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Методы in vitro для выявления вируса бешенства и оценка их использования 
в производстве антирабического иммуноглобулина
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Применение современных высокочувствительных методов исследования биологического материала с целью выявления 
вируса бешенства и антирабических антител актуально не только для диагностики данного заболевания и области экспе-
риментальных исследований, но и для производства антирабических лекарственных препаратов, применяемых для пост
экспозиционной профилактики бешенства. Цель работы — анализ существующих в настоящее время методов детекции 
вируса бешенства и антирабических антител с последующей оценкой возможности применения указанных методов на кон-
трольных этапах производства препарата гетерологичного антирабического иммуноглобулина из сыворотки крови лоша-
ди. Поиск современных высокочувствительных методов контроля  in vitro, способных конкурировать с биологическим ме-
тодом — основным методом контроля свойств препарата антирабического иммуноглобулина, является важным аспектом 
совершенствования технологии производства и повышения качества препарата для профилактики бешенства. В ходе ана-
литического исследования было выявлено, что в  условиях производства антирабического иммуноглобулина в  качестве 
самостоятельных методов, а также в виде альтернативы применяемому в производстве биологическому методу на белых 
мышах возможно применение метода флуоресцирующих антител, иммуноферментного анализа, методов с применением 
клеточных культур, атомно-силовой микроскопии, проточной цитометрии. Выбор в пользу указанных методов исследова-
ния был обусловлен высокой степенью их чувствительности, специфичностью, скоростью постановки, экономичностью, 
простотой исполнения и автоматизированным процессом учета результатов.
Ключевые слова: вирус бешенства; методы in vitro; ИФА; FAVN-тест; RFFIT; клеточная культура; антирабический иммуно-
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Current highly sensitive methods for rabies virus and rabies antibodies detection in biological material can be used not only for diagnosis 
and experimental research, but also for the production of antirabies medicines used for postexposure prophylaxis. The aim of the study 
was to analyse existing methods for rabies virus and rabies antibodies detection and to assess the potential for using these methods 
at the control stages during production of heterologous antirabies immunoglobulin obtained from equine serum. The search for cutting-
edge highly sensitive in vitro control methods that could compete with the biological method, which is the main method used in antirabies 
immunoglobulin control, is an important prerequisite for improvement of the production technology and the quality of antirabies medi-
cines. The study demonstrated that the following test methods can be used in the production of antirabies immunoglobulin: fluorescent 
antibody technique, enzyme-linked immunosorbent assay, cell culture methods, atomic force microscopy, and flow cytometry. These 
methods could be used alone or as an alternative to the biological method in white mice. These methods were chosen because of their 
high sensitivity, specificity, rapid and easy implementation, cost-effectiveness, and automatic recording of test results.
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Препарат антирабического иммуноглобулина (АИГ) предна-
значен для экстренной специфической профилактики бешен-
ства у людей, входит в перечень жизненно необходимых и важ-
нейших лекарственных препаратов. Согласно единой во всем 
мире схеме профилактики бешенства у людей введение данно-
го препарата назначают перед началом антирабической вакци-
нации в случае получения укусов или множественных повреж-
дений вследствие контакта с потенциально инфицированным 
бешенством животным 1. Единственным производителем пре-
парата АИГ на территории России является ФКУЗ РосНИПЧИ 
«Микроб» Роспотребнадзора. С 2004 г. на базе данного учреж-
дения налажен серийный выпуск препарата гетерологичного 
АИГ из сыворотки крови лошади [1]. На сегодняшний день об-
щий объем выпускаемого ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспо-
требнадзора лекарственного средства АИГ составляет около 
400 л в год, что удовлетворяет ежегодную потребность насе-
ления Российской Федерации в данном препарате на 80% [2].

Процесс производства препарата состоит из ряда этапов, 
часть которых связана с  работой с  фиксированным вирусом 
бешенства (ВБ). Качество их выполнения контролируют био-
логическими методами с  применением лабораторных белых 
мышей 2. Контролируемыми параметрами при этом являют-
ся активность и  специфичность используемого штамма ВБ, 
полнота инактивации антигенного материала, специфическая 
активность иммунных лошадиных сывороток и  готового пре-
парата АИГ.

Для выявления ВБ биологическая проба на белых мышах 
впервые была применена в 1935 г. L. T. Webster и J. R. Dawson 3. 
Выбор исследователей в пользу методов in vivo основан на вы-
сокой степени их чувствительности, достоверности и надежно-
сти. Однако их выполнение требует использования большого 
количества животных, длительного времени получения ре-
зультатов [3, 4]. Более того, эксперты Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ) призывают к отказу от исследований 
с  применением животных 4. Указанные обстоятельства ставят 
перед исследователями задачу поиска альтернативного реше-
ния среди современных методов in vitro.

В России методы  in  vitro к  настоящему времени нашли 
применение при диагностическом исследовании материала 
на содержание ВБ. Согласно ГОСТ 26075–2013 5 для диагности-
ки материала применяют метод размножения вируса на  чув-
ствительной культуре клеток с  последующим окрашиванием 
флуоресцирующими антителами, иммуноферментный анализ, 
реакцию диффузной преципитации, полимеразную цепную 
реакцию с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Применение ме-
тодов выявления ВБ и антирабических антител in vitro на раз-
личных этапах производства АИГ в настоящее время остается 
перспективной задачей для исследования.

Цель работы — анализ существующих в настоящее время 
методов детекции ВБ и  антирабических антител с  последу-
ющей оценкой возможности применения указанных методов 
на  контрольных этапах производства препарата гетерологич-
ного антирабического иммуноглобулина из  сыворотки крови 
лошади.

Методы исследования, основанные на выявлении 
антигенов вируса бешенства и антирабических антител

Гистологическое исследование

Гистологическое исследование материала на  содержание 
ВБ включает окрашивание мазков‑отпечатков мозговой ткани 
с  последующим выявлением методом световой микроско-
пии характерных специфических включений  — телец Бабе-
ша–Негри. Включения представляют собой структуры, состо-
ящие из  фосфопротеинов и  нуклеопротеинов, и  принимают 
активное участие в процессе транскрипции вирусного генома 
и репликации вирусных частиц [5]. Открытие специфических 
включений A. Negri в  1903  г. 6 и  последующее подтвержде-
ние их важной роли в диагностике бешенства L. Negri-Luzzani 
в  1913  г. 7 послужили началом долгого пути формирования 
комплекса диагностических методов лабораторного обнару-
жения вируса бешенства. Наличие в опытных образцах четко 
очерченных овальных или продолговатых гранулированных 
включений характерного розово‑красного цвета считают 
абсолютным диагностическим признаком заболевания, вы-
зываемого  ВБ. В  то  же время большинство штаммов фик-
сированного  ВБ не  образуют тельца Бабеша–Негри, данное 
обстоятельство ограничивает применение гистологических ис-
следований в производстве АИГ.

Иммуногистохимический экспресс-тест

Иммуногистохимический экспресс-тест, разработанный цен-
тром по контролю и профилактике заболеваний США (Centers for 
Disease Control and Prevention, CDC) и применяемый при гистоло-
гических исследованиях, обладает большей чувствительностью 
по сравнению с методом обнаружения телец Бабеша–Негри [6]. 
Метод основан на  обнаружении нуклеопротеина ВБ в  материа-
ле с  помощью конъюгата биотинилированных моноклональных 
антител к нуклеопротеину ВБ, комплекса стрептавидин-перокси-
дазы и  хромогенного субстрата. Результаты анализа, проведен-
ного при помощи данного теста, учитывают с помощью световой 
микроскопии. Данная модификация имеет те же преимущества, 
что и традиционный гистохимический анализ: быстрое получение 
результата (в течение 1 ч), экономичность, отсутствие необходи-
мости в приобретении сложного дорогостоящего оборудования. 
К  дополнительным возможностям модифицированного имму-
ногистохимического теста следует отнести высокую чувстви-
тельность и  специфичность, которые неоднократно показаны 
в сравнении с методами, основанными на применении флуорес-
цирующих антител [7], а также возможность исследования образ-
цов, длительно хранившихся в  глицерине или в  замороженном 
состоянии. Существенным недостатком теста является ограни-
ченность выпуска наборов реагентов, используемых для его по-
становки и одобренных ВОЗ. В настоящее время заказ диагности-
ческих наборов возможен исключительно через сотрудничество 
с CDC [8]. Следует отметить, что гистологические исследования 
непосредственно не связаны с обнаружением цельных вирионов. 
Для визуализации последних единственным возможным методом 
является электронная микроскопия [9].

1  Бешенство в Российской Федерации. Информационно-аналитический бюллетень. Омск; 2019. 
2  Фармакопейная статья 3.3.1.0038.15 Иммуноглобулин антирабический из сыворотки крови лошади. Государственная фармакопея Россий-

ской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
3  Webster LT, Dawson JR. Early diagnosis of rabies by mouse inoculation. Measurement of humoral immunity to rabies by mouse protection test. Exp 

Biol Med. 1935;32(4):570–3.
4  WHO Expert Committee on biological standardization. WHO Technical Report Series No. 1024 (17th report); 2020.
5  ГОСТ 26075-2013. Животные. Методы лабораторной диагностики бешенства.
6  Negri A. Contributo allow studio dell’eziologia della rabbia. Boll Soc Med-Chir Pavia. 1903;2:88–115.
7  Negri-Luzzani L. Le diagnostic de la rage par la demonstration du parasite specifique. Resultats de dix ans d‘expkriences. Ann Inst Pasteur. 

1913;27:1039–64.
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Электронная микроскопия

Метод электронной микроскопии позволяет получать 
данные относительно размеров, формы вирусов, их распо-
ложения в  клетке, а  также внутриклеточных изменений, воз-
никающих в результате инфицирования вирусом. Электронная 
микроскопия позволяет работать с  неидентифицированным 
материалом, а  имеющиеся комплексные подходы по  очистке 
и концентрированию вируссодержащих суспензий [10] откры-
вают возможность применения метода не только для фунда-
ментальных исследований, но и для производственных задач 
[11]. В качестве основных факторов, ограничивающих актив-
ное применение электронной микроскопии на  контрольных 
этапах производства АИГ, следует указать высокую стоимость 
оборудования и необходимость в специализированном поме-
щении для работы с электронным микроскопом.

Метод флуоресцирующих антител

Метод флуоресцирующих антител (МФА) применяют для 
обнаружения вируса в материале с помощью меченных флу-
оресцентными красителями антител к  цельному вирусу или 
его белкам. Образующиеся в  результате взаимодействия ви-
русного антигена с  антирабическими антителами специфиче-
ски флуоресцирующие комплексы детектируют при помощи 
люминесцентной микроскопии. В  России при исследовании 
материала на  содержание ВБ методом флуоресцирующих 
антител применяют специфические поликлональные флуо-
ресцирующие антирабические антитела производства ФГБНУ 
«ФЦТРБ-ВНИВИ» (г. Казань), ФГБУ «ВНИИЗЖ» (г. Владимир) 
и ФГБНУ ВНИТИБП (г. Щелково). К наиболее распространен-
ным красителям, применяемым для флуоресцентного мечения 
антител, принадлежит флуоресцеинизотиоцианат. Он доволь-
но легко конъюгируется с антителами, что делает его особен-
но привлекательным для исследователей, сталкивающихся 
с необходимостью самостоятельного получения диагностиче-
ских конъюгатов. В литературе имеются данные о возможно-
сти повышения показателя специфичности при исследовании 
материала МФА с  использованием флуоресцирующих моно-
клональных антител к нуклеопротеину ВБ [12]. Исследование 
МФА в среднем занимает не более 6 ч, метод обладает высокой 
степенью чувствительности, порог которой составляет около 
3,8 lg ЛД

50/мл, и специфичности. В производстве АИГ МФА мо-
жет быть применен для подтверждения бешенства у  лабора-
торных животных на этапах приготовления рабического анти-
гена, а также при контроле специфической активности АИГ.

Другим аспектом применения флуоресцирующих анти-
тел является анализ клеточных культур, инфицированных 
ВБ. Данный метод позволяет осуществлять контроль репро-
дукции ВБ в клеточных культурах, например, при разработке 
и производстве культуральных вакцин [13], а также в иссле-
дованиях по получению культурального антигена, предназна-
ченного для гипериммунизации продуцентов антирабической 
сыворотки.

В экспериментальных исследованиях выявление ВБ осу-
ществляют на клеточных линиях BHK (клетки почки сирийско-
го хомячка), A‑72 (клетки фибросаркомы собаки), ПС (клетки 
почки сайги), Vero (клетки почки африканской зеленой мар-
тышки), MDBK (клетки почки быка) и  др. В  диагностических 
исследованиях применение клеточных линий мышиной ней-
робластомы (CCL‑131) и  невриномы Гассерова узла крысы 

(НГУК‑1) являются альтернативной заменой постановке био-
пробы на белых мышах [14]. В производстве антирабических 
препаратов клеточные культуры используют для накопления 
ВБ, оценки полноты инактивации вируса, контроля иммуно-
генности антирабических вакцин и специфической активности 
АИГ 8. Применение клеточных культур на этапах производства 
антирабических препаратов открывает перспективы сокраще-
ния числа лабораторных животных, задействованных в  кон-
трольных методах исследования. Проведение исследований 
на  клеточных культурах является актуальным и  для произ-
водства гетерологичного АИГ при контроле специфической 
активности антирабических сывороток и  готового препарата 
иммуноглобулина.

Исследование вируснейтрализующей активности:  
RFFIT и FAVN-тесты

Культуры восприимчивых к  ВБ клеток также нашли при-
менение при определении вируснейтрализующей активности 
антирабических сывороток и  антител. К  наиболее распро-
страненным методам следует отнести RFFIT (rapid fluorescent 
focus  inhibition test) и  FAVN-тест (fluorescent antibody  virus 
neutralization test), суть которых заключается в осуществлении 
реакции нейтрализации (РН) ВБ на  чувствительной клеточ-
ной культуре [15, 16]. Одним из  главных отличий FAVN-теста 
от RFFIT является применение 96‑луночных культуральных ми-
кропланшетов вместо 8‑луночных слайд-камер, что позволяет 
увеличить количество исследуемых образцов при условии со-
хранения времени постановки теста. На основании результатов 
проведенных исследований установлено, что методы с приме-
нением клеточных культур обладают высокой степенью корре-
ляции с методом нейтрализации ВБ на белых мышах [17]. При 
исследовании уровня вируснейтрализующих антител методами 
FAVN и RFFIT рекомендовано использование клеточной линии 
BHK‑21 и  штамма вируса бешенства CVS‑11. Существуют мо-
дификации этих методов, отличающиеся используемыми кле-
точной культурой и штаммом вируса [14, 18, 19]. С позиции по-
вышения мер биобезопасности актуальными представляются 
модификации указанных методов, предполагающие использо-
вание непатогенных штаммов ВБ или близкородственных ви-
русов, например вируса везикулярного стоматита [20]. Другим 
аспектом совершенствования методов FAVN и  RFFIT является 
применение генно-модифицированных штаммов ВБ, продуци-
рующих флуоресцирующий белок [21]. Такой подход позволяет 
исключить этап окрашивания клеточной культуры и сократить 
время исследования при условии сохранения надежности ана-
лиза in vitro.

Методы FAVN и RFFIT успешно применяют за рубежом для 
контроля антирабических препаратов 9. В  России эти методы 
используют для оценки уровня содержания антител у вакцини-
рованных животных в аккредитованных ветеринарных лабора-
ториях. Разработка и внедрение подобных методов в производ-
ство антирабических препаратов в настоящее время являются 
актуальными вопросами, требующими дополнительного изуче-
ния [22]. В ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора раз-
работана модификация FAVN-теста с использованием штамма 
Москва 3253Vero ВБ и клеточной линии Vero с целью дальней-
шего применения в  производстве гетерологичного АИГ при 
определении показателя специфической активности иммунных 
сывороток и готового препарата иммуноглобулина [23].

8  Annex 2. Recommendations for inactivated rabies vaccine for human use produced in cell substrates and embryonated eggs. WHO; 2005.
9  01/2015:0723 Human rabies immunoglobulin. European Pharmacopoeia 10th ed.; 2020.
Rabies immune globulin. USP41–NF36; 2019.
Brazilian Pharmacopeia 6th ed.; 2019.
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Метод проточной цитометрии

Результат исследования инфицированных ВБ клеточных 
культур с  использованием флуоресцентной микроскопии 
в  значительной степени зависит от  человеческого фактора, 
в особенности при анализе большого числа проб. Проведение 
исследований методами с  автоматическим учетом флуорес-
ценции в  значительной степени увеличивает точность анали-
за. Одним из  таких методов является проточная цитометрия. 
Благодаря возможности анализа интенсивности флуоресцен-
ции каждой отдельной клетки в  популяции инфицированной 
клеточной культуры, указанный метод нашел применение для 
обнаружения различных вирусов [24], в  том числе ВБ и  его 
белков [25, 26]. Разработаны подходы определения данным 
методом уровня защитных антител в сыворотках крови живот-
ных [27]. В собственных исследованиях также была показана 
эффективность применения проточной цитометрии для оцен-
ки специфической активности АИГ [28].

Метод образования бляшек

Анализ субстанций, содержащих ВБ, на  клеточных куль-
турах возможен и  без использования флуоресцентных тест-
систем. К таким методам следует отнести метод образования 
бляшек, основанный на образовании погибших под влиянием 
вируса клеток в монослойных культурах, залитых агаром. При 
больших разведениях вируса, исключающих множественное 
инфицирование клеток или слияние групп зараженных клеток, 
каждая бляшка соответствует вирусной частице, содержащей-
ся в  исходной жидкости. Данный способ позволяет оценить 
количество вируса в  бляшкообразующих единицах (БОЕ) 10. 
Указанный метод не нашел широкого практического примене-
ния в силу своих недостатков — длительности и трудоемкости, 
в особенности при анализе материала с высоким содержанием 
вируса 11. Применение метода бляшек также ограничено спо-
собностью штамма ВБ оказывать цитопатическое действие 
на  клеточную культуру, проявляющееся в  деструктивных из-
менениях отдельных клеток или всего клеточного монослоя, 
наблюдаемых с применением световой микроскопии.

Метод определения цитопатического действия

Активность ВБ, а также антирабических сывороток опреде-
ляют и по цитопатическому действию. Учет результата при этом 
составляет от 5 до 7 сут. Следует отметить, что чувствитель-
ность метода определения активности вируса по его цитопати-
ческому действию обычно ниже, чем у других методов, в том 
числе метода образования бляшек [29]. Более того, к  концу 
срока наблюдения происходит отмирание клеток, в том числе 
неинфицированных, что затрудняет учет результатов.

Метод атомно-силовой микроскопии

Повысить чувствительность обнаружения деструктивного 
воздействия вируса на клеточную культуру возможно за счет 
использования метода атомно-силовой микроскопии, который 
позволяет исследовать наноразмерную структуру различных 
поверхностей, в  том числе биологических объектов. В экспе-
риментах с применением атомно-силовой микроскопии было 
показано увеличение шероховатости поверхности клеток пере-
виваемых линий Vero в результате воздействия на них ВБ [30]. 
В  этой связи применение атомно-силовой микроскопии пер-
спективно и  для контроля полноты инактивации вируссодер-
жащих субстанций, а также при определении активности анти-
рабических сывороток и иммуноглобулина [31].

Необходимо отметить, что представленные выше методи-
ческие подходы к определению активности ВБ и уровню содер-
жания антирабических антител предполагают использование 
живого вируса. Исключение возможности работы с патогенным 
биологическим агентом, например при определении антигенной 
активности инактивированной субстанции, создает предпосыл-
ки разработки и внедрения соответствующих методов in vitro.

Реакция диффузионной преципитации

Классическим методом для прямого обнаружения антиге-
нов ВБ является реакция диффузионной преципитации (РДП) 
[32]. Этот методический прием основан на образовании линии 
преципитации в  агаровом слое вследствие взаимодействия 
вирусного антигена со  специфическим антителом. В  России 
для проведения диагностических исследований материала 
на ВБ в РДП применяют Набор компонентов для диагностики 
бешенства животных в  реакции диффузной преципитации 
производства ФГБНУ ВНИТИБП (г. Щелково). Детекция ВБ при 
постановке РДП возможна при условии присутствия в образце 
вируса в концентрации не менее 4,5 lg ЛД50/мл, что указывает 
на достаточно низкую чувствительность метода по сравнению 
с биологической пробой на белых мышах [33]. Указанное об-
стоятельство затрудняет использование РДП при контроле эта-
пов производства препарата АИГ, несмотря на экономичность, 
скорость и простоту исполнения.

Иммуноэлектрофорез

Более совершенным методом анализа по сравнению с РДП 
является иммуноэлектрофорез, использование которого по-
казано при исследовании активности антирабических сыво-
роток. Согласно экспериментальным данным, при сравнении 
результатов данного теста и реакции нейтрализации на мышах 
коэффициент корреляции составил 79,7% [34]. Успешное при-
менение иммуноэлектрофореза было показано при оценке 
содержания гликопротеина ВБ в вакцинах [35]. Данные обсто-
ятельства указывают на  возможность применения иммуно
электрофореза для оценки эффективности гипериммуниза-
ции продуцентов антирабических сывороток, а также качества 
антигенного материала, вводимого продуцентам.

Серологические методы

Применение в  производстве гетерологичного АИГ таких 
классических серологических методов, как реакция гемагглю-
тинации (РГА), реакция связывания комплемента (РСК), ре-
акция непрямой гемагглютинации (РНГА), имеет ограничения 
вследствие ряда факторов.

Несмотря на такие преимущества РГА и РНГА, как возмож-
ность получения результатов в короткие сроки и простоту вы-
полнения, методы характеризуются более низкой степенью 
чувствительности по сравнению с твердофазным иммунофер-
ментным анализом (ИФА) [36]. К  недостаткам РНГА следует 
отнести и использование нестабильных биологических компо-
нентов для разработки диагностикума. Более удобным являет-
ся использование латексных частиц вместо эритроцитов. Реак-
ция агглютинации латексных частиц зарекомендовала себя как 
экспрессный и высокоспецифичный метод, позволяющий про-
водить анализ вне лаборатории [37]. При исследовании спе
цифических антител в  сыворотках крови лошадей-продуцен-
тов показана высокая корреляция результатов метода с RFFIT 
[38]. Значительное влияние на  результат реакции оказывают 
размер латексных частиц, условия адсорбции, время реакции, 
условия агглютинации (pH, ионная сила, температура).

10  Жданов ВМ, Гайдамович СЯ. Общая и частная вирусология. М.: Медицина; 1982.
11  Троценко НИ, Белоусова РВ, Преображенская ЭА. Практикум по ветеринарной вирусологии. М.: Колос; 2000.
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Реакция связывания комплемента в качестве метода иссле-
дования антирабических антител не может дать объективную 
оценку реального титра вируснейтрализующих антител, по-
скольку при анализе возможно обнаружение антител, образу-
ющихся в ответ на введение экспериментальному животному 
нуклеокапсида ВБ и  не  обладающих вируснейтрализующей 
активностью [39].

Иммуноферментный анализ

Для исследования антигенной активности ВБ и его ком-
понентов, а также для оценки уровня специфических антител 
в антирабических сыворотках активно используют различные 
варианты ИФА, среди которых наиболее распространен твер-
дофазный сэндвич-ИФА. В  настоящее время модификации 
наборов для ИФА отличаются диагностическими компонента-
ми, среди которых в зависимости от задач могут присутство-
вать как цельный вирус, так и  его отдельные антигены, как 
правило, гликопротеин либо нуклеопротеин. Антитела, входя-
щие в набор, могут отличаться специфичностью к антигенам 
вируса [40]. Разработаны наборы для ИФА с использованием 
антиидиотипических антител, позволяющие осуществлять 
исследования без вирусных антигенов [41]. Для детекции 
антирабических антител наиболее часто применяют непря-
мой ИФА.

В России при постановке ИФА для обнаружения ВБ в па-
тогенном материале применяют конъюгат антирабических 
антител с пероксидазой (ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ», г. Казань). 
ИФА можно охарактеризовать как метод со средней степенью 
чувствительности: положительную реакцию отмечают при на-
личии в образце ВБ в концентрации свыше 3,3 lg ЛД50/мл [32]. 
Результаты, получаемые при исследовании образцов методом 
ИФА, достаточно хорошо коррелируют с  результатами МФА 
[40]. Преимуществом ИФА является возможность выявления 
в образце инактивированного ВБ, а также его отдельных анти-
генов. Более того, метод позволяет проводить количественную 
оценку содержания антигена ВБ или антител к  нему, присут-
ствующих в исследуемом образце.

При анализе антирабических сывороток чувствительность 
и специфичность этого метода сопоставима с данными пара-
метрами для РН на культуре клеток [42]. В работе M. Stantic-
Pavlinic с  соавт. [4] показано наличие корреляции между 
результатами, полученными методом непрямого ИФА и в FAVN-
тесте, но при этом отмечена более низкая степень чувствитель-
ности ИФА в сравнении с тестом на культуре клеток.

Указанные обстоятельства позволяют применять ИФА для 
оценки качества антирабических препаратов, что подтвержде-
но результатами исследований специфической активности вак-
цин и их компонентов [43, 44] и сывороточных препаратов [45]. 
Следует отметить, что при использовании моноклональных 
антител к антигенному сайту III гликопротеина ВБ с помощью 
ИФА стало возможно контролировать содержание иммуноген-
ных компонентов вакцины и  вируснейтрализующих антител 
в сывороточных препаратах [46, 47].

Дот-иммуноанализ  — разновидность ИФА, позволяющая 
проводить быстрое исследование образцов без необходимости 
использования какого-либо оборудования. При данном анали-
зе для адсорбции антигенов или антител в качестве носителя 
применяют нитроцеллюлозную мембрану (НЦМ) 12. Нераство-
римые продукты реакции при специфическом взаимодействии 
антигенов и  антител проявляются на  поверхности мембраны 

в  виде хорошо различимых ярких пятен, что позволяет осу-
ществлять визуальный учет результата.

Для выявления продуктов реакции дот-анализа все чаще 
применяют наночастицы коллоидных металлов, в  частности, 
золота или серебра [48, 49]. Активное использование диа-
гностических конъюгатов на  основе наночастиц коллоидных 
металлов связано с их высокой интенсивностью окрашивания, 
позволяющей производить учет результатов реакции без по-
мощи какого-либо оборудования. Постановка дот-анализа 
проста в  выполнении и  характеризуется низкой стоимостью 
относительно других экспресс-тестов. Оценка применения дан-
ного теста в производстве гетерологичного АИГ дана в работе 
Н. А. Шараповой 13. Разработанная на  базе ФКУЗ РосНИПЧИ 
«Микроб» Роспотребнадзора диагностическая тест-система 
на основе наночастиц коллоидного золота позволяет эффек-
тивно определять активность антирабических сывороток и им-
муноглобулина, а результаты данного теста коррелируют с ре-
зультатами теста in vivo.

Иммунохроматографический анализ

Применение коллоидных наночастиц имеет место и  при 
разработке иммунохроматографических тест-систем. Для 
проведения иммунохроматографического анализа (ИХА) от-
сутствует необходимость в каком-либо лабораторном обору-
довании: исследуемый материал, подготовленный согласно 
инструкции тестового набора, вносят в  тестовое устройство 
в заданном объеме и ожидают получения результата. Макси-
мальное время ожидания результата теста составляет 10 мин. 
Появление линии в тестовой зоне устройства после внесения 
образца свидетельствует об успешной постановке теста, а по-
явление линии в зоне контроля — о присутствии в опытном 
образце ВБ [50] или антирабических антител, в  зависимости 
от  вида теста. Применение высокоспецифичных ИХА-тест-
систем для выявления антирабических антител с чувствитель-
ностью 0,5 МЕ/мл обосновано при исследовании иммуноген-
ности антирабических вакцин [51]. В исследованиях S. Shiota 
с соавт. [52] показано применение ИХА-теста для выявления 
антирабических вируснейтрализующих антител (RAPINA) при 
исследовании большого количества образцов сывороток 
крови человека. При этом данные исследований свидетель-
ствовали о средней степени корреляции между результатами 
RAPINA и  RFFIT-тестом. Простота исполнения, высокая чув-
ствительность, возможность исключения манипуляций с жи-
вым вирусом и клеточной культурой позволяют рассматривать 
ИХА-тесты в  качестве успешного дополнения к  комплексу 
контрольных методов исследования, используемых в  произ-
водстве антирабических препаратов.

Молекулярно-генетические методы исследования 
вируса бешенства

В настоящее время методы молекулярной генетики полу-
чили большое распространение для диагностики и  типиро-
вания микроорганизмов, в  том числе лиссавирусов. Методы 
молекулярной генетики являются высокочувствительными 
и  позволяют быстро получать результат при работе практи-
чески с  любым видом патологического материала [53]. Осо-
бенностью молекулярно-генетических методов при работе 
с  ВБ является проведение этапа обратной транскрипции. 
Для диагностических исследований разработаны наборы для 
ОТ‑ПЦР, позволяющие учитывать результат как с  помощью 

12  Коллинз У, ред. Новые методы иммуноанализа. М.: Мир; 1991.
13  Шарапова НА. Конструирование диагностикума с использованием наночастиц золота для определения активности антирабических сыворо-

ток и иммуноглобулина в дот-иммуноанализе: дис. … канд. биол. наук. Саратов; 2013.
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гель-электрофореза, так и  с  помощью флуоресцентных ме-
ток [54]. Метод ОТ-ПЦР эффективен при обнаружении низких 
концентраций ВБ в  образце, перспективен в  осуществлении 
прижизненной диагностики бешенства [55], а также при прове-
дении штаммовой дифференциации ВБ [56]. Применение ОТ-
ПЦР с гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов 
позволяет определять выход продукта реакции после каждого 
цикла амплификации, а  также рассчитывать относительную 
концентрацию субстрата на  основании анализа стандартной 
кинетической кривой, построенной по полученным данным 14. 
Указанные особенности явились основанием для примене-
ния ОТ-ПЦР-РВ в  производстве антирабических препаратов, 
в частности, для количественной оценки содержания антигена 
в  материале для иммунизации продуцентов антирабической 
сыворотки 15. Неоднократно отмечено использование ОТ-ПЦР-
РВ в комплексе с методами иммунофлуоресценции для оценки 
полноты инактивации вируса при изготовлении вакцин [57–59].

