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В настоящее время все большую актуальность приобретают вопросы оценки качества лекарственных препаратов на осно-
ве рекомбинантных интерферонов (рИФН) с использованием современных аналитических методов, среди которых одними 
из важнейших являются методы определения подлинности. Особую проблему представляет оценка подлинности интерфе-
рона в отечественных препаратах на основе рИФН, содержащих помимо интерферона (ИФН) альфа-2b иные действующие 
и вспомогательные вещества, затрудняющие определение этого показателя физико-химическими методами. Производи-
тели препаратов указанного типа используют для оценки их подлинности реакцию нейтрализации ИНФ различными моно- 
и поликлональными антителами. Цель работы: оценка пригодности различных видов антител для проведения испытания 
по показателю «Подлинность» в реакции нейтрализации противовирусной активности интерферона в различных лекар-
ственных средствах на основе интерферона альфа-2b, содержащих помимо интерферона иные действующие и вспомога-
тельные вещества. Материалы и методы: в исследовании использовали клетки MDBK, вирус везикулярного стоматита, 
образцы различных лекарственных средств, содержащих интерферон альфа-2b, разного состава и производства, моно- 
и поликлональные антитела различного производства. Определение подлинности рИНФ проводили биологическим мето-
дом, основанным на нейтрализации специфическими антителами способности ИФН подавлять цитопатическое действие 
индикаторного вируса в культуре клеток в сравнении со стандартным образцом. Результаты: показано, что образцы всех 
субстанций на основе интерферона альфа-2b нейтрализуются как поликлональными, так и моноклональными антителами. 
Поликлональные антитела взаимодействуют со всеми лекарственными препаратами различного состава, изготовленными 
из тех же субстанций. Моноклональные антитела избирательно взаимодействуют с некоторыми препаратами. Выводы: 
поликлональные антитела универсальны с точки зрения возможности их использования для определения подлинности лю-
бого препарата, содержащего ИФН альфа-2b. Применение с этой целью моноклональных антител ограничено и зависит от 
состава препарата.
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Quality control of recombinant interferon (rIFN) products with the help of modern analytical methods, including those used for 
identification, is becoming increasingly relevant nowadays. Identification is especially challenging in the case of Russian rIFN 
products that contain not only interferon (IFN) alpha-2b, but also other active ingredients and excipients that hinder the use of physical 
and chemical methods. Manufacturers of such products use IFN neutralization assay with mono- and/or polyclonal antibodies for 
identification. The aim of the study was to assess the feasibility of using different types of antibodies in the identification test based 
on neutralization of IFN antiviral activity in IFN alpha-2b products containing other active ingredients and excipients in addition to IFN. 
Materials and methods: the following materials were used in the study: MDBK cells, vesicular stomatitis virus, samples of IFN alpha-
2b products with different composition and by different manufacturers, mono- and polyclonal antibodies by different manufacturers. 
Identification of rIFNs was carried out by a biological method based on neutralization by specific antibodies of IFN ability to suppress 
the cytopathic effect of the indicator virus in a cell culture using a reference standard for comparison. Results: both polyclonal and 
monoclonal antibodies were shown to neutralize the activity of the tested IFN alpha-2b substances. Polyclonal antibodies interact with 
all products containing the same active ingredients, irrespective of their composition. Monoclonal antibodies interact selectively with 
some products. Conclusions: polyclonal antibodies can be used for identification of any product containing IFN alpha-2b. The use 
of monoclonal antibodies for this purpose is limited and depends on the composition of the product.
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Лекарственные препараты на основе рекомбинантных ин-
терферонов (рИФН) занимают все большее место на совре-
менном фармацевтическом рынке и используются в комплекс-
ной терапии многих вирусных [1, 2] и онкологических [3–6] 
заболеваний.

В связи со значительным расширением масштабов исполь-
зования рИФН в медицинской практике все бóльшую актуаль-
ность приобретают вопросы совершенствования их произ-
водства и оценки качества. Одним из важнейших показателей 
качества препаратов на основе рекомбинантных ИФН, характе-
ризующих их фармакологическую эффективность и безопас-
ность, является подлинность. В соответствии с рекомендаци-
ями Европейской фармакопеи (ЕФ) подлинность препарата 
подтверждают его биологической активностью, а также физи-
ко-химическими методами, идентифицирующими специфиче-
ские белки препарата: изоэлектрическое фокусирование, пеп-
тидное картирование с использованием высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), вертикальный электро-
форез в полиакриламидном геле (ПААГ) в восстанавливающих 
условиях1. Дополнительно к указанным в ЕФ методам контроля 
подлинности используют и метод обращенно-фазовой ВЭЖХ.

