовано аналогичное оборудование».

Если для обработки результатов испытания предусмотрено 
использование какого-либо программного обеспечения, ука-
зываются его наименование и версия, а также приводится ука-
зание о возможности использования аналогичных программ 
для статистической обработки (если применимо).

Перечень оборудования рекомендуется представлять 
сплошным списком, пронумеровав для облегчения восприятия 
информации.
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5.  Подраздел «Материалы».
Перечень материалов содержит наименования всех мате-

риалов, используемых в испытании. Для каждого материала 
указывается производитель и актуальный каталожный номер, 
а также приводится уточнение «или аналогичного качества» 
там, где это применимо.

Если для какого-либо из перечисленных материалов за-
мена недопустима (например, планшеты для испытания, про-
бирки, обработанные антикоагулянтом, и т.п.), это необходимо 
отразить дополнительно.

Если использование аналогов применимо для всех пере-
численных материалов, допустимо приведение примечания 
к подразделу с формулировкой «В испытании могут быть ис-
пользованы материалы аналогичного качества».

Если в испытании участвуют несколько видов планшетов, 
в перечне материалов следует указать их назначение, напри-
мер, «планшеты для культивирования», «планшеты для при-
готовления разведений», «планшеты для анализа (проведения 
испытания)».

Рекомендуется также достаточно подробно перечислить 
характеристики специфичных материалов, например, для 
планшетов целесообразно указать не только количество лунок, 
но и форму дна лунки, объем лунки, цвет планшета / дна лунок, 
наличие или отсутствие крышки, стерильный/нестерильный, 
обработанный/необработанный.

Перечень материалов рекомендуется представлять сплош-
ным списком, пронумеровав материалы для облегчения вос-
приятия информации.

6.  В подразделе «Реактивы» перечисляются наименова-
ния всех реагентов, участвующих в испытании, в том числе 
веществ, используемых для доведения рН буферных раство-
ров. Наименования следует приводить полностью, без упуще-
ний, например «3,3’,5,5’-Тетраметилбензидина гидрохлорид» 
вместо «Тетраметилбензидин» и т.п. Для каждого реактива 
указывается производитель и актуальный каталожный номер, 
а  также приводится уточнение «или аналогичного качества» 
там, где это применимо.

Если для какого-либо из перечисленных реактивов замена 
недопустима (специфичные реактивы), это необходимо отра-
зить дополнительно.

Если использование аналогов применимо для всех пере-
численных реактивов, допустимо приведение примечания 
к подразделу с формулировкой «В испытании могут быть ис-
пользованы реактивы аналогичного качества».

Перечень реактивов рекомендуется представлять единым 
списком, не подразделяя его по этапам испытания или по 
группам для приготовления, например, питательной среды, бу-
ферного раствора и т.п., так как один и тот же реактив может 
использоваться в испытании несколько раз, таким образом, 
будет перечислен дважды или трижды в разных группах или 
на разных этапах, что приведет к путанице с реактивами и не-
оправданному увеличению объема раздела.

Не следует указывать в перечне некоммерческие реак-
тивы, описание приготовления которых приведено далее 
в  тексте, однако, если допустимо альтернативное использо-
вание готовых к применению каталожных реактивов вместо 
их приготовления из отдельных компонентов (например, для 
фосфатно-солевого буферного раствора, фосфатно-солево-
го буферного раствора Дюльбекко и т.п.), в общем перечне 
реактивов рекомендуется перечислить как составные компо-
ненты растворов с указанием производителя и каталожного 
номера, так и готовые к применению растворы с указанием 
производителя и каталожного номера. Для готовых к приме-

нению растворов уточнить: «может быть использован вместо 
реактивов п.п… — п.п…».

Если реактив является стандартом/реагентом фирмы-про-
изводителя (например, антитела, конъюгат, контрольный об-
разец и т.п.), следует привести уточнение «реагент фирмы  / 
стандарт фирмы» или «поставляется фирмой». Для реагентов 
фирмы указываются наименование, концентрация (актив-
ность), условия хранения (срок годности должен быть указан 
в сертификате качества на реагент), условия размораживания 
(если применимо), процедура восстановления из лиофилизи-
рованного состояния (если применимо), условия и продолжи-
тельность хранения после восстановления/размораживания, 
указание на возможность повторного замораживания (если 
применимо).

Рекомендуется пронумеровать реактивы в перечне для об-
легчения восприятия информации.

7.  Подраздел «Стандартные образцы».
В случае использования международного стандартного об-

разца указывается его наименование, аттестованная характе-
ристика (концентрация, активность), производитель, актуаль-
ный каталожный номер.

В случае использования внутреннего стандарта фирмы 
указывается наименование, аттестованная характеристика, 
указание на то, относительно какого стандартного образца от-
калиброван (если применимо), условия хранения (температу-
ра, чувствительность к свету).

Если допускается альтернативное использование стандарт-
ных образцов, это необходимо отразить дополнительно.

8.  Подраздел «Клеточные линии» (если применимо).
Указываются полные наименования всех используемых 

в испытании клеточных линий, наименования каталогов (кол-
лекций), каталожные номера и условия хранения.

Если методика испытания описана для одной из несколь-
ких допустимых к использованию клеточных линий, следует 
указать, что условия испытания могут быть изменены в за-
висимости от чувствительности используемой в конкретном 
случае клеточной линии.

Если клеточная линия является готовой к использованию 
в испытании (ready-to-use), это необходимо указать дополни-
тельно.

Также следует уточнить, является ли культура клеток  
суспензионной или адгезионной, кратко описать морфологию 
жизнеспособных клеток.

9.  Подраздел «Индикаторный вирус» (если применимо).
Указывается источник получения индикаторного вируса, 

информация о наличии в международных или отечественных 
коллекциях вирусов.

10.  Подраздел «Животные» (если применимо).
Указываются вид, линия, пол, возраст, масса и количество 

животных, участвующих в испытании.
11.  Подраздел «Приготовление питательных сред (если 

применимо), буферных растворов и растворов реактивов».
Последовательно приводятся названия всех используемых 

в испытании сред и растворов с указанием концентрации (если 
применимо) и процедуры их приготовления.

Целесообразно добавить примечание к подразделу, напри-
мер с формулировкой «В соответствии с требованиями анали-
за может быть приготовлен иной объем растворов с сохране-
нием пропорций компонентов».

Описание приготовления компонентов питательных сред 
следует приводить до описания приготовления сред с исполь-
зованием этих компонентов, а не наоборот. Это должно соблю-
даться и для растворов реактивов.
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Если для буферного раствора требуется доведение рН, не-
обходимо указать заданный диапазон значений рН и вещества, 
которые используются для доведения. Если доведение рН не 
предусмотрено, следует описать порядок действий в случае, 
когда рН приготовленного раствора не соответствует заданно-
му диапазону, например, «Если рН приготовленного раствора 
не соответствует заданному, раствор готовят заново».

Особое внимание нужно уделить условиям приготовления 
сред и растворов (нагревание, перемешивание) с указанием 
продолжительности воздействия.

Важно указать продолжительность и условия хранения 
полученного раствора/среды. Если хранение раствора не пред-
усмотрено, приводится уточнение: «Используют свежеприго-
товленным, после использования в испытании не хранят» или 
«Допускается хранение при температуре ___ °С до момента ис-
пользования в испытании, но не более ___ часов».

Если перед использованием в испытании какие-либо 
растворы или среды должны быть нагреты или охлаждены 
до определенной температуры, это необходимо указать допол-
нительно.

При необходимости проведения предварительной квали-
фикации каких-либо реагентов перед использованием в испы-
тании приводится четкое описание проведения квалификации 
и критерии оценки полученных результатов.

12.  Подраздел «Инициация клеточной культуры» (если 
применимо).

Отражает процедуру выведения клеток из замороженного 
состояния. В подразделе указываются требования по допусти-
мому пределу жизнеспособности клеток при размораживании.

13.  Подраздел «Рутинное культивирование» (если применимо).
Содержит следующую информацию:
-  количество пассажей, которые должна пройти культура 

с момента инициации и до использования в испытании (пас-
сажные уровни, на которых клетки наиболее пригодны для ис-
пользования в испытании);

-  номер пассажа, после которого культуру нельзя исполь-
зовать в испытании;

-  процедуру пересевов с указанием среды, используемой 
для рутинного культивирования, и концентрации ростового 
фактора (если применимо);

-  концентрацию клеток для пересева в зависимости от 
площади флакона и частоты пересевов;

-  допустимый предел жизнеспособности клеток при пере-
севах;

-  процедуры подсчета клеток и определения плотности 
и жизнеспособности клеточной культуры;

-  условия инкубации.
Если возможно, следует также привести пример морфоло-

гии жизнеспособных клеток (в виде фотографии).
14.  Подраздел «Работа с индикаторным вирусом» (если 

применимо).
Содержит следующую информацию:
-  процедуру приготовления клеточной линии для культи-

вирования индикаторного вируса;
-  условия и процедуру оттаивания, восстановления инди-

каторного вируса;
-  процедуру культивирования индикаторного вируса 

(с  указанием условий инкубации, необходимого количества 
пересевов);

-  процедуру определения титра индикаторного вируса 
(приводятся схема расположения образцов на планшете с рас-
шифровкой обозначений, формулы расчета титра и рабочей 
дозы, допустимый титр вируса для проведения испытания);

-  процедуру создания рабочего банка вируса;
-  процедуру замораживания и условия хранения.
15.  Подраздел «Процедура проведения испытания».
Включает в себя подробное пошаговое описание методики 

с четким делением на этапы, начиная с пробоподготовки об-
разцов, участвующих в испытании, и заканчивая учетом ре-
зультатов испытания.

15.1.  Если испытание проводится с использованием куль-
туры клеток, то в начале подраздела целесообразно привести 
информацию о количестве независимых испытаний, достаточ-
ных для получения отчетного значения, и указать, что входит 
в понятие «независимое испытание», например, в следующей 
редакции: «Для получения отчетного значения требуется про-
ведение n независимых испытаний. Одно независимое испы-
тание — испытание, в котором одному планшету для анализа 
соответствует один планшет с разведениями; исходные раз-
ведения испытуемого, стандартного и контрольного образцов 
с концентрацией с нг/мл готовятся независимо для каждого 
планшета; в каждый планшет для анализа каждое из незави-
симых разведений образцов (испытуемого, стандартного и/или 
контрольного) вносится в y повторностях. В ходе каждого неза-
висимого испытания может быть проанализировано не более 
х серий испытуемых образцов».

В пункте «Приготовление разведений испытуемого/стан-
дартного/контрольного образцов» для каждого из образцов 
следует описать процедуру восстановления / разморажива-
ния  / доведения до комнатной температуры в зависимости 
от исходного агрегатного состояния. Также следует указать ус-
ловия и продолжительность хранения после восстановления/
размораживания, привести указание на возможность повтор-
ного замораживания (если применимо).

Для препаратов в форме мазей, гелей, свечей дополнитель-
но описывают процедуру экстракции действующего вещества.

Процедура приготовления разведений испытуемого/стан-
дартного/контрольного образцов описывается подробно и по-
следовательно с указанием наименования растворителя, крат-
ности серийных разведений, исходной концентрации образца 
и концентраций на всех этапах разведения, а также конечного 
объема каждого разведения. Наглядно последовательность 
разведений можно оформить в виде таблицы. Следует указать, 
какие из разведений будут участвовать в испытании и вносить-
ся в планшет для анализа. Если разведения готовятся в план-
шете для разведений, приводится схема планшета для разве-
дений с расшифровкой использованных сокращений.

В пункте «Подготовка клеток к использованию в испы-
тании» приводится порядок подготовки клеток к внесению 
в планшет для анализа (в том числе количество процедур от-
мывания клеток от ростового фактора или от среды для куль-
тивирования). Указываются концентрация клеток в суспензии 
для внесения в планшет, допустимый предел жизнеспособ-
ности клеток, используемых в испытании, объем клеточной 
суспензии, лунки, в которые вносится клеточная суспензия, 
а также продолжительность и условия инкубации планшета до 
момента внесения образцов.

Далее в пункте «Внесение образцов и реагентов в план-
шет для анализа» указываются наименования, концентрации 
и объемы образцов и реагентов, а также порядок их внесения 
в лунки планшета. Приводится схема расположения образцов 
на планшете с расшифровкой обозначений. Уточняются про-
должительность и условия инкубации планшета после внесе-
ния образцов и реагентов (если применимо).

Если испытание проводится с участием индикаторного 
вируса, дополнительно приводятся условия его подготовки 
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к проведению испытания, схема внесения в планшет в лунки 
с испытуемыми образцами, а также процедура контроля дозы 
индикаторного вируса с указанием критериев приемлемости.

15.2.  Если испытание проводится на животных, то в на-
чале подраздела приводится информация о количестве групп, 
участвующих в испытании, описываются порядок группировки 
животных по клеткам (по количеству/массе/полу), а также схе-
ма маркировки животных.

Далее в пункте «Приготовление разведений испытуемого/
стандартного/контрольного образцов» приводится та же ин-
формация, что и в случае проведения испытания на культуре 
клеток (см. п.  15.1).

В пункте «Введение образцов животным» указываются 
концентрации и объемы образцов, вводимых животным, место 
введения, порядок группировки животных после введения об-
разцов (если применимо), а также продолжительность и усло-
вия наблюдения.

