
367
Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2023, V. 23, No. 3–1

ТЕМА НОМЕРА: РАЗРАБОТКА И СОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ ОТЕЧЕСТВЕННЫХ 
БИОЛОГИЧЕСКИХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ / ISSUE TOPIC: DEVELOPMENT 

AND IMPROVEMENT OF RUSSIAN BIOLOGICALS

© Е.И. Саканян, М.А. Ясная, В.Ф. Вуль , Р.А. Бубенчиков, Н.В. Винокурова, Е.С. Юртаева, 2023

УДК 615.072
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-3-1-367-378

Научная статья | Scientific article

Лекарственные препараты пыльцевых 
аллергенов: современные аспекты 
стандартизации
Е.И. Саканян1, М.А. Ясная2, В.Ф. Вуль2, , Р.А. Бубенчиков1, Н.В. Винокурова1, 
Е.С. Юртаева1

1 Акционерное общество «Научно-производственное объединение по медицинским 
иммунобиологическим препаратам «Микроген», 2-й Волконский переулок, д. 10, Москва, 
127473, Российская Федерация

2 НПО «Аллерген», филиал АО «Научно-производственное объединение по медицинским 
иммунобиологическим препаратам «Микроген», ул. Биологическая, д. 20, Ставрополь, 355019, 
Российская Федерация

 Вуль Всеволод Феликсович; v.f.vul@microgen.ru

Резюме Актуальность. Лекарственные препараты пыльцевых аллергенов являются наиболее вос-
требованными. Терапевтическая польза от их применения зависит от стандартизации. 
Для повышения эффективности диагностики и лечения аллергических заболеваний не-
обходимы современные методы оценки специфической (аллергенной) активности лекар-
ственных препаратов пыльцевых аллергенов с применением стандартных образцов и ме-
тодов физико-химического анализа.
Цель. Разработка методологических подходов к стандартизации лекарственных препа-
ратов пыльцевых аллергенов для перехода к нормированию специфической активности 
в единицах аллергенной активности (ЕАА) и приведения качества препаратов в соответ-
ствие с требованиями Государственной фармакопеи Российской Федерации.
Материалы и методы. Использовали стандартные образцы пыльцевых аллергенов 
(АО «НПО «Микроген»), стандарт ВОЗ аллергена из пыльцы тимофеевки посевной, набор 
стандартов для эксклюзионной хроматографии MW  1350–670000  Da, бычий сывороточ-
ный альбумин, специфические IgE-содержащие сыворотки крови от лиц, сенсибилизиро-
ванных к исследуемому аллергену, меченые антитела к IgE человека, стандартные об-
разцы летучих растворителей для газовой хроматографии. Подтверждение подлинности 
стандартного образца предприятия аллергенной активности аллергена (СОП ААА) прово-
дили методом вестерн-блота (аллергенные компоненты), содержание общего белка опре-
деляли колориметрически (метод Бредфорда). Дополнительно для изучения белковых 
фракций применяли метод высокоэффективной жидкостной хроматографии. Количество 
остаточных органических растворителей в препаратах аллергенов оценивали при помо-
щи газожидкостной хроматографии.
Результаты. Вместо существующей ранее неспецифической характеристики аллерген-
ной активности в единицах белкового азота (Protein Nitrogen Unit, PNU) был разработан 
и апробирован новый метод контроля специфической активности в ЕАА на основе кон-
курентного иммуноферментного анализа (кИФА). Разработана и валидирована методика 
контроля аллергенной активности in  vitro на основе кИФА. Проведены разработка и ат-
тестация 15 первичных СОП  ААА с присвоением им аллергенной активности в EAA/мл 
по результатам тестирования методом кожных проб in vivo. Выполнен анализ эксперимен-
тальных данных с целью установления норм аллергенной активности для номенклатуры 
пыльцевых аллергенов, выпускаемых АО «НПО «Микроген». Разработаны и валидированы 
в соответствии с Государственной фармакопеей Российской Федерации физико-химиче-
ские методы аттестации СОП ААА. Определены условия хроматографического разделения 
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остаточных органических растворителей  (ацетона, диэтилового эфира) и параметры при-
годности хроматографической системы. Проведена аттестация вторичных СОП ААА мето-
дом кИФА по показателю аллергенной активности относительно первичных СОП, что по-
зволило перейти к стандартизации препаратов аллергенов методом in vitro.
Выводы. Разработана методология стандартизации препаратов аллергенов методом 
кИФА по степени ингибирования иммунологической реакции в сравнении со стандартным 
образцом. Обоснована целесообразность исключения показателя «Содержание белково-
го азота» (в единицах белкового азота, PNU) и замены его на показатель «Аллергенная ак-
тивность» (в ЕАА). Полученные СОП ААА впервые на предприятии были аттестованы в ЕАА. 
Разработана и валидирована аналитическая методика определения количественного со-
держания остаточных органических растворителей в препаратах аллергенов с помощью 
метода газожидкостной хроматографии.

