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 Солдатов Александр Алексеевич; Soldatov@expmed.ru

Резюме В настоящее время известно большое количество заболеваний, патогенез которых 
 обусловлен генетическими нарушениями. Достижения в области генетики и биотехноло-
гии привели к созданию методов, которые позволяют получить практически любой ген, 
что в конечном счете привело к появлению нового класса лекарственных средств — гено-
терапевтических препаратов (ГТП). Цель работы — критический анализ международного 
опыта создания и регистрации генотерапевтических лекарственных препаратов. В об-
зоре освещены проблемы разработки ГТП, связанные с поиском оптимального подхода 
для доставки терапевтического гена в клетки-мишени. Обосновано, что перспективными 
средствами доставки генов являются вирусные векторы, среди которых наибольшей эф-
фективностью и безопасностью обладают препараты на основе аденовируса (AV) и аде-
ноассоциированного вируса (AAV). Рассмотрены современные подходы для генного ре-
дактирования, позволяющие модифицировать AV и AAV для повышения эффективности 
и безопасности ГТП. Данные модификации необходимы для включения в вирусный вектор 
терапевтического гена большого размера, снижения уровня экспрессии вирусных белков 
и снижения иммуногенности вирусного вектора. Представлен опыт регистрации ГТП в ре-
гуляторных органах США и Европейского союза, в том числе сведения о подкомитетах 
в структурах FDA и EMA, выполняющих рекомендательные функции. Отмечено, что в Рос-
сийской Федерации зарегистрирован один ГТП отечественного производства и активно 
ведутся разработки других препаратов данной группы. Сделано заключение о необхо-
димости формирования отечественной нормативной базы для разработки и регистрации 
ГТП, а также нормативных рекомендаций в рамках государств — членов Евразийского 
экономического союза.

Ключевые слова: генотерапевтические препараты; аденовирусный вектор; аденоассоциированный вектор; 
безопасность генотерапевтических препаратов
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Abstracts There are a lot of diseases known today, which are caused by genetic abnormalities. Advances in 
genetics and biotechnology brought about gene editing technologies that can produce almost 
any gene, which ultimately led to the emergence of a new class of medicines — gene therapy 
products (GTPs). The aim of the study was to analyse international experience in development 
and authorisation of GTPs. The review highlights the challenges in GTP development, related to 
the search for an optimal approach to therapeutic gene delivery to the target cells. Viral vectors 
were shown to be a promising gene delivery system, with adenovirus- (AV) and adeno-associat-
ed virus- (AAV) based products demonstrating the highest efficacy and safety. The paper reviews 
current approaches to gene editing that allow modification of AVs and AAVs to improve GTP 
efficacy and safety. These modifications are carried out with the aim of, e.g., including a large 
therapeutic gene into a viral vector, decreasing viral protein expression levels, and decreasing 
viral vector immunogenicity. The review summarises GTP authorisation procedures in the USA 
and the European Union, including data on FDA and EMA subcommittees and departments 
entrusted with advisory functions. The paper mentions that there is one Russian-produced GTP 
authorised in the Russian Federation, and some other GTPs are in the pipeline. Therefore, the 
Russian regulatory framework and the Eurasian regulations and recommendations should be 
updated in order to accommodate for GTP development and authorisation.

Key words: gene therapy products; adenoviral vector; adeno-associated vector; safety of gene therapy 
products
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Введение
Синтез белков, которые отвечают за про-

цессы регуляции и участвуют в процессах ро-
ста тканей организма, происходит в клетках 
под контролем генов, количество которых со-
ставляет более 25 000. Несмотря на высокую 
стабильность передачи генетической инфор-
мации следующим поколениям, встречается 
достаточно большое количество заболеваний, 
патогенез которых связан с генетическими на-
рушениями, что проявляется недостаточностью 
или полным отсутствием продукции соответ-
ствующего белка. Лечение генетических забо-
леваний базируется на заместительной терапии 
биотерапевтическими препаратами (фермен-
ты, факторы свертывания крови и др.). Однако 
данный вид терапии имеет ряд недостатков, 
в первую очередь связанных с необходимостью 

их постоянного введения. Кроме того, препа-
раты на основе белка имеют низкую раствори-
мость и биодоступность, короткий период по-
лувыведения и обладают иммуногенностью [1]. 
При этом производство биотерапевтических 
препаратов представляет собой сложный био-
технологический процесс с высокими матери-
альными затратами.

Успехи в области современной генетики, био-
технологии и биохимии привели к созданию 
методов модификации генетических программ 
клеток, что позволило разработать подходы 
для лечения генетических нарушений. В конеч-
ном итоге появились препараты нового поколе-
ния, которые получили название генотерапевти-
ческие лекарственные средства.

Генотерапия является инновационным ме-
тодом лечения, основанным на введении 

mailto:Soldatov@expmed.ru
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-1-6-22


БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2022, Т. 22, № 1
8

Солдатов А.А., Авдеева Ж.И., Горенков Д.В., Хантимирова Л.М., Гусева С.Г., Меркулов В.А.
Проблемные аспекты разработки и регистрации генотерапевтических препаратов

в организм функциональных генов, которые 
заменяют дефектные или отсутствующие гены 
в клетке. Таким образом, однократное вве-
дение генотерапевтического препарата (ГТП) 
позволяет восполнить синтез белка, дефицит 
которого обусловлен отсутствием или недоста-
точностью соответствующего гена. Кроме того, 
ГТП при необходимости могут блокировать 
гены,  отвечающие за  избыточный синтез белка, 
играющего ключевую роль в патогенезе заболе-
вания. Поэтому появление первых ГТП иниции-
ровало поиск и генотерапевтических подходов 
для лечения заболеваний, которые не относятся 
к генетическим (опухолевые, дистрофические, 
аутоиммунные и др.).

Так как ГТП являются лекарственными сред-
ствами последнего поколения, которые содержат 
генетические структуры и для которых требуют-
ся особые условия доставки к клеткам-мишеням 
и встраивания терапевтического гена, то, несмо-
тря на значительные успехи данного направления, 
при разработке и проведении доклинических 
и клинических исследований ГТП производи-
тели данной группы препаратов сталкиваются 
с различного рода проблемами. Об этом свиде-
тельствует тот факт, что в настоящее время за-
регистрированы единичные препараты для ген-
ной терапии, а у приблизительно половины ГТП, 
на которые была выдана временная лицензия, 
позднее она была отозвана. Кроме того, в Рос-
сийской Федерации утверждены нормативные 
требования для ГТП, применяемых ex vivo1, а от-
ечественные документы, регламентирующие во-
просы разработки, контроля и регистрации ГТП 
для применения in vivo и in situ, отсутствуют.

В работе представлен анализ международ-
ного и отечественного опыта разработки и ре-
гистрации ГТП. Основное внимание в обзоре 
уделено проблемным аспектам разработки и ре-
гистрации препаратов данной группы, которые 
необходимо учитывать при подготовке отече-
ственных нормативных требований для оценки 
качества, безопасности и эффективности ГТП 
для in vivo и in situ применения.

Цель работы — критический анализ междуна-
родного опыта создания и регистрации геноте-
рапевтических препаратов.

1 Федеральный закон Российской Федерации от 23.06.2016 № 180-ФЗ «О биомедицинских клеточных продуктах».
2 Chemistry, manufacturing, and control (CMC) information for human gene therapy investigational new drug applications 

(INDs). Guidance for Industry. FDA; 2020. https://www.fda.gov/media/113760/download
3 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products (EMA/CAT/80183/2014). EMA; 

2018. https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-aspects-gene-
therapy-medicinal-products_en.pdf

4 Федеральный закон Российской Федерации от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных средств».
5 Федеральный закон Российской Федерации от 22.12.2014 № 429-ФЗ «О внесении изменений в Федеральный закон 

«Об обращении лекарственных средств».

Характеристика генотерапевтических 
препаратов

Согласно определению, приведенному в до-
кументе Управления по контролю за качеством 
продуктов питания и лекарственных средств 
США (Food and Drug Administration, FDA), к ГТП 
относятся препараты, которые «опосредуют свое 
действие путем транскрипции и/или трансляции 
переданного генетического материала и/ или 
путем интеграции в геном хозяина в виде нукле-
иновых кислот, вирусов или  генно-инженерных 
методов»2 [2]. В определении ГТП Европей-
ского агентства по лекарственным средствам 
(European Medicines Agency, ЕМА) более под-
робно охарактеризованы основные свойства 
лекарственного продукта для генотерапии: 
«биологический лекарственный продукт, кото-
рый содержит активное вещество в виде ре-
комбинантной нуклеиновой кислоты или состо-
ит из нее, который используется или вводится 
людям для регулирования, восстановления, за-
мены, добавления или удаления генетической 
последовательности, и его терапевтический, 
профилактический или диагностический эф-
фект напрямую связан с рекомбинантной после-
довательностью нуклеиновой кислоты, которую 
он содержит, или с продуктом, экспрессирую-
щим эту генетическую последовательность»3 [2]. 
В Российской Федерации в Федеральном законе 
«Об обращении лекарственных средств»4 дано 
определение ГТП близкое к определению ЕМА: 
«Генотерапевтические лекарственные препара-
ты — лекарственные препараты, фармацевти-
ческая субстанция которых является рекомби-
нантной нуклеиновой кислотой или включает 
в себя рекомбинантную нуклеиновую кислоту, 
позволяющую осуществлять регулирование, 
репарацию, замену, добавление или удаление 
генетической последовательности»5 (введено 
Федеральным законом от 22.12.2014 № 429-ФЗ).

Таким образом, генная терапия включает 
в себя определение дефектного или отсутству-
ющего гена, его синтез и доставку гена в клет-
ку. Функциональной единицей (действующим 
веществом) ГТП обычно является ДНК, мРНК, 
малые интерферирующие РНК (siRNA) и малые 
некодирующие молекулы РНК (miRNA), а также 

https://www.fda.gov/media/113760/download
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-aspects-gene-therapy-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-aspects-gene-therapy-medicinal-products_en.pdf
http://www.consultant.ru/document/cons_doc_LAW_99350/
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синтетические молекулы (например, антисмыс-
ловые олигонуклеотиды).

ГТП могут встраивать свой «терапевтический 
ген» в клетки зародышевой линии и соматиче-
ские клетки. Воздействие ГТП на клетки зароды-
шевой линии (сперматозоиды и яйцеклетки) по-
зволяет передавать наследственные изменения 
потомству. Потенциал генотерапии при введе-
нии ГТП, влияющих на клетки зародышевой ли-
нии, был продемонстрирован в исследованиях 
на животных (мыши, крысы, кролики, овцы, сви-
ньи, козы и крупный рогатый скот) [3]. Исследо-
вания, посвященные разработке ГТП, влияющих 
на клетки зародышевой линии человека, по эти-
ческим соображениям не проводились, но ак-
тивно дискутируются в научной литературе [4].

Использование ГТП с внесением генетиче-
ской информации в соматические клетки не вы-
зывает передачи генетических изменений по-
томству.

Терапевтический ген должен быть доставлен 
в соответствующую клетку-мишень, что реали-
зуется с помощью ex vivo, in situ или in vivo ме-
тодов. Метод генной терапии ex vivo основан 
на извлечении из организма клеток, модифи-
кации их генетической информации и обратное 
возвращение клеток в организм. Например, за-
регистрированный FDA препарат Kymriah позво-
ляет в условиях ex vivo встроить в T-лимфоциты 
ген, кодирующий химерный антигенный рецеп-
тор (chimeric antigen receptor, CAR) к CD19, кото-
рый распознает и вызывает гибель опухолевых 
В-лимфоцитов при B-клеточном остром лим-
фобластном лейкозе [5]. Для этого у пациента 
берут Т-лимфоциты, внедряют в них генетиче-
скую конструкцию, полученные генетически мо-
дифицированные клетки размножают и готовый 
препарат вводят обратно в организм пациента. 
Генетически модифицированные T-лимфоциты 
(CAR T-лимфоциты) экспрессируют новый бе-
лок  — химерный антигенный рецептор (CAR), 
который позволяет им находить и прицельно 
уничтожать опухолевые B-лимфоциты, экспрес-
сирующие CD19.

Генная терапия ex vivo — это генетическая 
модификация клеток in vitro, которые затем 
доставляются пациенту. Поскольку генная те-
рапия ex vivo, включающая этапы извлечения 
клеток, их модификации с целью изменения 
генетических программ и введения пациенту, 
требует особых условий (например, соблюдение 
стерильности), эти продукты должны соответ-

6  Федеральный закон Российской Федерации от 23.06.2016 № 180-ФЗ «О биомедицинских клеточных продуктах».
7  Там же.
8  Там же.

ствовать нормативным требованиям как в отно-
шении лекарственных продуктов на клеточной 
основе, так и в отношении продуктов генотера-
пии [6]. Соответственно, к ГТП, применяемым ex 
vivo, предъявляются особые требования, касаю-
щиеся качества, производства, доклинических 
и клинических исследований и особых условий 
введения лекарственного средства.

При применении препаратов ex vivo если 
возможно формирование комплекса, состоя-
щего из клеточной линии (клеточных линий) 
и вспомогательных веществ в сочетании с про-
шедшими государственную регистрацию ле-
карственными препаратами для медицинского 
применения, то такой комплекс получил назва-
ние биомедицинского клеточного продукта 
(БМКП)6. При этом, чтобы препарат был отнесен 
к БМКП, клетки, которые извлекаются из орга-
низма, должны быть подвергнуты модификации 
или культивированию7.

В Российской Федерации вопросы, связанные 
с разработкой, доклиническими исследования-
ми, экспертизой, государственной регистрацией, 
клиническими исследованиями, производством, 
реализацией и хранением БМКП, регламенти-
руются Федеральным законом «О  биомедицин-
ских клеточных продуктах»8.

Метод генной терапии in situ (доставка «к ме-
сту») основан на введении ГТП непосредственно 
в клетки или ткани-мишени организма. Например, 
отечественный препарат для реваскуляризации 
при ишемии нижних конечностей атеросклеро-
тического генеза Неоваскулген на основе плаз-
мидного вектора, который содержит ген факто-
ра роста эндотелия сосудов (vascular endothelial 
growth factor, VEGF), вводится непосредственно 
в ишемическую ткань для стимуляции роста кро-
веносных сосудов [7]. В настоящее время прово-
дятся исследования для использования метода 
генной терапии in situ для лечения муковисци-
доза, мышечной дистрофии и др. При этом наи-
более активно проводятся исследования по раз-
работке ГТП, применяемых in situ для лечения 
опухолевых заболеваний.

История развития генотерапевтических 
препаратов

Первым применил генную терапию M. Cline 
с  соавт. в 1980 г. при лечении β-талассемии у двух 
пациентов [8]. Авторы разработали ГТП на ос-
нове ретровируса, содержащего ген β-глобина, 
препарат вводили в гемопоэтические стволовые 
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клетки. Препарат не продемонстрировал эф-
фективности. Следует отметить, что FDA не ут-
вердило протокол клинического исследования 
[8]. И только в 1988 г. было выдано первое офи-
циальное разрешение на проведение клиниче-
ского исследования без оценки эффективности 
[9]. Исследование было запланировано с целью 
оценки возможности  введения гена в клетку 
в условиях ex vivo без оценки эффективности. 
Авторам исследования удалось продемонстри-
ровать встраивание гена в T-лимфоциты. Имен-
но это исследование продемонстрировало, 
что генная терапия возможна [9].

Первое исследование эффективности ГТП 
было начато в 1990 г. F. Anderson и M. Blaese 
(цитирование по [10]) для лечения синдрома 
дефицита аденозиндезаминазы (ADA), сопро-
вождающегося тяжелым комбинированным 
иммунодефицитом (ADA-SCID). ГТП вводили ex 
vivo, и у 4 из 6 добровольцев терапевтический 
эффект сохранялся в течение 43 месяцев [10].

Первые успехи значительно повысили интерес 
к генотерапии и стимулировали разработку пре-
паратов для лечения рака, в первую очередь на ос-
нове генов, отвечающих за экспрессию ингибито-
ров роста опухоли (например, ген, ответственный 
за синтез белка р53). В то же время проведенные 
исследования выявили и определенные сложно-
сти. Следует отметить, что введение препарата 
непосредственно в опухоль более эффективно, 
чем системное введение. Однако введение непо-
средственно в опухоль не позволяет воздейство-
вать на метастатические клетки. При этом систем-
ное введение противоопухолевых ГТП вызывает 
слабую долгосрочную экспрессию гена и широкое 
биораспределение ГТП  [11]. Первые исследова-
ния не оправдали надежды на эффективность 
системного (in vivo) введения ГТП. Основными 
причинами (кроме указанных) были иммунный 
клиренс вектора, слабый тропизм вектора к клет-
кам/тканям-мишеням, недостаточное количество 
вирусных векторов в препарате и др.

Наиболее подходящими заболеваниями 
для лечения ГТП являются моногенные забо-
левания. Первые клинические исследования 
применения ГТП (in vivo) для лечения моноген-
ных заболеваний (муковисцидоз и мышечная 
дистрофия Дюшенна) были неудачными из-за 
проблем с доставкой терапевтического гена 
в клетки-мишени. При лечении дистрофии Дю-
шенна проблемы доставки были связаны с тем, 
что поверхность мышечной ткани, включая лег-
кие и сердце, очень обширна [12].

В конце 1990-х гг. произошли трагические 
события, которые на десятилетие подорвали 
интерес к генотерапии. Данные события про-

изошли в процессе клинического исследова-
ния в США ГТП, разработанного для лечения 
дефекта в результате мутации гена орнитин-
транскарбамилазы (ОТ) — фермента, который 
отвечает за расщепление аммиака в организме. 
Препарат был разработан на основе аденови-
русного вектора, содержащего ген ОТ, кото-
рый вводили в печеночную артерию. При этом 
предполагалось, что произойдет трансдукция 
аденовируса в клетки печени с последующей 
экспрессией ОТ, что приведет к восстановле-
нию процесса расщепления аммиака. Введение 
пациенту 6×1010  вирусных частиц/кг привело 
к развитию воспалительной реакции, которая 
началась с дисфункции печени и завершилась 
полиорганной недостаточностью и смертью па-
циента [13].

Клиническое исследование ГТП для лечения 
ADA-SCID на основе ретровирусного вектора, про-
веденное на пациентах, у которых брали Т-лим-
фоциты и обрабатывали их препаратом с це-
лью восстановления дефектного гена, показало, 
что Т-лимфоциты, обработанные препаратом, по-
сле введения их обратно в организм начинали ак-
тивно пролиферировать и развивалась клиниче-
ская картина, напоминающая Т-лимфобластный 
лейкоз [14]. Это привело к гибели одного паци-
ента, а остальным трем пациентам вынужденно 
был проведен курс химиотерапии. Анализ причин 
данного осложнения показал, что терапевтиче-
ский ген встраивался в геном Т-лимфоцитов не-
посредственно перед геном LMO2, который явля-
ется хорошо охарактеризованным онкогеном [15].

Последствием данных событий стала бо-
лее жесткая позиция при выдаче разрешений 
на проведение клинических исследований 
и снижение интереса к данной проблеме среди 
разработчиков препаратов и инвесторов.

Таким образом, в истории развития генотера-
пии были периоды подъема и снижения интере-
са к данному направлению. Внимание к данной 
проблеме значительно возросло с началом пан-
демии COVID-19, так как основные вакцины про-
тив COVID-19 фактически являются ГТП.

Системы доставки генотерапевтических 
препаратов

Одной из основных проблем для всех ГТП яв-
ляется доставка терапевтического гена в клетки/
ткани-мишени. Проводились и продолжаются 
исследования использования для доставки ге-
нетического материала в клетки/ткани-мишени 
физических, химических и биологических ме-
тодов: электропорация, магнитофекция, достав-
ка с использованием неорганических частиц 
(наночастицы золота, фосфат кальция, диоксид 
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кремния), липосомы, векторы на основе вирусов 
и др. На  сегодня наиболее распространенными 
системами для передачи терапевтического гена 
в клетки-мишени являются вирусные векторы 
и векторы на основе плазмидной ДНК. Плазмид-
ные ДНК-векторы можно вводить либо в про-
стом солевом растворе (так называемая «голая» 
ДНК), либо в комплексе с носителем (например, 
липосома).

Среди изученных методов доставки гена 
наиболее эффективными оказались ГТП на ос-
нове вирусных векторов. Вирусы как средство 
доставки ГТП подбирают в зависимости от осо-
бенности препаратов. В частности, для лечения 
онкологических заболеваний используют виру-
сы, обладающие онколитическими свойствами. 
Для разработки противоопухолевых препаратов 
проводятся исследования с использованием та-
ких вирусов, как аденовирус, вирус простого гер-
песа, реовирус, вирус Коксаки, парвовирус, вирус 
Ньюкасла, вирус везикулярного стоматита, вирус 
кори и др. [16]. Данные вирусы используются 
для доставки в опухолевые клетки генов, иници-
ирующих гибель клетки (суицидальные гены), ге-
нов, подавляющих ангиогенез, и/или генов, сти-
мулирующих иммунный ответ против опухоли.

При разработке системы доставки гена на ос-
нове вирусного вектора в клетку необходимо учи-
тывать следующие моменты. Терапевтическая 
ДНК большого размера неспособна самостоя-
тельно проникать внутрь клетки через клеточную 
мембрану из-за своего размера и отрицатель-
ного заряда. Поэтому вирусный вектор должен 
иметь достаточную возможность включить в свой 
состав молекулу ДНК необходимого размера, так 
как если молекула гена имеет больший размер, 
это может привести к проблемам с ее включе-
нием в вирус. Кроме того, вирус должен обла-
дать способностью инфицировать митотические 
и постмитотические клетки. При этом вирусы — 
кандидаты в ГТП не должны вызывать развития 
иммунного или воспалительного ответа, а также 
не должны быть патогенными. Вирусные векторы 
могут быть дефектными по репликации, компе-
тентными по репликации или условно реплика-
тивными, причем каждый тип требует особого 
рассмотрения в отношении конструкции и без-
опасности. Важным аспектом является также 
возможность производства вирусного вектора 
в промышленных масштабах [17].

Основные потенциальные риски для безопас-
ности при использовании вирусных векторов 
связаны с иммуногенностью вектора, нецеле-
выми эффектами, развитием воспаления и ин-
серционным мутагенезом. Появление антител 
к вирусному вектору может привести к сниже-

нию эффективности препарата, особенно в тех 
случаях, когда требуется повторное введение 
того же самого вирусного вектора (бустерная 
вакцинация, ревакцинация). Кроме того, разви-
тие иммунного ответа может вызвать не только 
выработку антител к вирусу, но и инициировать 
развитие воспалительной реакции при введе-
нии очень высокой дозы аденовируса [18].

Риск инсерционного мутагенеза — встраива-
ния гена в район гена-супрессора опухолевого 
роста или активации онкогена актуален для век-
торов, которые интегрируются в нежелательные 
участки генома, например векторы на основе 
ретровирусов. Для преодоления данного не-
достатка можно использовать векторы, кото-
рые не интегрируются в геном клетки-хозяина, 
или самоинактивирующиеся векторы, которые 
не содержат собственного промотора, а исполь-
зуют промотор самой клетки [19].

При производстве ГТП на основе вирусных 
векторов используют клетки почки эмбриона 
человека (НЕК293) или клетки ретинобластомы 
человека (PER.C6), которые содержат участки 
раннего генома вируса, управляющие реплика-
цией и упаковкой гена [20]. Для получения ре-
плицирующих онколитических вирусов исполь-
зуют клеточные линии HeLa и A549.

Для разработки ГТП с целью ex vivo примене-
ния наиболее подходящими являются векторы 
на основе ретровирусов. Исследования различ-
ных вирусных векторов для получения препа-
ратов для применения in vivo показали, что наи-
более эффективными и безопасными являются 
ГТП на основе аденовирусных и аденоассоции-
рованных вирусных векторов.

Аденовирусный вектор
Первым разработанным и одобренным 

для клинических исследований является ГТП 
на основе аденовирусного вектора. Возник-
новение названия аденовируса (AV) связано 
с тем, что впервые данный вирус был выделен 
из культуры клеток аденоидов человека в 1953 г. 
Существует семь видов аденовирусов челове-
ка (от А до G) и 57  серотипов. Подразделение 
на серотипы связано с различными способами 
заражения. Геном AV содержит ранние (E1, E2a, 
E2b, E3 и E4), поздние (L1, L2, L3, L4 и L5) и про-
межуточные гены (IVA2 и IX). Кроме того, его 
геном несет некодирующие последователь-
ности инвертированных концевых повторов 
(ITR), последовательности упаковки и вирус-
ные РНК  [21]. Процессы репликации кодируют 
 ранние гены E1 и E4. Препараты первого поко-
ления на основе AV векторов были с частичной 
делецией E1 и E4 генов. Они не реплицируются 
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и не  обладают  онкогенностью, но могут содер-
жать терапевтический ген размером не бо-
лее 8000 п.н., слабо экспрессируют вирусные 
белки и вызывают активный иммунный ответ 
при введении. Для устранения данных недостат-
ков в препаратах следующего поколения на осно-
ве  AV векторов  дополнительно  удаляли E2a, E2b, 
E4 и E3 гены, что не устраняло до конца слабую 
экспрессию вирусных белков и быструю потерю 
экспрессии терапевтического гена и, кроме того, 
значительно усложнило производство препара-
та [22]. Это привело к временной потере интере-
са к использованию AV векторов для разработки 
ГТП. В препаратах третьего поколения на основе 
AV вектора использовались так называемые «вы-
потрошенные» векторы, в которых отсутствуют 
все гены вируса кроме ITR. Это в первую оче-
редь позволило вмещать терапевтические гены 
размером до 37000 п.н. и значительно повыси-
ло экспрессию трансгена. При этом препараты 
на основе данной модификации обладают зна-
чительно меньшей иммуногенностью, чем векто-
ры первого и второго поколений [23].

Аденовирусы обладают сильным тропиз-
мом к эпителиальным клеткам за счет связы-
вания с Коксаки-аденовирусным рецептором 
(Coxsackie adenovirus receptor, CAR). При этом 
AV вектор не встраивается в геном клетки-хозя-
ина, что снимает опасения по поводу активации 
онкогенов клетки. С другой стороны, при деле-
нии клеток это не позволяет передавать сле-
дующим поколениям клеток информацию, за-
ложенную в терапевтическом гене. Еще одна 
важная особенность аденовируса связана с тем, 
что среди всех вирусных векторов он способен 
включать терапевтические гены большого раз-
мера [24]. Данные особенности AV сделали их 
одними из самых предпочтительных вариантов 
для доставки терапевтических генов в клетки.

Основным недостатком AV векторов являет-
ся высокая иммуногенность AV. В обычных ус-
ловиях при попадании в организм человека AV 
дикого типа белки капсида активируют иммуно-
компетентные клетки, которые, в свою очередь, 
начинают секретировать цитокины и факторы 
хемотаксиса, привлекающие в очаг нейтрофилы, 
макрофаги и NK. При этом запускается иммун-
ная реакция с выработкой через несколько су-
ток специфических антител к AV. В том случае 
если AV вектор в клетке-хозяине экспрессирует 
белки AV, то это инициирует иммунные клеточ-
ные ответы, приводящие к гибели клеток, в ко-
торые проник векторный вирус.

Высокая иммуногенность аденовируса выяв-
лена в отношении различных серотипов AV. Так, 
по разным данным 50–80% населения имеют 

антитела к 5 серотипу AV, причем преобладают 
нейтрализующие антитела, снижающие эффек-
тивность лечения [25, 26]. Изучение частоты 
встречаемости антител к 36 серотипу AV пока-
зало, что их уровень коррелирует с избыточным 
ожирением [27].

Для снижения иммуногенности AV векторов 
используются различные подходы. В частности, 
были предприняты попытки химической моди-
фикации AV для снижения иммунного и воспа-
лительного ответа на векторный вирус. Опреде-
ленные успехи были достигнуты при создании 
аденовирусных химерных векторов. Так, для хи-
мерного AV вектора на основе 5 и 3 серотипов 
AV человека показана высокая аффинность свя-
зывания с CD46, экспрессируемым на многих 
солидных опухолях [28]. Химерный AV вектор 
на основе серотипов 5 и 35 вызывал эффектив-
ную трансдукцию клеток гладких мышц сосудов 
при лечении колоректального рака и ишемиче-
ских ран [29]. Продемонстрирован потенциал 
использования химерного AV вектора на основе 
5 и 11 серотипов для терапии глиомы и химер-
ного AV вектора 3 и 11 серотипов для терапии 
рака толстой кишки [30].

Кроме создания химерных AV векторов ак-
тивно проводятся исследования по созда-
нию препаратов на основе вирусов, которые 
не встречаются у человека или встречаются 
редко, такие как AV человека 26 серотипа, AV со-
баки 2 серотипа и AV шимпанзе 3 серотипа. Од-
ним из первых препаратов на основе данных AV 
был химерный AV вектор на основе AV человека 
26 серотипа и AV шимпанзе 5 серотипа, которые 
использовались для получения вакцины против 
лихорадки Эбола [31].

Кроме иммуногенности существует еще по-
тенциальный риск инициации вирусом воспали-
тельной реакции. В частности, при разработке 
ГТП, содержащего ген, кодирующий орнитин-
транскарбамилазу, на этапе клинического иссле-
дования было показано отсутствие трансдукции 
терапевтического гена, секвестрация AV векто-
ра в печени и развитие тяжелой гепатотоксично-
сти с летальным исходом [32].

Несмотря на значительные успехи, требуются 
дальнейшие усилия для модификации вирусных 
векторов. В частности проблемой при производ-
стве препаратов на основе AV векторов может 
быть присутствие значительного количества 
«пустых» AV частиц, не содержащих терапевти-
ческий ген. При создании вакцины против лихо-
радки Эбола было установлено, что эффектив-
ность вакцины зависит от количества  AV частиц, 
при этом оптимальным является содежание 
1010–1012 AV частиц в дозе препарата [33]. Од-
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нако получение препарата в производственных 
условиях с  высоким титром вируса и удаление 
пустых векторов остается проблемой.

Таким образом, активные исследования при-
менения AV векторов для доставки терапевтиче-
ского гена позволили выявить их слабые места 
и определить подходы для устранения недостат-
ков. При этом во многих лабораториях были соз-
даны библиотеки AV векторов, что позволило со-
здать новые векторы для лечения рака простаты 
и поджелудочной железы, а также глиомы  [34]. 
В частности, в исследовании Y.  Yamamoto с со-
авт. был получен AV вектор, несущий ген лиган-
да, вызывающего сильный онколитический эф-
фект при раке поджелудочной железы [35].

Показана эффективность использования 
AV вектора для встраивания гена фактора IX 
свертывания крови в хромосому собак с гемофи-
лией В, у которых в течение 960 суток наблюдал-
ся синтез фактора IX [36]. Успешной оказалась 
также разработка AV вектора для долговремен-
ной экспрессии гена, кодирующего аланин-гли-
оксилат аминотрансферазу (AGT) у пациентов 
с первичной гипероксалурией 1 типа, редким 
заболеванием почек, вызывающим рецидивы 
почечнокаменной болезни [37]. Достигнуты 
успехи в создании ГТП на основе AV для лече-
ния опухолевых заболеваний, причем разрабо-
танные препараты не только инициировали ги-
бель опухолевых клеток, но и воздействовали 
на опухолевое микроокружение (рост сосудов, 
иммунный ответ и др.) [38].

Аденоассоциированный вирусный вектор
В качестве средства доставки терапевтиче-

ского гена в клетки-мишени также широко ис-
пользуется аденоассоциированный вирус (AAV). 
Впервые AAV был выделен как контаминант 
аденовируса обезьяны, что послужило основой 
для его названия. В дальнейшем было установ-
лено, что он встречается у человека, животных 
и птиц. AAV содержит одноцепочечную ДНК 
длиной 4700 нуклеотидов и не содержит обо-
лочки. Геном AAV содержит промоторы р5, р19 
и р40 и три гена, фланкированные двумя ITR: ген 
rep (кодирует белки, обеспечивающие реплика-
цию вируса), ген cap (кодирует капсидные белки) 
и ген aap (кодирует белок, отвечающий за сбор-
ку). Ген rep кодирует четыре белка (Rep78, Rep68, 
Rep52 и Rep40), которые необходимы для ре-
пликации и упаковки вирусного генома. Ген cap 
отвечает за синтез капсидных белков (VP1, VP2, 
VP3), которые образуют внешнюю оболочку 
капсида  [39]. Ген aap кодирует белок (ААР), ак-
тивирующий сборку в альтернативной рамке 
считывая, перекрывающей ген cap. Для инфи-

цирования клеток и репликации AAV требуют-
ся вспомогательные белки, факторы или виру-
сы, такие как AV, вирус простого герпеса, вирус 
псевдобешенства, цитомегаловирус, УФ-излу-
чение или гидроксимочевина [40]. Для продук-
ции AAV обычно используют культуру клеток 
HEK293, в которых экспрессируются гены, необ-
ходимые для сборки AAV (гены белков E1a, E1b, 
E2a и E40rf6) [41].

При трансдукции клеток AAV вектором вирус-
ный геном, содержащий терапевтический ген, 
проникает в ядро клетки и интегрируется, но так-
же вирусный геном может доставляться в эписо-
мальной форме. Так, имеются данные, что тера-
певтический ген фактора IX свертывания крови 
сохранялся у одного пациента в течение 10 лет 
клинического исследования [42]. Для эффектив-
ной трансдукции AAV вектора на поверхности 
клеток-мишеней должны экспрессироваться 
определенные рецепторы, к которым AAV про-
являет высокую тропность: гепарансульфат 
протеогликан, интегрины avb5 и a5b1, рецептор 
фактора роста фибробластов 1 типа, рецептор 
фактора роста тромбоцитов, рецептор фактора 
роста гепатоцитов, рецептор эпидермального 
фактора роста, рецептор ламинина и фрагменты 
сиаловой кислоты. Известно, что разные AAV се-
ротипы обладают разным тропизмом к тканям 
организма. Так, из 13 существующих серотипов 
AAV не все способны к трансдукции в клетку. 
В частности, для серотипа AAV1 установлена 
высокая способность трансдукции в мышцы, 
нейроны, сердце и пигментный эпителий сетчат-
ки. Серотип AAV2 может инфицировать многие 
типы опухолевых клеток (нейроны, почки, пиг-
ментный эпителий и фоторецепторные клетки 
сетчатки). Причем AAV2 является единственным 
серотипом, при использовании которого воз-
можна трансдукция и доставка терапевтическо-
го гена в почки. Векторы на основе серотипов 
AAV4 и AAV5 могут трансдуцировать пигментный 
эпителий сетчатки. Векторы на основе серотипа 
AAV6 обладают высоким тропизмом к тканям 
сердца и эпителиальным клеткам дыхательных 
путей, а AAV7 — к клеткам печени [43]. Пре-
парат на основе AAV8 вектора использовался 
для доставки гена фактора IX в клетки печени 
при лечении гемофилии. Продемонстрирована 
успешная трансдукция AAV8 вектором клеток 
лимфомы, однако при использовании данной 
конструкции возможно повреждение клеток 
поджелудочной железы [44].

Для повышения эффективности AAV век-
торов были разработаны химерные AAV. На-
пример, химерный вектор, содержащий геном 
AAV2 и капсидные белки AAV5, за счет высокой 
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тропности последних к нейронам более эффек-
тивно трансдуцировал нейрональные клетки, 
чем родительский AAV2. Кроме того, были соз-
даны химерные AAV, включающие геном одного 
серотипа и капсидные белки нескольких других 
серотипов. В частности, химерный вектор  AAV-DJ, 
содержащий капсидные белки восьми различ-
ных серотипов AAV, продемонстрировал более 
высокую эффективность трансдукции in  vitro 
по сравнению с серотипом дикого типа и высо-
кую тропность к широкому спектру тканей in vivo, 
а его модификация, серотип AAV-DJ8, проявил 
повышенную тропность к тканям мозга [45].

При этом одна из проблем применения 
AAV  векторов обусловлена наличием специфи-
ческих к AAV  антител и клеток памяти. Более 
50% взрослого населения имеют нейтрализую-
щие антитела к AAV, а в Северной Америке ан-
титела, специфичные к AAV, встречаются у 80% 
населения [46,  47]. Наиболее высокий уровень 
иммуногенности выявлен в отношении AAV2, 
тогда как иммуногенность других серотипов 
менее выражена. Иммунные реакции против 
серотипа AAV2, которые развиваются в орга-
низме, могут привести к повреждению тканей 
организма [48]. В частности, при лечении ГТП 
на основе AAV2  вектора для доставки фактора 
IX свертывания крови у пациента наблюдалось 
развитие трансаминита (феномен повышения 
активности печеночных ферментов без проявле-
ний гепатотоксичности) с дальнейшим формиро-
ванием Т-клеточного иммунного ответа против 
AAV2 и гепатоцитов [49].