Перспективным направлением применения молекулярно-
генетических методов является оценка стабильности произ-
водственных штаммов ВБ, используемых при изготовлении 
антирабических препаратов [60]. Для проведения подобных 
исследований используют методы ПЦР и  полногеномного 
секвенирования. Полногеномное секвенирование вакцинных 
штаммов ВБ активно проводят как в России [61, 62], так и за ру-
бежом [63, 64]. Актуальность подобных исследований обуслов-
лена повышенной изменчивостью ВБ при его репродукции. 
Сравнение генетических последовательностей позволяет оце-
нить возможность реверсии штаммов ВБ, используемых при 
оральной вакцинации животных [65], а также контролировать 
стабильность иммуногенных эпитопов вакцинных штаммов ВБ 
[60], что имеет значение и для штаммов, используемых в про-
изводстве сывороточных антирабических препаратов.

Заключение

Обзор методов исследования и  выявления ВБ и  антира-
бических антител показал их широкое применение в  сферах 
диагностики бешенства у  людей и  животных и  производства 
препаратов для профилактики данного заболевания. Приме-
нительно к  процессу производства препарата гетерологично-
го АИГ следует отметить значимость методов исследования 
с применением культуры клеток, МФА, ИФА, атомно-силовой 
микроскопии и  проточной цитометрии. Такие свойства, как 
скорость постановки тестов, высокая степень чувствительно-
сти, специфичность, возможность одновременного исследо-
вания большого количества проб и  автоматизация процесса 
учета результатов, составляют преимущества данных методов 
в  сравнении с  биологическим методом на  белых мышах, яв-
ляющимся в  настоящее время основным методом контроля 
активности гетерологичного антирабического иммуноглобули-
на. Как результат использования методов in vitro следует рас-
сматривать потенциальное снижение уровня биологического 
риска при работе с  вирусом бешенства. Применение указан-
ных перспективных тестов  in  vitro позволит расширить пере-
чень методов контроля качества препарата антирабического 
иммуноглобулина в соответствии с требованиями ведущих за-
рубежных фармакопей и рекомендациями ВОЗ по применению 
методов in vitro, а также обозначить возможные пути дальней-
шего совершенствования технологии производства препарата 
с целью повышения качества конечного продукта.
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Брюшнотифозные вакцины.  
История создания и современные вакцинные препараты
М. В. Абрамцева*, Е. О. Неманова, Н. С. Алехина, Т. И. Немировская

Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения»  
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

Брюшной тиф — острое инфекционное заболевание, вызываемое возбудителем Salmonella enterica subsp. enterica серотип 
Typhi (S. Typhi), по-прежнему является одной из основных причин заболеваемости населения в эндемичных экономически 
средне- и слаборазвитых странах Азии и Африки. Индустриальные страны могут быть подвержены вспышкам брюшного 
тифа ввиду стремительно развивающегося международного туризма, а также стихийных бедствий. В условиях прогресси-
рующей резистентности S. Typhi к антимикробным препаратам, высокой эпидемиологической нагрузки и невозможности 
обеспечения удовлетворительных санитарно-гигиенических условий в  ряде регионов, наряду с  внедрением новых про-
токолов лечения заболевания, актуальной задачей мирового здравоохранения является развитие вакцинопрофилактики 
брюшного тифа. Цель работы — освещение основных аспектов истории создания брюшнотифозных вакцин, систематиза-
ция данных о лицензированных вакцинных препаратах и перспективных направлениях разработки новых вакцин. В статье 
описана эпидемиологическая картина брюшного тифа в мире и в Российской Федерации. Изложен мировой опыт создания 
вакцинных препаратов от момента получения убитой брюшнотифозной вакцины до этапа производства конъюгированных 
вакцин. Приведена информация об отечественных и зарубежных вакцинах, представленных на мировом фармацевтиче-
ском рынке. Обозначены основные тенденции в сфере разработки вакцинных препаратов против заболевания, вызывае-
мого S. Typhi. Сделан вывод о необходимости повышения эффективности ранее разработанных вакцин, а также создания 
новых, комбинированных вакцинных препаратов против брюшного тифа.
Ключевые слова: брюшной тиф; вакцинопрофилактика; брюшнотифозные вакцины; живые аттенуированные вакцины; 
полисахаридные вакцины; конъюгированные вакцины; Vi-капсульный полисахарид
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Typhoid vaccines. Historical aspects of typhoid vaccine development, and currently 
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Typhoid fever is an acute infectious disease caused by Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi (S. Typhi), which is still 
extremely common in endemic low- and middle-income countries of Asia and Africa. Industrialised countries may also be affected 
by typhoid fever outbreaks due to booming international tourism, and natural disasters. Given S. Typhi progressive resistance to an-
tibiotics, high epidemiological burden, and lack of adequate sanitation and hygiene in a number of regions, the introduction of new 
treatment protocols and the improvement of preventive vaccination are critical tasks in global healthcare. The aim of the study was 
to highlight the main historical aspects of the typhoid vaccine development, to summarise data on the licensed vaccines and prom-
ising approaches to the development of new typhoid vaccines. The paper describes the current epidemiological situation of typhoid 
fever globally and in the Russian Federation. It dwells upon the global experience in typhoid vaccine development from the produc-
tion of an inactivated vaccine to the development of conjugated vaccines. The paper summarises data on Russian and foreign-made 
typhoid fever vaccines currently available in the global pharmaceutical market. It outlines the main trends in the development of vac-
cines against the disease caused by S. Typhi. The paper demonstrates the need for improving the efficacy of existing vaccines and 
development of new typhoid combination vaccines.
Key words: typhoid fever; preventive vaccination; typhoid vaccines; live attenuated vaccines; polysaccharide vaccines; conjugated 
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Брюшной тиф является одним из наиболее распространен-
ных инфекционных заболеваний бактериальной природы, ока-
зывающим значительную социально-экономическую нагрузку 
на эндемичные по данному заболеванию регионы.

Наиболее подвержены брюшному тифу экономически 
средне- и  слаборазвитые страны, обладающие неудовлетвори-
тельными санитарно-гигиеническими условиями. Существенно 
осложняют ситуацию происходящие на этих территориях военные 
конфликты или природные катастрофы. Однако активно разви-
вающийся международный туризм, а также стихийные бедствия 
могут стать причиной возникновения завозных случаев брюшного 
тифа, в том числе и в индустриальных странах [1, 2].

Неуклонно возрастающая антибиотикорезистентность 
бактерий, в  том числе возбудителей кишечных инфекций, 
существенно усложняет борьбу с  кишечными заболеваниями 
и, по оценкам ВОЗ, является проблемой мирового масштаба, 
а разработка вакцинных препаратов против заболеваний, вы-
зываемых данными возбудителями, — одной из приоритетных 
задач современного здравоохранения.

Цель работы  — освещение основных аспектов истории 
создания брюшнотифозных вакцин, систематизация данных 
о  лицензированных вакцинных препаратах и  перспективных 
направлениях разработки новых вакцин.

Брюшной тиф. Этиология и эпидемиологическая картина

Возбудитель брюшного тифа, Salmonella enterica subsp. 
enterica серотип Typhi (S. Typhi), был идентифицирован 
в 1880 г. немецким патологоанатомом К. Эбертом, представля-
ет собой подвижную грамотрицательную неспорообразующую 
палочку, относится к факультативным анаэробам [3]. S. Typhi 
содержит термостабильный О‑антиген, Vi-антиген и  жгутико-
вый Н‑антиген. При разрушении бактериальной клетки высво-
бождается эндотоксин, обуславливающий клиническую карти-
ну заболевания.

Брюшной тиф относят к группе кишечных инфекций и ти-
пичным антропонозам. Источником инфекции в естественных 
условиях служит человек (больной, реконвалесцент или бак-
терионоситель). Для брюшного тифа характерен фекально-
оральный механизм передачи возбудителя, который может 
осуществляться водным, пищевым и  контактно-бытовым 
путем. Существенная роль в  распространении возбудителя 
брюшного тифа принадлежит хроническим бактерионосите-
лям, особенно в случае их присутствия на эпидемически зна-
чимых объектах: детские учреждения, объекты здравоохране-
ния, общественного питания, водоснабжения и т. д. 1 Причиной 
возникновения вспышек брюшного тифа может служить по-
требление воды из  открытых водоемов и  технической воды, 
используемой на промышленных предприятиях, а также пище-
вых продуктов, в которых S. Typhi способны сохраняться в те-
чение длительного времени. Фактором передачи могут также 
являться окружающие предметы 2.

Пристальное внимание к  вопросам санитарии и  повыше-
ние уровня жизни населения позволили существенно снизить 
общее число случаев заболевания брюшным тифом. В 2017 г. 
в мире было выявлено 10,9 млн случаев, более 116 тыс. — с ле-

тальным исходом, что практически в два раза ниже статисти-
ческих данных 1990 г. [4]. Однако, несмотря на общемировую 
тенденцию по снижению случаев брюшного тифа, ряд терри-
торий до сих пор испытывает серьезную социально-экономи-
ческую нагрузку, вызванную данным заболеванием. Наиболее 
эндемичными по брюшному тифу являются регионы преиму-
щественно со средним и низким уровнем экономического раз-
вития, с  неудовлетворительными санитарно-гигиеническими 
условиями и высокой плотностью населения, такие как Азия, 
Африка, Латинская Америка, Карибские острова и Океания [4, 
5]. Наиболее подвержены данному заболеванию дети в возрас-
те от 2 до 14 лет [6], преимущественно от 2 до 4 лет [7].

В Российской Федерации 3, Северной Америке, Евро-
пе, Австралии [4] выявляют единичные случаи заболевания 
с  редкими эпидемическими вспышками, незначительными 
по  своим масштабам. В Российской Федерации преимуще-
ственное количество больных регистрируют среди лиц, прибы-
вающих из стран, эндемичных по брюшному тифу [8]. В период 
с 2005 по 2018 г. заболеваемость брюшным тифом и парати-
фами А, В, С на территории Российской Федерации снизилась 
с 0,15 до 0,01 на 100 тыс. населения 4. Преобладание завозного 
брюшного тифа на территории Российской Федерации требует 
особого внимания в области профилактической и клинической 
медицины в связи с огромным количеством трудовых мигран-
тов, в частности из Таджикистана и Узбекистана [9].

Опыт лечения брюшного тифа показал, что возбудитель 
заболевания способен вырабатывать устойчивость к  вновь 
применяемым антимикробным препаратам в течение довольно 
непродолжительного периода времени. Широкое распростра-
нение штаммов S. Typhi, резистентных к антибиотикам первой 
линии (ампицилин, хлорамфеникол, триметоприм/сульфаме-
токсазол), в  конце 1980‑х  гг. привело к  введению в  терапию 
брюшного тифа фторхинолонов 5. Начиная с  2000‑х  гг. стали 
появляться сообщения о возникновении штаммов, устойчивых 
к данной группе препаратов, в частности к ципрофлоксацину 
и  гатифлоксацину. Штаммы, устойчивые к  фторхинолонам, 
преобладают в Южной Азии и Африке. Согласно рекомендаци-
ям ВОЗ 2018 г. 6, этиотропная терапия брюшного тифа прово-
дится такими препаратами, как азитромицин и цефалоспорины 
(цефиксим, цефтриаксон), однако анализ результатов лечения 
данного заболевания в эндемичном регионе Средней Азии (се-
редина 1990‑х  — середина 2000‑х  гг.) и  в  Санкт-Петербурге 
во  время эпидемической вспышки (2006  г.), проведенный 
А. Н. Коваленко с соавт., показал, что никакие известные анти-
микробные препараты, в  том числе комбинации различных 
антибиотиков, не  давали стопроцентной гарантии предотвра-
щения развития рецидивов или повторного выделения возбу-
дителя при контрольном исследовании [10].

В ряде регионов зарегистрированы спорадические случаи 
устойчивости возбудителей к азитромицину. Вспышка брюш-
ного тифа в Пакистане в 2016–2017  гг., вызванная штаммом 
S. Typhi, устойчивым к  цефтриаксону, продемонстрировала 
острую необходимость в  смене схем лечения в  эндемичных 
регионах и применении превентивных мер по контролю забо-
левания, в том числе иммунизации населения 7.

1  Ющук НД, Венгеров ЮА, ред. Инфекционные болезни: Национальное руководство. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2009.
2  Там же.
3  Шаповал ИН, Никитина СЮ, Агеева ЛИ, Александрова ГА, Зайченко НМ, Кириллова ГН и др., ред. Здравоохранение в России. 2019. Статисти-

ческий сборник. М.: Росстат; 2019.
4  Там же.
5  Typhoid vaccines: WHO position paper — March 2018. Wkly Epidemiol. Rec. 2018;93(13):153–72.
6  Там же.
7  Там же.
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Опыт создания вакцинных препаратов против 
брюшного тифа

Плодотворный период 1870‑х и 1880‑х гг. привел к раз-
работке инактивированных вакцин против брюшного тифа, 
чумы и  холеры. R. Pfeiffer и  W. Kolle в  Германии, а  также 
A. Wright в Великобритании работали над созданием убитых 
вакцин против брюшного тифа [11]. Результаты ранних работ 
по разработке убитой брюшнотифозной вакцины послужили 
импульсом к  созданию инактивированных парентеральных 
цельноклеточных вакцин 8 [12].

В 1898 г. в одном из полков русской армии В. К. Высоко-
вичем была успешно применена «гретая» брюшнотифозная 
вакцина, содержащая инактивированные нагреванием бакте-
риальные клетки 9, а  с  1915  г. иммунизация брюшнотифоз-
ной вакциной ряда частей русской армии, а также учрежде-
ний военного ведомства стала проводиться в обязательном 
порядке [13].

В 1916 г. в систему противоэпидемической защиты рус-
ской армии была внедрена иммунизация комбинированной 
тифо-паратифозной А и  В (TAB) вакциной 10. В 1930‑е  гг. 
плановая вакцинация взрослого населения в  СССР вклю-
чала схему прививок против брюшного тифа, паратифов А 
и  В, столбняка. В  рамках научно-исследовательской работы 
по теоретическому и экспериментальному обоснованию ком-
плексной и ассоциированной иммунизации была разработана 
химическая поливакцина против брюшного тифа, паратифов 
А и  В, дизентерии Флекснера и  Зонне, холеры, столбняка. 
Впоследствии данная вакцина была заменена на химическую 
вакцину TABTe, направленную на формирование иммунитета 
к брюшному тифу, паратифам А и В, столбняку. Широкие ис-
пытания на  добровольцах TABTe показали эпидемиологиче-
скую целесообразность и иммунологическую эффективность 
вакцины [14].

В 1954–1967 гг. в Югославии, Гайане, Польше и СССР были 
проведены полевые испытания двух вакцинных препаратов, 
произведенных из  инактивированных ацетоном (вакцина К), 
а  также нагреванием и фенолом (вакцина L) клеток S. Typhi. 
Эти испытания продемонстрировали, что инактивированные 
цельноклеточные брюшнотифозные вакцины обеспечива-
ют высокий уровень защиты; при этом вакцина К обладает 
бóльшим защитным действием, чем вакцина L [15].

Было сделано много попыток идентифицировать и  вы-
делить протективные антигены из  брюшнотифозных вакцин. 
В исследовании вакцин К и L было продемонстрировано, что 
только антитела к  антигену Н в некоторой степени отражают 
эффективность исследованных вакцин, в  то  время как анти-
тельные ответы на О‑ и Vi-антигены не свидетельствуют об их 
эффективности для человека. Таким образом, ни один отдель-
но взятый компонент в составе данных вакцинных препаратов 
не был идентифицирован в качестве протективного [16]. В свя-
зи с тем что наряду с сомнительной протективной активностью 
инактивированные парентеральные цельноклеточные вакцины 
обладали высокой реактогенностью, они не получили широко-
го практического применения и были исключены из программ 
рутинной иммунизации населения [17].

Важный шаг в  направлении создания брюшнотифозных 
вакцин был сделан R. Germanier и E. Fiirer, когда они получили 
аттенуированный штамм S. Typhi Gal E Ty21a [18]. Этот штамм 
в дальнейшем с успехом использовался для создания безопас-
ных и эффективных живых вакцин. Контролируемое полевое ис-
пытание вакцины против брюшного тифа, полученной на основе 
данного штамма, было проведено в  городе Александрия (Еги-
пет) в 1978–1981 гг. В исследовании приняли участие 32 388 де-
тей. Участники исследования были разделены на две сравнимые 
по размерам группы: одну группу иммунизировали тремя доза-
ми вакцины, а другую, контрольную — тремя дозами плацебо. 
Каждая доза вакцины содержала от  10 8 до  10 9 живых бакте-
рий штамма Ty21a. После проведения иммунизации за детьми 
из обеих групп в течение трех лет велось наблюдение и каждый 
случай, вызывающий подозрение на заболевание брюшным ти-
фом, исследовался с помощью бактериологических и серологи-
ческих методов. Эффективность вакцины оценивалась по числу 
подтвержденных случаев брюшного тифа в обеих группах. За-
болеваемость брюшным тифом составила 4,9 случая на 10 тыс. 
детей в год в контрольной группе и 0,2 случая на 10 тыс. детей 
в  год в  иммунизированной группе. Эти результаты показали, 
что использованная схема иммунизации обеспечивает защиту 
на период, по меньшей мере, в три года.

В 1980‑х гг. в городе Сантьяго (Чили) были проведены рандо-
мизированные плацебо-контролируемые испытания пероральной 
живой брюшнотифозной вакцины на основе штамма Ty21a в кап-
сулах с кишечнорастворимым покрытием. В исследовании при-
нимали участие 109 тыс. школьников. Введение трех доз вакцины 
в течение одной недели показало эффективность на уровне 67% 
в течение трех лет [19, 20]. Вакцина на основе штамма Тy21a обе-
спечивала такой же уровень защиты, как и парентеральная вакци-
на, произведенная из инактивированных нагреванием и фенолом 
клеток. При этом пероральная живая аттенуированная вакцина 
практически не вызывала побочных реакций.

Штамм Ty21a использовался для создания следующего 
поколения усовершенствованных пероральных живых вакцин. 
В частности, более удобной для широкомасштабного примене-
ния оказалась вакцина, расфасованная в двухкамерные саше, 
содержащие лиофилизированную вакцину и  бикарбонат-
аскорбатный буфер. Содержимое обоих саше непосредствен-
но перед применением смешивалось со 100 мл питьевой воды. 
Полевое испытание в  Сантьяго (использовались три дозы, 
по одной дозе каждый день) показало более высокую защит-
ную эффективность, чем у  капсулированной формы. Защит-
ный эффект вакцины составил 77% в течение трех лет [11].

Наряду с работами по созданию живых аттенуированных 
вакцин были предприняты попытки использовать для им-
мунизации очищенные О‑ и  Vi-антигены. В 1954  г. М. Landy 
впервые было проведено исследование на добровольцах, це-
лью которого было выяснение возможности замены цельно-
клеточной вакцины отдельно взятыми очищенными антигена-
ми О и Vi. Было показано, что введение отдельных антигенов 
в виде одной инъекции приводит к образованию более высо-
ких средних геометрических значений титров (geometric mean 
titres, GMT) антител класса IgG к O‑ и Vi-антигенам, чем введе-
ние цельноклеточных вакцин. Особенно это было выражено 

8  Yugoslav Typhoid Commission: A controlled field trial of the effectiveness of acetone-dried and inactivated and heat-phenol-inactivated typhoid vac-
cines in Yugoslavia. Bull World Health Organ. 1964;30:623–30.

Polish Typhoid Commission: Controlled field trials and laboratory studies on the effectiveness of typhoid vaccines in Poland 1961-64. Final report. Bull 
World Health Organ. 1966;34(2):211–22.

9  Елкин ИИ, ред. Общая и частная эпидемиология (руководство для врачей). М.: Медицина. Т. 1; 1973.
10  Разгулин СА. Научное обоснование нового подхода к профилактике кишечных антропонозов у военнослужащих в эндемичных районах: 

дис. … д-ра мед. наук. Пермь; 2006.
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по отношению к Vi-антигену. Также продемонстрировано, что 
введение очищенного Vi-антигена вызывает более продолжи-
тельный антительный ответ, чем введение цельноклеточной 
вакцины [21].

Брюшнотифозная  Vi-полисахаридная очищенная вакцина 
была разработана M. Landy с соавт. [21], а позднее усовершен-
ствована группой ученых под руководством K. H. Wong [16].

Последующие работы по созданию конъюгированных вак-
цинных препаратов против брюшного тифа [22, 23] позволили 
существенно продвинуться в  вопросе профилактики данного 
заболевания и  расширить охват вакцинируемого населения 
за  счет детей младше двух лет, у  которых полисахаридные 
неконъюгированные вакцины не  индуцируют эффективный 
иммунный ответ [24].

Широкое распространение вирулентных штаммов S. Typhi, 
не  содержащих  Vi-антиген, и, как следствие, неэффектив-
ность Vi-полисахаридных вакцин в профилактике заболеваний, 
вызываемых такими возбудителями, сменили вектор разрабо-
ток в сторону создания новых вакцин, основанных на других 
антигенах [25].

Значительный вклад в  разработку вакцинных препаратов 
внесли исследования, касающиеся поисков новых носителей 
и техник связывания антигена с носителем для создания конъ-
югатов [26].

Современные тенденции вакцинопрофилактики 
брюшного тифа

В мире лицензированы три типа вакцин против брюшного 
тифа: конъюгированная вакцина (typhoid conjugate vaccine, 
TCV), неконъюгированная  Vi-полисахаридная вакцина (Vi 
polysaccharide vaccine, ViPS) и живая аттенуированная вакци-
на11. Живая аттенуированная и неконъюгированная вакцины 
рекомендованы ВОЗ с 2008 г.12 В октябре 2017 г. схожие ре-
комендации по  применению рутинной иммунизации в  энде-
мичных регионах были даны Стратегической консультативной 
группой экспертов ВОЗ в отношении конъюгированных вакцин 
(TCV)13, а в конце декабря 2017 г. ВОЗ провела преквалифи-
кацию первой  Vi-конъюгированной со  столбнячным анаток-
сином вакцины против брюшного тифа Typbar-TCV® (Bharat 
Biotech, India)14. Вакцина Typbar-TCV® зарегистрирована в Ин-
дии, Камбодже, Непале и  Нигерии [27]. В декабре 2020  г. 
преквалификацию ВОЗ прошла вторая  Vi-конъюгированная 
брюшнотифозная вакцина TYPHIBEV® (Biological E. Limited 
(BE), Индия), в  состав которой входит  Vi-полисахарид, 
конъюгированный с  нетоксичным производным дифтерий-
ного токсина CRM19715. Вакцина разработана совместно 
с GlaxoSmithKline. Производство локализовано на территории 
Индии.

Согласно рекомендациям ВОЗ, конъюгированную вакцину 
следует вводить внутримышечно детям в  возрасте от  6  мес. 
и  взрослым до  45  лет однократно в  объеме 0,5  мл с  содер-
жанием 25  мкг  Vi-капсульного полисахарида. Неконъюги-
рованная  Vi-полисахаридная вакцина вводится лицам в  воз-
расте от  2  лет подкожно или внутримышечно, однократно 
в объеме 0,5 мл с содержанием Vi-капсульного полисахарида 

25 мкг. Живая аттенуированная вакцина рекомендована лицам 
старше 6 лет орально в виде капсул путем поэтапного введения 
трех доз препарата (для Канады и США рекомендовано введе-
ние четырех доз препарата)16.

В работах ряда авторов продемонстрировано, что вакцина 
Typbar-TCV® является более иммуногенной и  эффективной 
по  сравнению с  неконъюгированной вакциной, а  Vi-антитела, 
вырабатываемые при иммунизации данной вакциной, об-
ладают более высокой авидностью, чем антитела, образу-
ющиеся при применении неконъюгированной вакцины [23, 
28, 29]. Результаты исследования, проведенного среди лиц 
от 2 до 45 лет и включавшего в себя двукратную иммунизацию, 
показали, что спустя 6 недель после первичной иммунизации 
GMT антител класса  IgG к Vi-полисахариду (GMT анти-Vi  IgG) 
при применении Typbar-TCV® составило 1292,5  ЕД/мл, а  при 
иммунизации неконъюгированной вакциной  — 411,1  ЕД/мл. 
Вторичная иммунизация была проведена спустя два года по-
сле начала исследования. Через шесть недель GMT анти-Vi IgG 
для конъюгированной и неконъюгированной вакцин составило 
1685,3 и 445,6 ЕД/мл соответственно [23].

При однократной иммунизации лиц в возрасте от 2 до 45 лет 
спустя три года после вакцинации GMT анти-Vi  IgG состави-
ло 282,3  ЕД/мл для вакцины Typbar-TCV® и  228,8  ЕД/мл для 
неконъюгированной вакцины; через 5 лет GMT анти-Vi  IgG — 
190,1 и 153,7 ЕД/мл соответственно17.

GMT анти-Vi  IgG у детей в возрасте от 6 до 23 мес. через 
шесть недель после однократной иммунизации Typbar-TCV® 
составило 1937,4 ЕД/мл [23], при этом наличие высокого титра 
антител отмечалось у 84% иммунизированных детей до дости-
жения ими 5‑летнего возраста18.

Сравнительная оценка эффективности конъюгирован-
ной вакцины Typbar-TCV® и  неконъюгированной вакцины 
Typhim Vi® (Sanofi Pasteur, Inc, Франция) спустя 28 дней после 
первичной вакцинации лиц от 18 до 60 лет показала, что при-
менение Typbar-TCV® способствует индукции значительно бо-
лее высокого титра IgG Vi-антител (GMT анти-Vi IgG составило 
562,9 ЕД/мл, уровень сероконверсии 100%), чем применение 
Typhim Vi® (GMT анти-Vi IgG — 140,5 ЕД/мл, уровень серокон-
версии 88,6%) [28].

Испытания вакцины Typbar-TCV®, проведенные на  двух 
возрастных группах 6–23 мес. и 2–45 лет, показали, что спу-
стя два года после однократной иммунизации серопротекция 
для обеих групп составила порядка 85% [29], что значитель-
но выше серопротекции Vi-полисахаридных вакцин (59%) че-
рез два года после однократной вакцинации лиц в  возрасте 
от 3 до 44 лет [30].

Оценка экономической эффективности применения раз-
личных стратегий иммунизации конъюгированными вакцина-
ми против брюшного тифа показала, что рутинная иммуни-
зация детей в возрасте до 1 года по расширенной программе 
иммунизации наиболее приемлема для регионов с ежегодной 
заболеваемостью более 50  случаев на  100  тыс. населения. 
При повышении значения данного показателя до 130 случаев 
на 100 тыс. населения рекомендовано применение программы 
иммунизации с последующей однократной ревакцинацией де-
тей в возрасте от 5 до 14 лет [31]. Дальнейшие исследования 

11  Typhoid vaccines: WHO position paper. Wkly Epidemiol. Rec. WHO. 2008;83(6):49–60.
12  Там же.
13  Summary of the October 2017 meeting of the Strategic Advisory Group of Experts on Immunization. WHO. Geneva, Switzerland; 2017. 
14  Typhoid vaccine prequalified. Typbar TCV® from Bharat Biotech, World’s first typhoid conjugate vaccine prequalified by WHO. WHO; 2018.
15  https://www.biologicale.com/news.html
16  Typhoid vaccines: WHO position paper — March 2018. Wkly Epidemiol. Rec. WHO. 2018;93(13):153–72.
17  Там же.
18  Там же.
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показали, что рутинная иммунизация населения конъюги-
рованными вакцинами против брюшного тифа экономиче-
ски обоснована в регионах с  частотой заболеваемости более 
300 случаев на 100 тыс. населения [32].

По состоянию на  2018  г. суммарная емкость мирового 
рынка вакцинных препаратов против брюшного тифа соста-
вила 225  млн долларов США19. В 2019  г. данный показатель 
возрос до 262,8 млн долларов США. Наибольшую часть рынка 
заняли полисахаридные неконъюгированные вакцины (56,9%), 
далее  — живые аттенуированные вакцины (31,27%), доля 
конъюгированных вакцинных препаратов — 6,13%20.

Широкое применение в практике здравоохранения находят 
такие  Vi-полисахаридные вакцины, как Typbar®, Typhim  Vi®, 
Typherix®, Bio Typh™, Shantyph®, а  также живая аттенуиро-
ванная вакцина  Vivotif® и  комбинированные вакцины, содер-
жащие  Vi-капсульный полисахарид S. Typhi и  антигенные ча-
стицы инактивированного возбудителя гепатита A (Hepatyrix®, 
ViVAXIM® (табл. 1).

В Российской Федерации ООО «Гритвак» была разрабо-
тана и  зарегистрирована в  2006  г. вакцина брюшнотифозная 
Ви-полисахаридная, торговое название ВИАНВАК®21. Препа-
рат представляет собой раствор капсульного полисахарида 
(Vi-антигена), извлеченного из  супернатанта культуры S. Typhi 
штамм Ty‑2 № 4446, обработанного рибонуклеазами и проназой 
и очищенного гель-фильтрацией. Наиболее близким аналогом 
данному препарату является вакцина Typhim Vi. В качестве кон-
серванта используется фенол. Вакцина обеспечивает быстрое 
образование и интенсивное повышение уровня специфических 
антител к Vi-полисахариду в крови, которые через 1–2 недели 
обеспечивают защиту от инфекции в течение не менее 3 лет22.

Согласно данным по стандартизации протективной активно-
сти данного препарата при сравнении с брюшнотифозным стан-
дартом США (Typhoid Vaccine USP Wyeth) — одна доза вакцины 
ВИАНВАК® содержит не менее 8 протективных единиц USP [33].