В пункте «Забор образцов крови у животных» описывается 
процедура забора крови (место забора, объем образца) и по-
следующие манипуляции с полученными образцами (обработ-
ка антикоагулянтом, окрашивание).

Пункт «Учет результатов» является общим независимо от 
биологической модели, на которой проводится испытание.

Учет результатов в подавляющем большинстве случаев 
осуществляется с помощью специальных приборов. Если па-
раметры настроек прибора не являются стандартными, они 
должны быть описаны в тексте методики. Указываются длины 
волн, кратность увеличения (при визуальном учете с помощью 
микроскопа) и другие параметры считывания.

16.  Подраздел «Расчеты».
Содержит описание и формулы расчетов с подформульны-

ми расшифровками всех указанных в формуле величин. Раз-
мерность получаемой в результате расчетов величины должна 
совпадать с размерностью, указанной в спецификации и в под-
разделе «Норма».

Если для обработки результатов испытания предусмотрено 
использование статистической программы, указывается стати-
стическая модель и ее параметры, которые должны быть за-
даны для получения отчетного значения.

Следует также привести пример стандартной кривой 
«доза–ответ» (если применимо).

17.  Подраздел «Критерии пригодности системы».
Содержит перечень критериев, касающихся результатов, 

полученных для стандартного (контрольного) образца.
18.  Подраздел «Критерии приемлемости результатов ис-

пытания».
Содержит перечень критериев, касающихся результатов, 

полученных для испытуемого образца.
19.  Подраздел «Отчетное значение».
В подразделе указывают, что отчетное значение биоло-

гической (специфической) активности испытуемого образца 
рассчитывается по усредненным значениям n независимых ис-
пытаний, которые удовлетворяют всем нормам тестов пригод-
ности системы и приемлемости результатов.

Также приводится указание о возможности проведения 
повторного испытания при несоответствии полученных резуль-
татов требованиям проекта НД по какому-либо критерию при-
емлемости результатов.

Заключение

Для оценки специфической активности биотехнологиче-
ских лекарственных препаратов используются в основном 
оригинальные методики, каждая из которых имеет свои осо-

бенности. При этом все методики являются сложными, дли-
тельными, для их воспроизведения в каждом конкретном слу-
чае необходима соответствующая культура клеток, свой набор 
материалов, питательных сред и реагентов, для учета результа-
тов — высокочувствительное оборудование.

Изложение методик в нормативной документации долж-
но быть полным, подробным, последовательным, понятным 
и недвусмысленным. Правильное оформление нормативной 
документации обеспечивает выполнение лабораторной фар-
мацевтической экспертизы на должном уровне, что будет 
способствовать снижению количества запросов на предостав-
ление дополнительных документов и данных, проведению экс-
пертизы качества в установленные сроки и, что самое главное, 
поступлению в медицинскую практику эффективных и без-
опасных лекарственных средств.
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Методические подходы к валидации технологических процессов получения 
терапевтических рекомбинатных белков на основе концепции «Quality by Design»

Methodological Approaches to Validation of Therapeutic Recombinant Proteins 
Production Based on the Quality by Design Concept

Н. В. Стратонова1,*, А. С. Лисов1, А. Н. Морозов2, Д. В. Тюпа2, Р. А. Хамитов2

N. V. Stratonova1,*, A. S. Lisov1, A. N. Morozov 2, D. V. Tyupa2, R. A. Khamitov2

1 Акционерное общество «ГЕНЕРИУМ»,
ул. Тестовская, д. 10, офис 214, Москва, 123317, Российская Федерация
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office 214, 10 Testovskaya St., Moscow 123317, Russian Federation
2 Limited Liability Company «International Biotechnology Center «GENERIUM»,  
14 Vladimirskaya St., Volginsky town, Petushinsky District, Vladimir Region 601125, Russian Federation

Валидация технологических процессов на основе концепции «качество, встроенное при разработке» 
(Quality by Design, QbD) требует глубокого научного понимания процессов и повышения их устойчивости 
путем внедрения новых технологий. Цель данной работы заключалась в обосновании методологического 
подхода на основе концепции QbD к валидации промышленного производства активной фармацевтиче-
ской субстанции (АФС) дорназы альфа. Для этого было определено технологическое пространство про-
цесса в демасштабированной модели — реакторах объемом 2 л; доказана репрезентативность данной 
модели по независимым от масштаба реактора параметрам; установлено сходство гидродинамических 
условий, конструкционных особенностей и режимов работы реакторов лабораторных, опытно-промыш-
ленных и промышленного объемов; показана масштабируемость процесса посредством демонстрации 
многовариантной математической модели РСА (Principal Component Analysis), перекрывающей объемы 
2–1000 л, включающей входные, выходные параметры процесса и параметры качества продукта для ряда 
продуцентов рекомбинантных терапевтических белков, созданных на основе той же клеточной линии 
CHO и экспрессионной конструкции, что и продуцент дорназы альфа. Обоснована применимость инже-
нерного пространства, которое определяется сочетанием конструкционных особенностей биореакторов 
и технологических параметров процесса, к различным масштабам путем проведения трех процессов 
в опытно-промышленном масштабе 100 л и двух процессов в промышленном масштабе 1000 л и постро-
ении на основе полученных данных модели РСА.
Ключевые слова: валидация; дорназа альфа; технологическое пространство; Quality by Design; инже-
нерное пространство
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Validation of production processes based on the Quality by Design (QbD) principles calls for thorough scien-
tific understanding of the processes and enhancement of their stability by implementation of new technologies. 
The aim of the study consisted in substantiating a QbD-based technological approach to validation of commercial 
production of dornase alfa. For this purpose a design space was established in a scale-down model, i.e. 2 L reac-
tors; the model was shown to be representative in terms of all parameters except for the reactor size; the similar-
ity of hydrodynamic conditions, design characteristics and operation modes of laboratory, pilot and commercial 
scale reactors was established; the process scalability was demonstrated by using the PCA (Principal Component 
Analysis) multivariate mathematical model including the volume range of 2–1000 L, input and output process pa-
rameters and product quality attributes for a number of recombinant therapeutic products derived from the same 
CHO cell line and expression construction as dornase alfa producer. The article demonstrates the applicability 
of engineering space, which includes bioreactor design features and production process parameters, to different 
production scales by implementing 3 processes at the pilot scale (100 L) and 2 processes at the commercial scale 
(1000 L) and building a PCA model based on the obtained data.
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В настоящее время в разработке биологических лекар-
ственных средств (ЛС) все чаще используется подход «ка-
чество, встроенное при разработке» (Quality by Design, QbD), 
основанный на использовании научных знаний, результатов 
исследований и оценки рисков для выявления и понимания ха-
рактеристик сырья и параметров процесса, влияющих на кри-
тические показатели качества продукта. Данный подход изло-
жен в руководствах ЕврАЭС [1], ICH [2–5] и документе Product 
Development and Realisation Case Study A-Mab [6], составлен-
ном ведущими фармацевтическими компаниями.

Валидация технологического процесса в рамках подхода 
QbD, в отличие от традиционной валидации, основанной на про-
ведении трех последовательных процессов производственного 
масштаба, включает совокупность данных и информации, полу-
ченных на всех этапах жизненного цикла продукта — от раннего 
этапа разработки до промышленного производства. Непрерыв-
ная верификация процесса обеспечивает его глубокое научное 
понимание и уверенность, что процесс будет гарантировать по-
лучение продукта с надлежащими параметрами качества.

Вместе с тем в нашей стране данный подход еще мало ис-
пользуется для снижения производственных и регуляторных 
рисков.

Цель работы — обоснование методологического подхода 
к валидации процесса промышленного получения активной 
фармацевтической субстанции (АФС) дорназы альфа на осно-
ве концепции QbD к разработке лекарственных средств и не-
прерывной валидации в ходе жизненного цикла продукта.

Для достижения поставленной цели необходимо было ре-
шить следующие задачи:

1)  определить технологическое пространство (Design 
Space) процесса культивирования продуцента дорназы альфа 
на основании данных, полученных при разработке и характе-
ризации процесса в демасштабированной модели — реакторах 
объемом 2 л, включающее в себя независимые от масштаба 
параметры и показывающее корреляцию между параметрами 
процесса и качеством целевого продукта (модель 1);

2)  обосновать, что демасштабированная модель процес-
са культивирования продуцента дорназы альфа в объеме 2 л 
является репрезентативной и на основании полученных в ней 
данных возможно прогнозирование крупномасштабных произ-
водственных процессов, и, соответственно, технологическое 
пространство, разработанное для процесса культивирования 
продуцента дорназы альфа в биореакторах объемом 2 л, при-
менимо к процессам в других объемах:

-  показать сходство гидродинамических условий, конструк-
ционных особенностей и режимов работы реакторов лаборатор-
ных, опытно-промышленных и промышленного объемов;

-  показать масштабируемость процесса культивирования 
посредством демонстрации многовариантной математической 
модели РСА, перекрывающей объемы 2–1000 л, для ряда про-
дуцентов рекомбинантных терапевтических белков, созданных 
на основе той же клеточной линии и экспрессионной конструк-
ции, что и продуцент дорназы альфа;

3)  продемонстрировать применимость разработанного 
технологического пространства к различным масштабам и обо-
сновать инженерное пространство (Engineering Design Space) 
процесса культивирования дорназы альфа, которое определя-
ется сочетанием конструкционных особенностей биореакторов 
и технологических параметров процесса, путем проведения 
трех процессов в опытно-промышленном масштабе 100 л 
и  двух процессов в промышленном масштабе 1000  л и по-
строения на основе полученных данных модели РСА (Principal 
Component Analysis) (модель 2);

4)  создать многовариантную модель PLS процесса полу-
чения дорназы альфа для проведения непрерывной верифика-
ции процесса в ходе промышленного производства и доказа-
тельства того, что процесс является контролируемым.

Материалы и методы
Продуцент рекомбинантной дорназы альфа (дезокси-

рибонуклеазы I) получен при стабильной трансфекции су-
спензионной клеточной линии CHO-М экспрессионной ДНК-
конструкцией. В процессе культивирования целевой белок 
дорназа альфа экспрессировался в культуральную жидкость, 
а затем белок подвергали хроматографической очистке.

При разработке и характеризации процесса культивирова-
ния продуцента дорназы альфа использовали лабораторные 
реакторы объемом 2 л (Biostat B (Sartorius Stedim Biotech, Гер-
мания)). Для процессов опытно-промышленного масштаба ис-
пользовали пилотные реакторы объемом 100 л (HyClone SUB 
100, Thermo Fisher Scientific, США). Для коммерческого произ-
водства процесс масштабировали до промышленного объема 
1000 л (HyClone SUB 1000, Thermo Fisher Scientific, США).

Для получения посевного материала культуру продуцента, 
хранящуюся в парах жидкого азота, расконсервировали и куль-
тивировали в жидкой питательной среде в колбах Эрленмейера 
и далее в волновых реакторах с рабочим объемом 5–20 л, пере-
севая культуру каждые 72 ч.

Посевной материал переносили в продукционный реактор 
и проводили процесс культивирования для получения целевого 
белка. Продуцент дорназы альфа культивировали на питатель-
ной среде SFM4CHO (HyClone, GE Helthcare, США) с добавлени-
ем питательных добавок Balan CD CHO Feed 3 (Irvine Scientific) 
и Balan CD CHO Feed 2 (Irvine Scientific). Заданное значение рН 
в процессе культивирования поддерживали подачей раствора 
гидроксида натрия и углекислого газа.

В ходе процесса контролировали содержание растворенно-
го кислорода (датчик Hamilton, США), растворенного углекис-
лого газа (датчик Mettler Toledo 4100), показатели рН (датчик 
Mettler Toledo), температуры, концентрацию глюкозы (анали-
затор Biosen C-line), а также вели мониторинг концентрации 
лактата (анализатор Biosen C-line), концентрации клеток и жиз-
неспособности культуры (метод подсчета в камере Горяева при 
окрашивании трипановым синим).

По окончании процесса культивирования определяли ак-
тивность целевого белка в культуральной жидкости методом 
колориметрии. Полученную культуральную жидкость освет-
ляли методом глубинной фильтрации и подвергали пятиста-
дийной хроматографической очистке, после чего получали 
АФС дорназа альфа, которую анализировали, определяя со-
держание дезамидированной формы целевого белка мето-
дом ВЭЖХ; мономера, фрагментов и агрегатов методом гель-
фильтрационной ВЭЖХ; специфическую активность целевого 
белка методом колориметрии; содержание остаточных белков 
продуцента методом ИФА; содержание остаточной ДНК проду-
цента методом ПЦР.

Для построения математических моделей PСA и PLS (Partial 
Least Squares model) использовали программное обеспечение 
SIMCA (UMETRICS, Швеция).

Объемный коэффициент массопередачи кислорода kLa 
определяли динамическим методом, предварительно удаляя 
из тестовой среды растворенный кислород путем барботиро-
вания через нее азота, а затем измеряя скорость насыщения 
среды кислородом при подаче кислорода или воздуха в био-
реактор через микробарботер. Скорость удаления CO2 также 
определяли динамическим методом, предварительно насыщая 
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перед началом каждого эксперимента тестовую среду смесью 
воздуха/азота с 30 % CO2 до равновесного состояния, а затем 
удаляя растворенный СО2 путем барботирования воздухом/
кислородом через микро- или макробарботер или подачей воз-
духа через головное пространство реактора над поверхностью 
жидкости. Матрица экспериментов была составлена в про-
грамме MODDE (UMETRICS, Швеция).