Наличие специфических антител к AAV  яв-
ляется одной из причин не только низкой эф-
фективности ГТП, но и причиной тяжелых по-
бочных реакций [50]. Учитывая иммуногенность 
AAV  вектора, повторное системное введение 
такого препарата осложнено риском развития 
иммунного ответа. Значительно меньше риск 
иммуногенности при введении ГТП в органы, ко-
торые слабо контактируют с иммунокомпетент-
ными клетками, например в глаз.

Для ускользания от иммунного распознава-
ния были разработаны мозаичные или гибрид-
ные векторы [51]. Например, применение гибри-
дов, состоящих из комбинации AAV  серотипов 
2 и 5 (вектор AAV2.5), приводит к снижению рас-
познавания системой иммунитета и позволяет 
ускользать от действия нейтрализующих анти-
тел [52]. Учитывая, что индукция иммунного от-
вета в первую очередь связана с наличием в ви-
русе цитозин-фосфат-гуанин динуклеотидного 
мотива (CpG), для снижения иммунного ответа 
были разработаны AAV векторы без CpG  [53]. 
Созданные для внутривенной доставки терапев-

тических генов векторы AAV6.2, AAV2i8, AAVrh10 
и AAVrh32.33 обладают сниженной способно-
стью к секвестрации в печени и индукции ответа 
Т-клеток, что было отмечено при клиническом 
наблюдении [54].

Потенциальный риск применения AAV  векто-
ра также может быть связан со способностью 
встраивания AAV в геном клетки и с развитием 
генотоксичности, что было продемонстрирова-
но в исследованиях на модельных животных [55]. 
Обычно ГТП на основе векторных вирусов кон-
струируют таким образом, чтобы они не встра-
ивались в зародышевые клетки. Тем не менее 
один случай обнаружения AAV2 вектора в спер-
матозоидах зарегистрирован при системном 
введении ГТП [56].

Одной из проблем является сложность мас-
штабирования производства ГТП на основе 
AAV  векторов. При масштабном производстве 
ГТП на основе AAV  векторов достаточно боль-
шое количество капсидов в препарате оста-
ются «пустыми» (без терапевтического гена) 
[57]. В литературе дискутируется вопрос о не-
обходимости удаления «пустых» капсидов, так 
как их удаление основано на методе ультацен-
трифугирования, что очень сложно осуществить 
при масштабном производстве препарата 
при соблюдении принципов надлежащей про-
изводственной практики (Good Manufacturing 
Practice, GMP) [58].

Таким образом, несмотря на ряд достоинств 
AAV векторов, к которым можно отнести непа-
тогенность AAV, безопасность и широкое при-
менение в качестве платформы для доставки 
генов, основными факторами, которые ограни-
чивают их применение в генотерапии, являются 
следующие: возможность доставки небольшого 
по размерам терапевтического гена (не более 
5000 п.н.), иммуногенность капсидных белков, 
сложность производства препарата в больших 
объемах, необходимость введения высоких доз 
для достижения эффективности, широкий тро-
пизм и потенциальный риск развития активного 
иммунного ответа против AAV [59].

Генотерапевтические препараты
Несмотря на множество доклинических 

и клинических исследований к настоящему 
времени на рынке находится небольшое коли-
чество ГТП. Первый препарат для генотерапии, 
Gendicine (Shenzhen Sibiono GeneTech Co., Ltd, 
Китай), разработанный на основе рекомбинант-
ного аденовируса, экспрессирующего ген белка 
р53 человека дикого типа (rAd-p53), был одобрен 
в Китае в 2003 г. Препарат предназначен для ле-
чения плоскоклеточного рака головы и шеи, раз-
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витие которого в 50% случаев сопровождается 
 мутацией гена р53. Введение препарата вызы-
вало торможение клеточного цикла и апоптоз 
в опухолевых клетках. Препарат применял-
ся путем интратуморальных инъекций и/или 
внутриполостных инфузий один раз в неделю 
в течение 8 недель. Препарат Gendicine проде-
монстрировал высокую эффективность и безо-
пасность при лечении более чем 30 000 онколо-
гических пациентов [60]. Недостатком данного 
препарата является необходимость непосред-
ственного введения в опухоль, и, следовательно, 
он не эффективен в отношении тех видов опухо-
лей, в которые не может быть введен, или про-
тив метастатических клеток.

Компанией Introgen Therapeutics разработан 
аналогичный препарат Advexin на основе AV век-
тора, несущего ген p53. В отличие от Gendicine 
препарат Advexin вводится не интратумораль-
но, что позволяет расширить спектр показаний. 
Однако при регистрации данного препарата 
по ускоренной процедуре FDA в 2008  г. заяв-
ка на его регистрацию не была одобрена из-за 
опасений по поводу безопасности AV векторов 
после того, как в 1999 г. умер участник клиниче-
ских исследований [61].

Компанией Ark Therapeutics (Великобрита-
ния) была подана заявка в ЕМА на регистрацию 
препарата Cerepro на основе аденовирусного 
вектора с геном, кодирующим тимидинкиназу, 
для лечения глиомы. Однако эксперты ЕМА при-
шли к заключению, что разработчиками были 
нечетко продемонстрированы эффективность 
и безопасность препарата.

Препарат Oncorine (Shanghai Sunway Biotech 
Co., LTD, Китай) на основе онколитического ви-
руса с дефектом репликации, несущий ген p53, 
предназначен для лечения рака головы и шеи, 
был одобрен в Китае в 2005 г. Препарат Oncorine 
в сочетании с химиотерапией продемонстриро-
вал высокую эффективность и приемлемый про-
филь безопасности.

Препарат Rexin-G (Epeius Biotechnologies 
Corporation, США) создан на основе химерно-
го ретровирусного вектора, несущего ген ци-
тоцидного циклина G1, экспрессия которого 
приводит к блокированию активности циклина 
G1 и ингибированию пролиферации опухоле-
вых клеток. Препарат был одобрен в Республике 
Филиппины в 2005 г., а позже — в США в каче-
стве орфанного препарата для лечения опухо-
ли поджелудочной железы. Препарат вводится 
внутривенно. В ретровирусные частицы встро-
ен мотив, полученный из фактора свертывания 
крови фон Виллебранда, который избирательно 
связывается с коллагеновыми белками микроо-

кружения опухоли и с рецепторами опухолевых 
клеток, что способствует проникновению в клет-
ки и последующей интеграции генетического 
материала в хромосомы активно делящихся 
опухолевых клеток [62]. Клинические исследо-
вания препарата подтвердили его безопасность, 
противоопухолевую активность и возможность 
увеличения средней продолжительности жизни 
пациентов.

Первым зарегистрированным в ЕМА препа-
ратом на основе AAV1 вектора является Glybera 
(UniQure, Нидерланды). Препарат предназначен 
для лечения редкого моногенного синдрома 
семейной хиломикронемии (Lipoprotein lipase 
deficiency, LPLD). Заболевание связано с мута-
цией гена, кодирующего продукцию липопроте-
инлипазы (lipoprotein lipase, LPL) и передается 
по аутосомно-рецессивному типу. Внутримы-
шечное введение Glybera в ткань скелетной му-
скулатуры приводит к трансдукции AAV1 векто-
ром клеток мышц, и в этих клетках начинается 
синтез LPL. Введенный в мышечную ткань ген 
LPL в составе AAV1 вектора не встраивается 
в хромосомы, а остается в эписомальной фор-
ме. Так как мышечные клетки делятся очень 
медленно, то терапевтический ген сохраняется 
в течение многих лет, что было показано при ис-
следовании на приматах [63]. Для предотвра-
щения развития иммунного ответа на вирус 
введение препарата осуществляют на фоне им-
муносупрессивной терапии. Учитывая высокую 
стоимость препарата и очень малое количество 
лиц, у которых встречается LPLD, руководство 
Голландской компании UniQure не стало в 2017 г. 
продлевать лицензию на продажу препарата.

Препарат Luxturna (Spark Therapeutics, Inc.) 
на основе AAV2  вектора одобрен FDA в 2017 г. 
в качестве орфанного для лечения хориодере-
мии, которая является редким наследственным 
рецессивным дегенеративным заболеванием 
сетчатки, приводящим к дегенерации хорио-
капилляров пигментного эпителия сетчатки 
и фоторецепторов глаза. Заболевание связано 
с дефектом гена, кодирующего геранилтранс-
феразу. Препарат содержит в составе вирус-
ного вектора дикий тип гена RPE65 и вводится 
больным пациентам с дистрофией сетчатки (при 
подтвержденной двуаллельной мутации гена 
RPE65) для восстановления зрения в течение не-
скольких месяцев. Лечение препаратом вызыва-
ет заметное улучшение способности пациентов 
видеть при тусклом свете [64].

Препарат Imlygic (разработка компании 
BioVex Inc., приобретенная Amgen) зареги-
стрирован FDA как препарат с показанием 
для лечения меланомы. Препарат разработан 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/lipoprotein
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на основе вектора вируса простого герпеса, ко-
торый является онколитическим вирусом. Вве-
дение препарата и инфицирование опухолевых 
клеток вирусным вектором приводит к тому, 
что вирус начинает реплицироваться в опухо-
левых клетках и синтезировать гранулоцитар-
но-макрофагальный колониестимулирующий 
фактор  (GM-CSF), что приводит к лизису опу-
холевых клеток и высвобождению опухолевых 
 антигенов, на  которые затем при стимуляции 
GM-CSF формируется иммунный ответ. Препарат 
вводят in situ в кожные, подкожные и узловые 
 пораженные участки [65]. Курс лечения Imlygic 
включает серию инъекций в очаги меланомы 
в течение 6 месяцев для полного излечения. 
Препарат также зарегистрирован в ЕС и Австра-
лии для лечения меланомы.

Российским ПАО «Институт стволовых кле-
ток человека» был разработан и зарегистриро-
ван в 2012 г. препарат Неоваскулген, который 
является первым отечественным невирусным 
препаратом для генотерапии9. Препарат разра-
ботан для лечения заболеваний с атеросклеро-
тическим поражением периферических артерий 
и представляет собой плазмидную ДНК, несу-
щую ген VEGF, клонированный под промотором 
CMV. Терапевтический ген стимулирует ангио-
генез и кровоснабжение в пораженном участке. 
Препарат вводится внутримышечно по возмож-
ности максимально близко к участку ишемии. 
Клинические пострегистрационные исследова-
ния свидетельствуют об эффективности препа-
рата, которую оценивали по значительному уве-
личению расстояния при движении пациентов 
без возникновения боли.

Клинические исследования 
генотерапевтических препаратов

Первое в мире клиническое исследование 
препарата для генотерапии было проведено 
в 1989 г. В настоящее время в мире зарегистри-
ровано более 3700 клинических исследований 
ГТП в 204 странах мира. Более половины кли-
нических исследований проводятся с исполь-
зованием ГТП на основе AV и ретровирусов. 
Следует отметить, что преобладают разработ-
ки препаратов для онколитической терапии 
и вакцинации.

Более чем 200 клинических исследований 
проводится с препаратами на основе AAV век-
торов. Учитывая, что многие векторы AAV (осо-

9 https://neovasculgen.info/dose-preparata-neovaskulgen
10 www.fda.gov/BiologicsBloodVaccines/NewsEvents/ucm232821.htm
11 NIH guidelines for research involving recombinant or synthetic nucleic acid molecules (NIH guidelines). NIH; 2019. https://osp.

od.nih.gov/biotechnology/nih-guidelines/

бенно AAV1, AAV2, AAV5, AAV8 и AAV9) способны 
проникать через гематоэнцефалический барьер, 
на основе данных векторов проводятся клини-
ческие исследования препаратов для лечения 
лизосомных болезней накопления, болезни 
Альц геймера, болезни Паркинсона, бокового 
амиотрофического склероза, эпилепсии, спи-
нальной мышечной атрофии, болезни Баттена 
и др. [66]. Кроме того, разработаны и проходят 
клинические исследования препараты на осно-
ве AAV векторов для лечения тяжелой гемофи-
лии B, которые содержат ген фактора IX [67].

Регуляторные требования 
к генотерапевтическим препаратам
Нормативные требования FDA

Один из первых законов, регламентирующий 
безопасность биологических препаратов, был 
разработан в США в 1902 г. Причиной появления 
закона явилась трагедия с заражением столбня-
ком и гибелью детей после введения противоди-
фтерийной сыворотки в 1901 г. [68].

В составе FDA в 1972 г. был организован Центр 
оценки и исследования биологических препара-
тов (Center for Biologics Evaluation and Research, 
CBER). В 1980-х годах, когда начались исследова-
ния по переносу генов в стволовые клетки, воз-
никла необходимость в создании подразделе-
ния, специализирующегося по данной проблеме. 
Это привело к образованию нового подразделе-
ния CBER, которое получило название Управле-
ние клеточной, тканевой и генотерапии (Office 
of Cellular, Tissue and Gene Therapies, OCTGT), 
которое занимается регулированием вопросов, 
в первую очередь связанных с безопасностью 
проведения клинических исследований ГТП10.

С появлением первых продуктов на основе 
генно-инженерных технологий (лекарственные 
средства, продукты питания и др.), в первую 
очередь на основе рекомбинантной ДНК, к во-
просам, связанным с генно-модифицирован-
ными продуктами, значительно возрос интерес 
общественности. В связи с этим в США в 1974 г. 
при Национальном институте здравоохранения 
(National Institutes of Health, NIH) был образо-
ван Консультативный комитет по рекомбинант-
ным ДНК (Recombinant DNA Advisory Committee, 
RAC). В RAC было разработано Руководство 
по исследованиям молекул, полученных с ис-
пользованием рекомбинантной ДНК11, которое 
регламентирует систему надзора за исследова-

https://neovasculgen.info/dose-preparata-neovaskulgen
http://www.fda.gov/BiologicsBloodVaccines/NewsEvents/ucm232821.htm
https://osp.od.nih.gov/biotechnology/nih-guidelines/
https://osp.od.nih.gov/biotechnology/nih-guidelines/
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ниями по переносу генов.  Несмотря на то что RAC 
контролирует исследования, финансирование 
которых одобрено NIH, в США все частные ком-
пании, работающие в данном направлении, со-
блюдают рекомендации RAC и NIH. Кроме того, 
RAC проводит открытые заседания для анализа 
критичных проблем безопасности при их появ-
лении.

В последнее время Американское общество 
генной и клеточной терапии (American Society of 
Gene and Cell Therapy, ASGCT) начало активную 
дискуссию по вопросу о необходимости одо-
брения программ клинических исследований 
в RAC12. Свою позицию ASGCT обосновывает тем, 
что RAC был образован с целью предотвращения 
возможности попадания терапевтического гена 
в клетки зародышевой линии или мутации ви-
русных векторов. Однако по данным ASGCT в те-
чение 30 лет применения генотерапии не было 
случаев развития данных осложнений.

Нормативные требования ЕМА
В Европейском союзе (ЕС) в составе регу-

ляторного органа ЕМА вопросами, связан-
ными с лекарственными препаратами, в том 
числе и генотерапевтическими, занимается Ко-
митет по лекарственным средствам для челове-
ка (Committee for Proprietary Medicinal Products, 
CHMP). При появлении ГТП и других совре-
менных лекарственных средств в Европейском 
союзе была разработана особая норматив-
но-правовая база — Регламент № 1394/200713 
по лекарственным препаратам для передовой 
терапии (advanced therapy medicinal products, 
ATMPs). По мнению специалистов ЕМА лекар-
ственные препараты для передовой терапии 
представляют собой основной класс инноваци-
онных методов лечения, существенно отличаю-
щихся от классических терапевтических средств. 
Разработанный Регламент № 1394/2007 вместе 
с Директивой 2009/120 ЕС14 устанавливают ос-
новные требования к лекарственным препара-
там для передовой терапии и их регистрации. 

12 https://www.kurzweilai.net/gene-therapists-ask-to-be-released-from-the-rac
13 Regulation (EC) No 1394/2007 of the European parliament and of the Council of 13 November 2007 on advanced therapy 

medicinal products and amending Directive 2001/83/EC and Regulation (EC) No 726/2004. https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:32007R1394&from=EN

14 Commission directive 2009/120/EC of 14 September 2009 amending Directive 2001/83/EC of the European Parliament and 
of the Council on the Community code relating to medicinal products for human use as regards advanced therapy medicinal 
products. https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX%3A32009L0120

15 Note for guidance on the quality, preclinical and clinical aspects of gene transfer medicinal products (CPMP/BWP/3088/99). 
EMA; 2001. https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/note-guidance-quality-preclinical-clinical-
aspects-gene-transfer-medicinal-products_en.pdf

16 Guideline on the quality, non-clinical and clinical aspects of gene therapy medicinal products (EMA/CAT/80183/2014). 
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-aspects-gene-therapy-
medicinal-products_en.pdf

Данный документ регламентирует четыре раз-
личных типа продуктов, в том числе и лекар-
ственные препараты для генотерапии (Gene 
therapy medicinal products, GTMPs).

Регламентом № 1394/2007 было иницииро-
вано создание Комитета по передовой терапии 
(Committee for Advanced Therapies, САТ). В состав 
САТ входят 22 эксперта, значительная часть ко-
торых с опытом работы в области генотерапии. 
Основная функция САТ заключена в рассмотре-
нии заявок на регистрацию. При этом решение 
САТ не является решающим, оно должно быть 
одобрено в том числе и CHMP.

Первый документ, регламентирующий вопро-
сы качества, доклинических и клинических ис-
следований ГТП, был подготовлен ЕМА в 2001 г.15 
Следует отметить, что данный документ распро-
страняется не только на ГТП, но и на генетиче-
ски модифицированные клетки и ДНК-вакцины 
для профилактики инфекционных заболеваний. 
Со временем появилась новая информация, были 
разработаны новые технологии и методы ис-
следования, был накоплен опыт регистрации 
и применения ГТП, что потребовало пересмо-
тра данного документа. В связи с этим ЕМА пе-
ресмотрело руководство и утвердило в 2018  г. 
новую редакцию Руководства EMA по качеству, 
доклиническим и клиническим аспектам лекар-
ственных средств генотерапии16. В пересмо-
тренном руководстве были учтены правовые 
и технические требования, изложенные в Ре-
гламенте № 1394/2007 по лекарственным пре-
паратам для передовой терапии и Директиве 
2009/120/EC. Учитывая, что в последней Директи-
ве дано новое определение лекарственных пре-
паратов для генотерапии, пересмотренное Руко-
водство ЕМА не  распространяется на  продукты 
на основе генетически модифицированных кле-
ток и ДНК-вакцин (для профилактики инфекци-
онных заболеваний).

Раздел, посвященный вопросам оценки ка-
чества и производства ГТП в пересмотренном 
Руководстве ЕМА, переработан таким  образом, 

https://www.kurzweilai.net/gene-therapists-ask-to-be-released-from-the-rac
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:32007R1394&from=EN
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:32007R1394&from=EN
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX%3A32009L0120
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/note-guidance-quality-preclinical-clinical-aspects-gene-transfer-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/note-guidance-quality-preclinical-clinical-aspects-gene-transfer-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-aspects-gene-therapy-medicinal-products_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-quality-non-clinical-clinical-aspects-gene-therapy-medicinal-products_en.pdf
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чтобы охарактеризовать как можно более ши-
рокий спектр векторов доставки (новые ви-
русные векторы, невирусные и бактериальные 
 векторы)17. В разделах Руководства, посвящен-
ных доклиническим исследованиям, представ-
лена информация об исследованиях по обосно-
ванию пути и схемы введения препарата. Кроме 
того, представлены подробные рекомендации 
по подбору моделей in vitro и in vivo, которые 
позволяют оценить эффекты, вызываемые непо-
средственно ГТП.

В части Руководства ЕМА, посвященной кли-
ническим исследованиям ГТП с учетом особен-
ности данной группы препаратов, включены ре-
комендации по изучению не только самого ГТП, 
но и трансгенного продукта18. В новой редакции 
Руководства были обновлены рекомендации 
по фармакологическим исследованиям, напри-
мер: изменение требований к исследованиям 
биораспределения и выведения вектора, введе-
ние специальных требований к исследованиям 
фармакокинетики трансгенного продукта. Также 
были переработаны и расширены требования 
к исследованиям эффективности и безопасно-
сти, подробно описаны вопросы, касающиеся 
конечных точек клинической безопасности. Кро-
ме того, в разделе клинических исследований 
представлены требования к фармаконадзору19.

Опыт регистрации генотерапевтических 
препаратов в ЕМА

В работе M. Carvalho с соавт. проанализиро-
ваны особенности регистрации ГТП в ЕМА в на-
стоящее время [69]. Так, в период с 2008 по 2017 
г. ЕМА рассмотрело 7 заявок на регистрацию 
ГТП, из них только 3 препарата были зареги-
стрированы. Среди поданных на регистрацию 
преобладали препараты для лечения опухоле-
вых заболеваний (5 препаратов). По данным ав-
торов практически ко всем препаратам (кроме 
одного) были замечания экспертов ЕМА по пара-
метрам качества, которые касались характери-
стики производственного процесса и специфи-
кации [69]. При этом в досье двух (Advexin и CLG) 
из четырех отклоненных заявок на регистрацию 
не были в полной мере охарактеризованы пока-
затели репликации вирусов. Присутствие в се-
риях препаратов, которые вводятся человеку, 
реплицирующихся аденовирусов нежелательно, 
поскольку они могут бесконтрольно реплициро-
ваться у пациента, что создает потенциальные 
риски для безопасности [69].

17 Там же.
18 Там же.
19 Там же.

Проблемы оценки эффективности ГТП в кли-
нических исследованиях связаны не только с осо-
бенностью данных препаратов, но и с другими 
факторами. Во-первых, очень часто ГТП разра-
батываются как орфанные препараты. Обычно 
орфанные препараты регистрируются «на усло-
виях», т. е. на основании оценки на ограничен-
ной выборке и им выдается временная лицензия 
до представления материалов в полном объеме. 
При этом очень сложно бывает набрать выбор-
ку до регистрации, чтобы с высокой степенью 
статистической достоверности продемонстри-
ровать эффективность препарата. В частности, 
в ЕМА (в период с 2007 по 2017 г.) из 7 заявок 
на регистрацию в 5 были заявки на регистрацию 
орфанных препаратов. Во-вторых, в литерату-
ре уже достаточно долго дискутируется вопрос 
о конечных точках эффективности противоо-
пухолевых препаратов. В своих требованиях 
по оценке противоопухолевых лекарственных 
средств EMA рекомендует в качестве приемле-
мых конечных точек эффективности следующие 
критерии: уровень излечения, общая выжива-
емость, выживаемость без прогрессирования 
или выживаемость без заболевания [70]. Среди 
7 заявок на регистрацию в ЕМА (в период с 2007 
по 2017 г.) к представленным материалам 5 пре-
паратов у экспертов ЕМА были замечания, каса-
ющиеся достоверности результатов оценки эф-
фективности. Причем по данным экспертов ЕМА 
один препарат (CLG) оказывал более негативное 
влияние на выживаемость больных с опухолью 
по сравнению со стандартным лечением.

Как свидетельствует опыт разработки, основ-
ная проблема безопасности связана с иммуноген-
ностью ГТП. В частности, при регистрации в ЕМА 
препарата Glybera результаты его клинического 
исследования показали, что введение препарата 
активно инициирует гуморальный и клеточный 
ответ на препарат. Для решения данной пробле-
мы разработчиками было предложено введение 
препарата на фоне трехмесячной иммуносупрес-
сивной терапии. При регистрации ГТП необходи-
мо оценить иммуногенность не только к самому 
препарату, но и к белку, за экспрессию которого 
отвечает терапевтический ген в препарате. В част-
ности, при регистрации препарата Strimvelis 
в ЕМА для лечения заболевания, вызванного 
дефицитом аденозиндезаминазы, разработчики 
констатировали, что препарат обладает низкой 
иммуногенностью, но не представили результаты 
оценки уровня антител против аденозиндезами-
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назы, что послужило поводом для представления 
замечаний со стороны экспертов ЕМА [69].

Заключение
В настоящее время зарегистрировано незна-

чительное количество ГТП (FDA зарегистриро-
вано 13 ГТП, EMA — 16 ГТП), что обусловлено 
и особенностью данной группы препаратов, 
и проблемами, общими для регистрации всех 
лекарственных средств. Одна из основных про-
блем ГТП связана с использованием вирусных 
векторов для доставки терапевтического гена 
в клетку-мишень. Современные методы редак-
тирования генома позволяют получать вирусные 
векторы с необходимыми свойствами, однако 
для каждого конкретного ГТП требуются особые 
условия модификации вирусного вектора.

Учитывая, что ГТП являются препаратами 
последнего поколения, совершенствование 
нормативно-правовой базы для оценки каче-
ства, эффективности и безопасности данной 
группы препаратов, а также их регистрации яв-

ляется необходимым. Опыт FDA и EMA показал, 
что для оценки безопасности и эффективности 
ГТП недостаточно процедурных мероприятий, 
которые используются при регистрации тради-
ционных препаратов. В структурах FDA и EMA 
образованы подкомитеты с рекомендательными 
функциями, которые профессионально занима-
ются экспертной оценкой генотерапевтических 
препаратов.

В Российской Федерации в настоящее время 
активно ведутся разработки новых ГТП. Зареги-
стрирован и успешно применяется один отече-
ственный ГТП для лечения нарушений перифе-
рического кровоснабжения.

Представленный обзор свидетельствует 
о необходимости создания отечественной 
нормативной базы, а также нормативных ре-
комендаций в рамках государств — членов 
Евразийского экономического союза для раз-
работки, оценки качества, безопасности и эф-
фективности ГТП, а также регистрации этой 
группы препаратов.
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Научная статья /Scientific article

Разработка и аттестация фармакопейного 
стандартного образца для подтверждения 
подлинности первичной структуры 
очищенного рекомбинантного интерферона 
бета-1b методом пептидного картирования
Е.О. Голощапова1, , О.Б. Рунова1, А.С. Минеро1, О.В. Фадейкина1, Р.А. Волкова1, 
М.Б. Дегтерев2, С.А. Таран2, Р.Р. Шукуров2, О.Б. Устинникова1

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 Акционерное общество «ГЕНЕРИУМ», ул. Владимирская, д. 14, пос. Вольгинский, Петушинский 
район, Владимирская область, 601125, Российская Федерация

 Голощапова Евгения Олеговна; goloshapova@expmed.ru

Резюме Лекарственные препараты на основе рекомбинантных человеческих интерферонов 
(рчИФН) бета-1а и бета-1b применяют в качестве препаратов первой линии при лечении 
рассеянного склероза. При этом рчИФН бета-1а и бета-1b имеют структурные отличия, об-
условленные использованием эукариотической или прокариотической системы экспрес-
сии соответственно. Согласно международным фармакопейным требованиям необходима 
оценка подлинности первичной структуры рекомбинантного белка методом пептидного 
картирования, который предполагает использование стандартного образца сравнения. 
Международный стандартный образец рчИФН бета-1b для оценки подлинности отсут-
ствует. Цель работы: разработка и аттестация фармакопейного стандартного образца 
для подтверждения подлинности аминокислотной последовательности очищенного ре-
комбинантного рчИФН бета-1b методом пептидного картирования. Материалы и методы: 
рчИФН бета-1b производства АО «ГЕНЕРИУМ»; эндопротеиназа Glu-C из Staphylococcus 
aureus V8. Исследование проводили методом пептидного картирования с использованием 
обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ОФ ВЭЖХ) и ме-
тода масс-спектрометрии высокого разрешения. Результаты оценивали с применением 
статистических методов расчета среднего арифметического, стандартного отклонения, 
коэффициента вариации. Результаты: разработан и аттестован стандартный образец 
Государственной фармакопеи Российской Федерации для подтверждения подлинности 
рчИФН бета-1b (ФСО 3.2.00447). Аттестованная характеристика представлена в виде диа-
пазонов времен удерживания характеристических пиков: абсолютное время удерживания 
третьего (референтного) пика составило 42,0–43,2 мин, относительное время удержива-
ния первого пика — 0,61–0,66, второго пика — 0,68–0,73, четвертого пика — 1,04–1,06, пя-
того пика — 1,14–1,15, шестого пика — 1,22–1,24, седьмого пика — 1,29–1,30. Выводы: раз-
работаны требования к ФСО рчИФН бета-1b, в качестве кандидата в стандартный образец 
выбран полупродукт рчИФН бета-1b, отобранный на стадии до добавления человеческого 
сывороточного альбумина; проведен контроль качества в соответствии с разработанной 
спецификацией и проанализирована аминокислотная последовательность молекулы 
с подтверждением наличия дисульфидной связи; получена аттестованная  характеристика 
ФСО; сравнительный анализ пептидных карт разработанного и аттестованного ФСО 
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рчИФН бета-1b и стандартного образца (СRS) рчИФН бета-1а показал различие данных 
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Development and certification of 
a pharmacopoeial reference standard for 
primary structure identification of purified 
recombinant interferon beta-1b by peptide 
mapping
E.O. Goloshchapova1, , O.B. Rounova1, A.S. Minero1, O.V. Fadeikina1, R.A. Volkova1, 
M.B. Degterev2, S.A. Taran2, R.R. Shukurov2, O.B. Ustinnikova1

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

2 Generium JSC, 14 Vladimirskaya St., Volginsky town, Petushinskiy District, Vladimir Region 601125, 
Russian Federation

 Evgenia O. Goloshchapova; goloshapova@expmed.ru

Abstract Medicines based on recombinant human interferons (rhIFNs) beta-1a and beta-1b are used as 
first-line treatment of multiple sclerosis. Meanwhile, rhIFN beta-1a and beta-1b have structur-
al differences associated with the eukaryotic or prokaryotic expression systems, respectively. 
Pharmacopoeias require identification of the primary structure of recombinant proteins by pep-
tide mapping, which involves the use of reference material. Currently, there is no international 
reference standard available for rhIFN beta-1b structural identification. The aim of the study 
was development and certification of a pharmacopoeial reference standard for identification of 
the amino acid sequence of purified rhIFN beta-1b by peptide mapping. Materials and methods: 
rhIFN beta-1b produced by GENERIUM and endoproteinase Glu-C from Staphylococcus aureus 
V8 were used in the study. The peptide mapping was performed using reverse-phase high-per-
formance liquid chromatography (RP HPLC) and high-resolution mass spectrometry. Statistical 
evaluation of the results included calculation of the arithmetic mean, standard deviation, and 
coefficient of variation. Results: the authors developed and certified a Russian Pharmacopoeia 
reference standard for structural identification of rhIFN beta-1b (PhRS 3.2.00447). The certified 
characteristic is the range of retention times of characteristic peaks: the absolute retention 
time was 42.0–43.2 for the third (reference) peak, the relative retention time was 0.61–0.66 
for the first peak, 0.68–0.73 for the second peak, 1.04–1.06 for the fourth peak, 1.14–1.15 for 
the fifth peak, 1.22–1.24 for the sixth peak, and 1.29–1.30 for the seventh peak. Conclusions: 
the authors developed requirements for the rhIFN beta-1b pharmacopoeial reference standard. 
The material chosen as the candidate reference standard was an intermediate rhIFN beta-1b 
product sampled before addition of human serum albumin. The quality control was carried out 
in accordance with the developed specification. The authors analysed the amino acid sequence 
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of the molecule, confirmed the presence of the disulfide bond, and obtained the certified char-
acteristic of the reference standard. Comparative analysis of the peptide maps of the certified 
rhIFN beta-1b pharmacopoeial reference standard and the rhIFN beta-1a reference standard 
revealed differences between the maps, and, therefore, confirmed the relevance of the devel-
oped reference standard.

Key words: recombinant interferon beta-1b; identification; peptide mapping; high performance liquid chro-
matography; mass spectrometry; pharmacopoeial reference standard (PhRS)
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Введение
Лекарственные препараты на основе ре-

комбинантных человеческих интерферонов 
(рчИФН) бета-1а и бета-1b применяют в каче-
стве препаратов первой линии при лечении 
рассеянного склероза. При этом рчИФН бета-1а 
и бета-1b имеют существенные структурные от-
личия, обусловленные использованием эукари-
отической или прокариотической системы экс-
прессии соответственно [1, 2].

рчИФН бета-1а представляет собой гликопро-
теин, идентичный по аминокислотной после-
довательности ИФН бета человека. В качестве 
продуцента рчИФН бета-1а используют эука-
риотическую клеточную культуру яичника ки-
тайского хомячка CHO (Chinese hamster ovary). 
рчИФН бета-1b представляет собой негликози-
лированный белок, в качестве продуцента ко-
торого используют бактериальную клеточную 
культуру Escherichia coli. Молекулы рчИФН бе-
та-1a и рчИФН бета-1b состоят из 166 и 165 ами-
нокислотных остатков соответственно, при этом 
в молекуле рчИФН бета-1b отсутствует N-конце-
вой метионин, а остаток цистеина в позиции 16 
заменен на серин [1].

Указанные структурные особенности вари-
антов интерферона бета человека при сохра-
нении общих биологических свойств лежат 
в основе их различий по удельной активности, 
характеру побочных действий, способности 
к индукции нейтрализующих антител (имму-
ногенности), схемам и способам введения 
лекарственных препаратов на основе тера-
певтических белков рчИФН бета-1а и рчИФН 
бета-1b [3].

В литературе встречаются сведения о клини-
ческих исследованиях, позволяющих сделать 
вывод о возможности замены препаратов рчИФН 
бета-1а на рчИФН бета-1b, однако такую воз-

можность не следует рассматривать как полную 
взаимозаменяемость данных подтипов интерфе-
ронов. Выбор гликозилированной или неглико-
зилированной формы в каждом конкретном слу-
чае зависит от множества факторов, в том числе 
от индивидуальных особенностей пациента [4–7].

Одним из наиболее значимых этапов под-
тверждения качества рчИФН бета является 
оценка подлинности его структуры с помощью 
комплекса методов, важнейшим из которых яв-
ляется пептидное картирование (ВЭЖХ). Данный 
метод предполагает использование стандартно-
го образца сравнения.

Методика пептидного картирования, изло-
женная в монографии 01/2009:1639 Европей-
ской фармакопеи, а также стандартный образец 
CRS (Chemical Reference Substance) предназна-
чены для рчИФН бета-1а. При этом методика 
предусматривает использование эндопротеазы 
LysC с рабочей областью около рН 9,0, что непри-
емлемо для рчИФН бета-1b, поскольку данный 
белок нестабилен в нейтральной и щелочной 
среде. Монография в Европейской фармакопее 
и сооветствующий стандартный образец рчИФН 
бета-1b для подтверждения подлинности пер-
вичной структуры отсутствуют. Ранее нами была 
разработана методика пептидного картирова-
ния для рчИФН бета-1b, учитывающая стабиль-
ность белка при кислых значениях рН [8, 9].

Цель работы — разработка и аттестация 
фармакопейного стандартного образца (ФСО) 
для подтверждения подлинности аминокислот-
ной последовательности очищенного рчИФН 
бета-1b методом пептидного картирования. За-
дачи исследования: разработать требования 
к кандидату в ФСО для подтверждения подлин-
ности структуры рчИФН бета-1b и процедуре 
его аттестации; осуществить выбор кандидата 
в ФСО; разработать спецификацию и оценить 
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качество кандидата в стандартный образец; 
установить аттестованную характеристику ФСО; 
провести сравнительный анализ пептидных 
карт  аттестованного ФСО рчИФН бета-1b иCRS 
рчИФН бета-1а.

Материалы и методы
Материалы:
 – исследуемый образец — кандидат в ФСО 
рчИФН бета-1b производства АО « ГЕНЕРИУМ»;

 – стандарт рчИФН бета-1а (European Directorate 
for the Quality of Medicines & HealthCare 
(EDQM), CRS, кат. № Y0001101, серия 3);

 – эндопротеиназа Glu-C (Staphylococcus aureus 
V8 proteinase, Sigma-Aldrich, кат. № Р2922; 
500–1000 U/mg);

 – гуанидина гидрохлорид (Sigma-Aldrich);
 – дитиотреитол (Sigma-Aldrich);
 – уксусная кислота (Sigma-Aldrich);
 – ацетат натрия (Sigma-Aldrich);
 – центрифужные фильтры Amicon Ultra (Merck 
Millipore, кат. № UFC501024, объем 0,5 мл, 
Ultracel-10K);

 – ферменты для мультиферментного протеоли-
за при определении аминокислотной последо-
вательности кандидата в ФСО: протеаза Asp-N 
(Promega, кат. №  VA1160), пепсин (Promega, 
кат. №  V1959), протеаза Glu-C (Promega, 
кат. №  V1651), протеаза Lys-C (Promega, кат. 
№  VA1050), иммобилизованный трипсин 
(Thermo Fisher Scientific, кат. № 60109-101-B).