Безопасность препарата была подтверждена в  доклини-
ческих исследованиях. Клинические исследования вакцины 
ВИАНВАК®, проведенные с  участием взрослых, подростков 
в возрасте 7–14 лет и детей в возрасте 2–6 лет, показали, что 
сероконверсия Vi-антител у взрослых достигает 71,6%, у детей 
и подростков — 84,6% 23.

Иммунизация вакциной ВИАНВАК® индуцирует возрас-
тание уровней всех основных классов антител к  Vi-антигену 
(IgG, IgA, IgM). Эффективность вакцины была достоверно под-
тверждена в условиях эпидемии брюшного тифа в Республике 
Таджикистан. В марте 1997 г. было привито более 18 тыс. воен-
нослужащих. До начала вакцинации в январе–марте 1997 г. за-
болеваемость составляла 87 случаев в месяц (2 летальных слу-
чая), в течение 9 мес. после начала вакцинации (март–ноябрь 
1997 г.) заболеваемость снизилась до 5,7 случаев в месяц при 

отсутствии летальных исходов. В условиях пика эпидемии эф-
фективность вакцины ВИАНВАК® составила не менее 72,3% 24.

Согласно инструкции по  медицинскому применению ле-
карственного препарата ВИАНВАК® иммунизация проводится 
однократно. Ревакцинация проводится по показаниям каждые 
три года. Нежелательные побочные реакции на введение вак-
цины расцениваются как слабые и могут проявляться в виде 
покраснения, болезненности в  месте введения, небольшого 
повышения температуры, головной боли 25.

Вакцинация против брюшного тифа в  Российской Фе-
дерации включена в календарь профилактических прививок 
по эпидемическим показаниям. Иммунизацию проводят при 
угрозе возникновения эпидемии или вспышки (стихийные 
бедствия, крупные аварии на  водопроводной и  канализаци-
онной сети), а  также в  период эпидемии, при этом в  угро-
жаемом районе проводят массовую иммунизацию населения. 
Плановая вакцинация показана лицам, занятым в сфере ком-
мунального благоустройства, работающим с живыми культу-
рами возбудителей брюшного тифа, населению, проживаю-
щему на территориях с хроническими водными эпидемиями 
брюшного тифа, контактным лицам в очагах брюшного тифа, 
а также лицам, выезжающим в гиперэндемичные по брюшно-
му тифу регионы и страны 26.

Следует отметить, что в  1996  г. федеральным государ-
ственным унитарным предприятием «Санкт-Петербургский 
научно-исследовательский институт вакцин и  сывороток 
и  предприятие по  производству бактерийных препаратов» 
Федерального медико-биологического агентства (ФГУП 
СПбНИИВС ФМБА России) была разработана вакцина брюшно-
тифозная спиртовая. Препарат представляет собой инактиви-
рованные этиловым спиртом лиофилизированные микробные 
клетки S. Typhi Ty‑2 № 4446. Вакцина была зарегистрирована 
в  России в  2001  г. под торговым наименованием Тифивак 27. 
Однако в настоящее время вакцина Тифивак не производится.

Наряду с  успешно применяемыми для профилактики 
брюшного тифа неконъюгированными вакцинными препарата-
ми происходит активное внедрение конъюгированных вакцин. 
Помимо прошедших преквалификацию ВОЗ вакцин Typbar-
TCV® и TYPHIBEV®, лицензированы еще две конъюгированные 
со столбнячным анатоксином вакцины против брюшного тифа: 
PedaTyph™, эффективность и безопасность которой были под-
тверждены рядом исследовательских работ [22, 34], и ZyVac-
TCV™, безопасность и  иммуногенность которой оказались 
сопоставимы с такими же показателями для вакцины Typbar-
TCV® [35, 36] (табл. 1).

Двукратное увеличение суммарной емкости мирового 
рынка вакцинных препаратов против брюшного тифа (более 
525 млн долларов США) прогнозируется к 2027 г. 28

19  Typhoid fever vaccines market size, trends, shares, insights and forecast — coherent market insights. https://www.coherentmarketinsights.com/
insight/request-sample/2552

20  Typhoid fever vaccines market forecast to 2027 — COVID-19 impact and global analysis by vaccine type (live attenuated vaccine, capsular poly-
saccharide vaccines, conjugate vaccine, others); route of administration (oral, injectable), and geography. https://www.theinsightpartners.com/reports/
typhoid-vaccines-market/

21  https://grls.rosminzdrav.ru
22  Там же.
23  Зверев ВВ, Хаитов РМ, ред. Вакцины и вакцинация. Национальное руководство. Краткое издание. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2014.
24  Там же.
25  https://grls.rosminzdrav.ru
26  Приказ Минздрава России от 21.03.2014 № 125н (ред. от 03.02.2021) «Об утверждении национального календаря профилактических при-

вивок и календаря профилактических прививок по эпидемическим показаниям».
27  https://grls.rosminzdrav.ru
28  Typhoid fever vaccines market forecast to 2027 — COVID-19 impact and global analysis by vaccine type (live attenuated vaccine, capsular poly-

saccharide vaccines, conjugate vaccine, others); route of administration (oral, injectable), and geography. https://www.theinsightpartners.com/reports/
typhoid-vaccines-market/

https://www.coherentmarketinsights.com/insight/request-sample/2552
https://www.coherentmarketinsights.com/insight/request-sample/2552
https://www.theinsightpartners.com/reports/typhoid-vaccines-market/
https://www.theinsightpartners.com/reports/typhoid-vaccines-market/
https://www.theinsightpartners.com/reports/typhoid-vaccines-market/
https://www.theinsightpartners.com/reports/typhoid-vaccines-market/
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Ряд конъюгированных вакцинных препаратов находятся 
на различных стадиях разработки. Препарат Vi-rEPA, в состав 
которого входит  Vi-полисахарид S. Typhi, конъюгированный 
с рекомбинантным экзопротеином А Pseudomonas aeruginosa 
(rEPA) (Ланчжоусский институт биологической продукции, 
Китай), успешно прошел рандомизированные клинические ис-
следования [37, 38], проводится работа по его лицензированию 
[39]. Ведется исследование нескольких вакцинных препаратов, 
представляющих собой конъюгат  Vi-полисахарида S. Typhi 
штамм C6524  с  дифтерийным токсином, технология получе-
ния которых была разработана Международным институтом 
вакцин при ООН в Южной Корее (IVI), а затем передана трем 
производственным компаниям: SK Bioscience, Корея (проведе-
на II  фаза клинических исследований [40], III фаза исследо-
ваний — ноябрь 2019 г. — январь 2021 г.) 42, Incepta Vaccines, 
Бангладеш (завершены доклинические исследования) [27], PT 
Bio Pharma, Индонезия (период проведения III фазы клиниче-
ских исследований март 2020 г. — январь 2021 г.) 43.

Группой ученых Гарвардской медицинской школы на  ос-
нове технологии PCMV (Protein Capsular Matrix  Vaccine) син-
тезирована  Vi-полисахаридная вакцина Typhax, в  которой 
очищенный Vi-полисахаридный антиген заключен в глутараль-
дегид-катализированной матрице из  перекрестно связанных 
α-поли-L‑лизина (α-PLL) и  белка CRM197. Вакцина показала 
безопасность и  иммуногенность в  доклинических исследова-
ниях на мышах, кроликах и приматах [41], успешно завершена 
первая фаза клинических исследований [42].

В начале 2000‑х гг. стали появляться сообщения о вирулент-
ных штаммах S. Typhi, не содержащих Vi-антиген [43–45], при 
этом в период с 2000 по 2010 г. в эндемичных регионах была 
отмечена тенденция к постепенному вытеснению Vi-позитивных 
штаммов [25]. Ведутся разработки конъюгированного вакцинно-
го препарата против Vi-негативных штаммов S. Typhi, основан-
ного на О‑специфичных полисахаридах (OSPs) [25].

Предприняты попытки создания вакцинных препаратов 
против возбудителей S. Typhi и  S. Paratyphi A: комбинирован-
ной бивалентной вакцины на основе везикул внешних мембран 
(outer membrane vesicles, OMV) S. Typhi и S. Paratyphi A [46]; пре-
парата на основе рекомбинантного белка STIV (rSTIV) внешней 
мембраны S. Typhi [47]; кандидата на основе рекомбинантного 
аттенуированного штамма S. Paratyphi A CMCC 50093, содержа-
щего интегрированный в хромосому viaB локус с 10 генами, от-
ветственными за биосинтез Vi-полисахарида [48].

Новые перспективы в  поиске вакцинных кандидатов от-
крывает обратная вакцинология (reverse vaccinology)  — со-
временный подход, включающий скрининг последовательно-
стей генома, кодирующих белки патогена, и выбор белков для 
создания вакцинных препаратов с помощью вычислительных 
методов [49–51].

Данный подход был успешно применен E. Esmailnia с  со-
авт. [52] с  целью выявления поверхностных белков, облада-
ющих наиболее иммуногенными, стабильными и  защитными 
свойствами при анализе протеома S. Typhi Ty2. Перспективным 
кандидатом для разработки вакцинного препарата был выбран 
белок, кодируемый геном steD. Иммунизация мышей очищен-
ным рекомбинантным белком и  последующее введение ле-
тальной дозы S. Typhi показали высокие белок-специфичные 
титры антител у  иммунизированных животных, а  также 70% 
выживаемость после введения летальной дозы S. Typhi [52].

Заключение

Этиология брюшного тифа была установлена более 100 лет 
назад, однако это заболевание, характеризующееся преимуще-
ственно среднетяжелым и тяжелым, а в ряде случаев — реци-
дивирующим течением, по-прежнему представляет серьезную 
угрозу мировому здравоохранению.

В условиях, когда меры неспецифической профилактики 
(соблюдение санитарно-гигиенических норм, контроль за  ка-
чеством питьевой воды и  прочее) являются недоступными, 
а антимикробная терапия — неэффективной ввиду прогресси-
рующей антибиотикорезистентности возбудителя, вакцинация 
как средство превентивной медицины может служить наиболее 
предпочтительным инструментом в борьбе с инфекционными 
заболеваниями. Анализ современного состояния и тенденций 
развития вакцинопрофилактики брюшного тифа показал зна-
чительный прогресс в  создании вакцин для различных групп 
населения, в том числе и для детей младше двух лет. Многие 
из разработанных вакцинных препаратов успешно прошли все 
стадии лицензирования и доступны на мировом рынке. Ввиду 
высокой эпидемиологической значимости заболевания повы-
шение эффективности ранее разработанных вакцин, а  также 
создание новых, комбинированных вакцинных препаратов 
против брюшного тифа остаются актуальными направлениями 
современной вакцинологии.
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Лекарственные препараты фактора VIII, актуальные вопросы разработки, 
клинического исследования и применения (часть 2)
Ж. И. Авдеева1,*, А. А. Солдатов1, В. П. Бондарев1, В. Д. Мосягин1, В. А. Меркулов1,2

1 Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

2 Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования  
«Первый Московский государственный медицинский университет им. И. М. Сеченова»  
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Трубецкая ул., д. 8, стр. 2, Москва, 119991, Российская Федерация

Постоянная заместительная терапия препаратами свертывания крови при гемофилии А может привести к серьезным 
осложнениям, одной из  причин которых является развитие «нежелательного» иммунного ответа на  лекарственный 
препарат фактора свертывания крови  VIII (FVIII), что приводит к  потере эффективности проводимой терапии. Цель 
работы  — систематизация и  обобщение сведений о  проявлении нежелательной иммуногенности плазменных 
и  рекомбинантных лекарственных препаратов FVIII, формировании иммунологической толерантности, о  современных 
подходах к  разработке программы проведения клинических исследований этих препаратов на  основе данных 
литературы, а также международных и российских руководств, включая обновленный документ Европейского агентства 
по лекарственным средствам. В обзоре представлены данные об оценке в ходе клинических исследований препаратов 
FVIII фармакокинетики, эффективности и безопасности, в том числе проявлений нежелательной иммуногенности. Особое 
внимание уделено рассмотрению молекулярных механизмов взаимодействия ингибиторов и  FVIII. Проанализированы 
основные факторы (генетические особенности, состояние иммунной системы пациента, режим дозирования 
препарата и др.), влияющие на частоту и выраженность иммунного ответа на препарат. Изложены подходы к дизайну 
клинических исследований, в  том числе касающиеся отбора пациентов и  выбора показателей для исследований. 
Обоснована необходимость пострегистрационных исследований с целью сбора дополнительных клинических данных, 
касающихся как эффективности, так и безопасности рутинного применения препарата, включая дополнительную оценку 
иммуногенности и  других нежелательных реакций. Сделан вывод о  том, что успешность внедрения в  клиническую 
практику качественных лекарственных препаратов FVIII обеспечивается гармонизацией требований, изложенных 
в отечественных и международных нормативных документах.
Ключевые слова: гемофилия А; препараты фактора VIII (препараты плазмы крови и рекомбинантные); проблемы 
безопасности, связанные с иммуногенностью; ингибиторы; клинические исследования
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Factor VIII products: key aspects of development, clinical research and use (part 2)
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Continuous replacement therapy with clotting factor products can lead to serious complications in haemophilia A patients. One 
of potential reasons of such complications is an undesirable immune response to a blood clotting factor VIII (FVIII) product, 
which undermines the treatment effectiveness. The aim of the study was to systematise and summarise data on undesirable 
immunogenicity of plasma-derived and recombinant FVIII products, formation of immunological tolerance, and modern approaches 
to the development of clinical trial programmes for such products. The analysis was based on scientific literature, as well as Russian 
and international guidelines, including the updated document of the European Medicines Agency. The paper presents clinical trial 
data on pharmacokinetics, efficacy, and safety of FVIII products, including data on manifestations of unwanted immunogenicity. 
It highlights molecular mechanisms of interaction between inhibitors and FVIII, and analyses the main factors (genetic characteristics, 
immune status of patients, dosage regimen, etc.) affecting the frequency and intensity of the immune response to the product. The 
authors summarised approaches to the clinical trial design, including selection of patients and studied parameters. They substantiate 
the need for post-authorisation studies to collect additional clinical data on both efficacy and safety of the routine use of the product, 
including additional assessment of immunogenicity and other adverse reactions. It is concluded that the successful use of high-quality 
FVIII products ensures by harmonisation of requirements of Russian and international regulatory documents.
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К серьезным тяжело протекающим орфанным заболевани-
ям относится гемофилия А, которая обусловлена дефектом гена 
фактора свертывания крови VIII (FVIII). FVIII является неэнзима-
тическим кофактором активированного FIX (FIXа), который при 
протеолитической активации образует с  FIXа комплекс за счет 
нековалентной связи; указанный комплекс связывает и активи-
рует FX. После активации FX выделяется из комплекса и запуска-
ет реакцию превращения протромбина в тромбин, который пре-
вращает фибриноген в основной компонент тромба — фибрин 1.

Согласно современным представлениям приблизительно 
у каждого второго пациента заболевание вызвано инверсиями 
в интроне 22 гена FVIII, в 5% случаев заболевание обусловлено 
инверсиями в интроне 1. Указанные дефекты гена FVIII сопрово-
ждаются нарушением синтеза фактора коагуляции или полным 
ее отсутствием, что и определяет сроки и степень выраженности 
клинических проявлений заболевания. Регулярно проводимая 
заместительная терапия препаратами FVIII (плазменными или 
рекомбинантными) позволяет обеспечить эффективность ле-
чения и снизить риск осложнений, связанных с кровотечениями 
и  последующим развитием артропатии и  других последствий 
кровотечения. Поскольку источником получения плазменных 
препаратов FVIII является кровь доноров, объем которой огра-
ничен, проводятся разработки новых биотехнологических пре-
паратов и  совершенствование технологии производства ранее 
утвержденных плазменных препаратов. Проводится разработка 
«нефакторной» терапии, восстанавливающей эффективность 
гемостатического баланса путем вмешательства в процесс коа-
гуляции при гемофилии за счет использования препаратов, обе-
спечивающих прокоагулянтный профилактический эффект без 
замещения отсутствующего фактора свертывания крови.

Вопросы этиологии и  патогенеза гемофилии освещены 
в ряде отечественных 2 и зарубежных 3 руководств, а также на-
учных публикациях [1–9].

В нашей предыдущей статье [10] приведены сведения о ле-
карственных препаратах факторов свертывания крови (плазмен-
ных и рекомбинантных), используемых в качестве заместитель-
ной терапии при указанной патологии. Приведена информация 
о перспективных разработках новых лекарственных препаратов, 
базирующихся на современных достижениях биотехнологии.

Следует отметить, что использование препаратов белковой 
природы в  качестве заместительной терапии часто сопрово-
ждается высоким риском развития серьезных побочных ре-
акций, в  частности связанных с  формированием иммунного 

ответа на  лекарственный препарат. Актуальными остаются 
вопросы, касающиеся путей снижения рисков проявления по-
бочных эффектов при проведении терапии, изучения совре-
менных подходов для снижения иммуногенного потенциала 
препаратов, подходов к  выбору эффективной и  безопасной 
терапии, разработки оптимального дизайна при проведении 
клинических исследований (КИ).

Цель работы  — систематизация и  обобщение сведений 
о  проявлении нежелательной иммуногенности плазменных 
и  рекомбинантных лекарственных препаратов FVIII, форми-
ровании иммунологической толерантности, о  современных 
подходах к  разработке программы проведения клинических 
исследований этих препаратов на основе данных литературы, 
а  также международных и  российских руководств, включая 
обновленный документ Европейского агентства по лекарствен-
ным средствам.

Проявления «нежелательной» иммуногенности 
лекарственных препаратов FVIII

Биологические лекарственные препараты (БЛП) для ле-
чения хронических заболеваний применяются у  пациентов 
в течение длительного времени. Поскольку действующим ве-
ществом БЛП являются белки или гликопротеины, длительное 
их применение часто сопровождается формированием специ-
фических антител (АТ) к препарату, что является проявлением 
их «нежелательной» иммуногенности. Формирование АТ, на-
правленных против FVIII, так называемых ингибиторов, явля-
ется наиболее тяжелым осложнением при лечении пациентов 
с гемофилией А [11–14].

Ингибиторы частично или полностью инактивируют FVIII, 
что приводит к неэффективности дальнейшей заместительной 
терапии, и  повышают риск развития кровотечений на  фоне 
профилактического введения препарата. Формирование инги-
биторов провоцирует также развитие аллергических или ана-
филактических реакций. Развитие тяжелых аллергических ре-
акций и анафилаксии прогнозируется приблизительно у 50% 
пациентов с наличием ингибиторов [12].

Частота обнаружения специфических АТ к факторам свер-
тывания крови, индуцированных введением препаратов, со-
ставляет 10–15%, при тяжелой форме гемофилии А  ингиби-
торы определяются приблизительно у 20–30% пациентов [11].

Вопросы, касающиеся механизмов формирования инги-
биторов и стратегии лечения пациентов, во многом остаются 
нерешенными. Особенно важен вопрос выбора стратегии тера-
пии ранее нелеченных пациентов (РНП) с тяжелой формой ге-
мофилии, а также терапии пациентов с наличием ингибиторов.

1  Воробьев АИ, Андреев ЮН, Баркаган ЗС, Буланов АЮ. Руководство по гематологии. 3-е изд. Т. 3. М.: Ньюдиамед; 2005.
2  Воробьев АИ, Андреев ЮН, Баркаган ЗС, Буланов АЮ. Руководство по гематологии. 3-е изд. Т. 3. М.: Ньюдиамед; 2005.
Румянцев АГ, Румянцев СА, Чернов ВМ. Гемофилия в практике врачей различных специальностей. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2013.
Рукавицын ОА, ред. Гематология: национальное руководство. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2017.
3  Srivastava A, Brewer AK, Mauser-Bunschoten EP, Key NS, Kitchen S, Llinas A, et al. Guidelines for the management of hemophilia. Haemophilia. 

2013;19(1):e1–47. https://doi.org/10.1111/j.1365-2516.2012.02909.x
Srivastava A, Santagostino E, Dougall A, Kitchen S, Sutherland M, Pipe SW, et al. WFH Guidelines for the management of Hemophilia panelists and co-

authors. WFH Guidelines for the Management of Hemophilia, 3rd ed. Haemophilia. 2020;26 (Suppl 6):1–158. https://doi.org/10.1111/hae.14046
Rayment R, Chalmers E, Forsyth K, Gooding R, Kelly AM, Shapiro S, et al. Guidelines on the use of prophylactic factor replacement for children and adults 
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Согласно имеющимся данным основной причиной раз-
вития «нежелательного» иммунного ответа и формирования 
ингибиторов является многофакторность взаимосвязанных 
рисков, определяющих развитие иммунного ответа на  БЛП, 
таких как генетические (неизменяемые) и  негенетические 
(до  некоторой степени изменяемые) факторы риска. Среди 
основных факторов риска, влияющих на частоту и выражен-
ность иммунного ответа, выделяют факторы, зависящие 
от пациента, а также опосредованные заболеванием и свой-
ствами БЛП [15]. На  рисунке 1  приведены основные фак-
торы риска проявления «нежелательной» иммуногенности 
БЛП. Мутацию гена FVIII считают основным фактором риска 
образования ингибиторов, при этом степень выраженности 
молекулярного дефекта гена определяет большую или мень-
шую степень риска формирования нежелательного иммунно-
го ответа [16, 17].

С повышенным риском развития ингибиторов также свя-
зывают выявляемые полиморфизмы в генах регуляторных мо-
лекулярных структур, участвующих в иммунном ответе. В част-
ности, это относится к изменчивости в промоторных областях 
генов, кодирующих интерлейкин‑10 (IL‑10), фактор некроза 
опухоли альфа (TNFα) [18, 19] и CTLA‑4 (молекулы, участвую-
щей в подавлении костимулирующего взаимодействия между 
CD80/CD86 на антигенпрезентирующих клетках и CD28 на ак-
тивированных Т‑клетках) [20].

Помимо генетических факторов выделяют переменные 
факторы риска формирования ингибиторов, которые включа-
ют: возраст при первом назначении препарата, интенсивность 
раннего лечения, выбор препарата, наличие воспаления. Уста-
новлено, что раннее интенсивное лечение повышает риск об-
разования ингибиторов [21–23].

Развившееся воспаление, связанное с сильными кровоте-
чениями и  (или) хирургическим вмешательством, может да-
вать так называемые сигналы иммунологической опасности, 
которые опосредуют и объясняют влияние интенсивности ле-
чения на формирование ингибиторов [24].

В связи с этим современные стратегии лечения пациентов 
с гемофилией сосредоточены на предотвращении других им-
мунных стимулов, таких как сроки планового хирургического 
вмешательства или иммунизация, которые не должны прово-
диться в  непосредственной временной близости от  введения 
препарата [25].

Известно, что образование ингибиторов очень часто на-
блюдается у РНП с тяжелой формой гемофилии А, при этом 
в большинстве случаев они формируются в пределах первых 
50 дней введения препарата (50 ДВ). При этом приблизительно 
у 1/3 из них АТ исчезают на фоне продолжающегося лечения 
тем  же препаратом. Согласно современным представлениям, 
в случае, когда ингибиторы формируются у РНП, основными 
причинами развития ингибиторов являются факторы, связан-
ные с пациентами (определенные типы мутаций в гене FVIII, се-
мейный анамнез на наличие ингибиторов (генетическая пред-
расположенность) и интенсивное лечение).

В когортном исследовании S. C. Gouw с соавт. [26] проана-
лизированы факторы риска развития ингибиторов у РНП с тя-
желой формой гемофилии, наблюдавшихся в течение 11 лет, 
получавших интенсивное лечение препаратом FVIII по поводу 
купирования кровотечений или хирургического вмешатель-
ства, и пациентов на профилактическом лечении. Данные по-
лучены в течение первых 75 ДВ. Установлено, что интенсивное 
лечение препаратом FVIII в  высоких дозах увеличивает риск 
формирования ингибиторов, при профилактическом лечении 
риск развития ингибиторов снижается, особенно у пациентов 
с мутациями гена, кодирующего продукцию FVIII, низкого ри-
ска [26]. Аналогичное заключение о  том, что лечение высо-
кими дозами препаратов FVIII и хирургическое вмешательство 
увеличивают риск развития ингибиторов при гемофилии А, 
сделано A. S. van Velzen с соавт. [27] на основании результатов 
проведенного когортного исследования  INSIGHT, в  котором 
из 2709 пациентов с гемофилией А были отобраны и проана-
лизированы данные 75 пациентов с ингибиторами.

Вопрос о том, какие препараты FVIII, плазменные или ре-
комбинантные, более часто вызывают формирование ингиби-
торов, до настоящего времени дискутируется. В работах неко-
торых авторов [13, 28, 29] показано, что при использовании 
рекомбинантных препаратов FVIII наблюдается более частое 
формирование ингибиторов, чем при применении препаратов, 
полученных из плазмы крови доноров.

Менее выраженный иммуногенный потенциал плазменных 
препаратов FVIII, по мнению авторов, объясняется тем, что цир-
кулирующий FVIII тесно связан с фактором Виллебранда (von 
Willebrand factor, vWF), который выполняет функцию шаперо-
на; за  счет данной связи иммуногенность FVIII существенно 
снижается [29]. Учитывая это, можно ожидать, что замести-

Факторы, влияющие на частоту
и выраженность иммунного ответа

на лекарственный препарат
Factors affecting the frequency and intensity of 

the immune response to the product

Зависящие от пациента 
- генетические особенности

- семейный анамнез
- возраст пациента
Patient-dependent

- genetic characteristics
- family history
- patient's age

Опосредованные заболеванием
- состояние иммунной системы

- сопутствующая терапия
- режим дозирования, доза и путь введения

Disease-dependent
- immune status

- concomitant therapy
- dosage regimen, dose and route of 

administration

Опосредованные лекарственным препаратом
- наличие чужеродных последовательностей

- изменение структуры молекулы
- денатурация белка

- наличие посторонних примесей
Product-dependent

- presence of foreign sequences
- change in the structure of the molecule

- protein denaturation
- presence of impurities

Рис. 1. Факторы, влияющие на частоту и выраженность иммунного ответа на лекарственный препарат.
Fig. 1. Factors affecting the frequency and intensity of the immune response to the product.
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тельная терапия FVIII в  комплексе с  vWF может с  меньшей 
вероятностью индуцировать образование ингибитора, чем чи-
стый белок FVIII.

Растущая частота встречаемости нейтрализующих антител 
(ингибиторов) против терапевтического FVIII побудила иссле-
дователей к выяснению вопроса о том, связано ли это повы-
шение с более частым введением рекомбинантных препаратов 
FVIII. Данные многоцентрового исследования RODIN [26], в ко-
торых оценивали факторы риска развития ингибитора, связан-
ные с лечением пациентов детского возраста с тяжелой фор-
мой гемофилии А, получавших до 75 ДВ препаратов в течение 
11‑летнего периода, свидетельствуют о  том, что и  рекомби-
нантные, и плазменные препараты FVIII создавали аналогичные 
риски развития ингибитора. Однако ни содержание vWF в пре-
паратах, ни замена одного препарата другим не были связаны 
со степенью риска развития ингибитора.

В статье J. Oldenburg. с соавт. [30] обобщены современные 
взгляды и результаты неклинических и клинических исследо-
ваний иммуногенного потенциала рекомбинантных препаратов 
FVIII по сравнению с плазменными препаратами (концентрата-
ми FVIII). Авторы указывают, что результаты многочисленных 
исследований представляют косвенные доказательства того, 
что vWF, присутствующий в плазменных препаратах FVII, игра-
ет важную роль в защите экзогенного FVIII как на этапе форми-
рования иммунного ответа при поглощении его антигенпрезен-
тирующими клетками, так и при распознавании его клетками 
эффекторами иммунного ответа. В  частности, указывается, 
что сформированные АТ к FVIII со специфичностью к домену 
С2 молекулы фактора проявляют меньшую ингибирующую ак-
тивность в отношении FVIII, связанного с vWF. Однако вопрос 
об определенном вкладе присутствующего в циркуляции vWF 
в  снижении риска формирования ингибиторов и  в  развитии 
иммунной толерантности остается открытым и все еще обсуж-
дается.

Сформированные анти-FVIII АТ, как правило, относятся 
к иммуноглобулинам класса G (IgG1 или IgG4) [31, 32]. Отмеча-
ется, что анти-FVIII АТ подкласса IgG4 преимущественно выяв-
ляются у пациентов с высоким титром ингибиторов, тогда как 
АТ подкласса IgG1 — независимо от уровня титра специфиче-
ских АТ [33].

Согласно имеющимся данным, иммунный ответ на  FVIII 
является поликлональным. Существует множество эпитопов 
на  молекуле FVIII, которые распознаются сформированными 
АТ; как правило, ингибиторы направлены к антигенным струк-
турам, локализованным в  доменах A2, C2  и  A3–C1  FVIII [34]. 
АТ, которые связываются с доменами А2 и А3–С1, преимуще-
ственно влияют на сложные взаимодействия FVIII с FIXa, тогда 
как АТ, специфичные к антигенам домена С2, ингибируют свя-
зывание FVIII с фосфолипидами [35–38]. Имеются сообщения 
о том, что анти-С2‑доменные АТ подавляют протеолитическое 
расщепление FVIII тромбином или FХа [39, 40]. Наиболее часто 
функционально активными нейтрализующими ингибиторами 
FVIII являются анти-А2 и анти-С2 АТ, которые инактивируют его 
прокоагулянтную активность [41–44].

vWF, находясь в  комплексе с  FVIII, экранирует известные 
потенциальные сайты связывания, локализованные на  тяже-
лой (домен А2) и  легкой цепи (A3/C2  домен) молекулы FVIII, 
с ингибирующими АТ, что очень существенно при наличии АТ 
к FVIII у пациентов с ингибиторной формой гемофилии.

Сформированные к лекарственному препарату АТ, частич-
но или полностью инактивирующие FVIII, вызывают невоспри-
имчивость пациентов к  дальнейшей заместительной терапии 
и повышают риск развития кровотечений на фоне профилак-

тического введения препарата. Формирование  IgЕ АТ может 
провоцировать развитие тяжелых аллергических реакций [12].

