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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность проблемы. Государственной стратегией лекарственного 

обеспечения населения Российской Федерации (РФ) на период до 2025 года 

предусмотрена оптимизация системы обращения лекарственных средств (ЛС), 

гарантирующая их безопасность, эффективность и качество. Лекарственные 

препараты (ЛП) иммуноглобулинов человека (ИГЧ) и альбумина человека (АЧ) 

являются наиболее востребованными из группы препаратов, получаемых из 

плазмы крови человека, как высокоэффективные ЛС в терапии неотложных и 

иммунодефицитных состояний, трансплантологии, гематологии, неврологии. В 

соответствии с Резолюцией от 12 февраля 2016 года № АД-П12-718 об 

обеспечении выполнения поручений Президента России о дополнительных мерах 

по развитию фармацевтической промышленности от 07.02.2016 № Пр-226 

отечественные ЛП ИГЧ и АЧ являются приоритетными в предложениях по 

увеличению объемов производства по полному технологическому циклу. 

Импортозамещение предопределяет применение ЛП ИГЧ и АЧ российского 

производства в больших объемах при широком спектре заболеваний, терапия 

которых в настоящее время осуществляется аналогичными зарубежными ЛП.  

В последнее десятилетие мировая практика применения ЛП ИГЧ и АЧ 

характеризуется расширением показаний к применению и увеличение диапазона 

терапевтических доз, которые сопровождаются увеличением частоты 

возникновения нежелательных реакций (НР), связанных с активацией ряда систем 

гомеостаза (калликреин-кининовой, плазминовой, свертывающей системы и 

системы комплемента) [Buchacher А. et al., 2010, Kimber M.C., 2015]. Указанные 

НР обусловлены влиянием остаточных количеств компонентов плазмы крови 

человека (ПКЧ), которые не являются основным действующим веществом ЛС: 

антиэритроцитарных антител, факторов свертывания крови (ФСК), ферментов и 

др. [Bellac C.L. et al., 2014, Ammann EM et al, 2016]. 

Вследствие появления новых данных системы фармаконадзора о НР 

регуляторными органами многих стран, были модернизированы требования к 
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производству и качеству ЛП из ПКЧ, усовершенствованы и стандартизованы 

методы контроля их качества по показателям «Антикомплементарная 

активность», «Анти-А и анти-В гемагглютинины», «Анти-D антитела», 

«Активатор прекалликреина».  

Российские стандарты качества на ЛП ИГЧ и АЧ в течение длительного 

времени не подвергались актуализации. В частности, ФС 42-3159-95 

«Иммуноглобулин человека нормальный для внутривенного введения», ФС 42-

3198-95 «Иммуноглобулин человека нормальный», ФС 42-122-04 «Альбумин 

человека» нуждаются в серьезной доработке ввиду отсутствия необходимых 

показателей качества относительно содержания антиэритроцитарных антител 

(анти-А и анти-В гемагглютининов (ГА), анти-D антител), активатора 

прекалликреина (АПК) и методов контроля, гармонизированных с 

международными фармакопейными требованиями. Существующая методика 

оценки уровня антикомплементарной активности (АКА) ЛП ИГЧ нуждается в 

оптимизации и стандартизации. Контроль качества ЛП ИГЧ по их тромбогенному 

потенциалу не регламентирован. Отсутствуют отечественные стандартные 

образцы (СО) содержания ГА, анти-D антител, АПК, АКА. 

Таким образом, все вышесказанное обуславливает актуальность и 

целесообразность формирования современных методологических подходов к 

стандартизации и контролю качества отечественных ЛП ИГЧ и АЧ с целью 

обеспечения их специфической безопасности в соответствии с международными 

требованиями. 

Степень разработанности темы исследования. 

Научная литература, посвященная вопросам изучения качества ЛП ИГЧ и 

АЧ, а также НР при их применении, представлена в основном зарубежными 

исследованиями. Крупнейшие производители ЛП из плазмы крови СиЭсЭл 

Беринг, Октафарма Фармацевтика Продуктионсгес М.б.Х, Грифолс, Биотест 

Фарма Г.м.б.Х проводят исследования и публикуют результаты оценки 

тромбогенного потенциала ЛП ИГЧ [Farrugia A., 2011, Dhainaut F. et al., 2013, 

Voges-Haas R. et al., 2014], взаимосвязи риска развития гемолитических 
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осложнений с количественным содержанием в указанных ЛП 

антиэритроцитарных антител [Bellac C.L. et al., 2013, Branch D.R., 2015], 

проблемы модернизации производства ЛП ИГЧ и АЧ с целью уменьшения 

вероятности их нежелательного влияния на системы гомеостаза (калликреин-

кининовую, плазминовую, свертывающую, комплемента) [Jordan S. et al., 2013, 

Kimber M.C., 2015]. Специалисты Национального института биологических 

стандартов и контроля (NIBSC), Европейского медицинского агенства, 

Управления по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и 

медикаментов (FDA) освещают проблемы разработки и аттестации 

международных и фармакопейных СО для контроля ЛП ИГЧ и АЧ [Thorpe S.J. et 

al., 2006, Sandberg E. et al., 2012  Lackner F. et al., 2015].  

Анализ литературы свидетельствует о тщательном изучении вирусной 

безопасности отечественных ЛП ИГЧ и АЧ, совершенствовании технологии их 

изготовления и методов контроля вирусной контаминации. Различным аспектам 

эффективности и вирусной безопасности указанных препаратов посвящены 

работы Анастасиева В.В., Лютова А.Г., Исрафилова А.Г., Лаптевой Л.К., 

Зубковой Н.В.  

В тоже время, вопросы стандартизации и контроля качества ЛП ИГЧ и АЧ 

российского производства относительно содержания антиэритроцитарных 

антител, АПК, уровня АКА, тромбогенного потенциала в соответствии с 

международными требованиями не изучены.  

Цель исследования: теоретическое и экспериментальное обоснование 

методологии обеспечения специфической безопасности, стандартизации и 

контроля качества лекарственных препаратов иммуноглобулинов и альбумина 

человека. 

Задачи исследования: 

1. Обосновать понятие специфической безопасности препаратов крови 

человека и экспериментально определить методологию стандартизации и 

контроля качества иммуноглобулинов и альбумина человека по специфической 

безопасности.  
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2. Гармонизировать с международными требованиями методические основы 

стандартизации и унифицировать методики контроля качества препаратов 

иммуноглобулинов человека по тромбогенному потенциалу, как одному из 

факторов специфической безопасности. Оценить уровень тромбогенного 

потенциала исследуемых препаратов по риску развития нежелательных реакций 

методами in vitro и in vivo.  

3. Разработать унифицированные методики контроля качества препаратов 

иммуноглобулинов и альбумина человека по уровню антикомплементарной 

активности, содержанию анти-А и анти-В гемагглютининов, анти-D антител, 

активатора прекалликреина, обеспечивающих их специфическую безопасность. 

4. Валидировать разработанные методики контроля качества препаратов 

крови человека, основанных на иммунобиологических реакциях.  

5. Провести экспериментальные исследования по выбору кандидатов в 

стандартные образцы уровня антикомплементарной активности и содержания 

анти-А и анти-В гемагглютининов, анти-D антител, активатора прекалликреина в 

исследуемых препаратах крови человека. 

6. Разработать и аттестовать стандартные образцы антикомплементарной 

активности, содержания анти-А и анти-В гемагглютининов, анти-D антител, 

активатора прекалликреина, предназначенные для контроля качества препаратов 

иммуноглобулинов и альбумина человека по специфической безопасности. 