Оборудование:
жидкостные хроматографы Agilent 

Technologies Infinity 1260 (Agilent Technologies, 
США); Waters Alliance e2695 (Waters,  США); 
Waters Acquity (Waters,  США); Shimadzu Nexera 
X2 (Shimadzu Corporation, Япония).

Методы
Метод пептидного картирования с использо-

ванием обращенно-фазовой высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ОФ ВЭЖХ).

Растворы:

 – ацетатный буферный раствор (рН 4,50–4,57);
 – подвижная фаза А: доводят 1 мл трифторук-
сусной кислоты до 1000 мл водой;

 – подвижная фаза В: к 1 мл трифторуксусной 
кислоты прибавляют воду до 100 мл и доводят 
объем до 1000 мл ацетонитрилом.
Процедура.
Кандидат в ФСО растворяли в воде 

для получения раствора с концентрацией около 
0,6 мг/ мл. Далее проводили гидролиз: 50  мкл 
кандидата в ФСО помещали в пробирку, до-
бавляли 3 мкл раствора эндопротеиназы 
Glu-C и 20 мкл ацетатного буферного раство-
ра, перемешивали и помещали  в термостат 
при температуре 37  °С. Через 18 ч добавляли 
0,2 мл 6 М раствора  гуанидина гидрохлорида, 
 перемешивали и  прибавляли 0,007 мл 2 М рас-
твора  дитиотреитола. Перемешивали и поме-
щали пробирку в термостат при температуре 
100 °С на 1 минуту и затем охлаждали до темпе-
ратуры 2–8 °С. Образцы, полученные в резуль-
тате гидролиза, использовали при проведении 
хроматографического разделения.

Условия хроматографического разделения: 
скорость потока — 1  мл/мин; температура ко-
лонки — 30±1 °С; детектор — УФ-детектор, дли-
на волны 214 нм; объем пробы — 100 мкл.

Хроматографирование проводили с использо-
ванием хроматографической колонки  YMC-Pack 
ODS-A (100×4,6 мм, октадецилсилил (С18) мо-
дифицированный силикагель с диаметром ча-
стиц 5 мкм, размер пор 300 Å, YMC, Япония) 
при температуре 30 °С с применением спек-
трофотометрического детектора (длина волны 
214 нм) и градиентного режима с использова-
нием двух подвижных фаз: подвижная фаза 1: 
0,1% три фторуксусная кислота в воде; подвиж-
ная фаза 2: 0,1% трифторуксусная кислота в сме-
си ацетонитрил–вода, 9:1 при скорости потока 
1 мл/ мин [8] с применением хроматографов 
Agilent Technologies Infinity 1260, Waters Alliance 
e2695, Shimadzu Nexera X2 и Waters Acquity.

Метод масс-спектрометрии высокого раз-
решения для анализа первичной структуры 
ФСО. Анализ первичной структуры молекулы 

Таблица 1. Программа градиента
Table 1. Gradient programme

Интервал, мин
Interval, min

Подвижная фаза А, %, об./об.
Mobile phase A, %, v/v

Подвижная фаза В, %, об./об.
Mobile phase B, %, v/v

0→8 100 0

8→68 100→40 0→60

68→72 40 60

72→75 40→100 60→0
75→80 100 0
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рчИФН бета-1b с проведением параллельно-
го  гидролиза целевого белка пятью протеа-
зами с различной специфичностью и после-
дующим хроматомасс-спектрометрическим 
анализом полученных гидролизатов осущест-
вляли в системе ВЭЖХ Infinity 1260 Capillary LC 
System (Agilent Technologies, США) с масс-спек-
трометрическим детектором QTOF 6550 (Agilent 
Technologies, США).

Ферментативный гидролиз белка рчИФН бе-
та-1b для анализа первичной структуры прово-
дили в следующих условиях:

 – Пепсин. К раствору, содержащему 50 мкг бел-
ка, добавляли 2,5 мкл 1 н раствора HCl и 1 мкл 
раствора пепсина (1,0 мг/мл). Инкубировали 
при температуре 37 °С в течение 18 ч. Реак-
цию останавливали нагревом смеси до 95 °С 
в течение 10 мин.

 – Иммобилизованный трипсин. К 150 мкл ком-
мерческого реакционного буфера из состава 
набора SMART Digest Kit прибавляли 15  мкл 
суспензии иммобилизованного трипсина 
и 50 мкл раствора белка (1,0 мг/мл). Инкуби-
ровали при температуре 70 °С и интенсивном 
встряхивании (1400 об/мин) в течение 1 ч. Ре-
акцию останавливали охлаждением образца 
до комнатной температуры; образец центри-
фугировали (12 000 g, 15 мин) и отбирали су-
пернатант для анализа.

 – Asp-N. К раствору, содержащему 25 мкг бел-
ка, добавляли 2,1 мкл 6 М раствора гуанидин- 
гидрохлорида, 0,5 мкг Asp-N (0,2 мг/мл) и инку-
бировали при температуре 37 °С в течение 18 ч.

 – Эндопротеиназа Glu-C. К раствору, содержа-
щему 25 мкг белка, добавляли 0,7 мкл 6 М рас-
твора гуанидин-гидрохлорида, 0,5 мкг Glu-C 
(0,4  мг/мл) и инкубировали при температуре 
37 °С в течение 18 ч.

 – Эндопротеиназа Lys-C. К 25 мкл раствора 
белка (2,0 мг/мл) прибавляли 40 мкл раство-
ра AccuMAP Denaturing Solution (Promega), 
12 мкл буфера (AccuMAP 10X Low pH Reaction 
Buffer, Promega), 15 мкл воды и 25 мкл рас-
твора Lys-C. Инкубировали при температу-
ре 37 °С в течение 1 ч, после чего добавляли 
20 мкл буфера (AccuMAP 10X Low pH Reaction 
Buffer), 155 мкл воды и 25 мкл раствора Lys-C. 
Инкубировали при температуре 37 оС в тече-
ние 3 ч. Реакцию останавливали добавлением 
6,4 мкл трифторуксусной кислоты.
Разделение пептидов проходило в нанопо-

токовом режиме на устройстве ProtID-Chip-43 
(Agilent Technologies, США) с использовани-
ем следующих фаз: фаза А — 0,1% муравьи-
ная кислота в 50 мМ формиате аммония; фаза 
Б — смесь фазы А с ацетонитрилом, 1:9; элю-

ирование пептидов проводили в режиме ли-
нейного градиента (1–48% фазы Б за 52 мин); 
регистрацию сигналов — в режиме положи-
тельной ионизации и дата-зависимого тандем-
ного сканирования. Для анализа результатов 
использовали программное обеспечение Peaks 
AB v.2.0 (Bioinformatics Solutions Inc.) со сле-
дующими условиями: максимальное значение 
допуска на расхождение между теоретической 
и экспериментальной массой пептида — 12 ppm 
для масс-спектров в режиме фронтального ска-
нирования и 0,02 Да для масс-спектров в режи-
ме тандемного сканирования. При соотнесении 
регистрируемых масс пептидов с теоретически-
ми значениями учитывались химические (аддук-
ты с ионами натрия, формилирование, отщепле-
ние аммония или воды) и посттрансляционные 
(отщепление N-концевого метионина, окисле-
ние остатков метионина, триптофана и гисти-
дина, дезамидирование остатков аспарагина 
или глутамина) модификации.

Для подтверждения первичной структуры 
белка использовали следующую аминокислот-
ную последовательность рчИФН бета-1b: MS
YNLLGFLQRSSNFQSQKLLWQLNGRLEYCLKDRM
NFDIPEEIKQLQQFQKEDAALTIYEMLQNIFAIFRQD
SSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEK
EDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAW
TIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN.

Метод масс-спектрометрии высокого раз-
решения для анализа аминокислотной последо-
вательности пептидов, получаемых в резуль-
тате пептидного картирования ФСО. Анализ 
проводили с хроматомасс-спектрометрической 
идентификацией целевых пептидных фрагмен-
тов в каждой фракции элюата в системе ВЭЖХ 
Nexera X2 (Shimadzu, Япония) с масс-спектроме-
трическим детектором Q Exactive HF Biopharma 
(Thermo Scientific). В качестве образцов исполь-
зовали 8 фракций объемом 100–200 мкл, полу-
ченных в результате гидролиза и последующего 
хроматографического разделения кандидата 
в ФСО. Состав фракции: 0,5–1 мкг пептида в под-
вижной фазе. Условия гидролиза и хроматогра-
фического разделения ФСО описаны выше. Раз-
деление пептидов проходило на колонке Acquity 
UPLC® Peptide CSH C18 (2,1×100 мм, Waters, США) 
использованием подвижных фаз: фаза А — 0,1% 
муравьиная кислота в воде; фаза Б — 0,1% му-
равьиная кислота в ацетонитриле; элюирование 
проводили в режиме линейного градиента (3–
40% фазы Б за 6,5 мин), регистрацию сигналов — 
в режиме положительной ионизации и дата-зави-
симого тандемного сканирования. Для анализа 
полученных данных использовали программное 
обеспечение Biopharma Finder v.3.2 (Thermo 
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Scientific) и Peaks AB v.2.0 (Bioinformatics 
Solutions Inc.). При соотнесении  регистрируемых 
масс  пептидов с  теоретическими значениями 
учитывались химические (аддукты с ионами 
натрия, формилирование, отщепление аммо-
ния или воды) и посттрансляционные (неотще-
пление N-концевого метионина, окисление 
остатков метионина, триптофана и гистидина, 
дезамидирование остатков аспарагина или глу-
тамина) модификации.

Статистическая обработка результатов. 
Для оценки результатов использовали статисти-
ческие методы анализа с вычислением средне-
го арифметического Хср по формуле (1) и сред-
неквадратичного отклонения S по формуле (2):

   (1)

  (2)

Результаты и обсуждение
На основании теоретического анализа пред-

полагаемых условий применения были разра-
ботаны требования к кандидату ФСО для под-
тверждения подлинности структуры рчИФН 
бета-1b:

 – отсутствие вспомогательных веществ белко-
вой или иной природы, потенциально влияю-
щих на профиль пептидной карты;

 – стабильность раствора;
 – соответствие требованиям спецификации 
на субстанцию за исключением показателей, 
изменяемых направленно (например, формы 
выпуска, рН и т. д.);

 – соответствие не менее 95% аминокислотной 
последовательности молекулы теоретиче-
ским данным.
Разработаны требования к процедуре атте-

стации:
 – наличие методики пептидного картирования, 
обладающей достаточной специфичностью 
для выявления значимых структурных отли-
чий молекулы рчИФН бета-1b;

 – анализ аминокислотной последовательности 
основных пептидов с оценкой покрытия те-
оретической последовательности молекулы 
рчИФН бета-1b;

 – установление диапазонов времен удержи-
вания основных (характеристических) пиков 
на основании результатов, полученных в ус-
ловиях воспроизводимости.
В качестве материала для получения канди-

дата в ФСО был выбран полупродукт рчИФН 
бета-1b производства АО «ГЕНЕРИУМ», ото-
бранный на финальной стадии очистки белка 
до добавления стабилизатора — человеческого 

сывороточного альбумина (ЧСА). Для обеспе-
чения стабильности молекулы рчИФН бета-1b 
без белкового стабилизатора полупродукт бы-
стро разбавляли в глициновом буфере (pH 3,0), 
содержащем трегалозу (50 мг/мл) и полисорбат 
80 (0,05 мг/мл). Водородный показатель доводи-
ли 2 М раствором хлористоводородной кислоты 
до значения pH 3,0–3,5, конечное содержание 
белка до 0,25  мг/мл. Полученный раствор раз-
ливали по 1 мл во флаконы формата 2R из стек-
ла I гидролитического класса (ООО «ШОТТ Фар-
масьютикал Пэккэджинг», Россия), прикрывали 
бромбутиловыми пробками и лиофилизирова-
ли в камере лиофильной установки (Labconco, 
США) в следующих условиях — флаконы 
 замораживали в морозильнике при температуре 
минус 70 °С в течение 8 ч, затем проводили пер-
вичную сушку в течение 24 ч при температуре 
плиты сублиматора 30 °С, вакууме от 7 до 10 Па 
и скорости повышения температуры около 
2 °С/ч, досушивание (вторичную сушку) прово-
дили в течение 4 ч до конечной температуры 
продукта 25 °С. Лиофилизированные образцы 
после  высушивания имели вид хорошо сформи-
рованной таблетки белого цвета, плотно приле-
гающей к стеклу.

В качестве основы для оценки каче-
ства кандидата в ФСО была использована 
 нормативная документация на Интерферон 
бета-1b  субстанцию-раствор (замороженный) 
ФС  001677-290818, при этом номенклатура 
 показателей спецификации и нормы были ча-
стично изменены: норма по показателю «Описа-
ние» — в связи с заменой замороженной формы 
на лиофилизированную; норма по показателю 
«рН» — в связи с изменением диапазона; исклю-
чен показатель «Аномальная токсичность»; по-
казатель «Стерильность» заменен на показатель 
«Микробиологическая чистота», поскольку кан-
дидат в ФСО не является препаратом для вве-
дения людям; исключены показатели «Общий 
белок» и  «Вирусная безопасность» в связи с от-
сутствием ЧСА. Кандидату в ФСО было присво-
ено наименование «Лиофилизат интерферона 
бета-1b без добавок белковой природы»; раз-
работана Спецификация №   ОКК-СПЦ-710-01, 
включающая оценку 18 показателей, и оценено 
соответствие кандидата в ФСО по данной специ-
фикации, в частности по показателям:

 – хроматографической чистоты (количество 
олигомеров и фрагментов молекул составило 
1% при норме не более 5%);

 – родственных примесей (количество дезами-
дированных форм составило 6% при норме 
не более 8%);

 – специфической активности рчИФН  бета-1b 



29

Goloshchapova E.O., Rounova O.B., Minero A.S., Fadeikina O.V., Volkova R.A., Degterev M.B., Taran S.A., Shukurov R.R. et al.
Development and certification of a pharmacopoeial reference standard for primary structure identification of purified ...

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2022, V. 22, No. 1

(8,2 млн МЕ/мл при норме не менее 
4 млн  МЕ/ мл);

 – количества рчИФН бета-1b (0,24 мг/мл 
при норме от 0,22 до 0,28 мг/мл);

 – количества остаточных белков штамма-про-
дуцента и количество остаточной ДНК 
 штамма-продуцента (3,1 нг/мг ИФН бета-1b 
и 1,78 пг/мг рчИФН бета-1b соответственно).
Также была проведена оценка первичной 

структуры молекулы с применением мультифер-
ментного протеолиза целевого белка с последу-
ющим хроматомасс-спектрометрическим анали-
зом полученных гидролизатов.

Оценка показала полное совпадение ожида-
емой аминокислотной последовательности кан-

дидата в ФСО c известной последовательностью 
рчИФН бета-1b (рис. 1 и 2) [1]. Суммарная доля 
идентифицированной части аминокислотной 
последовательности составила 100%. Было под-
тверждено наличие дисульфидной связи между 
цистеинами, находящимися в положениях 30 
и 140 (рис. 3).

Далее для аттестации ФСО рчИФН бета-1b 
применяли методику пептидного картирования, 
разработанную на предыдущем этапе рабо-
ты [8]. Анализ профилей пептидных карт канди-
дата в ФСО, полученных в процессе валидации 
вышеуказанной методики, позволил выбрать 
7  характеристических пиков, отличающихся 
достаточной интенсивностью и  стабильным 

Рис. 1. Ключевые характеристические пептиды аминокислотной последовательности кандидата в фармакопейный стан-
дартный образец интерферона бета-1b, идентифицированные по результатам хроматомасс-спектрометрического анализа 
продуктов гидролиза белка протеазами с различной специфичностью. В легенде сверху расположение цветных отрезков 
соответствует положению пептидов в аминокислотной цепи. В легенде справа цветами обозначены примененные протеазы 
(Asp-N, Glu-C, Arg-C, Lys-C, пепсин, трипсин).

Fig. 1. Key characteristic peptides of the amino acid sequence of the candidate interferon beta-1b pharmacopoeial reference stand-
ard, identified by chromato-mass spectrometric analysis of protein hydrolysis products by proteases with different specificity. In 
the legend above, the location of the coloured segments corresponds to the position of the peptides in the amino acid chain. In the 
legend on the right, the proteases used (Asp-N, Glu-C, Arg-C, Lys-C, pepsin, trypsin) are marked with colours.

Рис. 2. Аминокислотная последовательность интерферона бета-1b. Стрелкой отмечена дисульфидная связь (Cys30–Cys140).

Fig. 2. Amino acid sequence of interferon beta-1b. The disulfide bond (Cys30–Cys140) is indicated by the arrow.
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временем удерживания. Пик под номером 
3 как наиболее стабильный был выбран в каче-
стве основного пика с абсолютным временем 
удерживания около 42,5 минуты, остальные 
6 пиков — характеристическими пиками с отно-
сительными временами удерживания (рис. 4).

На основании двадцати результатов, полу-
ченных в условиях воспроизводимости в со-
ответствии с ГОСТ Р ИСО 5725-2-2002 (работу 
выполнили четыре специалиста в двух лабора-
ториях с использованием четырех хроматогра-
фов), были рассчитаны диапазоны абсолютного 
и относительных времен удерживания харак-
теристических пиков (табл. 2), представляю-
щих собой аттестованную характеристику ФСО, 
и разработана сопроводительная документа-
ция  — паспорт и инструкция по применению 
ФСО 3.2.00447.

Диапазон абсолютного времени удерживания 
пика 3 рассчитывали как среднее значение вре-
мени удерживания Xcр3±3S, где S — среднеква-
дратичное отклонение при n = 20. Диапазон 
относительных времен удерживания пиков 1, 2, 
4, 5, 6, 7 рассчитывали как средние значения 
времен удерживания Хср1(2,4,5,6,7)±2S, где S — сред-
неквадратичное отклонение при n = 20 [10].

Для подтверждения, что пептиды, соот-
ветствующие выбранным характеристиче-
ским пикам, содержат наиболее значимые 

 фрагменты молекулы рчИФН бета-1b, было 
проведено исследование их аминокислотной 
 последовательности. Для этого был проведен 
препаративный отбор фракций соответствую-
щих пиков и их последующее исследование ме-
тодом тандемной масс-спектрометрии высокого 
разрешения (табл. 3) [11–13].

В результате исследования было выявле-
но, что суммарно данные пептиды составляют 
77% аминокислотной последовательности ФСО 
рчИФН бета-1b. При этом наиболее информа-
тивным для оценки структуры рчИФН бета-1b 
является пик № 6, поскольку именно данный 
пептид содержит серин вместо цистеина в по-
зиции 16 и не содержит N-концевой метионин, 
что является основным структурным  отличием 
белковой части молекулы рчИФН бета-1b 
от рчИФН бета-1а.

В ходе работы также проведен сравнитель-
ный анализ пептидных карт ФСО (рчИФН бе-
та-1b) и CRS (рчИФН бета-1a) (рис. 5 и 6, табл. 4).

Времена удерживания характеристических 
пиков ФСО рчИФН бета-1b в целом совпадают 
с временами удерживания характеристических 
пиков стандартного образца рчИФН бета-1a 
(стандарта CRS).  Исключение  составляет пик 6, 
содержащий N-концевой фрагмент молекулы (с 
1-го по 42-й аминокислотный остаток) и харак-
теризующийся наличием метионина для стан-

Рис. 3. Хроматомасс-спектрометрические свойства пептида аминокислотной последовательности ИФН бета-1b (положения 
27–32 — 136–146), содержащего в своем составе дисульфидную связь между цистеинами, находящимися в положениях 30 
и 140. Сверху — масс-спектр четырехзарядного иона пептида; слева внизу — двумерная масс-хроматограмма трехзарядного 
иона пептида; справа внизу — его тандемный масс-спектр.

Fig. 3. Chromatomass spectrometric properties of the disulfide-containing peptide from positions 27–32 to 136–146 with bond 
location Cys30–Cys140. Top—mass spectrum of a four-charged peptide ion; bottom left—two-dimensional mass chromatogram 
of a triple-charged peptide ion; bottom right—its tandem mass spectrum.
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дарта CRS и его отсутствием для ФСО, а так-
же заменой аминокислоты в 16 (17) позиции, 
что подтверждается данными масс-спектроме-
трического анализа (табл. 2). Также наблюдает-
ся отличие профилей пептидных карт в диапа-
зоне 54,5–58,0 мин. При этом на хроматограмме 
рчИФН бета-1а наблюдается значительное коли-
чество негидролизованного белка (кластерные 
пики в диапазоне 64–69 мин), что предположи-
тельно может быть результатом более слабого 
гидролиза молекулы стандарта CRS, вызванного 
присутствием гликанов.

Сравнительный анализ хроматограмм рчИФН 
бета-1а (стандарта CRS) и рчИФН бета-1b (ФСО 
3.2.00447), полученных в условиях пептид-
ного картирования (пригодных для менее 
 стабильного белка — рчИФН бета-1b), а также 
результаты масс-спектрометрического анализа 
пептидов подтвердили необходимость исполь-
зования ФСО рчИФН бета-1b в качестве образ-
ца сравнения, так как пептидные карты данных 
белков различаются.

Выводы
Разработаны требования к ФСО рчИФН бе-

та-1b, а именно:
 – отсутствие вспомогательных веществ белко-
вой или иной природы, потенциально влияю-
щих на профиль пептидной карты;

 – стабильность раствора стандартного образца;
 – соответствие требованиям спецификации 
на субстанцию за исключением показателей, 
изменяемых направленно (например, формы 
выпуска, рН и т. д.).
Показано соответствие аминокислотной по-

следовательности молекулы рчИФН бета-1b 
теоретическим данным (более 95%). В каче-
стве кандидата в ФСО рчИФН бета-1b выбран 
полупродукт рчИФН бета-1b, отобранный 
на финальной стадии очистки до добавления 
ЧСА, проведен контроль качества в соответ-
ствии с разработанной спецификацией и проа-
нализирована аминокислотная последователь-
ность молекулы с подтверждением наличия 
дисульфидной связи.

Рис. 4. Типичная пептидная карта кандидата в фармакопейный стандартный образец интерферона бета-1b. Ось Х — время, 
мин; ось Y — оптическая плотность.

Fig. 4. A typical peptide map of the candidate material for interferon beta-1b pharmacopoeial reference standard. X axis—time, 
min; Y axis—optical density.

Таблица 2. Аттестованная характеристика фармакопейного стандартного образца интерферона бета-1b
Table 2. Certified characteristic of interferon beta-1b pharmacopoeial reference standard

Пик
Peak

Абсолютное время удерживания, мин
Absolute retention time, min

Относительное время удерживания, диапазон
Relative retention time, range

1 – 0,61–0,66

2 – 0,67–0,73

3 42,0–43,2 –

4 – 1,04–1,06

5 – 1,14–1,15

6 – 1,22–1,24

7 – 1,29–1,30
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1 43–52 1288,71

IKQLQQFQKE

2 53–60 894,43

DAALTIYE

3 109–136 3422,88

DFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKE

Таблица 3. Результаты исследования аминокислотной последовательности пептидов интерферона бета-1b, соответствую-
щих характеристическим пикам, методом масс-спектрометрии
Table 3. Results of mass spectrometric analysis of the amino acid sequences of interferon beta-1b peptides corresponding to the 
characteristic peaks
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4 149–165 2172,20

ILRNFYFINRLTGYLRN

5 85–102 2118,16

NLLANVYHQINHLKTVLE

6 1–42 5092,53

SYNLLGFLQRSSNFQSQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEE

Продолжение таблицы 3
Table 3 (continued)
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Продолжение таблицы 3
Table 3 (continued)
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7 81–102 2560,40

TIVENLLANVYHQINHLKTVLE

Рис. 5. Пептидная карта интерферона бета-1а CRS. Ось Х — время, мин; ось Y — оптическая плотность.

Fig. 5. Peptide map of the interferon beta-1a CRS. X axis—time, min; Y axis—optical density.

Рис. 6. Пептидная карта фармакопейного стандартного образца интерферона бета-1b. Ось Х — время, мин; ось Y — оптическая 
плотность.

Fig. 6. Peptide map of the interferon beta-1b pharmacopoeial reference standard. X axis—time, min; Y axis—optical density.
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Установлена аттестованная характеристика 
ФСО рчИФН бета-1b в виде диапазонов абсолют-
ного и относительных времен удерживания ха-
рактеристических пиков: абсолютное время удер-
живания третьего пика составило 42,0–43,2 мин, 
относительное время удерживания первого пика — 
 0,61–0,66, второго пика — 0,68–0,73, четвертого 

пика — 1,04–1,06, пятого пика — 1,14–1,15, шесто-
го пика —  1,22–1,24, седьмого пика — 1,29–1,30.

Сравнительный анализ пептидных карт раз-
работанного ФСО рчИФН бета-1b и СRS рчИФН 
бета-1а показал различие данных пептидных 
карт и, следовательно, необходимость примене-
ния разработанного ФСО.
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образца предприятия активности 
антирабического иммуноглобулина 
для применения в реакции нейтрализации 
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Резюме Разработка и применение новых методов контроля качества лекарственных средств пред-
полагает использование большого количества референтного материала для контрольных 
исследований. Специалистами ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора предложен 
альтернативный методический подход для определения активности антирабического 
иммуноглобулина на культуре клеток, внедрение которого в практику диктует необхо-
димость разработки стандартного образца предприятия, аттестованного относительно 
стандартного образца активности антирабического иммуноглобулина человека Европей-
ской фармакопеи. Цель работы: разработка и оценка метрологических характеристик 
стандартного образца предприятия (СОП) специфической активности антирабического 
иммуноглобулина для применения в реакции нейтрализации вируса на культуре клеток 
Vero. Материалы и методы: иммуноглобулин антирабический из сыворотки крови лошади; 
перевиваемая клеточная культура Vero; фиксированный вирус бешенства (штамм Москва 
3253Vero); стандартный образец активности антирабического иммуноглобулина человека 
Европейской фармакопеи. Специфическую активность кандидата в СОП и образцов анти-
рабического иммуноглобулина определяли в реакции нейтрализации на культуре клеток. 
Учет результатов осуществляли с помощью флуоресцентного микроскопа. Статистиче-
скую обработку проводили в соответствии с общей фармакопейной статьей 1.1.0014.15 
Государственной фармакопеи Российской Федерации XIV издания. Результаты: в ходе ис-
пытаний установлена аттестуемая характеристика СОП по показателю «Специфическая 
активность», соответствующая значению 180,8±18,8 МЕ/мл. Граничные значения довери-
тельного интервала определены при уровне вероятности 0,95. Установлен срок годности 
СОП — 1,5 года при хранении в соответствии с СанПиН 3.3686-21. По итогам аттестации об-
разцу присвоен номер 41-01-20, разработан и утвержден комплект технической и эксплу-
атационной документации. Применение разработанного СОП позволяет проводить ана-
лиз специфической активности антирабического иммуноглобулина in vitro, выраженной 
в международных единицах, для подтверждения соответствия требованиям нормативной 
документации. Выводы: разработан стандартный образец предприятия специфической 
активности антирабического иммуноглобулина для применения в реакции нейтрализации 
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вируса на клеточной культуре, аттестованный относительно стандартного образца актив-
ности антирабического иммуноглобулина человека Европейской фармакопеи.

Ключевые слова: иммуноглобулин антирабический; стандартный образец активности антирабического им-
муноглобулина человека Европейской фармакопеи; стандартный образец предприятия; 
вирус бешенства; реакция нейтрализации; культура клеток
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Development of an in-house reference standard 
for anti-rabies immunoglobulin potency, to be 
used in the virus neutralisation test in a Vero 
cell culture
E.G. Abramova1,2, , Yu.K. Gavrilova1, S.V. Generalov1, O.A. Lobovikova1, I.V. Shulgina1, 
A.V. Komissarov1,  A.K. Nikiforov1,2

1 Russian Research Antiplague Institute “Microbe”, 46 Universitetskaya St., Saratov 410005, Russian 
Federation

2 Saratov State Vavilov Agrarian University, 1 Teatralnaya Sq., Saratov 410012, Russian Federation

 Elena G. Abramova; abramova.PhD2018@yandex.ru

Resume The development and use of new methods of quality control of medicines involve the use of a lot 
of reference materials in quality control testing. Specialists of the Russian Research Antiplague 
Institute “Microbe” have proposed an alternative methodological approach to determination of 
potency of anti-rabies immunoglobulin in cell culture, which requires the development of an 
in-house reference standard (RS) certified against the biological reference preparation (BRP) of 
the European Pharmacopoeia — human rabies immunoglobulin. The aim of the study was to de-
velop and evaluate the metrological characteristics of an in-house RS for anti-rabies immuno-
globulin potency, to be used in the virus neutralisation test in a Vero cell culture. Materials and 
methods: the following materials were used in the study: equine rabies immunoglobulin, Vero 
continuous cell culture, fixed rabies virus (Moscow 3253Vero strain), human rabies immunoglobu-
lin BRP of the European Pharmacopoeia. The potencies of the candidate in-house RS and rabies 
immunoglobulin samples were determined in the neutralisation test in cell culture. The results 
were recorded using a fluorescent microscope. Statistical processing was carried out in accord-
ance with general chapter 1.1.0014.15 of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation, 
14th edition. Results: the certified value of the in-house RS potency was 180.8±18.8 IU/ mL. The 
confidence limits were determined at the 0.95 probability level. The shelf life of the in-house 
RS is 1.5 years (when stored according to the sanitary regulation SanPiN  3.3686-21). The cer-
tified in-house RS was assigned with the number 41-01-20. A set of technical and operational 
documentation was developed and approved for the in-house RS. The developed in-house RS 
can be used for in vitro determination of anti-rabies immunoglobulin potency, expressed in 
international units, to confirm its compliance with the product specification file. Conclusions: 
the authors developed an in-house RS for anti-rabies immunoglobulin potency, to be used in 
the virus neutralisation test in cell culture, certified against the human rabies immunoglobulin 
BRP of the European Pharmacopoeia.

Key words: anti-rabies immunoglobulin; human rabies immunoglobulin BRP of the European Pharmaco-
poeia; in-house reference standard; rabies virus; neutralisation test; cell culture
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1 Фармакопейная статья 3.3.1.0038.15 Иммуноглобулин антирабический из сыворотки крови лошади. Государственная 
фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
Фармакопейная статья предприятия ФСП Р N002639/01-250210, изм. № 4 N002639/01-090216 Иммуноглобулин антира-
бический из сыворотки крови лошади жидкий, раствор для инъекций. ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора; 
2010.

2 Human rabies immunoglobulin, monograph 0723. European Pharmacopoeia 6th ed.; 2013.
Rabies immune globulin. USP 42–NF 36; 2019.
Brazilian Pharmacopeia 6th ed.; 2019.

Введение
Контроль качества лекарственных препара-

тов, в том числе иммунобиологических (ИЛП), 
предусматривает использование стандартных 
образцов, вопросы разработки которых весь-
ма актуальны в последние десятилетия в связи 
с повышением требований к качеству лекар-
ственных препаратов, выпускаемых в Россий-
ской Федерации [1]. Одним из важнейших по-
казателей качества ИЛП «Иммуноглобулин 
антирабический из сыворотки крови лошади» 
(АИГ, производство ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» 
Роспотребнадзора), применяемого для постэкс-
позиционной профилактики бешенства у людей 
при укусах больными или подозрительными 
на бешенство животными, является специфиче-
ская активность [2]. Согласно нормативным доку-
ментам, значение данного показателя, выражен-
ное в Международных единицах (МЕ), выявляют 
in vivo в реакции нейтрализации (РН) вируса бе-
шенства на белых мышах1. Ранее в РосНИПЧИ 
«Микроб» Роспотребнадзора был разработан 
и аттестован относительно международного 
стандарта ВОЗ (WHO, 2nd International Standard 
for anti-rabies immunoglobulin, human) стандарт-
ный образец предприятия (СОП) специфической 
активности, предназначенный для определения 
активности гетерологичного АИГ в РН на белых 
мышах при проведении выпускающего контро-
ля качества препарата коммерческих серий [3]. 
В рамках научно-исследовательских и экспери-
ментальных работ в направлении поиска новых 
эффективных методов in vitro для определения 
специфической активности АИГ специалистами 
ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора 
разработан альтернативный методический под-
ход, cуть которого заключается в осуществлении 
РН вируса бешенства на чувствительной клеточ-
ной культуре. Показан высокий уровень корре-
ляции результатов данного теста и традицион-
ной реакции нейтрализации на белых мышах [4]. 

Предложенный подход представляет собой мо-
дификацию метода FAVN (fluorescent antibody 
virus neutralization test), широко используемо-
го за рубежом в ветеринарной и медицинской 
практике [5, 6]. К преимуществам использова-
ния разработанного теста относится сокраще-
ние срока получения результатов с 14 до 3 сут, 
отсутствие необходимости использования жи-
вотных, а также возможность одновременного 
исследования большего количества образцов. 
Отметим, что метод FAVN рекомендован ВОЗ 
для оценки протективной активности антира-
бических лекарственных препаратов2. В отече-
ственной практике метод FAVN на сегодняшний 
день применяют в аккредитованных ветеринар-
ных лабораториях для оценки уровня содержа-
ния антител у вакцинированных животных. Раз-
работка и внедрение эффективных экспрессных 
методов выявления вируснейтрализующих 
антител в отечественную практику здравоох-
ранения в настоящее время представляется 
весьма актуальным направлением, требующим 
развития [7]. Следует отметить, что перспектива 
внедрения предлагаемого метода определения 
специфической активности АИГ и антирабиче-
ских сывороток животных-продуцентов in vitro 
в РН на культуре клеток в производственную 
практику требует использования большого ко-
личества референтного материала для кон-
трольных исследований. Референс-образцом 
при отработке условий постановки контроль-
ного теста in vitro служил стандартный образец 
активности антирабического иммуноглобулина 
человека (Human rabies immunoglobulin BRP) 
Европейской фармакопеи, рекомендованный 
ВОЗ для определения активности антираби-
ческого иммуноглобулина в тесте на культуре 
клеток. ВОЗ рекомендует использовать пер-
вичные международные стандартные образцы 
для установления значений аттестуемых ха-
рактеристик вторичных стандартных образцов, 
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а не для рутинных лабораторных исследований3. 
В связи с этим  актуальной является разработ-
ка СОП для применения в РН вируса бешенства 
на культуре клеток, аттестованного по указан-
ному стандартному образцу Европейской фар-
макопеи. Согласно  классификации, cтандартным 
образцом предприятия или рабочим стандарт-
ным образцом является стандартный образец, 
утвержденный руководителем предприятия 
в установленном порядке и применяемый в со-
ответствии с нормативными документами пред-
приятия [8].

Цель настоящей работы — разработка 
и оценка метрологических характеристик СОП 
специфической активности антирабического 
иммуноглобулина для применения в реакции 
нейтрализации вируса на культуре клеток Vero.

Для достижения цели были поставлены сле-
дующие задачи:

 – разработка и аттестация СОП активности 
антирабического иммуноглобулина для при-
менения в реакции нейтрализации вируса 
на культуре клеток Vero;

 – утверждение СОП, разработка технической 
и эксплуатационной документации (свиде-
тельство, макеты маркировок первичной 
и вторичной упаковок, инструкция по приме-
нению);

 – оценка практического применения разрабо-
танного СОП.

Материалы и методы
Материалы:
 – перевиваемая клеточная линия Vero (клет-
ки почки африканской зеленой мартышки) 
на уровне 170–180 пассажа из коллекции ООО 
«Биолот» (Россия), проверенная на отсутствие 
микоплазм;

 – фиксированный вирус бешенства штамм Мо-
сква 3253Vero, адаптированный к росту на пере-
виваемой клеточной культуре Vero; исходный 
штамм фиксированного вируса бешенства 
Москва 3253 из коллекции ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России, номер депозита 61/91;

 – стандартный образец активности анти-
рабического иммуноглобулина человека 
(Human rabies immunoglobulin BRP) Евро-
пейской фармакопеи (batch 1, product code 
H1100000, European Directorate for the Quality 

3 WHO Expert Committee on biological standardization. Recommendations for the preparation and establishment of international 
and other biological reference standards. Technical Reports Serie 932. Annex 2. Geneva: WHO; 2004.