Пациенты, получающие препараты FVIII, должны находить-
ся под тщательным контролем в  отношении формирования 
ингибиторов (наблюдение за  клиническими проявлениями, 
лабораторное тестирование).

В ряде научных сообщений обсуждаются вопросы, кото-
рые связаны с  выяснением механизмов формирования ин-
гибиторов при гемофилии, выбором оптимальных подходов 
к тактике лечения пациентов с целью профилактики развития 
ингибиторов, а также стратегии индукции иммунной толерант-
ности (ИИТ) при ингибиторной форме гемофилии. Авторы 
подчеркивают сложность в  проведении рандомизированных 
исследований по ИИТ у больных гемофилией с наличием инги-
биторов и анализа результатов, поскольку они зависят от ряда 
факторов, включающих особенности пациента, схемы лечения, 
титры ингибиторов, длительность их выявления до начала те-
рапии по ИИТ, режим дозирования лекарственного препарата 
и др. [45–48].

С целью ИИТ при формировании ингибиторов используют 
разные подходы, в  частности, могут быть использованы как 
высокие, так и низкие дозы лекарственного препарата; по мне-
нию авторов, однозначного решения данной проблемы до на-
стоящего времени нет [47, 48].

Так, в опубликованной работе C. R. Hay с соавт. [49] про-
анализированы результаты КИ пациентов с гемофилией А с на-
личием ингибиторов при использовании режимов введения 
высоких (200  МЕ/кг/сут) и  низких доз (50  МЕ/кг через сут) 
FVIII. Отмечено, что проведенное лечение было одинаково эф-
фективным (примерно 70%), однако в группе пациентов, при-
нимающих низкие дозы, в период исследования было больше 
случаев кровотечения [49].

Одним из  подходов к  выбору терапевтических средств 
для лечения и профилактики кровотечений у пациентов с ин-
гибиторной формой гемофилии А  является использование 
препаратов, эффект которых обусловлен шунтирующим ме-
ханизмом действия. С этой целью, например, используют ак-
тивированный протромбиновый комплекс, который включает 
несколько факторов: II, IX, X (преимущественно в  неактиви-
рованной форме), а также активированный FVII (FVIIa). Также 
указывается на возможность использования рекомбинантного 
FVIIa с  целью купирования или профилактики неконтролиру-
емых кровотечений у  пациентов с  гемофилией при наличии 
ингибиторов и в терапии коагулопатий.

Наиболее сложной задачей является выбор препаратов для 
лечения пациентов с ингибиторами. Эмицизумаб — первое гу-
манизированное биспецифическое моноклональное антитело 
(МкАТ), предназначенное для замены гемостатической функ-
ции активированного FVIII путем связывания активированного 
FIX и  FX для активации FX и  продолжения коагуляционного 
каскада. У большинства пациентов с ингибиторами и без них 
эмицизумаб снижал ежегодную частоту кровотечений почти 
до  нуля и  демонстрировал хороший профиль безопасности. 
Однако одновременное применение эмицизумаба и  концен-
трата активированного протромбинового комплекса создает 
высокий риск развития тромботической микроангиопатии 
и  тромбоэмболических осложнений у  пациентов. В  обзоре 
G. Gelbenegger с соавт. [50] были обобщены опубликованные 
данные КИ эмицизумаба, а также проанализированы клиниче-
ские последствия применения эмицизумаба в  лечении гемо-
филии А.

В сообщении отечественных авторов указывается, что 
в России многие вопросы, связанные с оказанием медицинской 
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помощи пациентам с ингибиторной формой гемофилии, оста-
ются нерешенными [6]. В целом представляется целесообраз-
ным для дальнейшего изучения сложных вопросов, касающих-
ся рисков развития, механизмов формирования ингибиторов, 
разработки стратегии лечения гемофилии и  прежде всего 
ингибиторной формы заболевания, развивать международное 
сотрудничество.

Основные положения, касающиеся принципов 
проведения клинических исследований лекарственных 
препаратов FVIII

КИ лекарственных препаратов FVIII как плазменных, так 
и  рекомбинантных, проводят при их регистрации, что соот-
ветствует рутинным требованиям. При внесении значимых 
изменений в технологический процесс производства ранее за-
регистрированных препаратов с целью его совершенствования 
и  улучшения качества препарата (например, введение новых 
способов очистки целевого белка, включение дополнительных 
стадий инактивации или элиминации вирусов, использование 
для этих целей новых детергентов и  др.) также необходимо 
проведение КИ.

Программа КИ в качестве основы использует требования, из-
ложенные в руководствах по надлежащей клинической практике 
(GCP), в отечественных 4 и международных документах 5 с учетом 
рекомендаций, касающихся особенностей проведения КИ в дет-
ской популяции 6, особенностей исследования БЛП 7, а также ис-
следований препаратов факторов свертывания крови 8.

На основании научных достижений в  плане изучения ге-
мофилии, а  также анализа опыта клинического применения 
лекарственных препаратов при данной патологии проводится 
регулярное обновление руководящих документов, касающихся 
указанных вопросов.

В июле 2018 г. ЕМА представило обновленное руководство 
по проведению КИ препаратов FVIII 9, в котором регламентируют-
ся основные принципы разработки программы КИ плазменных 
и  рекомбинантных лекарственных препаратов FVIII, представ-
ляемых для регистрации или утверждения изменений процесса 
производства препаратов, зарегистрированных ранее.

В документе ЕМА 10 приведена подробная информация, 
касающаяся выбора пациентов. В частности, указывается, что 
при регистрации «нового» препарата обязательное проведение 
КИ с участием ранее неполучавших лечения пациентов не тре-
буется. Данное заключение сделано на  основе накопленных 

научных знаний и  опыта клинического наблюдения, свиде-
тельствующих о том, что набор для участия в КИ достаточного 
количества подходящих пациентов, особенно РНП, является 
проблематичным. Поэтому проведение достаточно информа-
тивных КИ у РНП для оценки важных характеристик отдельных 
препаратов считается затруднительным. Однако каждого РНП, 
которому вводят «новый» препарат, необходимо тщательно 
контролировать в  отношении эффективности лечения и  раз-
вития ингибиторов.

Эффективность препаратов должна быть доказана в про-
цессе проведения КИ до  его регистрации, с  обязательством 
проведения последующих пострегистрационных исследо-
ваний, с  учетом того, что подобрать достаточное количество 
пациентов с  гемофилией, относящейся к  орфанным заболе-
ваниям, затруднительно. Пострегистрационные исследования 
проводятся с целью сбора дополнительных клинических дан-
ных относительно эффективности и  безопасности рутинного 
применения препарата, в  том числе дополнительной оценки 
иммуногенности и  других нежелательных реакций, а  также 
влияния препарата на жизненно важные показатели 11.

Оценка эффективности и безопасности лекарственных 
препаратов FVIII, представляемых для регистрации

В КИ лекарственных препаратов FVIII, проводимых на эта-
пе регистрации, включают, как правило, не менее 100 паци-
ентов с гемофилией А. В исследование включают РЛП, кото-
рые до включения в исследование получили не менее 150 ДВ 
препарата фактора свертывания крови (уровень активности 
FVIII у пациентов должен быть менее 1%). Учитывая, что за-
болевание является орфанным, включение в  исследование 
большего числа пациентов является затруднительным. В свя-
зи с этим указанное количество пациентов может быть рас-
смотрено как оптимальное и  достаточное для объективной 
оценки результатов КИ в  отношении эффективности и  без-
опасности препарата.

В случае включения в исследование ВИЧ-положительных 
пациентов с  гемофилией А  необходима предварительная 
оценка их иммунного статуса с  целью исключения призна-
ков иммунодефицита. Иммунокомпетентность пациента под-
тверждается анализом следующих показателей: содержание 
CD4‑лимфоцитов (не менее 200 клеток/мкл), вирусная нагруз-
ка (менее 200 частиц/мкл или около 400 тыс. копий/мл) 12. Ис-
следование должно продолжаться до тех пор, пока пациенты 
не получат как минимум 50 ДВ исследуемого препарата 13.

4  Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. 1. М.: Гриф и К; 2012.
Руководство по проведению клинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2013.
5  Guideline for good clinical practice E6(R1). International conference on harmonisation of technical requirements for registration of pharmaceuticals 

for human use; 1996.
ICH Topic E 8. General considerations for clinical trials. Note for guidance on general considerations for clinical trials (CPMP/ICH/291/95). EMEA; 1998.
Guidelines for good clinical practice (GCP) for trials on pharmaceutical product. WHO Technical Report Series, Annex 3, No. 850; 1995.
Guideline on the clinical investigation of the pharmacokinetics of therapeutic proteins (CHMP/EWP/89249/2004). EMEA; 2007.
6  ICH Topic E11. Clinical investigation of medicinal products in the paediatric population. International conference on harmonisation of technical 

requirements for registration of pharmaceuticals for human use; 2000.
7  Руководство по проведению клинических исследований лекарственных средств (иммунобиологические лекарственные препараты). Ч. 2. 

М.: Гриф и К.; 2013.
8  Guideline on the clinical investigation of recombinant and human plasma-derived factor VIII products (EMA/CHMP/BWP/144533/2009 rev.1); 2012.
Guideline on the clinical investigation of recombinant and human plasma-derived factor VIII products (EMA/CHMP/BWP/144533/2009 rev.1); 2015.
Guideline on the clinical investigation of recombinant and human plasma-derived factor VIII products (EMA/CHMP/BPWP/144533/2009 rev. 2). 

Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP); 2018.
9  Guideline on the clinical investigation of recombinant and human plasma-derived factor VIII products (EMA/CHMP/BPWP/144533/2009 rev. 2). 

Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP); 2018.
10  Там же.
11  Там же.
12  Там же.
13  Там же.
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Разработка программы исследований препаратов FVIII 
должна исходить из  поэтапного выбора пациентов при их 
включении в  КИ, для возможности клинической оценки пре-
парата на  взрослых пациентах и  детях старшего возраста 
до  включения в  КИ детей младшего возраста. Согласно ре-
комендациям документа ЕМА 14 на  первых этапах КИ следует 
проводить в  группах, включающих РЛП в  возрасте от  12  лет 
и старше. После того как параметры фармакокинетики (ФК), 
эффективность и безопасность будут оценены у 20 РЛП в воз-
расте от 12 лет и старше, получивших не менее 50 ДВ, в иссле-
дование включают детей в возрасте от 0 до 12 лет. При этом как 
минимум 25 пациентов должны быть в возрасте от 6 до 12 лет, 
получивших более 150 ДВ, и 25 пациентов — младше 6 лет, 
которые получили более 50 ДВ ранее применяемых препара-
тов FVIII. КИ с участием детей в возрасте от 0 до 12 лет сле-
дует начинать с изучения ФК с последующим исследованием 
эффективности и безопасности не менее 50 ДВ для каждого 
из 50 пациентов 15.

Общие принципы проведения КИ с участием детей должны 
соответствовать требованиям, утвержденным правилами про-
ведения педиатрических исследований 16.

Согласно законодательству Российской Федерации 17 КИ 
должны быть начаты на  взрослых пациентах, затем после-
довательно в  исследования включают детей старше 12  лет 
(12–18 лет) и только после завершения этих КИ — детей более 
младшего возраста (вначале дети 6–12 лет, затем — младше 
6 лет).

Фармакокинетика

Исследования по оценке параметров ФК препарата FVIII на-
чинают выполнять с участием как минимум 12 пациентов в воз-
расте от 12 лет и старше, у которых должны отсутствовать ин-
гибиторы и не должно наблюдаться спонтанных кровотечений. 
КИ с участием детей в возрасте младше 12 лет начинают только 
после того, как будет доказана безопасность 50 ДВ препарата 
FVIII для каждого из 20 пациентов, участвующих в исследова-
нии в группе пациентов старше 12 лет. При этом в исследова-
ние ФК последовательно включают вначале детей в возрасте 
от 6 до 12 лет, затем — младше 6 лет (по 12 пациентов каждой 
возрастной когорты) 18.

Последовательность включения пациентов разных воз-
растных групп осуществляют согласно требованиям законода-
тельства Российской Федерации 19.

При исследовании ФК препаратов FVIII определяют сле-
дующие показатели: уровень восстановления активности 
FVIII, период полувыведения, площадь под кривой (AUC) 
и клиренс 20.

Для корректной оценки результатов исследования пара-
метров ФК пациенты до  введения исследуемого препарата 
не должны получать инфузионно любой другой препарат FVIII. 

Указанный период между введениями препаратов должен со-
ставлять не менее четырех дней.

Поскольку результаты исследования в  значительной сте-
пени зависят и  от  индивидуальных особенностей пациента, 
необходимо провести тщательный анализ сведений о резуль-
татах ФК исследований ранее применяемого лекарственного 
препарата FVIII. В этом случае могут быть проанализированы 
полные данные «исторического контроля» или показатели вос-
становления активности и периода полувыведения препарата.

Указанные сведения должны быть получены до  первого 
введения нового исследуемого препарата FVIII 21.

Пациентам старше 12 лет, как правило, вводят 25–50 МЕ/кг 
исследуемого препарата FVIII. Взятие образцов крови паци-
ентов осуществляют непосредственно перед введением пре-
парата (так называемый исходный уровень), через 10–15, 
30 мин и 1 ч. Указанные сроки соответствуют интервалу вре-
мени, прошедшему после завершения инфузии. После завер-
шения инфузии взятие образцов проводят через 3, 6, 9, 24, 
28 и 32 ч. Через 48 ч после инфузии проводят дополнительное 
взятие образцов в том случае, если пациентам вводят препа-
рат в дозе 50 МЕ/кг и более. Для пациентов младшего возраста 
время забора образцов крови может быть сокращено. Времен-
ные точки для оценки ФК в этом случае следующие: до инфу-
зии препарата (исходный уровень), через 1, 10, 24 и 48 ч после 
инфузии 22.

Сроки забора образцов должны быть обоснованными, 
в значительной степени они зависят от характеристик препара-
та FVIII. Так, в случае исследования препаратов с удлиненным 
периодом полувыведения время отбора образцов может быть 
скорректировано с целью адекватной оценки временного про-
филя восстановления активности.

У всех детей, участвующих в  исследовании, следует кон-
тролировать потребление FVIII (рассчитывают величину доза/кг 
для профилактики или по требованию, например для купиро-
вания кровотечения), а также выработку ингибиторов.

При проведении КИ должно быть использовано не  ме-
нее трех хорошо охарактеризованных серий лекарственного 
препарата, произведенных по  установленному регламенту. 
Оценивая фармакокинетические параметры, определяют 
показатель восстановления активности препарата, т. е. учи-
тывают максимальное значение уровня фактора (МЕ/мл 
и  (или) МЕ/кг), зарегистрированное в  1‑й ч после инфузии. 
Рекомендуется проводить определение активности препара-
тов, используя метод хромогенного анализа в  соответствии 
с монографией Европейской фармакопеи для человеческого 
фактора свертывания крови  VIII 23. Предпочтительно исполь-
зовать один и тот же метод для анализа препарата и образцов 
плазмы крови пациента 24.

14  Там же.
15  Там же.
16  ICH Topic E11. Clinical investigation of medicinal products in the paediatric population. International conference on harmonisation of technical 

requirements for registration of pharmaceuticals for human use; 2000.
17  Федеральный закон Российской Федерации от 12.04.2010 № 61-ФЗ (ред. от 13.07.2020) «Об обращении лекарственных средств»; ст. 43.
18  Там же.
19  Там же.
20  Guideline for good clinical practice E6(R1). International conference on harmonisation of technical requirements for registration of pharmaceuticals 

for human use; 1996.
21  Guideline on the clinical investigation of recombinant and human plasma-derived factor VIII products (EMA/CHMP/BPWP/144533/2009 rev. 2). 

Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP); 2018.
22  Там же.
23  07/2014:20704 Assay of human coagulation factor VIII. European Pharmacopoeia 10th ed.; 2020.
24  Guideline on the clinical investigation of recombinant and human plasma-derived factor VIII products (EMA/CHMP/BPWP/144533/2009 rev. 2). 

Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP); 2018.
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С целью получения дополнительной информации целесо-
образно проводить оценку полученных фармакокинетических 
данных в отдельных группах пациентов с учетом их массы тела, 
разделяя пациентов по этому признаку на  группы: с нормаль-
ным диапазоном, избыточной или недостаточной массой тела 25.

У пациентов, принимающих участие в  исследовании ФК, 
через 3–6 месяцев применения препарата в тех же дозах про-
водят повторное определение тех же параметров ФК, включая 
тестирование образцов на наличие ингибиторов 26.

Эффективность и безопасность

Клиническую эффективность терапии препаратами FVIII 
оценивают по  эффективности профилактики кровотечений 
или эффективности терапии, проводимой по требованию для 
купирования уже развившегося кровотечения. Первоначально 
клиническая эффективность оценивается в течение как мини-
мум 50 ДВ препарата как самим пациентом, так и лечащим вра-
чом. В последующем, оценивая эффективность долгосрочной 
профилактики, учитывают частоту и интервалы между крово-
излияниями, а также количество курсов применения препарата 
FVIII в течение каждого полугода 27.

Клиническую эффективность необходимо оценивать в от-
дельно выделенной группе пациентов с  тяжелой формой ге-
мофилии А, в которую включают не менее чем 50 РЛП. В ука-
занную группу включают как минимум 5 пациентов, которым 
проведено не  менее 10  хирургических вмешательств (в  том 
числе обширные операции) на фоне проводимой терапии. При 
этом должна быть оценена эффективность гемостаза, прове-
ден учет объема потери крови и  оценена потребность в  про-
цедурах переливания крови 28.

У пациентов с  тяжелой формой гемофилии А  (уровень 
активности FVIII менее 1%), которым должна быть проведена 
обширная хирургическая операция в плановом порядке и ко-
торые получают непрерывную инфузионную терапию препа-
ратом FVIII, эффективность и  безопасность препарата необ-
ходимо оценивать как во  время проведения операционного 
вмешательства, так и  в  последующий период (как минимум 
в течение 1 недели после операции).

Оценку клинической эффективности при профилактике спон-
танных кровотечений (применение препарата по требованию, т. е. 
для купирования уже развившегося кровотечения) или в случае 
необходимости проведения хирургического вмешательства про-
водят путем расчета потребления FVIII с учетом количества инфу-
зий и величины расхода препарата в МЕ/кг за 1 месяц и за 1 год, 
а также величины МЕ/кг на один случай применения препарата 29.

В отчете о результатах исследования должны быть приве-
дены сведения о параметрах ФК с описанием используемого 
метода анализа, информация о суточной дозе FVIII с указанием 
способа и  скорости введения, сведения о  потреблении фак-
тора, гемостатическом ответе и  кровопотере, о  потребности 
в  переливании крови, а  также данные с  описанием местных 
и системных нежелательных реакций 30. Дизайн КИ представ-
лен на рисунке 2.

Оценка иммуногенности. Формирование АТ, специфич-
ных к  FVIII, рассматривается в  качестве основного серьез-

ного осложнения при лечении пациентов с  гемофилией А. 
При этом отмечается, что пациенты с  тяжелой формой ге-
мофилии  А подвержены более высокому риску появления 
ингибиторов по сравнению с пациентами, у которых заболе-
вание проявляется в умеренной и легкой форме. Согласно 
клиническим наблюдениям чаще всего развитие специфи-
ческих АТ наблюдается в период назначения первых 50 ДВ 
препарата.

Диагностика наличия ингибиторов FVIII основывается 
на клинических проявлениях и подтверждается при лаборатор-
ном исследовании ингибитора FVIII.

При проведении исследований по  определению наличия 
ингибиторов у исследуемых пациентов с целью оценки имму-
ногенного потенциала лекарственного препарата необходимо 
учитывать следующие положения:

-  формирование ингибиторов следует изучать у РЛП с тя-
желой формой гемофилии А, получивших более 150 ДВ пре-
парата (с уровнем FVIII менее 1%);

-  исследование образцов сыворотки крови необходи-
мо проводить перед первым введением препарата, после 
10–15 ДВ, после 50–75 ДВ и в иные сроки в случае выявления 
симптомов, указывающих на возможность формирования ин-
гибиторов;

-  тестирование на наличие ингибиторов предпочтительно 
проводить при условии, когда уровень FVIII в плазме крови до-
стиг базового значения;

-  при проведении исследований необходимо использо-
вать метод Бетезда (Bethesda) в  модификации Неймегена 
(Nijemegen); проводить испытания следует централизованно 
в одной лаборатории;

-  в случае положительного результата должно быть про-
ведено повторное тестирование для подтверждения наличия 
ингибитора, используя второй отдельно взятый образец;

-  выделяют следующие уровни АТ: «низкий титр» (значе-
ния Бетезда единиц (БЕ) от пороговых до ≥0,6 БЕ) и «высокий 
титр» (значения >5 БЕ);

-  при выявлении антител-ингибиторов необходимо опре-
делить класс иммуноглобулинов (IgE или  IgG) и  исследовать 
их функциональную активность, т. е. оценить нейтрализующие 
свойства АТ.

В клинический отчет по результатам исследования должна 
быть включена полная информация о всех пациентах, у кото-
рых выявлены ингибиторы, с оценкой их клинической значи-
мости, указанием частоты выявления и количества ДВ препа-
рата по отношению к формированию ингибиторов.

В целом иммуногенный потенциал препарата должен 
быть исследован до регистрации и подтвержден результатами 
пострегистрационного исследования, так как данные только 
предрегистрационных исследований недостаточны для полно-
ценной оценки терапии препаратами FVIII, особенно иммуно-
генности. Это связано с  ограниченным числом пациентов, 
участвующих в  КИ, что, в  свою очередь, обусловлено малой 
доступностью пациентов с  гемофилией А  при их включении 
в программу исследования 31.

Согласно современным представлениям риск образова-
ния ингибиторов к  исследуемому препарату при проведении 

25  Guideline on the clinical investigation of recombinant and human plasma-derived factor VIII products (EMA/CHMP/BPWP/144533/2009 rev. 2). 
Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP); 2018.

26  Там же.
27  Там же.
28  Там же.
29  Там же.
30  Там же.
31  Там же.



104

Ж. И. Авдеева, А. А. Солдатов, В. П. Бондарев, В. Д. Мосягин, В. А. Меркулов 
Zh. I. Avdeeva, A. A. Soldatov, V. P. Bondarev, V. D. Mosyagin, V. A. Merkulov

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2021, Т. 21, № 2
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2021, V. 21, No. 2

КИ следует оценивать у  PЛП, поскольку пациенты, получав-
шие препарат длительно, должны быть иммунотолерантными 
к FVIII и поэтому рассматриваются как наиболее подходящие 
в качестве исследуемой популяции.

Научный комитет по  стандартизации Международного 
общества по тромбозам и гемостазу рекомендует проводить 
КИ эффективности новых препаратов факторов свертывания 
крови с  оценкой их иммуногенного потенциала с  участием 
РЛП. Только после завершения регистрационных исследо-
ваний, указывающих на  эффективность нового препарата, 
в  исследования с  длительным наблюдением могут быть 
включены РНП для оценки риска формирования ингибито-
ров и включения исследованных пациентов в национальные 
реестры.

Пострегистрационные исследования

Пострегистрационные исследования препарата FVIII необ-
ходимо проводить для получения дополнительных клиниче-
ских данных и обеспечения согласованности (в долгосрочной 
перспективе) между предрегистрационными результатами КИ 
и результатами, полученными при рутинном применении. Про-
токол КИ включают в План управления рисками (ПУР).

Результаты предрегистрационных исследований необхо-
димо учитывать при разработке программы пострегистраци-
онного исследования, включающей исследования общей без-
опасности препарата FVIII и его клинической эффективности 33. 

Особое внимание должно быть уделено изучению иммуноген-
ности, включая формирование ингибиторов, а также данным, 
свидетельствующим об их формировании.

В пострегистрационные исследования препарата FVIII 
включают как минимум 200  пациентов. При применении 
плазменных препаратов, например изготовленных по  из-
вестной технологии, в  КИ может быть включено меньшее 
количество пациентов, однако для этого требуется соответ-
ствующее обоснование 34. Как правило, считается предпо-
чтительным в КИ включать добровольцев тех стран и регио-
нов, в которых предполагается практическое использование 
препарата 35.

В исследование включают РЛП различного возраста, по-
лучивших более 150  ДВ препарата, при этом 60  пациентов 
из 200 должны быть в возрасте младше 12 лет. Пациенты в воз-
расте до 12 лет могут быть включены в пострегистрационное 
исследование только после завершения предрегистрационных 
исследований с участием детей указанного возраста. Все паци-
енты из предрегистрационных КИ могут быть включены в по-
следующие пострегистрационные исследования. Наблюдение 
за каждым пациентом должно продолжаться до получения им 
не менее 100 ДВ препарата 36.

Пациенты с тяжелой формой гемофилии, которым успеш-
но проведена терапия с целью ИИТ, также могут быть вклю-
чены в пострегистрационное исследование в связи с необхо-
димостью оценки эффективности и  безопасности препарата 

32  Там же.
33  Guideline for good clinical practice E6(R1). International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals 

for Human Use; 1996.
34  Guideline on the clinical investigation of recombinant and human plasma-derived factor VIII products (EMA/CHMP/BPWP/144533/2009 rev. 2). 

Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP); 2018. 
35  Там же.
36  Там же.

 
 

 

 

  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Фармакокинетика  у 12 РЛП  ≥ 12 лет  
Pharmacokinetics in 12 PTPs ≥ 12 years old 
 
Эффективность  и  безопасность  

12 РЛП  ≥ 12 лет до 50 ДВ  
+38 РЛП  ≥ 12 лет до 50 ДВ  

Efficacy and safety 
12 PTPs ≥ 12 years old, for 50 EDs 
+38  PTPs ≥ 12 years old, for 50 EDs  

 Фармакокинетика  у 12 РЛП  6–12 лет  
Pharmacokinetics in 12 PTPs 6–12 years old 
Эффективность  и  безопасность  

12 детей  6–12 лет (РЛП ) до 50 ДВ  
+13 детей  6–12 лет (РЛП ) до 50 ДВ  

Efficacy and safety 
12 children 6–12 years old (PTPs), for 50 EDs 
+13 children 6–12 years old (PTPs), for 50 EDs  

 
Фармакокинетика  у 12 детей  <6 лет  
Pharmacokinetics in 12 children <6 years old 
Эффективность  и безопасность  

12 детей  <6 лет (>50 ДВ ) до 50 ДВ  
+13 детей  <6 лет (>50 ДВ ) до 50 ДВ  

Efficacy and safety 
12 children <6 years old (>50 EDs), for 50 EDs 
+13 children <6 years old (>50 EDs), for 50 EDs  

200 РЛП до 100 ДВ (РЛП из предрегистрационных 
исследований до получения 100 ДВ, 
«новые» РЛП до 100 ДВ)

 
 

В пострегистрационные исследования 
могут быть включены до 60 РЛП младше 12 лет 
в соответствии с распределением пациентов 
с гемофилией по возрасту

  
 
 

200 PTPs for 100 EDs (PTPs from pre-authorisation 
studies up to 100 EDs, new PTPs for 100 EDs)

 

Post-authorisation studies may include at least 60 PTPs 
under 12 years of age, according to the age distribution 
of patients with haemophilia

Предрегистрационные  исследования  
Pre-authorisation studies 

Пострегистрационные  исследования  
Post-authorisation studies 

Регистрация  (сразу после) 
Authorisation (just after)

20 РЛП ≥ 12 лет , 50 ДВ   
20 PTPs ≥ 12 years old ,  50 EDs  

Рис. 2. Дизайн клинических исследований. РЛП — ранее леченные пациенты; ДВ — дни введения препарата 32.
Fig. 2. Clinical trial design. PTPs—previously treated patients, EDs—exposure days 32.
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для пациентов данной группы. При этом количество пациентов 
не должно превышать 25% всей исследуемой популяции 37.

Пострегистрационное исследование должно быть завер-
шено в течение 4 лет. Отчет о выполнении исследований, ко-
торый позволяет оценить качество, сроки и результативность 
проводимых исследований с целью возможной корректиров-
ки, предоставляется в уполномоченный орган через 2 года по-
сле регистрации препарата 38.

Заключение

Серьезным фактором риска при гемофилии А, особенно 
у ранее нелеченных пациентов препаратами FVIII, является фор-
мирование ингибиторов, что приводит к потере эффективности 
проводимой терапии и  провоцирует развитие тяжелых ослож-
нений. Многие вопросы, связанные с причинами формирования 
ингибиторов, подходами к разработке терапии с целью индукции 
иммунологической толерантности, выяснением механизмов, ле-
жащих в ее основе, выбором новых подходов к лечению указан-
ной патологии, разработкой новых лекарственных препаратов 
и совершенствованием технологии процесса производства ранее 
зарегистрированных препаратов, требуют дальнейшего решения.