Результаты и обсуждение

Технологическое пространство процесса производства дор-
назы альфа

Данные, полученные при разработке и характеризации 
процесса культивирования продуцента дорназа альфа в демас-
штабированной модели в лабораторных реакторах объемом 
2 л, использовали для анализа корреляции между рабочими 
параметрами процесса, независимыми от объема культиви-
рования (температура, рН, концентрации растворенных кис-
лорода, углекислого газа, глюкозы), выходными параметра-
ми процесса (максимальная концентрация клеток, конечная 
жизнеспособность культуры, конечное содержание биомассы, 
максимальная концентрация лактата, активность целевого бел-
ка в культуральной жидкости, продолжительность процесса) 
и качеством продукта (содержание дезамидированной формы 
целевого белка, агрегатов, специфическая активность, содер-
жание остаточных белков и ДНК продуцента).

Корреляция между параметрами процесса и качеством 
продукта проанализирована, в том числе путем построения 
математической модели с использованием метода частных 
наименьших квадратов (PLS). В модель PLS (модель 1) были 
включены 17 переменных, указанных выше, которые были вы-
браны, исходя из их значимости для продуктивности процесса 
и качества продукта.

Анализ модели PLS показывает, что пять основных компо-
нентов объясняют 94,8 % вариабельности данных; таким обра-
зом, фиксируются все существенные тенденции и корреляции 
в наборе данных (Р2X = 0,948). Перекрестная проверка модели 
показала, что она прогнозирует 92,6 % вариаций будущих на-
блюдений (Q2(cum) = 0,926).

На рисунке 1 в качестве примера представлена диаграмма, 
полученная с помощью модели PLS, показывающая корреля-
цию между максимальной концентрацией жизнеспособных 
клеток, максимальной концентрацией лактата и конечной ак-
тивностью целевого белка в культуральной жидкости.

Определение технологического пространства процесса 
получения дорназы альфа позволило установить границы ра-
бочих параметров процесса, в рамках которых гарантируется 
получение продукта надлежащего качества.

Применимость технологического пространства, разработан-
ного в демасштабированной модели, к различным масштабам

Одним из главных условий для успешного масштабирова-
ния процесса культивирования является обеспечение равенства 
условий в различных объемах: в пилотном и промышленном 
объеме клетки должны находиться в той же микросреде и ис-
пытывать те же воздействия, что и в лабораторном масштабе 
при разработке процесса. От объема культивирования зависит 
гидродинамическая составляющая процесса и, соответствен-
но, время смешения, гидродинамическое напряжение, оказы-
ваемое на клетки, массоперенос газов и субстрата. Кроме того, 
вследствие изменения гидродинамической составляющей про-
цесса возможно появление градиентов рН, температуры, кон-
центрации субстрата, концентраций растворенных кислорода 
и углекислого газа в культуральной среде.

Анализ взаимосвязи между конструкционными характери-
стиками биореактора, рабочими параметрами процесса куль-

Рис. 1. Корреляция между максимальной концентрацией жизнеспособных клеток, максимальной концентрацией лактата 
и конечной активностью дорназы альфа в культуральной жидкости при анализе модели РСА (модель 1) по первому 
основному компоненту модели t[1].
Fig. 1. Correlation between the maximum concentration of viable cells, maximum lactate concentration and the dornase alfa final 
activity in the culture fluid, observed when analysing the PCA model (model 1) for the first major component of the t[1] model.
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тивирования, возможностями контроля процесса в различных 
биореакторах, качеством продукта и производительностью 
процесса обеспечивает основу для научного понимания влия-
ния масштаба на процесс культивирования и продукт и опре-
деляет инженерное пространство процесса культивирования 
продуцента дорназы альфа.

Для масштабирования процессов культивирования от объ-
ема 2 л до 100 и 1000 л использованы параметры, характери-
зующие гидродинамические условия и массоперенос, приве-
денные в таблице 1.

Анализ конструкции биореакторов лабораторного, пилотно-
го и производственного масштаба

Биореакторы, использованные в лабораторном, пилотном 
и промышленном процессах культивирования продуцента дор-
назы альфа, показаны на рисунке 2. Основные конструкцион-
ные и инженерные характеристики биореакторов приведены 
в таблице 2.

Как видно из приведенных данных, биореакторы обладают 
высокой степенью геометрического подобия; имеют анало-
гичную конструкцию мешалки; конструкцию и расположение 
портов для внесения добавок, датчиков и барботеров; анало-
гичные возможности управления процессом.

Поскольку способ подачи газов является наиважнейшим 
аспектом процесса культивирования, в том числе вследствие 
стрессового воздействия на клетки микропузырьков, образую-
щихся при подаче газов через микробарботер, в лабораторном, 
пилотном и промышленном биореакторах были использованы 
микробарботер и макробарботер для создания аналогичных 
условий во всех объемах.

Обоснование масштабируемости процесса культивирования 
продуцента дорназы альфа в объеме 2–1000 л посредством 
демонстрации многовариантной математической модели РСА 
для продуцента, созданного на основе аналогичной клеточной 
линии, экспрессионной конструкции и сходного процесса куль-
тивирования, что и продуцент дорназы альфа

Чтобы продемонстрировать применимость демасштаби-
рованной модели процесса культивирования в объеме 2 л для 
прогнозирования процесса в биореакторе объемом 1000 л, по-
строена математическая модель PCA с использованием метода 
главных компонентов PCA. Она включает входные, выходные 
параметры процесса и параметры качества продукта для про-

дуцента рекомбинантного терапевтического белка, созданного 
на основе аналогичной клеточной линии, экспрессионной кон-
струкции и сходного процесса культивирования, что и проду-
цент дорназы альфа.

Модель приведена на рисунке 3. Модель построена на 
основе данных для 15 процессов культивирования продуцен-
та рекомбинантного терапевтического белка в объеме 1000 л. 
В  модель РСА включены 12 переменных: максимальная кон-
центрация клеток, конечная жизнеспособность культуры, 
конечная концентрация клеток, рН, концентрации глюкозы 
и лактата, максимальная концентрация лактата, концентрация 
целевого белка, конечное содержание биомассы и параметры 
качества продукта (гликозилирование (содержание маннозо-
содержащих и галактозосодержащих гликанов) и содержание 
заряженных форм).

Анализ модели PCA показывает, что первые пять основ-
ных компонентов объясняют 98,2  % изменчивости данных 
(Р2X = 0,982); модель прогнозирует 95,9 % вариаций будущих 
наблюдений (Q2(cum) = 0,959). На основе данных для произ-

Рис. 2. Биореакторы, применяемые для культивирования продуцента дорназы альфа: А — Biostat B (Sartorius) объемом 2 л; 
Б — Hyclone SUB100 объемом 100 л; В — Hyclone SUB1000 объемом 1000 л.
Fig. 2. Bioreactors used for cultivation of dornase alfa producer: А  — 2 L Biostat B (Sartorius); Б  — 100 L Hyclone SUB100;  
В — 1000 L Hyclone SUB1000.

Таблица 1. Параметры, характеризующие гидродинамиче-
ские условия и массоперенос, используемые при масштабиро-
вании процесса культивирования продуцента дорназа альфа
Table 1. Parameters characterising hydrodynamic conditions 
and mass transfer, used for scaling up the process of cultivation 
of dornase alfa producer

Параметр масштабирования Уравнение

Геометрическое подобие  
и конструкция реакторов -

Входящая удельная  
мощность мешалки, P/V =

5 3
 

=  

Θ = (
3,24

)( )2,2 

∝ ( ) ( )  

∝ ( ) ( )  

Окружная скорость  
мешалки (Vtip)

=
5 3

 

=  

Θ = (
3,24

)( )2,2 

∝ ( ) ( )  

∝ ( ) ( )  

Время смешения (Θm)

=
5 3

 

=  

Θ = (
3,24

)( )2,2 

∝ ( ) ( )  

∝ ( ) ( )  

Объемный коэффициент массопе-
редачи кислорода kLa O2

=
5 3

 

=  

Θ = (
3,24

)( )2,2 

∝ ( ) ( )  

∝ ( ) ( )  
Объемный коэффициент массопе-
редачи углекислого газа kLa CO2

=
5 3

 

=  

Θ = (
3,24

)( )2,2 

∝ ( ) ( )  

∝ ( ) ( )  
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Таблица 2. Основные конструкционные и инженерные характеристики биореакторов
Table 2. Main design features and engineering characteristics of bioreactors

Параметр, размерность
Биореактор

Biostat B* SUB100** SUB1000***

Конструкционные характеристики биореакторов

Общий объем, л 3 120 1320

Максимальный рабочий объем, л 2 100 1000

Минимальный рабочий объем, л 1,5 50 500

Диаметр емкости биореактора (D), мм 130 438 959

Высота емкости биореактора (H), мм 240 953 2007

Соотношение H/D, мм 1,8 2,2 1,9

Высота жидкости (hL), мм 180 660 1422

Соотношение hL/D 1,4 1,5 1,5

Число уровней мешалок 1 1 1

Диаметр мешалки (dI), мм 54 146 321

Соотношение dI/D 0,41 0,33 0,33

Отбойники Отсутствуют

Скорость перемешивания, об/мин 100–400 50–145 65–85

Удельный расход газа, vvm

Макробарботер (воздух)

0,02–0,03 0,005–0,02 0,003–0,015

Микробарботер (воздух)

до 0,05 0,008–0,009 0,008–0,009

Микробарботер (кислород)

до 0,003 0,0005–0,005 0,0005–0,004

Конструкция барботеров  
и их расположение

Микробарботер с диаметром 
пор 20 мкм и кольцевой макро-
барботер с диаметром пор 1 мм

Микробарботер с диаметром пор 20 мкм  
и макробарботер (трубка) диаметром 2 см

Подача газов Доставка кислорода путем аэрации воздухом и кислородом через микро-
барботер. Удаление СО2 подачей воздуха через макробарботер

Расположение портов  
для внесения добавок В крышке биореактора В нижней части реактора в зоне работы 

мешалки и в крыше реактора

Способ внесения подпитки Калибруемый внешний насос

Расположение датчиков В нижней части реактора в зоне работы мешалки

Контроль содержания растворенного 
кислорода DO, рН, температуры Да

Инженерные характеристики биореакторов

Входная мощность мешалки P/V, Вт/м3 40 20 20

Объемный коэффициент массопередачи 
кислорода (аэрация воздухом) kLa O2, ч

-1 12–20 11–12 10–11

Объемный коэффициент массопередачи 
кислорода (аэрация кислородом) kLa O2, ч

-1 До 50 До 50 –

Объемный коэффициент массопередачи 
углекислого газа kLa CO2, ч

-1 – 0,85–1,50 0,70–1,35

Окружная скорость мешалки, м-1 0,4–1,10 0,34–1,11 0,75–1,42

Время смешения, с 5–10 15–50 26–50

* Лабораторный биореактор Biostat B (Sartorius) объемом 2 л.
** Пилотный биореактор Hyclone SUB100 объемом 100 л.
*** Промышленный биореактор Hyclone SUB1000 объемом 1000 л.
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водственного объема 1000 л построен 95 % доверительный 
эллипсоид для пяти основных компонентов, а затем данные 
для 12 процессов культивирования продуцента рекомбинант-
ного терапевтического белка в объеме 2 л использовали для 
прогнозирования пространственных координат этих процес-
сов в многомерном пространстве, образованном процессами 
в производственном объеме 1000 л. Как показано на рисун-
ке 3, процессы в объеме 2 л находятся в пределах многомер-
ного 95  % доверительного эллипсоида процессов в объеме 
1000 л, что указывает на то, что обе совокупности данных 
имеют сопоставимые тенденции и обладают аналогичными 
структурами корреляции.

Результат анализа математической модели РСА показыва-
ет достоверность применимости реактора объемом 2 л в каче-
стве демасштабированной модели производственных биореак-
торов объемом 1000 л.

Демонстрация применимости разработанного технологи-
ческого пространства к различным масштабам и обоснование 
инженерного пространства (Engineering Design Space) процесса 
культивирования продуцента дорназа альфа

Для оценки сопоставимости входных и выходных пара-
метров процесса и качества продукта на основании данных 
по 17 переменным, полученным в процессах в объеме 2, 100 
и 1000 л, построена математическая модель РСА (модель 2), 
которая является обоснованием инженерного пространства 
(Engineering Design Space) процесса культивирования проду-
цента дорназы альфа.

На данный момент модель PCA разработана с использова-
нием данных о процессе и качестве продукта, полученных в ходе 
характеризации процесса (объем реактора 2 л, 20 процессов), а 

также трех процессов в 100 л, двух процессов в 1000 л, приве-
денных в таблице 3. После получения достаточного количества 
данных для производственного объема 1000 л модель PCA будет 
переработана для использования в непрерывном мониторинге 
процесса в промышленном производстве.

Результаты модели PCA показывают, что 6 основных ком-
понентов объясняют 95,1  % изменчивости набора данных 
(Р2X  = 0,951). Перекрестная проверка модели показала, что 
она предсказывает 93,9  % вариаций будущих наблюдений 
(Q2(cum) = 0,939). Как показано на рисунке 4, процессы в объ-
еме 100 и 1000 л находятся в пределах многомерного 95 % до-
верительного эллипсоида, построенного основе данных о про-
цессе и качестве продукта, полученных в объеме реактора 2 л.