4 Zwahlen RD. Collaborative study for the establishment of human rabies immunoglobulin Biological Reference Preparation 
batch no. 1. Pharmeuropa Bio 99-1, 10-18, 1999. https://crs.edqm.eu/db/4DCGI/leaflet?leaflet=H1100000_1
List of european pharmacopoeia reference standards. Effective from 2022/1/31. Catalogue code: H1100000. https://crs.edqm.
eu/db/4DCGI/web_catalog_CRS.pdf

of Medicines & HealthCare (EDQM) Council of 
Europe, Strasbourg)4 с активностью 91 МЕ/мл 
(референс-образец);

 – иммуноглобулин антирабический из сыворот-
ки крови лошади (7 образцов);

 – диагностический антирабический иммуногло-
булин, меченый флуоресцеинизотиоцианатом 
(ФИТЦ-АИГ), сухой, для диагностики бешен-
ства животных методом иммунофлуоресцен-
ции (ФГБУ «ВНИИЗЖ», Россия);

 – основные среды и растворы: питательная сре-
да Игла МЕМ жидкая, с L-глутамином (ООО 
«Биолот», Россия); раствор Дальбекко (DPBS) 
без Са2+ и Мg2+ (ООО «Биолот», Россия); рас-
твор версена 0,02% (ООО «Биолот», Россия); 
раствор трипсина 0,25% (ООО «Биолот», Рос-
сия); сыворотка крови крупного рогатого 
скота (КРС) жидкая для культур клеток (ООО 
«Биолот», Россия);

 – система асептическая одноразовая, объем 
5 дм2 (Flexboy, Sartorius Stedim Biotech, Герма-
ния);

 – ампулы стеклянные ШП-2 объемом 2 мл 
(SCHOTT AG, Германия);

 – флаконы культуральные (Orange Scientific, 
Бельгия);

 – планшеты для культивирования клеточных 
культур, 96-луночные, Greiner bio-one (Cellstar, 
Германия).

Оборудование
Установка для мойки ампул (BAS, Германия); 

стерилизатор суховоздушный (ICOS SD-P 602/A, 
Германия); установка для розлива и запайки ам-
пул (BAS, Германия); установка для определе-
ния механических включений (BAS, Германия); 
установка для определения герметичности ам-
пул (BAS, Германия); бокс микробиологической 
безопасности (класс биологической безопас-
ности  III) БМБ-III-«Ламинар-С»-1,8 (320.180.03) 
(«Ламинарные системы», Россия); инкубатор 
с углекислой средой (СО2-инкубатор) MCO-15AC 
(Sanyo, Япония); микроскоп инвертированный 
«Микромед И-Люм» (Россия).

Методы
Реакция нейтрализации вируса бешенства 

на культуре клеток. Для определения инфици-
рующей дозы вируса для клеточных культур 
(ID50) в лунках 96-луночного планшета  готовили 

https://crs.edqm.eu/db/4DCGI/leaflet?leaflet=H1100000_1
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четырехкратные разведения вируссодержа-
щей жидкости от 10-2,3010 до 10-6,1544, используя 
в качестве разводящей жидкости питательную 
среду Игла МЕМ, содержащую от 2 до 5% сыво-
ротки крови КРС для культивирования клеток. 
В каждую лунку микропланшета вносили рав-
ный объем культуры клеток Vero в концентрации 
(3,5±0,5)×105 кл/0,1 мл. Микропланшеты с клет-
ками и вирусом выдерживали 72 ч в CO2-инку-
баторе в атмосфере 5% CO2 при 37 °C. Далее 
фиксировали монослой клеток охлажденным 
раствором ацетона и методом иммунофлуорес-
ценции исследовали клеточную культуру на на-
личие вируса. Результат учитывали с помощью 
инвертированного флуоресцентного микроско-
па при 100–200-кратном увеличении. Инфици-
рованные вирусом клетки имели флуоресци-
рующую желто-зеленую окраску, оцениваемую 
на три или четыре балла в соответствии с ин-
струкцией к диагностическому антирабическо-
му иммуноглобулину. При наличии в лунке од-
ной или нескольких флуоресцирующих клеток 
клеточный монослой считали инфицированным. 
Титр вируса бешенства рассчитывали методом 
Reed и Muench5.

Постановку реакции нейтрализации вируса 
бешенства на культуре клеток осуществляли 
согласно общепринятой методике6 в модифи-
кации Ю.К. Гавриловой с соавт. [4]. При оцен-
ке показателя «Специфическая активность» 
кандидата в СОП параллельно определяли 
титр стандартного образца активности анти-
рабического иммуноглобулина человека Ев-
ропейской фармакопеи (референс-образец). 
Для этого все образцы (испытуемые и рефе-
ренс-образец) разводили в питательной среде 
Игла МЕМ с КРС в соотношении 1:50, а затем ти-
тровали в лунках 96-луночного планшета с дву-
кратным или трехкратным шагом соответствен-
но по 50 или 100 мкл. Исходя из предварительно 
рассчитанного значения титра вируса готовили 
его рабочее разведение. Далее в каждую лун-

5 Rupprecht CE, Fooks AR, Abela-Ridder B, eds. Laboratory techniques in rabies. 5th ed. Vol. 1. WHO; 2018.
6 Там же.
7 Там же.
8 Общая фармакопейная статья 1.1.0014.15 Статистическая обработка результатов определения специфической фарма-

кологической активности лекарственных средств биологическими методами. Государственная фармакопея Российской 
Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.

9 Общая фармакопейная статья 1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1; 2018.
Фармакопейная статья 3.3.1.0038.15 Иммуноглобулин антирабический из сыворотки крови лошади. Государственная 
фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
Общая фармакопейная статья 1.4.2.0003.15 Извлекаемый объём лекарственных форм для парентерального применения. 
Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
Общая фармакопейная статья 1.4.2.0005.18 Видимые механические включения в лекарственных формах для паренте-
рального применения и глазных лекарственных формах. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 2; 2018.

ку микропланшетов с исследуемыми образцами 
вносили равный объем рабочего разведения 
вируса, при этом инфекционная доза вируса со-
ставляла от 100 до 500 ID50/0,05 мл. Планшеты 
с исследуемыми образцами инкубировали 1 ч 
при 37 °C, после чего в каждую лунку вносили 
равный объем культуры клеток Vero в рабочей 
концентрации. Планшеты с исследуемыми об-
разцами инкубировали 1 ч при 37 °C, после чего 
монослой клеток фиксировали и окрашивали 
флуоресцирующими специфическими антитела-
ми. При учете результатов отсутствие флуорес-
цирующих клеток в монослое свидетельство-
вало о нейтрализации вируса в исследуемом 
образце. Расчет титра антител осуществляли 
по методу Reed и Muench7. Активность испыту-
емого образца — кандидата в СОП специфиче-
ской активности иммуноглобулина антирабиче-
ского, выраженную в международных единицах 
(МЕ), рассчитывали по формуле:

  (1)

где СА — активность СОП (МЕ/мл); А — обратная 
величина титра СОП; В — обратная величина 
титра референс-образца; n — активность рефе-
ренс-образца (МЕ/мл).

Для оценки значения специфической актив-
ности при аттестации СОП активности анти-
рабического иммуноглобулина использовали 
среднее арифметическое исследуемой выборки 
и его доверительный интервал, определяемые 
в соответствии с общей фармакопейной статьей 
(ОФС) 1.1.0014.158 с использованием программ-
ного обеспечения Microsoft Exсel.

Изучение кандидата в СОП по показателям: 
«Стерильность», «Подлинность», «Пироген-
ность», «Механические включения», «Извлека-
емый объем» проводили согласно нормативным 
документам9.

Для установления срока годности оценивали 
стабильность СОП активности антирабического 
иммуноглобулина в долгосрочных испытаниях 
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при хранении в условиях, соответствующих тре-
бованиям санитарных правил СанПиН 3.3686-2110.

Результаты и обсуждение
При разработке СОП специфической активно-

сти антирабического иммуноглобулина для при-
менения в РН на культуре клеток были учтены 
требования нормативной документации на гете-
рологичный антирабический иммуноглобулин11. 
В качестве кандидата в СОП был выбран специ-
фический иммуноглобулин коммерческой серии 
174, биологические и физико-химические пока-
затели которого отвечали требованиям фарма-
копейной статьи предприятия12. Кандидат в СОП 
специфической активности для применения 
в РН in vitro представлял собой специфический 
иммуноглобулин, выделенный из иммунной сы-
воротки крови лошади, иммунизированной ра-
бическим антигеном на основе фиксированного 
вируса бешенства производственного штамма 
Москва 3253. Для осаждения гамма- глобулина 
иммунную сыворотку фракционировали ри-
ванол-спиртовым методом в соответствии 
с промышленным регламентом13. Приготовление 
жидкого иммуноглобулина, его очистку и стери-
лизацию с использованием баромембранных 
процессов проводили в соответствии с промыш-
ленным регламентом14.

Для изготовления кандидата в СОП специ-
фической активности антирабического имму-
ноглобулина очищенный стерильный раствор 
антирабического иммуноглобулина разливали 
по 1,3 мл в ампулы объемом 2 мл. Предвари-
тельно ампулы обрабатывали автоматически 
на установке для мойки ампул с использовани-
ем воды для инъекций. Вымытые ампулы про-
веряли визуально на целостность, затем прово-
дили депирогенизацию и стерилизацию ампул 
при температуре 250±2 °С в течение 1 ч. Розлив 
стерильного иммуноглобулина из полимерного 
стерильного апирогенного контейнера в ампулы 
по 1,3 мл осуществляли в чистых помещениях, 
в контролируемых условиях зоны А автоматиче-
ски с использованием машины для розлива и за-

10 Постановление Главного государственного санитарного врача Российской Федерации от 28.01.2021 № 4 «Об утвержде-
нии санитарных правил и норм СанПиН 3.3686-21 Санитарно-эпидемиологические требования по профилактике инфек-
ционных болезней».

11 Фармакопейная статья 3.3.1.0038.15 Иммуноглобулин антирабический из сыворотки крови лошади. Государственная 
фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

12 Фармакопейная статья предприятия ФСП Р N002639/01-250210, изм. № 1 N002639/01-121011, изм. № 2 N002639/01-
190613, изм. № 3 N002639/01-240215, изм. № 4 N002639/01-090216, изм. № 5 N002639/01-12112019. Иммуноглобулин 
антирабический из сыворотки крови лошади жидкий, раствор для инъекций. ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнад-
зора; 2010.

13 Промышленный регламент ПР № 01898109-56-19 на производство иммуноглобулина антирабического из сыворотки 
крови лошади жидкого, раствора для инъекций. ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора; 2019.

14 Там же.

пайки ампул. Заполненные и запаянные ампулы 
с препаратом контролировали по следующим 
показателям: «Подлинность», «Механические 
включения», «Стерильность», «Пирогенность», 
«Специфическая активность», «Извлекаемый 
объем». По результатам испытаний выявлено со-
ответствие качества образцов в первичной упа-
ковке нормируемым требованиям (табл. 1).

Аттестуемой метрологической характери-
стикой кандидата в СОП являлась специфиче-
ская активность в Международных единицах 
(МЕ/ мл). Для решения задачи по аттестации СОП 
в тесте на культуре клеток определяли специ-
фическую активность трех образцов кандидата 
в СОП в трех-четырех повторностях, в общей 
сложности было поставлено 10 реакций нейтра-
лизации вируса бешенства на культуре клеток 
Vero (табл.  2). В предварительных эксперимен-
тах была установлена оптимальная доза вируса 
бешенства для определения уровня антираби-
ческих антител в реакции вируснейтрализации 
in vitro, соответствующая значениям в интервале 
100–500 ID50/0,05 мл.

В ходе опытов выявлено, что величина спец-
ифической активности, выраженная в МЕ/мл 
и рассчитанная относительно референс-об-
разца с активностью 91 МЕ/мл, составила 
от 144 до 227 МЕ/ мл. Для оценки аттестован-
ного значения специфической активности СОП 
использовали среднее арифметическое ( ) ис-
следуемой выборки. Ошибку среднего ариф-
метического ( ) рассчитывали по стандарт-
ным методикам с использованием критерия 
Стьюдента. Коэффициент вариации (отношение 
стандартного отклонения к среднему) в данном 
случае составил около 13%, что свидетельство-
вало об однородной совокупности результатов. 
Аттестованное значение специфической актив-
ности составило 180,8±18,8 МЕ/мл.  Граничные 
 значения  доверительного  интервала определе-
ны при уровне вероятности 0,95.

В таблице 3 представлены результаты ис-
пытаний стабильности разработанного СОП 
специфической активности антирабического 
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 иммуноглобулина по показателю «Специфиче-
ская активность» в течение и конце срока год-
ности (1,5 года), а также через 1 месяц после 
истечения срока годности. Из этих данных сле-
дует, что значение аттестованной характеристи-
ки СОП оставалось в пределах установленного 
при аттестации интервала (табл. 3).

Специфическая активность в тесте на куль-
туре клеток составила соответственно 181,6; 
173,7 и 174,3 МЕ/мл, что свидетельствует о ста-
бильности СОП активности антирабического им-
муноглобулина в течение срока годности.

Разработанному СОП специфической ак-
тивности иммуноглобулина антирабического 
для применения в реакции нейтрализации виру-
са на культуре клеток присвоен номер 41-01-20, 
он внесен в реестр стандартных образцов пред-
приятия, допущенных к применению в экспери-
ментально-производственных подразделениях 
ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзо-
ра. Разработан и утвержден пакет технической 
и эксплуатационной документации на науч-
но-техническую продукцию СОП 41-01-20 (сви-
детельство, макеты маркировок первичной 
и вторичной упаковок, инструкция по примене-

нию). Указанный СОП предназначен для прове-
дения исследований, целью которых является 
внедрение метода определения специфической 
активности антирабического иммуноглобулина 
в РН на культуре клеток в производственную 
практику.

Апробация разработанного СОП предусма-
тривала исследование специфической активно-
сти in vitro в РН на культуре клеток Vero образцов 
антирабического иммуноглобулина различных 
серий. При расчете по формуле использовали ат-
тестованное значение специфической активно-
сти СОП 41-01-20, соответствующее 181 МЕ/ мл. 
Показано, что значения протективного титра ан-
тител имели величину от 1:1880 до 1:2700, а рас-
считанная относительно разработанного СОП 
активность в МЕ/ мл составила 150–216  МЕ/мл. 
Полученные результаты продемонстрировали 
соответствие выявленных значений требовани-
ям нормативной документации на антирабиче-
ский иммуноглобулин, согласно которой спец-
ифическая активность должна соответствовать 
величине не менее 150 МЕ/мл (табл. 4).

Таким образом, применение разработанного 
СОП позволяет проводить анализ специфической 

Таблица 1. Спецификация кандидата в стандартный образец предприятия специфической активности антирабического им-
муноглобулина
Table 1. Specification of the candidate in-house reference standard for rabies immunoglobulin potency

Наименование показателя
(с указанием метода)

Parameter (test method)

Требования НД
Requirements of the product specification file 

Результаты испытаний
Test results

Подлинность:
 – видоспецифичность (реакция 
диффузной преципитации);

 – специфичность антител 
(биологический на мышах)

Identification:
 – species specificity (diffusion 
precipitation test);

 – antibody specificity (biological 
test in mice)

Должен соответствовать требованиям НД:
 – иммуноглобулин должен образовывать четкое кольцо 
преципитации с сывороткой, преципитирующей белки 
сыворотки крови лошади, и не образовывать кольцо 
с сыворотками, преципитирующими белки сыворотки 
крови человека, крупного рогатого скота и свиньи;

 – должны присутствовать антирабические антитела

The product hast to meet the specification requirements:
 – immunoglobulin forms a distinct precipitation ring with serum 
precipitating horse serum proteins, and does not form any rings 
with sera precipitating human, cattle, and pig sera proteins;

 – rabies antibodies are present

Соответствует
The product meets the 
requirements

Механические включения 
(визуальный)
Particulate matter (visual 
examination)

Должен выдерживать требования общей фармакопейной 
статьи 1.4.2.0005.18
The product hast to meet the requirements of general chapter 
1.4.2.0005.18

Выдерживает 
требования НД
The product meets the 
specification requirements

Стерильность (метод прямого 
посева)
Sterility (direct inoculation method)

Должен быть стерильным
The product is sterile

Стерилен
Sterile

Пирогенность (биологический)
Pyrogenicity (biological test)

Должен быть апирогенным
The product is apyrogenic

Апирогенен
Apyrogenic

Извлекаемый объем (объемный)
Extractable volume (test for 
extractable volume)

Должен быть не менее номинального
At least nominal volume

Соответствует
The product meets the 
requirements

Примечание. НД — нормативная документация.
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Таблица 2. Результаты определения специфической активности кандидатов в стандартный образец предприятия специфи-
ческой активности антирабического иммуноглобулина в реакции нейтрализации на культуре клеток Vero с использованием 
стандартного образца Европейской фармакопеи
Table 2. Potencies of the candidate in-house reference standards of anti-rabies immunoglobulin potency obtained in the neutrali-
sation reaction on Vero cell culture using the European Pharmacopoeial biological reference preparation

№ опыта
Test 

number

Образцы 
кандидата 

в СОП
Candidate 

in-house RS 
samples

Титр активности 
референс-образца

RS potency titer

Активность 
референс-образца 

в МЕ/мл
RS potency (IU/mL)

Титр активности 
кандидата в СОП
Candidate in-house 

RS potency titer

Активность 
кандидата в СОП 

(МЕ/мл)
Candidate in-house 
RS potency (IU/mL)

Аттестованное 
значение

активности 
кандидата в СОП 

(МЕ/мл)
( )

Certified potency of 
the candidate in-
house RS (IU/mL)

( )

1 Образец 1, 
опыт 1
Sample 1,
test 1

1:5841 91 1:14591 227

180,8±18,8 

2 1:9411 147

3 1:12150 189

4 Образец 2, 
опыт 2
Sample 2,
test 2

1:1559 91 1:2700 158

5 1:3394 198

6 1:3024 177

7 Образец 3, 
опыт 3
Sample 3,
test 3

1:2016 91 1:4525 204

8 1:4032 182

9 1:3200 144

10 1:4032 182

Примечание. СОП — стандартный образец предприятия.
Note. RS—reference standard.

Таблица 3. Результаты испытаний стабильности кандидата в стандартный образец предприятия специфической активности 
антирабического иммуноглобулина в реакции нейтрализации на культуре клеток Vero
Table 3. Results of stability testing of the candidate in-house reference standard of anti-rabies immunoglobulin potency, obtained 
in the neutralisation test on Vero cell culture

Срок хранения, мес.
Shelf life, months

Специфическая активность в реакции нейтрализации на культуре клеток Vero, МЕ/мл
Potency in the neutralisation test in the Vero cell culture, IU/mL

0 (на момент выпуска)
0 (at the time of release) 180,8±18,8

9 мес. (n = 6)
9 months (n = 6) 181,6±30,5

18 мес. (n = 6)
18 months (n = 6) 173,7±21,8

19 мес. (n = 6)
19 months (n = 6) 174,3±13,3

Примечание. n — объем выборки. Представлены граничные значения доверительного интервала среднего результата 
(по Стьюденту).
Note. n—sample size. The table gives the confidence limits for the mean value (according to the Student’s t-test).
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активности антирабического  иммуноглобулина 
in vitro, выраженной в международных едини-
цах, для подтверждения соответствия требова-
ниям нормативной документации. Наличие СОП 
позволит проводить исследования по отработке 
контрольного теста in vitro без использования 
дорогостоящего стандартного образца актив-
ности антирабического иммуноглобулина че-
ловека Европейской фармакопеи, что позволит 
экономить финансовые затраты на обеспечение 
зарубежными стандартными образцами, а также 
успешно соблюдать фармацевтическую систему 
качества на предприятии и соответствовать тре-
бованиям отечественных и международных ре-
гуляторных органов15.

По результатам исследований планируется 
подготовка проекта изменений в фармакопей-
ной статье предприятия «Иммуноглобулин ан-
тирабический из сыворотки крови лошади жид-
кий» показателя «Специфическая активность».

Выводы
1. Проведена аттестация кандидата в СОП 

специфической активности антирабиче-

15 Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд.; 2018.
Правила проведения исследований биологических лекарственных средств Eвразийского экономического союза. Утв. 
Решением Совета Евразийской экономической комиссии от 3 ноября 2016 г. № 89.
ICH Q7 Good manufacturing practice for active pharmaceutical ingredients (CPMP/ICH/4106/00). EMA; 2000.

ского иммуноглобулина для применения 
в реакции нейтрализации вируса на куль-
туре клеток. С применением стандартного 
образца активности антирабического им-
муноглобулина человека Европейской фар-
макопеи установлена аттестуемая характе-
ристика СОП  — специфическая активность 
в Международных единицах, соответствую-
щая значению 180,8±18,8 МЕ/мл.

2. На основании данных по оценке стабильно-
сти СОП специфической активности антира-
бического иммуноглобулина установлен срок 
годности 1,5 года при хранении при темпера-
туре от 2 до 8 °С.

3. Разработан и утвержден пакет технической 
и эксплуатационной документации на науч-
но-техническую продукцию СОП  41-01-20: 
свидетельство, макеты маркировок пер-
вичной и вторичной упаковок, инструкция 
по применению. СОП внесен в реестр стан-
дартных образцов предприятия, допущен-
ных к применению в экспериментально-про-
изводственных подразделениях ФКУЗ 
РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора.
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Стандартизация метода определения 
содержания активатора прекалликреина 
в лекарственных препаратах 
иммуноглобулинов и альбумина человека
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Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

 Корнилова Ольга Геннадьевна; Kornilova@expmed.ru

Резюме Оценка содержания активатора прекалликреина является необходимой составляющей 
контроля специфической безопасности лекарственных препаратов иммуноглобулинов 
и альбумина человека. Вариабельность свойств биологических реагентов прекалликреи-
на человека, хромогенного субстрата указывает на необходимость стандартизации хро-
могенного метода использованием компонентов стандартного образца (СО) не только 
для построения калибровочного графика, но и для подтверждения достоверности, ста-
бильности и воспроизводимости полученных результатов в различных диапазонах зна-
чений в пределах регламентированных. Цель работы: совершенствование процедуры 
контроля качества препаратов из плазмы крови человека по содержанию активатора пре-
калликреина. Материалы и методы: содержание активатора прекалликреина определяли 
хромогенным методом по общей фармакопейной статье 1.8.2.0013.18 Государственной 
фармакопеи Российской Федерации с использованием реагентов прекалликреина раз-
личных производителей. СО разрабатывали на основе метода добавок с использованием 
раствора альбумина человека и реагента ß-фрагмента фактора Хагемана. По результатам 
определения содержания активатора прекалликреина в компоненте контроля строили 
контрольные карты Шухарта. Результаты: методом добавок разработан двухкомпонент-
ный СО содержания активатора прекалликреина с регламентированным количеством 
ß-фрагмента фактора Хагемана; обоснована необходимость комплектации СО реагентом 
прекалликреина отечественного производства; отраслевой стандартный образец (ОСО) 
42-28-445 аттестован с использованием всех доступных реагентов прекалликреина че-
ловека, ОСО 42-28-446 — с использованием реагента прекалликреина, входящего в со-
став набора. Аттестованное значение содержания активатора прекалликреина составило: 
в компоненте для оценки содержания активатора прекалликреина серии 1 обоих ОСО — 
51 МЕ; в компоненте контроля ОСО 42-28-445 при восстановлении в 1,0 мл воды очищен-
ной — 8,3–11,9 МЕ/мл, при восстановлении в 2,0 мл воды очищенной — 5,4–6,6 МЕ/мл; 
в компоненте контроля ОСО 42-28-446 — 9,1–11,1 и 5,6–6,4 МЕ/мл соответственно. Компо-
нент для оценки содержания активатора прекалликреина предназначен для построения 
калибровочного графика, компонент контроля — для оценки достоверности результатов 
испытаний и построения контрольных карт. Анализ полученных карт для компонента 
контроля позволил оценить стабильность аналитической работы. Выводы: компоненты 
разработанных СО в сочетании с контрольными картами Шухарта позволяют не только 
определять содержание активатора прекалликреина, но и контролировать процесс анали-
за, оценивать его изменения, связанные со сменой серии реагентов. Компонент контроля 
позволяет оценивать стабильность аналитической работы и обеспечивает стандартность 
методики.
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Resume Assessment of prekallikrein content is essential for safety control of human immunoglobulin 
and albumin products. The inherent variability of human prekallikrein reagents and chromo-
genic substrates indicates the need for standardisation of the chromogenic assay, using the 
components of a reference standard (RS) not only for construction of calibration curves, but 
also for confirmation of validity, consistency, and reproducibility of results within different 
established ranges. The aim of the study was to improve the quality control of human plasma 
products in terms of prekallikrein activator content. Materials and methods: prekallikrein acti-
vator content was determined by the chromogenic assay according to the procedure described 
in General Monograph 1.8.2.0013.18 of the Russian Pharmacopoeia, using various prekallikrein 
reagents. An RS was developed in a spiking test, using human albumin solution and Hageman 
factor beta-fragment reagent. Shewhart control charts were prepared based on the results 
of determination of prekallikrein activator content in the RS control component. Results: a 
two-component RS for prekallikrein activator content with an assigned Hageman factor beta 
fragment content was developed using the spiking test. The authors substantiated the neces-
sity of using a Russian-produced prekallikrein reagent as the RS component. The in-house ref-
erence standard IRS 42-28-445 was certified using all available human prekallikrein reagents, 
and the IRS 42-28-446 was certified using the prekallikrein reagent included in the kit. The 
certified prekallikrein activator content is: 51 IU in the batches 1 of IRS components intended 
for prekallikrein determination; 8.3–11.9 IU/mL in the IRS 42-28-445 control component, after 
reconstitution in 1.0 mL of purified water, and 5.4–6.6 IU/mL after reconstitution in 2.0 mL of 
purified water; and 9.1–11.1 IU/mL and 5.6–6.4 IU/mL in the IRS 42-28-446 control component 
after reconstitution in 1.0 mL and 2.0 mL of purified water, respectively. The IRS component 
intended for prekallikrein determination is designed for calibration curve construction, while 
the IRS control component is designed for assessing the validity of test results and preparation 
of control charts. The analysis of the control charts for the control component made it possi-
ble to evaluate the consistency of the analytical process. Conclusions: the components of the 
developed RSs in combination with Shewhart control charts allow for both determination of 
prekallikrein activator content, and control of the analytical process, as well as assessment of 
changes related to the replacement of the reagent batch. The RS control component allows 
for assessment of analytical process consistency and ensures the standardisation of the test 
procedure.
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2.6.15. Prekallikrein activator 04/2016:20615. European Pharmacopoeia. 10th ed.; 2018.

2 Общая фармакопейная статья 1.8.2.0013.18 Определение содержания активатора прекалликреина в лекарственных 
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committee/BS.2019.2357_3rd_IS_PKA.pdf

4 Корнилова ОГ. Теоретическое и экспериментальное обоснование подходов к обеспечению специфической безопасно-
сти и стандартизации лекарственных препаратов иммуноглобулинов и альбумина человека: дис. … д-ра фарм. наук. М.; 
2021.

Введение
Одной из возможных причин возникновения 

нежелательных реакций при инфузионной тера-
пии лекарственными препаратами иммуногло-
булинов (ЛП ИГЧ) и альбумина человека (ЛП АЧ) 
является гипотензивное действие активатора 
прекалликреина (АПК). Являясь активирован-
ным ß-фрагментом фактора свертывания крови 
XII (фактора Хагемана), этот компонент плазмы 
крови человека в остаточном количестве может 
содержаться в готовом препарате и при внутри-
венном введении вызывать активацию и пере-
ход прекалликреина (ПК) в калликреин, который, 
в свою очередь, вызывает активацию кинино-
вого пути и синтез брадикинина, обладающего 
сосудорасширяющим действием [1]. Контроль 
остаточного содержания активатора прекалли-
креина в ЛП ИГЧ и ЛП АЧ1, допустимым пределом 
которого является 35 МЕ/мл, осуществляется 
хромогенным методом посредством сравнения 
со стандартным образцом (СО), откалиброван-
ным в международных единицах (МЕ)2. Совре-
менные СО, применяемые в международной 
фармакопейной практике, представляют собой 
серию препарата АЧ с повышенным содержани-
ем АПК, приближающимся к предельно допусти-
мому в ЛП АЧ. В настоящее время разработано 
и аттестовано несколько СО АПК3, каждый из ко-
торых является средством передачи единицы 
величины, выраженной в МЕ, и используется 
для построения калибровочного графика4. Атте-

стованная характеристика представляет собой 
среднее значение содержания АПК без указания 
допустимых отклонений. Хромогенный метод 
определения содержания АПК в ЛП ИГЧ и ЛП 
АЧ предусматривает использование биологи-
ческого реагента ПК, стандартизация которого 
по всем свойствам невозможна. Существенное 
значение имеет концентрация хромогенного 
субстрата, соответствующая количеству синте-
зируемого калликреина при взаимодействии ис-
пытуемого образца и ПК. Кроме того, стабиль-
ность и воспроизводимость результатов этого 
метода контроля качества подвержена влиянию 
таких факторов, как соотношение образца и ПК 
в реакционной смеси, ионная сила и значение 
рН реакционной смеси, время и температура 
инкубации [2]. Фармакопейный метод предус-
матривает возможность выполнения различных 
методик, характеризующихся вариабельностью 
перечисленных параметров. Это обстоятель-
ство указывает на необходимость стандарти-
зации метода использованием компонентов СО 
не только для построения калибровочного гра-
фика, но и для подтверждения достоверности, 
стабильности и воспроизводимости полученных 
результатов в различных диапазонах в пределах 
регламентированных значений. Следить за воз-
можными трендами в результатах испытаний 
и оперативно принимать меры для обеспече-
ния надлежащего качества испытаний позво-
ляют контрольные карты. Опыт использования 
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отечественного отраслевого стандартного об-
разца (ОСО) ОСО 42-28-430 «Иммуноглобулин 
человека (антикомплементарная активность)» 
в  совокупности с контрольными картами Шу-
харта5 наглядно продемонстрировал эффектив-
ность контроля испытаний ЛП ИГЧ по показате-
лю «Антикомплементарная активность», а также 
оценки его изменения, связанного со сменой 
серии реагентов6. Один и тот же СО не мо-
жет быть использован для целей калибровки 
и оценки пригодности системы / оценки прием-
лемости результатов испытаний7. Применяемые 
в международной практике СО позволяют стан-
дартизовать качество ЛП по содержанию АПК, 
но оценить воспроизводимость и приемлемость 
результатов испытаний с их использованием не-
возможно.

Цель работы — совершенствование проце-
дуры контроля качества препаратов из плаз-
мы крови человека по содержанию активатора 
прекалликреина. Для достижения поставленной 
цели была решена задача разработки нового 
двухкомпонентного стандартного образца со-
держания активатора прекалликреина.

Материалы и методы
Материалы:
 – реагент прекалликреин человека (произ-
водства Hyphen Biomed, кат. № РР501, серия 
F1700635; производства Coachrom Diagnostica, 
кат. № СОА0022, серии 717551, 703168; произ-
водства Enzyme Research Laboratories, кат. № 
НРК 1302, серия НРК3930; производства EDM 
Millipore Corporation, кат. № 529583-1MG, се-
рия 2941122; производства ООО Фирма «Тех-
нология-Стандарт», серии Д909059, Е001017);

 – хромогенный субстрат S-2320 (Chromogenix, 
серии 0286043, 0789373);

 – международный стандартный образец ак-
тиватора прекалликреина (2nd International 
standard for prekallikrein activator, NIBSC code: 
02/168), аттестованное значение 29 МЕ;

 – реагент ß-фрагмента фактора Хагемана 

5 ГОСТ Р ИСО 7870-1-2011. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 1. Общие принципы.  
ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.

6 Корнилова ОГ. Теоретическое и экспериментальное обоснование ... дис. ... д-ра фарм. наук. М.; 2021.
7 ГОСТ ISO Guide 35-2015. Стандартные образцы. Общие и статистические принципы сертификации (аттестации).
8 Общая фармакопейная статья 1.4.2.0009.15 Однородность массы дозированных лекарственных форм. Государственная 

фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
9 Общая фармакопейная статья 1.2.3.0002.15 Определение воды. Государственная фармакопея Российской Федерации. 

XIV изд. Т. 2; 2018.
10 Общая фармакопейная статья 1.2.1.0010.15 Потеря в массе при высушивании. Государственная фармакопея Российской 

Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
11 Общая фармакопейная статья 1.8.2.0013.18 Определение содержания активатора прекалликреина в лекарственных 

препаратах из плазмы крови человека. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.

(Human Coagulation Factor XIIa Beta, 100 mg, 
1,09  mg/ml), Cell Sciences, CSI20178A, серия 
4118110;

 – альбумин человека, раствор для инфузий, 
20%, отечественного производства, флаконы 
по 100 мл.

Методы
Для подготовки кандидатов в компоненты 

СО в альбумин человека, раствор для инфузий, 
20% вносили расчетное количество реагента 
ß-фрагмента фактора Хагемана, тщательно пе-
ремешивали, избегая вспенивания, и разливали 
по 1,0 мл в ампулы или флаконы.

Высушивание полученных образцов прово-
дили в сушке лиофильной MSR 18, Uzifroid после 
предварительного замораживания при темпе-
ратуре минус 70 °С и сушке лиофильной Epsilon 
2-4 LSC plus, Martin Christ в стандартных услови-
ях. Точность розлива кандидата в СО во флако-
ны до высушивания определяли взвешиванием 
пустого и наполненного флакона. Определение 
средней массы и отклонение от средней массы 
лиофилизата проводили весовым методом8, со-
держание остаточной воды — методом К. Фише-
ра9 и по потере в массе при высушивании10.

Содержание АПК определяли хромогенным 
методом кинетическим тестом и тестом по конеч-
ной точке в соответствии с общей фармакопей-
ной статьей (ОФС) Государственной фармако-
пеи Российской Федерации ОФС.1.8.2.0013.1811 
с использованием анализатора иммунологи-
ческого MultiskanGo (Thermo Fisher Scientific). 
Содержание АПК вычисляли с использованием 
методов построения калибровочной кривой (ли-
нейная зависимость скорости изменения опти-
ческой плотности в 1 минуту от концентрации 
АПК или оптической плотности от концентрации 
АПК) и параллельных шкал при доверительной 
вероятности 0,95. Расчет среднего арифмети-
ческого ( ), стандартного отклонения (Sx), кри-
терия Фишера (Fexp), относительное стандартное 
отклонение (RSD) выполняли с помощью формул 
и табличных данных с использованием програм-
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мы для статистического анализа MS Excel 7.0, 
а также программы «ПАРАЛАЙН».

По результатам определения содержания АПК 
в компоненте контроля осуществляли построе-
ние контрольных карт Шухарта12.

Результаты и обсуждение
В исследованиях по стандартизации ме-

тода определения содержания АПК был обо-
снован двухкомпонентный СО в виде набо-
ра, включающего компонент с содержанием 
АПК более 35  МЕ/мл, который предназна-
чен для построения калибровочного графи-
ка в методике определения АПК (компонент 
для оценки содержания АПК), и компонент 
с содержанием АПК менее 35  МЕ/мл, пред-
назначенный для оценки стабильности ана-
литической работы (компонент контроля) [3]. 
Значение 35 МЕ/мл является предельно допу-
стимым содержанием АПК в ЛП ИГЧ и ЛП АЧ 
и соответствует верхней границе калибровоч-
ного графика в пределах валидированного 
диапазона фармакопейного метода13. Полу-
чение компонентов СО содержания АПК осу-

12 ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.
13 Корнилова ОГ. Теоретическое и экспериментальное обоснование ... дис. ... д-ра фарм. наук. М.; 2021.
14 Там же.