7. Унифицировать порядок обеспечения воспроизводимости результатов, 

получаемых при контроле качества отечественных препаратов крови человека по 

показателям спецфической безопасности с целью гармонизации с 

международными требованиями. 

8. Гармонизировать с международными требованиями национальные 

стандарты качества по методам контроля препаратов крови человека: 

ОФС «Определение антикомплементарной активности лекарственных препаратов 

иммуноглобулинов человека для внутривенного введения»; ОФС «Определение 

анти-А и анти-В гемагглютининов в лекарственных препаратах 

иммуноглобулинов человека»; ОФС «Испытание на анти-D антитела в 
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лекарственных препаратах иммуноглобулинов человека»; ОФС «Определение 

содержания активатора прекалликреина в лекарственных препаратах из плазмы 

крови человека», ОФС «Определение анти-А и анти-В гемагглютининов в 

лекарственных препаратах из плазмы крови человека». 

9. Разработать принципы и критерии экспертной оценки специфической 

безопасности препаратов иммуноглобулинов и альбумина человека и 

методические рекомендации для проведения экспертизы материалов 

регистрационного досье. 

Научная новизна исследования. Впервые обосновано понятие 

специфической безопасности препаратов крови человека и определена 

методология стандартизации и контроля качества ИГЧ и АЧ по специфической 

безопасности; гармонизированы методические основы стандартизации и контроля 

качества препаратов ИГЧ по тромбогенному потенциалу; проведена оценка 

уровня тромбогенного потенциала исследуемых препаратов по риску развития 

нежелательных реакций методами in vitro и in vivo; разработаны 

унифицированные методики оценки уровня АКА, содержания ГА, анти-D антител 

в ЛП ИГЧ, содержания АПК в ЛП ИГЧ и АЧ; разработаны и внедрены в практику 

ОФС на методы определения уровня АКА, содержания ГА, анти-D антител, АПК; 

разработана методология валидации методик оценки специфической 

безопасности ЛП ИГЧ и АЧ, основанных на иммунобиологических реакциях; 

разработаны СО содержания анти-А и анти-В ГА, анти-D антител, АПК, 

иммуноглобулина человека (АКА); определены принципы и критерии экспертной 

оценки ИГЧ и АЧ и разработаны «Методические рекомендации по экспертной 

оценки специфической безопасности препаратов крови».  

Научная новизна работы подтверждена получением 3 патентов на 

изобретения РФ (№ 2577703 от 09.02.2015; № 2671415 от 05.06.2017; № 2682714 

от 18.12.2017).  

Теоретическая и практическая значимость работы. В работе 

осуществлен направленный поиск решения приоритетных задач обеспечения 

специфической безопасности и стандартизации ЛП ИГЧ и АЧ на этапах 
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обращения. Разработанные унифицированные методики оценки содержания анти-

А и анти-В гемагглютининов, анти-D антител, уровня АКА внедрены в систему 

качества отечественных ЛП ИГЧ (Акт о внедрении от 17.10.2019 г., Акт о 

внедрении от 09.01.2020 г.). Стандартные образцы ОСО 42-28-430 

«Иммуноглобулина человека (антикомплементарная активность)», ОСО 42-28-439 

«Набор для определения содержания анти-А и анти-В гемагглютининов», 

ОСО 42-28-440 «Набор для определения содержания анти-D антител» внедрены в 

практику ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России (Акты о внедрении результата 

интеллектуальной деятельности №№ 6/ИЗ-2577703 от 20.04.2016, 12/ИЗ-2671415 

от 03.12.2018, 13/ИЗ-2682714 от 16.05.2019) и предприятий по производству 

лекарственных препаратов из плазмы крови человека (Акт о внедрении от 

09.01.2020 г.). Разработанные «Методические рекомендации по экспертной 

оценке специфической безопасности препаратов крови» внедрены в деятельность 

ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России и используются при экспертной оценке 

препаратов крови человека. Результаты исследований по оценке специфической 

безопасности ИГЧ и АЧ включены в «Руководство по экспертизе лекарственных 

препаратов крови» (Акт внедрения от 28.12.2017 г.). 

Разработанные ОФС.1.8.2.0007.15 «Определение антикомплементарной 

активности лекарственных препаратов иммуноглобулинов человека для 

внутривенного введения», ОФС.1.8.2.0005.15 «Определение анти-А и анти-В 

гемагглютининов в лекарственных препаратах иммуноглобулинов человека», 

ОФС.1.8.2.0004.15 «Испытание на анти-D антитела в лекарственных препаратах 

иммуноглобулинов человека», ОФС.1.8.2.0013.18 «Определение содержания 

активатора прекалликреина в лекарственных препаратах из плазмы крови 

человека» включены в ГФ РФ XIV издания; проект ОФС «Определение анти-А и 

анти-В гемагглютининов в лекарственных препаратах из плазмы крови человека» 

рассмотрен на 63 заседании Совета по ГФ 02.07.2019 и рекомендован к 

включению в приложение ГФ РФ XIV издания; ФС.3.3.2.0007.15 

«Иммуноглобулин человека нормальный», ФС.3.3.2.0008.15 «Иммуноглобулин 
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человека нормальный для внутривенного введения») включены в ГФ РФ XIV 

издания.  

Положения, выносимые на защиту: 

1. Методология стандартизации специфической безопасности 

лекарственных препаратов иммуноглобулинов и альбумина человека. 

2. Гармонизированные с международными требованиями методические 

основы стандартизации и контроля качества иммуноглобулинов человека по 

тромбогенному потенциалу.  

3. Результаты определения тромбогенного потенциала 

иммуноглобулинов человека по содержанию прокоагулянтных факторов 

свертывания крови, антитромбина III, эндогенному тромбиновому потенциалу и 

способности к генерации тромбообразования. 

4. Методики контроля качества препаратов ИГЧ и АЧ по показателям 

специфической безопасности: «Антикомплементарная активность», «Анти-А и 

анти-В гемагглютининны», «Анти-D антитела», «Активатор прекалликреина».  

5. Разработанные и аттестованные ОСО 42-28-430 «Иммуноглобулина 

человека (антикомплементарная активность)», ОСО 42-28-439 «Набор для 

определения содержания анти-А и анти-В гемагглютининов», ОСО 42-28-

440 «Набор для определения содержания анти-D антител», ОСО 42-28-445 «Набор 

для определения содержания активатора прекалликреина», ОСО 42-28-

446 «Набор для определения содержания активатора прекалликреина» (в 

комплекте с прекалликреином) для оценки качества препаратов ИГЧ и АЧ по 

специфической безопасности.  

6. Принципы и критерии экспертной оценки специфической 

безопасности лекарственных препаратов иммуноглобулинов и альбумина 

человека. 

Методология и методы исследования. Методология исследования 

базируется на проведении комплексной оценки особенностей фармацевтической 

разработки ЛП ИГЧ и АЧ, изучении их свойств, обуславливающих изменения 

реологических свойств крови, инициацию внутрисосудистого гемолиза, а также 
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влияние на калликреин-кининовую систему и систему свертывания крови с 

последующей разработкой стандартизованных унифицированных методик 

контроля качества этих ЛС, позволяющих минимизировать появление НР, а также 

рекомендаций по изучению тромбогенного потенциала ЛП ИГЧ. При выполнении 

работы были использованы методы документального анализа; комплекс 

иммунобиологических методов исследований, статистические методы анализа и 

обработки результатов. Экспериментальные исследования выполнены на 

сертифицированном оборудовании лаборатории иммуноглобулинов и препаратов 

крови Испытательного центра экспертизы качества МИБП ФГБУ «НЦЭСМП» 

Минздрава России. 