Однако существует ряд лекарственных форм препаратов 
ИФН альфа-2b отечественного производства, в основном для 
наружного и местного применения (мази, гели, суппозитории, 
капли, спреи и пр.), компонентный состав которых не позволяет 
применять для подтверждения подлинности физико-химические 
методы, рекомендованные ЕФ. Поэтому многие отечественные 
производители используют биологический метод определения 
подлинности ИФН, в основе которого лежит реакция нейтрали-
зации противовирусной активности за счет связывания белка-
антигена (интерферона) специфическими антителами.

При этом антигенная детерминанта (эпитоп) белка интер-
ферона взаимодействует с частью антитела, распознающей 
эпитоп (паратоп). Взаимодействующие участки должны быть 
комплементарными по конформации, распределению заряда 
и гидрофобности — лишь при этих условиях формируются 
гидрофобные связи. В то же время при перекрывании элек-
тронных оболочек в результате тесного контакта поверхностей 
белковых молекул могут возникать силы отталкивания. Соот-
ношение сил притяжения и отталкивания играет решающую 
роль в определении специфичности молекулы антитела и ее 
способности различать структурно сходные молекулы [7].

Испытания по определению подлинности в реакции ней-
трализации противовирусной активности проводят в культуре 
клеток, чувствительных к ИФН, с использованием индикатор-
ного вируса. Нейтрализация активности испытуемого и стан-
дартного образцов должна происходить при аналогичных раз-
ведениях антител2.

Используемые в реакции антитела могут быть монокло-
нальными и поликлональными. Моноклональные антитела 
вырабатываются иммунными клетками, принадлежащими 
к одному клеточному клону, то есть произошедшими из одной 
плазматической клетки-предшественницы. Моноклональные 
антитела специфичны к одной антигенной детерминанте [8, 9].

В норме в организме антитела продуцируются нескольки-
ми или даже множеством клонов [10].

Поэтому из сыворотки иммунизированного животного 
получают препараты поликлональных антител, которые пред-
ставляют собой смесь иммуноглобулинов и обладают неодина-
ковой специфичностью по отношению к различным эпитопам 
полидетерминантного иммуногена. В целом специфичность 
поликлональных антител определяется совокупностью спе-
цифического взаимодействия с многочисленными антигенны-
ми детерминантами, которые могут быть или не быть уникаль-
ными, то есть присущими только молекулам определенного 
вещества.

Вероятность перекрестных реакций с другими антигенами 
у моноклональных антител значительно ниже, чем у поликло-
нальных. Она минимизируется в результате подбора наиболее 
уникальной, неповторимой антигенной детерминанты, моно-
клональные антитела к которой затем производятся [10].

Таким образом, моноклональные антитела имеют следу-
ющие основные преимущества перед поликлональными: пол-
ная стандартизация препарата антител; высокая специфич-
ность; свободный выбор антигенных детерминант, к которым 
образуются антитела. Вместе с тем в некоторых случаях при-
менение поликлональных антител позволяет достичь лучших 
результатов.

Анализ нормативной документации на отечественные пре-
параты, содержащие в качестве основного действующего ве-
щества рекомбинантный ИФН альфа-2b, показывает, что еди-
ного подхода к выбору антител для оценки подлинности белка 
интерферона нет. Большинство производителей рекомендуют 
использовать с этой целью поликлональные антитела (ООО 
«Фармапарк», ЗАО «Биокад», ООО «Фирн М», ООО «ФЕРОН», 
ООО «Алфарм»). Некоторые производители (АО «Биннофарм», 
ЗАО «Вектор-Медика», ФГУП «Гос.НИИ ОЧБ» ФМБА России) 
указывают в нормативной документации на препараты, что при 
определении их подлинности следует использовать монокло-
нальные антитела.

Цель работы — оценка пригодности различных видов 
антител для проведения испытания по показателю «Подлин-
ность» в реакции нейтрализации противовирусной активности 
интерферона в различных лекарственных средствах на основе 
интерферона альфа-2b, содержащих помимо интерферона 
иные действующие и вспомогательные вещества.