ществляли добавлением очищенного реагента 
ß-фрагмента фактора Хагемана в 20% рас-
твор альбумина человека. Как видно из дан-
ных, представленных в таблице 1, внесение 
регламентированного количества реагента 
ß-фрагмента фактора Хагемана позволяет 
получить экспериментальные образцы канди-
датов в компоненты СО с заданным содержа-
нием активатора прекалликреина. Кандида-
ты в компоненты СО содержания  активатора 
 прекалликреина после розлива по 1,0 мл в ам-
пулы подвергали  замораживанию при темпе-
ратуре не выше минус 70 °С и лиофильному 
высушиванию на  установке для лиофильного 
высушивания Usifroid14. Образцы, полученные 
данным способом, характеризовались поте-
рей в массе при высушивании до 2,2% и дли-
тельным временем растворения лиофилиза-
та (до 35 мин). При использовании аппарата 
камерного типа Epsilon 2-4 LSC plus процесс 
лиофилизации кандидатов в компоненты СО, 
разлитых по 1,0 мл во флаконы, контролиро-
вали по температурному режиму, наличию ва-
куума и электропроводности материала.

Таблица 1. Содержание активатора прекалликреина в экспериментальных образцах компонентов стандартного образца 
для определения содержания активатора прекалликреина
Table 1. Prekallikrein activator content in the components of the prekallikrein activator reference standard 

Наименование компонента 
стандартного образца

Reference standard component

Концентрация реагента
ß-фрагмента фактора Хагемана, 

нг/млa

Hageman factor β-fragment 
concentration, ng/mLa

Содержание активатора прекалликреина, МЕ/млb

Prekallikrein activator content, IU/mLb

кинетический тест
kinetic assay

тест по конечной 
точке

endpoint assay

среднее 
значение

mean value

Компонент для оценки 
содержания активатора 
прекалликреина
Сomponent for determination 
of prekallikrein activator 
content

16 37,4 38,7 38,0 

17 44,7 44,6 45,0

20 53,3 53,8 54,0 

22 57,4 58,4 58,0 

30 97,0 99,1 98,0

Компонент контроля
Control component

2,0 8,3±0,4 8,5±0,4 8,4±0,4

2,5 10,1±1,6 10,6±1,5 10,4±1,4

7,0 17,3±2,0 17,9±1,0 17,6±1,6

9,2 21,7±0,6 22,3±0,4 21,9±0,8

13,0 26,7±0,8 26,9±0,6 26,8±0,7
a Расчетное значение.
b Для компонента для оценки содержания активатора прекалликреина указано среднее значение  (n = 3); для компонента 
контроля — среднее значение и стандартное отклонение ( ±Sx) (n = 3).
a Calculated value.
b The table gives the mean value  (n = 3) for the component for prekallikrein activator determination, and the mean value and 
standard deviation ( ±Sx) (n = 3) for the control component.
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По окончании лиофилизации укупоривание 
образцов под вакуумом резиновыми пробками 
осуществляли в камере сразу после высушива-
ния. Остаточное содержание воды в образцах, 
высушенных в аппарате камерного типа, не пре-
высило 0,33%, время получения восстановлен-
ного раствора сократилось до 11–12 мин, одно-
родность серии кандидатов в компоненты СО 
подтвердили оценкой средней массы и отклоне-
ния от средней массы (табл. 2).

Унификация метода определения содер-
жания АПК предопределяет необходимость 
использования всех доступных реагентов 
ПК для аттестации СО. В то же время исполь-
зование реагента ПК одного производителя 
позволит уменьшить неопределенность атте-
стованного значения. С этой целью СО уком-
плектовали реагентом ПК отечественного 
производства. Установление аттестованно-
го значения содержания АПК в компонентах 
СО проводили по результатам, полученным 
в одной лаборатории, с привлечением двух 
исследователей, хромогенным методом кине-
тическим тестом и тестом по конечной точке 
в соответствии с ОФС.1.8.2.0013.1815 с ис-
пользованием всех доступных реагентов пре-
калликреина (для ОСО 42-28-445 «Набор 
для определения содержания активатора пре-
калликреина») и использованием реагента ПК, 
входящего в комплект набора (для ОСО 42-28-
446 «Набор для определения содержания ак-

15 Общая фармакопейная статья 1.8.2.0013.18 Определение содержания активатора прекалликреина в лекарственных 
препаратах из плазмы крови человека. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018.

16 Корнилова ОГ. Теоретическое и экспериментальное обоснование ... дис. ... д-ра фарм. наук. М.; 2021.

тиватора прекалликреина» (в комплекте с пре-
калликреином))16.

Использование компонента контроля целесо-
образно в диапазоне значений, наиболее близ-
ких к предполагаемому содержанию АПК в ис-
пытуемом образце. Для аттестации компонент 
для оценки содержания АПК восстанавливали 
в 1,0 мл воды очищенной, компонент контроля — 
в 1,0 и в 2,0 мл воды очищенной. Так как компо-
нент для оценки содержания АПК используется 
для построения калибровочного графика, его 
аттестованное значение выражали средним зна-
чением; аттестованным значением компонента 
контроля считали диапазон, равный плюс/ми-
нус двум стандартным отклонениям от среднего 
значения (табл. 3, 4).

На основании результатов, представленных 
в таблице 3, серия 1 ОСО 42-28-445 была атте-
стована со значениями содержания активатора 
прекалликреина:

 – компонент для оценки содержания АПК — 51 МЕ;
 – компонент контроля: при восстановлении 
в 1,0 мл воды очищенной 8,3–11,9 МЕ/мл, 
при восстановлении в 2,0 мл воды очищен-
ной 5,4–6,6 МЕ/мл (с доверительной вероят-
ностью 0,95).
На основании результатов, представленных 

в таблице 4, серия 1 ОСО 42-28-446 была атте-
стована со значениями содержания активатора 
прекалликреина:

 – компонент для оценки содержания АПК — 51 МЕ;

Таблица 2. Результаты определения характеристик кандидатов в компоненты стандартного образца содержания активато-
ра прекалликреина
Table 2. Test results for the components of the candidate reference standard for prekallikrein activator content

Наименование характеристики, 
единицы измерения

Parameters, units

Наименование 
метода

Test method 

Значение характеристики для компонента стандартного 
образца, / ±Sx, RSD (при необходимости)

Value obtained for the reference standard component, 
/ ±Sx, RSD (if necessary)

компонент для оценки содержания 
активатора прекалликреина
component for determination 

of prekallikrein activator content

компонент контроля
control component

Средняя масса и отклонение от 
средней массы лиофилизата (n = 10)
Average mass and mass variation of the 
lyophilisate (n = 10) 

Весовой
Mass variation 0,2063±0,0025 г

RSD = 0,9%
0,2070±0,0036 г

RSD = 1,7%

Вода (n = 3)
Water (n = 3)

К. Фишера
K. Fischer 0,29% 0,33%

Время получения восстановленного 
раствора (n = 4)
Reconstitution time (n = 4)

Хронометрический
Chronometric 11 мин

11 min
12 мин
12 min
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 – компонент контроля: при восстановлении 
в 1,0 мл воды очищенной 9,1–11,1 МЕ/мл; 
при восстановлении в 2,0 мл воды очищен-
ной 5,6–6,4 МЕ/мл (с  доверительной вероят-
ностью 0,95).
Результаты сравнительной оценки ли-

нейности и параллелизма линий регрессии 
для  международного стандартного образ-
ца активатора прекалликреина и компонента 
для оценки содержания АПК разработанного 
нами СО (в обеих комплектациях) позволили сде-
лать вывод об отсутствии статистически значи-
мых различий между ними (Fexp < Ftheor) (табл. 5).

Соответствие содержания АПК в компо-
ненте контроля аттестованным значениям 

 свидетельствует о выполнении требований 
к критерию пригодности системы и является 
основанием для учета результатов испытаний 
исследуемых образцов. Инструментом стати-
стического анализа процесса испытаний явля-
ются контрольные карты Шухарта индивиду-
альных значений (Х-карта), представляющие 
собой графики, на которых по горизонтальной 
оси  откладывают порядковый номер испытаний, 
а по вертикальной — результат испытаний.

Для оценки стабильности аналитической ра-
боты на карты наносят графическое обозначе-
ние аттестованного (среднего) значения анали-
зируемого показателя в компоненте  контроля 
стандартного образца (центральная линия), 

Таблица 3. Содержание активатора прекалликреина в компонентах ОСО 42-28-445 «Набор для определения содержания 
активатора прекалликреина»
Table 3. Prekallikrein activator content in the components of the IRS 42-28-445 “Kit for determination of prekallikrein activator 
content”

Наименование компонента
Component 

Содержание активатора прекалликреина, 
 / ±Sx, МЕ/мл (р = 0,95) (n = 18)

Prekallikrein activator content, 
/ ±Sx, IU/mL (р = 0.95) (n = 18)

Коэффициент 
вариации, %

Coefficient 
of variation, %кинетический тест

kinetic assay

тест по конечной 
точке

endpoint assay

среднее 
значение

mean value

для оценки содержания активатора пре-
калликреина
for prekallikrein activator determination

50,9±0,7 51,0±1,4 51,0±1,6 3,1

для контроля
(при восстановлении в 1,0 мл)
control (when reconstituted in 1.0 mL)

10,1±0,9 10,1±0,8 10,1±0,9 8,5

контроля
(при восстановлении в 2,0 мл)
control (when reconstituted in 2.0 mL)

6,0±0,3 6,0±0,2 6,0±0,3 4,2

Таблица 4. Содержание активатора прекалликреина в компонентах ОСО 42-28-446 «Набор для определения содержания 
активатора прекалликреина» (в комплекте с прекалликреином)
Table 4. Prekallikrein activator content in the components of the IRS 42-28-446 “Kit for determination of prekallikrein activator 
content” (supplied with prekallikrein)

Наименование компонента
Component 

Содержание активатора прекалликреина, 
 / ±Sx, МЕ/мл (р = 0,95) (n = 18)

Prekallikrein activator content, 
/ ±Sx, IU/mL (р = 0.95) (n = 18) Коэффициент 

вариации, %
Coefficient of variation, %кинетический 

тест
kinetic assay

тест 
по конечной точке

endpoint assay

среднее 
значение

mean value

для оценки содержания активатора 
прекалликреина
for prekallikrein activator determination

50,9±0,9 51,0±1,0 51,0±0,9 1,9

для контроля
(при восстановлении в 1,0 мл)
control (when reconstituted in 1.0 mL)

10,2±0,4 10,1±0,6 10,1±0,5 5,0

для контроля
(при восстановлении в 2,0 мл)
control (when reconstituted in 2.0 mL)

6,0±0,2 6,0±0,1 6,0±0,2 2,7
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а также линии, обозначающие контрольные 
границы на расстоянии ± двух (±2S ) и ± трех 
(±3S ) стандартных отклонений вверх и вниз 
от среднего значения.17Выход результатов 
за контрольные границы и оценка расположе-
ния на карте точек, соответствующих резуль-
татам испытаний, должны анализироваться: 
например, расположение девяти результатов 
выше или ниже средней линии или шести воз-
растающих или уменьшающихся результатов 
подряд может свидетельствовать о появлении 
систематических влияющих факторов, которые 
должны быть выявлены18.

На рисунках 1 и 2 представлены результа-
ты испытаний ЛП ИГЧ и ЛП АЧ по содержанию 
АПК с одновременным использованием компо-
нента контроля ОСО 42-28-445-2020 (серия  1) 
или ОСО 42-28-446-2020 (серия 1). Указанная 
на каждой контрольной карте центральная 

17 Там же.
18 ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Статистические методы. Контрольные карты. Часть 2. Контрольные карты Шухарта.

линия соответствует аттестованному значе-
нию содержания АПК в компоненте контроля 
для используемой серии СО, границы поля до-
пуска, соответствуют двум и трем стандартным 
отклонениям аттестованного значения АПК.

Анализ графиков, представленных на рисун-
ках 1А, 2А, с учетом используемых реагентов 
ПК различных производителей (точки с 1 по 4 — 
Hyphen Biomed, точки 5 и 6 — Coachrom; точка 
7 — ООО Фирма «Технология Стандарт», осталь-
ные точки — Enzym Research), и графиков, пред-
ставленных на рисунках 1В, 2В, с учетом исполь-
зуемых серий реагента ПК (точки 1–6 — одна 
серия, точки 7–9 — другая серия), позволяет 
сделать вывод об отсутствии влияния смены 
производителя реагента или серии реагента ПК 
на стабильность результатов анализа.

С 01.07.2021 в соответствии с Приказом 
Минздрава России от 20.03.2020 № 202 био-

Таблица 5. Оценка зависимости изменения оптической плотности или оптической плотности от концентрации активатора 
прекалликреина в компонентах стандартного образца для определения содержания активатора прекалликреина17

Table 5. Estimation of absorbance/change in absorbance as a function of prekallikrein activator concentration in the reference 
standard components for determination of prekallikrein activator content17

Наиме-
нование 

теста
Assay

Реагент 
прекалликреинаa

Prekallikrein 
reagenta

Уравнение
линейной регрессии

Linear regression equation

Коэффициент 
детерминации

Coefficient of 
determination

Параллелизм
Parallelism

Линейность
Linearity

Fтеор
Ftheor

Fэксп
Fexp

Fтеор
Ftheor

Fэксп
Fexp

Кинетиче-
ский тест
Kinetic 
assay

1 y=0,0021х+0,0016 0,9942 9,55 0,00 9,01 0,65

2 y=0,0012х+0,0007 0,9969 6,94 0,82 6,16 0,34

3 y=0,0005х+0,0002 0,9993 6,94 0,05 6,16 0,67

4 y=0,0004х+0,0003 0,9970 6,94 0,43 6,16 0,13

5 y=0,0017х+0,0039 0,9984 5,59 1,21 4,35 2,79

Тест по 
конечной 
точке
Endpoint 
assay

1 y=0,054х+0,1111 0,9902 9,55 0,00 9,01 0,65

2 y=0,0328х+0,0394 0,9912 6,94 0,09 6,16 0,40

3 y=0,0149х+0,0686 0,9975 9,55 0,00 9,28 0,18

4 y=0,0102х+0,0785 0,9986 6,94 0,74 6,16 0,30

5 y=0,0235х+0,0228 0,9929 5,32 0,26 3,84 2,58

a Использованы реагенты прекалликреина, производства: 1 — Calbiochem, EMD Millipore Corporation; 
2 — Enzyme Research Laboratories; 3 — Hyphen Biomed; 4 — CoaChrom Diagnostica; 5 — ООО Фирма «Технология-Стандарт».
a Prekallikrein reagents produced by: 1—Calbiochem, EMD Millipore Corporation; 2—Enzyme Research Laboratories; 3—Hyphen 
Biomed; 4—CoaChrom Diagnostica; 5—“Tekhnologiya-Standart” LLC.
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логические ОСО имеют статус Фармакопейных 
стандартных образцов (ФСО) Государственной 
фармакопеи Российской Федерации19. Рее-
стровый номер стандартного образца «На-
бор для определения содержания актива-
тора прекалликреина» ФСО  3.1.00445 (ОСО 
42-28-445); стандартного образца «Набор 
для определения содержания активатора пре-

19 Приказ Минздрава России от 20.03.2020 № 202 «О Метрологической службе Министерства здравоохранения Россий-
ской Федерации в сфере обращения лекарственных средств для медицинского применения» (вместе с «Положением 
о Метрологической службе Министерства здравоохранения Российской Федерации в сфере обращения лекарственных 
средств для медицинского применения»). http://www.regmed.ru/content/page/SPhRS_docs

калликреина» (в комплекте с прекалликреи-
ном) ФСО 3.1.00446 (ОСО 42-28-446).

Заключение
Использование метода добавления высо-

коочищенного реагента ß-фрагмента фактора 
Хагемана в 20% раствор альбумина человека 
позволило разработать новый двухкомпо-

Рис. 2. Контрольная карта для оценки стабильности аналитической работы в испытаниях по показателю «Активатор пре-
калликреина» с использованием компонента контроля ОСО 42-28-445-2020 (А) и ОСО 42-28-446-2020 (В), восстановленного 
в 2,0 мл воды очищенной. +3S и +2S — верхние контрольные границы; -3S и -2S — нижние контрольные границы, CL — цен-
тральная линия.

Fig. 2. Control chart for assessing the analytical process consistency in terms of the “Prekallikrein activator” test parameter, using 
the control components of the IRS 42-28-445-2020 (А) and IRS 42-28-446-2020 (B), reconstituted in 2.0 mL of purified water. +3S 
and +2S—upper control limits; -3S and -2S—lower control limits, CL—centre line.

BА

Рис. 1. Контрольная карта для оценки стабильности процесса испытаний по показателю «Активатор прекалликреина» с ис-
пользованием компонента контроля ОСО 42-28-445-2020 (А) и ОСО 42-28-446-2020 (В), восстановленного в 1,0 мл воды 
очищенной. +3S и +2S — верхние контрольные границы; -3S и -2S — нижние контрольные границы, CL — центральная линия.

Fig. 1. Control chart for assessing the analytical process consistency in terms of the “Prekallikrein activator” test parameter, us-
ing the control components of the IRS 42-28-445-2020 (А) and IRS 42-28-446-2020 (B), reconstituted in 1.0 mL of purified water. 
+3S and +2S—upper control limits; -3S and -2S—lower control limits, CL—centre line.

BА

http://www.regmed.ru/content/page/SPhRS_docs
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нентный СО «Набор для определения содер-
жания активатора прекалликреина» с регла-
ментированным содержанием активатора 
 прекалликреина более 35 МЕ/мл в компоненте 
для оценки содержания АПК и менее 35 МЕ/
мл в компоненте контроля и усовершенство-
вать процедуру контроля качества препа-
ратов из плазмы крови человека по содер-
жанию АПК. Предложены две комплектации 
СО, одна из которых может использоваться 
с любым реагентом ПК (ФСО  3.1.00445 (ОСО 
42-28-445)), вторая — с реагентом ПК, входя-
щим в состав комплекта (ФСО 3.1.00446 (ОСО 
42-28-446)). Аттестованное значение содер-
жания активатора прекалликреина составило: 
в компоненте для оценки содержания актива-
тора прекалликреина — 51  МЕ; в компонен-
те контроля ФСО  3.1.00445 (ОСО 42-28-445) 
при восстановлении в 1,0 мл воды очищен-

ной  —  8,3–11,9 МЕ/ мл, при восстановлении 
в 2,0 мл воды очищенной — 5,4–6,6 МЕ/  мл; 
в компоненте контроля ФСО  3.1.00446 (ОСО 
42-28-446) — 9,1–11,1 и 5,6–6,4 МЕ/мл соот-
ветственно. Указанная на каждой контроль-
ной карте центральная линия соответствует 
аттестованному значению содержания АПК 
в компоненте контроля для используемой се-
рии СО, границы поля допуска соответствуют 
двум и трем стандартным отклонениям атте-
стованного значения АПК.

Построение контрольных карт Шухарта 
для результата анализа СО для определения 
содержания АПК может быть использовано 
для оценки стабильности аналитической рабо-
ты при проведении испытаний лекарственных 
препаратов иммуноглобулинов и альбумина че-
ловека по показателю качества «Активатор пре-
калликреина».
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Резюме В настоящее время при лечении рассеянного склероза доказана эффективность препара-
тов интерферона бета. Одним из важнейших показателей качества, отражающих эффек-
тивность и безопасность лекарственных препаратов интерферона бета, является специ-
фическая противовирусная активность. Для определения активности интерферона бета 
используют биологический метод, который может давать ошибку конечного результата 
за счет неопределенностей системы, вносящих свой вклад в общую погрешность. В связи 
с тем что точность оценки величины специфической активности позволяет гарантировать 
необходимую терапевтическую дозу препарата, особую актуальность приобретает стан-
дартизация и валидация метода определения данного показателя. Цель работы: вали-
дация методики определения специфической активности препаратов интерферона бета 
человеческого рекомбинантного на примере препарата Инфибета® с использованием 
различных сочетаний клетка/вирус. Материалы и методы: в исследовании использова-
ли клетки WISH, Vero, A-549, MDBK в комбинации с вирусом энцефаломиокардита мышей. 
Испытания проводили биологическим методом, основанным на способности интерферо-
на подавлять цитопатическое действие вируса в культуре клеток. Учет результатов осу-
ществляли с использованием методов математической статистики и пакета программ 
GraphPadPrism, Statisticа 2/0. Результаты: представлены данные сравнительного анализа 
результатов определения специфической активности препарата Инфибета® (интерферон 
бета-1b) с использованием различных сочетаний клетка/вирус. Сравнение результатов 
проводили по характеристикам графика зависимости «доза–эффект». Показано, что все 
испытанные клеточные линии пригодны для постановки методики определения актив-
ности интерферона бета биологическим методом. Однако наилучшие результаты полу-
чены с использованием клеток A-549, WISH в сочетании с вирусом энцефаломиокардита 
мышей. На указанных системах клетка/вирус провели определение валидационных ха-
рактеристик: специфичность, линейность, прецизионность, робастность. Выводы: валиди-
рована методика, позволяющая измерять специфическую активность интерферона бета 
в диапазоне 4,8–11,2 МЕ/мл с удовлетворительной точностью, что гарантирует получение 
 достоверных результатов анализа. Показана устойчивость методики и ее внутри- и меж-
лабораторная воспроизводимость.
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interferon beta (Infibeta®) using various 
cell/ virus combinations
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Russian Federation
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 Lidiya A. Gaiderova; gaiderova@expmed.ru

Abstract Interferon beta preparations have demonstrated efficacy in the treatment of multiple sclerosis. 
One of the most important quality attributes that support efficacy and safety of interferon beta 
preparations is specific antiviral activity. Interferon beta activity is determined by the biolog-
ical test method which can lead to an erroneous final result due to the system uncertainties 
that contribute to the overall uncertainty. Accurate assessment of specific activity plays an 
important role in adequate determination of the product’s therapeutic dose, therefore the test 
method standardisation and validation are of particular relevance. The aim of the study was to 
validate a test procedure for assessing specific activity of human recombinant interferon beta 
preparations, using various cell/virus combinations, as illustrated by the example of Infibeta®. 
Materials and methods: WISH, Vero, A-549, and MDBK cells in combination with mouse enceph-
alomyocarditis virus were used in the study. The testing was performed using the biological 
test method based on the interferon ability to suppress virus-induced cytopathic effects in cell 
cultures. The results were processed using methods of mathematical statistics and the Graph-
PadPrism, Statistical 2/0 software package. Results: the paper compares the results of specific 
activity determination of Infibeta® (interferon beta-1b) using various cell/virus combinations. 
The dose-response curves were used to compare the test results. It was demonstrated that all 
the tested cell lines could be used in the biological test procedure for determination of inter-
feron beta specific activity. However, the best results were obtained with A-549, WISH cells 
in combination with mouse encephalomyocarditis virus. The following validation characteris-
tics were determined in the cell/virus systems: specificity, linearity, precision, and robustness. 
Conclusions: the study validated the test procedure that enables measurement of interferon 
beta specific activity in the range of 4.8–11.2 IU/mL at a satisfactory accuracy level, which 
 guarantees reliable test results. The study demonstrated robustness, intermediate precision, 
and reproducibility of the test procedure.

Key words: interferon beta; specific activity; cell cultures; virus; dose—response curve; validation; accept-
ance criteria; assessment of validation parameters
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1 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0002.15 Биологические методы испытания препаратов интерферона с использовани-
ем культур клеток. Государственная фармакопея Российской Федерации XIV изд. Т. 2; 2018.

Введение
Одной из сложнейших комплексных и гло-

бальных медико-социальных проблем, суще-
ствующих как в Российской Федерации, так 
и во всем мире, считается проблема диагности-
ки и лечения рассеянного склероза (РС). Рас-
сеянный склероз  — хроническое заболевание 
центральной нервной системы (ЦНС), в осно-
ве патогенеза которого лежат иммунные ме-
ханизмы повреждения миелиновой оболочки 
с последующим присоединением атрофических 
процессов. Терапия РС имеет большое социаль-
но-экономическое значение в связи с большим 
распространением заболевания среди лиц мо-
лодого и трудоспособного возраста, у которых 
оно вызывает ограничение или потерю трудо-
способности вследствие нарастания необрати-
мого поражения ЦНС [1].

Учитывая ведущую роль в РС иммунологи-
ческих нарушений, основным подходом к се-
лективной иммунокоррекции при рассеянном 
склерозе является направленное воздействие 
на избыточную продукцию активирующих ци-
токинов и стимуляцию выработки in vivo про-
воспалительных цитокинов. К препаратам, ос-
новным действием которых является влияние 
на продукцию цитокинов, относятся препараты 
интерферона бета (ИФН бета), доказавшие кли-
ническую эффективность в ходе многоцентро-
вых клинических исследований двойным сле-
пым методом [2, 3]. Точный механизм действия 
интерферонов при PC неизвестен. Считается, 
что ИФН бета снижает продукцию провоспа-
лительных цитокинов — ФНО-α и интерферона 
гамма, замедляет пролиферацию Т-клеток, сти-
мулирует выработку противовоспалительных 
цитокинов IL-10 и трансформирующего факто-
ра роста бета-1, снижает экспрессию молекул 
гистосовместимости II класса и молекул адге-
зии, тем самым уменьшая антиген-представле-
ние в ЦНС и проницаемость гематоэнцефали-
ческого барьера [4].

В клинической практике в качестве первой 
линии терапии при рассеянном склерозе в Рос-
сийской Федерации применяют рекомбинант-
ные формы ИФН бета: ИФН бета-1a и ИФН бе-
та-1b [2, 5].

Наиболее известны и используются для лече-
ния РС препараты на основе ИФН бета-1b: рефе-
рентный препарат Бетаферон® и его отечествен-
ный биоаналог Инфибета®. Опыт применения 
этих препаратов показал значительное сниже-
ние числа обострений, более легкое их течение, 
снижение по данным магнитно-резонансной 
томографии общей площади очагов воспаления 
[6]. Кроме того, показано, что при использова-
нии препарата Инфибета® частота и выражен-
ность основных клинических побочных реакций 
была значимо ниже, чем у других препаратов 
ИФН бета, применяемых в высоких дозах [7, 8].

Одним из важнейших показателей качества, 
отражающих эффективность и безопасность 
лекарственных препаратов ИФН бета, является 
специфическая активность. Для определения ак-
тивности ИФН бета используют биологический 
метод, в основе которого — подавление цито-
патического действия вирусов в чувствительных 
культурах клеток1. Использование в процедуре 
биологических объектов, особо чувствительных 
к изменению внешних условий, способствует 
большой вариабельности результатов опреде-
ления по сравнению с химическими методами. 
Тем не менее биологические методы должны 
отвечать соответствующим стандартам точно-
сти и надежности, так как объективная инфор-
мация о величине специфической активности, 
точность ее оценки позволяет обеспечить дозу 
препарата, гарантирующую необходимый те-
рапевтический эффект. Таким образом, точное 
определение специфической активности важно 
для обеспечения эффективности и безопасно-
сти применения препаратов ИНФ бета, в связи 
с чем особую  актуальность приобретает стан-
дартизация и валидация метода определения 
данного показателя.

Цель работы — валидация методики опре-
деления специфической активности препара-
тов ИФН бета человеческого рекомбинантного 
на примере препарата Инфибета® с использо-
ванием различных сочетаний клетка/вирус.

Для достижения поставленной цели были 
сформулированы следующие задачи: выбор 
красителя для проведения анализа; выбор наи-
более подходящей для постановки методики 

https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-1-60-79
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-1-60-79
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системы клетка/вирус на основе сравнительно-
го анализа результатов определения специфи-
ческой активности ИФН бета; определение ва-
лидационных характеристик методики.

Материалы и методы
Для проведения исследований были исполь-

зованы следующие основные материалы:
 – Инфибета®, лиофилизат для приготовле-
ния раствора для подкожного введения, 
9,6 млн МЕ (АО «ГЕНЕРИУМ», Россия);

 – Бетаферон®, лиофилизат для приготовления 
раствора для подкожного введения, 9,6 млн 
МЕ (Байер Фарма АГ, Германия);

 – международный стандартный образец ИФН 
бета Working standard interferon beta ser17 
mutein, human rDNA derived (NIBSC code: 
00/574) (МСО);

 – стандартный образец, аттестованный относи-
тельно международного стандартного образ-
ца (СО);

 – среда минимальная с L-глутамином 
и NEAA (МЕМ) (Invitrogen-GIBCO, США, кат. № 
32561029);

 – натрия бикарбонат (Sigma-Aldrich, кат. № 
S8875);

 – пенициллин-стрептомицин, 100-кратный лио-
филизированный (ООО НПП «ПанЭко», Россия, 
кат. № А065);

 – трипсин-ЭДТА (10×) (Lonza, Швейцария, кат. № 
BE17-160E);

 – эмбриональная бычья сыворотка (HyClone®, 
США, кат. № SV 30160);

 – диметилсульфоксид (ДМСО) (Sigma-Aldrich, 
кат. № 472301);

 – 0,4% раствор трипанового синего (Sigma-
Aldrich, кат. № T8154);

 – кристаллический фиолетовый (Merck, Герма-
ния, кат. № 1.15940.0025);

 – набор для оценки пролиферации клеток ХТТ 
(реактив ХТТ), включающий раствор соли 
тетразолия ХТТ и реагент для активации 
(PanReac, AppliСhem, кат. № A8088, или Roche, 
Merck, Sigma-Aldrich, кат. № 11465015001, 
или ATCC, кат. № 30-1011К);

 – клеточные линии, чувствительные к интерфе-
рону: линия клеток амниона человека WISH 
(АТСС® ССL-25™); линия клеток карциномы 
протока легкого A-549 (ATCC® CCL-185™); ли-
ния клеток почки африканской зеленой мар-
тышки Vero (ATCC® CCL-81™); линия клеток 
почки крупного рогатого скота MDBK (коллек-
ция ФБНУ ГНЦ ВБ «Вектор», ATCC® CCL 22™; 

2 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0002.15 Биологические методы испытания препаратов интерферона с использовани-
ем культур клеток. Государственная фармакопея Российской Федерации XIV изд. Т. 2; 2018.

ЕССАСС 90050801; РККК; колл. шифр № 110);
 – индикаторный вирус энцефаломиокардита 
мышей (вирус ЕМСV) (ATCC® VR-1762™);

 – планшеты 96-луночные (Corning, США, кат. 
№ 3599).
Определение специфической активности 

проводили биологическим методом, который 
основан на способности ИФН бета-1b подавлять 
цитопатическое действие индикаторного вируса 
на культуре клеток, чувствительных к интерфе-
рону, в сравнении со стандартным образцом2.

Получение рабочей суспензии клеток
Клеточные линии культивировали в росто-

вой среде МЕМ c добавлением 10% инактиви-
рованной эмбриональной бычьей сыворотки, 
1–1,5 г/л натрия бикарбоната для поддержа-
ния рН в стандартных условиях: температура 
37±1  °С, содержание углекислого газа в атмос-
фере инкубатора 5,0±0,5%. Пересев клеток 
осуществляли 3 раза в неделю до посевной 
плотности не более 0,2 млн клеток/мл и жиз-
неспособности не менее 85%. Перед анализом 
активности ИФН бета культуральные флаконы 
с клетками просматривали под микроскопом 
и отбирали культуры в логарифмической фазе 
роста с активно делящимися жизнеспособными 
клетками, сформировавшими монослой на вну-
тренней поверхности флакона.

Из флакона удаляли ростовую среду и добав-
ляли 1,0–2,0 мл 0,25% раствора Трипсин-ЭДТА, 
равномерно распределяли его по поверхности 
клеток покачиванием и выдерживали в тече-
ние 5–10  мин, контролируя отслоение клеток 
под микроскопом, затем вносили 6–8  мл ро-
стовой среды, переносили содержимое в цен-
трифужную пробирку и отмывали от остатков 
трипсина центрифугированием при 125  g в те-
чение 5 мин. Клетки ресуспендировали в 10 мл 
ростовой среды и определяли количество жиз-
неспособных.

Определение титра вируса
За титр вируса принимали величину, обрат-

ную разведению, в котором поражение клеточ-
ного монослоя в лунках составляет 50%. Титр 
вируса определяли для каждой серии исследу-
емого вируса, его величина составляла не менее 
105 ТЦД50 (тканевая цитопатическая доза, вызы-
вающая гибель 50% клеток).

Для определения титра вируса клетки в состо-
янии монослоя с конфлюэнтностью 80–90% ин-
фицировали разведениями вирусной суспензии 
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от 10-2 до 10-10 в поддерживающей среде (сре-
да МЕМ c добавлением 2% инактивированной 
эмбриональной бычьей сыворотки и 1,0–1,5 г/л 
натрия бикарбоната). С помощью окрашивания 
солями тетразолия определяли наибольшее раз-
ведение вируса, соответствующее ТЦД50. Прово-
дили спектрофотометрию окрашенных клеток 
в лунках планшета при длине волны 450–500 нм 
с референсом 650–690 нм относительно воздуха. 
По результатам измерений строили кривую ти-
трования, отражающую зависимость количества 
живых клеток (ось ординат) от десятичного лога-
рифма фактора разведения вируса (ось абсцисс). 
Определяли значение десятичного логарифма 
разведения, соответствующего 50% выживанию 
клеток в лунках, с использованием статистиче-
ской программы GraphPadPrism. Для определе-
ния цитопатического действия вируса на клетку 
использовали дозу вируса 100 ТЦД50. За титр 
(активность) вирусной суспензии принимали ве-
личину, обратную десятичному логарифму раз-
ведения (lg EС50).

Проведение анализа специфической активности 
интерферона бета

Испытание для каждого образца проводили 
в трех независимых повторностях, используя 
индивидуальный планшет. Готовили последо-
вательные двукратные разведения образцов 
испытуемых препаратов ИФН бета и стандарт-
ного образца в поддерживающей среде начиная 
с 150 МЕ/мл и вносили в 96-луночный планшет 
со сформированным клеточным монослоем, ис-
пользуя по 4 лунки на каждое разведение. После 
24 ч инкубации в лунки планшета, содержащие 
двукратные разведения стандартного и испы-
туемого образцов, вносили по 50  мкл вирус-
ной суспензии в дозе 100 ТЦД50. Одновременно 
с внесением вирусной суспензии осуществля-
ли контроль дозы вируса — вносили по 50 мкл 
10-кратных разведений вирусной суспензии 
начиная с разведения 100 ТЦД50 до разведения 
0,1 ТЦД50 с 10-кратным шагом.

Планшеты инкубировали в стандартных усло-
виях в течение 48±3 ч, до появления признаков 
цитопатических изменений в клеточном монос-
лое с индикаторным вирусом в дозе 1  ТЦД50. 
Клеточный монослой в лунках с вирусом в дозе 
0,1  ТЦД50 должен соответствовать состоянию 
клеток в контрольных лунках (контроль под ми-
кроскопом). Окрашивание проводили кристал-
лическим фиолетовым или реактивом ХТТ.

Учет и оценка результатов
Планшеты помещали в планшетный спектро-

фотометр и определяли оптическую плотность 

содержимого каждой лунки при длине волны 
450–500  нм с референсом 650–690  нм относи-
тельно воздуха. Расчет специфической активно-
сти проводили с использованием пакета стати-
стических программ GraphPadPrism. Результаты 
получали после введения в программу значений 
оптической плотности для каждой лунки и по-
строения четырехпараметрической дозозави-
симой кривой. С этой целью в программе выби-
рали тип анализа XY tables, при котором каждая 
точка определяется двумя координатами (XY ). 
Для каждой точки вводили значения четырех 
повторов (по числу лунок). В появившейся та-
блице для значений Х вводили активность пре-
парата в МЕ/мл. Для значений Y вводили опти-
ческие плотности содержимого лунок. Оценку 
результатов проводили с помощью нелинейного 
регрессионного анализа с построением сигмо-
идальных дозозависимых кривых и использова-
нием четырехпараметрической статистической 
модели.

При расчете активности ИФН бета-1b по сиг-
моидальным кривым разведений испытуемого 
и стандартного образцов должны соблюдаться 
следующие условия: полученные величины оп-
тических плотностей разведений испытуемого 
и стандартного образцов должны находить-
ся в диапазоне между значениями оптических 
плотностей контрольных лунок.

При расчетах результатов использовали ме-
тоды математической статистики и пакет про-
грамм GraphPadPrism, Statisticа 2/0.

Коэффициент детерминации (R2) — характе-
ризует степень зависимости между регрессион-
ной моделью и исходными данными. R2 вычис-
ляли по формуле (1): 

  (1)

где  и  — индивидуальные значения незави-
симой и зависимой переменных соответственно, 
а  и  — средние значения тех же переменных.

Результаты и обсуждение
Выбор красителя для проведения анализа

Обычно при инструментальном учете ре-
зультатов определения специфической актив-
ности ИФН бета для окраски жизнеспособных 
клеток, не подвергшихся цитопатическому 
действию вируса, используют различные кра-
сители: кристаллический фиолетовый, МТТ, 
ХТТ и др. [9–11].