Степень достоверности результатов. Необходимая степень достоверности 

обусловлена достаточным количеством экспериментальных исследований с 

применением адекватных методических подходов, отвечающих поставленным 

задачам исследования. Метрологическое обеспечение использованного в работе 

лабораторного оборудования подтверждено квалификацией соответствующего 

уровня. Применимость разработанных методик подтверждена валидационными 

исследованиями. В работе проанализирован достаточный объем литературных 

источников отечественных и иностранных авторов. Для всех данных 

использованы методы статистической обработки полученных результатов в 

соответствии с монографией ЕФ 5.3. Statistical analysis of results of biological 

assays and tests и ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая обработка результатов 

химического эксперимента», ОФС.1.1.0014.15 «Статистическая обработка 

результатов определения специфической фармакологической активности 

лекарственных средств биологическими методами» ГФ РФ, что это позволило 

сформулировать адекватные и точные выводы. 

Апробация результатов исследования. Основные положения 

теоретических и экспериментальных исследований представлены и обсуждены на 

XV Всероссийском научном форуме с международным участием им. акад. В.И. Иоффе 

«Дни иммунологии в Санкт-Петербурге» (Санкт-Петербург, 2015); Всероссийской 

конференции молодых ученых с международным участием «Достижения 
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современной фармакологической науки» (Рязань, 2015), I Калининградском 

Научном иммунологическом форуме (Калининград, 2016 г), XIV Российском 

национальном конгрессе «Человек и лекарство» (Москва, 2017 г), 

ХVI Всероссийском научном форуме «Дни иммунологии в Санкт-Петербурге» 

(Санкт-Петербург, 2017 г), V съезде фармакологов России «Научные основы 

поиска и создания новых лекарств» (Ярославль, 2018 г), III международной 

научной конференции «Стандартные образцы в измерениях и технологиях» 

(Екатеринбург, 2018 г), IV Объединенном иммунологическом форуме 

(Новосибирск, 2019 г.). Апробация диссертационной работы проведена на 

объединенном заседании кафедр фармацевтической технологии и фармакологии; 

фармацевтической технологии; фармацевтической и токсикологической химии 

имени А.П. Арзамасцева; аналитической токсикологии, фармацевтической химии 

и фармакогнозии; фармацевтического естествознания; химии Института 

фармации им. А.П. Нелюбина ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова 

Минздрава России (Сеченовский Университет); Испытательного центра 

экспертизы качества МИБП, Центра экспертизы и контроля МИБП, Центра 

экспертизы и контроля готовых лекарственных средств ФГБУ «НЦЭСМП» 

Минздрава России; ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В.Закусова». (Москва, 

декабрь 2019 г., протокол № 11 от 23.12.2019 г.). 

Публикации. По теме диссертации опубликовано 35 научных работ, в том 

числе 3 патента на изобретения Российской Федерации; 20 статей – в изданиях, 

включенных в Перечень российских рецензируемых научных журналов, в 

которых должны быть опубликованы научные результаты диссертации на 

соискание ученой степени доктора наук, из которых 11 по специальности 14.04.02 

– Фармацевтическая химия, фармакогнозия. 

Личный вклад автора. Автору принадлежит основная роль в выборе 

научного направления работы, постановке цели и задач исследования, 

обосновании выбора оптимальных путей их решения, планировании и 

непосредственном выполнении экспериментальных исследований, анализе 

полученных результатов, формулировке общих выводов, разработке ОФС и ФС, 
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внедрении результатов исследований, подготовке докладов и оформлении 

научных публикаций, а также рукописи диссертации и автореферата. 

Личный вклад автора является определяющим и состоит в 

непосредственном участии на всех этапах выполнения и оформления 

диссертационной работы. 

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 301 странице 

машинописного текста, состоит из введения, обзора литературы, 6 глав 

собственных исследований, списка литературы, включающего 260 источников, в 

том числе 160 на иностранных языках, и приложений. Работа иллюстрирована 

22 рисунками и 52 таблицами.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Научный анализ проблемы безопасности лекарственных препаратов 

иммуноглобулинов и альбумина человека 

 

1.1.1. Анализ спектра нежелательных явлений, возникающих при 

применении лекарственных препаратов иммуноглобулинов  

и альбумина человека 

 

Лекарственные препараты из плазмы крови человека представляют собой 

особую группу лекарственных средств, уникальность свойств которых 

обусловлена гомологичностью белкового состава исходного сырья – плазмы для 

фракционирования. Востребованность ЛП из ПКЧ различна, однако общей 

тенденцией на мировом рынке является увеличение спроса на ЛП ИГЧ и АЧ 

(Рисунок 1) [205]. 

 

Рисунок 1 – Объем мирового рынка препаратов из плазмы крови человека 

 

ЛП ИГЧ составляют более 50 % мирового рынка белков ПКЧ. Мировая 

фармацевтическая промышленность характеризуется высокой себестоимостью 

исходного сырья – плазмы для фракционирования, которая составляет около 
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половины стоимости готового ЛП. Об объемах производства ЛП из ПКЧ также 

свидетельствует увеличение плазменных центров в США: с менее 500 в 2015 году 

до более, чем 650 в 2017 году [205]. Крупнейшие предприятия CSL Plasma, Grifols 

и BioLife (Shire) фракционируют не только ПКЧ, собранную на территории США, 

но также и в Китае, Германии, Австрии, Чехии и Венгрии. Эти предприятия 

обеспечивают и национальные потребности в ЛП из ПКЧ, и значительную часть 

импорта в другие страны, в том числе в РФ [2]. 

Производство и применение ЛП из ПКЧ в РФ имеет свои национальные 

особенности, обусловленные как производственными возможностями, так и 

государственными стандартами. Интерес в нашей стране к ЛП ИГЧ и АЧ в 

последние годы значительно возрос как со стороны практических врачей по 

причине расширения списка показаний к применению, так и со стороны 

отечественных производителей в силу возросшей потребности в 

импортозамещении и обеспечении национальной безопасности [72, 82, 86, 87]. 

Отечественные препараты ИГЧ и АЧ являются приоритетными в предложениях 

по увеличению объемов производства по полному технологическому циклу во 

исполнение поручений Президента о дополнительных мерах по развитию 

фармацевтической промышленности в Российской Федерации от 07.02.2016 № 

Пр-226 (резолюция от 12 февраля 2016 года № АД-П12-718).  

Иммуноглобулины человека как лекарственные препараты подразделяют 

на: нормальные, специфические и специального назначения [27]. Среди всего 

спектра ИГЧ наибольшую практическую значимость имеют ЛП группировочных 

наименований «Иммуноглобулин человека нормальный» и «Иммуноглобулин 

человека нормальный [IgG+IgM+IgA]» с различными способами введения: 

внутримышечным, внутривенным, подкожным и энтеральным. Так, на 

территории РФ из 28 наименований зарегистрированных ЛП ИГЧ указанных 

группировочных наименований 18 предназначены для внутривенного введения 

[20] (Рисунок 2). При этом, из них только треть производится на территории РФ 

(Рисунок 3). Подкожное применение предусмотрено для двух наименований ЛП 

ИГЧ зарубежного производства.  
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Рисунок 2 – Лекарственные препараты иммуноглобулинов человека 

нормального различных способов применения 

 

 

Рисунок 3 – Лекарственные препараты иммуноглобулинов человека 

нормального отечественного и зарубежного производства 

 

Следует отметить, что потребность в ЛП ИГЧ для внутримышечного 

введения на 100 % обеспечивается отечественными производителями, однако эти 

ЛП не имеют практического применения для заместительной терапии при 

иммунодефицитных состояниях и не применяются для лечения аутоиммунных 

заболеваний [3, 24]. 
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Обеспеченность ЛП АЧ российского производства по количеству 

зарегистрированных торговых наименований превосходит таковую для ИГЧ [20] 

(Рисунок 4).  