Ключевые слова: лекарственные препараты пыльцевых аллергенов; специфическая активность; остаточ-
ные органические растворители; общий белок; кИФА
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Abstract Scientific relevance. Pollen allergen medicines are in high demand, and their therapeutic bene-
fits directly correlate with their standardisation. Better diagnosis and treatment of allergic dis-
eases require state-of-the-art procedures for assessing the allergenic activity of pollen allergen 
products using reference standards and physicochemical testing methods.
Aim. The study aimed at developing methodological approaches to the standardisation of pol-
len allergen products in order to shift to measuring their potency in allergenic activity units 
(AAU) and bring their quality in line with the requirements of the State Pharmacopoeia of the 
Russian Federation.
Materials and methods. The study used pollen allergen reference standards by Microgen, the 
WHO International Standard for timothy grass (Phleum pratense) pollen extract, a gel filtration 
standard kit of molecular weight markers ranging from 1.35 to 670 kDa, bovine serum albumin, 
serum samples with specific IgE obtained from donors sensitised to the study pollen allergens, 
labelled anti-human IgE antibodies, and reference standards for determining residual volatile 
solvents by gas chromatography. The identification of in-house reference standards for the 
potency of pollen allergens involved Western blotting (for allergenic components). The total 
protein content was determined by Bradford’s assay. In addition, the authors used high-per-
formance liquid chromatography to study protein fractions and gas–liquid chromatography to 
determine the content of residual organic solvents.
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Results. To substitute the existing method of non-specific characterisation of allergenic activ-
ity in protein nitrogen units (PNU), the authors developed and tested a new method to con-
trol allergenic activity in allergenic activity units (AAU) based on an in vitro competitive en-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA) procedure developed and validated in this study. 
Furthermore, the authors developed and certified 15 primary in-house reference standards 
with allergenic activity established in AAU/mL using skin tests in vivo. The experimental data 
were analysed to standardise the allergenic activity of the pollen allergens manufactured 
by Microgen. The authors developed physicochemical methods for the certification of in-house 
reference standards and validated these methods in accordance with the State Pharmacopoeia 
of the Russian Federation. The study involved selecting chromatographic separation condi-
tions for residual organic solvents (acetone and diethyl ether) and establishing system suita-
bility criteria for the chromatographic system. The allergenic activity of secondary  in-house 
reference standards was certified against that of primary in-house reference standards using 
competitive ELISA. Thus, the authors managed to shift to the standardisation of pollen aller-
gen products in vitro.
Conclusions. The authors developed their competitive ELISA-based method to standardise 
pollen allergen products by comparing the inhibition of immune responses to a product and 
a  standard. The study demonstrated the feasibility of substituting allergenic activity quan-
tification (in AAU) for protein nitrogen content determination (in PNU) and showed the first 
example of using AAU for the certification of in-house reference standards. Additionally, the 
authors developed and validated an analytical procedure for determining the content of resid-
ual organic solvents in pollen allergen products by gas–liquid chromatography.

Key words: medicinal products of pollen allergens; potency; allergenic activity; residual organic solvents; 
total protein; competitive enzyme-linked immunosorbent assay
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Введение
В настоящее время перед национальными си-

стемами здравоохранения остро стоит проблема 
профилактики и лечения аллергических заболе-
ваний, которым подвержена значительная часть 
населения земного шара [1–4]. По некоторым 
оценкам, 20–30% от общего числа населения 
планеты имеют аллергические заболевания  [5]. 
Наряду с известными ранее видами аллергии (на 
пищу, растения, домашнюю и библиотечную 
пыль, шерсть диких и домашних животных и др.) 
появилась и становится все более распростра-
ненной медикаментозная аллергия  (на лекар-
ственные средства). C  1960-х годов, особенно 
в последние 10–20 лет, наблюдается стреми-
тельный рост числа пациентов с аллергически-
ми заболеваниями. Проявления аллергических 
заболеваний приводят к ухудшению качества 
жизни, ограничивают возможности во всех сфе-
рах социальной и личной жизни. Аллерген-спе-
цифическая иммунотерапия (АСИТ) — современ-
ный метод лечения аллергии, в основе которого 
лежит использование механизма и патогенеза 
аллергических заболеваний [6–9]. Принцип 

АСИТ  — поэтапное введение в организм паци-
ента возрастающих доз аллергенсодержащего 
лекарственного препарата (ЛП) для снижения 
чувствительности к аллергену [6, 10].

Следует отметить, что превалирующие по-
зиции (от 1 до 5% от общего числа аллергиче-
ских заболеваний) занимают аллергические 
реакции на растительную пыльцу, при этом их 
проявления разнообразны, а признаки рини-
та могут отсутствовать [11]. Для проведения 
АСИТ используют ЛП на основе действующих 
веществ — аллергенов и аллергоидов, которые 
произведены из пыльцы растений и вызывают 
положительный аллергический ответ [8].

Обеспечение качества, эффективности и без-
опасности ЛП аллергенов  — ключевая задача 
производителя, которая требует внедрения 
не только современных технологий, но и соот-
ветствующих методов стандартизации и после-
дующего контроля качества ЛП аллергенов. Это 
подразумевает переход от оценки специфиче-
ской активности ЛП аллергенов с использова-
нием методов in  vivo (кожные пробы) к методу 
определения аллергенной активности in  vitro 
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относительно стандартных образцов (СО), атте-
стованных в единицах аллергенной активности 
(EAA/мл) с помощью разработанных и валиди-
рованных методик конкурентного иммунофер-
ментного анализа (кИФА).