Непрерывная верификация процесса на основе модели PLS 
в промышленном производстве

Данный подход к валидации технологического процес-
са отличается от традиционного подхода с проведением трех 
последовательных валидационных процессов промышленно-
го объема. Фактически, данные по двум процессам в объеме 
1000 л использовались для демонстрации валидности разра-
ботанного технологического пространства для процесса про-
мышленного масштаба. В результате показано, что качество 
продукта и входные и выходные параметры процесса находят-
ся в пределах установленных критериев приемлемости.

Поскольку два процесса в промышленном объеме не могут 
полностью охватить возможную изменчивость процесса, для 
того, чтобы гарантировать, что процесс промышленного про-
изводства находится в состоянии контроля на протяжении все-
го жизненного цикла, для непрерывной верификации процесса 
создана многомерная статистическая модель PLS.

Рис. 3. Многомерный 95  % доверительный эллипсоид, построенный для процессов культивирования в объеме 1000 л, 
и прогнозируемые значения для процессов культивирования в объеме 2 л, определенные в модели РСА для продуцента 
рекомбинантного терапевтического белка, созданного на основе аналогичной клеточной линии, экспрессионной 
конструкции и сходного процесса культивирования, что и продуцент дорназы альфа.
Fig. 3. Multidimensional 95 % confidence ellipsoid built for cultivation processes in 1000 L reactors, and predicted values for cultivation 
in 2 L reactors that were established in the PCA model for the producer of the recombinant therapeutic protein derived from a similar 
cell line, expression construct and cultivation process as those used for the dornase alfa producer.
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Таблица 3. Входные и выходные параметры процесса культивирования и параметры качества АФС дорназа альфа, полу-
ченные в лабораторном, опытно-промышленном и производственном масштабах
Table 3. Input and output data of the cultivation process, and quality attributes of the dornase alfa API obtained at laboratory, pilot 
and commercial production scales

Параметр процесса, размерность
Наименование биореактора

Biostat B 
(Sartorius)

Hyclone
SUB100

Hyclone  
SUB1000

Входные параметры процесса

Объем, л 2 100 1000

рН 6,90 ± 0,1 6,90 ± 0,05 6,90 ± 0,05

Температура 37 оС в первые 5 суток процесса, далее — 32 оС

Концентрация глюкозы 3,5–0,5 г/л с 7 до 15 суток процесса

Содержание СО2 3–8 % в первые 5 суток процесса, далее — не более 35 %

Содержание О2, % 25–35 25–35 25–35

Выходные параметры процесса

Максимальная концентрация клеток, млн кл./мл 15,8–20,4 13,7–17,7 15,5

Конечная жизнеспособность культуры, % 84–93 85–94 94

Конечное содержание биомассы, мл/л 28–37 34–35 34–35

Максимальная концентрация лактата, г/л 2,1–2,98 2,7–3,5 2,7–3,5

Активность целевого белка в культуральной жидкости, ЕД/мл 900–1200 943–1088 900–1000

Продолжительность процесса, сут 12–14 14 14

Параметры качества АФС дорназа альфа

Содержание дезамидированной формы целевого белка, % 43–60 43,8–62,3 44–44,5

Содержание агрегатов, % 0,02–0,8 0,02–0,4 0,4–0,5

Специфическая активность, ЕД/мл 1100–1250 1003–1137 1116–1220

Содержание остаточных белков продуцента, нг/мг rDnz-α 0,3–10 0,3 0,3

Содержание остаточной ДНК продуцента, пг/мг rDnz-α 2–10 2 2

Рис. 4. 95  % доверительный эллипсоид модели PCA, построенный с использованием данных процессов в объеме 2 л 
(20 процессов), 100 л (3 процесса), 1000 л (2 процесса).
Fig. 4. PCA model 95 % confidence ellipsoid which was built using the data of production processes implemented using 2 L reactors 
(20 processes), 100 L reactors (3 processes), 1000 L reactors (2 processes).
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Для непрерывного мониторинга производственного про-
цесса использовались off-line (ежедневный контроль концен-
трации клеток, жизнеспособности, концентрации глюкозы, 
лактата и т.д.), а также on-line и in-line данные (pH, темпера-
тура, концентрации растворенных кислорода и углекислого 
газа, расход газов, давление, вес реактора и т.д.). Модель PLS 
состоит из трех компонентов, которые совокупно объясня-
ют 96,2  и 87,3  % вариации по данным X и Y соответственно 
(R2(X) = 0,962, R2(Y) = 0,873). Кроме того, модель имеет высо-
кую прогностическую мощность (Q2(cum) = 0,854). Контроль-
ная диаграмма траектории первого основного компонента 
статистической модели PLS t[1], его допустимого диапазона 
и траектории двадцати процессов в объеме 2 л, трех процессов 
в 100 л, двух процессов в 1000 л приведена на рисунке 5.

Метод многомерного моделирования для периодических 
процессов отображает динамическую природу процесса, ха-
рактеризует технологическое пространство, в котором про-
текает процесс, и определяет границы процесса. Мониторинг 
в режиме реального времени обеспечивает постоянный кон-
троль производства и раннее обнаружение трендов процесса.

Выводы

Для обоснования подхода к валидации процесса промыш-
ленного получения дорназы альфа, основанного на концепции 
QbD, решены следующие задачи:

1)  определено технологическое пространство (Design 
Space) процесса культивирования продуцента дорназы аль-
фа, включающее в себя независимые от масштаба параметры 
и  показывающее корреляцию между параметрами процесса 
и качеством целевого продукта (модель 1);

2)  обоснована демасштабированная модель процесса 
культивирования продуцента дорназы альфа в объеме 2 л;

3)  показана применимость разработанного технологи-
ческого пространства к различным масштабам; показана  

сопоставимость АФС дорназа альфа, полученной в объеме 2, 
100 и 1000 л (табл. 3), и таким образом подтверждено инже-
нерное пространство процесса культивирования продуцента 
дорназы альфа (модель 2);

4)  для проведения непрерывной верификации процесса 
в  ходе промышленного производства и доказательства того, 
что процесс является контролируемым, создана многовари-
антная модель PLS процесса получения АФС дорназы альфа. 
Таким образом, два процесса в объеме 1000 л являются стар-
товой точкой непрерывной верификации процесса и подхода 
к валидации как к части жизненного цикла продукта, и требо-
вания GMP к квалификации процесса соблюдены.

Подход к валидации технологического процесса на основе 
концепции QbD включает совокупность данных и информации, 
полученных на всех этапах жизненного цикла продукта, что 
обеспечивает глубокое понимание процесса и позволяет внед-
рить в рутинное производство непрерывную верификацию 
процесса и, соответственно, гарантировать получение продук-
та с надлежащими параметрами качества.
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Рис. 5. Контрольная диаграмма траектории первого основного компонента статистической модели PLS t [1] (–  –  –),  
его допустимого диапазона (среднее значение ± 3 ст. откл. (– – –)) и траектории двадцати процессов в объеме 2 л, трех 
процессов в 100 л, двух процессов в 1000 л.
Fig. 5. Control chart of the trajectory of the first major component of the PLS t[1] statistical model (– – –), its acceptable range (mean 
value ± 3 st. dev. (– – –)) and the trajectory of twenty production processes implemented using 2 L reactors, three processes using 
100 L reactors, and two processes using 1000 L reactors.
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Подходы к фармацевтическому анализу современных пептидных  
и олигонуклеотидных препаратов на примере инновационного препарата 
на основе малой интерферирующей РНК для лечения бронхиальной астмы

Approaches to Pharmaceutical Analysis of Modern Peptide and Oligonucleotide 
Products as Illustrated by a Small Interfering RNA-Based Novel Therapeutic  
for the Treatment of Bronchial Asthma
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Используемые методы для контроля качества лекарственных средств пептидной природы зависят от 
уровня развития аналитической и биоорганической химии и развития приборной базы. Анализ подлин-
ности пептида представляет собой непростую задачу и во многом зависит от сложности его структу-
ры. Не существует однозначного и достаточно простого теста, за исключением ЯМР, который, однако,  
является дорогостоящим и длительным методом со сложной интерпретацией данных. Причем этот метод 
не позволяет однозначно установить чистоту и формулу пептида (аминокислотный состав, последова-
тельность, хиральность аминокислотных остатков). По этой причине нередко используется комбинация 
методов, включая аминокислотный анализ, ТСХ/ВЭЖХ и масс-спектрометрию и, более редко, секвени-
рование. В мировой практике для исследования пептидов наиболее распространен метод ВЭЖХ в соче-
тании с масс-спектрометрическим, преимущественно тандемным (ВЭЖХ-МС/МС) детектированием. Для 
установления аминокислотной последовательности линейных пептидов описано применение различных 
ферментов с последующей идентификацией продуктов протеолиза масс-спектрометрически. В данной 
статье представлены подходы к разработке методик определения подлинности и чистоты инновацион-
ного лекарственного препарата пептидной природы на основе малой интерферирующей РНК с целью 
стандартизации и контроля качества на производстве.
Ключевые слова: малая интерферирующая РНК (миРНК); бронхиальная астма; пептид; стандартизация; 
ТСХ; ВЭЖХ-МС/МС; MALDI-TOF
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Methods used to control the quality of peptide products depend on the level of development of analytical and 
bioorganic chemistry, and the level of instrumentation. Peptide identification is a difficult task and largely depends 
on the complexity of its structure. There does not exist a comprehensive and simple test, except for NMR, which, 
however, is rather expensive and time-consuming and involves complex data interpretations. Moreover, it does 
not allow for unambiguous determination of the peptide purity and formula (amino acid composition, sequence, 
chirality of amino acid residues). For this reason, a combination of methods is often used, including amino acid 
analysis, TLC/HPLC and mass spectrometry, and, less frequently, sequencing. Current international practice of 
peptide analysis is to use HPLC in combination with mass spectrometric, mainly tandem (HPLC-MS/MS), detec-
tion. According to literature sources the amino acid sequence of linear peptides can be analysed using various 
enzymes and subsequent identification of proteolysis products by mass spectrometry. This article presents ap-
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Одним из наиболее перспективных подходов для лечения 
аллергических заболеваний, в том числе бронхиальной астмы, 
считается РНК-интерференция. Под интерференцией РНК по-
нимают естественный механизм регуляции экспрессии генов 
в клетке с участием фермента Dicer и молекул малых интерфе-
рирующих РНК (миРНК) [1]. Как было изначально установлено, 
этот механизм выполняет важную функцию в клетках растений 
и животных, а именно — защищает их от генетически чуже-
родных агентов, таких как вирусы и транспозоны [2]. Методы, 
основанные на использовании механизмов интерференции 
РНК, входят сегодня в число основных методов молекуляр-
ной биологии, используемых для регуляции активности генов. 
Суть феномена интерференции РНК заключается в подавлении 
экспрессии гена на стадии транскрипции или трансляции при 
активном участии молекул миРНК. Механизм интерференции 
РНК заключается в том, что при введении в клетку короткой 
двухцепочечной РНК (дцРНК) происходит специфическое раз-
рушение гомологичной мРНК.

К настоящему времени показана принципиальная возмож-
ность использования технологии РНК-интерференции для по-
давления генов, участвующих в патогенезе аллергопатологий, 
как в экспериментах in vitro [3], так и in vivo [4].

Главными преимуществами использования препаратов на 
основе миРНК являются высокая специфичность подавления 
экспрессии генов, вовлеченных в патогенез, а также высокая 
эффективность их подавления (до 90  %), так как вводимые 
миРНК способны действовать в крайне низких концентрациях. 
Кроме того, привлекательной является сравнительная деше-
визна методики. Синтез олигонуклеотидов в настоящее время 
вполне доступен и прост в масштабировании. Этот факт дает 
препаратам, созданным на базе миРНК, важное конкурентное 
преимущество, например, по сравнению с моноклональными 
антителами.

Открытие РНК-интерференции [5] как способа регуляции 
генной экспрессии дало мощный толчок для исследователей, 
а также фармацевтическим компаниям к разработке генотера-
певтических препаратов на основе молекул миРНК. Подобные 
препараты проявляют свою биологическую активность после 
их проникновения в цитоплазму или ядро клетки. Однако само-
произвольно нуклеиновые кислоты не способны преодолевать 
цитоплазматические и ядерные барьеры. Поэтому главным 
препятствием для внедрения подобных препаратов в медицин-
скую практику является отсутствие эффективных и нетоксич-
ных средств доставки генетических конструкций в клетки-ми-
шени. Исследованиям по созданию систем доставки уделяется 
большое внимание [6].

В результате проведенных исследований был выбран ком-
плекс вспомогательного вещества-носителя  — катионного 
дендримерного пептида b-LTP в основной форме и фармацев-
тической субстанции  — молекул миРНК (siIL4-153 и siIL13-
395). Пептид b-LTP имеет характерную разветвленную, дендри-
мерную структуру, поэтому он содержит не только природные, 

α-амидные, но и Ɛ-амидные связи (преимущественно). Такие 
связи не подвергаются протеолизу стандартными фермента-
ми, применяемыми для ограниченной деградации пептида для 
установления его структуры. В этой связи для анализа b-LTP 
из доступных методов пригодны хроматографический и масс-
спектрометрический [7].