Материалы и методы

Материалы:

- образцы 6 субстанций ИФН альфа-2b человеческо-
го рекомбинантного (производства ООО «Фармапарк», ЗАО 
«Биокад», АО «Биннофарм», ООО «Фирн М», ЗАО «Вектор-
Медика», ФГУП «Гос.НИИ ОЧБ» ФМБА России), а также лекар-
ственные препараты различного состава, изготовленные с ис-
пользованием вышеуказанных субстанций (производства ООО 
«Алфарм», АО «Алтайвитамины», АО «Биннофарм», ЗАО «Век-
тор-Медика», ОАО «Фармстандарт-УфаВИТА, ООО «ФЕРОН», 
ООО «Фирн М», ЗАО «ЛЕККО»);

1 01/2009:1639 Interferon beta-1a concentrated solution. European Pharmacopoeia 10th ed.
2 Общая фармакопейная статья 1.7.2.0002.15 Биологические методы испытания препаратов интерферона с использованием культур клеток. 

Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
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- моноклональные антитела: Mouse Anti-Interferon-α2 An-
tibody, кат. № MAB411, клон ST2541 (далее — АТ МАВ411) 
и Mouse Anti-Human α-Interferon Monoclonal Antibody, кат. 
№ MAB413, клон ST126 (далее — АТ МАВ413), производства 
Меrck (Millipore);

- поликлональные антитела: Anti-Human Interferon Alpha, 
Rabbit Serum (PAb), кат. № 31101-1, производства PBL Assay 
Science (далее — АТ 31101-1) и Polyclonal Antibody to Interferon 
Alpha (IFNalpha)-Aff-Purifide, кат. № AP02801PU-N, производ-
ства Acris Antibodies GmbH (далее — АТ AP02801PU-N);

- вирус везикулярного стоматита (VSV), штамм Индиана, 
из Государственной коллекции вирусов ФГУП «НИИ вирусоло-
гии им. Д. И. Ивановского» (индикаторный вирус);

- международный стандартный образец (МСО) активности 
интерферона альфа-2b (WHO International Standard INTERFERON 
ALPHA 2b (Human rDNA derived) NIBSC Code 95/566);

- культура клеток почек крупного рогатого скота MDBK 
(NBL-1) из коллекций ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзо-
ра (Россия) и ФГБУ «НИИ вирусологии им. Д. И. Ивановского» 
(Россия);

- питательная среда DMEM с глюкозой 4,5 г/л 
с L-глутамином (ООО НПП «ПанЭко», Россия).

Оборудование:

- бокс микробиологической безопасности БМБ-II-«Лами-
нар-С»-1,2 (Россия);

- СО2-инкубатор INCO 108 med (Германия);
- микроскоп инвертированный ID-03 Option Feintechnick;
- баня водяная GFL 1012 (Германия);
- центрифуга Eppendorf 5804 R (Германия);
- камера Горяева для счета форменных элементов крови 

(ООО «МиниМедПром», Россия).

Методы

Определение подлинности интерферона проводили в соот-
ветствии с ОФС Биологические методы испытания препаратов 
на основе интерферона с использованием культур клеток3. 
Метод определения подлинности (так же, как и специфиче-
ской активности) основан на способности интерферона альфа, 
входящего в состав лекарственного средства, подавлять цито-
патическое действие индикаторного вируса в культуре клеток 
в сравнении со стандартным образцом интерферона. Интерфе-
рон, входящий в состав лекарственного средства, должен инак-
тивироваться (нейтрализовываться) специфическими антите-
лами аналогично стандартному образцу (МСО) интерферона.

Испытания проводили в асептических условиях.
Клетки культивировали в стандартных условиях: темпера-

тура (37±1) °C, содержание углекислого газа в атмосфере ин-
кубатора (5,0±0,5)%.

Образцы лекарственных средств и МСО после проведения 
пробоподготовки, предусмотренной нормативной документа-
цией, разводили питательной средой до одной десятой титра 
противовирусной активности (рабочие растворы испытуемого 
лекарственного средства (РР-ЛС) и МСО (РР-МСО)). Титр про-
тивовирусной активности определяли заранее в ходе опреде-
ления специфической активности.