На сегодняшний день единой международной 
системы единиц аллергенной активности не суще-
ствует, и мировые производители лекарственных 
средств переходят на использование различных 
унифицированных единиц аллергенной активно-
сти. Это позволяет количественно оценить специ-
фическую активность ЛП аллергенов и исходных 
фармацевтических субстанций (табл. 1) [1].

Анализ данных таблицы 1 позволяет сде-
лать заключение о том, что практически во всех 
представленных вариантах проводится сравни-
тельная оценка результатов кожных проб и да-
лее их перевод в единицы специфической (ал-
лергенной) активности.

Всемирная организация здравоохранения 
предложила к использованию ограниченное 
число международных стандартов аллерген-
ных экстрактов [12]. Перечень международных 
СО включает лишь пять наименований, что соз-
дает очевидные сложности для стандартиза-
ции лекарственных средств аллергенов и по-

Таблица 1. Характеристика единиц аллергенной активности лекарственных препаратов аллергенов (таблица составлена 
авторами по данным источника [1])
Table 1. Units of allergenic activity of pollen allergen products (compiled by the authors based on [1])

Единица аллергенной активности
Unit of allergenic activity

Характеристика
Description

Регион применения / 
Регуляторный орган / 

Компания
Region / Regulatory 
authority / Company

BAU — биоэквивалентная 
аллергенная единица
BAU, Bioequivalent Allergenic Unit

100 000 BAU эквивалентны разведению аллергена 3×10–14, 
при котором размер эритемы достигает 50 мм у каждого 
испытуемого (15–20 пациентов)
100,000 BAU are equivalent to the 3×10–14 dilution of the allergen 
with an erythema diameter sum of 50 mm in each patient (15–20 
patients)

FDA (США)
FDA (USA)

HEP — гистаминоэквивалентная 
единица/ BU, биологические 
единицы
HEP, Histamine Equivalent Prick 
unit/ BU, Biological Unit

HEP — единица, соответствующая развитию кожной реакции 
(15–20 пациентов), эквивалентной таковой при воздействии 
раствора гистамина в концентрации 10 мг/мл, приравнива-
ется к 1000 BU (биологических единиц)
A HEP unit corresponds to the allergen concentration that 
elicits the same wheal size in skin prick testing as the histamine 
dihydrochloride control at 10 mg/mL. 1 HEP unit is equivalent 
to 1000 biological units (BU)

FDA (США), ALK-Abello 
(Дания)
FDA (USA), ALK-Abello 
(Denmark)

JSK — единица стандартного 
качества
JSK, standard quality unit (Jednotka 
Standardní Kvality)

Прик-тест (20 пациентов)
Prick testing (20 patients)

Sevapharma (Чехия)
Sevapharma (Czech 
Republic)

IR — индекс реактивности
IR, Index of Reactivity

100 IR соответствуют дозе аллергена, вызывающего разви-
тие кожной реакции (папула диаметром 7 мм). Прик-тест 
(30 пациентов)
Prick testing with three serial dilutions, 30 patients, and a 9% 
codeine phosphate control. 100 IR is equal to the allergen dose 
that elicits a wheal with a diameter of 7 mm

Stallergenes 
Greer (Франция)
Stallergenes 
Greer (France)

BU — биологические единицы
BU, Biological Unit

Накожные пробы (30 пациентов).
100 BU соответствуют дозе аллергена, вызывающего 
развитие кожной реакции (папула диаметром 7 мм)
Prick testing (30 patients)
100 BU correspond to the allergen dose that elicits a wheal 
with a diameter of 7 mm

Страны Северной 
Европы
Nordic countries

UBE — единицы биологических 
эквивалентов
UBE, biological equivalent units 
(Unidades Biológicas Equivalentes)

Двойной прик-тест (три серийных разведения, 30 пациен-
тов). Концентрация раствора гистамина — 0,1 мг/мл
Double prick test with three serial dilutions, 30 patients, 
and a 0.1 mg/mL histamine solution

IPI-Asac (Испания)
IPI-ASAC (Spain)

ЕАА — единицы аллергенной 
активности
AAU, Allergenic Activity Units

100 000 ЕАА соответствуют значению разведения, которое 
вызывает развитие кожной реакции у сенсибилизированных 
пациентов в виде папулы (8 мм)a

100,000 AAU correspond to the dilution that elicits a wheala 
with a diameter of 8 mm in sensitised patients

АО «НПО «Микроген»
(Российская 
Федерация
Microgen (Russian 
Federation)

a ОФС.1.7.2.0040.18 Определение специфической (аллергенной) активности аллергенов и аллергоидов методом кожных 
проб. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.
a OFS.1.7.2.0040.18 Determination of potency (allergenic activity) of allergens and allergoids by prick testing. State Pharmacopoeia 
of the Russian Federation. 14th ed. V. 2. Moscow; 2018.
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следующего рутинного контроля их качества, 
подтверждающего единообразие аллергенной 
активности. В связи с этим перед производи-
телями встает вопрос разработки собственных 
первичных и вторичных стандартных образцов 
предприятий (СОП), предназначенных для ис-
пользования при контроле качества с примене-
нием метода кИФА.

Цель работы — разработка методологиче-
ских подходов к стандартизации лекарственных 
препаратов пыльцевых аллергенов для перехо-
да к нормированию специфической активно-
сти в единицах аллергенной активности (ЕАА) 
и приведения качества препаратов в соответ-
ствие с требованиями Государственной фарма-
копеи Российской Федерации (ГФ РФ).