Для определения качества молекул миРНК наиболее тех-
нологичным методом, подтверждающим не только структу-
ру нуклеотидной последовательности, но также и отсутствие 
негидролизованных защитных групп, является метод масс-
спектрометрии.

Традиционными методами контроля качества олигонукле-
отидов можно назвать методы гель-электрофореза и ВЭЖХ, 
однако по точности данные методы уступают методу масс-
спектрометрии MALDI-TOF. Точность определения массы 
синтезированного олигонуклеотида методом MALDI-TOF  — 
не ниже 0,1 %. Данный метод позволяет определять практи-
чески все ошибки синтеза олигонуклеотида, который включает 
непосредственно синтез и снятие защитных групп.

Цель работы — разработка и валидация методик фарма-
цевтического анализа препарата пептидной природы на основе 
миРНК для лечения бронхиальной астмы.

Материалы и методы
Лекарственное средство (ЛС) представляет собой ком-

плекс вспомогательного вещества (ВВ) — катионного дендри-
мерного пептида b-LTP в основной форме и фармацевтической 
субстанции (ФС)  — молекул миРНК (siIL4-153 и siIL13-395) 
в  массовом соотношении 12,5/1. ФС содержит молекулы 
миРНК состава 5-AAAGAUGUCUGUUACGGUCtt-3 (для siIL4-153) 
и 5-UGCUCUUACAUUUAAAGAAtt-3 (для siIL13-395); вспомога-
тельное вещество содержит катионный дендримерный пептид 
b-LTP в основной форме, отвечающий химическому строению 
(Arg)8 (Lys)4 (Lys)2 Lys-Ala-Cys-NH2.

Вспомогательное вещество. Для подтверждения структуры 
полученного пептида использовали метод масс-спектрометрии 
(масс-спектрометр Microflex LT (Bruker, Daltonics)), основанный 
на матрично-ассоциированной лазерной десорбции/ионизации 
анализируемого вещества с времяпролетным детектором. 
В данном методе ионизация аналита происходит через матри-
цу, которая поглощает энергию лазера и передает ее анализи-
руемому веществу. В качестве матрицы применяли α-циано-
4-гидроксициннамовую кислоту (HCCA), которая наиболее 
приемлема для МС-анализа пептидов и белков. Приготовление 
матрицы и образца: готовят раствор 1,4 мг/мл HCCA в системе 
ацетонитрил — вода — трифторуксусная (85:15:0,1), пептид 
растворяют в деионизованной воде. На планшет для MALDI на-
носят 0,5 мкл образца и 0,5 мкл раствора матрицы.

В качестве метода оценки чистоты использовали обращен-
но-фазовую хроматографию с УФ-детектированием с исполь-
зованием прибора (жидкостной хроматограф Agilent 1200), 
оснащенного фотодиодноматричным детектором (Agilent Tech-

proaches to the development of test methods for analysis of purity and identification testing of a small interfering 
RNA-based novel medicinal product, which will help standardise and control the quality of the production process.
Key words: small interfering RNA (siRNA); bronchial asthma; peptide; standardisation; TLC; HPLC-MS/MS; 
MALDI-TOF
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nologies, США). Неподвижная фаза  — С18 как наиболее под-
ходящая для анализа катионного пептида b-LTP, исходя из его 
физико-химических свойств. Состав подвижной фазы — фос-
фатный буфер (pH  7,4) — ацетонитрил в соотношении 25:75. 
Скорость потока 1 мл/мин. Объем вводимой пробы 10 мкл. Ко-
лонка С18 150 × 4,6 мм; 5 мкм. Детектирование проводят при 
длине волны 220 нм. Время хроматографирования — 4 мин.

Фармацевтическая субстанция. Для подтверждения 
структуры полученной фармацевтической субстанции — мо-
лекул миРНК применили метод матрично-активированной 
лазерной десорбции/ионизации (MALDI) с использованием 
масс-спектрометра Bruker Microflex LT (матрица 3-HPA). При-
готовление матрицы и образца: готовят раствор 3-гидрокси-
пиколиновой кислоты 30 мг/мл с цитратом аммония 0,5 мг/мл.  
На планшет для MALDI наносят 0,5 мкл образца и 0,5 мкл рас-
твора матрицы.

В качестве метода оценки чистоты ФС использовали обра-
щенно-фазовую хроматографию с УФ-детектированием с  ис-
пользованием прибора  — жидкостной хроматограф Agilent 
1200, оснащенный фотодиодноматричным детектором (Agilent 
Technologies, США). Неподвижная фаза — С18 как наиболее под-
ходящая для анализа катионного пептида b-LTP, исходя из его 
физико-химических свойств. Состав подвижной фазы  — фос-
фатный буфер (pH 7,4) — ацетонитрил в соотношении 25:75. Ско-
рость потока 1 мл/мин. Объем вводимой пробы 10 мкл. Колонка: 
С18 150 × 4,6 мм 5 мкм. Детектирование проводили при длине 
волны 220 нм. Время хроматографирования — 4 мин.

Лекарственное средство. Для одновременной оценки под-
линности таких химически разнородных соединений опти-
мально подходит методика, основанная на ВЭЖХ-УФ. В данном 
случае подлинность оценивают по времени удерживания ос-
новных пиков, соответствующих ВВ и ФС. Для одновременной 
оценки чистоты ВВ и ФС оптимально подходит методика на ос-
нове ВЭЖХ-УФ, где чистота оценивается по площади основных 
пиков, соответствующих ВВ и ФС.

В качестве метода оценки чистоты и подлинности ис-
пользовали обращенно-фазовую хроматографию с УФ-
детектированием с использованием прибора  — жидкостной 
хроматограф Agilent 1200, оснащенный фотодиодноматрич-
ным детектором, (Agilent Technologies, США). Неподвижная 
фаза — С18 как наиболее подходящая для анализа катионного 
пептида b-LTP, исходя из его физико-химических свойств. Со-
став подвижной фазы — фосфатный буфер (pH 7,4) — ацето-

нитрил в соотношении 25:75. Скорость потока 1 мл/мин. Объем 
вводимой пробы 10 мкл. Колонка: С18  150 × 4,6 мм, 5 мкм. 
Детектирование проводят при длине волны 220 нм. Время хро-
матографирования — 4 мин.

Результаты и обсуждение
Катионный пептид b-LTP
Данные масс-спектрометрии подтверждают структуру LTP 

как в солевой форме, так и в основной форме, b-LTP. Спектр 
MALDI (позитивная мода) для обоих вариантов свидетельствует 
о наличии мажорного пика при m/z 2338 (±1 за счет протониро-
вания), соответствующего молекулярной массе чистого пепти-
да. Масс-спектр приведен на рисунке 1. В процессе разработки 
методики был проверен еще один тип ионизации — иониза-
ция электроспреем при атмосферном давлении (Еlectrospray 
Ionization, ESI). Данный метод рассматривался одновремен-
но как альтернативный MALDI-TOF и в то же время выступал 
контрольным, подтверждая результат. Контрольный спектр 
в режиме «электроспрей» (ESI) также подтверждает структуру 
LTP (рис. 2). В спектре присутствуют следующие пики ионов: 
m/z  390,6  — шестизарядный ион пептида, m/z  468,5  — пя-
тизарядный ион пептида, m/z 585,3  — четырехзарядный ион 
пептида, m/z 780,3 — трехзарядный ион пептида. Из этого сле-
дует, что молекулярная масса пептида составляет 2338 Да, что 
соответствует расчетным данным. Однако в качестве аналити-
ческого метода был выбран метод ионизации MALDI-TOF как 
наиболее информативный.

В результате анализа чистоты методом ВЭЖХ-УФ на пред-
ставленной хроматограмме четко виден пик, соответствующий 
катионному пептиду b-LTP. Значение процентного содержания 
пептида в навеске испытуемого пептида находилось в преде-
лах от 95 до 105  %. Прочие пики или пики несимметричной 
формы отсутствовали. Типичная хроматограмма приведена 
на рисунке 3.

Была проведена валидация разработанной методики. Ва-
лидация выполнена в соответствии с нормами GCP/GLP, руко-
водством FDA для предприятий «Bioanalitical method validation» 
(май 2001 г.), руководством EMEA «Guideline on bioanalitical 
method validation» (2011 г.), ГОСТ Р ИСО 5725-6-2002 «Точ-
ность (правильность и прецизионность) методов и результатов 
измерений», Государственной фармакопеей РФ XIII издания 
(ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитических методик»), а так-
же стандартными операционными процедурами (СОП) иссле-

Рис. 1. Масс-спектр b-LTP, снятый в режиме MALDI-TOF.
Fig. 1. MALDI-TOF mass spectrum of b-LTP.
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довательской организации. Методика удовлетворяла основ-
ным критериям приемлемости по разделам специфичность, 
линейность, предел обнаружения, предел количественного 
определения, повторяемость и внутрилабораторная прецизи-
онность, точность, аналитическая область методики, стабиль-
ность, устойчивость.

Молекулы миРНК

В результате проведенного анализа подлинности миРНК 
методом MALDI-TOF полученные значения масс анализируемых 
образцов сопоставляются с расчетными массами для соответ-
ствующих олигонуклеотидов. В масс-спектре должны присут-

ствовать пики молекулярных ионов m/z = 6671 ± 7 и 6618 ± 7 для 
siIL4-153 (для смысловой и антисмысловой последовательности 
соответственно) и m/z = 6630 ± 7 и 6689 ± 7 для siIL13-395 (для 
смысловой и антисмысловой последовательности соответствен-
но). При соответствии расчетных и наблюдаемых масс в рамках 
погрешности методики (не более 0,1 %) делается вывод о под-
линности компонентов ФС (молекул миРНК siIL4-153 и siIL13-
395). Полученные спектры приведены на рисунках 4 и 5.

При подборе хроматографических условий для определе-
ния чистоты миРНК в составе ФС представленные хромато-
графические условия не являются идеальными, в частности, 
достичь хроматографического разделения молекул миРНК 
(siIL4-153 и siIL13-395) не удалось. Однако в этом случае мето-
дика определения чистоты молекул миРНК полностью совпа-
дает с методикой определения ВВ, что делает ее очень удобной 
для использования в качестве методики определения чистоты 
и подлинности готового ЛС. В результате анализа чистоты ФС 
методом ВЭЖХ-УФ на представленной хроматограмме четко 
видны пики, соответствующие siIL4-153 и siIL13-395. Значение 
процентного содержания миРНК в навеске испытуемой ФС на-
ходилось в пределах от 95 до 105 %. Прочие пики или пики не-
симметричной формы отсутствовали. Типичная хроматограм-
ма приведена на рисунке 6. Методика удовлетворяла основным 
валидационным критериям приемлемости по разделам спец-
ифичность, линейность, предел обнаружения, предел количе-
ственного определения, повторяемость и внутрилабораторная 
прецизионность, точность, аналитическая область методики, 
стабильность, устойчивость.

Лекарственное средство

Основная проблема при совместном присутствии 
в составе лекарственного средства ФС и ВВ — достичь 
наилучших значений параметров пригодности хрома-
тографической системы. В первую очередь  — разре-
шения. Кроме того, пики, соответствующие ФС и ВВ, 
должны быть легко идентифицируемы на хромато-
граммах. В связи с этим были испытаны различные 
хроматографические системы и сравнены параметры 
их пригодности.

Основным параметром хроматографической системы, вли-
яющим на разрешение, число теоретических тарелок и асимме-
трию пика, является состав подвижной фазы. Были разработаны 
несколько хроматографических систем с различным составом 
подвижной фазы. В результате выбор был сделан в пользу со-
става фосфатный буфер (pH 7,4) — ацетонитрил в соотношении 
25:75, так как именно при этих условиях возможно достичь раз-
деления компонентов ВВ и ФС, что необходимо для использо-
вания разработанного метода для стандартизации и  контроля 
качества готового ЛС на этапе производства. В результате ана-
лиза чистоты ЛС методом ВЭЖХ-УФ на представленной хрома-
тограмме четко видны пики, соответствующие компонентам ВВ 
и ФС. Значение процентного содержания компонентов в навеске 
испытуемого ЛС находилось в пределах от 95 до 105 %. Прочие 
пики или пики несимметричной формы отсутствовали. Типич-
ная хроматограмма приведена на рисунке 7. Методика удовлет-
воряла основным валидационным критериям приемлемости по 
разделам специфичность, линейность, предел обнаружения, 
предел количественного определения, повторяемость и внутри-
лабораторная прецизионность, точность, аналитическая область 
методики, стабильность, устойчивость.

Заключение
Для контроля качества лекарственных средств на основе 

пептидных соединений необходимо разработать комплексный 

Рис. 3. Хроматограмма вспомогательного вещества  — 
катионного пептида b-LTP.
Fig. 3. Chromatogram of the excipient  — cationic peptide of 
b-LTP.

Рис. 2. Масс-спектр b-LTP, снятый в режиме «электроспрей» 
(ESI).
Fig. 2. ESI mass spectrum of b-LTP.
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подход с использованием современных инструментальных 
методов. Разработанные методики должны быть точны и вос-
производимы с целью использования в лабораторной практи-
ке для постоянного контроля на производстве. Ввиду большей 
селективности и точности для определения подлинности ВВ — 
пептида b-LTP в основной форме использовали методику на 
основе масс-спектрометрии. Проведена валидация разрабо-
танной методики. Также была разработана методика опреде-
ления чистоты ВВ, которая основана на методе ВЭЖХ с УФ-
детекцией.