 

 

Рисунок 4 – Лекарственные препараты альбумина человека отечественного 

и зарубежного производства 

 

Значительный вклад при этом вносят станции переливания крови (СПК); 

подавляющее большинство производимых ими ЛП АЧ различных дозировок 

получило государственную регистрацию в период с 2008 по 2010 годы. 

Заместительная терапия большими объемами ЛП АЧ в экстренных случаях 

или пожизненная инфузионная терапия ЛП ИГЧ редко сопровождается 

аллергическими реакциями [66]. В то же время, перечень других НР разнообразен 

и затрагивает влияние на различные системы и органы пациента в зависимости от 

способа введения.  

Первый опыт применения ЛП ИГЧ при аутоиммунных заблеваниях был 

получен клиницистами еще в начале 80-х годов 20 века. Успешное лечение 

идиопатической тромбоцитопенической пурпуры положило начало инфузионной 

иммуноглобулинотерапии [154]. Современные ЛП ИГЧ имеют широкий спектр 

показаний к применению, при этом отечественные ЛП применяют без возрастных 

ограничений в составе комплексной терапии тяжелых токсических форм 

вирусных и бактериальных инфекций, септических послеоперационных 
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осложнений, а также при первичном (врожденная агаммаглобулинемия и 

гипогаммаглобулинемия, общая вариабельная иммунная недостаточность, 

тяжелая комбинированная иммунная недстаточность, сидром Вискотта-Олдрича) 

и вторичном (при миеломной болезни, хроническом лимфолейкозе с 

рецидивирующими инфекциями, врожденной ВИЧ-инфекции с 

рецидивирующими инфекциями у детей, гипогаммаглобулинемии после 

аллогенной трансплантации гемопоэтических стволовых клеток) 

иммунодефицитах [20, 68, 69]. Показания к применению ЛП ИГЧ зарубежного 

производства, зарегистрированных на территории РФ, идентичны перечисленным 

выше регламентированным для отечественных ЛП. Кроме того, они 

рекомендованы к применению при идиопатической тромбоцитопенической 

пурпуре; синдроме Гийена-Барре и болезни Кавасаки; хронической 

воспалительной демиелинизирующей полинейропатии; а также при аллогенной 

трансплантации костного мозга [20, 68, 91, 147, 148, 158].  

Частота нежелательных реакций при внутривенном введении ЛП ИГЧ 

различна и варьирует от 1 до 43 % [1, 100]. Перечень НР, в соответствии с 

утвержденными инструкциями по применению ЛП ИГЧ, разнообразен. Наиболее 

значимыми среди них являются: реакции анафилактоидного типа, гипотензия, 

гипертензия, тахикардия, цианоз, одышка, озноб, головная боль, 

тромбоэмблические осложнения, а также изменения лабораторных тестов – 

ложноположительные реакции при определении групповой и резус-

принадлежности крови [20]. В соответствии с нормативными документами 

Европейского медицинского агенства [148] внутривенное введение ИГЧ может 

сопровождаться НР, связанными с неадекватной скоростью введения ЛП 

(головная боль, покраснение, озноб, миалгия, свистящее дыхание, тахикардия, 

тошнота). Как наиболее значимые НР указаны гемолиз, тромбоэмболические 

осложнения (инфаркт, инсульт, тромбоз глубоких вен и др.), острая почечная 

недостаточность, синдром асептического менингита, острый отек легких, 

сопровождающийся выраженной гипоксией, одышкой, тахипноэ, цианозом, 

лихорадкой и гипотензией. Не исключается вероятность передачи 
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трансмиссивных агентов. Нежелательные реакции, связанные с нарушением 

режима дозирования или скорости введения, могут быть устранены снижением 

скорости введения, дополнительным разведением ЛП соответствующими 

солевыми растворами или уменьшением вводимой дозы [171, 192]. 

При подкожном введении ЛП ИГЧ также возможно развитие таких НР, как 

гемолиз, гипотензия, анафилактоидные реакции, артериальные и венозные 

тромбоэмболии, синдром асептического менингита [149]. При подкожном и 

внутривенном введении ЛП ИГЧ возможна пассивная передача 

антиэритроцитарных антител, что приводит к неверным результатам 

серологических тестов [148, 149].  

Различные проспективные исследования свидетельствуют, что частота 

возникновения НР и их вид зависит от показаний к применению ЛП ИГЧ и 

наличия сопутствующих заболеваний у пациента. Так, исследования, 

проведенные Debes А. и соавт. (2007), показали, что среди 6357 пациентов всех 

возрастов, получивших 92958 инфузий, НР возникали в 8,3 % случаев терапии 

первичного иммунодефицита, в 5,0 % - при вторичном иммунодефиците. Но 

наиболее часто введение ИГЧ сопровождалось ознобом, причем в основном у 

пациентов с вторичным иммунодефицитом; на головную боль чаще жаловались в 

пациенты с первичным иммунодефицитом и аутоиммунными заболеваниями 

[128].  

За последнее десятилетие значительно расширился список показаний к 

применению ЛП ИГЧ, увеличился диапазон терапевтических доз [39]. Введение 

высоких доз ЛП ИГЧ в среднем 2,0 г на кг массы тела и более, вводимые в 

течение 2 – 5 дней, в настоящее время широко практикуют при лечении 

синдромов Гийена-Барре, Миллера-Фишера [188], болезни Кавасаки [110], 

вульгарной пузырчатки [158], при пересадке почки у HLA-сенсибилизированных 

пациентов [163], хронической воспалительной демиелинизирующей 

полирадикулоневропатии, многофокальной моторной невропатии [227], болезни 

Альцгеймера [143] и др. На фоне массивных инфузий препаратов ИГЧ стали чаще 

выявляться осложнения, связанные с влиянием на системы комплемента, 
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калликреин-кининовую, систему гемостаза, которые проявляются гемолизом, 

гипотензией, анафилактоидными реакциями, тромбоэмболическими 

осложнениями [189].  

Одним из наиболее часто регистрируемых побочных эффектов 

внутривенного и подкожного применения ИГЧ является гемолиз. Степень 

гемолиза различна и может варьировать от слабо выраженной, регистрируемой 

только при целенаправленном лабораторном исследовании (снижение 

гемоглобина на 0,1 г/л), до значительного снижения гемоглобина, гематокрита и 

другими осложнениями, требующими медикаментозного лечения [208]. 

Гемолитическая анемия регистрируется до 1 случая на 1000 инфузий ЛП ИГЧ. 

Внутрисосудистое разрушение эритроцитов вследствие активации системы 

комплемента возникает редко в первые часы после инфузии ЛП ИГЧ, однако 

характеризуется стремительным течением, когда гемолизируется до 200 мл 

эритроцитов за час, а гемоглобин снижается на 0,5 г/л [137]. Внесосудистый 

гемолиз, обусловленный ГА - иммуноглобулинами класса G, которые относятся к 

подклассу G2, происходит вследствие взаимодействия ГА с соответствующими 

антигенами эритроцитов, последующей активации мононуклеарных фагоцитов 

при взаимодействии с FcyRIIA рецептором и развития Fc-зависимого фагоцитоза 

эритроцитов [225, 226, 260]. 