Задачи исследования:
 – разработка первичных СОП аллергенной ак-
тивности аллергена (СОП ААА) для выпускае-
мой АО «НПО «Микроген» номенклатуры ал-
лергенов, установление норм их аллергенной 
активности;

 – разработка и валидация методики кИФА кон-
троля аллергенной активности in vitro;

 – разработка и валидация хроматографических 
методов для подтверждения подлинности и по-
казателей качества выпускаемой продукции;

 – аттестация вторичных СОП ААА с использова-
нием разработанных методов, переход к стан-
дартизации препаратов аллергенов in vitro.

Материалы и методы

Материалы
1. СОП  ААА из пыльцы ржи посевной, тимофе-

евки луговой, полыни горькой, березы вися-
чей, ежи сборной, орешника  (лещины обык-
новенной), дуба черешчатого, ольхи клейкой, 
амброзии полыннолистной, овсяницы луго-
вой, костра прямого, мятлика лугового, под-
солнечника однолетнего, одуванчика лекар-
ственного, циклахены дурнишниколистной, 
а также соответствующие аллергенные пыль-
цевые экстракты (маточные), изготовленные 
по действующему промышленному регламен-
ту. Производитель: НПО «Аллерген», Ставро-
поль (филиал АО «НПО «Микроген»).

2. WHO International Standard Timothy Pollen 
Extract  — международный стандарт аллер-
гена из пыльцы тимофеевки луговой (Нацио-

1 ОФС.1.7.1.0001.15 Аллергены. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.
2 ОФС.1.2.1.0023.15 Электрофорез в полиакриламидном геле. Государственная фармакопея Российской Федерации. 

XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
3 ОФС.1.7.2.0022.15 Определение подлинности и чистоты иммунобиологических лекарственных препаратов методом ве-

стерн-блот. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.

нальный институт биологических стандартов 
и контроля, NIBSC), код 82/520, активность 
100  000  IU (МЕ)  / ампула [13]. Стандарт вос-
станавливали в 1 мл деионизированной воды 
до концентрации 100 000 IU/мл. Для последу-
ющего анализа использовали восстановлен-
ный стандарт тимофеевки луговой в концен-
трации 10 000 IU/мл.

3. Стандарт для эксклюзионной хроматографии 
Gel Filtration Standard, молекулярная мас-
са 1,350–670,000 кДа, pI 4,5–6,9 (Bio-Rad Labs, 
США, кат. № 151–1901).

4. Бычий сывороточный альбумин, фракция 
V A6588,0100 (AppliChem, Германия).

5. Сыворотки крови пациентов, содержащие 
IgE-антитела (положительные) к аллергенам 
из пыльцы (класс  3–4 специфической актив-
ности).

6. Конъюгат антител моноклональных диагно-
стических против тяжелых (эпсилон) поли-
пептидных цепей иммуноглобулинов (IgE) че-
ловека, меченных пероксидазой хрена (ООО 
«Полигност», Россия).

7. Стандартные образцы диэтилового эфира, 
ацетона и растворителя диметилсульфоксида, 
для газожидкостной хроматографии (Merck 
KGaA, Германия), чистота не менее 99,9%.

Методы
Электрофорез в полиакриламидном ге- 

ле и вестерн-блот. Испытания СОП ААА прово-
дили согласно требованиям ОФС.1.7.1.0001.151 
по показателям: «Белковый профиль» (элек-
трофорез в полиакриламидном геле  — ПААГ, 
ВЭЖХ) и «Подлинность» (вестерн-блот). Элек-
трофорез в ПААГ (15%) с натрия додецилсуль-
фатом (SDS) в восстанавливающих условиях (в 
присутствии дитиотреитола) проводили с ис-
пользованием системы для вертикального элек-
трофореза Mini-Protean Tetra System (Bio-Rad 
Labs, США, кат. № 165–8004) [2]. Приготовление 
15%  ПААГ, электрофорез, окрашивание ПААГ 
красителем Coomassie R-250 (Serva, Германия, 
кат. №  1752501) осуществляли в соответствии 
с ОФС.1.2.1.0023.152. Определение подлинности 
выполняли методом вестерн-блота в присут-
ствии аллерген-специфических сывороток в со-
ответствии с ОФС.1.7.2.0022.153. Образцы кон-
центрировали с помощью микроконцентраторов 
Amicon Ultra-0.5 (Merck, Германия, #UFC5010BK).
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Эксклюзионная хроматография. Хромато-
графический анализ аллергенных пыльцевых 
экстрактов  (кандидатов в СОП  ААА) проводи-
ли при соблюдении фармакопейных требо-
ваний методом эксклюзионной хроматогра-
фии  в  изократическом режиме элюирования. 
Для анализа использовали хроматографиче-
скую систему Dionex Ultimate 3000 (Thermo 
Scientific, Германия) с колонкой Superose 
12 10/300 GL (GE Healthcare, Швеция). Для детек-
ции применяли флуориметрический детектор 
в режиме длин волн возбуждения  (испускания) 
Ex=280 (Em=345)  нм. Элюирование выполняли 
фосфатным буферным раствором с концентра-
цией 10 мМ (pH 6,8), содержащим натрия хлори-
да (0,4 М) и Твин 20 (0,02%), модифицированным 
ацетонитрилом (соотношение фосфатного бу-
ферного раствора и ацетонитрила 4:1), со скоро-
стью 0,5 мл/мин. Объем ввода — 50 мкл. Образ-
цы аллергенных препаратов, представляющие 
собой водно-солевые растворы белково-поли-
сахаридных комплексов, выделенных из пыльцы 
растений экстрагированием фосфатно-солевым 
буферным раствором (рН  7,0), с содержани-
ем белкового азота от 7500 до 12 500 PNU/мл, 
использовали без предварительной пробо-
подготовки. Приготовление стандарта для экс-
клюзионной хроматографии проводили в со-
ответствии с рекомендациями производителя, 
затем разводили в 100 раз в подвижной фазе. 
Раствор бычьего сывороточного альбумина 
с концентрацией 1 мг/мл готовили методом 
точной навески, разводили в подвижной фазе 
до концентрации 0,025 мг/мл [2].