Разработана методика определения подлинности ФС, ос-
нованная на методе масс-спектрометрии. В ходе разработки 
методики был осуществлен подбор параметров сокристалли-
зации матрицы и исследуемых образцов ФС при проведении 
масс-спектрометрии. Разработана методика определения чи-
стоты ФС. В ходе разработки методики был проведен подбор 
условий хроматографирования.

Была создана методика анализа ЛС на основе метода 
ВЭЖХ с УФ-детектированием. Выбор данного метода анализа 
ЛС обусловлен удобством, заключающимся в одновременном 

Рис. 4. Масс-спектрометрический анализ siIL4-153: А — анализ смысловой цепи siIL4-153, Б — анализ антисмысловой цепи 
siIL4-153.
Fig. 4. Mass-spectrometric analysis of siIL4-153: А — analysis of the sense chain of siIL4-153, Б — analysis of the antisense chain 
of siIL4-153.

Рис. 5. Масс-спектрометрический анализ siIL13-395: А — анализ смысловой цепи siIL13-395, Б — анализ антисмысловой 
цепи siIL13-395.
Fig. 5. Mass-spectrometric analysis of siIL13-395: А — analysis of the sense chain of siIL13-395, Б — analysis of the antisense chain 
of siIL13-395.
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детектировании подлинности и чистоты обоих компонентов 
ЛС (ФС — молекул миРНК и ВВ — катионного пептида b-LTP). 
При этом подлинность оценивалась по времени удерживания 
основных пиков, соответствующих ВВ и ФС, а чистота оценива-
лась по площади основных пиков, соответствующих ВВ и ФС.
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Несоответствие лекарственных средств требованиям испытания по показателю «Стерильность» уста-
навливается при обнаружении роста микроорганизмов, определяемого визуально по наличию мутности, 
осадка, хлопьев и других изменений питательной среды (ПС). Определяющим фактором, позволяющим 
достоверно установить наличие изменений в посевах, подозрительных на контаминацию, является каче-
ство используемых ПС, а именно их прозрачность, а также отсутствие в них загрязнений, обнаруживае-
мых при микроскопии мазков ПС. Присутствие таких загрязнений особенно затрудняет интерпретацию 
результатов испытания иммунобиологических лекарственных препаратов (ИЛП), вызывающих помутне-
ние среды вследствие особенностей своего состава, в частности живых бактериальных вакцин. В основу 
статьи положены исследования качества образцов сухих ПС, рекомендуемых Государственной фармако-
пеей Российской Федерации XIII издания ОФС.1.2.4.0003.15 для проведения испытания на стерильность 
ИЛП, по показателям «Прозрачность» и «Микробная обсемененность». Установлено, что среды обсеме-
нены различной микрофлорой, в том числе и патогенной. Учитывая отсутствие в сертификатах качества 
и в технической документации на компоненты ПС и на сухие ПС большинства отечественных и зарубеж-
ных производителей информации об уровне их допустимой обсемененности, обоснована необходимость 
оценивать их качество по показателю «Микробная обсемененность». Изучена возможность улучшения 
качества изготовленных промышленным способом сухих ПС на этапе приготовления.
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Medicinal products fail sterility testing if visual observation shows the growth of microorganisms that manifests 
itself as turbidity, sedimentation, flocculation and other changes in the growth medium. A key factor allowing 
robust determination of changes in the culture that may be suspected of contamination is the quality of growth 
media used, namely their transparency, and absence of foreign matter detectable by microscopic examination of 
the growth media smears. The presence of such foreign matter makes it especially difficult to interpret the results 
of testing of immunobiological products, namely live bacterial vaccines, because they cause turbidity of the media 
due to their specific composition. The article dwells upon the results of testing (in terms of Transparency and 
Microbial content) of dehydrated growth media recommended by the State Pharmacopoeia of the Russian Fed-
eration, 13th ed., General monograph 1.2.4.0003.15 for sterility testing of immunobiological medicinal products. 
The study revealed the presence of microorganisms, including pathogenic ones, in the growth media. In view of 
the fact that certificates of analysis and technical documentation accompanying components of growth media and 
dehydrated growth media produced by most national and foreign manufacturers do not contain any data on the 
acceptable levels of microorganisms it is argued that these products have to be tested for microbial content. The 
study also investigated the ways of improving the quality of commercial dehydrated growth media at the prepara-
tion stage.
Key words: growth media; microbial content; microbiological safety; sterility; quality evaluation; turbidity; con-
tamination; immunobiological medicinal products
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Достоверность результатов испытания лекарственных 
средств (ЛС) обеспечивается применением надежных методов, 
тщательностью их проведения, а также верной интерпретацией 
полученных данных. Правильная оценка результатов иссле-
дования ЛС по показателю «Стерильность» позволяет судить 
о  его микробиологической безопасности, а также является 
важнейшим подтверждением соответствия условий произ-
водства требованиям надлежащих практик (Good Manufactur-
ing Practice, GMP и Good Laboratory Practice, GLP). В соответ-
ствии с Государственной фармакопеей Российской Федерации 
XIII издания (ГФ РФ XIII) несоответствие ЛС требованиям испы-
тания по показателю «Стерильность» устанавливается при об-
наружении роста микроорганизмов, определяемого визуально 
по наличию мутности, осадка, хлопьев и других изменений пи-
тательной среды (ПС) и подтверждаемого микроскопическим 
исследованием [1].

Важным фактором, позволяющим достоверно устано-
вить наличие изменений в посевах, подозрительных на кон-
таминацию, является качество используемых ПС, а именно 
их прозрачность, а также отсутствие в них загрязнений, обна-
руживаемых при микроскопии мазков ПС. Присутствие таких 
загрязнений особенно затрудняет интерпретацию результатов 
испытания иммунобиологических лекарственных препаратов 
(ИЛП), в частности живых бактериальных вакцин, вызывающих 
вследствие особенностей своего состава помутнение среды. 
Наиболее значимо соответствие качества по этим показателям 
для жидких и полужидких сред, поскольку наличие мутности 
и/или опалесценции может быть принято в стерильной среде 
за диффузный рост контаминанта, и наоборот, пророст может 
быть расценен как свойство среды, что одинаково приводит 
к получению недостоверных результатов анализа [2, 3].

В соответствии с требованиями ГФ РФ XIII, для контроля 
стерильности ИЛП рекомендовано использовать тиогликоле-
вую и соево-казеиновую ПС, приготовленные в лаборатории 
из отдельных компонентов или из сухих сред промышленного 
производства. Приготовленные в лаборатории ПС необходимо 
проверять на стерильность и определять их ростовые свойства. 
Дополнительные требования к качеству ПС не приводятся [1].

Наш опыт наблюдения за свойствами ПС, приготовленных 
из сухих препаратов в соответствии с инструкцией по их при-
менению, в частности тиогликолевой среды, свидетельствует, 
что они не всегда оказываются прозрачными, в ряде случаев 
после стерилизации в толще среды может появляться доволь-
но сильная опалесценция, располагающаяся сегментировано. 
Данное отклонение не является критичным и допускается тре-
бованиями к качеству согласно инструкциям по применению 
и сертификатам производителей, однако значительно затруд-
няет интерпретацию результатов. При микроскопии стериль-
ной тиогликолевой среды в мазках могут обнаруживаться 
окрашиваемые загрязнения, схожие с фрагментами клеток 
и обусловленные, по всей видимости, исходной микробной за-
грязненностью сухой среды. Поскольку питательную ценность 
ПС обеспечивают ингредиенты животного и/или растительного 
происхождения (гидролизаты казеина и соевой муки, пептон, 
дрожжевой экстракт), среды сами могут служить субстратом 
для размножения различных микроорганизмов и могут также 
накапливать токсичные продукты их жизнедеятельности, при-
водящие к ухудшению качества ПС.

Одной из причин, оказывающих влияние на качество ПС, 
является обсемененность агара, входящего в их состав. Агар, 
содержащий более 104 колониеобразующих единиц (КОЕ) тер-
моустойчивой микрофлоры на 1 г, не может быть использован 
в производстве ПС, так как среды, не подвергающиеся стери-

лизации, прорастают, а в стерилизуемых средах подавляется 
рост искомых тест-штаммов как в количественном выражении, 
так и в изменении их морфологических свойств [4]. Для из-
готовления ПС используют агар микробиологический, соот-
ветствующий требованиям ГОСТ 17206-96. В 1 г сухого агара 
такого качества не допускается наличие плесневых грибов, 
а количество клеток мезофильной аэробной и факультативно-
анаэробной термостабильной микрофлоры в 1 г агара может 
варьировать в зависимости от сорта (500 клеток — сорт экс-
тра, 2000 — высший сорт, 5000 — первый сорт). Так, напри-
мер, в составе питательного агара агар сорта экстра с бактери-
альной контаминацией не более 500 клеток обеспечивает рост 
регламентированных тест-штаммов, в том числе и Pseudamo-
nas aeruginosa, используемых для оценки ростовых свойств 
тиогликолевой среды при испытании стерильности ЛС [5].

Качество ПС зависит от ее состава, свойств сырья, техно-
логии изготовления [6] и может быть ухудшено при приготов-
лении, в частности, растворением ее деионизованной водой 
с высоким содержанием микроорганизмов [7].

В настоящее время требования к качеству ПС регламенти-
руются ГОСТ  Р 51088-2013 «Медицинские изделия для диа-
гностики ин витро. Реагенты, наборы реагентов, тест-системы, 
контрольные материалы, питательные среды. Требования 
к  изделиям и поддерживающей документации» [8], ГОСТ Р 
ЕН 12322-2010 «Изделия медицинские для диагностики in vi-
tro. Питательные среды для микробиологии. Критерии функ-
циональных характеристик питательных сред» [9], а также 
МУК 4.2.2316-08 «Методы контроля бактериологических пита-
тельных сред» [10]. В соответствии с этими документами, ка-
чество ПС зависит от качества основных ингредиентов, точной 
формулы и правильности изготовления, адекватного удаления 
микробного загрязнения, соответствующей упаковки и хране-
ния, которое должно быть подтверждено. В технической до-
кументации на изделия медицинского назначения, к которым 
относятся ПС, должны быть регламентированы требования 
к компонентам (реагентам), входящим в изделия, с указанием 
квалификации, а также сорта либо марки. Учитывая, что на се-
годняшний день, в большинстве случаев, информация об уров-
не допустимой обсемененности ПС и их компонентов в серти-
фикатах качества и в технической документации отечественных 
и зарубежных производителей отсутствует, получение данных 
о микробиологической чистоте ПС является актуальным.

Целью работы являлось изучение микробной обсеменен-
ности питательных сред, рекомендуемых для проведения ис-
пытания иммунобиологических лекарственных препаратов на 
стерильность в соответствии с ГФ РФ XIII ОФС.1.2.4.0003.15.

В задачи исследования входило:
1.  Оценить влияние первичных загрязнений ПС на резуль-

таты исследования качества ИЛП по показателю «Стериль-
ность».

2.  Установить уровень микробной обсемененности сухих 
ПС различных производителей.

3.  Провести анализ микробного профиля загрязнений 
препаратов сухих ПС.

4.  Изучить влияние этапов приготовления ПС на прозрач-
ность и их микробную обсемененность.

5.  Предложить возможные пути снижения первичных за-
грязнений коммерческих сухих ПС.

Материалы и методы
Объектами настоящего исследования были образцы сухих 

ПС: тиогликолевая среда — 4 серии (образцы № 1, 2, 3, 4), сое-
во-казеиновый бульон — 2 серии (образцы № 5, 6) отечествен-
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ного и зарубежного производства (ФБУН «Государственный 
научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» 
Роспотребнадзора (ФБУН «ГНЦ ПМБ» Роспотребнадзора), 
HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. (Индия), Merck KGaA (Германия) 
с паспортами (сертификатами) качества и действующими сро-
ками годности.

Микробную обсемененность и выявление микроорга-
низмов из 10 г каждого образца оценивали в соответствии 
с требованиями ГФ РФ XIII ОФС.1.2.4.0002.15 [11], исполь-
зуя питательные среды: №  1-ГРМ, №  3-ГРМ, RVS-бульон 
производства ФБУН «ГНЦ ПМБ» Роспотребнадзора, а также 
триптон-соевый бульон, агар Сабуро с глюкозой и хлорамфе-
николом, цетримидный агар, солевой агар с маннитом про-
изводства HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. (Индия). ПС готовили 
согласно инструкциям по их применению. Ростовые свойства, 
стерильность и чистоту розлива ПС оценивали по ГФ РФ XIII 
ОФС.1.2.4.0003.15 [1]. Величину микробной обсемененности 
определяли методом предельного разведения с подсчетом 
наиболее вероятного числа (НВЧ) микроорганизмов в 1 г ПС 
[12]. Идентификацию микроорганизмов проводили на бакте-
риологическом автоматическом анализаторе VITEK® 2 Compact 
30 производства bioMérieux (Франция) в соответствии с  ин-
струкцией производителя.