Внедрение в клиническую практику новых лекарственных 
препаратов FVIII, применяемых для лечения гемофилии А, тре-
бует проведения КИ для оценки их эффективности и безопас-
ности в соответствии с установленными регламентирующими 
требованиями и особенностями проведения исследований как 
в группе ранее леченных, так и нелеченных пациентов с гемо-
филией А. Успешность внедрения качественных лекарственных 
препаратов должна быть обеспечена гармонизацией требова-
ний, изложенных в отечественных и международных докумен-
тах, касающихся данного вопроса.
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Модификация и валидация методики оценки невидимых механических включений 
на основе метода Култера в растворах для парентерального введения
А. А. Воропаев*, О. В. Фадейкина, Д. С. Давыдов, А. А. Мовсесянц

Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения»  
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский бульвар, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

Для определения невидимых механических включений (размером менее 100 мкм) в лекарственных формах для паренте-
рального применения Государственная фармакопея Российской Федерации XIV издания предусматривает применение ме-
тода Култера в дополнение к счетно-фотометрическому методу и методу микроскопии. Использование предлагаемой апер-
турной трубки с отверстием диаметром 100 мкм не позволяет оценить весь диапазон размеров невидимых механических 
включений. Таким образом, актуальны исследования по подбору оптимальных параметров методики определения невиди-
мых механических включений на основе метода Култера. Цель работы: модификация методики на основе метода Култера 
с использованием апертуры диаметром 200 мкм и проведение валидационных исследований модифицированной методи-
ки. Материалы и методы: исследования проводили с использованием анализатора размеров частиц Multisizer 4e, исполь-
зовали суспензии стандартных латексных частиц с заданными размерами 10, 20, 43 мкм и стандартный образец счетной 
концентрации с содержанием 0,998×10 6 частиц/мл. В ходе валидации модифицированной методики оценивали следующие 
валидационные характеристики: правильность, повторяемость (сходимость), линейность. Результаты: проведенное иссле-
дование подтвердило возможность использования модифицированной методики с апертурой диаметром 200 мкм, основан-
ной на методе Култера. Установлены валидационные характеристики модифицированной методики: правильность в срав-
нении со стандартным образцом счетной концентрации составила 5,3% (по отклонению от среднего значения); в сравнении 
со счетно-фотометрическим методом — 4,2%. Повторяемость (сходимость) результатов составила: 1% (по относительно-
му стандартному отклонению) — при концентрации ≈10000 частиц в 1 мл и 7,6% — при концентрации ≈300 частиц в 1 мл. 
Показана линейность: коэффициент корреляции линейной зависимости более 0,99. Выводы: установлено соответствие 
критериям приемлемости по исследованным валидационным характеристикам модифицированной методики. Применение 
модифицированной методики позволит оценить весь требуемый диапазон размеров невидимых механических включений 
при оценке качества растворов для парентерального введения по показателю «Невидимые механические включения».
Ключевые слова: метод Култера; метод электрочувствительных зон; невидимые механические включения; растворы для 
парентерального введения
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Modification and validation of the test procedure for determination of sub-visible 
particulate matter in parenteral solutions, using the Coulter method
A. A. Voropaev*, O. V. Fadeikina, D. S. Davydov, A. A. Movsesyants

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

The State Pharmacopoeia of the Russian Federation, 14th edition provides for determination of sub-visible particles (less than 
100 µm in size) in parenteral dosage forms using the Coulter method, in addition to the light obscuration particle count test and 
microscopy. However, the proposed 100 µm aperture tube does not enable assessment of the whole range of sub-visible particle 
sizes. Therefore, research is needed to find optimal test conditions for determination of sub-visible particulate matter by the Coulter 
method. The aim of the study: modification of the Coulter-based procedure using a 200 µm aperture tube, and performance of 
validation studies. Materials and methods: Multisizer 4e Coulter counter, suspensions of reference latex particles (10 µm, 20 µm, 
and 43 µm), and a particulate count reference standard containing 0.998×106 particles/mL were used in the study. The following 
parameters were assessed during validation: accuracy, repeatability, linearity. Results: the study confirmed the feasibility of using 
the modified Coulter-based procedure with a 200 µm aperture tube. The following values were obtained during validation of the 
modified test procedure: accuracy was 5.3% (deviation from the mean value) as compared to the particulate count reference 
standard, and 4.2% as compared to the light obscuration method. Repeatability was 1% (relative standard deviation) for the 
particle concentration of approximately 10000 per 1 mL, and 7.6% for the particle concentration of approximately 300 per 1 mL. 
The study demonstrated the linearity of the procedure, the linear correlation coefficient was more than 0.99. Conclusions: the 
studied validation parameters of the modified test procedure were shown to comply with the acceptance criteria. The modified test 
procedure will enable assessment of the whole range of sub-visible particle sizes when testing parenteral solutions for particulate 
contamination: sub-visible particles.
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Одним из методов определения невидимых механических 
включений в  лекарственных формах для парентерального 
применения, предусмотренных Государственной фармакопеей 
Российской Федерации  XIV издания 1, является метод Култе-
ра, или метод электрочувствительных зон, с использованием 
анализатора размеров частиц. В основе метода лежит измере-
ние электрического тока при прохождении частицы через ка-
либрованное отверстие, называемое апертурой, находящееся 
в апертурной трубке. Имеется широкий выбор апертур диаме-
тром от 10 до 2000 мкм. Для оценки невидимых механических 
включений (10–100  мкм) возможно использование трубок 
с апертурами следующих диаметров: 100, 200, 280 и 400 мкм. 
Диаметр данного отверстия определяет возможный диапазон 
размеров измеряемых частиц, который обычно составляет 
2–60% от размера апертуры 2 (табл. 1).

Под невидимыми частицами принято понимать частицы раз-
мером от 10 до 100 мкм. Таким образом, для проведения испы-
таний могут подойти апертурные трубки с диаметром апертуры 
100, 200 мкм. Апертурные трубки с отверстием диаметром более 
280 мкм используют только для определения размеров частиц, 
без подсчета количества частиц в определенном объеме.

В Государственной фармакопее Российской Федерации 3 при 
описании метода электрочувствительных зон указано, что про-
водить испытания необходимо с использованием трубки с апер-
турой диаметром 100  мкм. Минусом использования данной 
трубки является диапазон размеров измеряемых частиц, кото-
рый составляет от 2 до 60 мкм, позволяющий выявить не более 
56% частиц, входящих в диапазон размеров невидимых механи-
ческих включений (до 100 мкм). Использование трубки с аперту-
рой диаметром 200 мкм имеет следующие преимущества.

1. Диапазон измерений перекрывает весь контролируемый 
диапазон размеров невидимых механических включений.

2. Электрическое сопротивление в  апертуре прямо про-
порционально зависит от ее диаметра, поэтому использование 
трубки с  бóльшим диаметром апертуры позволяет провести 
испытание большего количества материалов с  различной 
электропроводностью. Электропроводность испытуемых об-
разцов напрямую влияет на точность испытаний [1, 2]. Одним 
из способов решения проблемы электропроводности является 
модификация методики и подбор растворителя [3]. Однако до-

полнительные разведения препарата электролитом, отличным 
от входящего в комплект с препаратом, например использова-
ние 9% раствора натрия хлорида вместо воды для инъекций, 
могут вызывать искажения результата [4]. Использование 
трубки с апертурой диаметром 200 мкм в некоторых случаях 
может быть более простым решением данной проблемы.

3. Уменьшается время одного испытания, так как скорость 
потока исследуемого раствора выше в  трубке с  апертурой 
большего диаметра. Скорость анализа аналитической пробы 
объемом 1 мл при использовании трубки с апертурой диаме-
тром 100  мкм составляет 25  с, тогда как при использовании 
трубки с апертурой диаметром 200 мкм — 6 с.

4. Уменьшается вероятность закупорки апертуры части-
цами максимального размера, не имеющими сферической 
формы 4.

Цель работы: модификация методики на  основе мето-
да Култера с  использованием апертуры диаметром 200  мкм 
и проведение валидационных исследований модифицирован-
ной методики.

Материалы и методы
Материалы:

-  изотонический раствор Изотон  II (Beckman Coulter Life 
Sciences, США);

-  вода очищенная, полученная на установке Milli-Q Integral 
10 (Millipore Corp., Франция);

-  суспензии стандартных латексных частиц NIST (National 
Institute of Standarts and Technology) Coulter® CC Size Standard 
с заданными размерами 10, 20, 43 мкм (серия 477062K; Beck-
man Coulter Life Sciences, США);

-  стандартный образец счетной концентрации  — суспен-
зия латексных частиц для проверки концентрации (серия 
7497044F; Beckman Coulter Life Sciences, США, концентрация 
0,998×106 частиц/мл).

Методы

Метод электрочувствительных зон. Работу выполняли 
на анализаторе размеров частиц Multisizer 4e (Beckman Coulter 
Life Sciences, США). Объем аналитической пробы 1 мл, коли-
чество измерений 10, подсчет частиц размером более 5 мкм. 

Таблица 1. Доступные апертурные трубки для Multisizer 4e и диапазон размеров измеряемых частиц
Table 1. Available aperture tubes for Multisizer 4e, and particle size range

Трубка с апертурой диаметром, мкм
Tube aperture diameter, µm

Диапазон размеров измеряемых частиц, мкм
Measured particle size range, µm

50 1–30

100 2–60

200 4–120

280 5,6–168

400 8–240

1  Общая фармакопейная статья 1.4.2.0006.15 Невидимые механические включения в лекарственных формах для парентерального примене-
ния. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

2  Coulter principle short course. Beckman Coulter Inc.; 2014.
3  Общая фармакопейная статья 1.4.2.0006.15 Невидимые механические включения в лекарственных формах для парентерального примене-

ния. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
4  ISO 13319 Determination of particle size distributions — Electrical sensing zone method, 2007.



110

А. А. Воропаев, О. В. Фадейкина, Д. С. Давыдов, А. А. Мовсесянц 
A. A. Voropaev, O. V. Fadeikina, D. S. Davydov, A. A. Movsesyants

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2021, Т. 21, № 2
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2021, V. 21, No. 2

Испытуемые образцы помещали в виалу Accuvette ST (Beckman 
Coulter Life Sciences, США).

Метод счетно-фотометрический. Испытания проводили 
на  счетчике частиц в  жидкости HIAC 9703+ (Beckman Coulter 
Life Sciences, США). Объем аналитической пробы 1 мл, коли-
чество измерений 10, подсчет частиц размером более 5  мкм 
сенсором HRLD150.

Подготовка проб для оценки влияния теплового шума 
в образцах с низкой электропроводностью. Изотон  II филь-
тровали через шприцевой фильтр Minisart с диаметром пор 
0,2 мкм производства Sartorius Stedim biotech, Франция. Рас-
творы с различной концентрацией хлорида натрия готовили 
путем смешивания воды очищенной с  профильтрованным 
Изотоном II:

-  раствор А: 25% Изотон II, сопротивление 45 кОм;
-  раствор Б: 1% Изотон II, сопротивление 460 кОм;
-  раствор В: 0,5% Изотон II, сопротивление 812 кОм.
Подготовка суспензии стандартного образца счетной кон-

центрации для проведения исследований. Тщательно переме-
шивали суспензию стандартных латексных частиц в  течение 
15 с. Ожидали 10 мин для оседания пены. После этого перено-
сили 200 мкл суспензии в виалу Accuvette ST, добавляли 20 мл 
Изотона  II и перемешивали без образования пузырьков. Кон-
центрация частиц в  подготовленной суспензии согласно пас
порту составляет 0,998×10 3 частиц/мл с точностью 10%.

Приготовление серии разведений суспензий стандартных 
латексных частиц для оценки линейности. В лабораторный ста-
кан с 800 мл электролита добавляли суспензию стандартных 
латексных частиц при постоянном перемешивании на магнит-
ной мешалке счетчика HIAC 9703+. При этом измеряли количе-
ство частиц в 1 мл, доводя концентрацию частиц до верхнего 
предела измерения счетчика. После этого суспензию переме-
шивали в течение 10 мин и переносили 400 мл в другой стакан, 
содержащий 400 мл электролита, для получения двукратного 
разведения. Снова перемешивали в  течение 10 мин и прово-
дили следующее двукратное разведение. Таким образом гото-
вили четыре разведения исходной суспензии.

Статистическая обработка результатов. Рассчитывали 
среднее значение, стандартное отклонение (SD), относитель-
ное стандартное отклонение (RSD), коэффициент корреляции 
(r) с помощью программы Excel [5].

Валидация. Валидацию методики, основанной на  методе 
Култера, с  использованием трубки с  апертурой диаметром 
200  мкм проводили согласно ОФС.1.1.0012.15 Валидация 
аналитических методик 5 по  характеристикам: правильность, 
повторяемость, линейность. Оценку правильности проводили 
с  использованием двух вариантов эксперимента: 1) анализ 
с использованием модельных смесей с известной концентра-
цией частиц; 2) сравнение результатов с данными, полученны-

ми с использованием счетно-фотометрического метода, пра-
вильность которого была установлена ранее.

Результаты и обсуждение

Оценка влияния электропроводности образца

Для реализации принципа электрочувствительных зон в ана-
лизаторе размеров частиц Multisizer 4e используется стеклянная 
трубка, в  стенке которой имеется микроотверстие (апертура). 
Перед проведением испытания в анализаторе частиц измеряют 
электрическое сопротивление исследуемого образца в аперту-
ре. Данное сопротивление зависит от  электропроводности ис-
следуемого образца и размера апертуры. Электрическое сопро-
тивление в растворах определяется по формуле (1):

R = ρ× ,� (1)

где R  — сопротивление, ρ  — удельное сопротивление рас-
твора, l — расстояние между электродами, A — площадь по-
перечного сечения образца, в данном случае — это площадь 
апертуры. Исходя из  этой формулы, сопротивление образца 
в апертуре прямо пропорционально зависит от диаметра апер-
туры. Максимальное сопротивление в апертуре (Rкр), допуска-
емое производителем, составляет 100  кОм. Для проведения 
исследований рекомендуется использовать образцы, сопро-
тивление которых находится в диапазоне 5–40 кОм 6.

Электрическое сопротивление уменьшается обратно про-
порционально увеличению диаметра апертуры, что подтверж-
дается экспериментальными данными измерения сопротивле-
ния в апертуре Изотона II и воды очищенной, представленными 
в таблице 2.

Как следует из приведенных в таблице 2 данных, для апер-
туры меньшего диаметра (100 мкм) сопротивление тока одного 
и того же образца выше в 2 раза, чем для апертуры большего 
диаметра (200 мкм).

Таким образом, для оценки невидимых механических 
включений в препаратах с низкой электропроводностью мож-
но рекомендовать использовать трубки с апертурой большего 
диаметра (200 мкм), так как сопротивление исследуемого об-
разца при использовании таких апертур будет меньше.

От размера апертуры зависит уровень так называемого те-
плового шума. Тепловой (или джонсоновский) шум — равно-
весный шум, обусловленный тепловым движением носителей 
заряда в проводнике, в результате чего на концах проводника 
возникает флуктуирующая разность потенциалов [6]. Тепло-
вой шум проявляется чаще всего увеличением количества 
малых частиц, которое не  согласуется с  ожидаемым распре-
делением частиц. Хотя эти частицы не принимаются в учет при 
оценке количества частиц нормируемого диапазона, подсчет 
малых частиц влияет на общий ход анализа. С  уменьшением 

Таблица 2. Электрическое сопротивление образцов при использовании трубки с апертурой диаметром 100 и 200 мкм
Table 2. Electrical resistance of samples when using 100 and 200 μm aperture tubes

Образец
Sample

Электрическое сопротивление образ-
ца в трубке с апертурой 100 мкм, кОм

Electrical resistance of the sample 
in a 100 μm aperture tube, kΩ

Электрическое сопротивление образ-
ца в трубке с апертурой 200 мкм, кОм

Electrical resistance of the sample 
in a 200 μm aperture tube, kΩ

Изотон II
Isotone II 14 7

Вода очищенная
Purified water 1900 840

5  Общая фармакопейная статья 1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1; 2018.

6  Coulter principle short course. Beckman Coulter Inc.; 2014.
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электропроводности раствора максимум теплового шума будет 
смещаться к большему значению. На рисунке 1 представлены 
результаты измерений количества частиц в растворах, не  со-
держащих частицы, но с различным электрическим сопротив-
лением (45, 460, 812 кОм). Низкая электропроводность образ-
цов создает тепловой шум, который определяется как частицы. 
Тепловой шум, способный повлиять на результаты подсчета ча-
стиц размером 10–100 мкм, появляется при электрическом со-
противлении в апертуре более 800 кОм (рис. 1С). Хотя при до-
статочной электропроводности образца (рис. 1A и 1B) сигналы 
от шума не могут повлиять на результаты подсчета количества 
частиц в диапазоне 10–100 мкм, данные сигналы не позволяют 
провести анализ, так как исчерпывается лимит на количество 
импульсов (500 тысяч), которые могут быть проанализирова-
ны прибором в ходе одного измерения 7.

Другим фактором, влияющим на  проведение анализа, 
является концентрация частиц в  образце: если концентрация 
частиц резко изменяется, то прибор это воспринимает как бло-
кировку апертуры. В этом случае прибор прерывает ход изме-
рения и сообщает об ошибке. Данный эффект проявляется как 
изменение количества частиц (особенно в нижнем пределе из-
мерения), а также как резкое изменение концентрации частиц 
и (или) изменение скорости потока жидкости.

Таким образом тепловой шум из-за высокого электриче-
ского сопротивления блокирует ход анализа. Избежать влия-
ния теплового шума можно, установив нижний порог опреде-
ления частиц выше диапазона размеров малых частиц, равных 
10 мкм. При проведении анализа образцов с низкой электро-
проводностью важно правильно выбрать параметры величины 
электрического импульса (силу тока, Currient Apperture) и уси-
ления (Gain), которые будут применяться во время испытания. 
При неправильном выборе этих параметров возможно полу-
чение неверных результатов по  размеру частиц. На  рисунке 
2 представлены результаты двух анализов при разных значени-
ях силы тока и усиления одного и того же образца с удельной 
электропроводностью 7 мСм/см и удельным сопротивлением 
250 кОм/см. К образцу были добавлены стандартные образцы 
латексных частиц размером 10 и 20 мкм.

При анализе со  стандартными параметрами, автомати-
чески устанавливаемыми анализатором (сила тока 1600  мА, 
усиление 2, апертура диаметром 100 мкм), латексные частицы 
определяются со средним размером (мода) В10 = 9,8 мкм и В20 = 
21,06  мкм, превышающим указанный в  паспорте суспензий 
стандартных латексных частиц (мода): А10 = 9,699 мкм и А20 = 
20,83 мкм соответственно.

Таким образом, важно выполнять предварительные на-
стройки силы тока и  усиления, используя раствор с  той  же 
электрической проводимостью, что и  исследуемые образцы. 
При исследовании образцов с  низкой электропроводностью 
в настройках прибора силу тока необходимо уменьшить, а уси-
ление — увеличить.
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Рис. 1. Тепловой шум в образцах с различной концентраций 
натрия хлорида (апертура 200  мкм): A  — 45  кОм, 25% 
Изотон  II; B — 460 кОм, 1% Изотон  II; C — 812 кОм, 0,5% 
Изотон II.
Fig. 1. Thermal noise in samples with different concentrations of 
sodium chloride (200 µm aperture): A—45 kΩ, 25% Isotone II; 
B—460 kΩ, 1% Isotone II; C—812 kΩ, 0.5% Isotone II.
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Рис. 2. Результат анализа суспензии стандартных латексных 
частиц 10 и 20 мкм: A10, A20 — количество частиц размерами 
10 и 20 мкм, измерение проводили при силе тока 800 мА, 
усиление 4; B10, B20  — количество частиц размерами 
10 и 20 мкм, измерение проводили при силе тока 1600 мА, 
усиление 2.
Fig. 2. Results of analysis of a suspension of 10 µm and 20 µm 
reference latex particles: A10, A20—the number of 10  µm and 
20 µm particles measured at a current of 800 mA, gain 4; B10, 
B20—the number of 10  and 20  µm particles measured at a 
current of 1600 mA, gain 2.

7  Multisizer 4e User’s Manual. Beckman Coulter Inc.; 2010.
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Если испытуемые образцы имеют электропроводность 
ниже предельного значения, то  возможно разведение образ-
цов раствором натрия хлорида. При разведении необходимо 
учитывать следующие рекомендации.

1. Разведение раствором натрия хлорида не должно при-
водить к изменению физических свойств образца: выпадению 
осадка, растворению/разрушению конгломератов частиц.

2. Разведение должно быть таким, чтобы электрическое сопро-
тивление образца в апертуре находилось в диапазоне 5–40 кОм.

3. Добавляемый к испытуемому образцу раствор электро-
лита должен быть отфильтрован от частиц.

4. При расчете результатов необходимо учитывать коэф-
фициент разведения и рассчитывать количество частиц на пер-
воначальный объем.

5. Разведение должно быть минимальным и  не  влиять 
на статистическую точность анализа.

По результатам проведенных исследований мы предлагаем 
основанную на методе Култера методику оценки качества рас-
творов для парентерального введения по показателю «Невиди-
мые механические включения».

Описание модифицированной методики

Подготовка прибора. Определение проводят с использова-
нием апертуры диаметром 200 мкм. В настройках программно-
го обеспечения выбирают нижний предел диапазона размеров 
частиц, подлежащих анализу, равный 10 мкм, а верхний предел 
равный 100 мкм. Перед испытанием необходимо измерить со-
противление апертуры и выбрать подходящие силу тока и уси-
ление электрического импульса.

Измерения проводят, устанавливая в программном обеспе-
чении анализатора Multisizer 4e пороговую величину размеров 
измеряемых частиц, равную 10 мкм.

Подготовка образца для испытаний. Не  менее 20  мл об-
разца тщательно перемешивают, избегая загрязнения извне 
и образования пузырьков воздуха.

Измерение. Объем одной аналитической пробы (измеряе-
мый объем) равен 1 мл. Проводят измерение трех аналитиче-
ских проб. Принимают в расчет среднее по результатам изме-
рений трех аналитических проб в образце.

Валидационные исследования при выполнении испытаний 
по показателю «Невидимые механические включения» 
с использованием модифицированной методики

В ходе данных исследований оценивали следующие ва-
лидационные характеристики: правильность, повторяемость 
и линейность. В руководстве по валидации рекомендовано пла-
нировать эксперимент так, чтобы соответствующие валидаци-
онные характеристики изучались одновременно, обеспечивая 
правильное и полное понимание возможностей аналитической 
методики 8. Оценку валидационных характеристик модифици-
рованной методики проводили тремя способами.

Способ 1. Использование суспензии стандартного образ-
ца счетной концентрации. Результаты должны совпадать с па-
спортными характеристиками стандартных образцов счетной 
концентрации. Относительная погрешность измерений между 
отдельными аналитическими пробами, не должна превышать 
±20% для методики на основе метода Култера 9.

Способ 2. Использование суспензий стандартных латекс-
ных частиц с  размерами частиц, входящими в  исследуемый 

диапазон 10–100 мкм. В отличие от стандартного образца счет-
ной концентрации количество частиц в суспензиях стандартных 
латексных частиц неизвестно. Поэтому вначале готовят суспен-
зию, содержащую близкую к максимальной концентрацию ча-
стиц, которую способен определить прибор. Из этой суспензии 
готовят серию двукратных разведений: не  менее чем 5  проб 
с различной концентрацией. Анализируют каждое разведение 
и  вычисляют среднее значение. Экспериментальные данные 
обрабатывают методом наименьших квадратов с  расчетом 
коэффициента корреляции r. Критерий приемлемости r≥0,99. 
Относительная погрешность между отдельными измерениями 
не должна превышать ±20%.

Способ 3. Оценка правильности в сравнении с методикой, 
правильность которой ранее подтверждена. Используют су-
спензии стандартных латексных частиц. Часть образца ана-
лизируют с  помощью валидируемой методики, другую часть 
анализируют с помощью метода, правильность которого под-
тверждена ранее. Результаты оценки количества частиц разны-
ми методами не должны отличаться более чем на 30% 10.

При валидации совмещали все три способа для полного 
раскрытия возможностей методики в  рамках экспериментов 
со стандартным образцом счетной концентрации и серии раз-
ведений суспензий стандартных латексных частиц.

Эксперименты со  стандартным образцом счетной концен-
трации. Проводили по десять измерений методикой на основе 
метода Култера с  использованием трубок с  апертурой диаме-
тром 100, 200 мкм и счетно-фотометрическим методом. Опре-
деляли правильность как отклонение среднего результата под-
счета количества частиц от  истинного значения (выраженное 
в  процентах). За  истинное значение принимали концентрацию 
частиц согласно паспорту стандартного образца. Дополнитель-
но рассчитывали правильность, принимая за истинное значение 
результаты подсчета количества частиц, полученные при ис-
пользовании счетно-фотометрического метода. Критерий при-
емлемости: отклонение не  должно превышать относительную 
погрешность методики (20% ) или погрешность результатов 
подсчета в стандартном образце счетной концентрации (10%).

Повторяемость результатов измерений определяли как раз-
брос результатов относительно величины среднего результата, 
рассчитывая относительное стандартное отклонение (RSD). Кри-
терий приемлемости: относительное стандартное отклонение, ха-
рактеризующее разброс результатов, не должен превышать 20%.

Эксперименты с серией разведений суспензий стандарт-
ных латексных частиц. Проводили по десять измерений ме-
тодикой на основе метода Култера с использованием трубок 
с апертурой диаметром 100 и 200 мкм и счетно-фотометри-
ческим методом для каждого разведения суспензий стан-
дартных латексных частиц. Рассчитывали правильность, при-
нимая за истинное значение результаты подсчета количества 
частиц, полученные при использовании счетно-фотометри-
ческого метода. Критерий приемлемости: разброс значений 
не  должен превышать 20%. Повторяемость результатов из-
мерений определяли как разброс результатов относительно 
величины среднего результата, рассчитывая относительное 
стандартное отклонение (RSD). Критерий приемлемости: 
разброс значений не  должен превышать 20%. Линейность 
определяли наличием зависимости результата измерений 
от  концентрации: коэффициент корреляции r линейной за-

8  Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 17.07.2018 № 113 «Руководство по валидации аналитических методик про-
ведения испытаний лекарственных средств».

9  Методика поверки МП 242-1382-2013 «Анализаторы размеров частиц Multisizer. Методика поверки». ГЦИ СИ ФГУП «ВНИИМ им. Д.И. Мен-
делеева», 2013. 

10  Методика поверки МП 242-2221-2018 «Счетчики частиц в жидкости HIAC 9703». ГЦИ СИ ФГУП «ВНИИМ им. Д.И. Менделеева», 2018.
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Таблица 3. Результаты оценки правильности и повторяемости (RSD) измерений в эксперименте с использованием стан-
дартного образца счетной концентрации
Table 3. The results of accuracy and repeatability (RSD) assessment using the particulate count reference standard

Характеристика
Validation parameter

Методика на основе 
метода Култера, анализа-
тор Multisizer 4e, трубка 
с апертурой диаметром, 

мкм
Coulter-based procedure, 
Multisizer 4e counter, tube 

aperture diameter, µm

Методика на ос-
нове счетно-фо-
тометрического 
метода, счетчик 

HIAC 9703+
Light obscuration 

method,
HIAC 9703+ Par-

ticle Counter

Паспортные дан-
ные стандартного 
образца счетной 

концентрации
Data presented in 

the particulate 
count reference 
standard certifi-

cate100 200

Среднее количество частиц в 1 мл ± SD 
Average number of particles per mL ± SD 10506±124 9454±70 9870±93 9980±998

Повторяемость (RSD), %
Repeatability (RSD), % 1,18 0,74 0,95 10

Правильность, отклонение от среднего количества 
частиц в стандартном образце счетной 
концентрации, %
Accuracy, deviation from the mean number of par-
ticles in the particulate count reference standard, %

5,3 5,3 1,1 –

Правильность, отклонение от среднего количества 
частиц, определенного счетно-фотометрическим 
методом, %
Accuracy, deviation from the mean number of particles 
determined by the light obscuration method, %

6,4 4,2 – –

Примечание. SD — стандартное отклонение; RSD,% — относительное стандартное отклонение. «–» — отсутствие данных.
Note. SD—standard deviation; RSD,%—relative standard deviation. – no data available.

Таблица 4. Оценка правильности и повторяемости (RSD) по результатам измерений серии разведений суспензий стандарт-
ных латексных частиц размерами 10, 20 и 43 мкм
Table 4. The results of accuracy and repeatability (RSD) assessment using a series of dilutions of suspensions of reference latex 
particles (10, 20, and 43 µm)

Размер 
частиц, 

мкм
Particle 
size, µm

Концентра-
ция частиц 

в 1 мл
Particle con-
centration in 

1 mL

Значение показателей, рассчитанных по результатам измерений с использованием 
трубки с апертурой диаметром, мкм

Measurement results obtained using a tube aperture diameter, µm

100
100

200
200

Правильность, отклонение 
от среднего количества 
частиц, определенного 

счетно-фотометрическим 
методом, %

Accuracy, deviation from the 
mean number of particles  

determined by the light 
obscuration method, %

Повторяемость 
(RSD), %

Repeatability 
(RSD), %

Правильность, отклонение 
от среднего количества 
частиц, определенного 

счетно-фотометрическим 
методом, %

Accuracy, deviation from the 
mean number of particles  

determined by the light 
obscuration method, %

Повторяемость 
(RSD), %

Repeatability 
(RSD), %

10

≈10000 8,1 1,1 3,0 1,0

≈5000 4,8 1,7 0,1 1,2

≈2500 7,9 2,2 3,2 1,1

≈1200 7,9 3,1 8,4 3,4

≈600 14,6 2,0 16,7 5,5

≈300 3,0 5,7 7,3 7,6

20

≈10000 11,6 0,6 9,7 1,0

≈5000 13,8 1,7 1,7 4,5

≈2500 11,3 2,4 2,4 4,7

≈1200 13,5 4,6 6,4 2,7

≈600 4,2 4,1 2,8 4,2

≈300 2,5 4,4 3,4 6,3

43

≈4000 0,7 2,3 12,3 1,5

≈2000 0,4 1,3 5,8 3,0

≈1000 3,1 3,9 6,0 2,6

≈500 5,2 1,5 7,9 4,3

≈250 6,6 5,0 7,7 6,2
Примечание. RSD, % — относительное стандартное отклонение.
Note. RSD, %—relative standard deviation.
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висимости, рассчитанный методом наименьших квадратов. 
Критерий приемлемости: коэффициент корреляции должен 
быть больше или равен 0,99.

Результаты, полученные с  использованием стандартного 
образца счетной концентрации, представлены в таблице 3. По-
лученные значения подсчета количества частиц для методики 
на основе метода Култера и счетно-фотометрического метода 
не  превышают погрешность стандартного образца счетной 
концентрации. Правильность модифицированной методики 
оценивали по  стандартному образцу счетной концентрации 
в  сравнении со  счетно-фотометрическим методом. В  обоих 
случаях правильность подтверждается, отклонение результа-
тов не превышало 10%. Повторяемость результатов, получен-
ных каждым методом, составила 2%.