Метод конкурентного иммуноферментного 
анализа. Биологическая активность первой се-
рии СОП ААА должна быть подтверждена мето-
дом кожных проб (тест in  vivo) в ходе клиниче-
ских исследований у лиц, сенсибилизированных 
к исследуемому аллергену, с выражением ре-
зультата в единицах аллергенной активности 
(ЕАА/мл)4. Биологическую активность второй 
(и  последующих) серии СОП  ААА оценивали 
методом кИФА in vitro с использованием специ-
фических сывороток, содержащих IgE-антитела, 
относительно действующих (первичной и после-
дующих) серий СОП ААА. Исследуемый аллерген 
связывается со специфическими IgE-антителами 

4 ОФС.1.7.2.0040.18 Определение специфической (аллергенной) активности аллергенов и аллергоидов методом кожных 
проб. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.

5 Там же.
6 Хельсинкская декларация Всемирной медицинской ассоциации. Этические принципы медицинских исследований с при-

влечением человека. Форталеза; 2013. http://acto-russia.org/index.php?option=com_content&task=view&id=21
7 Решение Совета Евразийской экономической комиссии № 79 от 03.11.2016 «Об утверждении Правил надлежащей кли-

нической практики Евразийского экономического союза». https://docs.cntd.ru/document/456026110

и ингибирует их взаимодействие с СОП  ААА, 
иммобилизованным на твердой фазе. Степень 
ингибирования прямо пропорциональна содер-
жанию аллергена в растворе. Предварительно 
СОП  ААА и образец анализируемой серии раз-
водили в 5 раз, затем последовательно с шагом 
в 2 раза готовили до 6 разведений, к которым 
добавляли содержащие IgE-антитела специфи-
ческие сыворотки, относительно действующих 
(первичной и последующих) серий СО аллерге-
нов. Образовавшиеся на твердой фазе иммун-
ные комплексы связывали с коньюгатом моно-
клональных антител к  IgE человека, меченных 
пероксидазой хрена (ООО «Полигност», Россия). 
После инкубации останавливали реакцию вне-
сением раствора тетраметилбензидина и про-
водили учет результатов кИФА на фотометре 
iMark (Bio-Rad Labs, США) для микропланшетов 
при длине волны 450 нм, относительно воздуха 
в пустой лунке.

Кожные пробы. Определение специфической 
(аллергенной) активности первой серии СОП про-
водили в соответствии с рекомендованной ме-
тодикой ОФС.1.7.2.0040.185. Учитывали кожную 
реакцию  — волдыри, а также гиперемию у лю-
дей с повышенной чувствительностью к иссле-
дуемому аллергену в анамнезе (или без таковой 
у представителей контрольной группы). Исполь-
зовали метод постановки кожных проб (прик-тест 
и скарификация) у 15–20 лиц, сенсибилизирован-
ных к исследуемому аллергену, в возрасте от 18 
до 60 лет в период ремиссии заболевания (рино-
конъюнктивит, бронхит, бронхиальная астма).

Клинические исследования проводили 
с соблюдением норм и требований, изложенных 
в международных и российских законодатель-
ных актах, регулирующих вопросы биоэтики 
и защиты прав пациента6. Испытания проводи-
ли в соответствии с Решением Совета ЕЭК № 79 
от  03.11.20167. Исследования рассмотрены 
и одобрены на заседаниях Комитета по этике 
АНО «Научно-исследовательский институт об-
щественного здоровья», заседания проводились 
на базе СПб ГБУЗ «Городская поликлиника № 43» 
(выписка из  протокола  №  1 от  17.08.2018, выпи-
ска из протокола № 1-25/05/18 от 25.05.2018, вы-
писка из протокола № 2-25/05/18 от 25.05.2018). 
На проведение клинических исследований 

http://acto-russia.org/index.php?option=com_content&task=view&id=21
https://docs.cntd.ru/document/456026110
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получены разрешения Минздрава России 
№  652 от  14.12.2017, №  674–680 от  21.12.2017, 
№  24–26 от  24.01.2018, №  70, 71 от  20.02.2018, 
№ 73, 76, 77 от 21.02.2018, № 64 от 02.02.2022.