Для анализа влияния этапов приготовления (растворе-
ние, фильтрование, кипячение) на внешний вид, прозрачность 
и НВЧ использовали тиогликолевую среду, образец № 2. На-
веску ПС в количестве, согласно указанному в инструкции по 
применению (31,0 г/л), растворяли в воде очищенной. Об-
разцы получали, используя различные стадии приготовления: 
кипячение (2 мин) и фильтрование (фильтр ватно-марлевый, 
фильтр бумажный «Синяя лента» (ТУ 2642-001-13927158-
2003) или фильтровальная бумага лабораторной марки «Ф» 
(ГОСТ 12026-76)).

Прозрачность растворов образцов ПС, охлажденных до 
18–25 °С, оценивали визуально в проходящем свете на темном 
фоне и фотоколориметрически, определяя оптическую плот-
ность с использованием фотоэлектроколориметра КФК-2 при 
λ = 540 нм [10, 13]. Мазки (по 3 с одного образца) ПС окраши-
вали по Граму и микроскопировали с иммерсией при увеличе-
нии ×1000, просматривая не менее 10 полей зрения.

Результаты и обсуждение

Наличие мутности в приготовленных ПС не позволяет 
однозначно интерпретировать результаты дальнейших испыта-
ний ИЛП на отсутствие контаминации. Для оценки влияния воз-
можных артефактов на результаты исследования нами были 
изучены окрашенные мазки образцов сухих ПС, растворенных 
в воде очищенной, трех наиболее известных производителей: 
ФБУН «ГНЦ ПМБ» Роспотребнадзора, HiMedia Laboratories Pvt. 
Ltd. и Merck KGaA. При микроскопировании мазков во всех 
образцах были обнаружены живые бактериальные клетки, а 
также в разной степени окрашенные полиморфные частицы 
среды, которые, по всей видимости, представляют собой раз-
рушенные клетки, белковые преципитаты, агар-агар и т.п., но 
которые достаточно трудно отдифференцировать от живых 
бактериальных клеток или их спор (рис. 1).

После стерилизации образцов в мазках сохранялись объ-
екты, похожие на контаминанты, несмотря на то что качество 
ПС, приготовленных из исследуемых препаратов, в отноше-
нии стерильности и ростовых свойств было предваритель-
но подтверждено и  соответствовало требованиям ГФ РФ XIII 
ОФС.1.2.4.0003.15 [1]. Несомненно, что данный факт может 
отразиться на ходе испытания и на принятии решения о ка-

честве ИЛП. Так, при наличии в  мазках посевов вакцинных 
препаратов, содержащих живые культуры микроорганизмов, 
не типичных по окраске и морфологии бактерий, необходимо 
проводить их дальнейшую идентификацию, например с диа-
гностическими иммуноглобулинами. Более того, интерпрета-
ция результатов микроскопии посевов в средах такого качества 
может привести как к ложноположительному, так и к ложноо-
трицательному результату.

В ходе дальнейшего исследования выявленных первичных 
загрязнений сухих ПС был изучен их микробный профиль и уро-
вень обсемененности. Во всех испытанных образцах (№ 1–6) ти-
огликолевой и соево-казеиновой ПС был выявлен рост аэробных 
микроорганизмов с НВЧ от 75 до 15 000 КОЕ/г. Более того, в про-
цессе хранения отдельных ПС (в течение 6  мес.) установлено 
увеличение НВЧ в 10 раз и более чем в 100 раз после окончания 
их срока годности, при соблюдении условий хранения. В соево-
казеиновой среде рост наблюдался в виде диффузного помут-
нения, пленки на поверхности и осадка на дне, а на плотной сре-
де № 1 ГРМ — в виде сухих матовых плоских колоний с ровными 
и фестончатыми краями с желтым или оранжевым пигментом 
и без пигмента, блестящих круглых гладких выпуклых колоний 
с ровным краем (рис. 2).

Наряду с этим, при посеве на соответствующие диффе-
ренцирующие среды ни в одном из образцов не был обнару-
жен рост дрожжевых и плесневых грибов, энтеробактерий, 
устойчивых к желчи, и Escherichia coli. Микроскопия окрашен-
ных по Граму мазков из выросших на плотной среде колоний 
микроорганизмов подтвердила наличие грамположительных  
и грамотрицательных палочек и кокков, в том числе и споро-
образующих. При последующей идентификации, в том числе 
с помощью бактериологического автоматического анализато-
ра VITEK® 2 Compact 30, установлено, что выделенные микро-
организмы принадлежат к родам Pseudomonas, Salmonella, 
Staphylococcus, Micrococcus, Kocuria, Dermacoccus, Kytococ-
cus. Микроорганизмы рода Micrococcus (Dermacoccus, Ky-

Рис. 1. Образец сухой тиогликолевой среды, растворенной в 
воде очищенной. Окраска по Граму (увеличение ×1000); 1 — 
грамотрицательные крупные палочковидные бактериальные 
клетки, 2 — предположительно, грамположительные кокки.
Fig. 1. A sample of dehydrated thioglycollate medium dissolved 
in purified water. Gram staining (magnification 1000×); 1 — 
gram-negative large rod-shaped bacterial cells, 2 — presumably 
gram-positive cocci.
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tococcus) устойчивы к высушиванию и нагреванию, способны 
к развитию при низких температурах, а также разлагают белки 
с образованием аммония и мочевину до аммонийных солей, 
редуцируют нитраты и нитриты до свободного азота. Кроме 
того, микроорганизмы выделенных родов могут вызывать 
инфекции респираторного и желудочно-кишечного тракта, 
эндокардиты, септицемию и сепсис, нагноения кожных покро-
вов, оппортунистические инфекции [14–21]. Таким образом, 
результаты анализа микробного профиля показали, что выде-
ленные из образцов ПС микроорганизмы могут снижать пита-
тельную ценность самих ПС, приводить к образованию токсич-
ных продуктов, ухудшая тем самым качество ПС, а также могут 
представлять потенциальную опасность для человека.

Сравнительный анализ состава исследуемых ПС показал, 
что, несмотря на некоторые различия в содержании компонен-
тов биологического происхождения (гидролизат казеина  — 
15–17 г/л, дрожжевой экстракт — 3–5  г/л), а также наличие 
в образцах тиогликолевой среды агара от 0,2 до 0,75 г/л, обу-
словливающих возможность присутствия компонентов, служа-
щих источником загрязнения, достоверных различий, в рамках 
данного исследования, по влиянию на общую обсемененность 
конкретного компонента не было выявлено. Очевидно, что ка-
чество ПС определяется совокупностью факторов производ-
ства и в первую очередь качеством отдельных входящих в их 
состав компонентов.

Поскольку выявленная микробная контаминация обуслов-
лена первичным загрязнением компонентов ПС, ее снижение 
при анализе рисков должно стать приоритетной задачей для 
производителей. С целью повышения качества сырья, полуфа-
брикатов может быть предложена оценка их качества по по-
казателю «Микробная обсемененность» на этапе производства 
или при входном контроле в производстве самих ПС. В тре-
бованиях по микробиологической чистоте основ для ПС, без-
условно, должна быть заложена норма: отсутствие таких пато-
генных для человека микроорганизмов, как E. coli, Salmonella 
spp., P. aeruginosa, S. aureus, Candida albicans, Clostridium spp. 
Достаточно обоснованной и приемлемой для сред и их ком-
понентов, используемых в испытании стерильности ЛС, может 
быть норма, принятая для агара микробиологического сорта 
экстра. Конкретные нормы по общему числу аэробных микро-
организмов, дрожжевых и плесневых грибов должны быть 

установлены с учетом безопасности при производстве, рисков 
при применении ПС, а также сохранения ее качества в течение 
срока годности, в том числе по уровню обсемененности.

С учетом полученных результатов проведено исследование 
влияния этапов приготовления ПС на прозрачность и микроб-
ную обсемененность. Согласно МУК 4.2.2316-08, сухие среды 
готовят в соответствии с инструкцией по применению, причем 
бульоны, как правило, фильтруют через бумажный фильтр, 
а агаровые среды — через ватно-марлевый. Анализ инструк-
ций по применению исследуемых ПС показал, что способ при-
готовления аналогичных сред из сухих препаратов различается 
у разных производителей. Так, например, тиогликолевую среду 
одного производителя перед стерилизацией следует раство-
рить в воде и прокипятить, а другого — после кипячения не-
обходимо дополнительно профильтровать, однако тип филь-
тра обычно не указывается. Мы попытались оценить влияние 
этапов приготовления (кипячение, фильтрование) не только 
на прозрачность, но и на степень микробной обсемененности 
на примере тиогликолевой среды, для которой согласно ин-
струкции по применению необходимо фильтрование (образец 
№ 2). Выбор тиогликолевой среды был обусловлен также и тем 
фактором, что для оценки качества ИЛП по показателю «Сте-
рильность» данная среда может быть использована в качестве 
единственной, «универсальной», что обусловливает особые 
требования к ее качеству.

Сравнительное изучение качества среды было проведено 
на образцах, полученных растворением навески ПС (этап 1) с 
последующими стадиями приготовления: фильтрование через 
ватно-марлевый фильтр (этап  2), через бумажные фильтры 
двух видов (фильтр «Синяя лента» («А») и по ГОСТ 12026-76 
(«Б»)), предназначенные для проведения лабораторных ра-
бот, но имеющих различные фильтрующие свойства (этапы 
3 и 4), кипячение (этап 5), кипячение и фильтрование через 
ватно-марлевый фильтр (этап 6) или через бумажные фильтры 
(этапы 7 и 8) (табл. 1). Результаты свидетельствуют, что на ста-
дии предварительного фильтрования через ватно-марлевый 
фильтр происходит освобождение раствора от крупных меха-
нических частиц, снижающее его мутность, но не влияющее на 
обсемененность. При замене на этой стадии ватно-марлевого 
фильтра на фильтрованную бумагу (этапы 3 и 4) жидкость 
становится прозрачной, а обсемененность после пропускания 
через фильтр «А» снижается примерно в 1,8–2 раза, а через 
фильтр «Б»  — в 10 раз. Интересно, что такое же снижение 
обсемененности на порядок наблюдали и при использовании 
только стадии кипячения в течение 2 мин, при этом последую-
щее фильтрование через ватно-марлевый фильтр было не ре-
зультативно. Проведение этапа фильтрования через бумажный 
фильтр «А» после кипячения позволило снизить обсеменен-
ность дополнительно примерно в 45 раз, а через фильтр «Б» —  
в 100 раз. Последовательность проведения стадий фильтрова-
ния и кипячения при приготовлении не влияла на прозрачность 
и обсемененность среды.

Уменьшение мутности, подтвержденное фотоколориме-
трически, наблюдали в образцах, полученных фильтрованием 
через фильтровальную бумагу до процедуры кипячения. Вы-
явлено, что после кипячения, а затем и после стерилизации во 
всех образцах отмечается повышение оптической плотности 
(за счет перехода растворов в гелеобразное состояние), не 
коррелирующее с изменением их обсемененности, при этом 
внешний вид всех образцов представляет собой слабо опалес-
цирующую гелеобразную жидкость. Использование фотоколо-
риметрической оценки изменения мутности ПС в процессе ее 
приготовления было неинформативно.

Рис. 2. Рост аэробных микроорганизмов, выделенных из 
образцов тиогликолевой среды (1–4) и соево-казеинового 
бульона (5, 6), на плотной среде № 1-ГРМ.
Fig. 2. Growth of aerobic microorganisms, isolated from the 
thioglycollate medium (1–4) and casein soybean digest broth (5, 
6) on the solid medium No. 1-GRM (fish flour hydrolysate).
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Возможность уменьшения исходного загрязнения сухого 
образца коммерческой ПС при приготовлении была подтверж-
дена микроскопически исследованием мазков стерильных 
образцов среды, окрашенных по Граму. В образцах, подготов-
ленных в соответствии с инструкцией по применению филь-
трованием через фильтры «А» и «Б», загрязнения практически 
отсутствовали. Несмотря на то что выполнение процедуры 
фильтрования через бумажный фильтр с практической точки 
зрения гораздо сложнее, чем через ватно-марлевый, особенно 
при больших объемах среды, именно ее применение повышает 
выход приготавливаемой среды и улучшает за счет удаления 
контаминантов ее качество. При необходимости для снижения 
уровня первичной загрязненности коммерческих сухих ПС ре-
комендуется подбирать материалы для фильтрования, обеспе-
чивающие требуемое качество.

Выводы

1.  Подтверждено влияние первичных загрязнений ПС на 
результаты исследования качества ИЛП по показателю «Сте-
рильность».

2.  Установлено, что уровень микробной обсемененности 
сухих ПС отечественных и зарубежных производителей, ис-
пользуемых для оценки стерильности ИЛП, составил от 75 до 
15 000 КОЕ/г.

3.  Анализ микробного профиля загрязнений препаратов 
сухих ПС показал наличие в них микроорганизмов, в том числе 
и патогенных для человека, принадлежащих к родам Pseudo-
monas, Salmonella, Staphylococcus, Micrococcus, Kocuria, Der-
macoccus, Kytococcus.

4.  Установлено, что этапы кипячения и фильтрования по-
зволяют повысить прозрачность, а также до 100 раз снизить 
уровень микробной обсемененности ПС в процессе их приго-
товления из сухого препарата.