На первом этапе исследований испытывали 
комбинацию А-549/EMCV. При этом для окраши-
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вания был использован кристаллический фио-
летовый и испытаны разные режимы инкубации 
с красителем от 5 до 15 мин. Результаты пред-
ставлены на рисунке 1.

Значение коэффициента детерминации (R2), 
рассчитанное по полученным эксперимен-
тальным данным при всех режимах инкубации, 
не удовлетворяет критериям приемлемости 
для биологических методов (R2 ≤ 85). Кроме того, 
относительная разница между оптической плот-
ностью лунок с живыми (наибольшая концентра-
ция ИФН бета) и мертвыми (наименьшая кон-
центрация ИФН бета) клетками не превышает 
0,5 о.е., что также неприемлемо. При таких зна-
чениях критериев метод не позволяет получать 
точные и воспроизводимые результаты и нужда-
ется в доработке.

Для снижения гетерогенности результа-
тов и уменьшения разброса между 4 повто-
рами кристаллический фиолетовый заменили 
на краситель ХТТ. Использование этого краси-
теля основано на восстановлении формазана 
в присутствии акцептора электронов (актива-
тора) и при участии митохондрий живых клеток 
до окрашенного комплекса оранжевого цвета. 
Основное преимущество его применения в ви-
русологическом тесте — возможность проводить 
процедуру с монослоем живых клеток, когда 
не требуются дополнительные этапы промывки, 
фиксации и просушки монослоя клеток, при-
водящие к его частичному отслоению и смыву 
клеток, что, в конечном итоге, приводит к иска-
жению результатов анализа.

Испытание красителя ХТТ проводили на си-
стеме А-549/EMСV. Были получены результаты, 

удовлетворяющие критериям приемлемости, 
а именно: результаты подчиняются 4-параме-
трической сигмоидальной зависимости (рис.  2), 
позволяющей произвести корректные расчеты 
параметров; значение R2 — не менее 0,85.

Последующие исследования проводили 
с применением красителя ХТТ.

Сравнительное определение специфической 
активности препаратов Инфибета® 
и Бетаферон®

Предварительную оценку результатов опре-
деления специфической активности препарата 
Инфибета® проводили по сравнению с рефе-
рентным препаратом Бетаферон®. В испытаниях 
использовали три серии препарата Инфибета® 
и три серии препарата Бетаферон® на четырех 
клеточных линиях в сочетании с вирусом EMC. 
Полученные результаты (табл.  1, рис.  3) позво-
ляют сделать вывод о сопоставимости лекар-
ственных препаратов Инфибета® и Бетаферон® 
по показателю «Специфическая активность». 
Значения специфической активности в процен-
тах получены путем вычисления отношения 
полумаксимальной эффективной концентрации 
(ЕС50) стандартного образца к полумаксималь-
ной эффективной концентрации (ЕС50) испытуе-
мого образца, умноженному на 100%.

Сравнительный анализ результатов 
 определения специфической активности 
 интерферона бета с использованием различных 
систем клетка/вирус

На втором этапе исследований, зада-
чей которого был выбор для определения 

Parameter 15 min 10 min 5 min

R2 0,8628 0,8449 0,7771

EC50 1,244 0,9195 0,2355

Рис. 1. Кривые зависимости «доза–эффект» при определении активности препарата Инфибета® в системе А-549/EMCV при 
окрашивании кристаллическим фиолетовым и разных режимах инкубации.  5,  10,  15 мин (min). Ось Y — оптиче-
ская плотность (OD570). Ось Х — десятичный логарифм концентрации образца Инфибета®, [МЕ/мл]. ЕС50 — полумаксимальная 
эффективная концентрация; R2 — коэффициент детерминации.

Fig. 1. Dose–response curves for determination of Infibeta® activity in the A-549/EMCV system after staining with crystal violet 
and using different incubation modes.  5,  10,  15 minutes (min). Y-axis—optical density (OD570). X-axis—decimal logarithm 
of Infibeta® sample concentration, [IU/mL]. EC50—half maximal effective concentration; R2—coefficient of determination.
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 специфической активности оптимальной 
 биологической системы клетка/вирус, прове-
ли  испытания с  использованием клеточных ли-
ний WISH, A-549, Vero и MDBK в комбинации 
с вирусом ЕМСV. Сравнение результатов (табл. 2, 
рис. 4) проводили по характеристикам графика 
зависимости «доза–эффект» (наличие линейно-
го участка, коэффициент детерминации, значе-
ние 50% эффективной дозы ЕС50).

Оптимальной для математического расче-
та параметров является такая кривая зависи-
мости «доза–эффект», в которой 4 точки рас-
полагаются на верхнем плато (клетки живые), 
4 точки — на перегибе (начали умирать, но еще 
проявляется защитное действие ИФН бета) 
и 4 точки — на нижнем плато (клетки мертвые, 
вирус полностью поразил клетки монослоя). 
Имеет значение и наклон кривой: наиболее 
приемлем наклон около 45 градусов, чем боль-
ше градус и круче кривая — тем больше вели-

чина ошибки. Расположение точек на слишком 
пологой кривой также может привести к зна-
чительной погрешности при расчетах. Следует 
подобрать такую систему клетка/вирус, которая 
будет отвечать указанным требованиям.

Как видно из представленных данных, во всех 
изученных вариантах кривая «доза–эффект» 
имеет сигмоидную форму с выраженным линей-
ным участком; в большинстве случаев соблю-
дается и второе условие (4 точки на перегибе, 
4 точки на плато). Таким образом, из приведен-
ных результатов можно сделать вывод о пригод-
ности клеточных линий WISH, Vero, A-549, MDBK 
в комбинации с вирусом энцефаломиокардита 
мышей для постановки методики определения 
активности ИФН бета биологическим методом. 
Однако следует иметь в виду и некоторые осо-
бенности каждой из испытанных систем.

При использовании клеток линии Vero (рис. 5) 
кривая вышеуказанной зависимости часто  имеет 

Таблица 1. Результаты сравнения специфической активности препаратов Инфибета® и Бетаферон® на различных линиях клеток
Table 1. Results of comparison of Infibeta® and Betaferon® specific activities in different cell lines

Линия клеток
Cell line

Отношение активности препарата Инфибета® 
к активности препарата Бетаферон®, %

Ratio of Infibeta®and Betaferon® specific activities, %

WISH 88,0

MDBK 95,6

A-549 94,3

Vero 100,2

Parameter RS Infibeta®

R2 0,9744 0,9874

EC50 11,40 12,23

Рис. 2. Кривая зависимости «доза–эффект» при определении активности препарата Инфибета® в системе А-549/EMCV с ис-
пользованием реактива ХТТ.  стандартный образец (RS);  испытуемый образец Инфибета® (Infibeta®). Ось Y — разница 
между значениями оптической плотности, измеренной при длинах волн 475 и 660 нм (OD475–660). Ось Х — десятичный лога-
рифм разведения стандартного и испытуемого образцов, [МЕ/мл]. ЕС50 — полумаксимальная эффективная концентрация; 
R2 — коэффициент детерминации.

Fig. 2. Dose–response curve for determination of Infibeta® activity in the A-549/EMCV system using the XTT reagent.  reference 
standard (RS);  Infibeta® test sample. Y-axis—difference between the optical density values measured at 475 nm and 660 nm 
(OD475–660). X-axis—decimal logarithm of the reference standard and test sample dilution, [IU/mL]. EC50—half maximal effective 
concentration; R2—coefficient of determination.



67

Lebedeva Yu.N., Litvinova N.A., Lobanova T.N., Shukurov R.R., Khamitov R.A., Gaiderova L.A.
Validation of a test procedure for determination of specific activity of human recombinant interferon beta (Infibeta®) using ...

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2022, V. 22, No. 1

Parameter Betaferon® Infibeta®

R2 0,9621 0,9616

EC50 13,97 11,96

  

А

  

B

  

C

  

D

Рис. 3. Кривые «доза–эффект» при сравнительном определении противовирусной активности препаратов Инфибета® 
и Бетаферон® на различных культурах клеток (А — MDBK, B — WISH, C — A-549, D — Vero) в комбинации с вирусом ЕМСV. 

 стандартный образец Бетаферон® (Betaferon®);  испытуемый образец Инфибета® (Infibeta®). Ось Y — разница значе-
ний оптической плотности, измеренной при длинах волн 475 и 660 нм (OD475–660). Ось Х — десятичный логарифм разведения 
стандартного и испытуемого образцов, [МЕ/мл]. ЕС50 — полумаксимальная эффективная концентрация. R2 — коэффициент 
детерминации.

Fig. 3. Dose–response curves for comparison of Infibeta® and Betaferon® antiviral activities in different cell cultures (A—MDBK, 
B—WISH, C—A-549, D—Vero) combined with EMCV.  Betaferon® reference standard;  Infibeta® test sample. Y-axis—difference 
between the optical density values measured at 475 nm and 660 nm (OD475–660). X-axis—decimal logarithm of the reference stand-
ard and test sample dilution, [IU/mL]. EC50—half maximal effective concentration; R2—coefficient of determination.

Parameter Betaferon® Infibeta®

R2 0,9488 0,9482

EC50 11,79 10,64

Parameter Betaferon® Infibeta®

R2 0,9714 0,9730

EC50 9,346 10,47

Parameter Betaferon® Infibeta®

R2 0,9945 0,9925

EC50 13,92 12,59
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Таблица 2. Определение специфической активности препарата Инфибета® на различных культурах клеток с вирусом ЕМСV
Table 2. Determination of Infibeta® specific activity in different cell cultures with the EMCV virus

Наименование образца
Sample 

Значение специфической активности при использовании клеточной линии
Specific activity in the cell line Среднее, %

Mean, %
MDBK WISH A-549 Vero

Инфибета® 1
Infibeta® 1

121,6 100,0 102,8 94,5 102,9 105,8 102,4 100,2 104,6

Инфибета® 2
Infibeta® 2

87,7 89,3 91,7 88,7 93,8 91,2 94,8 90,1 90,4

Примечание. Указан % от номинального значения активности стандартного образца.
Note. The table gives the percentage of the assigned activity of the reference standard.

Parameter WISH Vero

R2 0,9914 0,9729

EC50 12,75 2,713

Parameter A-549 MDBK

R2 0,9706 0,9429

EC50 18,02 3,146

Рис. 4. Кривые зависимости «доза–эффект» при определении специфической активности препарата Инфибета® на различ-
ных культурах клеток в комбинации с вирусом ЕМСV. А:  WISH,  Vero; B:  A-549,  MDBK. Ось Y — разница значений 
оптической плотности, измеренной при длинах волн 475 и 660 нм (OD475–660). Ось Х — десятичный логарифм разведения 
стандартного и испытуемого образцов, [МЕ/мл]. ЕС50 — полумаксимальная эффективная концентрация. R2 — коэффициент 
детерминации.

Fig. 4. Dose–response curves for determination of Infibeta® specific activity in different cell cultures combined with EMCV. 
А:   WISH,  Vero; B:  A-549,  MDBK. Y-axis—difference between the optical density values measured at 475 nm and 660 
nm (OD475–660). X-axis—decimal logarithm of the reference standard and test sample dilution, [IU/mL]. EC50—half maximal effective 
concentration; R2—coefficient of determination.
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очень крутой наклон, ярко выраженное верхнее 
и нижнее плато, в результате при расчете ЕС50 
может возникнуть погрешность.

При использовании клеточной линии MDBK 
(рис.  6) кривая зависимости, наоборот, име-
ет слишком пологую форму, верхнее и нижнее 
плато выражены неявно, что может привести 
к увеличению погрешности при расчете. Следу-
ет отметить также, что именно при проведении 
исследований на клеточных культурах MDBK 
и Vero наблюдался наибольший разброс данных.

При работе с клетками WISH следует иметь 
в виду, что по указанной в паспорте информа-
ции эта линия клеток неоднородна по составу 
и при неблагоприятных условиях может переро-
ждаться в фибробластоподобные клетки. В силу 
этого обстоятельства манипуляции с данной 
клеточной линией требуют особого внимания: 
следует не допускать достижения высоких кон-
центраций клеток в монослое и своевременно 
их пересевать. Однако при правильном исполь-
зовании эта культура позволяет получать очень 

Parameter RS Infibeta®

R2 0,9943 0,9956

EC50 16,62 15,76

Рис. 5. Вид сигмоидной кривой при определении специфической активности препарата Инфибета® на культуре клеток Vero 
в комбинации с вирусом ЕМСV.  стандартный образец (RS);  испытуемый образец Инфибета® (Infibeta®). Ось Y — раз-
ница значений оптической плотности, измеренной при длинах волн 475 и 660 нм (OD475–660). Ось Х — десятичный логарифм 
разведения стандартного и испытуемого образцов, [МЕ/мл]. ЕС50 — полумаксимальная эффективная концентрация. R2 — ко-
эффициент детерминации.

Fig. 5. Sigmoid curve for determination of Infibeta® specific activity in Vero cell culture combined with EMCV.  reference 
standard (RS);  Infibeta® test sample. Y-axis—difference between the optical density values measured at 475 nm and 660 nm 
(OD475–660). X-axis—decimal logarithm of the reference standard and test sample dilution, [IU/mL]. EC50—half maximal effective 
concentration; R2—coefficient of determination.

Рис. 6. Вид сигмоидной кривой при определении специфической активности препарата Инфибета® на культуре клеток 
MDBK в комбинации с вирусом ЕМСV.  стандартный образец (RS);  испытуемый образец Инфибета® (Infibeta®). Ось Y — 
разница значений оптической плотности, измеренной при длинах волн 475 и 660 нм (OD475–660). Ось Х — десятичный лога-
рифм разведения стандартного и испытуемого образца, [МЕ/мл]. ЕС50 — полумаксимальная эффективная концентрация. 
R2 — коэффициент детерминации.

Fig. 6. Sigmoid curve for determination of Infibeta® specific activity in MDBK cell culture combined with EMCV.  reference 
standard (RS);  Infibeta® test sample. Y-axis—difference between the optical density values measured at 475 nm and 660 nm 
(OD475–660). X-axis—decimal logarithm of the reference standard and test sample dilution, [IU/mL]. EC50—half maximal effective 
concentration; R2—coefficient of determination.

Parameter RS Infibeta®

R2 0,9485 0,9623

EC50 4,936 4,446
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четкие и воспроизводимые данные, наклон кри-
вой зависимости величины оптической плотно-
сти от концентрации интерферона обеспечивает 
правильный расчет ЕС50.

Итак, сравнительное изучение особенностей 
определения специфической активности препа-
рата Инфибета® в различных культурах клеток 
показало, что все испытанные комбинации клет-
ка/вирус пригодны для определения указанного 
показателя. Однако с учетом особенностей из-
ученных вариантов можно заключить, что наи-
лучшие результаты получены с использованием 
клеток A-549, WISH в сочетании с вирусом EMCV.

Определение валидационных характеристик 
методики

Согласно современным  требованиям регуля-
торных документов локального и международ-
ного законодательства, в том числе Государ-
ственной фармакопеи Российской Федерации3 
и Международного совета по гар монизации 
технических требований к лекарственным 
средствам для медицинского применения 
(International Council for Harmonisation of 
Technical Requirements for Pharmaceuticals for 
Human Use, ICH)4, для подтверждения пригодно-
сти и адекватности метода для целевого приме-
нения обязательным этапом при фармацевтиче-
ской разработке продукта является валидация.

При определении специфической активности 
in vitro оценивают следующие характеристики: 
специфичность, точность, линейность, прецизи-
онность, устойчивость (робастность). В валида-
ционных испытаниях использовали следующие 
пары клетка/вирус: WISH/ЕМСV, А-549/ЕМСV, 
Vero/ЕМСV.

Специфичность
Для определения специфичности методики 

проведено сравнительное определение спец-
ифической активности препарата Инфибета® 
и белка другого класса (unknown protein, UP) 
с использованием двух клеточных линий (рис. 7). 
Количественный результат получен только 
для препарата ИФН бета, что подтверждает 
специфичность методики.

Точность
Правильность (точность) аналитического ме-

тода — степень, с которой сходятся результаты 
испытаний и истинные значения. В целях уста-
новления правильности и диапазона примене-

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

4 ICH Q2(R1) Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Guidance for Industry; 2005.

ния биологического метода испытуемые образ-
цы для валидации могут быть получены путем 
серии разведений МСО с целью оценки линей-
ности зависимости между известной и установ-
ленной относительной активностью.

Измеряли ЕC50 в смещенных диапазонах кон-
центраций Х (60, 80, 100, 125, 140, 200%) в трех 
независимых исследованиях для каждого тести-
руемого диапазона. Активность (А, %) в каждом 
эксперименте вычисляли по формуле (2):

  ,  (2)

где EC50 — полумаксимальная эффективная кон-
центрация.

Точность определения активности (R, %) вы-
числяли по формуле (3):
 , (3)

где AX полученное — активность препарата, получен-
ная экспериментально, AХ теоретическое — активность 
препарата теоретическая.

Установлены следующие критерии приемле-
мости: значение R для испытуемого раствора 
100% должно составлять 85–115%, для испыту-
емых растворов 80 и 125% — 80–125% (табл. 3).

Полученные значения R удовлетворяют уста-
новленным критериям приемлемости, что под-
тверждает заданную точность методики.

Сходимость
Для определения сходимости проводили 

6 параллельных анализов одним аналитиком 
в одних и тех же условиях. Предварительно оце-
нивали однородность выборки с использовани-
ем дисперсионного анализа (табл. 4).

Так как рассчитанные параметры (табл. 4) под-
тверждают однородность полученных результа-
тов, все значения выборки можно использовать 
для вычисления относительного стандартного 
отклонения. Рассчитанное по эксперименталь-
ным результатам значение RSD = 7,48% удовлет-
воряет критерию приемлемости (не более 15%). 
Методика дает удовлетворительную сходимость 
результатов.

В исследовании использованы клетки одно-
го пассажа и вирусный материал одной серии 
(табл. 5).

Воспроизводимость
Для оценки внутрилабораторной прецизи-

онности (воспроизводимости) методики прове-
дено определение специфической активности 
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в испытуемом образце (100%) двумя аналити-
ками (по 3 независимых исследования каждым) 
с использованием трех серий Инфибета® в оди-
наковых условиях (на одной суспензии клеток 
А-549 и на одной серии вирусного материала) 
(табл. 6).

Значение RSD для серии измерений каждого 
аналитика не превышает 15%. Значимые отличия 
между средними значениями специфической 
активности, полученными двумя  аналитиками, 
не выявлены (при уровне значимости Р = 0,95).

Полученные результаты удовлетворяют кри-
терию приемлемости, что подтверждает уста-
новленный уровень внутрилабораторной пре-
цизионности методики.

Проведена также оценка межлабораторной 
прецизионности по результатам, полученным 
в двух независимых лабораториях разными ана-
литиками на разном оборудовании и в разные 
дни (табл. 7, рис. 8, 9). С этой целью одни и те же 
серии препарата Инфибета® были проанализи-
рованы в трех повторностях с использованием 
СО, аттестованного относительно МСО, в каждой 
из лабораторий. На основании полученных ре-
зультатов рассчитаны величины стандартного 
отклонения и относительного стандартного от-
клонения.

Согласно методическим рекомендациям 
по проведению межлабораторных сличитель-
ных испытаний5 расчет проводили по Z-индексу 
по следующей формуле (4):

5  ГОСТ Р 50779.60-2017 Статистические методы при проверке квалификации посредством межлабораторных испытаний.

 Z = (x — X )/σ,  (4)

где х — результат лаборатории; Х — среднее зна-
чение между результатами, полученными в раз-
ных лабораториях; σ — стандартное отклонение, 
рассчитанное по результатам оценки воспроиз-
водимости методики.

При |Z| ≤ 2 результат признается положитель-
ным по критерию 3, при 2 < |Z| < 3 — сомнитель-
ным, при |Z| ≥ 3 — отрицательным.

Полученный результат (табл. 8) удовлетворяет 
критериям приемлемости.

Линейность
Линейность методики устанавливается по на-

личию линейной зависимости аналитического 
сигнала от концентрации определяемого веще-
ства в анализируемой пробе в пределах анали-
тической области методики.

Тест на линейность проводили в выбранном 
интервале 60–140% (от 4,8 до 11,2 млн МЕ/мл). 
Экспериментальные данные обрабатывали ме-
тодом наименьших квадратов с использованием 
линейной модели. Результаты приведены на ри-
сунке 10.

Линейная зависимость наблюдается в диа-
пазоне 60–140% от номинальной активности 
(8 млн МЕ/мл). В полученном уравнении линей-
ной зависимости y = kx + b значение коэффици-
ента k должно быть равно 1,0±0,2, а значение 
коэффициента детерминации R2 должно быть 
не менее 0,95.

Рис. 7. Результаты определения специфичности методики на двух культурах клеток: A-549 (A) и WISH (B).  испытуемый 
образец Инфибета®;  неизвестный белок. Ось Y — разница значений оптической плотности, измеренной при длинах волн 
475 и 660 нм (OD475–660). Ось Х — десятичный логарифм концентрации образца, [МЕ/мл].

Fig. 7. Assessment of the test procedure specificity in two cell cultures: A-549 (A) and WISH (B).  Infibeta® test sample; 
 unknown protein (UP). Y-axis—difference between the optical density values measured at 475 nm and 660 nm (OD475–660). 

X-axis—decimal logarithm of the test sample concentration, [IU/mL].

  

А

  

B
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Таблица 3. Значения параметров, характеризующих точность валидируемой методики
Тable 3. Values characterising the accuracy of the validated test procedure

Значение специфической активности
Specific activity, %

Теоретическое значение Х
Theoretical value Х

60 80 100 125 140 200

Экспериментальное значение Х, %
Experimental value Х, %

60,4 67,2 105,7 131 147,8 207,7

57,3 92,9 105,5 108,4 130,4 188,2

59,4 79,8 115,9 111,4 145,4

–

51,8 73,7 108,5 114,9 135,2

60,4 80,5 91,9 130,1 142,5

61,3 80,2 109,3 131,3

–

50,7 85,5 93,5 143,7

–

88,2 115,4 131,5

–

110,6 122,0

108,4 122,5

100,2 124,8

, % 57,3 81,00 105,9 124,69 140,26 197,95

SD 4,35 8,10 7,87 10,35 7,26 13,79

RSD 7,58 10,01 7,43 8,30 5,18 6,97

Точность экспериментальная R, %
Experimental accuracy value R, %

100,66 84 105,7 104,8 105,57 103,85

95,5 116,13 105,5 86,72 93,14 94,1

99 99,75 115,9 89,12 103,86

–

86,33 92,13 108,5 91,92 96,57

100,67 100,63 91,9 104,08 101,79

102,17 100,25 109,3 105,04

–

84,5 106,88 93,5 114,96

–

110,25 115,4 105,2

–

110,6 97,6

108,4 98

100,2 99,84

Среднее значение R, %
Mean R, % 95,55 101,25 105,9 99,75 100,19 98,98

Среднее значение R, % для всех 
измерений
Mean R for all values, %

100,27

Примечание. SD — стандартное отклонение, RSD — относительное стандартное отклонение. «–» — не определяли.
Note. SD—standard deviation, RSD—relative standard deviation. — not determined.
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Как видно из представленных данных, на-
блюдается линейная зависимость эксперимен-
тальных значений специфической активности 
от расчетных значений. Значение R2 = 0,9963. 
Уравнение полученной линейной функции име-
ет следующий вид: у = 0,9877х + 1,8037.

Полученные данные удовлетворяют крите-
риям приемлемости, линейность методики под-
тверждена в диапазоне 60–140%.

Робастность
Робастность методики оценивали путем срав-

нения результатов испытаний при использова-
нии вирусного материала разных серий. Оценку 
проводили по вариабельности значений ЕC50 
для одной серии препарата Инфибета® и двух 
серий вирусного материала, вариабельность 
оценивали по RSD (табл. 9).

Как видно из представленных результатов, 
величина RSD для двух серий вирусной су-
спензии составляет не более 25%. Результаты 
 соответствуют критериям приемлемости, ро-
бастность методики подтверждена.

Выводы
Сравнительное изучение особенностей 

определения специфической активности 
препарата Инфибета® в различных куль-
турах клеток показало, что все испытан-
ные комбинации клетка/вирус пригодны 
для определения указанного показателя. 
С учетом особенностей изученных вариан-
тов для валидации методики использовали 
следующие пары клетка/вирус: WISH/ЕМСV, 
А-549/ЕМСV, Vero/ЕМСV.

В результате проведения испытаний опреде-
лены валидационные характеристики методики: 
специфичность, презиционность, линейность, 
робастность.

Показано, что методика позволяет измерять 
специфическую активность ИФН бета в диапа-
зоне от 4,8 до 11,2 млн МЕ/мл с точностью, удов-
летворяющей критериям приемлемости, что га-
рантирует получение достоверных результатов 
анализа. Подтверждена устойчивость, а также 
внутри- и межлабораторная воспроизводимость 
методики.

Таблица 4. Значения параметров, характеризующих однородность выборки
Тable 4. Values characterising the sample homogeneity

Характеристики выборки
Sample characteristics

R = Xmax – Xmin= 115,9 – 91,9 = 24,0

|x1 – x2| = |115,9 – 109,3| = 6,6 |x5 – x6| = |105,1 – 91,9| = 13,2

CRнайденное1 = |x1 – x2| / R = 6,6 / 24,0 = 0,275
CRdetermination1 = |x1 – x2| / R = 6.6 / 24.0 = 0.275

CRнайденное2 = |x5 – x6| / R = 13,2 / 24,0 = 0,55
CRdetermination2 = |x5 – x6| / R = 13.2 / 24.0 = 0.55

CRкрит(Р=0,95) = 0,56
CRcritical(Р=0.95) = 0.56

CRнайденное1 < CRкрит(Р=0,95)
CRdetermination1 < CRcritical(Р=0.95)

CRнайденное2 < CRкрит(Р=0,95)
CRdetermination2 < CRcritical(Р=0.95)

Примечание. Х — значение параметра, R — размах, CR — критический диапазон для уровня вероятности 95%.
Note. Х—value of the parameter, R—range, CR—critical range for the 95% probability level.

Таблица 5. Значения параметров, характеризующих сходимость валидируемой методики
Table 5. Values characterising the repeatability of the validated test procedure

Значение специфической активности, % 
(6 повторов)

Specific activity, % (6 replicates)

Среднее значение 
специфической активности, %

Mean specific activity, %

Коэффициент 
вариации (CV), %

Coefficient of 
variation (CV), %

Стандартное 
отклонение (SD)

Standard deviation 
(SD)

115,9 109,3 108,5 105,7 105,1 91,9 106,1 7,48 7,94
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Таблица 6. Значения параметров, характеризующих внутрилабораторную прецизионность валидируемой методики
Table 6. Values characterising the intermediate precision of the validated test procedure
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 %

Инфибета®1
Infibeta®1

Аналитик 1
Operator 1

11,91 11,3 1 105,4

3,6 109,6 3,3

107,15 14,04 13,10

11,79 13,21 2 112,0

12,25 13,63 3 111,3

Аналитик 2
Operator 2

12,13 9,825 4 81,0

21,5 104,7 20,516,29 20,02 5 122,9

12,69 14 6 110,3

Инфибета®2
Infibeta® 2

Аналитик 1
Operator 1

10,45 11,52 7 110,2

5,3 113,3 4,7

106,92 8,79 8,22

10,79 11,89 8 110,2

10,53 12,57 9 119,4

Аналитик 2
Operator 2

12,22 12,98 10 106,2

6,7 100,6 6,611,11 11,36 11 102,3

8,699 8,111 12 93,2

Инфибета®3
Infibeta® 3

Аналитик 1
Operator 1

12,08 12,73 13 105,4

13,6 105,6 12,8

108,08 11,34 10,50

6,635 7,919 14 119,4

10,45 9,636 15 92,2

Аналитик 2
Operator 2

10,57 12,93 16 122,3

10,9 110,5 9,98,814 9,562 17 108,5

11,13 11,21 18 100,7

Примечание. ЕС50 — полумаксимальная эффективная концентрация, SD — стандартное отклонение, RSD — относительное 
стандартное отклонение, А — активность испытуемых образцов, СО — стандартный образец.
Note. ЕС50—half maximal effective concentration, SD—standard deviation, RSD—relative standard deviation, A—activity, RS—refer-
ence standard.

Таблица 7. Значения параметров, характеризующих межлабораторную прецизионность валидируемой методики
Table 7. Values characterising the reproducibility of the validated test procedure

Наименование образца
Sample

Значение специфической активности 
в индивидуальных планшетах, %

Specific activity in individual plates, %
SD, %

Среднее значение специ-
фической активности, %
Mean specific activity, %

RSD, %

Инфибета®, измерение 
в АО «ГЕНЕРИУМ»
Infibeta® analysed by Generium

105,6

3,99 102,1 3,91103,0

97,7

Инфибета®, измерение 
в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России
Infibeta® analysed by FSBI “SCEEMP”

110,5

6,6 104,9 6,397,6

106,6

Примечание. SD — стандартное отклонение, RSD — относительное стандартное отклонение.
Note. SD—standard deviation, RSD—relative standard deviation.
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Parameter RS Infibeta®

R2 0,8642 0,9461

EC50 16,60 18,34

Parameter RS Infibeta®

R2 0,9687 0,9759

EC50 17,66 17,23

Parameter RS Infibeta®

R2 0,9776 0,9849

EC50 10,95 11,67

  

А

  

B

  

C

Рис. 8. Результаты испытаний, полученные в лаборатории ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России, для расчета межлабора-
торной прецизионности валидируемой методики (А, В, С). Противовирусная активность интерферона бета биологическим 
методом определена в системе WISH/ЕМСV.  стандартный образец (RS);  испытуемый образец Инфибета® (Infibeta®). 
Ось Y — разница значений оптической плотности, измеренной при длинах волн 475 и 660 нм (OD475–660). Ось Х — десятичный 
логарифм разведения стандартного и испытуемого образцов, [МЕ/мл]. ЕС50 — полумаксимальная эффективная концентра-
ция; R2 — коэффициент детерминации.

Fig. 8. Test results obtained by the FSBI “SCEEMP” for calculation of reproducibility of the validated test procedure (А, В, С). The an-
tiviral activity of interferon beta was determined by the biological test method in the WISH/ЕМСV system.  reference standard 
(RS);  Infibeta® test sample. Y-axis—difference between the optical density values measured at 475 nm and 660 nm (OD475–660). 
X-axis—decimal logarithm of the reference standard and test sample dilution, [IU/mL]. EC50—half maximal effective concentration; 
R2—coefficient of determination.
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Рис. 9. Результаты испытаний, полученные в лаборатории АО «ГЕНЕРИУМ», для расчета межлабораторной прецизионности 
валидируемой методики (A, B, C). Противовирусная активность интерферона бета биологическим методом определена в 
системе WISH/ЕМСV.  стандартный образец (RS);  испытуемый образец Инфибета® (Infibeta®). Ось Y — разница значе-
ний оптической плотности, измеренной при длинах волн 475 и 660 нм (OD475–660). Ось Х — десятичный логарифм разведения 
стандартного и испытуемого образцов, [МЕ/мл]. ЕС50 — полумаксимальная эффективная концентрация; R2 — коэффициент 
детерминации.

Fig. 9. Test results obtained by Generium for calculation of reproducibility of the validated test procedure (A, B, C). The antiviral 
activity of interferon beta was determined by the biological test method in the WISH/ЕМСV system.  reference standard (RS); 

 Infibeta® test sample. Y-axis—difference between the optical density values measured at 475 nm and 660 nm (OD475–660). 
X-axis—decimal logarithm of the reference standard and test sample dilution, [IU/mL]. EC50—half maximal effective concentration; 
R2—coefficient of determination.

Parameter RS Infibeta®

R2 0,9890 0,9840

EC50 19,36 18,32

Parameter RS Infibeta®

R2 0,9840 0,9719

EC50 12,11 12,39

Parameter RS Infibeta®

R2 0,9643 0,9860

EC50 11,20 10,87
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Таблица 8. Расчет показателя Z-индекса
Table 8. Calculation of the Z-index

Образец
Sample

Специфическая активность, % 
(измерение в ФГБУ «НЦЭСМП» 

Минздрава России)
Specific activity, %

(analysed by
FSBI “SCEEMP”)

Специфическая актив-
ность, % (измерение 
в АО «ГЕНЕРИУМ»)
Specific activity, %

(analysed by
Generium)

Среднее значение 
специфической 
активности, %
Mean specific 

activity, %

σ, %

Расчетное 
значение 
 Z-индекса

Z-index

СО при измере-
нии относительно 
МСО
RS measured 
relative to the IRS

104,9 102,1 103,5 13,1 0,2

Примечание. СО — стандартный образец, МСО — международный стандартный образец.
Note. RS—reference standard, IRS — international reference standard.

Таблица 9. Значения параметров, характеризующих робастность валидируемой методики
Table 9. Values characterising the robustness of the validated test procedure

Образец
Sample

Экспериментальное значение специфической активности, %
Experimental value of specific activity, %

вирусный материал серии 0819
viral material batch 0819

вирусный материал серии 0619
viral material batch 0619

1 116,7 98,6

2 106,2 104,8

3 88,8 111,6

4 107,9 114,6

Среднее, %
Mean, % 104,9 107,4

SD 11,68 7,16

RSD, % 11,13 7,00

Среднее, %
Mean, % 106,15

SD 9,07

RSD, % 8,54

Примечание. SD — стандартное отклонение, RSD — относительное стандартное отклонение.
Note. SD—standard deviation, RSD—relative standard deviation.

Рис. 10. Определение линейности валидируемой методики. График зависимости измеренной от ожидаемой величины актив-
ности протестированных растворов в диапазоне  60–140% с применением линейного тренда. Ось Y — ожидаемое значение 
специфической активности, %. Ось Х — измеренное значение специфической активности, %.

Fig. 10. Determination of the linearity of the validated test procedure. The plot of the measured and the expected activities of 
the test solutions in the range of 60–140% using a linear trend. Y-axis—expected value of specific activity, %. X-axis—measured 
specific activity, %.
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Увеличение продуктивности клеточной 
линии-продуцента арилсульфатазы B 
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генерирующего фермента
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Резюме Мукополисахаридоз VI типа (синдром Марото–Лами) — орфанное генетическое забо-
левание, которое связано с дефицитом лизосомального фермента арилсульфатазы В. 
Актуальность исследования связана с необходимостью разработки высокопродуктив-
ной клеточной линии-продуцента рекомбинантного фермента арилсульфатазы В. Наи-
более перспективным подходом представляется создание клеточных линий-проду-
центов, коэкспрессирующих целевой фермент арилсульфатазу В и вспомогательный 
 формилглицин-генерирующий фермент на основе клеточной линии СНО. При этом боль-
шое практическое значение имеет возможность культивирования клеточных линий-про-
дуцентов в виде суспензии, без использования сыворотки или других компонентов жи-
вотного происхождения. Цель работы: разработка высокопродуктивных клеточных 
линий-продуцентов рекомбинантного фермента арилсульфатазы В за счет коэкспрессии 
вспомогательного формилглицин-генерирующего фермента. Материалы и методы: ис-
пользовали суспензионную клеточную линию СНО. Трансфекцию клеток СНО проводи-
ли методом электропорации с использованием системы MaxCyte STX. Моноклональные 
клеточные линии получали с использованием системы Cell Metric. Концентрацию арил-
сульфатазы В в культуральной жидкости определяли методом иммуноферментного ана-
лиза. Образцы культуральной жидкости анализировали с применением электрофореза 
в полиакриламидном геле и вестерн-блота. Уровень мРНК измеряли методом полиме-
разной цепной реакции в режиме реального времени. Результаты: получены клеточные 
 линии-продуценты, коэкспрессирующие целевой фермент арилсульфатазу В и вспомога-
тельный формилглицин-генерирующий фермент. Достигнуто увеличение выхода актив-
ного целевого фермента арилсульфатазы В с 2 до 100 мг/л за счет подбора оптимально-
го соотношения плазмид во время трансфекции. Наибольший выход целевого фермента 
арилсульфатазы В наблюдался при соотношении плазмид, кодирующих гены арилсульфа-
тазы В и формилглицин-генерирующего фермента, равном 90:10 (%). Выводы: разработа-
ны высокопродуктивные клеточные линии-продуценты рекомбинантного фермента арил-
сульфатазы В, коэкспрессирующие целевой и вспомогательный ферменты. Коэкспрессия 
арилсульфатазы В и формилглицин-генерирующего фермента приводит к улучшению ро-
стовых и продукционных характеристик клеточной линии, что, по-видимому, обусловле-
но модификацией активного центра целевого фермента арилсульфатазы В. Полученные 
результаты позволят решить проблему низкого выхода фермента, характерную для пре-
паратов подобного класса.