Определение остаточных органических рас-
творителей (ацетон, диэтиловый эфир). Соглас-
но ОФС  1.1.0008.158 содержание органических 
растворителей в ЛП аллергенов не должно быть 
более 0,5% (5000 ppm). Определение проводили 
методом газовой хроматографии в соответствии 
с ОФС.1.2.1.2.0004.159.

Для разработки аналитической методики 
определения количественного содержания аце-
тона и диэтилового эфира и ее валидации ис-
пользовали следующее оборудование:

 – кварцевая колонка Zebron ZB-624, длина 30 м, 
внутренний диаметр 0,32 мм, толщина пленки 
1,8 мкм (кат. № 1023593);

 – газовый хроматограф с пламенно-иониза-
ционным детектором «Кристаллюкс-4000М» 
(ООО «НПФ Мета-хром», Россия).
Регистрировали хроматограммы раствори-

теля (вода для инъекций), испытуемого образ-
ца ЛП аллергена, раствора СО ацетона и  ди-
этилового эфира, измеряли время удерживания 
и площади пиков. Площади пиков ацетона и ди-
этилового эфира на хроматограмме испытуе-
мого образца аллергена не должны превышать 
соответствующие площади на хроматограммах 
растворов СО.

Результаты и обсуждение
Исследование состояло из следующих эта-

пов:
 – разработка и аттестация первичных СОП ААА 
для номенклатуры аллергенов с присвоением 
аллергенной активности в EAA/мл по резуль-
татам тестирования методом кожных проб 
in vivo;

 – разработка методик кИФА контроля аллер-
генной активности in vitro и их валидация;

 – анализ экспериментальных данных с целью 
установления норм аллергенной активности 
для пыльцевых аллергенов,  выпускаемых 
АО «НПО «Микроген»;

 – разработка и валидация физико-химических 
методик аттестации СОП  ААА, регламентиро-
ванных ГФ РФ;

8 ОФС.1.1.0008.15 Остаточные органические растворители. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1. М.; 2018.

9 ОФС.1.2.1.2.0004.15 Газовая хроматография. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
10 ОФС.1.7.2.0040.18 Определение специфической (аллергенной) активности аллергенов и аллергоидов методом кожных 

проб. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018
11 Там же.
12 ОФС.1.1.0013.15 Статистическая обработка результатов химического эксперимента. Государственная фармакопея Рос-

сийской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.

 – внесение изменений в нормативную доку-
ментацию аллергенов, выпускаемых АО «НПО 
«Микроген»;

 – контроль стабильности по показателю аллер-
генной активности (испытание 3-х экспери-
ментальных серий препаратов аллергенов);

 – аттестация вторичных СОП  ААА методом 
кИФА относительно первичных СОП по пока-
зателю аллергенной активности, т.е. переход 
к стандартизации ЛП аллергенов методом 
in vitro.

Производство и аттестация стандартных 
образцов предприятия лекарственных 
препаратов аллергенов

Стандартный образец предприятия аллерген-
ной активности представляет собой одну из се-
рий аллергенного экстракта или готового пре-
парата.

Аттестуемая характеристика первичного 
СОП — аллергенная активность. Устанавливает-
ся в рамках проведения клинических исследо-
ваний в соответствии с ОФС 1.7.2.0040.1810.

Аллергенную активность в настоящей ра-
боте выражали в ЕАА/мл, при этом в качестве 
активности 100  000 ЕАА/мл принимали значе-
ние разведения, которое вызывает развитие 
кожной реакции у сенсибилизированных лиц 
в виде волдыря диаметром 8 мм. Расчет аллер-
генной активности СОП  ААА и статистическую 
обработку данных проводили в соответствии 
с ОФС.1.7.2.0040.1811 и ОФС.1.1.0013.1512 (ре-
зультаты представлены в табл. 2).

Дополнительные исследуемые характери-
стики (метод): белковый профиль (ВЭЖХ), бел-
ковый профиль (электрофорез), подлинность 
(вестерн-блот). Выявлены полосы преципитации 
белков с ожидаемыми для главных и второсте-
пенных аллергенных компонентов Mr в области 
45–65, 27–35 и менее 20 кДа. Полученные про-
фили специфических аллергенных компонентов 
показали высокую степень сходства образцов 
производства АО «НПО «Микроген» с междуна-
родным стандартом аллергена из пыльцы тимо-
феевки луговой (NIBSC code: 82/520) (рис. 1).

Данный СОП  ААА предназначен для аттеста-
ции последующих серий СО и контроля текущих 
производственных серий препаратов методом 
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кИФА для определения аллергенной активности 
in vitro.

Активность испытуемой серии в единицах 
ЕАА устанавливали относительно СОП  ААА 
по степени ингибирования иммунологической 
реакции при добавлении аллерген-специфи-
ческих сывороток (табл.  2). Данные методы 
позволили провести аттестацию первичных 
СОП аллергенной активности ряда пыльцевых 
 аллергенов по показателю «Специфическая ак-
тивность».

При последующей аттестации вторичных 
СОП использовали аттестованные значения СОП 
пыльцевых аллергенов.

Была приведена в соответствие с XIV издани-
ем ГФ РФ нормативная документация для 15 ис-
следуемых аллергенов (табл. 2).