Предрасполагающим фактором к этой активации является воспалительный 

процесс, что обуславливает большую частоту гемолитических осложнений у 

пациентов с воспалительными и аутоиммунными заболеваниями, такими как 

иммуноопосредованная тромбоцитопения (42 %), синдром Гийена-Барре (40 %), 

миастения Гравис, хроническая воспалительная демиелинизирующая 

полинейропатия, болезнь Кавасаки, которые к тому же получают и большие дозы 

ЛП ИГЧ [111, 127, 196, 203, 219, 255]. По данным других исследований в 51 % 

зарегистрированных случаев гемолитические осложнения возникали в процессе 

терапии аутоиммунных и воспалительных заболеваний, при которой разовые 

дозы составляли от 1 до 2 г/кг [108]. 
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Гемолитические осложнения с максимальным снижением общего 

гемоглобина на 10 сутки возникали при введении ИГЧ в дозе 0,4 г/кг массы тела в 

сутки при лечении синдрома Гийена-Барре [203]. Ретроспективный анализ 

случаев гемолитических осложнений при применении ИГЧ показал, что в 88 % 

случаев пациентами получена доза, превышающая 2 г/кг массы тела в течение 

двух последовательных дней  или более 0,4 г/кг в каждый из 4 - 7 

последовательных дней [196]. Чаще возникает у пациентов A(II) и AB(IV) групп 

крови, около 70 % и 20 % случаев соответственно, однако, частота встречаемости 

у пациентов AB(IV) группы значительно выше [187].  

Среди лиц, обладателей II(А) и III(В) групп крови, выявляются так 

называемые секреторные подгруппы, имеющие в плазме крови растворимые 

антигены A и B [163]. Эти антигены могут вызывать нейтрализацию анти-A или 

анти-B ГА, вводимых с ЛП ИГЧ, следовательно, лица, не имеющие таких 

секреторных растворимых антигенов, имеют более высокий риск гемолиза 

вследствие пассивной передачи ГА.  

Так как при некоторых заболеваниях (например, болезни Кавасаки), 

внутривенное введение ИГЧ производится в больших объемах из расчета до 4 г/кг 

массы тела, наличие в препарате гемагглютининов обуславливает их длительную 

циркуляции в кровеносном русле, которая сопровождается сенсибилизацией 

эритроцитов in vivo. При соответствующей групповой принадлежности пациента 

A(II), B(III) или AB(IV) это может привести к неверной трактовке 

иммуносерологических тестов по определению группы крови, так как проявляется 

выраженный ложноположительный результат в реакции прямой гемагглютинации 

[116, 181, 207]. 

Ретроспективный анализ случаев гемолитических осложнений позволил 

Turner C.E с соавт. (1999) установить, что внесосудистый гемолиз, 

сопровождающийся значительным снижением гемоглобина, ретикулоцитозом, 

гипербилирубинемией, гемоглобинурией и др. симптомами, вплоть до почечной и 

полиорганной недостаточности, часто возникал у резус-положительных 

пациентов с иммунодефицитными заболеваниями после инфузий ЛП ИГЧ [242]. 
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Оценка качества серий ЛП ИГЧ, вызвавших эти НР показала, что эти серии 

содержали значительное количество анти-D антител [204].  

ЛП АЧ широко применяют для лечения гипопротеинемии при тяжелых 

ожоговых поражениях, в травматологии и хирургии [147]. Гипотензия как НР 

была впервые выявлена в начале 70-х годов в период активного применения ЛП 

АЧ в хирургический практике [103]. Снижение систолическиго и диастолического 

артериального давления было характерино для инфузий ЛП АЧ в 

послеоперационный период при шунтировании сосудов сердца, а также у 

пациентов находящихся на плазмаферезе [121]. Гипотензивный эффект был 

обусловлен присутствием в ЛП активатора прекалликреина в количестве, 

превышающем 35 МЕ/мл. Наиболее частыми НР, связанными с нарушением 

скорости введения и дозирования ЛП АЧ, регуляторными органами ЕМА указаны 

гиперволемия и нарушение электролитного состава крови [147]. 

Перечисленные выше НР и причины их возникновения были выявлены в 

период активного внедрения инфузионной терапии ЛП ИГЧ и АЧ в клиническую 

практику. Одновременно была установлена роль повышения вязкости крови при 

введении ЛП ИГЧ в возникновении артериальных и венозных тромбозов и, как 

следствие, тромбоэмболических осложнений: инфаркта миокарда, инсульта, 

тромбоэмболии легочной артерии. Вероятность возникновения этих НР 

составляет менее 0,01 % случаев в соответствии с указаниями в инструкциях по 

применению ЛП ИГЧ зарубежного производства и одного – отечественного [20, 

148]. В тоже время, ряд исследователей на основании анализа отчетов системы 

фармаконадзора за 40-летний период применения ЛП ИГЧ отмечают, что частота 

тромбоэмболических осложнений значительно выше, особенно у пациентов с 

аутоиммунными заболеваниями [175]. Ретроспективный анализ 

тромбоэмболических осложнений, зарегистрированных в период с 2008 по 

2010 гг, проведенный Germishuizen W.A. с соавт. (2014), показал, что такие НР 

возникали в 1 % случаев применения ЛП ИГЧ [144]. При этом венозных 

тромбозов было зарегистрировано больше, чем артериальных. 
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Инцидент значительного увеличения количества тромбоэмболических 

осложнений (7 случаев, что соответствовало 1 случаю на 28 600 стандартных доз), 

произошедший в августе 2010 года при применении серии препарата Октагам, 

раствор для инфузий 50 мг/мл, обусловил необходимость тщательного выяснения 

причин [244]. Проведенные исследования позволили выявить, что переносимость 

ЛП ИГЧ для внутривенного введения, в числе прочего зависит и от того, 

содержатся ли в препаратах остаточные количества факторов свертывания крови 

и оказывают ли они влияние на кинетику образования тромбина. В связи с этим, 

Комиссия Европейской Фармакопеи пересмотрела требования к производству и 

качеству препаратов иммуноглобулинов человека для внутривенного введения и 

утвердила новую редакцию монографии 01/2012 HUMAN NORMAL 

IMMUNOGLOBULIN FOR INTRAVENOUS ADMINISTRATION, в соответствии 

с которой ужесточаются требования к производству препаратов в части 

доказательства элиминации тромбинообразующих агентов и отсутствия 

тромбогенного потенциала готовой формы препарата [134].  

 

1.1.2. Оценка характеристик лекарственных препаратов 

иммуноглобулинов и альбумина человека с позиций их влияния на системы 

гемостаза, комплемента, калликреин-кининовую, эритроцитарное звено 

гомеостаза 

 

Научные исследования различных аспектов безопасности применения ЛП 

ИГЧ и АЧ направлены на выяснение причин, связанных с качеством ЛП, а также 

обусловленных клинико-морфологическими особенностями основного и 

сопутствующих заболеваний пациента. Так, установлено, что нарушения функции 

почек, вплоть до развития острой почечной недостаточности более вероятны при 

применении ЛП ИГЧ, в составе которых в качестве стабилизатора использована 

сахароза [148]. При этом наиболее часто эти осложнения возникают у пациентов с 

ожирением или с уже существующими факторами риска (преклонный возраст, 
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артериальная гипертензия, сахарный диабет, наличие в анамнезе сосудистых 

заболеваний). 

Ряд отечественных и забежных исследователей отмечают значимость в 

развитии НР при внутривенном применении ЛП ИГЧ и АЧ конформационно 

измененных или агрегированных в процессе производства или хранения молекул 

ИГЧ или АЧ (соответственно), а также различных ФСК, антиэритроцитарных 

антител [3, 142, 174, 223].  