Рабочий диапазон разведений антител определяли по их 
нейтрализующей активности относительно раствора МСО.

Для проведения реакции нейтрализации готовили серию 
двукратных разведений антител к ИФН альфа-2b в пределах 
трех двукратных разведений ниже и выше разведения, соот-
ветствующего вычисленному титру антител, в объеме, доста-
точном для нейтрализации РР-ЛС и РР-МСО.

Для проведения реакции нейтрализации РР-МСО подго-
товленные двукратные разведения антител объединяли в рав-
ных объемах с РР-МСО, прибавляя раствор антител к РР-МСО 
и перемешивая смесь. Аналогичным образом готовили смеси 
для проведения реакции нейтрализации РР-ЛС. Для контро-
ля активности интерферона готовили контрольные образцы, 
смешивая в равных объемах рабочий РР-МСО и питательную 
среду и РР-ЛС и питательную среду (КО-МСО и КО-ЛС соот-
ветственно). Приготовленные смеси и контрольные образцы 
инкубировали при температуре (37±1) °C в течение 1 ч, после 
чего из лунок 96-луночного планшета с клеточным монослоем 
удаляли культуральную среду и вносили (в 4 раздельные лунки 
на каждое разведение антител) нейтрализованные смеси РР-
ЛС и РР-МСО (объемом по 100 мкл). Для контроля активности 
интерферона вносили в лунки по 100 мкл КО-МСО и КО-ЛС 
(по 4 лунки на каждый контрольный образец). Кроме того, 
на планшете оставляли 4 лунки для контроля качества клеточ-
ного монослоя и 16 лунок для контроля дозы вируса-индикато-
ра. В эти лунки вносили по 100 мкл питательной среды.

После внесения растворов 96-луночный планшет инку-
бировали в течение 22–26 ч в стандартных условиях, а затем 
из лунок удаляли культуральную среду и во все лунки, содер-
жащие нейтрализованные смеси и контрольные образцы, вно-
сили по 100 мкл раствора индикаторного вируса в рабочей дозе 
(титр и рабочую дозу вируса определяли в ходе определения 
специфической активности). В лунки, предназначенные для 
контроля дозы вируса-индикатора, вносили по 100 мкл раз-
ведений вируса, соответствующих 100, 10, 1, 0,1 ТЦД50/0,1 мл. 
В лунки с контролем клеточного монослоя вносили по 100 мкл 
поддерживающей среды. После внесения индикаторного ви-
руса 96-луночный планшет инкубировали в течение 24–26 ч 
в стандартных условиях до появления цитопатического дей-
ствия в монослое клеток с индикаторным вирусом в дозе 
1 ТЦД50/0,1 мл.

Результаты испытания подлежали визуальному учету при 
выполнении следующих условий:

- отсутствовала дегенерация клеточного монослоя в лун-
ках с контролем клеточного монослоя, в лунках, содержащих 
минимальное количество антител, и в лунках с индикаторным 
вирусом в дозе 0,1 ТЦД50/0,1 мл, а также в лунках с КО-МСО 
и КО-ЛС;

- наблюдалось полное поражение клеточного монослоя 
вирусом в лунках с клетками без образцов, подвергшихся дей-
ствию вируса в заражающей дозе 100 ТЦД50/0,1 мл, а также 
в лунках, содержащих максимальное количество антител;

- доза внесенного вируса составляла 10 (2±0,25) ТЦД50/0,1 мл.
Лекарственное средство выдерживало испытание на под-

линность, если нейтрализация активности РР-ЛС и РР-МСО 
происходила при аналогичных разведениях антител.

Результаты и обсуждение

Проведено исследование взаимодействия образцов 6 суб-
станций разных производителей и изготовленных из них пре-
паратов различного состава. Сведения об испытуемых лекар-
ственных препаратах приведены в таблице 1. Наименования 
фирм-производителей, препаратов и компонентов, входящих 
в их состав, указаны в соответствии с нормативной документа-
цией производителей на момент производства.

В результате исследования выявлено, что образцы всех испы-
танных субстанций нейтрализуются всеми испытанными образца-
ми антител, независимо от их вида и производителя (табл. 2).

3 Там же.
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Результаты испытаний различных лекарственных препа-
ратов с поли- и моноклональными антителами представлены 
в таблице 3.