Ключевые слова: культура клеток СНО; арилсульфатаза В; галсульфаза; ген ARSB; лизосомальный фермент; 
сульфатаза; мукополисахаридоз VI типа; формилглицин-генерирующий фермент
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Increasing productivity of arylsulfatase 
B-producing cell line by coexpression 
of formylglycine-generating enzyme
S.S. Timonova , K.A. Smolova, D.T. Zaripova, M.S. Pantyushenko, M.A. Koroleva, 
R.L. Anisimov, R.A. Khamitov, A.A. Piskunov, V.N. Bade

JSC “GENERIUM”, 14 Vladimirskaya St., Volginsky town, Petushinskiy District, Vladimir Region 
601125, Russian Federation

 Sofia S. Timonova; timonova1993@yandex.ru

Abstract Mucopolysaccharidosis type VI (Maroteaux–Lamy syndrome) is an orphan genetic disease 
caused by deficiency of the lysosomal enzyme arylsulfatase B (ASB). The need to develop a 
highly productive cell line for the production of recombinant ASB, is behind the concept and 
relevance of this study. The most promising approach seems to be the development of CHO 
producer cell lines coexpressing the target ASB enzyme and an auxiliary formylglycine-gener-
ating enzyme (FGE). At the same time, it is important from a practical perspective to have the 
possibility of cultivating producer cell lines as suspensions free of serum or other components 
of animal origin. The aim of the study was to develop highly productive cell lines for the pro-
duction of recombinant ASB by coexpression of the auxiliary FGE. Materials and methods: a 
suspension CHO cell line was used in the study. CHO cells were transfected by electroporation 
using the MaxCyte STX system. Monoclonal cell lines were obtained with the help of the Cell 
Metric system. Enzyme-linked immunosorbent assay was used for determination of ASB con-
centration in the culture fluid. Culture fluid samples were analysed using polyacrylamide gel 
electrophoresis and Western blotting. The mRNA level was measured by real-time polymerase 
chain reaction. Results: producer cell lines coexpressing the target ASB enzyme and auxiliary 
FGE were obtained. An increase in the yield of the active target ASB enzyme from 2 to 100 mg/L 
was achieved by selecting the optimal ratio of plasmids during transfection. The highest yield 
of the target ASB enzyme was achieved at the 90:10 ratio (%) of plasmids encoding the ASB 
and FGE genes, respectively. Conclusions: the authors developed highly productive cell lines 
for the production of recombinant ASB, which coexpress the target and auxiliary enzymes. The 
coexpression of ASB and FGE improves the growth and production characteristics of the cell 
line, probably due to the modification of the ASB active site. The obtained results will help 
resolve the problem of low enzyme yield, which is typical of this class of medicines.

Key words: CHO cell line; arylsulfatase B; galsulfase; ARSB gene; lysosomal enzyme; sulfatase; mucopoly-
saccharidosis type VI; formylglycine-generating enzyme
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Введение
Мукополисахаридоз (МПС) представляет со-

бой группу из 11 типов орфанных генетических 
заболеваний, каждый тип МПС характеризуется 
мутацией определенного гена, кодирующего тот 
или иной лизосомальный фермент, дисфункция 
которого влияет на один из этапов деграда-
ции гликозаминогликанов (ГАГ) в клетке1 [1–3], 
что приводит к постепенному накоплению не-
расщепленных продуктов метаболизма в тканях 
и органах [4].

МПС VI типа передается по аутосомно-рецес-
сивному типу наследования и вызван мутациями 
в гене ARSB, который кодирует лизосомальный 
фермент N-ацетилгалактозамин-4-сульфатазу 
(арилсульфатаза B, галсульфаза, ASB, EC 3.1.6.12), 
что приводит к снижению/отсутствию актив-
ности фермента [5]. Заболевание проявляется 
грубыми чертами лица, задержкой роста, вы-
раженными деформациями костей и суставов, 
нарушениями нервной системы и другими симп-
томами [6]. Для больных МПС VI типа рекомен-
дована заместительная ферментная терапия 
препаратом Наглазим (BioMarin, США) [7–9], ко-
торый представляет собой рекомбинантный ли-
зосомальный фермент галсульфазу.

Большинство известных арилсульфатаз 
[10,  11], в том числе и ASB [12], претерпевают 
уникальную посттрансляционную модификацию 
в активном центре [13, 14], приводящую к транс-
формации каталитического остатка цистеина 
(Cys) до остатка Cα-формилглицин-(fGly) [15–17], 
что необходимо для проявления сульфатазной 
активности фермента. В организме активный 
фермент ASB катализирует отщепление суль-
фатных групп молекул ГАГ [18]: дерматансуль-
фатов и гепарансульфатов [19, 20].

Образование fGly в активном центре ASB ка-
тализируется формилглицин-генерирующим 
ферментом2 (FGE, EC 1.8.3.7) [21, 22]. Белок FGE 
локализуется в эндоплазматическом ретикулуме, 
где взаимодействует с вновь синтезированными 
сульфатазами и катализирует превращение Cys 
в fGly в активном центре фермента [23–25].

В результате предварительных работ, про-
веденных авторами, были получены клеточные 
линии-продуценты на основе суспензионной ли-
нии клеток СНО с уровнем выхода рекомбинант-
ного фермента ASB 1–2 мг/л.

Цель работы — разработка высокопродук-
тивных клеточных линий-продуцентов реком-
бинантного фермента арилсульфатазы В за счет 
коэкспрессии вспомогательного формилгли-

1  https://www.genome.jp/entry/K01135
2  https://www.uniprot.org/uniprot/Q8NBK3

цин-генерирующего фермента. Для выполнения 
цели были поставлены следующие задачи: полу-
чение суспензионной моноклональной клеточ-
ной линии-продуцента ASB путем трансфекции 
клеток линии СНО плазмидой, несущей ген фер-
мента ASB, с последующим получением клонов 
с помощью системы клеточной визуализации 
Cell Metric; получение суспензионной клеточ-
ной линии-продуцента, экспрессирующей оба 
фермента ASB и FGE (продуцент ASB+FGE), пу-
тем проведения дополнительной трансфекции 
линии-продуцента ASB плазмидой с геном, ко-
дирующим вспомогательный белок FGE; оценка 
ростовых характеристик и продуктивности кле-
точных линий-продуцентов; оценка экспрессии 
гена ASB по уровню мРНК в клетках полученных 
линий-продуцентов; подбор оптимального соот-
ношения плазмид, кодирующих целевой и вспо-
могательный ферменты, при получении высоко-
продуктивных клеточных линии-продуцентов 
ASB+FGE (минипулы-продуценты ASB+FGE).

Материалы и методы
Материалы

Культура клеток яичников китайского хомяч-
ка (СНО) (получена из коллекции клеточных 
культур НИЦ «Курчатовский институт» — Го-
сНИИгенетика); среда для культивирования 
BalanCD Growh  A (BCD) (FujiFilm, США); набор 
для экстракции РНК RNeasy Mini Kit (Qiagen, 
Германия); буфер для электропорации MaxCyte 
(HyClone, США); поликлональные крысиные 
антитела против арилсульфатазы В (АО «ГЕ-
НЕРИУМ», Россия); детектирующие крысиные 
антитела против арилсульфатазы В, конъюги-
рованные с пероксидазой хрена (АО «ГЕНЕРИ-
УМ», Россия); в качестве маркера молекулярной 
массы белков использовали Prestained Protein 
Ladder, 10–180 kDa (Thermo Scientific, США); сре-
да для замораживания клеток Bambanker (Wako 
Chemicals, США); 4-метилумбеллиферил-суль-
фат-калиевой соли (Sigma, Япония); 4-метилум-
беллиферон (Sigma, Япония).

Методы
Экспрессионные векторы с генами, кодирую-

щими арилсульфатазу В и формилглицин-гене-
рирующий фермент. Синтетические кодон-оп-
тимизированные последовательности генов 
ферментов ASB и FGE (кодирующая нуклео-
тидная последовательность с фланкирующи-
ми сайтами рестрикции) были клонированы 

https://www.nextprot.org/term/1.8.3.7
https://www.genome.jp/entry/K01135
https://www.uniprot.org/uniprot/Q8NBK3
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для экспрессии в клетках CHO в экспрессионные 
векторы с разными селективными маркерами 
(рис. 1). Экспрессия генов находилась под кон-
тролем гибридного CMVe/EF1alpha промотора.

Суспензионное культивирование клеток ли-
нии СНО. Клетки линии СНО были адаптирова-
ны к суспензионному культивированию в среде, 
не содержащей сыворотку или другие компо-
ненты животного происхождения. Клетки линии 
СНО культивировали в среде BCD при 37 °С, 5% 
CO2 и влажности более 75% в CO2-инкубаторе 
(Sanyo, Япония).

Расчет ростовых характеристик клеточ-
ных культур. Плотность жизнеспособных кле-
ток (VCD, viable cell density), жизнеспособность 
культуры клеток определяли с помощью ав-
томатического счетчика клеток Countess II FL 
Automated Cell Counter (Thermo Fisher Scientific, 
США). Кумулятивную клеточную плотность (ССD) 
[26, 27] вычисляли по формуле (1):

  (1)
где CCD2 — кумулятивная клеточная плотность 
в день отбора пробы (×106 клеток×сут/мл); CCD1– 
кумулятивная клеточная плотность предыду-
щего дня отбора пробы (×106  клеток×сут/ мл); 
T  — время (ч), прошедшее между настоящей 
и предыдущей точкой отбора пробы в процес-
се культивирования; VCD0 — начальная плот-
ность жизнеспособных клеток (×106 клеток/ мл); 
VCD1 — конечная плотность жизнеспособных 
клеток (×106 клеток/мл).

Удельную продуктивность клеточных культур 
(Qp), выраженную в пг/(клетка×сут), вычисляли 
по формуле (2):

  (2)

где p1 — продуктивность в день пересева (мг/л); 
р0 — продуктивность в нулевой день (в  на-
шем случае начальное значение равно нулю); 
VCD0 — начальная плотность жизнеспособных 
клеток (в нашем случае начальная плотность 
равна 0,3×106 клеток/мл); VCD1 — конечная плот-
ность жизнеспособных клеток в день пересева 
(×106 клеток/мл). Сутки — число суток культи-
вирования. Уровень продуктивности клеточных 
культур устанавливали, определяя концентра-
цию ASB (мг/л) в культуральной жидкости мето-
дом ИФА.

Трансфекция клеток линии СНО методом элек-
тропорации. Клетки линии СНО были трансфици-
рованы плазмидой, несущей ген фермента ASB, 
или двумя плазмидами, кодирующими гены фер-
ментов ASB и FGE (рис. 1). За сутки до трансфек-
ции клетки засевали с плотностью 1,0×106 кле-
ток/мл для достижения логарифмической фазы 
роста. Перед трансфекцией определяли плот-
ность клеток и жизнеспособность культуры 
клеток, после чего отбирали 2,0×108 клеток, 
промывали с помощью стерильного фосфат-
но-буферного раствора (PBS) и  осаждали 
 центрифугированием при 180 g в течение 
5 минут. Клеточный  осадок ресуспендировали 

Рис. 1. Рекомбинантные экспрессионные векторы, кодирующие последовательности ASB (А) и FGE (В) человека. ARSB gene — 
ген фермента арилсульфатазы В; SUMF1 gene — ген формилглицин-генерирующего фермента; BGH pA — сигнал полиадени-
лирования соматотропина быка; MAR — стабилизирующая эухроматин последовательность; pUC ori — начало репликации; 
bla (AmpR) — бета-лактамаза, ген устойчивости к ампициллину; sv40pro — ранний промотор вируса SV40; sv40 pA — сайт 
полиаденилирования SV40; puroR — ген устойчивости к антибиотику пуромицину; NeoR — ген устойчивости к антибиотику 
неомицину; CMVe/EF1a pro — гибридный промотор, состоящий из энхансера вируса CMV и промотора транскрипции гена 
фактора элонгации.

Fig. 1. Recombinant expression vectors encoding human ASB (A) and FGE (B) sequences. ARSB gene—gene encoding the arylsulfa-
tase B enzyme; SUMF1 gene—gene encoding the formylglycine-generating enzyme; BGH pA—bovine growth hormone polyadeny-
lation signal; MAR—euchromatin stabilising sequence; pUC ori—the origin of replication; bla (AmpR)—beta-lactamase, ampicillin 
resistance gene; sv40pro—early promoter of the SV40 virus; sv40 pA—SV40 polyadenylation signal; puroR—puromycin resistance 
gene; neoR—neomycin resistance gene; CMVe/EF1a pro—hybrid promoter consisting of the CMV enhancer and the transcription 
promoter of the elongation factor gene.

BА
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в 1 мл буфера для электропорации. В клеточную 
суспензию вносили плазмидную ДНК (20 мкг) 
и проводили электропорацию клеток в камерах 
ОС-100 с использованием системы для транс-
фекции MaxCyte STX (MaxCyte, США) [28]. В слу-
чае котрансфекции клеток линии СНО плазми-
дами, кодирующими гены ферментов ASB и FGE, 
плазмиды вносили в соотношениях, равных 
50:50; 66,6:33,3; 90:10 (%).

Получение минипулов. Трансфицированные 
клетки высевали в концентрации 5,0×104 кле-
ток/мл в плоскодонные 96-луночные планшеты 
по 100 мкл/лунку в среде BCD c селективны-
ми антибиотиками (5 мг/л пуромицина и/ или 
500 мг/л неомицина). Всего для высевания транс-
фицированных клеток было использовано трид-
цать планшетов. Гетерогенные клеточные линии, 
продуцирующие целевой фермент (минипулы), 
культивировали в стационарных условиях в те-
чение 18 суток при 37 °С, 5% СO2 и 70%. Затем 
проводили скрининг по продуктивности мини-
пулов из 96-луночных планшетов, после чего 
минипулы c самой высокой продуктивностью 
переводили в больший объем 6-луночных план-
шетов. Далее проводили скрининг минипулов 
из 6-луночных планшетов, после чего переводи-
ли минипулы с максимальной продуктивностью 
в колбы для адаптации роста.

Криоконсервация клеток. После подсче-
та и определения жизнеспособности культур 
клеток суспензию клеток осаждали центрифу-
гированием при 180 g в течение 5 минут, су-
пернатант удаляли, к осадку клеток добавляли 
бессывороточную среду для замораживания 
клеток Bambanker (Wako Chemicals, США). Клет-
ки минипулов и/или клонов замораживали 
по 1,0×107 клеток/мл.

Иммуноферментный анализ. Для определе-
ния концентрации рекомбинантного фермента 
ASB в культуральной жидкости (продуктивность, 
мг/л) проводили непрямой неконкурентный ге-
терогенный иммуноферментный анализ (ИФА)3 
в 96-луночных планшетах Medi-sorb Microplates 
(Nunc, Дания). Для селективной сорбции ASB 
из культуральной жидкости использовали по-
ликлональные крысиные антитела anti-ASB 
(АО  «ГЕНЕРИУМ», Россия), 5 мг/л. В качестве 
детектирующих антител использовали кры-
синые антитела, конъюгированные с перок-
сидазой хрена anti-ASB-HRP (АО «ГЕНЕРИУМ», 
Россия), 5 мг/л. В качестве стандарта исполь-
зовали препарат рекомбинантной галсульфазы 
Наглазим (BioMarin, США). Измерения проводи-

3 Alhajj M, Farhana A. Enzyme Linked Immunosorbent Assay. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2022. https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/books/NBK555922/

ли на спектрофотометре Benchmark Plus (Bio-
Rad Laboratories, США).

Получение клонов-продуцентов арилсульфа-
тазы В. Минипул, экспрессирующий ASB, был 
клонирован методом предельного разведения 
в среде BCD в 96-луночные планшеты с концен-
трацией 5 клеток/мл. Планшеты с растущими 
клонами клеток инкубировали в стационар-
ных условиях в течение 10 суток при 37 °С, 5% 
СO2 и 70% влажности. Для отслеживания роста 
клонов клеток использовали высококонтраст-
ную систему клеточной визуализации Cell Metric 
(Solentim, Великобритания).

Периодическое культивирование клеток. Куль-
тивирование культур клеток проводили в биоре-
акторе TubeSpin Bioreactor 50 (TPP Techno Plastic 
Products AG, Швейцария). Посевная концентра-
ция клеток составляла 0,3×106 клеток/мл, в ка-
честве питательной среды использовали 25 мл 
BCD. Культивирование клеток проводили в ус-
ловиях 5% СО2 и 37 °С при 200 об/мин на шей-
кере-инкубаторе Climo-Shaker ISF1-XC Kuhner 
(Kuhner, Германия). Процесс культивирования 
останавливали на 6 или 7 сутки, когда жизне-
способность продуцентов снижалась.

Измерение активности арилсульфатазы В. 
В основе метода оценки активности ASB лежит 
способность фермента отщеплять сульфатные 
остатки от молекулы субстрата — 4-метилум-
беллиферил-сульфата-калиевой соли (Sigma, 
Япония). В результате реакции образуется флу-
оресцирующий продукт — 4-метилумбеллифе-
рон. Уровень флуоресценции продукта реакции 
и стандартного раствора 4-метилумбеллифе-
рона (Sigma, Япония) измеряли при 365/460 нм 
с помощью фотометра Synergy HTX (BioTek, США). 
Единицей активности ASB считали количество 
фермента, способного катализировать расще-
пление 1 мкмоль субстрата 4-метилумбелли-
ферил-сульфата-калиевой соли при 37  °С, pH 
4,9–5,1, в течение 1 мин. Активность ASB в ис-
пытуемых образцах (А), выраженную в ЕД/мл, 
вычисляли по формуле (3):

  (3)

где Fобр — количество 4-метилумбеллиферона, 
образованное в реакционной смеси с испыту-
емыми образцами, вычисленное относительно 
калибровочного графика (нмоль); Fсравн — коли-
чество 4-метилумбеллиферона, образованное 
в реакционной смеси с раствором сравнения, 
вычисленное относительно калибровочного 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK555922/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK555922/
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графика (нмоль); D — фактор разведения испы-
туемых образцов; 30 — время реакции (мин); 
0,05 — объем разведенного испытуемого образ-
ца, внесенного в лунку (мл); 1000 — коэффици-
ент пересчета единиц измерения.

Количественная полимеразная цепная реакция 
в режиме реального времени. Количественную по-
лимеразную цепную реакцию (ПЦР) в  реальном 
времени использовали для оценки экспрессии 
гена ASB. РНК экстрагировали из 10×106 кле-
ток СНО с использованием набора RNeasy Mini 
Kit (Qiagen, Германия) согласно инструкции 
фирмы-производителя. Далее из выделенной 
мРНК методом обратной транскрипции полу-
чали кДНК с использованием системы синтеза 
SuperScript® IV (Thermo Fisher Scientific, США) 
в соответствии с инструкцией фирмы-произво-
дителя, используя случайные гексамеры в каче-
стве праймеров. ПЦР в реальном времени про-
водили на амплификаторе iCycler (Bio-rad, США) 
с использованием реакционной смеси qPCR 
mix-HS HighROX (Евроген, Россия) согласно ин-
струкции фирмы-производителя. Все значения 
были нормированы на уровни генов домашнего 
хозяйства Fkbp1a и Tmed2 с использованием ме-
тода 2–ΔΔСt [29]. Данные ПЦР в реальном времени 
анализировали с помощью программы QBase+4. 
Пары праймеров и их последовательности, ис-
пользуемые для анализа ПЦР в реальном време-
ни, указаны в таблице 1.

Приготовление лизатов клеток минипулов. 
Суспензию клеток (2×106  клеток/мл) осаждали 
центрифугированием при 500 g в течение 5 ми-
нут, супернатант удаляли, осадок клеток про-
мывали в 1,0 мл PBS. После промывки клетки 
осаждали центрифугированием при 500 g в те-
чение 5 минут, супернатант удаляли и клетки 
ресуспендировали в 100 мкл денатурирующего 
буфера, содержащего додецилсульфат натрия 

4  https://www.qbaseplus.com

и 2-меркаптоэтанол, после чего прогревали в те-
чение 5 минут при 95 °С.

Приготовление проб культуральной жидкости 
для электрофореза. Культуральную жидкость 
отделяли от суспензии клеток центрифугирова-
нием при 500 g в течение 5 минут, после чего 
каждый образец разводили в денатурирующем 
буфере с 2-меркаптоэтанолом и нагревали 5 ми-
нут при 95 °С. Образцы подвергали электрофо-
резу в полиакриламидном геле в присутствии 
додецилсульфата натрия. Для визуализации 
белков в гель добавляли трихлорэтанол [30]. 
В качестве маркера молекулярной массы бел-
ков использовали Prestained Protein Ladder, 10–
180 kDa (Thermo Scientific, США).

Вестерн-блот. После проведения электро-
фореза осуществляли перенос белков из геля 
на нитроцеллюлозную мембрану. Затем мем-
брану инкубировали в блокировочном рас-
творе 2% бычьего сывороточного альбумина 
(Sigma-Aldrich, США) и переносили в раствор 
крысиных поликлональных антител к ASB 
(1:2000, АО  «ГЕНЕРИУМ», Россия) в течение 
1 часа. Далее мембрану отмывали в PBS с до-
бавлением Твина 20 (PBS-T) и переносили в рас-
твор кроличьих антител P-RAQ Iss (1:5000, ИМ-
ТЕК, Россия) в течение 1 часа. После инкубации 
мембрану отмывали в PBS-T и наносили проя-
вочный раствор ECL Western Blotting (Bio-rad, 
США). Сигнал детектировали при помощи cи-
стемы ChemiDoc XRS+Molecular Imager и про-
граммного обеспечения Image Lab, Version 
3.0 (Bio-rad, США). В случае окрашивания ли-
затов использовали следующую пару антител, 
детектирующих вспомогательный FGE: поли-
клональные кроличьи антитела (Abcam, Вели-
кобритания) и ослиные антитела к IgG кролика, 
конъюгированные с пероксидазой хрена (GE 
Healthcare Life Sciences, США).

Таблица 1. Пары праймеров и их последовательности, используемые для анализа ПЦР в реальном времени
Table 1. Primer pairs and sequences used for real-time PCR analysis

Праймер
Primer

Последовательность
Sequence

ARSB for GCCCTGATCACCAACCAC

ARSB rev GGGCTTCAGGTACTCCTC

Fkbp1a for CTCTCGGGACAGAAACAAGC

Fkbp1a rev GACCTACACTCATCTGGGCTAC

Tmed2 for GCCCACATGGATGGGACATAC

Tmed2 rev TGATGAGCTTCTGTCTCCATGTC

https://www.qbaseplus.com
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Хроматографическая очистка арилсульфа-
тазы В. Хроматографическую очистку ASB 
проводили с использованием системы AKTA 
avant (GE Healthcare). Для этого культуральную 
жидкость, содержащую целевой белок, сор-
бировали на колонку Tricorn 10/50 объемом 
4 мл (Cytiva, Австрия) с аффинно связываю-
щим гликозилированные белки конканавали-
ном A (ConA sepharose, Cytiva, Швеция), по-
сле чего промывали десятикратным объемом 
промывочного буфера (20 мM HEPES; 0,5 M 
хлорид натрия; 1 мM хлорид кальция; 1 мM 
хлорид марганца; pH 7,1). Белок элюировали 
раствором, содержащим 20  мM HEPES; 0,3 M 
метил-α-D-маннопиранозид; pH 7,1. Вторую 
стадию очистки проводили с использованием 
металл-хелатного сорбента IMAC sepharose 
FF (Cytiva, Швеция), предварительно насы-
щенного ионами двухвалентной меди. Ко-
лонку HiTrap, объем 1 мл (Cytiva, Австрия), 
уравновешивали стартовым буфером (20 мM 
натрий-фосфатный буферный раствор; 0,5 M 
хлорид натрия; pH 7,0) после чего наносили 
элюат с предыдущей стадии (объем 24 мл). 
Связанный белок промывали десятикратным 
объемом стартового буфера и затем элюиро-
вали буфером, содержащим 150 мM имидазола 
(pH 6,0). Для третьей, финальной стадии очист-
ки применялся катионообменный сорбент SP 
sepharose (Cytiva, Швеция). При нанесении 
элюат с предыдущей стадии (объем 5 мл) раз-
бавляли буфером (10 мM натрий- ацетатный 
буферный раствор; pH  4,5) в три раза и на-
носили на уравновешенную (20 мM натрий- 
ацетатный буферный раствор; pH 4,5) колонку 
(HiTrap, объем 1 мл). Целевую фракцию белка 
элюировали в линейном градиенте хлорид- 
ионов (10 мM  натрий-фосфатный буферный 
раствор; 0,5 M хлорид натрия; pH  5,8). Кон-
центрацию белка определяли по оптическому 
поглощению при 280 нм, используя в качестве 
коэффициента удельный показатель поглоще-
ния раствора целевого белка с концентрацией 
1 мг/мл, равный 1,97. Выход белка составил 80 
и 90% на второй и третьей стадиях очистки со-
ответственно.

Статистическая обработка результатов 
была выполнена с использованием программы 
Graph Pad Prism 6. Применяли однофакторный 
дисперсионный анализ (one-way ANOVA тест) 
или t-критерий Стьюдента. Данные представля-
ли в виде среднего значения и стандартного от-
клонения (SD); обозначали достоверность отли-
чий: * pvalues < 0,05, ** pvalues < 0,01, *** pvalues < 0,001, 
**** pvalues < 0,0001 или ns — нет статистической 
разницы.

Результаты и обсуждение

Увеличение продуктивности клона-продуцента 
арилсульфатазы В за счет коэкспрессии 
вспомогательного формилглицин-генерирующего 
фермента

Клетки линии СНО трансфицировали плаз-
мидой, несущей ген фермента ASB, с даль-
нейшим получением суспензионной монокло-
нальной клеточной линии-продуцента ASB 
с использованием системы Cell Metric. Для изу-
чения влияния FGE на экспрессию и активность 
ASB, была проведена трансфекция клона-про-
дуцента ASB плазмидой, несущей ген вспомо-
гательного фермента FGE, который участвует 
в посттрансляционной модификации актив-
ного центра ASB. Полученную клеточную ли-
нию, экспрессирующую оба фермента ASB+FGE 
(продуцент ASB+FGE), сравнивали с исходным 
клоном-продуцентом ASB.

В ходе сравнительного культивирования на-
блюдали значительное увеличение выхода фер-
мента и удельной продуктивности клеточной ли-
нии, экспрессирующего оба фермента ASB+FGE, 
по сравнению с исходным клоном-продуцентом, 
экспрессирующим только фермент ASB (рис. 2С, 
2D). Продуктивность исходного клона-проду-
цента ASB составила 3–5 мг/л, а продуктивность 
продуцента, коэкспрессирующего ASB+FGE, — 
25 мг/л (рис. 2С). Существенных различий росто-
вых характеристик у данных клеточных линий 
не наблюдали (рис. 2A, 2В).

Наличие экспрессии экзогенного FGE у про-
дуцента, экспрессирующего ферменты ASB+FGE, 
было подтверждено результатами вестерн-блот 
анализа клеточных лизатов, поскольку известно, 
что фермент FGE локализован в эндоплазматиче-
ском ретикулуме [21], где участвует в посттранс-
ляционной модификации активного центра ASB 
(рис. 3С, 3D). Было показано, что уровень экзо-
генного FGE в клетках продуцента, коэкспресси-
рующего ASB+FGE, значительно выше (наличие 
видимого сигнала рис. 3D, дорожки 5–7), чем 
в клетках исходного клона-продуцента ASB 
(ниже предела детекции на рис. 3D, дорожки 
2–4). Специфическое окрашивание экзогенного 
FGE у клона-продуцента ASB+FGE подтверждает 
тот факт, что коэкспрессия двух ферментов при-
водит к повышению выхода целевого белка ASB 
(рис. 3A, 3B, дорожки 5–7).

Для оценки влияния экспрессии экзогенного 
FGE на уровень мРНК гена ASB была проведе-
на количественная ПЦР в реальном времени. 
В результате было показано, что уровни мРНК 
гена ASB у клеток исходного клона-продуцента 
ASB и клеток продуцента, коэкспрессирующе-



87

Timonova S.S., Smolova K.A., Zaripova D.T., Pantyushenko M.S., Koroleva M.A., Anisimov R.L., Khamitov R.A., et al.
Increasing productivity of arylsulfatase B-producing cell line by coexpression of formylglycine-generating enzyme

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2022, V. 22, No. 1

го ASB+FGE, не различаются (рис 2E). При этом, 
как было показано ранее, уровень экспрессии 
секретируемого целевого фермента ASB в куль-
туральную жидкость у этих клеточных линий от-
личается значительно (рис. 2С).

По совокупности полученных эксперимен-
тальных данных можно предположить следу-
ющий механизм увеличения продуктивности 
линии-продуцента ASB за счет коэкспрессии 
вспомогательного белка FGE. В случае кло-
на-продуцента ASB, трансфицированного толь-
ко одной плазмидой, кодирующей ген фермен-
та ASB, в клеточной линии CHO наблюдается 
низкий уровень экспрессии эндогенного фер-
мента FGE, из-за чего в клетках не может быть 
достигнут достаточный уровень посттрансляци-
онной модифицикации фермента ASB, что при-

водит к неправильному фолдингу, низкой ста-
бильности и частичному протеолизу фермента 
и, как следствие, низкому уровню его секреции 
клетками. В случае клона-продуцента ASB, до-
полнительно трансфицированного плазмидой, 
кодирующей ген вспомогательного фермента 
FGE, по-видимому, происходит на достаточном 
уровне модификация активного центра целе-
вого фермента ASB, катализируемая вспомога-
тельным ферментом FGE, что обеспечивает пра-
вильный фолдинг, стабильную конфигурацию, 
функциональную активность ASB и способствует 
высокому уровню секреции фермента в культу-
ральную жидкость.

Таким образом, с помощью коэкспрессии 
вспомогательного белка FGE, участвующего 
в посттрансляционной модификации активного 

Рис. 2. Характеристики клона-продуцента ASB после котрансфекции плазмидой с геном, кодирующим вспомогательный 
белок FGE. А — жизнеспособность клеток (%); B — плотность жизнеспособных клеток, VCD (×106 клеток/мл); C — продуктив-
ность (мг/л); D — удельная продуктивность клеток (пг/(клетка×сут)); E — нормализованный уровень мРНК. Обозначения на 
рисунке: ASB — клон-продуцент ASВ; ASB+FGE — продуцент, коэкспрессирующий ферменты ASВ и FGE. рvalues рассчитывали 
с помощью теста one-way ANOVA, используя в качестве контроля группу ASB (* pvalues < 0,05, ** pvalues < 0,01, *** pvalues < 0,001, 
**** pvalues < 0,0001; ns — нет статистической разницы).

Fig. 2. Characteristics of the ASB-producing clone after cotransfection with a plasmid carrying the gene encoding the auxiliary 
FGE protein. A—cell viability (%); B—viable cell density, VCD (×106 cells/mL); C—productivity (mg/L); D—specific productivity (pg/
(cell×day)); E—normalised mRNA level. Symbols used in the figure: ASB—ASB-producing clone; ASB+FGE—producer coexpressing 
ASB and FGE enzymes. рvalues were calculated by one-way ANOVA using the ASB group as control (* pvalues < 0.05, ** pvalues < 0.01, 
*** pvalues < 0.001, **** pvalues < 0.0001, ns—no statistical difference).
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Рис. 3. Электрофореграмма и вестерн-блот анализ клона-продуцента ASB после котрансфекции плазмидой с геном, коди-
рующим вспомогательный белок FGE. А — электрофореграмма образцов культуральной жидкости (20 мкл/дорожка); B — 
вестерн-блот анализ образцов культуральной жидкости (антитела anti-ASB); C — электрофореграмма образцов лизатов 
(2×105  клеток/дорожка); I — вестерн-блот анализ образцов лизатов (антитела к FGE); D — вестерн-блот анализ образцов 
лизатов (антитела anti-FGE). Обозначения на рисунке: ASB — клон-продуцент ASВ; ASB+FGE — продуцент, коэкспрессиру-
ющий ферменты ASВ и FGE; st-FGE — рекомбинантный FGE; st-ASB — рекомбинантный ASB (Наглазим); ladder — маркер 
молекулярной массы белков (10–180 kDa); количество повторностей образцов, n = 3. рvalues рассчитывали с помощью теста 
one-way ANOVA, используя в качестве контроля группу ASB (* pvalues < 0,05, ** pvalues < 0,01, *** pvalues < 0,001, **** pvalues < 0,0001; 
ns — нет статистической разницы).

Fig. 3. Electropherogram and Western blot analysis of the ASB-producing clone after cotransfection with a plasmid carrying the 
gene encoding the auxiliary FGE protein. A—electropherogram of cell culture fluid samples (20 μL/lane); B—Western-blot analy-
sis of cell culture fluid samples (anti-ASB antibodies); C—electropherogram of lysate samples (2×105 cells/lane); D—Western blot 
analysis of lysate samples (anti-FGE antibodies). Symbols used in the figure: ASB—ASB-producing clone; ASB+FGE—producer co-
expressing ASB and FGE enzymes; st-FGE—recombinant FGE; st-ASB—recombinant ASB (Naglazyme); ladder—protein molecular 
weight marker (10–180 kDa); the number of replicate samples, n = 3. рvalues were calculated by one-way ANOVA using the ASB group 
as control (* pvalues < 0.05, ** pvalues < 0.01, *** pvalues < 0.001, **** pvalues < 0.0001, ns—no statistical difference).
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Таблица 2. Соотношение плазмид при котрансфекции клеток линии СНО
Table 2. Plasmid ratios used for cotransfection of CHO cells

Вариант
трансфекции

Transfection options

Плазмиды, кодирующие гены ферментов ASB и FGE (соотношение плазмид, %)
Plasmids encoding ASB and FGE enzyme genes (plasmid ratio)

1 ASB (100)

2 ASB+FGE (50:50)

3 ASB+FGE (66,6:33,3)

4 ASB+FGE (90:10)
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центра ASB, удалось увеличить выход целевого 
фермента ASB c 2,5 до 27 мг/л.

Получение высокопродуктивной клеточной 
линии-продуцента арилсульфатазы В за 
счет подбора соотношения при трансфекции 
плазмид с генами, кодирующими целевой 
фермент арилсульфатазу В и вспомогательный 
формилглицин-генерирующий фермент

Для получения высокопродуктивных клеточ-
ных линий проводили котрансфекцию роди-

тельской клеточной линии СНО при различных 
соотношениях плазмид с генами, кодирующими 
целевой фермент ASB и вспомогательный фер-
мент FGE. В первом варианте (контроль) исполь-
зовали одну плазмиду с целевым геном фер-
мента ASB. В других вариантах котрансфекцию 
проводили с использованием разных соотноше-
ний двух плазмид, кодирующих гены ферментов 
ASB и FGE (табл. 2).

После селекции в среде с антибиотиком про-
водили последовательный скрининг по продук-

Рис. 4. Выход целевого белка минипулов-продуцентов ASB в зависимости от разного соотношения при трансфекции плаз-
мид с генами, кодирующими ферменты ASB и FGE. А — продуктивность при скрининге образцов культуральной жидкости 
минипулов-продуцентов из 96–луночных планшетов (мг/л); В — продуктивность при скрининге образцов культуральной 
жидкости минипулов-продуцентов в условиях периодического культивирования в биореакторе в течение 6 дней (мг/л); 
С — электрофореграмма образцов культуральной жидкости; D — вестерн-блот анализ образцов культуральной жидкости 
(антитела anti-ASB). Обозначения на рисунке: ASB — минипулы-продуценты ASВ; ASB+FGE — минипулы-продуценты, ко-
экспрессирующие ферменты ASВ и FGE; st-ASB — рекомбинантный ASB (Наглазим); ladder — маркер молекулярной массы 
белков (10–180 кДa); количество повторностей образцов, n = 3. Данные рvalue рассчитывали с помощью теста one-way ANOVA, 
используя в качестве контроля группу ASB 100% (* pvalues < 0,05, ** pvalues < 0,01, *** pvalues < 0,001, **** pvalues < 0,0001). Точками 
обозначены отдельные минипулы.