Результаты оценки правильности и  повторяемости, полу-
ченные с  использованием серии разведений суспензии стан-
дартных латексных частиц, представлены в таблице 4.

Отклонение от среднего значения (табл. 4) составило 
14,6% (для апертуры 100 мкм) и 16,7% (для модифицируемой 
методики с использованием апертуры 200 мкм), что удовлет-
воряет принятым критериям приемлемости (20%). Относи-
тельное стандартное отклонение, характеризующее повторяе-
мость результатов измерений, составило 5,7% (для апертуры 
100 мкм) и 7,6% (для модифицированной методики), что так-

же удовлетворяет принятым критериям приемлемости (20%). 
Таким образом, подтверждена правильность и повторяемость 
модифицированной методики в сравнении с методикой с ис-
пользованием трубки с апертурой 100 мкм и счетно-фотоме-
трическим методом.

Относительное стандартное отклонение увеличилось в ис-
следуемых образцах, содержащих меньшее количество частиц, 
но  даже при минимальных значениях концентрации ≈200–
300  частиц в  1  мл значение RSD не  превысило 10%. Оценка 
линейности и коэффициенты корреляции приведены в табли-
це 5 и на рисунке 3. Во всех случаях коэффициент корреляции 
превысил 0,99, что экспериментально доказывает линейность.

Выводы

Проведенное исследование подтвердило возможность ис-
пользования модифицированной методики с  апертурой диа-
метром 200 мкм, основанной на методе Култера.

Проведены валидационные исследования модифици-
рованной методики. Правильность методики в  сравнении 
со  стандартным образцом счетной концентрации соста-
вила 5,3% (по  отклонению от  среднего значения); в  срав-
нении со  счетно-фотометрическим методом  — 4,2%. 
Повторяемость (сходимость) результатов составила: 1% 
(по  максимальному относительному стандартному откло-

Таблица 5. Результаты оценки коэффициента корреляции линейной зависимости измерений в серии разведений суспен-
зий стандартных латексных частиц размерами 10, 20 и 43 мкм
Table 5. The results of assessment of the linear correlation coefficient of measurements performed for a series of dilutions of refer-
ence latex particles (10, 20, and 43 µm)

Суспензия латексных 
частиц размером, 

мкм
Suspension of refer-
ence latex particles, 

µm

Методика на основе метода Култера
Coulter method

Методика на основе счетно-
фотометрического метода

Light obscuration method

трубка с апертурой диа-
метром 100 мкм

100 µm aperture tube

трубка с апертурой диа-
метром 200 мкм

200 µm aperture tube

счетчик частиц HIAC 9703+
HIAC 9703+ Particle Counter

10 0,9998 0,9998 0,9998

20 0,9999 0,9981 0,9999

43 0,9950 0,9986 0,9997
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Рис. 3. Среднее количество частиц в серии разведений суспензий стандартных латексных частиц размерами: A — 10 мкм; B — 20 мкм; C — 
43 мкм.  апертура диаметром 100 мкм;  апертура диаметром 200 мкм; счетно-фотометрический метод.
Fig. 3. The average number of particles in dilutions of suspensions of reference latex particles of the following sizes: A—10 µm; B—20 µm; C—43 µm.  

 100 µm aperture;  200 µm aperture;  light obscuration method.
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нению) — при концентрации частиц порядка 10 тыс. в 1 мл 
и  7,6%  — для концентрации 300  частиц в  1  мл. Показана 
линейность методики (коэффициент корреляции линейной 
зависимости более 0,99).

Применение модифицированной методики позволит оце-
нить весь требуемый диапазон размеров невидимых механи-
ческих включений при оценке качества растворов для паренте-
рального введения по показателю «Невидимые механические 
включения».
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Действие препарата Кагоцел® на экспрессию генов Toll-подобных рецепторов 
системы врожденного иммунитета в ТНР-1 моноцитах человека 
с разным уровнем дифференцировки
Т. М. Соколова*, В. В. Полосков

Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика Н. Ф. Гамалеи» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
ул. Гамалеи, д. 18, Москва, 123098, Российская Федерация

Препарат Кагоцел® применяется в России для лечения вирусных инфекций. По химической структуре субстанция препара-
та Кагоцел® представляет собой сополимер полифенола госсипола с карбоксиметилцеллюлозой. Кагоцел® был исследован 
на наличие противовирусной и цитокининдуцирующей активности, а также изучено его токсическое действие. Цель рабо-
ты: изучение действия субстанции Кагоцел на индукцию экспрессии генов Toll-подобных рецепторов (TLR) системы врож-
денного иммунитета в культуре клеток острого моноцитарного лейкоза человека линии THP-1 с разным уровнем диффе-
ренцировки. Материалы и методы: действие субстанции Кагоцел исследовали в концентрациях 0,2 и 2 мг/мл в отношении 
клеток линии THP-1 с разным уровнем дифференцировки — недифференцированных моноцитах и дифференцированных 
в макрофагоподобные клетки. Сравнительный анализ активности генов TLR 2, 3, 4, 7, 8, 9 проводили количественным ме-
тодом ОТ-ПЦР. Определены стандартные отклонения уровней экспрессии генов в опытных образцах клеток (2deltaCq ± SD) 
относительно экспрессии в контроле. Результаты: субстанция Кагоцел в концентрации 0,2 мг/мл индуцировала в ТНР-1 
моноцитах активацию экспрессии TLR2 в 3,5 раза, TLR3 в 2 раза, TLR4 в 1,6 раза, а в концентрации 2 мг/мл — дополни-
тельно генов TLR7 и TLR8 в 1,4 раза, TLR9 в 2 раза. В ТНР-1 моноцитах, частично дифференцированных в макрофагопо-
добные клетки, уровни индукции TLR2, TLR3, TLR9 были достоверно выше, и наибольший уровень стимуляции наблюдался 
для TLR2 (в 8 раз). Выводы: полученные результаты характеризуют Кагоцел® как стимулятор генов TLR в линии клеток 
THP-1. Показано расширение спектра индуцированных генов TLR в ТНР-1 моноцитах при повышении концентрации пре-
парата. Дифференцировка ТНР-1 моноцитов в макрофагоподобные клетки дополнительно усиливает восприимчивость 
к Кагоцелу®. Позитивная регуляция активности генов TLR может объяснять проявляемые препаратом Кагоцел® антивирус-
ные и интерферон-индуцирующие свойства и также указывает на дополнительные возможности широкого применения при 
иммунопатологиях различного происхождения.
Ключевые слова: препарат Кагоцел®; врожденный иммунитет; TLR; экспрессия генов; дифференцировка ТНР-1 моно-
цитов
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The effect of Kagocel® on gene expression of Toll-like receptors of innate immunity 
in THP-1 human monocytes with different levels of differentiation
T. M. Sokolova*, V. V. Poloskov

National Research Center for Epidemiology and Microbiology named after Honorary Academician N. F. Gamaleya, 
18 Gamaleya St., Moscow 123098, Russian Federation

Kagocel® is used in Russia for the treatment of viral infections. In terms of its chemical structure, Kagocel® active ingredient is 
a copolymer of gossypol polyphenol and carboxymethylcellulose. The study investigated antiviral and cytokine-inducing activity 
of Kagocel®, as well as its toxic effects. The aim of the study was to investigate the effect of Kagocel® active ingredient on 
the induction of expression of the innate immune system receptor genes (Toll-like receptors, TLR) in the THP-1 human acute 
monocytic leukemia cell line with different levels of differentiation. Materials and methods: the effect of Kagocel active ingredient 
was investigated at the concentrations of 0.2 and 2 mg/mL in the THP-1 human acute monocytic leukemia cell line with different 
levels of differentiation: non-differentiated monocytes, and monocytes differentiated into macrophage-like cells. Comparative 
analysis of the activity of TLR 2, 3, 4, 7, 8, 9 genes was carried out by quantitative RT-PCR. The study determined standard 
deviations of the levels of gene expression in the experimental cells (2deltaCq ± SD) relative to the expression in the control cells. 
Results: Kagocel active ingredient at the concentration of 0.2 mg/mL induced activation of TLR2 expression in THP-1 monocytes 
by 3.5 times, TLR3 by 2 times, TLR4 by 1.6 times, and at the concentration of 2 mg/mL also induced activation of TLR7 and 
TLR8 by 1.4 times, and TLR9 by 2 times. The levels of TLR2, TLR3, TLR9 induction were significantly higher in THP-1 monocytes 
partially differentiated into macrophage-like cells, and the highest stimulation level was observed for TLR2 (8 times). Conclusions: 
the results obtained characterise Kagocel® as a stimulator of TLR genes in the THP-1 cell line. The number of TLR genes induced 
in THP-1 monocytes was shown to increase with the increase in the product concentration. THP-1 monocyte differentiation into 
macrophage-like cells enhances susceptibility to Kagocel®. The positive regulation of TLR genes activity may account for antiviral 

©

Действие препарата Кагоцел® на экспрессию генов Toll-подобных рецепторов системы врожденного иммунитета...
Т. М. Соколова, В. В. Полосков
The effect of Kagocel® on gene expression of Toll-like receptors of innate immunity in THP-1 human monocytes...

T. M. Sokolova, V. V. Poloskov



117

Действие препарата Кагоцел® на экспрессию генов Toll-подобных рецепторов системы врожденного иммунитета...
The effect of Kagocel® on gene expression of Toll-like receptors of innate immunity in THP-1 human monocytes...

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2021, Т. 21, № 2
BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment.  2021, V. 21, No. 2

and interferon-inducing properties of Kagocel®, and also suggests the possibility of expanding the use of the product for various 
immune-associated diseases.
Key words: Kagocel® preparation; innate immunity; TLR; gene expression; differentiation of THP-1 monocytes
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Российский лекарственный препарат Кагоцел® относится 
к  группе так называемых «индукторов интерферона (ИФН)» 
[1]. Механизмы ИФН-индуцирующей активности препарата 
Кагоцел® неизвестны, но именно образованием интерферонов 
объясняют антивирусное действие препарата. Субстанция Каго-
цел — сополимер полифенола госсипола и карбоксиметилцел-
люлозы с  молекулярной массой преимущественно 1–80  кДа. 
Основным действующим веществом считается госсипол, обла-
дающий токсичностью в свободном виде [2]. Содержание гос-
сипола в полимере составляет не более 3%. Ковалентная хими-
ческая связь госсипола с карбоксиметилцеллюлозой прочная 
и исключает наличие свободного госсипола в субстанции [3]. 
Карбоксиметилцеллюлоза снижает токсичность госсипола 
и  обеспечивает мембранный контакт препарата с  клеточной 
поверхностью. В клинических исследованиях была подтверж-
дена безопасность препарата Кагоцел®; в настоящее время он 
широко применяется в  России для профилактики и  лечения 
респираторных вирусных инфекций и герпеса [4, 5].

Кагоцел® относится к  сложным макромолекулярным со-
единениям, механизм действия которых может включать 
несколько видов биологических активностей за  счет взаи-
модействия с  разными химическими структурами (принцип 
неопределенности) [6].

Механизмы противоопухолевого и антивирусного действия 
производных госсипола и его (+) и  (-) энантиомеров активно 
изучаются в настоящее время [7]. Биологическую активность 
госсипола связывают с действием на митохондриальный путь 
апоптоза, регуляцией активности белка р53  и  протоонкогена 
Bcl‑2, нарушением функций вирусных белков gp41 вируса им-
мунодефицита человека типа 1 и гемагглютинина HA2 вируса 
гриппа субтипа H5N1 [8, 9]. Антивирусное действие субстан-
ции препарата Кагоцел® изучено на пандемических и сезонных 
(H1N1pdm09 и H3N2) штаммах вируса гриппа А в чувствитель-
ных клетках [10].

По нашим данным [11, 12] Кагоцел® повышал экспрессию 
генов системы ИФН и апоптоза, а также синтез провоспали-
тельных цитокинов в  культурах лимфоцитов и  эмбриональ-
ных фибробластов человека. По  данным литературы Каго-
цел® также стимулировал пролиферацию мезенхимальных 
стволовых клеток (МСК) костного мозга мышей и модулиро-
вал синтез провоспалительных цитокинов при бактериальной 
инфекции мышей [13, 14]. Характер действия препарата Ка-
гоцел® на мышиных МСК и спектр цитокиновых реакций сви-
детельствовали о сходстве с механизмом действия лигандов 
NOD-подобных и  Toll-подобных рецепторов (Toll-like recep-
tors, TLR) врожденного иммунитета.

Однако специальных исследований индукции препаратом 
Кагоцел® TLR и активации их генов в клетках человека прове-
дено ранее не было.

Семейство эволюционно закрепленных TLR врожденного 
иммунитета играет важную сигнальную роль в защите клеток 
от вирусных патогенов и включает механизм индукции синтеза 
ИФН и антивирусных белков [15]. При этом гены TLR и груп-
пы антивирусных белков‑ферментов сами являются ИФН-
регулируемыми [16]. Агонистами TLR, наряду со структурами 

патогенов, также могут быть разные природные и синтетиче-
ские химические соединения, имеющие структурные отличия 
от  клеточных молекул [17]. Особый интерес представляют 
известные и вновь создаваемые препараты ИФН-индукторов, 
обладающие антивирусной активностью и  свойствами агони-
стов TLR врожденного иммунитета. Изучение молекулярных 
механизмов действия биопрепаратов на систему врожденного 
иммунитета необходимо для эффективного применения их 
в медицине как средств профилактики и лечения вирусных за-
болеваний. Изучение экспрессии генов TLR и RIG-подобных ре-
цепторов (RLR) врожденного иммунитета и процессов сигналь-
ной трансдукции имеет значение при многих видах иммунной 
патологии, вызываемой вирусными и бактериальными инфек-
циями, онкологическими и аутоиммунными заболеваниями.

Ранее на  чувствительной клеточной модели ТНР‑1 моно-
цитов нами была изучена группа препаратов рекомбинантных 
ИФН, ИФН-индукторов и иммуномодуляторов, которые оказа-
лись стимуляторами определенных видов генов TLR и провос-
палительных цитокинов [18–20]. Однако препарат Кагоцел® как 
стимулятор экспрессии генов TLR не был изучен.

Цель работы  — изучение действия субстанции Кагоцел 
на индукцию экспрессии генов TLR системы врожденного им-
мунитета в  культуре клеток острого моноцитарного лейкоза 
человека линии THP‑1 с разным уровнем дифференцировки. 
Для решения поставленной цели проводилось сравнитель-
ное изучение сигнальных реакций генов TLR на  воздействие 
субстанции Кагоцел на  чувствительных модельных клетках 
ТНР‑1  — недифференцированных ТНР‑1 моноцитах [21] 
и  ТНР‑1 моноцитах, стимулированных к  дифференцировке 
в макрофагоподобные клетки [22].

Материалы и методы

В работе использовали перевиваемую линию клеток остро-
го моноцитарного лейкоза человека THP‑1 (АТСС-TIB‑202), по-
лученную в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Мин
здрава России. ТНР‑1 моноциты культивировали в питательной 
среде RPMI‑1640, содержащей глютамин, 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки и антибиотик гентамицин («ПанЭко», Рос-
сия). Диплоидные фибробласты человека (линия ФЛЭЧ‑977, 
Медико-генетический научный центр, Москва) культивировали 
в  питательной среде DMEM c 10% эмбриональной телячьей 
сывороткой и гентамицином. ТНР‑1 моноциты стимулировали 
к дифференцировке добавлением в питательную среду реаген-
та Цитокин-Стимул-Бест («Вектор-Бест», Россия). Приготов-
ленный по инструкции реагент содержал фитогемагглютинин 
(ФГА) 4  мкг, конканавалин А  4  мкг (КонА), липополисахарид 
(ЛПС) 2 мкг — лиганд рецептора TLR4. Культивирование с ре-
агентом на протяжении 1–4 сут вызывало постепенную адге-
зию и  дифференцировку клеток в  макрофагоподобные [22]. 
Субстанцию Кагоцел (ООО «Ниармедик Плюс», Россия) раство-
ряли в питательной среде RPMI‑1640 и исследовали на ТНР‑1 
моноцитах в концентрациях 0,2 и 2 мг/мл. На линии ФЛЭЧ‑977 
Кагоцел исследовали в  концентрациях 0,18  и  0,75  мг/мл, 
не оказывающих цитодеструктивного действия, в течение 24 ч 
при 37 °C.
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Эксперименты проводили параллельно на двух популяци-
ях клеточной культуры ТНР‑1: недифференцированные ТНР‑1 
моноциты (опыт 1 и контроль 1) и ТНР‑1 моноциты, диффе-
ренцированные в  макрофагоподобные клетки после добав-
ления реагента Цитокин-Стимул-Бест (опыт 2  и  контроль 2). 
К опытным образцам клеток добавляли субстанцию Кагоцел, 
к контрольным — субстанцию не добавляли. Опытные и кон-
трольные клетки в  количестве 5×10 5 (подсчет клеток произ-
водили в автоматическом счетчике клеток BioRad TC‑20, США, 
с добавлением красителя — трипановый синий) инкубировали 
24  ч при 37  °C в  питательной среде объемом 5  мл. Процент 
жизнеспособных клеток оценивали с  использованием авто-
матического счетчика BioRad TC‑20 с красителем трипановым 
синим. Затем клетки осаждали центрифугированием и исполь-
зовали для выделения РНК.

Определение уровней экспрессии генов TLR. Суммарную 
РНК выделяли с  помощью реагента Purzol (Bio-Rad, США) 
согласно инструкции, остаточную ДНК удаляли реагентом 

RNA-free (Ambion, США). Реакцию обратной транскрипции 
(ОТ) и количественную ПЦР проводили с использованием пар 
специфических олигонуклеотидных праймеров к мРНК TLR2, 
TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 и TLR9, как описано ранее [18–20]. ПЦР 
выполняли на амплификаторе CFX‑96 (Bio-Rad, США) с реакци-
онной смесью SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad, США). Ко-
личество ДНК-амплификатов оценивали по пороговым циклам 
(Cq) логарифмической фазы синтеза. Данные обрабатывали 
в  программе CFX Manager Software Gene expression analysis 
(Bio-Rad, США). Изменения активности генов (2deltaСq) в  опыт-
ных образцах клеток определяли относительно контрольных, 
принятых равными  1. Данные кратности стимуляции актив-
ности генов и  стандартные отклонения (±SD) представлены 
в виде средних значений трех опытов. Достоверность различий 
в  сравниваемых группах оценивали с  применением критерия 
Стьюдента в программе МеdCalc (MedCalc Software Ltd, Бель-
гия) и U-критерия Манна-Уитни при p ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение

В человеческих моноцитах представлены все 10 известных 
видов TLR [15, 16]. В ТНР‑1 моноцитах методом количествен-
ной ОТ-ПЦР определена конститутивная экспрессия генов 
6  видов TLR: TLR2  и  TLR4, представленных на  поверхности 
клеток, и TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, локализованных в эндосо-
мах. Установлено, что уровни транскрипции исследованных 
генов TLR в ТНР‑1 моноцитах существенно отличаются. Наибо-
лее транскрипционно-активными в ТНР‑1 моноцитах являются 
гены TLR4 и TLR8 (Cq22–26) и наименее — гены TLR2, TLR3, 
TLR7, TLR9 (Cq30–40).

Ранее нами показано, что ТНР‑1 моноциты под действием 
реагента Цитокин-Стимул-Бест дифференцируются в  макро-
фагоподобные клетки и это вызывает преимущественно уве-
личение транскрипционной активности генов TLR3  и  Stat1b, 
участвующих в  индукции и  действии ИФН [22]. В  настоящей 
работе мы сравнили действие субстанции Кагоцел на  уровни 
экспрессии генов TLR врожденного иммунитета в  недиффе-
ренцированных ТНР‑1 моноцитах и  в  ТНР‑1 моноцитах, ин-
дуцированных к  дифференцировке в  макрофаги реагентом 
Цитокин-Стимул-Бест. Результаты сравнительного анализа 
экспрессии генов TLR в культуре клеток ТНР‑1 (опыты 1 и 2) 
представлены на рисунках 1А и 1В. Субстанцию Кагоцел в опы-
тах 1 и 2 исследовали в концентрациях 0,2 и 2 мг/мл, не оказы-
вающих цитотоксического действия на клетки ТНР‑1.

В недифференцированных ТНР‑1 моноцитах (опыт 1) 
субстанция Кагоцела в  низкой концентрации 0,2  мг/мл до-
стоверно стимулировала экспрессию генов трех рецепторов: 
TLR2  в  3,5  раза, TLR3  в  2  раза, TLR4  в  1,6  раза. В  высокой 
концентрации 2  мг/мл субстанция активировала экспрессию 
генов пяти рецепторов: TLR3  в  1,5  раза, TLR4  в  1,8  раза, 
TLR7  и  TLR8  в  1,4  раза, TLR9  в  2  раза. Различия в  уровнях 
генной индукции для двух концентраций субстанции Кагоцел 
в  недифференцированных ТНР‑1 моноцитах по  сравнению 
с контролем клеток достоверны при p ≤ 0,05. Таким образом, 
при увеличении концентрации субстанции Кагоцел до 2 мг/мл 
спектр стимулированных генов TLR расширялся, но уровни их 
стимуляции мало изменялись (рис. 1А).

В дифференцированных ТНР‑1 моноцитах (опыт 2) суб-
станция Кагоцел в высокой концентрации 2 мг/мл действовала 
эффективнее. Уровни стимуляции генов TLR2, TLR3 и TLR9 вы-
сокой концентрацией субстанции Кагоцел значимо возрастали 
(различия в уровнях экспрессии генов TLR2, TLR3 и TLR9 в опы-
тах 1  и  2  достоверны по  критерию U Манна-Уитни при p ≤ 
0,05). При этом максимально активировалась экспрессия гена 
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Рис. 1. Действие субстанции Кагоцел на экспрессию генов 
TLR в клеточной линии ТНР-1. По оси абсцисс – гены TLR, 
по оси ординат – кратность стимуляции транскрипции генов 
TLR после добавления субстанции Кагоцел. □ — контроль; 
■ — субстанция Кагоцел 0,2 мг/мл; ■ — субстанция Кагоцел 
2  мг/мл. А  — недифференцированные ТНР‑1 моноциты 
(опыт 1); В  — ТНР‑1 моноциты, дифференцированные 
в  макрофагоподобные клетки реагентом Цитокин-Стимул-
Бест (опыт 2). Данные и  стандартные отклонения (±SD) 
представлены в виде средних значений 3 опытов.
Fig. 1. The effect of Kagocel active ingredient on the expression 
of TLR genes  in the THP‑1 cell line. X axis  — TLR genes, 
Y axis — multiplicity factor for TLR gene transcription stimulation 
after addition of Kagocel. □ control; ■ Kagocel active ingredient, 
0.2  mg/mL; ■ Kagocel active  ingredient, 2  mg/mL. A—non-
differentiated THP‑1 monocytes (experiment 1); B—THP‑1 
monocytes differentiated into macrophage-like cells by Cytokine-
Stimul-Best reagent (experiment 2). Data and standard deviations 
(±SD) are presented as a mean of 3 experiments.
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TLR2 (в 8 раз), слабее активировалась экспрессия генов TLR3 
(в 4 раза) и TLR9 (в 3 раза). В то же время изменения в уровнях 
экспрессии генов TLR4, TLR7 и TLR8 в дифференцированных 
ТНР‑1 моноцитах (опыт 2) по сравнению с недифференциро-
ванными ТНР‑1 моноцитами (опыт 1) были или недостовер-
ными, или даже ниже уровня экспрессии этих генов в  кон-
трольных клетках. Таким образом, макрофагоподобные клетки 
избирательно реагировали на субстанцию Кагоцел усилением 
экспрессии генов TLR2, TLR3 и TLR9. Это согласуется с выра-
женным воспалительным ответом активированных макрофа-
гов и, вероятно, объясняется наличием большего числа этих 
TLR в макрофагах по сравнению с моноцитами [23]. Рецепто-
ры TLR2, TLR3 и TLR9 имеют разные специфические лиганды, 
клеточную локализацию, сопряженные белки-адаптеры и сиг-
нальные пути. Возможно, химическая структура Кагоцела спо-
собна взаимодействовать сразу с  несколькими рецепторами, 
но  более вероятно существование между TLR перекрестных 
взаимосвязей в сигнальных реакциях [15, 17].

Исследованные гены TLR кодируют рецепторы, распозна-
ющие структурные компоненты РНК- и  ДНК-содержащих ви-
русов, многие из  которых являются возбудителями опасных 
заболеваний. От  уровней экспрессии рецепторов врожденно-
го иммунитета во многом зависят восприимчивость, характер 
развития и исход инфекционного процесса в организме [15].

Вместе с  тем процессы индукции TLR и  действия ИФН 
между собой взаимосвязаны, так как уровни экспрессии генов 
TLR регулируются синтезированными ИФН [16]. В дальнейшем 
необходимо сопоставить активацию препаратом Кагоцел® ге-
нов TLR с  продукцией ИФН и  провоспалительных цитокинов 
в  ТНР‑1 моноцитах с  разным уровнем дифференцировки. 
На  рисунке 2  представлены данные стимуляции субстанцией 
Кагоцел экспрессии группы генов системы ИФН в фибробла-
стах человека, полученные нами ранее в  виде значений по-
роговых циклов (Cq) ПЦР [11], дополнительно обработанные 
и представленные в виде кратности уровней стимуляции генов. 
Исследования выполнены на  высокочувствительной к  пре-
паратам ИФН  I типа клеточной линии ФЛЭЧ‑977, в  которой 
процессы клеточной регуляции на  генном уровне не наруше-
ны. Данные на диплоидных фибробластах человека по ИФН-
индуцирующей активности субстанции Кагоцел дополняют ис-
следования иммуномодулирующих свойств на чувствительной 
модели TНР‑1 моноцитов, экспрессирующих широкий спектр 
генов TLR и  способных к  дифференцировке в  макрофаго-
подобные клетки. Кагоцел стимулировал гены ИФН-альфа, 
ИФН-бета, ИФН-гамма (IFN-alpha, IFN-beta, IFN-gamma) и гены 
ИФН-зависимых ферментов олигоаденилатсинтетазы (OAS), 
дсРНК-зависимой протеинкиназы (dsPKR), рибонуклеазы 
L (RNAse L) и ИФН-стимулируемого гена 15 (ISG15) (рис.  2). 
С экспрессией генов ИФН-зависимых ферментов связано раз-
витие в клетках антивирусного состояния. Похожие стимули-
рующие эффекты на гены системы ИФН и синтез провоспали-
тельных цитокинов (ИЛ‑1 бета, ИЛ-6, ИЛ-8) и фактора некроза 
опухоли-альфа (ФНО-альфа) Кагоцел оказывал в лимфоцитах 
человека [11, 12].

В литературе опубликованы данные о  том, что препарат 
ЦелАгрип (Radiks, Узбекистан), близкий по  химическому со-
ставу препарату Кагоцел®, также способен индуцировать гены 
ИФН и цитокинов в лимфоидных линиях клеток [24, 25]. Таким 
образом, стимуляция препаратом Кагоцел® экспрессии генов 
TLR в ТНР‑1 моноцитах и генов системы ИФН в клетках различ-
ного происхождения согласуются между собой, но нуждаются 
в подтверждении на модели ТНР‑1 моноцитов.

Остается недоказанным, может  ли Кагоцел® как аго-
нист/лиганд напрямую взаимодействовать с  определенными 

видами TLR. Для получения подобных результатов необходимо 
проведение специальных рентгеноструктурных исследований. 
Весьма вероятно, что особенности макромолекулярной струк-
туры препарата Кагоцел® «узнаются» TLR как чужеродные. 
Список известных TLR-агонистов продолжает пополняться 
новыми природными и  синтетическими соединениями [17]. 
Среди большой группы иммуномодуляторов уже обнаружены 
соединения, отличающиеся от  канонических TLR-агонистов 
химической структурой, но также способные к прямому взаи-
модействию с TLR [26].