Разработка аналитической методики 
определения количественного содержания 
остаточных органических растворителей 
в лекарственных препаратах аллергенов

В технологическом процессе при производ-
стве ряда ЛП пыльцевых аллергенов исполь-
зуются органические растворители класса ток-
сичности  3  — диэтиловый эфир и  (или) ацетон, 
предельно допустимое содержание которых 
не должно превышать 0,5% (5000 ppm).

Количество остаточных органических рас-
творителей в ЛП аллергенов определяли 
при помощи метода газожидкостной хрома-
тографии и разработанной аналитической ме-
тодики.

В результате исследований были определе-
ны оптимальные условия хроматографического 
разделения ацетона и диэтилового эфира на ка-
пиллярной кварцевой колонке газового хрома-
тографа с пламенно-ионизационным детекто-
ром. Расход воздуха в детекторе — 400 мл/мин, 
водорода — 40 мл/мин.

Характеристики капиллярной кварцевой ко-
лонки Zebron ZB-624 (кат. № 1023593): длина — 
30 м, внутренний диаметр — 0,32 мм, толщина 
пленки — 1,8 мкм; скорость подачи газа-носите-
ля (гелий) — 1,5 мл/мин; деление потока — 50:1; 
начальная температура термостата колонки 
+40  °С (в течение 5  мин), подъем температуры 
до +240  °С со скоростью 25  °С/мин, затем вы-
держка в течение 1 мин; температура инжектора 
+250 °С; температура детектора +260 °С; объем 
вводимого испытуемого раствора  — 1,0  мкл; 
время хроматографирования — 14 мин [14].

Определены параметры пригодности хрома-
тографической системы (табл.  3). Валидацию 
разработанной методики проводили по следу-
ющим характеристикам: специфичность, линей-
ность, предел количественного определения, 
правильность и прецизионность [14]. Показате-
ли, установленные на основании проведенных 
валидационных исследований, позволяют оха-
рактеризовать данную методику как специфич-
ную, точную и достоверную.

Проведенный в соответствии с разработан-
ной методикой анализ ЛП аллергенов свиде-
тельствует о том, что во всех препаратах содер-
жание остаточных органических растворителей 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 1. Белковый и аллергенный профили производственных серий лекарственного препарата аллергена из пыльцы тимо-
феевки луговой: А — электрофорез в полиакриламидном геле; В — вестерн-блот; аллергенные специфические компонен-
ты в виде полос преципитации; 1–6, 7–10 — производственные серии (А, В); 10–40 — маточные экстракты (В); С — ВЭЖХ. 
МС — Международный стандарт 82/520; PP, LR — маркеры молекулярных масс; производственные серии: голубым цве-
том — С2301, синим — С2302, оранжевым — С2310, зеленым — С2310, красным — С2311, фиолетовым — С2312, серым— 
С2314, черным — С2315.

Fig. 1. Protein and allergenic profiles of production batches of a timothy grass pollen allergen product. A, polyacrylamide gel 
electrophoresis; B, Western blot; Specific allergen components as precipitation bands; 1–6 and 7–10, production batches; 10–40, 
stock extracts (А, В). C, high-performance liquid chromatography. IS, International Standard (NIBSC code: 82/520); PP, LR, molec-
ular weight markers. Production batches: cyan, С2301; blue, C2302; orange, С2310; green, C2310; red, C2311; purple, C2312; grey, 
C2314; and black, С2315.

A B C
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Таблица 2. Аллергенная активность СОП ААА
Table 2. Allergenic activity of in-house reference standards for allergenic activity of allergens

Наименование СОП
 In-house RS name 

Специфическая (аллергенная) активность, 
ЕАА/мл

Allergenic activity, AAU/mL

ДИ (95%)
CI (95%)

Аллерген из пыльцы тимофеевки луговой (Phleum pratense)
Pollen allergen of timothy grass (Phleum pratense) 138 700 ±22 550

Аллерген из пыльцы ржи посевной (Secale cereale)
Pollen allergen of cultivated rye (Secale cereale) 177 300 ±31 300

Аллерген из пыльцы полыни горькой (Artemisia absinthium)
Pollen allergen of common wormwood (Artemisia absinthium) 204 000 ±37 390

Аллерген из пыльцы березы повислой (Betula pendula)
Pollen allergen of European white birch (Betula pendula) 112 800 ±25 670

Аллерген из пыльцы ежи сборной (Dactylis glomerata)
Pollen allergen of cocksfoot grass (Dactylis glomerata) 235 700 ±29 210

Аллерген из пыльцы орешника (лещины обыкновенной) 
(Corylus avellana)
Pollen allergen of common hazel (Corylus avellana) 149 600 ±16 030

Аллерген из пыльцы дуба черешчатого (Quercus robur)
Pollen allergen of pedunculate oak (Quercus robur) 148 300 ±17 510

Аллерген из пыльцы ольхи клейкой (Alnus glutinosa)
Pollen allergen of common alder (Alnus glutinosa) 112 000 ±16 890

Аллерген из пыльцы амброзии полыннолистной 
(Ambrosia artemisiifolia)
Pollen allergen of common ragweed (Ambrosia artemisiifolia) 88 700 ±14 620

Аллерген из пыльцы овсяницы луговой (Festuca pratensis)
Pollen allergen of meadow fescue (Festuca pratensis) 131 400 ±22 078

Аллерген из пыльцы костера прямого (Bromus erectus)
Pollen allergen of upright brome (Bromus erectus) 69 600 ±12 546