Система комплемента является неотъемлемой частью систем поддержания 

гомеостаза организма. Её активация иммунными комплексами является одним из 

механизмов удаления антигенов и проявления терапевтической эффективности 

ЛП ИГЧ [3]. Однако активация системы комплемента может осуществляться и по 

альтернативному пути. Механизм такой активации вероятно обусловлен 

взаимодействием конформационно измененными/агрегированными в процессе 

производства или хранения молекул ИГЧ с компонентом C3b системы 

комплемента. В результате, при наличии в ЛП ИГЧ значительного количества 

таких измененных молекул, его инфузии могут сопровождаться НР 

анафилактоидного типа, проявляющимися приливами, головной болью, 

лихорадкой, ознобом, одышкой, тахикардией [12, 31, 71, 90, 126, 130, 208]. 

Наиболее часто в клинической практике такие НР наблюдались у пациентов с 

иммунодефицитными состояниями [3, 35, 126, 130, 208].  

Конформационные изменения или агрегация молекул ИГЧ могут являться 

следствием внутримолекулярной перестройки и межмолекулярных 

взаимодействий, обусловленных нагреванием, обработкой органическими 

растворителями и химическими реагентами [95, 227]. Впервые причина 

спонтанной активации системы комплемента агрегированными формами молекул 

иммуноглобулинов была установлена в 1960-х годах, когда хроматографическое 

исследование молекулярно-массового растпределения молекул 

иммуноглобулинов в ЛП с высоким уровнем АКА позволил Miekka S.I. с соавт. 

(1975) продемонстрировать также высокое содержание в них агрегатов [182]. 
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В связи с этим, одной из характеристик ЛП ИГЧ является уровень 

неспецифической АКА, которая оценивается в отсутствие специфического 

антигена в реакции связывания комплемента [6, 30]. Установление предельно 

допустимого количества полимеров и агрегатов также является необходимым 

показателем качества ЛП ИГЧ в аспекте оценки их антикомплементарных 

свойств.  

Максимально полное сохранение всего спектра иммуноглобулинов класса G, 

находящихся в плазме крови доноров, приводит к тому, что в ЛП ИГЧ содержатся 

антитела широкого спектра действия, в том числе антиэритроцитарные антитела 

различной специфичности [39]. Антиэритроцитарные антитела представлены 

изогемагглютининами (анти-А и анти-В гемагглютининами), антирезусными 

антителами (анти-D, анти-С, анти-Е антитела), а также антителами к другим 

антигенам эритроцитов (Kell, Kidd, Duffy и др). Наибольшее количество 

изогемагглютининов в ПКЧ представлено иммуноглобулинами класса М, 

значительно меньше – классов G и А. 

В соответствии с европейскими и российскими фармакопейными 

требованиями ЛП ИГЧ должны изготавливаться из объединенной плазмы крови 

не менее 1000 доноров [25, 26, 134]. Известно, что в плазме доноров I(0) группы 

крови содержатся анти-А и анти-В ГА, II(А) и III(В) групп – анти-В или анти-А 

ГА, соответственно; в плазме Rh(-) доноров выявляются анти-D, анти-С, анти-Е 

антитела. Таким образом, в зависимости от превалирования в производственном 

пуле плазмы доноров с группой крови I(0), II(А) и/или III(В) различной резус 

принадлежности будет зависеть количество и специфичность 

антиэритроцитарных антител в ЛП ИГЧ [39]. Технологический процесс 

фракционирования ПКЧ направлен на максимально полное сохранение 

иммуноглобулинов класса G (IgG) и высокую очистку ЛП от молекул 

иммуноглобулинов классов М и А. Таким образом, наиболее значимыми 

являются гемолитические осложнения, вызванные антиэритроцитарными 

антителами - IgG. Механизмы развития гемолиза, вызванного 

иммуноглобулинами различных классов, отличается. Иммуноглобулины класса М 
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вызывают внутрисосудистый комплементзависимый гемолиз в первые часы 

инфузий ЛП ИГЧ, вызывая активацию С5 компонента системы комплемента 

[137]. Для IgG характерен внесосудистый иммуноопосредованный гемолиз, 

который происходит в ретикулоэндотелиальной системе и 

клинически/лабораторно выявляется в течение первых 10 суток после введения 

ЛП ИГЧ. Однако, молекулы IgG гемагглютининов, фиксируясь на близком 

расстоянии друг от друга на поверхности эритроцитов с соответствующими 

антигенами, также могут активировать систему комплемента и вызывать 

внутрисосудистый гемолиз [137].  

Предрасполагающими к развитию гемолиза могут быть факторы, связанные с 

полиморфизмом Fc-фрагмента иммуноглобулинов, рецепторов на макрофагах, 

например, FcyRIIIa (CD16), который определяет скорость опсонизации 

эритроцитов, гомозиготность и большее количество антигенов на эритроцитах 

генотипа А1 [218], а также с гетерозиготностью генотипа А1В [115, 116, 163, 183].  

Связывание IgG с фрагментами комплемента (C3a, C3b, C4b и C5a) 

блокирует отложение этих фрагментов на клетках-мишенях, таким образом, 

предотвращая последующее иммунное повреждение. Повышенное поглощение 

комплемента наблюдается при таких заболеваниях, как активный дерматомиозит, 

Болезнь Кавасаки, аутоиммунная гемолитическая анемия, синдром Гийена–Барре, 

и миастения Гравис [140]. Поэтому возникновение гемолитических НР при этих 

заболеваниях более вероятно. Димерные формы молекул анти-А и анти-В ГА, 

которые чаще выявляются в жидких лекарственных формах препаратов ИГ, 

усиливают фиксацию комплемента и, как следствие, также провоцируют развитие 

гемолиза эритроцитов [115, 160, 163, 166].  

Среди антирезусных антител наибольшую значимость с точки зрения риска 

возникновения НР имеют анти-D антитела. Анализ более 200 серий ЛП ИГЧ 

различных производителей, проведенный Pisani G с соавт. (1996), показал, что 

около 6 % из них оказавшихся причиной возникновения гемолитических НР, 

содержали анти-D антитела в количестве, соответствующем разведению 

препарата 1:16 – 1:32 [204]. В указанных исследованиях в качестве 
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положительного контроля был использован антирезусный иммуноглобулин для 

внутримышечного введения Partobulin (Immuno Ltd, Sevenoaks, Kent, UK), 

разведенный до содержания специфических антирезусных (анти-D) антител 

0,05 МЕ/мл. Указанное обстоятельство позволило исследователям сделать вывод 

о предельно допустимом содержании анти-D антител, не превышающем 

0,05 МЕ/мл, т.е. в разведении не более 1:8. Это требование применимо для  

инфузионных ЛП ИГЧ, непредназначенных для специфической терапии резус-

конфликта. Анти-D антитела являются IgG, крайне редко вызывающими 

активацию компонентов истемы комплемента с развитием внутрисосудистого 

гемолиза [116, 137]. Эти антитела могут вызывать иммуноопосредованный 

внесосудистый гемолиз у резус-отрицательных лиц. 

Антиэритроцитарные антитела другой специфичности, например, анти-К 

антитела также могут вызывть гемолиз с аналогичным механизмом развития, 

однако количество таких антител и частота выявления обусловленных ими НР 

значительно ниже [185]. 

Внутрисосудистый гемолиз эритроцитов могут вызвать гемолизины, 

однако, их наличие в ЛП ИГЧ черезвычайно редкое явление [187]. 