Выводы

Субстанция препарата Кагоцел® является активатором 
генов TLR врожденного иммунитета, которые запускают сиг-
нальные механизмы «узнавания» патогенов и приводят к син-
тезу провоспалительных цитокинов и ИФН. Способность к TLR-
активации является несомненным достоинством препарата, 
расширяющим диапазон его применения при вирусных и бак-
териальных инфекциях. Стимуляция препаратом Кагоцел® экс-
прессии генов TLR в моноцитах и макрофагах повышает их чув-
ствительность к патогенам разной природы и вызывает более 
сильный иммунный ответ в организме. Субстанция препарата 
Кагоцел® в концентрации 0,2 мг/мл индуцировала в ТНР‑1 мо-
ноцитах активацию экспрессии TLR2 в 3,5 раза, TLR3 в 2 раза, 
TLR4 в 1,6 раза, а в концентрации 2 мг/мл — дополнительно 
генов TLR7 и TLR8 в 1,4 раза, TLR9 в 2 раза. В ТНР‑1 моноцитах, 
частично дифференцированных в  макрофагоподобные клет-
ки, уровни индукции TLR2, TLR3, TLR9 были достоверно выше, 
и  наибольший уровень стимуляции наблюдался для TLR2 
(в 8 раз). Макрофаги имеют определяющее значение в ранних 
защитных реакциях на вирусные патогены и оказывают влия-
ние на дендритные клетки и функции T‑ и В‑лимфоцитов. Ин-
формация о сигнальных рецепторах врожденного иммунитета 
является важной характеристикой применяемых в  медицине 
антивирусных препаратов и вакцин.
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Рис. 2. Действие субстанции Кагоцел на  экспрессию 
генов системы интерферона (ИФН) в  фибробластах 
человека линии ФЛЭЧ‑977. По оси абсцисс — гены ИФН 
(IFN-alpha, IFN-beta, IFN-gamma) и  гены ИФН-зависимых 
антивирусных белков (OAS, dsPKR, RNAse L, ISG15). 
По  оси ординат  — кратность стимуляции транскрипции 
генов относительно контрольных клеток. Данные 
и  стандартные отклонения (±SD) представлены в  виде 
средних значений 3 опытов.
Fig. 2. The effect of Kagocel active ingredient on the expression 
of  interferon system (IFN) genes  in human fibroblasts of the 
FLECH‑977 human cell line. X axis—IFN genes (IFN-alpha, IFN-
beta, IFN-gamma) and genes of IFN-dependent antiviral proteins 
(OAS, dsPKR, RNAse L, ISG15). Y axis—multiplicity factor for 
stimulation of gene transcription relative to the control cells. 
Data and standard deviations (±SD) are presented as a mean 
of 3 experiments.
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Составление нормативной документации (НД) на биомедицинский клеточный продукт (БМКП) — важный этап подготовки 
документов для его государственной регистрации. НД является основным документом регистрационного досье, в соот-
ветствии с которым проводится экспертиза качества БМКП. Требования к содержанию НД, в том числе спецификации, ре-
гламентируются соответствующими нормативно-правовыми актами, обеспечивающими действие Федерального закона от 
23.06.2016 № 180-ФЗ «О биомедицинских клеточных продуктах». Однако, учитывая новизну правового поля в отношении 
БМКП как инновационных средств для медицинского применения в Российской Федерации, особенность их состава (на-
личие жизнеспособных клеток человека), отличного от традиционных лекарственных средств, отсутствие опыта их госу-
дарственной регистрации, необходимо рассмотрение особенностей содержания НД на БМКП. Цель работы — определение 
методических подходов к разработке и формированию нормативной документации на БМКП в соответствии с националь-
ным законодательством и с учетом опыта зарубежных регуляторных органов при рассмотрении материалов, подаваемых 
заявителем для осуществления государственной регистрации аналогов БМКП. В статье обобщены требования националь-
ного законодательства к описанию показателей качества, методов и методик контроля клеточной линии, входящей в со-
став БМКП. Данные сведения необходимы как для проведения оценки качества образцов БМКП в рамках экспертизы каче-
ства, так и для формирования заключения комиссии экспертов. В частности, в статье рассмотрена проблема содержания 
клеточных и технологических примесей в клеточной линии и готовом БМКП, а также аспекты описания стратегии вирусной 
безопасности для готового продукта и клеток из системы главного и рабочего банков. Представленные аспекты описания 
показателей качества и методов их контроля для готового БМКП, а также для клеточной линии, входящей в его состав, мо-
гут служить основой для формирования НД разработчиками БМКП.
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Preparation of a product file (PF) for a biomedical cell product (BCP) is an important stage in the preparation of documents for 
marketing authorisation. The PF is the main document of a regulatory submission and is used as the basis for BCP quality control. 
The requirements for the content of a PF, including appropriate specifications, are laid out in the relevant laws and regulations that 
support Federal Law No. 180-FZ “On Biomedical Cell Products” of 23.06.2016. However, given the novelty of the Russian legislative 
framework for innovative products for human use represented by BCPs, the specificity of their composition (i.e., components based 
on viable human cells) which differs significantly from conventional medicines, and lack of marketing authorisation experience—
there is a need to examine specific aspects of a BCP PF. The aim of the study was to formulate methodological approaches to 
the development and preparation of a BCP PF in accordance with the national legislation and taking into account the experience 
of foreign regulatory authorities in evaluation of regulatory submissions for BCP analogues. The paper summarises the national 
regulatory requirements for the description of quality characteristics of cell lines used as components in BCPs, as well as test 
methods and test procedures used for cell line quality control. These data are required both for quality control of BCP samples, and 
for preparation of the Expert Commission Conclusion. The paper looks into the content of cellular and process-related impurities in 
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a cell line and a finished BCP, and presents considerations on the description of the viral safety strategy for the finished product and 
for the cells from the master and working cell banks. The approaches to the presentation of quality characteristics and quality control 
methods for a finished BCP and for the cell line used in its production could be used by BCP developers for preparation of a PF.
Key words: biomedical cell product; cell line; regulatory documentation; specification; quality control; quality characteristics; 
regulatory submission; marketing authorisation
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Биомедицинская экспертиза  — подтверждение качества, 
эффективности и безопасности биомедицинского клеточного 
продукта (БМКП) экспертами экспертного учреждения в рам-
ках его государственной регистрации с целью доступа на на-
циональный фармацевтический рынок. Проведение биомеди-
цинской экспертизы предполагает использование не только 
национальной нормативно-правовой базы в  сфере БМКП, но 
и накопленных сведений и знаний в области медицины (в том 
числе в  плане понимания молекулярных механизмов патоге-
неза заболевания, его диагностики и  лечения) и  фундамен-
тальных наук (клеточной и молекулярной биологии, анатомии, 
иммунологии, физиологии, биохимии и др.). Кроме того, учи-
тывая отсутствие в настоящее время в Российской Федерации 
зарегистрированных БМКП, в ходе биомедицинской эксперти-
зы может быть принят во внимание опыт рассмотрения и ре-
гистрации аналогов БМКП (препаратов на основе клеток и тка-
ней человека) зарубежными регуляторными органами в части, 
не противоречащей регуляторной базе России.

Экспертная оценка качества БМКП — подтверждение соот-
ветствия БМКП требованиям нормативной документации (НД) 
на БМКП, проводимое аттестованными экспертами с примене-
нием валидированных методик в соответствии с НД. Требова-
ния к качеству препарата в НД формирует производитель (зая-
витель) на основании экспериментальных данных, полученных 
в  ходе разработки. Они должны гарантировать соответствие 
БМКП своему назначению и исключать риск, связанный с не-
удовлетворительным качеством БМКП. Результаты экспертизы 
качества образцов БМКП, методы их контроля, характеристи-
ка клеточной линии (КЛ), входящей в состав БМКП, являются 
объектами для внесения в  заключение комиссии экспертов, 
форма которого регламентирована приказом Минздрава Рос-
сии от 31.01.2017 № 30н1. 

Цель работы  — определение методических подходов 
к разработке и формированию нормативной документации на 
БМКП в соответствии с национальным законодательством и с 
учетом опыта зарубежных регуляторных органов при рассмо-
трении материалов, подаваемых заявителем для осуществле-
ния государственной регистрации аналогов БМКП.

Содержание нормативной документации

В соответствии с пп. 136, 137 приказа Минздрава России от 
08.08.2018 № 512н2 НД на БМКП должна содержать в том числе 
сведения о его составе, описание основного механизма действия, 
спецификацию на БМКП, показатели качества с критериями при-
емлемости и методы их определения. К критериям приемлемости 
относятся числовые пределы или диапазоны измеряемых вели-
чин или другие параметры, используемые в испытаниях.

Спецификация3 представляет собой документ, содержащий 
сведения о  типе (аутологичный, аллогенный, комбинирован-
ный) БМКП, его качественном и  количественном составе, био-
логических и  иных характеристиках БМКП и  клеточной линии 
(клеточных линий), входящей(их) в  его состав. Спецификация 
составляется на каждый разработанный БМКП, прошедший до-
клиническое исследование. Таким образом, спецификация на 
БМКП должна включать сведения о качестве готового продукта, 
которое должно быть подтверждено в ходе проведения экспер-
тизы качества при государственной регистрации. Характеристика 
БМКП должна охватывать все компоненты, присутствующие в го-
товом препарате, в том числе сведения о клеточной(ых) линии(ях) 
(наименование, происхождение, жизнеспособность, допустимое 
количественное содержание клеток, идентичность, активность, 
наличие генетической модификации) и сведения о лекарствен-
ных препаратах, фармацевтических субстанциях, медицинских 
изделиях, вспомогательных веществах (номер регистрационного 
удостоверения, производитель, номер НД, количественное со-
держание, обоснование включения в состав БМКП).

Спецификация на биомедицинский клеточный продукт: 
характеристика клеточной линии

Методические подходы к определению идентичности (под-
линности) КЛ и  перечень сведений, подлежащих включению 
в  спецификацию по данному показателю, подробно нами 
описаны ранее [1], подходы к определению активности КЛ — 
в работе [2]. Контроль качества БМКП по показателю «Жизне-
способность КЛ» должен определять жизнеспособность кле-
ток и ее нижнее пороговое значение. В спецификации должно 
быть указано количественное содержание общих и жизнеспо-
собных клеток, входящих в состав БМКП. При наличии в соста-
ве БМКП медицинского устройства, геля или других носителей 
в  НД должна быть описана методика отделения клеточного 
компонента от неклеточного для определения жизнеспособно-
сти. Определение жизнеспособности клеток возможно и перед 
объединением клеточного компонента с неклеточным.

БМКП, наряду с  целевыми клетками, может содержать 
клетки, не относящиеся к требуемой популяции, и (или) клет-
ки, находящиеся на разных этапах дифференцировки, то есть 
являющиеся примесными. Если в  соответствии с  областью 
клинического применения БМКП необходим только опреде-
ленный тип клеток, в  спецификации указываются критерии 
приемлемости для допустимого количества примесных клеток 
и методы его определения. В  случаях, когда для достижения 
желаемой биологической активности и эффективности БМКП 
необходима сложная комбинация клеток, эта комбинация 
должна быть охарактеризована в  спецификации с  указанием 

1  Приказ Минздрава России от 31.01.2017 № 30н «Об утверждении Правил проведения биомедицинской экспертизы биомедицинских клеточных 
продуктов и форм заключений комиссии экспертов федерального государственного бюджетного учреждения по проведению биомедицинской 
экспертизы биомедицинских клеточных продуктов».

2  Приказ Минздрава России от 08.08.2018 № 512н «Об утверждении Правил надлежащей практики по работе с биомедицинскими клеточными 
продуктами».

3  Приказ Минздрава России от 19.01.2017 № 14н «Об утверждении формы спецификации на биомедицинский клеточный продукт».
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методов как внутрипроизводственного контроля, так и испы-
таний при выпуске готовой продукции. Допускается отсутствие 
данного показателя при незначительном их количестве и в слу-
чае наличия данных об отсутствии влияния примесных клеток 
на эффективность и  безопасность продукта, определенных 
в ходе доклинических исследований (ДКИ), и данных валида-
ции процесса производства, демонстрирующих стабильность 
процесса получения готового БМКП с содержанием примесных 
клеток в количестве, не превышающем допустимых пределов.

Например, для разрешенного к  медицинскому приме-
нению в  государствах Европейского союза (ЕС) препарата 
Spherox (Co.don; ЕС4), согласно опубликованной на сайте Ев-
ропейского агентства по лекарственным средствам (European 
Medicines Agency, ЕМА) информации5, в  спецификацию 
включен показатель «Содержание примесных клеток (сино-
виоцитов)», а  также указано, что синовиоциты могут оказы-
вать влияние на эффективность и  безопасность препарата 
Spherox. Что касается препаратов на основе химерных анти-
генных рецепторов Kymriah (Novartis; США, ЕС)6, Yescarta (Kite 
Pharma, Gilead; США, ЕС)7 и Tecartus (Kite Pharma; США, ЕС)8, 
представляющих собой генетически-модифицированные 
Т-клетки, основными родственными примесями для них счи-
тают натуральные киллеры (NK-клетки), содержание которых 
контролируется в  процессе производства, а  все остальные 
популяции клеток (В-клетки, моноциты, гранулоциты, эри-
троциты из материала лейкафереза) находятся ниже предела 
обнаружения, что было доказано на этапах разработки и до-
клинических исследований. Нетрансдуцированные Т-клетки 
считаются частью продуктов. Для Alofisel (Tigenix; ЕС)9 влия-
ние на качество препарата установленных родственных и тех-
нологических примесей было изучено на этапе ДКИ и клини-
ческих исследований (КИ), поэтому показатель не включен 
в  спецификацию. Препарат Zynteglo (bluebird bio; ЕС)10 на 
основе генетически модифицированных CD34+ клеток по со-
ставу и количеству клеточных примесей был изучен на этапе 
разработки и валидации процесса производства: было пока-
зано, что процент клеточных примесей очень низкий. Важной 
особенностью препарата JACE (Tissue Engineering Co. (J-TEC); 
Япония)11 на основе кератиноцитов, препаратов Nepic (Japan 

Tissue Engineering Co., Ltd.; Япония)12 и  Holoclar (Holostem 
Terapie Avanzate S.R.L.; ЕС)13 на основе эпителиальных ство-
ловых клеток роговицы является использование при их про-
изводстве фидерных клеток — фибробластов мыши (линия 
3T3-J2), поэтому в  спецификации данных препаратов вклю-
чен показатель — остаточное содержание фидерных клеток. 
В препарате Holoclar, целевые клетки которого идентифици-
руются по наличию маркера р63+, другие примесные клетки 
человека не определялись, так как нестволовые клетки (в том 
числе терминально дифференцированные эпителиальные 
клетки роговицы), присутствующие в препарате, способству-
ют формированию эпителиоподобной структуры и  служат 
своеобразной защитной структурой для целевых клеток12. 
Препарат HeartSheet (Terumo Corporation; Япония)14 на основе 
миобластов для лечения тяжелой сердечной недостаточности 
содержит небольшое количество фибробластов в  качестве 
родственной примеси, определение которых не включено 
в тесты готового продукта.

Помимо примесей клеточного происхождения КЛ, вхо-
дящая в состав БМКП, а в конечном итоге и готовый продукт 
могут содержать и  остаточные количества веществ, исполь-
зуемых в  процессе производства (культивирование, снятие 
клеток, криоконсервация), например антибиотики, бычий сы-
вороточный альбумин, трипсин, папаин, диметилсульфоксид 
(ДМСО) и т. д. Так, для препарата Alofisel в качестве остаточных 
количеств веществ, которые потенциально могут присутство-
вать в конечном продукте (отнесены к важным потенциальным 
рискам), указаны: бензилпенициллин, стрептомицин сульфат, 
бычий сывороточный альбумин15. Для препарата Yescarta 
в спецификации показатель «Чистота» включает, в том числе, 
определение допустимых содержаний для гентаминцина и еще 
двух веществ (названия веществ производителем не раскры-
ваются). В целом же результаты оценки допустимых примесей 
в препарате Yescarta показали, что принятый производителем 
диапазон их содержания выше, чем предел идентификации для 
технологических примесей в конечном продукте16. Специфика-
ция на готовые препараты Nepic (Japan Tissue Engineering Co., 
Ltd.; Япония) и  JACC (Tissue Engineering Co. (J-TEC); Япония; 
аутологичные культивированные хондроциты, помещенные 

4  В скобках после названия препарата дана информация о компании-производителе и регионе регистрации (здесь и далее).
5  Assessment report. Spherox (EMA/CHMP/349863/2017). EMA; 2017. https://www.ema.europa.eu/documents/assessment-report/spherox-epar-pu-

blic-assessment-report_en.pdf
6  Summary basis for regulatory action Template — Kymriah, DLBCL. FDA; 2018. https://www.fda.gov/media/113215/download
Assessment report. Kymriah (EMA/485563/2018). EMA; 2018. https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/kymriah-epar-public-

assessment-report_en.pdf
7  Summary basis for regulatory action — Yescarta. FDA; 2017. https://www.fda.gov/downloads/BiologicsBloodVaccines/CellularGeneTherapyProducts/

ApprovedProducts/UCM584335.pdf
Assessment report. Yescarta (EMA/CHMP/481168/2018). EMA; 2018. https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/yescarta-epar-

public-assessment-report_en.pdf
8  Summary Basis for Regulatory Action. Tecartus. https://www.fda.gov/media/141093/download
9  Assessment report. Alofisel (EMA/CHMP/64055/2018). EMA; 2018. https://www.ema.europa.eu/documents/assessment-report/alofisel-epar-public-

assessment-report_en.pdf
10  Assessment report. Zynteglo (EMA/CHMP/56140/2020). EMA; 2019. https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/zynteglo-epar-

public-assessment-report_en.pdf
11  Review Report. JACE; 2007. http://www.pmda.go.jp/files/000223079.pdf
12  Report on the Deliberation Results: Nepic. https://www.pmda.go.jp/files/000237511.pdf
13  Summary of product characteristics. Holoclar (EMA/6865/2015). EMA; 2015. https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/holo-

clar-epar-product-information_en.pdf
14  Report on the Deliberation Results: HeartSheet. https://www.pmda.go.jp/files/000215222.pdf
15  Assessment report. Alofisel (EMA/CHMP/64055/2018). EMA; 2018. https://www.ema.europa.eu/documents/assessment-report/alofisel-epar-public-

assessment-report_en.pdf
16  Summary basis for regulatory action — Yescarta. FDA; 2017. https://www.fda.gov/downloads/BiologicsBloodVaccines/CellularGeneTherapyProducts/

ApprovedProducts/UCM584335.pdf
Assessment report. Yescarta (EMA/CHMP/481168/2018). EMA; 2018. https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/yescarta-epar-

public-assessment-report_en.pdf

https://www.fda.gov/downloads/BiologicsBloodVaccines/CellularGeneTherapyProducts/ApprovedProducts/UCM584335.pdf
https://www.fda.gov/downloads/BiologicsBloodVaccines/CellularGeneTherapyProducts/ApprovedProducts/UCM584335.pdf
https://www.fda.gov/downloads/BiologicsBloodVaccines/CellularGeneTherapyProducts/ApprovedProducts/UCM584335.pdf
https://www.fda.gov/downloads/BiologicsBloodVaccines/CellularGeneTherapyProducts/ApprovedProducts/UCM584335.pdf
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в гель с ателоколлагеном), включает показатель «Количество 
остаточного бычьего сывороточного альбумина»17. Для пре-
парата Spherox производитель идентифицировал соответству-
ющие технологические примеси: ДМСО, папаин, гентамицин 
и  амфотерицин и  представил результаты по их содержанию 
в конечном продукте, полученные в процессе валидации про-
изводства. Был сделан вывод, что остаточные количества этих 
связанных с процессом производства примесей не оказывают 
влияния на токсикологические эффекты продукта18.

Необходимо отметить, что в случае составления специфи-
каций на промежуточные продукты производства БМКП по-
казатель допустимого содержания технологических примесей 
может быть включен в эти спецификации, а не в специфика-
цию на готовый БМКП. Спецификации на промежуточные про-
дукты производства следует предоставлять в случае осущест-
вления прерывного производственного процесса, например 
для векторной конструкции при генетической модификации 
клеток (как в случае с препаратами Kymriah19, Yescarta15, Zyn-
teglo20, Strimvelis21) или КЛ, подвергающейся криоконсервации, 
в том числе при создании главного и рабочего банков клеток 
(как в  случае препарата Alofisel22). В  случае осуществления 
непрерывного производственного процесса предоставляется 
только спецификация на готовый продукт. Спецификации на 
промежуточные продукты производства БМКП включаются 
в технологический регламент производства23.

В случае генетической модификации КЛ в спецификации 
необходимо привести описание характера модификации (ви-
русный вектор, плазмида, дифференцировка с использовани-
ем факторов или др.) и используемые генетические конструк-
ции (тип вектора, факторы дифференцировки и т. д.).

Спецификация на биомедицинский клеточный 
продукт: показатели и методы контроля качества 
биомедицинского клеточного продукта

Показатели качества БМКП должны соответствовать фор-
ме спецификации24 и быть научно обоснованы (включая ана-
лиз рисков по запланированному качеству готового продукта), 
а методы их оценки должны быть валидированы и обеспечи-
вать получение достоверных результатов. Оценка представлен-
ных заявителем в регистрационном досье материалов по вали-
дации аналитических методов контроля качества БМКП должна 
быть проведена в ходе экспертизы качества и включена в за-
ключение комиссии экспертов25. При изменении метода или 
внесении нового метода анализа в  НД необходима его вали-

дация (полная или сокращенная ревалидация в зависимости от 
конкретного случая), показывающая, что измененные методы 
анализа позволяют получать достоверные данные и пригодны 
для оценки качества БМКП, а также не уступают ранее исполь-
зованным валидированным методам.

Характеризация БМКП может вызвать затруднение в слу-
чае с препаратами, содержащими клетки в сочетании с матри-
цами, каркасами и  инновационными устройствами. Учитывая 
этот факт, данные о  характеристиках БМКП могут включать 
информацию о его качестве, полученную на критических (кон-
трольных) точках процесса производства. В случае изменений 
характеристик клеточного или неклеточного компонентов в ре-
зультате их объединения спецификация должна содержать 
сведения об этом.

В случае невозможности применения необходимых ме-
тодов контроля качества на готовом продукте (учитывая осо-
бенности хранения/применения, стабильности, объема серий 
БМКП) допускается использование отдельных методов вну-
трипроизводственного контроля. Обоснование такой возмож-
ности, материалы и данные (включая первичные) по валидации 
должны содержаться в регистрационном досье.

В НД рекомендуется представить примечание к специфи-
кации, в котором приводятся следующие сведения: описание 
специфических маркеров, генов и  белков, характерных для 
данной КЛ и подлежащих определению в ходе экспертизы ка-
чества (например, маркеров дифференцировки, маркеров при-
надлежности клеток к  определенной популяции, белков, ха-
рактерных для секретома данных клеток и т. д.); обоснование 
стратегии контроля качества и обоснование этапа определения 
того или иного показателя (в случае применения внутрипроиз-
водственного контроля) или обоснование отсутствия контроля 
показателя «Примеси» (в случае наличия данных, полученных 
в процессе валидации процесса производства, о неизменности 
их значений и  отсутствии влияния на эффективность и  без-
опасность, определенное в ходе ДКИ).

В таблице 1 представлены сведения из публичного отче-
та Управления по контролю за качеством продуктов питания 
и  лекарственных средств (Food and Drug Administration, FDA) 
по содержанию спецификации на готовый препарат Kymriah, 
в которой указаны не только показатели, методы определения 
и требования к значениям показателей для готового продукта, 
но и этапы определения показателя (выпускающий или внутри-
производственный контроль)26.

Помимо сведений о  показателях качества, методах и  ме-
тодиках их оценки, спецификация должна содержать краткие 

17  Human autologous tissue for transplantation JACC. https://www.pmda.go.jp/files/000229937.pdf
Report on the Deliberation Results: Nepic. https://www.pmda.go.jp/files/000237511.pdf
18  Assessment report. Spherox (EMA/CHMP/349863/2017). EMA; 2017. https://www.ema.europa.eu/documents/assessment-report/spherox-epar-

public-assessment-report_en.pdf
19  Summary basis for regulatory action — Kymriah, DLBCL. FDA; 2018. https://www.fda.gov/media/113215/download
20  Assessment report. Zynteglo (EMA/CHMP/56140/2020). EMA; 2019. https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/zynteglo-epar-

public-assessment-report_en.pdf
21  Assessment report. Strimvelis (EMA/CHMP/272303/2016). EMA; 2016. https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/strimvelis-

epar-public-assessment-report_en.pdf
22  Assessment report. Alofisel (EMA/CHMP/64055/2018). EMA; 2018. https://www.ema.europa.eu/documents/assessment-report/alofisel-epar-public-

assessment-report_en.pdf
23  Приказ Минздрава России от 08.08.2018 № 512н «Об утверждении Правил надлежащей практики по работе с биомедицинскими клеточными 

продуктами» (п. 134).
24  Приказ Минздрава России от 19.01.2017 № 14н «Об утверждении формы спецификации на биомедицинский клеточный продукт».
25  Приказ Минздрава России от 31.01.2017 № 30н «Об утверждении Правил проведения биомедицинской экспертизы биомедицинских 

клеточных продуктов и  форм заключений комиссии экспертов федерального государственного бюджетного учреждения по проведению 
биомедицинской экспертизы биомедицинских клеточных продуктов» (Приложение 2, п. 3.1.19).

26  Summary Basis for Regulatory Action: Kymriah, ALL. FDA; 2017. https://www.fda.gov/downloads/BiologicsBloodVaccines/CellularGeneTherapyPro-
ducts/ApprovedProducts/UCM577221.pdf
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Таблица 1. Спецификация на препарат Kymriah
Table 1. Specifications for Kymriah

Показатель/метод
Characteristic/Test

Требование значения 
показателя готового 

продукта для коммерческого 
использования

Requirements for the final 
commercial product

Продукт/этап для анализа
Sample used for testing

Описание (внешний вид)
Appearance

От бесцветного до слегка 
желтого цвета

Colourless to slightly yellow

Готовый продукт перед добавлением 
криопротекторов

Final product before adding 
cryoprotectants

Идентичность (наличие экспрессии CAR, 
определенное методом количественной ПЦР)
Identity by CAR q-PCR – –

Эффективность трансдукции, количество 
трансдуцированных клеток (количественная 
ПЦР)
Determination of transduction efficiency  
by CAR q-PCR

– –

Определение остаточного содержания 
гранул, конъюгированных с антителами 
CD3/CD28, методом микроскопииa

Determination of residual beads conjugated with 
CD3/CD28 antibodies by microscopya –

Перед составлением дозы
Prior to dose formulation

Процент жизнеспособных Т-клеток
Percentage of viable T-cells –

Готовый продукт
Final product

Жизнеспособность, %
Cell viability, % –

Процент жизнеспособных CD19+ В-клеток
Percentage of viable CD19+ В-cells –

Общее количество клетокb, кл/мл
Total cell countb, cell/mL –

Количество жизнеспособных клеток 
(рассчитанное)b, кл/мл
Number of viable cells (calculated)b, cell /mL –

Доза (рассчитанное значение)c,  
кл/кг массы тела:
Dose (calculated)c, cells/kg body weight:
CAR+ жизнеспособных Т-клеток  
(масса тела ≤ 50 кг)
CAR+ viable T cells (body weight ≤50 kg)
CAR+ жизнеспособных Т-клеток, кл/кг массы 
тела (масса тела > 50 кг)
CAR+ viable T cells (body weight >50 kg)

(0,2–5,0)×106

(0,1–2,5)×108

Готовый продукт (после разморозки)
Final product (after thawing)

Наличие экспрессии CAR, определенное 
методом проточной цитометрии
Determination of CAR expression by flow 
cytometry

–
Готовый продукт

Final productВысвобождение ИФНγ при действии 
на CD19+ клетки-мишени
Release of IFNγ in response to CD19+ target 
cells 

–

Стерильность
Sterility

Стерильно
Sterile

Готовый продукт перед добавлением 
криопротекторов

Final product before adding 
cryoprotectants

Бактериальные эндотоксины, ЕЭ/мл
Bacterial Endotoxins, UE/mL – Готовый продукт

Final product

Микоплазма
Mycoplasma

Отрицательно
Negative

Образцы отбираются из супернатанта 
клеточной культуры в конце культивиро-
вания клеток непосредственно перед их 

сбором и упаковкой
Pre-harvest samples are taken from the 
cell culture supernatant at the end of cell 
culture just prior to harvest processing 

steps and final formulation

Определение ДНК 
репликационно‑компетентных ретровирусов 
(количественная ПЦР)
Determination of replication-competent retrovirus 
DNA (q-PCR)

–

Примечание. CAR — химерный антигенный рецептор.
«–» — значение показателя не представлено производителем.
a Определение остаточного содержания гранул, использованных при производстве препарата, проводится с использованием образца препарата, 
собранного перед составлением дозы, чтобы обеспечить возможность точного измерения.
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b Для общего количества клеток не задаются пределы спецификации, так как это некритический показатель качества; общее количество клеток 
используется для расчета количества жизнеспособных клеток, необходимых для расчета дозы.
c Расчет дозы проводили по формуле (1): 
D = (NCAR × N × V)/100 (для пациентов массой тела менее 50 кг делить на массу тела в кг), (1)
где D — доза, кл/кг массы тела; NCAR — количество CAR+ клеток, кл/мл; N — концентрация жизнеспособных клеток, кл/мл; V — объем дозы, мл.

Note. CAR—chimeric antigen receptor.
– no data provided by the manufacturer.
a Testing for residual beads used in the production is performed using a sample collected prior to dose formulation, to allow for accurate measurement.
b No specification limits are set for Total cell count since it is not a critical quality attribute; result from Total cell count is used to calculate the Number of 
viable cells, essential for the Dose calculation.
c The Dose was calculated using the following formula (1):
D = (NCAR × N × V)/100 (for patients ≤ 50 kg this number is divided per kg body weight), (1)
where D—the dose, cell /kg body weight; NCAR—number of CAR+ cells, cells/mL; N—viable cell concentration, cells/mL; V—volume per dose, mL.

сведения о результатах доклинических исследований: исполь-
зуемые схожие модели, модели заболевания и  результаты, 
полученные с их применением, исследования специфического 
действия, токсикологические исследования, исследования ту-
морогенности и онкогенности.

Описание состава биомедицинского клеточного 
продукта

При описании состава БМКП для КЛ в  НД должны быть 
указаны следующие характеристики, которые подлежат оценке 
в ходе экспертизы качества и внесению в заключение комис-
сии экспертов (табл. 2).

Методики определения показателей качества 
биомедицинского клеточного продукта

При описании в  НД методик определения показателей 
качества для всех разделов по определению показателей ка-
чества БМКП должны быть приведены подразделы «Приборы 
и оборудование», «Реактивы», «Материалы». Описание мето-
дик определения показателей качества БМКП должно вклю-
чать методики, для которых разработчиком/производителем 
была проведена валидация/ревалидация/верификация и для 
которых предоставлены отчеты по валидации в составе реги-
страционного досье. В случае использования в методике рас-
четных формул они должны быть приведены в НД. При ис-
пользовании альтернативных методов оценки качества БМКП 
(например, для определения специфической активности, 
стерильности, бактериальных эндотоксинов и других показа-
телей), не описанных в настоящее время в Государственной 
фармакопее Российской Федерации XIV изд. (ГФ XIV), вали-
дация таких методик должна быть проведена в соответствии 
с ГФ XIV27. Перечень общих фармакопейных статей (ОФС) ГФ 
XIV, а также требования зарубежных фармакопей к качеству 
КЛ, в  том числе входящих в  состав препаратов на основе 
жизнеспособных клеток человека, и которые могут быть ис-
пользованы для оценки качества БМКП, нами были подробно 
представлены ранее [3].