Fig. 4. The target protein yield of ASB-producing minipools depending on different ratios used for transfection of plasmids carrying 
genes encoding ASB and FGE enzymes. A—productivity according to screening of culture fluid samples of producer minipools from 
96-well plates (mg/L); B—productivity according to screening of culture fluid samples of producer minipools following batch culti-
vation in a bioreactor for 6 days (mg/L); С—electropherogram of culture fluid samples; D—Western blot analysis of cell culture fluids 
samples (anti-ASB antibodies). Symbols used in the figure: ASB—ASB-producing minipools; ASB+FGE—producer minipools coex-
pressing ASB and FGE enzymes; st-ASB—recombinant ASB (Naglazyme); ladder—protein molecular weight marker (10–180 kDa); the 
number of replicate samples, n = 3. рvalues were calculated by one-way ANOVA using the 100% ASB group as control (* pvalues < 0.05, 
** pvalues < 0.01, *** pvalues < 0.001, **** pvalues < 0.0001). Individual minipools are marked with dots.
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тивности минипулов из 96-луночных и 6-луноч-
ных планшетов. В итоге было отобрано 5–10 
минипулов с наибольшей продуктивностью 
из каждого варианта трансфекции (табл. 2). Уже 
на стадии скрининга минипулов из 96-луночных 
планшетов было отмечено повышение продук-
тивности фермента ASB минипулов-продуцен-
тов, коэкспрессирующих ASB+FGE, по сравне-
нию с минипулами-продуцентами ASB (рис. 3A, 
pvalues < 0,0001).

Проводили периодическое культивирование 
минипулов-продуцентов, коэкспрессирующих 
ASB+FGE, и минипулов-продуцентов ASB в тече-
ние 6 суток для оценки роста и продуктивности. 
Минипулы-продуценты, экспрессирующие толь-
ко ASB, имели продуктивность до 10 мг/л. Мини-
пулы-продуценты, коэкспрессирующие ASB+FGE, 
имели продуктивность до 100 мг/л (рис. 3В).

Наиболее значительное увеличение выхода 
целевого фермента ASB наблюдали у минипу-
лов, полученных при оптимальном соотношении 
плазмид, кодирующих ферменты ASB и FGE (%), 
равном 90:10 (табл. 2, рис. 4А, 4B).

Наблюдалось повышение продуктивности 
минипулов-продуцентов, коэкспрессирующих 
ASB+FGE (рис. 4С, 4D, дорожки 1–3), по сравнению 
с минипулами, экспрессирующими только ASB (рис. 
4С, 4D, дорожки 5–8), что коррелирует с показан-
ным в вестерн-блот анализе повышенным уров-
нем экспрессии ASB в клетках продуцентов, полу-
ченных при введении экзогенной копии гена FGE.

Молекулярная масса полученного рекомби-
нантного фермента ASB и его удельная активность 
(рис. 5) сопоставима с рекомбинантным белком 

коммерчески доступного препарата Наглазим 
(BioMarin, США) (рис. 4С, 4D, дорожки 9–10).

Выводы
1. В результате проведенных исследований 

на основе клеточной линии СНО получены 
высокопродуктивные клеточные линии-про-
дуценты рекомбинантного фермента арил-
сульфатазы В, коэкспрессирующие целевой 
фермент  арилсульфатазу В и вспомогатель-
ный формилглицин-генерирующий фермент.

2. Увеличение выхода активного целевого фер-
мента арилсульфатазы В с 5 до 100 мг/л до-
стигнуто за счет подбора при трансфекции 
оптимального соотношения плазмид, кодиру-
ющих целевой и вспомогательный ферменты. 
Наибольший выход арилсульфатазы В наблю-
дался при соотношении плазмид, кодирующих 
гены ферментов ASB и FGE, равном 90:10 (%).

3. Улучшение продукционных свойств клеточ-
ной линии при коэкспрессии арилсульфатазы 
В и формилглицин-генерирующего фермента 
обусловлено, по-видимому, модификацией 
активного центра целевого фермента арил-
сульфатазы В, катализируемой вспомогатель-
ным формилглицин-генерирующим фермен-
том, что обеспечивает правильный фолдинг, 
стабильную конфигурацию и функциональ-
ную активность арилсульфатазы В.

4. Полученные результаты позволят решить 
проблему низкого выхода рекомбинантной 
лизосомальной сульфатазы, что является ха-
рактерной проблемой при производстве пре-
паратов данного класса.

Рис. 5. Удельная активность фермента арилсульфатазы В, ЕД/мг. Обозначения на рисунке: ASB — минипулы-продуценты ASВ; 
ASB+FGE — минипулы-продуценты, коэкспрессирующие ферменты ASВ и FGE; Naglazyme — рекомбинантный фермент гал-
сульфазы (Наглазим). Данные рvalue рассчитывали с помощью теста one-way ANOVA, используя в качестве контроля группу 
ASB 100% (**** pvalues < 0,0001, ns — нет статистической разницы). Точками обозначены отдельные минипулы.

Fig. 5. Specific activity of the arylsulfatase B enzyme, U/mg. Symbols used in the figure: ASB—ASB-producing minipools; ASB+FGE—
producer minipools coexpressing ASB and FGE enzymes; Naglazyme—recombinant galsulfase enzyme. рvalues were calculated by 
one-way ANOVA using the 100% ASB group as control (**** pvalues < 0.0001, ns—no statistical difference). Individual minipools are 
marked with dots.
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5. Полученные клеточные линии-продуценты 
могут быть использованы в дальнейшей раз-
работке лекарственного препарата на основе 

рекомбинантной арилсульфатазы В для фер-
ментозаместительной терапии мукополиса-
харидоза VI типа.
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 Воропаев Андрей Андреевич; voropaev@expmed.ru

Резюме Счетно-фотометрический метод определения невидимых механических включений, опи-
санный в Государственной фармакопее Российской Федерации, предусматривает фор-
мирование из образцов лекарственных препаратов пробы объемом не менее 25 мл, не-
обходимой для проведения четырех измерений, каждое объемом 5 мл. Для препаратов, 
выпускаемых, например, в готовых к использованию преднаполненных шприцах объе-
мом 0,2–0,3 мл, метод требует объединения большого количества первичных упаковок, 
что экономически затратно. Для дорогостоящих препаратов актуальным является исполь-
зование малых объемов аналитических проб при проведении испытаний счетно-фотоме-
трическим методом. Применяющиеся на практике счетчики частиц позволяют проводить 
анализ лекарственных препаратов в объемах от 0,1 мл, но это требует оценки точности 
методики. Цель работы: оценить точность определения невидимых механических включе-
ний счетно-фотометрическим методом с использованием малых объемов аналитических 
проб. Материалы и методы: в работе использовали счетчик частиц HIAC 9703+; стандарт-
ные образцы счетной концентрации, содержащие 0,998×106  частиц / мл и 3800 частиц/ мл; 
суспензии стандартных латексных частиц с заданным размером (20  мкм). Результаты: 
оценена точность методики определения количества невидимых частиц счетно-фотоме-
трическим методом при использовании малых аналитических проб объемом от 0,1 до 5,0 
мл: правильность составила 96–100%; повторяемость — 0,8–1,8%; коэффициенты корре-
ляции линейной зависимости расчетного количества частиц от теоретического значе-
ния — более 0,999. Проведение измерений с аналитической пробой объемом 0,1 мл не-
целесообразно из-за недостаточной точности результатов. Относительное стандартное 
отклонение результатов измерений количества невидимых частиц, получаемых при ис-
пользовании аналитических проб объемом от 0,2 до 5,0  мл, не превышает относитель-
ной погрешности результатов измерений счетчика частиц. При проведении испытания 
с использованием малых аналитических проб (0,2–1,0  мл) рекомендуется использовать 
шприц-пробоотборник объемом 1 мл. Показана необходимость предварительной уста-
новки объема преаналитической пробы (не менее 0,1 мл). Сравнительные испытания био-
логических лекарственных препаратов белковой природы (7 наименований) при исполь-
зовании стандартной (5,0 мл) и малой (0,5 мл) аналитических проб продемонстрировали 
сопоставимые результаты.  Выводы: анализ результатов проведенных исследований сви-
детельствует о возможности использования счетно-фотометрического метода с малыми 
объемами аналитических проб.

Ключевые слова: счетно-фотометрический метод; невидимые механические включения; биологические ле-
карственные препараты
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The use of small volumes of test samples 
in subvisible particle testing by the light 
obscuration 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

 Andrey A. Voropaev; voropaev@expmed.ru

Abstract The light obscuration method described in the State Pharmacopoeia of the Russian Federation 
for subvisible particle testing, provides for preparation of a pooled sample with a minimum 
volume of 25 mL to be used in four measurements, each with 5.0 mL of the test sample. In the 
case of, for example, ready-to-use 0.2–0.3 mL pre-filled syringes, the method requires pooling 
the contents of a large number of products, which is economically costly. The use of small vol-
umes of test samples in measurements by the light obscuration method is especially relevant 
for expensive medicines. Current particle counters allow for testing of 0.1 mL samples, but 
this requires assessment of the procedure’s accuracy. The aim of the study was to assess the 
accuracy of subvisible particle testing by the light obscuration method for small volumes of 
test samples. Materials and methods: we used an HIAC 9703+ liquid particle counter; particle 
count reference standards containing 0.998×106 particles/mL and 3800 particles/mL; suspen-
sions of standard latex particles with a known size (20 μm). Results: the study assessed the 
accuracy of subvisible particle determination by the light obscuration method for small test 
samples of 0.1–0.5 mL: trueness was 96–100%; repeatability was 0.8–1.8%; linear correlation 
coefficients for the calculated versus theoretical number of particles were more than 0.999. 
The use of 0.1 mL test samples is impractical because of insufficient accuracy of the test results. 
The relative standard deviation of subvisible particle measurements obtained with 0.2–5.0 mL 
test samples did not exceed the measurement error of the instrument. The use of small test 
samples (0.2–1.0 mL) requires the use of a 1 mL sampling syringe. The study demonstrated 
the need for determination of the pre-run volume (not less than 0.1 mL). Comparative testing 
of standard (5.0 mL) and small (0.5 mL) samples of protein-based biological products showed 
comparable results. Conclusions: the study demonstrated that the light obscuration method 
could be used for small volumes of test samples.

Key words: light obscuration method; subvisible particulate matter; biological products

For citation: Voropaev A.A., Fadeikina O.V., Davydov D.S., Movsesyants A.A. The use of small volumes of test 
samples in subvisible particle testing by the light obscuration method. BIOpreparaty. Profilakti-
ka, diagnostika, lechenie = Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2022;22(1):94–104. 
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2022-22-1-94-104

Введение
Определение невидимых невооруженным 

глазом механических включений является 
одним из критических показателей качества 
для парентеральных лекарственных препара-

тов. Согласно базе данных FDA Recalls, Market 
Withdrawals, & Safety Alerts 23 из 59 (39%) 
отзывов и изъятий лекарственных препара-
тов с рынка США и предупреждений об их 
безопасности в период с 2018 по 2020 г. были 
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связаны с  загрязнением данных препаратов 
посторонними частицами1. Такие частицы 
могут иметь внешнее происхождение, не свя-
занное с самим препаратом (пыль, волосы, 
пыльца и др.); внутреннее происхождение, 
связанное с производством препарата (ча-
стицы первичной упаковки, металлические 
частицы конвейера и др.); или могут быть 
 собственными частицами препарата, что ха-
рактерно для белковых препаратов, способ-
ных к образованию агрегатов, например мо-
ноклональных антител [1, 2].

Методика определения невидимых механи-
ческих включений счетно-фотометрическим 
методом предусматривает проведение четырех 
измерений, каждое объемом по 5,0 мл, с об-
щим объемом пробы не менее 25 мл. Для пре-
паратов, выпускаемых в дозированных формах 
малого объема, например в готовых к исполь-
зованию преднаполненных шприцах объемом 
0,2 или 0,3 мл, методика требует объедине-
ния большого количества упаковок (например, 
125 упаковок для дозировки 0,2 мл и 84 упа-
ковки для препаратов дозировкой по 0,3 мл), 
что является чрезвычайно экономически затрат-
ным для дорогостоящих препаратов. В 2012  г. 
Фармакопейная Конвенция США (USP) опу-
бликовала монографию <787> «Невидимые 
механические включения в инъекционных ле-
карственных препаратах белковой природы»2, 
в которой описывалось измерение невиди-
мых частиц счетно-фотометрическим методом, 
но в существенно меньших объемах. В данной 
монографии предлагается проводить подсчет 
частиц в четырех аналитических пробах объ-
емом от 0,2  до 5,0  мл на выбор пользователя 
в зависимости от объема первичной упаковки. 
1 августа 2014 г. монография <787> USP всту-
пила в силу на территории США. Российская3 
и Европейская фармакопеи4 пока не допускают 
использование уменьшенных объемов аналити-
ческой пробы, тем не менее европейские иссле-
дователи поддерживают использование малых 
объемов аналитических проб [3].

Цель работы — оценить точность определе-
ния невидимых механических включений счет-
но-фотометрическим методом с использовани-
ем малых объемов аналитических проб.

1 https://www.fda.gov/safety/recalls-market-withdrawals-safety-alerts
2 USP 41–NF 36 <787> Subvisible particulate matter in therapeutic protein injections. 
3 Общая фармакопейная статья 1.4.2.0006.15 Невидимые механические включения в лекарственных формах для парен-

терального применения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
4 2.9.19. Particulate contamination: sub-visible particles. European Pharmacopoeia 10th ed.
5 Общая фармакопейная статья 1.4.2.0006.15 Невидимые механические включения в лекарственных формах для парен-

терального применения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

Материалы и методы

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

 – стандартные образцы счетной концентрации: 
суспензия латексных частиц для проверки кон-
центрации (серия 7497044F; Beckman Coulter 
Life Sciences, США, концентрация 0,998×106 час-
тиц/мл ±10%,); PHARM-TROL™ Particle Count 
Control (серия 227847, Thermo Scientific™, США, 
концентрация 3800 частиц/мл ±15%);

 – суспензия стандартных латексных частиц NIST 
(National Institute of Standarts and Technology) 
Coulter® CC Size Standard с заданным разме-
ром 20 мкм (серия 477062K; Beckman Coulter 
Life Sciences, США).
Биологические лекарственные препараты:

 – Иммуновенин, лиофилизат для приготовления 
раствора для внутривенного введения (серия 
У111, АО «НПО «Микроген», Россия);

 – Плазбумин-20, раствор для инфузий 20% 
(серия Р1ЕС6АY001, «Грифолз Терапьютикс 
Инк», США);

 – Коэйт-ДВИ, лиофилизат для приготовле-
ния раствора для внутривенного введения 
(серия B2NAB00053, «Грифолз Терапьютикс 
Инк», США);

 – Интерферон бета-1b, раствор для подкожно-
го введения (серия V740421S, ЗАО «БИОКАД», 
Россия);

 – Хайгарда, лиофилизат для приготовления 
раствора для подкожного введения (серии 
P100255524, P100255084, «СиЭсЭл Беринг 
ГмбХ», Германия);

 – Тебериф, раствор для подкожного введения 
(серия V200220S, ЗАО «БИОКАД», Россия).

Методы
Метод счетно-фотометрический. Испыта-

ния проводили на счетчике частиц в жидкости 
HIAC 9703+ (Beckman Coulter Life Sciences, США), 
с программным обеспечением PharmSpec. Объ-
ем аналитической пробы 0,2–5,0 мл. Количество 
измерений 4, при этом не принимали в расчет ре-
зультаты определения для первой пробы и рас-
считывали среднее число частиц в испытуемом 
образце5. Критерий приемлемости результатов: 

https://www.fda.gov/safety/recalls-market-withdrawals-safety-alerts
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относительная погрешность не должна превы-
шать ±30%6, коэффициент корреляции линейной 
зависимости должен быть не менее 0,997.

Весовой метод определения точности дозиро-
вания пробы. Воду очищенную наливали в стакан 
и взвешивали с точностью до 0,0001 г на весах 
аналитических ВР-221S (ООО «Сартогосм», Рос-
сия). После этого отбирали одну аналитическую 
пробу счетчиком частиц HIAC 9703+ и проводи-
ли повторное взвешивание. Повторяли данную 
процедуру пять раз. По разности масс опреде-
ляли массу одной дозы и рассчитывали точность 
дозирования счетчика частиц.

Подготовка суспензии стандартного образца 
счетной концентрации. Тщательно перемеши-
вали суспензию стандартных латексных частиц 
(Beckman Coulter Life Sciences, США) в течение 
15 с на вортексе. Ожидали 10 минут для оседания 
пены. После этого переносили 200 мкл суспен-
зии в лабораторный стакан, добавляли 20 мл 
воды очищенной и перемешивали на магнитной 
мешалке счетчика HIAC 9703+ при 350 об/мин. 
Концентрация частиц в подготовленной суспен-
зии согласно паспорту составляет 0,998×103 ча-
стиц/мл с погрешностью 10%.

Подготовка суспензии стандартных ла-
тексных частиц NIST. В лабораторный стакан 
с 800 мл воды очищенной добавляли суспен-
зию стандартных латексных частиц по каплям 
при постоянном перемешивании на магнитной 
мешалке счетчика HIAC 9703+ при 350 об/мин. 
При этом измеряли количество частиц в 1 мл, 
доводя концентрацию частиц до верхнего пре-
дела измерения счетчика. После этого суспен-
зию перемешивали в течение 10 минут и пе-
реносили 400 мл в другой стакан, содержащий 
400 мл воды очищенной, для получения дву-
кратного разведения. Снова перемешивали в те-
чение 10 мин и проводили следующее двукрат-
ное разведение. Таким способом готовили пять 
разведений исходной суспензии (суспензии 
1–5) и использовали их для оценки линейности 
методики и влияния преаналитического объема 
на точность измерений.

Статистическая обработка результатов. 
Рассчитывали среднее значение, стандартное 
отклонение (S ), относительное стандартное от-
клонение (RSD), коэффициент корреляции (r) 
с помощью программы Excel [4]. Статистическую 
значимость различий групп данных оценивали 

6 Методика поверки МП 242-2221-2018 Государственная система обеспечения единства измерений. Счетчики частиц 
в жидкости HIAC 9703.

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

8 Там же.

с применением однофакторного дисперсион-
ного анализа (ANOVA). Оценку характеристик 
точности (правильность, повторяемость, линей-
ность) методики с малыми пробами проводили 
согласно ОФС.1.1.0012.15 Валидация аналитиче-
ских методик8.

Результаты и обсуждение

Факторы, влияющие на результаты определения 
невидимых механических включений  счетно-
фотометрическим методом с использованием 
малых объемов аналитических проб

Влияние шприца-пробоотборника. Возмож-
ные комплектации счетчика частиц в жидкости 
HIAC 9703+ включают шприцы-пробоотбор-
ники объемом 1, 10 и 25 мл. В данной работе 
использовали шприц-пробоотборник объемом 
10 мл, являющийся стандартным для проведе-
ния испытаний по фармакопейным методикам, 
и шприц-пробоотборник объемом 1 мл для ис-
пытания образцов с малым объемом. Программ-
ное обеспечение счетчика частиц позволяет 
провести испытания любым объемом вне за-
висимости от установленного шприца-пробо-
отборника. Для оценки точности измерений 
в зависимости от шприца-пробоотборника 
проводили подсчет количества частиц с раз-
ными аналитическими пробами в подготовлен-
ной модельной смеси стандартного образца 
счетной концентрации частиц. Использовался 
шприц-пробоотборник объемом 10 мл. Итого-
вый результат рассчитывали на 1,0 мл образца. 
Результаты представлены на рисунке 1.

При объеме аналитической пробы 
от 1,0 до 5,0 мл правильность измерений на-
ходится в интервале 99,5–100,0%. Наилучший 
результат зафиксирован для аналитической 
пробы 5,0 мл. Повторяемость результатов (RSD) 
составила 0,4–1,0%. При измерении аналитиче-
ской пробой менее 1,0 мл точность результата 
заметно уменьшилась: отличие среднего значе-
ния измеренного количества частиц от паспорт-
ного значения достигало 10% и  находилось 
в интервале 90,9–93,8% при высокой повторя-
емости 1,1–2,7%.

При замене шприца-пробоотборника объемом 
10 мл на шприц объемом 1 мл  правильность из-
мерений аналитических проб малых объемов (от 
0,2 до 0,9 мл) существенно возрастала: до  97–100%. 
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Правильность при  использовании аналитической 
пробы объемом 0,1 мл составила 93%.

Различия результатов измерений при исполь-
зовании разных шприцов-пробоотборников 
можно объяснить недостаточной точностью до-
зирования пробы. Точность дозирования опре-
деляли весовым методом, проводя взвешивание 
пробы до и после отбора дозы. По разности масс 
определяли массу одной дозы и рассчитывали 
точность дозирования счетчика частиц. В расче-
тах массы пробы использовали значение плот-
ности воды при 20 °С, равное 998,2067 кг/м³ [5]. 
Используя полученные значения, рассчитывали 
правильность дозирования пробы счетчиком 
частиц разными шприцами-пробоотборниками. 
Результаты оценки средней массы дозы в зави-
симости от объема используемого шприца-про-
боотборника приведены в таблице 1.

Как следует из данных, представленных в та-
блице 1, точность дозирования шприца-пробо-
отборника объемом 1 мл составляет не менее 
99,7%. В то время как точность дозирования 
тех же аналитических проб шприцом-пробоот-
борником объемом 10 мл значительно меньше: 
от 86,2 до 97,8%.

Таким образом, при проведении испыта-
ний с малыми аналитическими пробами (менее 
1,0 мл) следует использовать шприц-пробоот-

борник объемом 1 мл, а для аналитических проб 
от 1,0 до 5,0 мл — стандартный шприц-пробо-
отборник объемом 10 мл. Аналитическую пробу, 
равную 0,1 мл, использовать нецелесообразно 
из-за недостаточной точности.

Влияние объема преаналитической пробы.
Преаналитическая проба отбирается счетчи-
ком частиц между отдельными аналитическими 
пробами прибором для стабилизации скорости 
потока жидкости до подсчета частиц. Слишком 
большой объем преаналитической пробы уве-
личивает общий объем пробы, поэтому необ-
ходимо определить минимальный объем преа-
налитической пробы, при котором сохраняется 
необходимая точность измерений. Для опреде-
ления минимального объема преаналитической 
пробы использовали суспензии стандартных 
латексных частиц NIST размером 20 мкм в кон-
центрации около 500 частиц в 1 мл. Результаты 
оценки влияния объема преаналитической про-
бы представлены на рисунке 2.

Дисперсионный анализ (ANOVA) результатов 
показал, что различия между группами с объе-
мом преаналитической пробы от 0,1 до 0,4 мл 
статистически не значимы:

Fэксп = 1,009 < Fкрит(df=3;0,05) = 2,683.
При анализе групп данных, включающих ре-

зультаты измерений без установки объема преа-

Рис. 1. Влияние объема шприца-пробоотборника на точность измерения количества частиц. Светло-зеленым цветом обо-
значены результаты, полученные при использовании шприца-пробоотборника объемом 10 мл. Темно-зеленым цветом обо-
значены результаты, полученные при использовании шприца-пробоотборника объемом 10 мл (аналитических пробы объе-
мом 1,0–5,0 мл) и шприца-пробоотборника объемом 1 мл (аналитические пробы объемом 0,1–0,9 мл).

Fig. 1. Effect of the sampling syringe volume on the accuracy of the particle count measurement. The light green colour shows the 
results obtained with a 10 mL syringe. The dark green colour shows the results obtained with a 10 mL syringe (for 1.0–5.0 mL test 
samples) and a 1 mL syringe (for 0.1–0.9 mL test samples).
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налитической пробы (0,0 мл), появляются стати-
стически значимые отличия:

Fэксп = 3,498 > Fкрит(df=4;0,05) = 2,434.
Следовательно, проведение испытания 

без предварительной установки преаналитиче-
ской пробы может привести к получению некор-
ректного результата.

Таким образом, при проведении испытания 
по показателю «Механические включения (не-
видимые)» счетно-фотометрическим методом 
при использовании малых объемов аналитиче-
ских проб в настройках прибора необходимо 
предусматривать обязательную установку пре-
аналитической пробы объемом от 0,1 до 0,4 мл.

Оценка характеристик точности методики 
определения невидимых механических 
включений счетно-фотометрическим 
методом с использованием малых объемов 
аналитических проб

Показатели правильности и повторяемо-
сти методики оценивали с использованием 
стандартного образца счетной концентрации 
PHARM-TROL™ Particle Count Control. Правиль-
ность определения концентрации частиц оце-
нивали двумя способами. В первом случае рас-
считывали процент от номинального (согласно 
паспорту) количества частиц в стандартном 
образце счетной концентрации. Во втором слу-
чае рассчитывали процент от количества частиц, 
определенного при анализе с аналитической 
пробой объемом 5,0 мл, так как данный объем 
является стандартным при реализации действу-
ющей фармакопейной методики. Повторяемость 
оценивали как относительное стандартное от-
клонение (RSD) результатов определения коли-

чества частиц. Результаты приведены в табли-
цах 2 и 3.

Из приведенных в таблице 2 данных следует, 
что для пробы объемом 0,2 мл значение пока-
зателей правильности является наименьшим (97 
и 96%) среди исследуемых аналитических проб. 
А величина RSD, равная 1,8%, характеризующая 
меру разброса результатов измерения количе-
ства частиц, является максимальной.

Оценку линейности проводили с использова-
нием стандартных латексных частиц NIST. Ре-
зультаты приведены в таблице 3.

Результаты, представленные в таблице 3, сви-
детельствуют о том, что максимальное отклоне-
ние результатов определения количества частиц 
при использовании малых объемов аналити-
ческих проб (2,0; 1,0; 0,5; 0,2 мл) не превышает 
8% (для суспензии 4). Минимальное значение 
показателя правильности составило 92,1% (для 
суспензии 4), т. е. относительное отклонение 
от среднего количества частиц, измеренного 
с использованием аналитической пробы объе-
мом 0,2 мл, не превышает 7,9%. Результаты ре-
грессионного анализа, проведенного по методу 
наименьших квадратов с линейной моделью y = 
bx + a, и коэффициент корреляции r представ-
лены в таблице 4. Для каждой  аналитической 
 пробы коэффициент корреляции r > 0,999, 
а угловые коэффициенты линейной зависимости 
b сопоставимы между собой.

Оценка характеристик точности методики 
с использованием малых объемов аналитиче-
ской пробы показала, что возможно проведение 
испытаний с использованием любого из  объемов 
от 0,2 до 5,0 мл, так как все результаты с исполь-
зованием малых объемов аналитических проб 

Таблица 1. Результаты оценки правильности дозирования пробы шприцами-пробоотборниками разного объема
Table 1. Evaluation of the sampling accuracy of syringes with different volumes

Объем аналитической 
пробы, мл

Test sample volume, mL

Объем шприца-пробоотборника 1 мл
1 mL sampling syringe 

Объем шприца-пробоотборника 10 мл
10 mL sampling syringe 

средняя масса пробы, г
average sample mass, g

правильность, процент 
от рассчитанной массы 

пробы, %
accuracy, percentage of 
the calculated mass of 

the sample, %

средняя масса пробы, г
average sample mass, g

правильность, процент 
от рассчитанной массы 

пробы, %
accuracy, percentage of 

the calculated mass of the 
sample, %

0,200 0,200 100,1 0,172 86,2

0,300 0,299 99,9 0,264 88,3

0,400 0,399 100,0 0,371 93,0

0,600 0,598 99,9 0,576 96,2

0,800 0,797 99,8 0,781 97,8

1,000 0,995 99,7 0,977 97,9
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удовлетворяют предъявляемому критерию при-
емлемости измерения количества частиц.

Описание методики определения невидимых 
механических включений счетно-
фотометрическим методом с использованием 
малых объемов аналитических проб.

Содержимое не менее 10 первичных упако-
вок лекарственных средств объединяют в одну 
пробу. В настройках прибора  устанавливают 
объем преаналитической пробы, равный 

0,1 мл. При использовании аналитической про-
бы объемом менее 1,0 мл необходимо заме-
нить шприц-пробоотборник объемом 10 мл 
на шприц-пробоотборник для малого объе-
ма. Определяют число частиц размером, рав-
ным или превышающим 10 и 25 мкм. Проводят 
 четыре измерения с объемом аналитической 
пробы от 0,2 до 5,0 мл (в  зависимости от объ-
ема первичной упаковки). Результаты первого 
 измерения не учитывают и рассчитывают сред-
нее количество частиц в одной емкости.

Таблица 2. Результаты оценки правильности и повторяемости методики определения невидимых механических включений 
счетно-фотометрическим методом с использованием малых объемов аналитических проб
Table 2. Assessment of the trueness and repeatability of subvisible particle determination by the light obscuration method with 
small test samples

Характеристика
Characteristic

Объем аналитической пробы, мл
Test sample volume, mL

5,0 2,0 1,0 0,5 0,2

Среднее количество частиц в 1 мл 
± стандартное отклонение
Average number of particles per mL ±standard 
deviation

3836±16 3788±32 3762±32 3741±54 3691±65

Повторяемость (RSD), %
Repeatability (RSD), % 0,4 0,8 1,2 1,4 1,8

Правильность, процент от номинального 
количества частиц в стандартном образце 
счетной концентрации, %
Trueness, percentage of the nominal number 
of particles in the particle count reference 
standard, %

101 100 99 98 97

Правильность, процент от количе-
ства частиц, определенных с объемом 
 аналитической пробы 5,0 мл, %
Trueness, percentage of the calculated number 
of particles in the 5.0 mL test sample, %

100 99 98 98 96

Примечание. RSD, % — относительное стандартное отклонение.
Note. RSD, %—relative standard deviation.

Рис. 2. Влияние объема преаналитической пробы на точность измерений количества частиц.

Fig. 2. Effect of the pre-run volume on the measurement accuracy.
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Таблица 3. Результаты оценки линейности методики определения невидимых механических включений счетно-фотометри-
ческим методом с использованием малых объемов аналитических проб
Table 3. Assessment of the linearity of subvisible particle determination by the light obscuration method with small test samples

Характеристика
Characteristic

Объем аналитической пробы, мл
Test sample volume, mL

5,0 2,0 1,0 0,5 0,2

Суспензия 1
Suspension 1 

Среднее значение количества 
 частиц, шт./мл
Average number of particles, pcs/mL

8596 8694 8663 8563 8385

Стандартное отклонение, мкг/мл
Standard deviation, µg/mL

109 35 47 170 177

Повторяемость (RSD), %
Repeatability (RSD), %

1,3 0,4 0,5 2,0 2,1

Правильность, %
Trueness, %

100 101 101 97 98

Суспензия 2
Suspension 2 

Среднее значение количества 
 частиц, шт./мл
Average number of particles, pcs/mL

4447 4422 4388 4305 4257

Стандартное отклонение, мкг/мл
Standard deviation, µg/mL

45 430 16 36 63

Повторяемость (RSD), %
Repeatability (RSD), %

1,0 1,0 0,4 0,8 1,5

Правильность, %
Trueness, %

100 99,4 98,7 96,8 95,7

Суспензия 3
Suspension 3 

Среднее значение количества 
 частиц, шт./мл
Average number of particles, pcs/mL

2143 2111 2099 2082 2081

Стандартное отклонение, мкг/мл
Standard deviation, µg/mL

29 23 27 36 8

Повторяемость (RSD), %
Repeatability (RSD), %

1,4 1,1 1,3 1,8 0,4

Правильность, %
Trueness, %

100 98,5 98,0 97,2 97,1

Суспензия 4
Suspension 4 

Среднее значение количества 
 частиц, шт./мл
Average number of particles, pcs/mL

1048 1049 1022 1017 965

Стандартное отклонение, мкг/мл
Standard deviation, µg/mL

10 10 27 20 43

Повторяемость (RSD), %
Repeatability (RSD), %

0,9 0,9 2,6 1,9 4,5

Правильность, %
Trueness, %

100,0 100,1 97,5 97,0 92,1
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Испытания биологических лекарственных 
препаратов с использованием малых объемов 
аналитических проб при определении 
невидимых механических включений счетно-
фотометрическим методом

Методика определения невидимых механи-
ческих включений счетно-фотометрическим 
методом с использованием малых объемов ана-
литических проб была применена для испыта-
ния по показателю «Механические включения 
(невидимые)» биологических лекарственных 
препаратов белковой природы (7 наименова-
ний). Для проведения испытаний в сравнении 
со стандартным объемом аналитической пробы 
(5,0 мл) был выбран один малый объем ана-
литической пробы, равный 0,5  мл. Результаты 
приведены в таблице 5.

Сравнительные испытания по определению 
невидимых механических включений счетно- 

фотометрическим методом стандартной методи-
кой с объемом пробы 5,0 мл и методикой с исполь-
зованием малого объема пробы 0,5 мл показали 
сопоставимые результаты для всех препаратов.

Выводы
1. Показана принципиальная возможность ис-

пользования малых объемов аналитических 
проб при проведении испытаний счетно- 
фотометрическим методом по показателю 
«Невидимые механические включения» био-
логических парентеральных препаратов.

2. Оценено влияние объема шприца-пробоотбор-
ника на точность измерений количества частиц. 
Рекомендуется при проведении испытания 
по определению невидимых механических 
включений с использованием аналитических 
проб малых объемов (0,2–1,0  мл) применять 
шприц-пробоотборник объемом 1 мл.

Продолжение таблицы 3
Table 3 (continued)

Характеристика
Characteristic

Объем аналитической пробы, мл
Test sample volume, mL

5,0 2,0 1,0 0,5 0,2

Суспензия 5
Suspension 5 

Среднее значение количества 
 частиц, шт./мл
Average number of particles, pcs/mL

518 510 529 516 543

Стандартное отклонение, мкг/мл
Standard deviation, µg/mL

6 10 10 22 33

Повторяемость (RSD), %
Repeatability (RSD), %

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

Правильность, %
Trueness, %

100,0 98,5 100,6 100,3 97,1

Примечание. RSD, % — относительное стандартное отклонение. Правильность рассчитана как процент от количества частиц, 
определенного с объемом аналитической пробы 5,0 мл.
Note. RSD, %—relative standard deviation. Trueness was determined as a percentage of the calculated number of particles in the 
5.0 mL test sample.

Таблица 4. Результаты регрессионного анализа оценки линейности методики определения невидимых механических 
 включений счетно-фотометрическим методом с использованием малых объемов аналитических проб
Table 4. Regression analysis of the linearity of subvisible particle determination by the light obscuration method with small test 
samples

Параметры линейной зависимости
Linear dependence parameters

Объем аналитической пробы, мл
Test sample volume, mL

5,0 2,0 1,0 0,5 0,2

Множественный коэффициент корреляции r
Multiple correlation coefficient r

0,9998 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999

Угловой коэффициент линейной зависимости b
Slope of the linear function b 

1,017 1,030 1,033 1,007 1,015

Свободный член линейной зависимости а
Y-intercept of the linear function a

-0,041 -35,58 -54,04 -29,83 -71,44
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3. Оценено влияние объема преаналической 
пробы на точность измерений. Данный объем 
должен составлять 0,1–0,4 мл.

4. Относительное стандартное отклонение ре-
зультатов определения количества невиди-
мых частиц, получаемых при использовании 
аналитических проб объемом от 0,2 до 5,0 мл, 
не превышает относительной погрешности 
результатов измерений счетчика частиц. Про-
ведение измерений аналитической пробой 
объемом 0,1 мл нецелесообразно из-за невы-
сокой точности результатов. Характеристики 
точности методики определения невидимых 

механических включений счетно-фотоме-
трическим методом с использованием ма-
лых объемов аналитических проб: правиль-
ность в сравнении со стандартным образцом 
счетной концентрации составила 96–100%. 
Относительное стандартное отклонение по-
вторяемости — 0,8–1,8%. Коэффициенты кор-
реляции линейной зависимости расчетного 
количества частиц от теоретического значе-
ния — более 0,999, вне зависимости от объ-
ема аналитической пробы. Установленные 
характеристики удовлетворяют принятым 
критериям приемлемости.
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жащего.

В 1980 году с отличием окончил Военно-ме-
дицинскую академию им. С.М. Кирова по специ-
альности «Лечебно-профилактическое дело» 
и был направлен для прохождения службы 
в «48  Центральный научно-исследовательский 
институт» Министерства обороны Российской 
Федерации — «Вирусологический центр».
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ни доктора медицинских наук.

В настоящее время Р.А. Хамитов возглав-
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щих весь комплекс работ по созданию клеток- 
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белков, разработке лабораторных и опытно-про-
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работке и валидации аналитических методов, 
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следований, регистрации лекарственных препа-
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 лекарственных препаратов позволяет достичь 
реального импортозамещения и тем самым по-
высить фармакологическую безопасность нашей 
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Р.А. Хамитов награжден орденом Почета 
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