Одной из вероятных причин гипотензивных осложнений при внутривенном 

применении ЛП ИГЧ и АЧ, может быть активация калликреин-кининовой 

системы. Инициатором такой активации выступает активатор прекалликреина, 

который является биологически активным β-фрагментом ФСК XII (фактора 

Хагемана) и может присутствовать в ЛП ИГЧ и АЧ. АПК даже в небольшой 

концентрации способен активировать плазменный прекалликреин (ПК), 

переводя его в калликреин. В свою очередь калликреин, обладающий 

ферментативной активностью в отношении HMW-кининогенов, осуществляет 

синтез брадикинина [150, 164, 208]. Благодаря мощному вазодилатирующему 

действию брадикинина и проявляется гипотензивный эффект АПК, который 

более выражен у пациентов с сердечно-сосудистыми нарушениями [180]. 

АПК также обладает способностью активировать ФСК XI в фактор XIa, 

который, в свою, очередь участвует в сложной системе синтеза тромбина [150]. 
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Однако в клинической практике применения ЛП ИГЧ и АЧ тромбоэмболических 

НР, связанных с контаминацией препаратов АПК, отмечено не было.  

Еще одной причиной возникновения гипотензии при применении ЛП ИГЧ 

может быть значительное количество димеров IgG, которые образуются на этапах 

производства [208]. 

Возможные причины развития тромбоэмболических осложнений 

инфузионной иммуноглобулинотерапии могут быть связаны не только с 

повышением вызкости крови, высокими дозой и скоростью введения препарата. 

Wolberg A.S. с соавт. (2000 г), изучая прокоагулянтную активность 29 серий ЛП 

ИГЧ восьми производителей, установили, что около 90 % из них обладали 

способностью сокращать время свертывания плазмы, дефицитной по ФСК XI при 

определении частичного тромбоплатинового времени, а половина содержала ФСК 

XI с активностью более 0,001 МЕ/мл, а также следовые количества 

активированного фактора XIa [256]. Степень контаминации ЛП ИГЧ этим ФСК 

зависела от производителя, а в ряде случаев активность фактора XIa повышалась 

после хранения при 4 °C в течение 4 недель. 

Увеличение количества тромбоэмболических осложнений инфузионной 

иммуноглобулинотерапии, связанное с применением ЛП Октагам в 2010 г, 

обусловило проведение всеобъемлющих исследований его качества [133]. Было 

установлено, что тромбогенный потенциал серий указанного ЛП также был 

связан с контаминацией готовой формы активированным ФСК XIа [136].  

Тромбообразование является сложным многокомпонентым процессом, 

ведущую роль в пусковом механизме играют ФСК VII, IX, X, XI и их 

активированные формы, тромбин [101]. Так как ФСК XI имеет изоэлектрические 

свойства и молекулярный вес, близкие к таковым для IgG, при спиртовом 

фракционировании они выделяются вместе. Другие факторы протромбинового 

комплекса (II, V, VII, IX, X) могут находиться во фракции II+III и сохраняться в 

течение производственного процесса, так как обладают высокой стабильностью. 

Таким образом, за тромбогенные осложнения при применении ЛП ИГЧ могут 

быть ответственны факторы протромбинового комплекса (II, V, VII, IX, X, XI), их 
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активированные формы [112, 144, 186, 211, 247] (Рисунок 5). Важно не столько их 

содержание, оцененное по количеству антигена, сколько проявляемая активность, 

а также влияние на эффекторное звено каскада свертывания крови – синтез 

тромбина. 

 

Рисунок 5 – Факторы свертывания крови, обуславливающие тромбогенные 

осложнения при внутривенном применении ЛП ИГЧ 

 

Анализ случаев возникновения тромбоэмболических осложнений (инфаркт, 

инсульт, тромбоз глубоких вен и др.) позволил установить, что с большей 

вероятностью они возникали у пациентов с уже существующими факторами 

риска (преклонный возраст, артериальная гипертензия, сахарный диабет и 

наличие в анамнезе сосудистых заболеваний) [132, 210]. 

Таким образом, спектр НР при применении ЛП ИГЧ и АЧ весьма 

разнообразен, но обращают на себя внимание побочные эффекты, которые 

обусловлены наличием в ЛП примесей – остаточных компонентов ПКЧ или 

измененных при производстве/хранении молекул действующего вещества 

(таблица 1).  
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Таблица 1 - Побочные эффекты, возникающие при внутривенном введении ЛП ИГЧ и АЧ. 

 
Группа ЛП Побочный эффект Патофизиологические механизмы 

развития побочного эффекта 

Гомеостати-

ческая 

система-

мишень 

Причина возникновения, обусловленная 

составом/ 

свойством ЛП 

особенностями организма 

пациента 

Иммуноглобулины 

человека 

Альбумин 

человека 

Гипотензия Активация прекалликреина в 

калликреин, который вызывает 

активацию кининового пути и 

синтез брадикинина, 

обладающего 

сосудорасширяющим действием 

Калликреин-

кининовая 

Активатор 

прекалликреина 

 

 

 

Димеры 

- 

Иммуноглобулины 

человека 

Гемолиз/ 

гемолитическая 

анемия 

Взаимодействие гемагглютининов 

с соответствующими антигенами 

эритроцитов, активация 

мононуклеарных фагоцитов и 

развитие Fc-зависимого 

фагоцитоза эритроцитов 

 

 

 

Эритроцитар-

ное звено 

гомеостаза 

Анти-А, анти-В 

гемагглютинины. 

 

 

 

 

 

 

Анти-D антитела 

Группы крови A (II), B(III) 

или AB(IV) (несекретор-

ные), наличие воспали-

тельных и/или аутоиммун-

ных процессов, полимор-

физм рецепторов 

макрофагов 

 

Фенотип по резус-

принадлежности  

Иммуноглобулины 

человека 

 

 

 

 

 

 

 

Изменение 

результатов 

серологических 

исследований:  

- неверное 

определение 

группы крови в 

реакции прямой 

гемагглютинации; 

 

 

 

Связывание изоагглютининов 

(анти-А, анти-В гемагглютининов) 

с эритроцитами пациентов in vivo, 

их сенсибилизация, что  приводит 

к положительному результату в 

реакции прямой гемагглютинации. 

 

 

 

Эритроцитар-

ное звено 

гомеостаза 

 

 

 

Анти-А, анти-В 

гемагглютинины. 

 

 

 

 

 

 

 

Группы крови A (II), B(III) 

или AB(IV) 
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Продолжение таблицы 1 

Группа ЛП Побочный эффект Патофизиологические механизмы 

развития побочного эффекта 

Гомеостати-

ческая 

система-

мишень 

Причина возникновения, обусловленная 

составом/ 

свойством ЛП 

особенностями организма 

пациента 

Иммуноглобулины 

человека 

- неверное 

определение 

совместимости 

донор-реципиент 

в результате 

пассивного 

переноса антител 

к антигенам 

эритроцитов по 

системам Rh, Kell 

Связывание анти-D, анти-С, анти-

Е, анти-К антител с эритроцитами 

пациентов in vivo, их 

сенсибилизация, что  приводит к 

положительному результату в 

реакции прямой гемагглютинации 

Эритроцитар-

ное звено 

гомеостаза 

Анти-D, анти-С, 

анти-Е, анти-К 

антител 

Фенотип по резус-

принадлежности 

Иммуноглобулины 

человека 

Реакции 

анафилактоидного 

типа  

Активация системы комплемента 

по альтернативному пути с 

участием Fc-участка 

агрегированных/конформационно 

измененных молекул 

иммуноглобулинов, активация 

макрофагов, образование 

анафилатоксинов 

Комплемента Агрегированные 

и/или 

конформационно 

измененные формы 

молекул 

иммуноглобулинов 

- 

Иммуноглобулины 

человека 

Тромбоэмболии 

(инсульт, 

инфаркт, тромбоз 

легочной артерии, 

тромбоз глубоких 

вен/артерий) 

Инициация синтеза тромбина 

 

Гемостаза Активированный 

фактор XI, факторы 

протромбинового 

комплекса, 

калликреин 

Тромбоз глубоких вен в 

анамнезе, тромбофлебит, 

преклонный возраст 



Таким образом, компоненты плазмы крови человека антиэритроцитарные 

антитела, ФСК, в том числе АПК, агрегированные молекулы IgG, присутствуя в 

препаратах крови могут оказывать влияние на эритроцитарное звено гемостаза, 

вызывая гемолиз эритроцитов; на систему гемостаза, вызывая чрезмерный синтез 

тромбина с образованием тромбов; на калликреин-кининовую систему, вызывая 

расширение сосудов и гипотензию; или систему комплемента, вызывая ее 

неспецифическую активацию. 