Из представленных результатов можно заключить, что:
- поликлональные антитела нейтрализуют интерферон 

в образцах всех испытанных лекарственных средств;
- моноклональные антитела нейтрализуют интерферон 

только в субстанциях и в препаратах, в состав которых помимо 
ИФН альфа-2b человеческого рекомбинантного не входят дей-
ствующие вещества химического происхождения, консерван-
ты и другие вещества, необходимые для придания препаратам 
требуемых физико-химических свойств.

Особенно наглядно влияние вспомогательных веществ 
на результат взаимодействия с антителами при сравнении трех 
вариантов препаратов под группировочным названием Интер-
ферон альфа-2b+Дифенгидрамина гидрохлорид, капли глазные 
10 000 МЕ/мл+1 мг/мл, произведенных разными производителя-
ми и отличающихся только наличием различных консервантов 
в двух из них (препараты № 7, 20 в табл. 1) и отсутствием та-
кового в третьем (препарат № 21 в табл. 1). Нейтрализация ин-
терферона в препаратах с консервантами происходила только 
при использовании поликлональных антител, а в препарате без 
консерванта — и моно-, и поликлональными антителами.

Обращает на себя внимание и тот факт, что интерфе-
рон в препарате Иммуноглобулин человека нормальный 
[IgG+IgA+IgM]+Интерферон альфа-2b, суппозитории вагиналь-
ные и ректальные, 200 мг+500 000 МЕ (препарат № 19 в табл. 1), 
произведенном на разных производственных площадках с ис-
пользованием субстанции ИФН альфа-2b человеческого реком-
бинантного двух производителей, не во всех случаях нейтрали-
зуется моноклональными антителами. Можно предположить, 
что полученные результаты обусловлены наличием в препарате 
действующего вещества биологического происхождения («Им-
муноглобулиновый комплексный препарат»), имеющего неод-
нородный и неопределенный состав и свойства.

Способность поликлональных антител нейтрализовать про-
тивовирусную активность ИНФ во всех испытанных образцах 
позволяет предположить, что они содержат паратопы ко всем 
антигенным детерминантам, определяющим специфичность 
белковой макромолекулы интерферона. В то же время моно-
клональные антитела, способные распознавать только одну 
определенную детерминанту, нейтрализуют интерферон лишь 
в образцах испытанных субстанций и препаратов, не имеющих 
в составе иных действующих и вспомогательных веществ.

Заключение

Проведено исследование взаимодействия образцов суб-
станций ИФН альфа-2b разных производителей и изготов-
ленных из них лекарственных препаратов различного состава 
с моно- и поликлональными антителами с целью оценки при-
годности последних для определения показателя «Подлин-
ность» в реакции нейтрализации противовирусной активности.

Сравнительный анализ полученных данных позволяет за-
ключить, что результат взаимодействия ИФН альфа-2b с анти-
телами зависит от состава препарата. Субстанции и инъекци-
онные препараты, не содержащие никаких вспомогательных 
веществ, кроме буферной системы, нейтрализуются как моно-, 
так и поликлональными антителами. Если в состав препарата 
входят сложные неорганические и органические вещества, 
то только поликлональные антитела нейтрализуют интерфе-
рон в этих препаратах. Моноклональные антитела с интерфе-
роном в таких препаратах, как правило, не взаимодействуют.

Таким образом, влияние сложных химических и биологи-
ческих соединений в составе лекарственного препарата (в ка-

честве действующих или вспомогательных веществ) на способ-
ность интерферона альфа-2b нейтрализоваться антителами 
очевидно. Но противоречивость полученных данных не позво-
ляет интерпретировать их однозначно. Можно предположить, 
что единственная детерминанта, с которой взаимодействует 
моноклональное антитело в субстанции, в препарате сложно-
го состава может быть недоступна для взаимодействия из-за 
изменения конформации молекулы в присутствии различных 
веществ.

Проведенное исследование позволяет заключить, что по-
ликлональные антитела универсальны с точки зрения воз-
можности их использования для определения подлинности 
любого препарата, содержащего ИФН альфа-2b. Применение 
с этой целью моноклональных антител ограничено. Прежде 
чем рекомендовать использовать моноклональные антитела 
для определения подлинности препаратов сложного состава, 
следует предварительно убедиться в их способности нейтра-
лизовать противовирусную активность интерферона в каждом 
конкретном случае.
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