5.  Для снижения микробных загрязнений сухих ПС при 
их производстве обоснована необходимость учитывать каче-
ство сырья по уровню обсемененности. Предложены подходы 

к  установлению нормативных требований допустимого уровня 
микробной обсемененности ПС и их полуфабрикатов.
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Михаил Константинович Бакулин
(к 65-летию со дня рождения)

Mikhail Konstantinovich Bakulin
(on the 65th Anniversary)

8 августа 2018 года исполнилось 65 лет со дня рож-
дения доктора медицинских наук, профессора, ведуще-
го научного сотрудника филиала ФГБУ «48 Центральный 
научно-исследовательский институт Министерства обо-
роны Российской Федерации» (г. Киров) Михаила Кон-
стантиновича Бакулина.

М.К. Бакулин родился в 1953 г. в семье пограничника 
в г. Сокаль Львовской области. В 1976 г. окончил Воен-
но-медицинский факультет при Саратовском медицин-
ском институте и был направлен в 48 ЦНИИ Минобороны 
России (г. Киров) на должность младшего научного со-
трудника. В 2009 г. завершил военную службу в должно-
сти главного научного сотрудника 48 ЦНИИ Минобороны 
России, полковника медицинской службы.

В 1994 г. Михаил Константинович защитил диссерта-
цию на соискание ученой степени доктора медицинских 
наук, в 2000 г. ему присвоено ученое звание профессора. 
С 1996 по 2018 г. М.К. Бакулин, работая на должности 
профессора Вятского государственного университета, 
преподавал биологические дисциплины студентам, ба-
калаврам, магистрантам.

Основные направления исследований М.К. Бакули-
на связаны с разработкой иммунобиологических пре-
паратов для профилактики и лечения особо опасных 
бактериальных инфекций.

На основе полученных им результатов исследова-
ний разработаны новые высокоэффективные средства 
и методы профилактики, диагностики, лечения опасных 
и особо опасных инфекционных заболеваний, позволя-

ющие значительно снизить санитарные потери личного 
состава в очаге биологического заражения. Новизна пе-
речисленных разработок подтверждена 27 авторскими 
свидетельствами на изобретения СССР и патентами на 
изобретения Российской Федерации.

При непосредственном участии М.К. Бакулина было 
разработано, аттестовано Национальным органом кон-
троля медицинских иммунобиологических препара-
тов (ГИСК им. Л.А. Тарасевича) и внедрено в практику 
12  препаратов, предназначенных для профилактики, 
диагностики и лечения особо опасных инфекционных 
заболеваний.

Михаил Константинович в настоящее время активно 
занимается подготовкой высококвалифицированных 
специалистов по специальности «Микробиология». 
На протяжении 22 лет он является членом диссертаци-
онного совета при 48 ЦНИИ Мин-обороны России. Под 
его руководством защищены 12 диссертаций на соиска-
ние ученой степени доктора и кандидата наук. М.К. Ба-
кулин является автором более 280 научных трудов 
в области микробиологии и иммунологии бактериаль- 
ных инфекций.

М.К. Бакулин — ветеран боевых действий. За зна-
чительный вклад в дело защиты Отечества и особо вы-
дающиеся заслуги перед государством по защите на-
селения и личного состава Вооруженных Сил Михаил 
Константинович Бакулин награжден орденом «За служ-
бу Родине в Вооруженных Силах СССР» III степени и ор-
деном Почета.
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Владимир Александрович Шевцов
(к 60-летию со дня рождения)

Vladimir Aleksandrovich Shevtsov
(on the 60th Anniversary)

31 августа 2018 года исполнилось 60 лет со дня 
рождения кандидата медицинских наук, заслуженного 
врача Российской Федерации Владимира Александро-
вича Шевцова.

В.А. Шевцов родился в 1958 году в г. Минске в се-
мье служащих. После окончания школы в 1975 г. по-
ступил в Калининский государственный медицинский 
институт, затем был переведен и в 1981 г. окончил 
Военно-медицинский факультет при Горьковском госу-
дарственном медицинском институте по специальности 
«Лечебно-профилактическое дело».

С 1981 по 1987 г. Владимир Александрович прохо-
дил военную службу врачом-специалистом противо-
чумного отряда в Монгольской Народной Республике, 
с 1987 по 1998 г. — в санитарно-эпидемиологическом 
отряде Московского военного округа в должностях на-
чальника отделения особо опасных инфекций, затем — 
отдела особо опасных инфекций Московского военно-
го округа.

В период с 1998 по 2010 г. В.А. Шевцов служил 
в  Главном центре государственного санитарно-эпиде-
миологического надзора Министерства обороны Рос-
сийской Федерации последовательно начальником 
отделения особо опасных инфекций, отдела особо 
опасных инфекций, лаборатории особо опасных ин-
фекций.

В 2000 г. Владимир Александрович защитил дис-
сертацию на соискание ученой степени кандидата 
медицинских наук на тему «Эпидемиологические осо-

бенности коревой инфекции в воинских коллективах 
в период массовой вакцинопрофилактики».

В.А. Шевцов закончил службу в звании полковника 
медицинской службы. В августе 2010 г. был назначен 
на должность заведующего лабораторией кишечных 
вирусных инфекций Государственного научно-иссле-
довательского института стандартизации и контроля 
медицинских биологических препаратов им. Л.А. Тара-
севича.

С апреля 2011 г. по настоящее время Владимир 
Александрович Шевцов работает в ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России в должности начальника управления 
экспертизы противовирусных медицинских иммуноби-
ологических препаратов Центра экспертизы и контроля 
медицинских иммунобиологических препаратов.

Владимир Александрович — участник боевых дей-
ствий. В 1995 и 2008 г. принимал участие в контртерро-
ристической операции на Северном Кавказе, организо-
вывал проведение противоэпидемических мероприятий 
в местах дислокации воинских контингентов.

В.А. Шевцов — автор 67 печатных работ по вопро-
сам организации противоэпидемических мероприятий 
и диагностики опасных инфекционных заболеваний. 
Награжден орденом «За военные заслуги», почетной 
грамотой Великого государственного Хурала Монголии, 
знаком «Отличнику здравоохранения». Указом Прези-
дента Российской Федерации от 27 января 2010 г. Вла-
димиру Александровичу присвоено почетное звание 
«Заслуженный врач Российской Федерации».
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Памяти Ирины Григорьевны Осиповой

In memory of Irina Grigoryevna Osipova

31 июля 2018 года на 60-м году жизни после про-
должительной тяжелой болезни скончалась доктор 
биологических наук, профессор Ирина Григорьевна 
Осипова.

Замечательный ученый и организатор, энтузиаст, 
успешный специалист, всю свою долгую и плодотвор-
ную профессиональную жизнь она посвятила решению 
важных и сложных проблем и задач здравоохранения, 
будучи членом коллектива ГИСК им. Л.А. Тарасевича 
(1985–2009 гг.), а в дальнейшем — ФГБУ «Научный 
центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федера-
ции (2009–2018 гг.).

За время работы Ирина Григорьевна занимала 
должности заведующего лабораторией коллекциони-
рования микроорганизмов ГИСК им. Л.А. Тарасевича, 
заместителя начальника управления экспертизы лекар-
ственных средств № 1 Центра экспертизы и контроля 
готовых лекарственных средств, главного научного 
сотрудника, главного аналитика Центра фармакопеи 
и международного сотрудничества ФГБУ «НЦЭСМП» 

Минздрава России. Она являлась членом Фармакопей-
ного комитета Минздрава России по Государственной 
фармакопее, а также членом Фармакопейного комите-
та ЕАЭС.

Ирина Григорьевна — соавтор более 150 научных 
публикаций, в том числе патентов на изобретения, зани-
малась проблемами разработки и экспертизы качества 
биологических лекарственных средств и диагностиче-
ских препаратов. Лично Ириной Григорьевной и  под 
ее руководством разработано более 100 проектов ОФС 
и ФС на биологические лекарственные средства, в том 
числе включенных в Государственную фармакопею Рос-
сийской Федерации XIII издания. Профессиональные 
успехи и достижения Ирины Григорьевны были неодно-
кратно отмечены ведомственными наградами.

Ирина Григорьевна была чутким, внимательным, не 
равнодушным к чужим проблемам человеком, готовым 
каждую минуту прийти на помощь.

Светлая память об Ирине Григорьевне Осиповой 
навсегда сохранится в сердцах родственников, коллег, 
учеников и друзей.
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Памяти Лидии Григорьевны Карпович

In memory of Lidiya Grigoryevna Karpovich

20 июля 2018 года после тяжелой продолжительной 
болезни на 86-м году ушла из жизни доктор медицин-
ских наук, профессор Карпович Лидия Григорьевна.

Ученица и соратница Е.Н. Левкович, она была од-
ним из первых исследователей генетики и эволюции 
арбовирусов, вирусов герпеса, вирусов полиомиелита, 
гепатита А. Лидия Григорьевна, помимо академических 
научных исследований, долгие годы руководила ла-
бораторией энтеро- и аденовирусных инфекций ГИСК 
им. Л.А. Тарасевича.

Большую часть своей жизни она посвятила здраво-
охранению, развивая приоритетные научные направле-
ния в области вирусологии, иммунологии и вакциноло-
гии, возглавляя направления по научному обеспечению 
качества и безопасности полиовирусных вакцин, со-
вершенствованию методов стандартизации и контроля 
энтеро- и аденовирусных диагностических препаратов 
и живых вакцин с использованием комплекса вирусо-
логических, цитологических, генетических, иммуноло-
гических, электронно-микроскопических и молекуляр-
но-биологических методов.

Под руководством Лидии Григорьевны лаборатория 
занимала передовые научные позиции, принимала уча-
стие в международных исследованиях ВОЗ. В лабора-
тории отрабатывали и внедряли новые микрометоды 
контроля активности полиовакцин в перевиваемых 
клетках Нер-2 Цинциннати, нейровирулентности вак-

цинных штаммов на трансгенных животных и молеку-
лярно-биологические методы (MAPREC).

Л.Г. Карпович руководила исследованиями по разра-
ботке методов контроля качества новых иммунобиологи-
ческих препаратов, участвовала в разработке первой оте- 
чественной инактивированной вакцины против гепатита А.

Как руководитель лаборатории в составе Нацио-
нального органа контроля медицинских иммунобиоло-
гических препаратов (ГИСК им. Л.А. Тарасевича) Лидия 
Григорьевна организовывала предреализационный 
контроль полиомиелитной вакцины, разработку и вне-
дрение в практику национальных стандартных образ-
цов, необходимых для отечественных предприятий-из-
готовителей вакцинных и диагностических препаратов.

Лидия Григорьевна — лауреат Премии Правитель-
ства Российской Федерации в области науки и техники. 
Результаты ее научных работ неоднократно отмечались 
дипломами и медалями ВДНХ. Под ее руководством 
в лаборатории были защищены 2 докторские и 1 кан-
дидатская диссертации.

Лидия Григорьевна была принципиальным и честным 
ученым. Она внесла весомый вклад в развитие вирусологии, 
молекулярной биологии, иммунологии и вакцинологии.

Светлая память о Лидии Григорьевне Карпович, вы-
дающемся ученом, отзывчивом, прекрасном человеке, 
научном руководителе и друге, навсегда сохранится 
в сердцах родственников, коллег, учеников и друзей.
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Памяти Наталии Ивановны Лонской

In memory of Nataliya Ivanovna Lonskaya

23 июля 2018 года на 78-м году после продолжи-
тельной болезни ушла из жизни кандидат медицинских 
наук Наталия Ивановна Лонская.

Всю свою жизнь Н.И. Лонская посвятила изу- 
чению иммунобиологических лекарственных препа-
ратов против гриппа и гриппоподобных инфекций. 
Успешно окончив Московский медицинский институт 
им. И.М. Сеченова по специальности «Медико-санитар-
ное дело», Наталия Ивановна начала трудовую деятель-
ность в Институте полиомиелита и вирусных гепатитов 
им. М.П. Чумакова.

В 1971 году поступила на работу в ГИСК им. Л.А. Та-
расевича, где прошла путь от младшего научного 
сотрудника до заведующей лабораторией гриппа, 
парагриппа и других ОРЗ. Под ее руководством лабо-
ратория осуществляла надзор за качеством препара-
тов для профилактики и диагностики гриппа и других 
респираторных вирусных инфекций, принимала уча-
стие в государственных испытаниях отечественных 
и зарубежных препаратов.

С апреля 2011 по апрель 2016 года Наталия Ива-
новна работала в должности главного эксперта Управ-
ления экспертизы противовирусных МИБП ФГБУ 

«Научный центр экспертизы средств медицинского 
применения» Министерства здравоохранения Россий-
ской Федерации.

В течение многих лет Наталия Ивановна была заме-
стителем председателя Межведомственной комиссии 
по гриппозным вакцинным и диагностическим штам-
мам при Минздраве России.

Н.И. Лонская — автор и соавтор более 120 опубли-
кованных научных работ. Неоднократно принимала 
участие в международных конференциях различного 
уровня в области разработки и внедрения в практику 
вакцин для профилактики гриппа.

Награждена медалями «Ветеран труда», «В память 
850-летия Москвы» и нагрудным знаком «Отличнику 
здравоохранения».

В коллективе Наталию Ивановну ценили за ее дело-
вые качества и профессионализм, а дома — за заботу 
и любовь к близким людям.

В памяти родных и близких, друзей, соратников, 
коллег Наталия Ивановна Лонская останется не толь-
ко прекрасным специалистом, но и человеком высоких 
душевных и этических качеств. Светлая память о ней 
навсегда останется в наших сердцах.
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