Учитывая особенности состава БМКП, сырья и материалов 
для производства, технологического процесса и условий произ-

водства, срок годности БМКП, отдельно стоит остановиться на 
описании в НД такого показателя, как «Вирусная безопасность».

Вирусная безопасность готового биомедицинского 
клеточного продукта

Обоснование оценки вирусной безопасности БМКП должно 
быть представлено и обосновано производителем в НД на БМКП.

Оценка вирусной нагрузки готового продукта в  общем 
случае (за исключением аутологичных БМКП, предназна-
ченных для инфицированных ВИЧ-1, -2, гепатитами В, С или 
другими вирусными инфекциями людей) не входит в  число 
обязательных испытаний (согласно фармакопеям ЕС и  США, 
а  также руководящим документам ICH28). Преимущественно 
обеспечение отсутствия передачи вирусных инфекций при 
применении аналогов БМКП гарантируется тщательным 
обследованием донора клеточного материала и контролем на 
производстве (табл. 3). Таким образом, сведения о результатах 
исследования донора, входном контроле сырья и материалов 
животного происхождения для производства БМКП, 
внутрипроизводственном контроле на вирусную безопасность 
должны содержаться в НД на БМКП, представленной в составе 
регистрационного досье.

Порядок медицинского обследования донора биологи-
ческого материала при прижизненном донорстве для произ-
водства БМКП (в том числе в  целях проведения доклиниче-
ских и (или) клинических исследований) определен Приказом 
Минздрава России от 27.03.2018 № 125н29, согласно которому 
всех доноров следует тестировать на ВИЧ-1, ВИЧ-2, вирусы ге-
патита B, С, на наличие возбудителя сифилиса. Помимо данных 
инфекций в спецификации должны содержаться сведения об 
отсутствии / наличии / допустимом содержании иных инфек-
ционных агентов, определенных с  учетом анамнеза пациента 
и вида биологического материала.

Таким образом, исключение определения показателя «Ви-
русная безопасность» для готового БМКП должно быть обо-
сновано контролем вирусной контаминации в  контрольных 
точках производства и  (или) тестированием самих доноров 
или донорского банка клеток, а  также минимизацией риска 
заражения на последующих этапах клинического применения.

27  Общая фармакопейная статья 1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1; 2018.

Общая фармакопейная статья 1.1.0021.18 Валидация микробиологических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. Т. 1; 2018.

28  General chapters. Chart 8. Cell, Gene, and Tissue Based Products. USP42–NF37; 2019.
5.2.3 Cell substrates for the production of vaccines for human use; 5.1.7 Viral safety. European Pharmacopoeia, 10th ed.; 2020.
ICH Q5D Quality of biotechnological products: Derivation and characterization of cell substrates used for production of biotechnological/biological prod-

ucts; 1998. https://www.ema.europa.eu/documents/scientific-guideline/ich-q-5-d-derivation-characterisation-cell-substrates-used-production-biotechno-
logical/biological-products-step-5_en.pdf

29  Приказ Минздрава России от 27.03.2018 № 125н «Об утверждении порядка медицинского обследования донора биологического материала 
и перечня противопоказаний (абсолютных и относительных) для получения биологического материала».
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Таблица 2. Перечень характеристик клеточной(ых) линии(й), входящей(их) в состав биомедицинского клеточного продукта, 
необходимых для указания в нормативной документации
Table 2. List of characteristics of the cell line(s) used as component(s) in a biomedical cell product, which have to be included 
in a product file 

Характеристика клеточной 
линии

Cell line characteristic

Описание характеристики клеточной линии
Description of the cell line characteristic

Требование 
в соответствии 

с пунктом 
приказа30

Requirement 
as stipulated 

by paragraphs 
of the Order30 

Целевое предназначение КЛ
Cell line intended use

Обоснование КЛ как основного активного (действующего) компо-
нента БМКП
Justification for using the cell line as the main active ingredient in a BCP

п. 3.1.9
p. 3.1.9

Данные о степени 
дифференцировки клеток
Data on the degree of cellular 
differentiation 

С указанием:
- маркера(ов), определяемого(ых) в ходе экспертизы качества;
- исследований (при их наличии) на других этапах (в ходе валида-
ции процесса производства, ДКИ и т. д.)
With an indication of:
- marker(s) determined during quality control;
- studies (if any) at other stages (during validation of the production pro-
cess, non-clinical studies, etc.)

п. 3.1.3
p. 3.1.3

Данные о пролиферативной 
активности КЛ
Data on the cell line proliferative 
activity 

С указанием результатов анализа и этапа его проведения (внутри-
производственный контроль или выпускающий контроль, и его про-
должительности)
With an indication of the test results and the stage of testing (in-process 
control or release testing), and its duration

п. 3.1.5
p. 3.1.5

Данные о стабильности КЛ: под-
держание необходимого уровня 
дифференцировки, характери-
стика кариотипа клеток (число, 
размеры, структура хромосом) 
в процессе культивирования 
клеток
Data on the cell line stability: main-
tenance of the required degree 
of differentiation, characterisation 
of the cell karyotype (number, size, 
structure of chromosomes) during 
cell cultivation

С указанием:
- этапа проведения анализа (внутрипроизводственный контроль, 
ДКИ, валидация процесса производства);
- пассажей КЛ, для которых проведены исследования уровня диф-
ференцировки и кариотипа и результатов этих исследований;
- используемого(ых) пассажа(ей) КЛ для производства БМКП
With an indication of:
- stage of testing (in-process control, non-clinical studies, validation 
of the production process);
- passage numbers for which differentiation and karyotype studies were 
performed, and the results of these studies;
- passage number(s) used for BCP production 

п. 3.1.6
p. 3.1.6

Данные о генетической 
модификации КЛ
Data on the genetic modification 
of the cell line

С указанием: цели, способа получения экспрессирующей конструк-
ции (использованные генетические конструкции, особенности их 
строения, описание целевого гена, стабильность конструкции и ме-
тоды ее оценки) и линии клеток, отсутствия/наличия неконтролиру-
емой биологической активности вносимого в клетки генетического 
материала (трансгена), а также изменений экспрессии генов и воз-
никновения мутаций в геноме клеток КЛ под влиянием трансгена
With an indication of the intended use and the assembly of the expression 
construct (genetic constructs used (including their structural features), 
description of the target gene, stability of the construct, and methods 
used for its assessment), the derivation of the cell line, the absence/pres-
ence of uncontrolled biological activity of the genetic material (transgene) 
inserted into the cells, as well as transgene-induced changes in gene 
expression or mutations in the cell genome 

п. 3.1.7
p. 3.1.7

Описание параметров жизнеспо-
собности КЛ, условий и времени 
сохранения ее жизнеспособно-
сти (в том числе при хранении 
и транспортировке)
Description of the cell line viability 
characteristics, conditions and pe-
riod of cell viability (including during 
storage and transportation)

С указанием:
- результатов анализа и  этапа его проведения (внутрипроизвод-
ственный контроль, выпускающий контроль, ДКИ, валидация про-
цесса производства);
- данных по стабильности: изменение жизнеспособности при хране-
нии и транспортировании
With an indication of:
- test results and the stage of testing (in-process control, release testing, 
non-clinical studies, validation of the production process);
- stability data: changes in viability during storage and transportation

п. 3.1.10
p. 3.1.10

30  Приказ Минздрава России от 31.01.2017 № 30н «Об утверждении Правил проведения биомедицинской экспертизы биомедицинских 
клеточных продуктов и  форм заключений комиссии экспертов федерального государственного бюджетного учреждения по проведению 
биомедицинской экспертизы биомедицинских клеточных продуктов» (Приложение 2).
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Характеристика клеточной 
линии

Cell line characteristic

Описание характеристики клеточной линии
Description of the cell line characteristic

Требование 
в соответствии 

с пунктом 
приказа30

Requirement 
as stipulated 

by paragraphs 
of the Order30 

Материалы по банкам клеток 
(если применимо)
Data on the cell banks 
(if applicable)

С указанием:
а) происхождения и истории КЛ;
б) процедур замораживания и восстановления клеток с указанием 
используемых компонентов, а также количеством емкостей (ампул, 
флаконов), сохраняемых в одной партии, и условия их хранения;
в) методов контроля подлинности клеток (специфические генотипи-
ческие, биохимические и (или) фенотипические маркеры) и перио-
дичности контроля;
г) процедур испытаний, методов контроля на отсутствие контами-
нирующих агентов (грибы, бактерии, вирусы, микоплазмы) и их пе-
риодичности;
д) данных, подтверждающих срок годности и условия хранения кле-
ток в замороженном состоянии с сохранением приемлемого уровня 
жизнеспособности после размораживания;
е) испытаний на жизнеспособность, подлинность клеток и их функ-
ции после размораживания;
ж) в случае генетически модифицированных клеток также необхо-
димо предоставление материалов по банкам клеток для векторов 
(если применимо)
With an indication of:
a) the origin and history of the cell line;
b) procedures for freezing and thawing cells, the agents used, the num-
ber of containers (ampoules, vials) in one batch, and storage conditions;
c) cell authentication procedures (specific genotypic, biochemical, and/or 
phenotypic markers), and the frequency of testing;
d) quality control methods and test procedures for detection of contami-
nating agents (fungi, bacteria, viruses, mycoplasma), and the frequency 
of testing;
e) data supporting the shelf life and storage conditions of frozen cells 
allowing to maintain acceptable viability after thawing;
f) cell viability, authentication, and functional testing after thawing;
g) in the case of genetically modified cells—data on the cell banks used 
for the vectors (if applicable)

п. 3.1.12
p. 3.1.12

Примечание. БМКП — биомедицинский клеточный продукт, КЛ — клеточная линия, ДКИ — доклинические исследования.
Note. BCP—biomedical cell product.

Например, для аллогенного препарата Temcell (Mesoblast; 
Япония)31 был создан донорский банк клеток, который в отличие 
от главного банка клеток не является постоянным источником 
материала для производства готового препарата, а периодиче-
ски генерируется из аспирата костного мозга доноров с после-
дующим культивированием клеток. Характеризация донорского 
банка включает: подлинность (видовая принадлежность, опреде-
ленная с  помощью изоферментного анализа; фенотипический 
профиль на основе метода проточной цитометрии, потенциал 
дифференцировки, морфологический анализ), жизнеспособ-
ность и  пролиферативная активность, специфическая актив-
ность (экспрессия фактора некроза опухолей α и простагландина 
Е2), кариотипирование (G-окраска, FISH), анализ колониеобра-
зования в мягком агаре, бактериальные эндотоксины, стериль-
ность, микоплазмы, вирусная безопасность, концентрация кле-
ток. Данные из спецификации на клетки из донорского банка по 
определению вирусной безопасности свидетельствуют о том, что 
исследования проводятся по следующим направлениям:

- трансмиссионная электронная микроскопия;

- анализ in vitro на клетках Vero, MRC5, Hs68 для определения 
цитопатического эффекта, гемадсорбции и гемаагглютинации;

- анализ in vivo на взрослых и  новорожденных мышах 
и развивающихся куриных эмбрионах;

- анализ методом ПЦР на вирусы: ВИЧ-1, -2, вирусы 
Т-клеточной лейкемии 1-го и 2-го типов, вирусы герпеса 6 и 8 ти-
пов, вирус гепатита В, вирус гепатита С, парвовирус В19, цито-
мегаловирус, вирус Эпштейна-Барр, вирус папилломы человека.

В случае аутологичного БМКП, предназначенного для ин-
фицированных ВИЧ-1, -2, вирусами гепатита В, С или другими 
вирусными инфекциями людей, производителем должна быть 
указана допустимая вирусная нагрузка и методы ее определе-
ния в конечном продукте.

Учитывая требования приказа Минздрава России от 
27.03.2018 № 125н32 и  п. 13 приказа Минздрава России от 
19.01.2017 № 14н33, спецификация на БМКП, произведенный 
в ходе непрерывного технологического процесса, должна уста-
навливать требования при обследовании донора на вирусные ин-
фекции как на обнаружение возбудителя, так и на обнаружение 

31  Report on the deliberation results. Temcell HS Inj. https://www.pmda.go.jp/files/000215658.pdf
32  Приказ Минздрава России от 27.03.2018 № 125н «Об утверждении порядка медицинского обследования донора биологического материала 

и перечня противопоказаний (абсолютных и относительных) для получения биологического материала».
33  Приказ Минздрава России от 19.01.2017 № 14н «Об утверждении формы спецификации на биомедицинский клеточный продукт».

Продолжение таблицы 2
Table 2 (continued)
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Таблица 4. Пример описания показателя «Наличие инфекционных агентов в биомедицинском клеточном продукте (вирус-
ная безопасность)» при возможности использования сырья для его производства только от человека, не инфицированного 
и не имеющего антител к ВИЧ-1, -2, вирусам гепатита В, С
Table 4. An example of the quality attribute description for the “Presence of infectious agents in a biomedical cell product (viral safe-
ty)”, if the product can be produced using the raw materials obtained only from an individual who is not infected by and does not have 
antibodies to HIV-1, -2, Hepatitis B, C

Наличие инфекционных агентов в биомедицинском клеточном продукте 
(вирусная безопасность)

Presence of infectious agents in a biomedical cell product (viral safety)

Значение показателя
Specification requirements

Антитела к вирусу иммунодефицита человека ВИЧ-1 и ВИЧ-2, антиген р24 ВИЧ-1
Antibodies to human immunodeficiency virus HIV-1 and HIV-2, HIV-1 p24 antigen

Не обнаружены
Not detected

Антитела к поверхностному антигену вируса гепатита В (HВsAg Hepatitis В virus)
Antibodies to hepatitis B surface antigen (HBsAg Hepatitis B virus)

Не обнаружены / обнаруженыa

Not detected / detecteda

Антитела классов М, G (IgM, IgG) к коровому антигену вируса гепатита В (HВcAg 
Hepatitis В virus)

IgM, IgG antibodies to hepatitis B core antigen (HBcAg Hepatitis B virus)

Не обнаружены
Not detected

Антитела к вирусу гепатита С (Hepatitis С virus)
Antibodies to hepatitis C virus (Hepatitis C virus)

Не обнаружены
Not detected

Поверхностный антиген вируса гепатита В (HBsAg)
Hepatitis B surface antigen (HBsAg)

Не обнаружены
Not detected

РНК вируса гепатита С
Hepatitis C virus RNA

Не обнаружены
Not detected

a Наличие антител к поверхностному антигену вируса гепатита В (HBsAg) в крови донора допускается при отрицательном результате анализа 
на выявление антител классов М, G (IgM, IgG) к коровому антигену вируса гепатита В (HВcAg Hepatitis В virus) и отрицательном результате 
анализа на выявление поверхностного антигена вируса гепатита В (HBsAg).
a There may be antibodies to hepatitis B surface antigen (HBsAg) in the donor’s blood if the results of the test for IgM, IgG antibodies to hepatitis B core 
antigen (HBcAg Hepatitis B virus), and the test for hepatitis B surface antigen (HBsAg) are both negative.

антител к нему (табл. 4). В случае наличия в производственном 
процессе промежуточных продуктов отсутствие вирусов и анти-
тел к ним в сырье (биоматериал, кровь донора) должны быть 
указаны в  спецификации на соответствующее сырье, а  спе
цификация на готовый БМКП должна содержать информацию 
о наличии или отсутствии антигенов вирусов в готовом БМКП, 
например определенных с помощью ПЦР‑анализа.

Кроме того, в случае использования в производстве БМКП 
сыворотки крови человека приведенные данные в  таблице 4 
позволяют учесть и требования приказа Минздрава России от 
14.09.2001 № 36434.

Наиболее распространенными векторами, использующи-
мися для генетической модификации клеток, являются векто-
ры на основе гамма-ретровирусов или лентивирусов семейства 
Retroviridae. БМКП на их основе должны быть подвергнуты 
анализу на присутствие репликационно-компетентных ретро-
вирусов/лентивирусов (РКР/Л), появление которых возможно 
на любом этапе производства, в том числе накопление ex vivo 
трансдуцированных вирусными векторами клеток в  культу-
ре обеспечивает возможность увеличения количества РКР/Л. 
Каждая серия ex vivo трансдуцированных клеток и  суперна-
танта культуры должна быть испытана на РКР/Л. Примерами 
методов исследования на присутствие РКР/Л могут служить 
посев на чувствительные клеточные культуры, а также ПЦР на 
наличие специфических генов psi-gag или G белка вируса вези-

кулярного стоматита (vesicular stomatitis virus G protein, VSV-G) 
и иммуноферментный анализ на наличие белка р24.

Сведения об отсутствии РКР/Л и методы анализа в готовом 
БМКП должны содержаться в НД и спецификации на БМКП.

Вирусная безопасность главного и рабочего банков клеток

Ключевой этап контроля на вирусную безопасность КЛ, 
входящих в  состав БМКП, — оценка вирусной контаминации 
КЛ из главного и рабочего банков клеток35, сведения о которой 
должны содержаться в нормативной документации на БМКП, 
представленной в составе регистрационного досье.

На данном этапе целесообразно использование методов, 
позволяющих оценить общую вирусную нагрузку (неспе
цифические вирусы). Примерами испытаний могут служить: 
образование антител (реакции преципитации и  агглютинации 
и подобные) для выявления специфических вирусных антиге-
нов, трансмиссионная электронная микроскопия позволяет об-
наружить вирусы и вирусоподобные частицы, обратная транс-
крипция для выявления ретровирусов, полимеразная цепная 
реакция способна выявить специфичные последовательности  
генома вирусов и др. Тестирование клеток главного банка на 
наличие ретровирусов также может быть осуществлено путем 
оценки инфицирующей способности на чувствительных кле-
точных культурах и электронной микроскопией.

34  Приказ Минздрава России от 14.09.2001 № 364 «Об утверждении порядка медицинского обследования донора крови и ее компонентов» 
(п. 3.3.4).

35  Code of Federal Regulations Title 21. Part 1271. Human cells, tissues, and cellular and tissue-based products. http://www.accessdata.fda.gov/scripts/
cdrh/cfdocs/cfcfr/CFRSearch.cfm?CFRPart=1271&showFR=1

Guideline on Human Cell-Based Medicinal Products (EMEA/CHMP/410869/2006). EMA; 2007. http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_libra-
ry/Scientific_guideline/2009/09/WC500003898.pdf

Guidance for Industry. Chemistry, Manufacturing, and Control (CMC) Information for Human Gene Therapy Investigational New Drug Applications (INDs). 
FDA; 2020. https://www.fda.gov/media/113760/download

General chapters. Chart 8. Cell, Gene, and Tissue Based Products. USP42–NF37; 2019.
5.2.3 Cell substrates for the production of vaccines for human use; 5.1.7 Viral safety. European Pharmacopoeia, 10th ed.; 2020.
ICH Q5D Quality of biotechnological products: Derivation and characterization of cell substrates used for production of biotechnological/biological prod-

ucts; 1998. https://www.ema.europa.eu/documents/scientific-guideline/ich-q-5-d-derivation-characterisation-cell-substrates-used-production-biotechno-
logical/biological-products-step-5_en.pdf

http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/CFRSearch.cfm?CFRPart=1271&showFR=1
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/CFRSearch.cfm?CFRPart=1271&showFR=1
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Кроме того, общим подходом, позволяющим определить 
многие вирусы человека и животных в клетках, является про-
ведение исследований in vitro, при которых исследуемый ма-
териал инокулируется в  индикаторные клеточные культуры. 
Необходимо проводить выявление как цитопатических, так 
и гемадсорбирующих вирусов. Исследования in vivo на ново-
рожденных и  взрослых мышах, куриных развивающихся эм-
брионах используют для выявления некультивируемых виру-
сов (не растущих в клеточных культурах).

В качестве основных вирусных контаминантов банкируе-
мых КЛ в фармакопеях ЕС и США, а  также руководящих до-
кументах ICH указываются инфекционные ретровирусы, цито-
мегаловирус, вирус Эпштейна-Барр, вирус герпеса 6-го типа, 
вирус папилломы человека, а также вирус плазмоцитоза36. Пе-
речисленные типы вирусов могут длительное время выживать 
в материалах и реагентах, используемых при культивировании 

КЛ, а также обладают сродством (тропностью) к типам клеток, 
наиболее часто используемым в БМКП.

Примером описания стратегии тестирования двухуровне-
вой системы банков клеток является открытая документация на 
препараты (аналоги БМКП) Apligraf и Gintuit (Organogenisis)37, 
представляющие собой кератиноциты человека (верхний слой) 
и дермальные фибробласты (нижний слой) в матриксе из бы-
чьего коллагена на пористой (поликарбонатной) мембране. 
Препараты Apligraf и Gintuit предназначены для регенерации ке-
ратинизированной ткани при синдроме диабетической стопы, 
варикозной язвы и устранения дефектов десен соответственно. 
Главный банк содержит клетки первого пассажа кератиноцитов 
и  второго пассажа фибробластов. Тестирование и  главного, 
и рабочего банков клеток на вирусную безопасность включает 
обширные исследования как in vitro, так и in vivo; обнаружение 
14 вирусов человека, свиней, крупного рогатого скота (табл. 5).

Таблица 5. Перечень проводимых тестов для главного и рабочего банков клеток (препараты Apligraf и Gintuit)
Table 5. List of tests performed for the master and working cell banks (Apligraf and Gintuit products)

Характеристика
Characteristics

Рабочий банк клеток
Working cell bank

Главный банк клеток
Master cell bank

Подлинность
Identity

- инволюкрин (для эпидермальных про-
гениторных клеток человека);
- биосинтез коллагена (для дермальных 
фибробластов человека)
- involucrin (for human epidermal progeni-
tor cells);
- collagen biosynthesis (for human dermal 
fibroblasts)

Не проводится
Test not performed

Функциональные 
характеристики

Functional charac-
teristics

- жизнеспособность;
- пролиферативная активность;
- гистология/морфология
- viability;
- proliferative activity;
- histology/morphology

In vitro: подкожная абсорбция, цитокиновый профиль, окра-
ска митохондрий, чистота, гистология/морфология;
In vivo: иммуногистохимия, инвазивная активность 
трансплантата, приживление трансплантата, морфология 
трансплантата
In vitro: subcutaneous absorption, cytokine profile, mitochondrial 
staining, purity, histology/morphology;
In vivo: immunohistochemistry, invasive graft activity, graft en-
graftment, graft morphology

Стерильность
Sterility

Проводится
Test performed

Проводится
Test performed

Микоплазма
Mycoplasma

Проводится
Test performed

Проводится
Test performed

Вирусная 
безопасность

Viral safety

- анализ in vitro (трансмиссионная элек-
тронная микроскопия, обратная транс-
крипция);
- анализ in vivo
- in vitro analysis (transmission electron mi-
croscopy, reverse transcription);
- in vivo analysis

- анализ in vitro (трансмиссионная электронная микроско-
пия, обратная транскрипция);
- анализ in vivo;
- специфическое тестирование на вирусы человека (N = 14);
- тестирование на вирусы свиней;
- тестирование на вирусы крупного рогатого скота
- in vitro analysis (transmission electron microscopy, reverse 
transcription);
- in vivo analysis;
- specific testing for human viruses (N=14);
- testing for porcine viruses;
- testing for bovine viruses

Неопластическая 
безопасность

Neoplastic safety

Не проводится
Test not performed

- кариология и изоферментный анализ;
- туморогенность in vivo;
- клеточное старение (МТТ-тест)
- karyotyping and isoenzyme analysis;
- tumorogenicity in vivo;
- cellular senescence (MTT test)

36  General chapters. Chart 8. Cell, Gene, and Tissue Based Products. USP42–NF37; 2019.
5.2.3 Cell substrates for the production of vaccines for human use; 5.1.7 Viral safety. European Pharmacopoeia, 10th ed.; 2020.
ICH Q5D Quality of biotechnological products: Derivation and characterization of cell substrates used for production of biotechnological/biological prod-

ucts; 1998. https://www.ema.europa.eu/documents/scientific-guideline/ich-q-5-d-derivation-characterisation-cell-substrates-used-production-biotechno-
logical/biological-products-step-5_en.pdf

37  Summary Basis for Regulatory Action. Gintuit. http://wayback.archive-it.org/7993/20170723023240/https://www.fda.gov/downloads/BiologicsBlood-
Vaccines/CellularGeneTherapyProducts/ApprovedProducts/UCM297753.pdf
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Заключение

Нормативная документация является основным доку-
ментом регистрационного досье, в  соответствии с  которым 
проводится экспертиза качества БМКП. В  настоящее время 
отсутствует опыт составления нормативной документации 
разработчиками БМКП вследствие новизны нормативно-пра-
вовой базы, а также не представлены на рынке БМКП, имею-
щие государственную регистрацию в Российской Федерации. 
На основании национальной регуляторной базы, а также учи-
тывая зарубежный опыт регистрации аналогов БМКП, рас-
смотрены особенности содержания нормативной документа-
ции на разрабатываемые в России БМКП. В статье обобщены 
требования национального законодательства к описанию по-
казателей качества, методов и  методик контроля клеточной 
линии, входящей в состав БМКП, сведения о которых необ-
ходимы как для проведения оценки качества образцов БМКП 
в рамках экспертизы качества, так и для формирования за-
ключения комиссии экспертов. При формировании норма-
тивной документации на БМКП разработчикам следует осо-
бое внимание уделить соответствию состава его документов 
и  их содержания нормативно-правовым актам, в  том числе 
рассмотрению сведений в нормативной документации по со-
держанию клеточных и технологических примесей в готовом 
БМКП / клеточной линии, описанию стратегии вирусной без-
опасности готового продукта и клеток из главного и рабочего 
банков, а также на включение в нормативную документацию 
методик оценки качества, для которых была проведена ва-
лидация/ревалидация/верификация. При составлении спец-
ификации на готовый продукт (является частью норматив-
ной документации) необходимо привести характеристики по 
пролиферативной активности, степени дифференцировки, 
стабильности, жизнеспособности, генетической модифика-
ции (если применимо) клеточной(ых) линии(й), входящей(их) 
в  состав БМКП, а  также материалы по банкам клеток (если 
применимо).
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в  соответствии с  нормативно-правовой базой; О. А. Ра-
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ных документах, написание текста; О. В. Меркулова  — 
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документах, доработка текста; И. С. Семенова — анализ 
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Актуальная информация

Журнал «БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение» включен в базу данных Russian Science Citation Index (RSCI) 
на платформе Web of Science (пресс-релиз Рабочей группы по оценке качества и отбору журналов в RSCI на платформе Web of 
Science представлен на сайте eLIBRARY.RU 1).

Решение о включении журнала в RSCI принималось Рабочей группой на основании анализа формальных и библиометри-
ческих показателей журнала, оценки общественной экспертизы и оценки журнала экспертами по тематическому направлению. 
Основными критериями оценки являлись:

•	 научный уровень (оценка среднего научного уровня статей на основе их содержательного анализа);
•	 актуальность (оценка актуальности тематики журнала и его востребованности в научном сообществе);
•	 стабильность (оценка стабильности и однородности качества статей в выпусках журнала);
•	 редколлегия (оценка научного уровня ученых, входящих в состав редколлегии журнала);
•	 этика (оценка соблюдения журналом издательской и научной этики, в том числе уровня рецензирования, самоцитирования, 

наличия неправомерных заимствований, политики ретракции статей и т. д.);
•	 оформление (комплексная оценка качества оформления журнала — наличие полной информации в РИНЦ, DOI, аннотаций 

и ключевых слов на английском языке, оформление ссылок в списках цитируемой литературы).

RSСI  — это совместный проект Российской академии наук, международной информационно-аналитической компании 
«Clarivate Analytics» и российской информационной компании Научная электронная библиотека (eLIBRARY.RU).

RSСI — мультидисциплинарная база данных авторитетных российских журналов на платформе Web of Science; является со-
ставной частью ядра РИНЦ. RSСI обеспечивает глобальную видимость результатов российских научных исследований, посколь-
ку информация о публикациях представлена на двух языках (русском и английском) и доступна пользователям платформы Web 
of Science по всему миру; позволяет оценивать влиятельность российских публикаций и их цитируемость; дает возможность 
непосредственной оценки российских научных публикаций при помощи используемых во  всем мире аналитических метрик 
и индикаторов Web of Science 2.

1  https://elibrary.ru/projects/rsci/rsci_2021.pdf
2  https://clarivate.ru/products/web-of-science-rsci

https://orcid.org/0000-0002-9835-694X
https://orcid.org/0000-0002-9835-694X
https://orcid.org/0000-0003-4891-973X
https://orcid.org/0000-0003-4891-973X
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Вакцина Гам-КОВИД-Вак (коммерческое название «Спут-
ник V») – первая в мире зарегистрированная векторная вакци-
на для профилактики коронавирусной инфекции, вызываемой 
вирусом SARS-CoV-2 (дата регистрации вакцины Минздравом 
России 11 августа 2020 г.).

Вакцина «Спутник V», получаемая биотехнологическим 
способом, относится к векторным рекомбинантным вакцинам 
и состоит из двух компонентов. В состав первого компонента 
входит рекомбинантный аденовирусный вектор на основе не-
патогенного аденовируса человека 26 серотипа, несущий ген 
S-белка вируса SARS-CoV-2, в состав второго – вектор на ос-
нове аденовируса человека 5 серотипа, несущий ген S-белка 
вируса SARS-CoV-2. Вакцина индуцирует формирование гумо-
рального и клеточного иммунного ответа в отношении SARS-
CoV-2.

Разработка вакцины, этапы доклинических и клиниче-
ских исследований проводились совместно ФГБУ «НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России и ФГБУ «48 ЦНИИ»  
Минобороны России.

По результатам испытаний вакцина показала высокую эф-
фективность и безопасность. В настоящее время массовая вак-
цинация препаратом «Спутник V» проводится во всех регионах 
России. Вакцина «Спутник V» официально зарегистрирована 
во многих странах мира.

За разработку и внедрение в практику отечественного 
здравоохранения эффективных рекомбинантных вакцин 
против лихорадки Эбола и новой коронавирусной инфекции 
(COVID-19), а также за разработку технологии конструиро-
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