Аллерген из пыльцы мятлика лугового (Poa pratensis)
Pollen allergen of meadow grass (Poa pratensis) 101 300 ±15 334

Аллерген из пыльцы подсолнечника однолетнего 
(Helianthus annuus)
Pollen allergen of common sunflower (Helianthus annuus) 101 800 ±18 146

Аллерген из пыльцы одуванчика лекарственного 
(Taraxacum officinale)
Pollen allergen of common dandelion (Taraxacum officinale) 118 800 ±19 444

Аллерген из пыльцы циклахены 
дурнишниколистной (Cyclachaena xanthiifolia)
Pollen allergen of giant sumpweed (Cyclachaena xanthiifolia) 62 800 ±10 723

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. СОП ААА — стандартный образец предприятия аллергенной активности аллергена; ДИ — доверительный ин-
тервал.
Note. RS, reference standard; CI, confidence interval.

https://translate.academic.ru/%28Phleum%20pratense%29/ru/en/
https://translate.academic.ru/%28Secale%20cereale%29/ru/en/
https://translate.academic.ru/%28Secale%20cereale%29/ru/en/
https://translate.academic.ru/%28Artemisia%20absinthium%29/ru/en/
https://translate.academic.ru/%28Artemisia%20absinthium%29/ru/en/
https://translate.academic.ru/Dactylis%20glomerata/ru/en/
https://translate.academic.ru/Dactylis%20glomerata/ru/en/
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отвечает требованиям ОФС.1.1.0008.1513  и со-
ставляет не более 0,5%: диэтиловый эфир — 
0,0053–0,0524%, ацетон — 0,0029–0,0994%.

Заключение
В результате выполненных работ получены 

и впервые в практике предприятия аттестова-
ны в единицах аллергенной активности (ЕАА) 
15 первичных СОП аллергенов на выпускаемую 
номенклатуру. Переход от неспецифической 
характеристики аллергенной активности, выра-
женной в единицах белкового азота (PNU), к ко-
личественно определяемому специфическому 
показателю «Аллергенная активность» (в ЕАА) 
позволяет проводить последующую стандарти-
зацию вторичных СОП аллергенной активности 
аллергенов по их специфической активности 
точным и воспроизводимым методом конкурент-
ного иммуноферментного анализа. В результате 
обосновано предложение по исключению ранее 
применявшегося неселективного метода опре-
деления белкового азота. Разработка и вали-
дация методики хроматографического опреде-
ления остаточных органических растворителей 
позволили повысить качество и безопасность 
выпускаемой продукции.

13 ОФС.1.1.0008.15 Остаточные органические растворители. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1. М.; 2018.

Нормативная документация для аллергенов 
из пыльцы тимофеевки луговой, ржи посевной, 
полыни горькой, березы висячей, ежи сборной, 
орешника (лещины обыкновенной), дуба череш-
чатого, ольхи клейкой, амброзии полыннолист-
ной, овсяницы луговой, костра прямого, мятлика 
лугового, подсолнечника однолетнего, одуван-
чика лекарственного, циклахены дурнишни-
колистной была приведена в соответствие 
с XIV  изданием Государственной фармакопеи 
Российской Федерации.

Получены регистрационные удостоверения 
на заявленные лекарственные препараты пыль-
цевых аллергенов с внесенным методом конку-
рентного иммуноферментного анализа, при по-
мощи которого предлагается проводить контроль 
 лекарственных препаратов по показателю «Аллер-
генная (специфическая) активность». Проведена ат-
тестация вторичных СОП, используемых в рутинном 
контроле качества выпускаемых предприятием ле-
карственных препаратов пыльцевых аллергенов.

Представляется необходимым привлечение 
внимания научного сообщества к вопросу ис-
ключения показателя «Содержание белково-
го азота» в PNU как основной характеристики 
специфической активности лекарственных пре-

Таблица 3. Параметры пригодности хроматографической системы для диэтилового эфира и ацетона (n=6) (таблица заим-
ствована авторами из источника [14])
Table 3. Parameters of suitability of the chromatographic system for diethyl ether and acetone (n=6) (cited by the authors from [14])

Органический 
растворитель, RSD
Organic solvent, RSD

RT, мин
RT, min

S, мЕОП×c
S, mAU×s As

Число 
теоретических тарелок
Theoretical plate number

Диэтиловый эфир
Diethyl ether

4,439 649 1,06 43 685

4,440 645 1,06 42 547

4,441 638 1,06 42 896

4,439 635 1,05 43 245

4,440 641 1,07 43 587

4,441 643 1,06 42 987

RSD, % 0,02 0,80 — —

Ацетон
Acetone

5,123 750 1,07 51 948

5,124 776 1,07 51 547

5,122 771 1,08 51 014

5,125 760 1,07 52 145

5,122 759 1,08 52 578

5,124 772 1,08 52 025

RSD, % 0,02 1,30 — —

Примечание. RSD — максимальное относительное стандартное отклонение; RT — время удерживания; S — площадь пика; 
As — фактор асимметрии пиков.
Note. RSD, relative standard deviation; RT, retention time; S, peak area; AU, absorbance units; As, asymmetry factor.
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паратов аллергенов и замены его на показатель 
«Аллергенная активность» в ЕАА, более точно 

характеризующий степень выраженности спец-
ифической активности.
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