 

1.1.3. Анализ технологических аспектов обеспечения безопасности 

применения лекарственных препаратов иммуноглобулинов и альбумина 

человека 

 

Традиционно, препараты иммуноглобулинов и альбумина человека 

получают методом спиртового фракционирования на холоду по Кону и его 

модификациями: Кона–Онклея, Хинка, Кистлера–Ничмана (Рисунок 6, 7) [45, 123, 

167]. Однако все возрастающие требования, предъявляемые к качеству 

препаратов, обусловили поиск новых технологий, позволяющих обеспечить 

безопасность их применения.  

Технологии производства зарубежных ЛП ИГЧ в основном 

характеризуются непрерывным циклом последовательного выделения из плазмы 

для фракционирования факторов свертывания крови (VIII, IX или 

протромбинового комплекса), антитромбина III, альбумина и др. белков с целью 

получения лекарственных средств [186]. Для отечественных производителей ЛП 

из ПКЧ характерен производственный процесс, нацеленный на выделение только 

АЧ и ИГЧ [14]. Результаты анализа технологии производства отечественных ЛП 

ИГЧ для внутривенного введения подтверждают отсутствие этапов удаления 

тромбинообразущих агентов, что позволяет предположить возможность их 

наличия и, соответственно, необходимость оценки тромбогенного потенциала 

указанных ЛС. 
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Рисунок 6. Процесс фракционирования Кона-Онклея 
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Рисунок 7 -  Процесс фракционирования Кистлера–Ничмана 
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Технологический процеес изготовлении ЛП методом фракционирования 

плазмы крови человека начинается с формирования котловой загрузки, при 

формировании которой самопроизвольно димеризуются до 40 % молекул 

иммуноглобулинов. Агрегации и конформационным изменениям подвергаются 

молекулы иммуноглобулинов и альбумина как при производстве, так и при 

хранении при неадекватной стабилизации молекул.  

Критическими стадиями для агрегации молекул иммуноглобулинов при 

производстве ЛП ИГЧ могут быть [114]:  

а) регулировка уровня рН (денатурацию молекул могут вызвать 

концентрированные растворы гидрохлорида натрия или соляной кислоты, 

неадекватные скорость и амплитуда перемешивания растворов); 

б) ультрафильтрация (конформационные изменения могут вызвать высокая 

скорость потока, трансмембранное давление и др.); 

в) хроматография (скорость потока раствора, давление); 

г) приготовление готовой формы (регулировка осмоляльности, уровня рН, 

концентрации белка, лиофилизация). 

Для снижения уровня АКА препаратов ИГЧ для внутривенного введения 

могут быть использованы различные подходы, в первую очередь направленные на 

предотвращение агрегации и конформационных изменений молекул IgG, а также 

на удаление уже агрегированных форм [1, 6, 105, 106, 124, 230, 233]:  

а) обработка ферментами (пепсин, плазмин, трипсин) в сочетании с 

кислотным гидролизом при температуре 37 °С в течение 1 суток при рН 4,0;  

б) обработка дитиотрентолом и последующее алкилирование 

йодацетамидом [153, 241, 246];  

в) обработка сульфалитическими агентами; 

г) риванольное выделение иммуноглобулинов; 

д) сорбция  (уголь, фосфат кальция);  

е) использование ионообменной хроматографии [141, 233].  

Полное исключение АКА молекул иммуноглобулинов в ЛП может привести 

к значительному снижению терапевтической эффективности в отношении 
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инфекционных агентов, а также к изменению фармакокинетики препарата. В тоже 

время, технология получения мономерных форм молекул IgG должна 

гарантировать их сохранение в процессе хранения. Дополнительное включение 

стадий в производство ЛП ИГЧ, например сольвент-детергентная обработка, 

также может повышать антикомплементарные свойства иммуноглобулинов [30]. 

По данным авторов [187] около 75 % доноров имеют 0(I) или A(II) группы 

крови, в плазме которых циркулируют анти-А и/или анти-В ГА. Являясь 

иммуноглобулинами класса G, эти белки подвергаются целенаправленному 

выделению при фракционировании в процессе производства ЛП ИГЧ. 

Большинство гемолитических НР, связанных с ЛП ИГЧ, были вызваны анти-А и 

анти-В ГА. Снижение титров таких антител при производстве ИГЧ может снизить 

частоту нежелательных явлений такого рода [137]. 

Несколько этапов, как правило, участвуют в производстве ЛП ИГЧ: 

спиртовое фракционирование, хроматографическое очищение, этапы вирусной 

инактивации, концентрирование и добавление вспомогательных веществ для 

придания стабильности. Существует много вариантов различных методов 

производства. Изменения рН, ионной силы, температуры или процентного 

содержания спирта, концентрация белка во время изготовления может изменить 

характеристики ЛП ИГЧ. Процесс производства отдельно взятого торгового 

наименования ЛП ИГЧ уникален, что обуславливает различия в составе не только 

вносимых компонентов, но и остаточных контаминантов из ПКЧ, соотношение 

подклассов молекул иммуноглобулинов, молекулярные параметры и др. 

Следовательно, из-за различий в методах производства ЛП ИГЧ могут 

варьировать и уровни антиэритроцитарных антител [187]. 

Способ спиртового фракционирования включает многократное осаждение, 

этапы очистки; конечный продукт фракция II содержит молекулы 

иммуноглобулинов и ФСК. При этом антиэритроцитарные антитела, проэнзимы и 

липопротеины осаждаются во фракции III при низком уровне pH (5,4–6,3) и 

слабой ионной силе, в то время как большинство других компонентов 

относительно растворимы при таких условиях.  



41 

 

 

Способ на основе хроматографии был разработан для того, чтобы добиться 

повышения чистоты и выхода ИГЧ и, следовательно, рациональное 

использование ограниченных ресурсов ПКЧ. Этот способ предусматривает 

однократное осаждение, с последующим фракционированием октановой кислотой 

и дальнейшее хроматографическое выделение. Такая технология позволят 

снизить содержание АПК в ЛП, онако не снижает содержание гемагглютининов. 

Наличие в составе ЛП ИГЧ таких стабилизаторов, как глицин, L-пролин 

увеличивает риск развития гемолитических осложнений [125]. 

Исследование, проведенное Berg R. с соавт. (2015) показало, что все из 136 

доступных для анализа серий ЛП ИГЧ, обусловивших развитие гемолитической 

анемии, имели титры анти-А и анти-В гемагглютининов менее 1:64 [111]. 

Снижения содержания ГА можно добиться применением иммуноадсорбирующей 

хроматографии [152]. Другой возможной стратегией предотвращения 

гемолитических эпизодов является донорский скрининг на содержание анти-А и 

анти-В ГА с исключением доноров с высокими титрами гемагглютининов из 

производственного плазменного пула, что может привести к их двукратному 

снижению. Недостатком такого подхода является то, что 5 – 7 % доноров будут 

исключены из донорства плазмы крови для производства ИГЧ [226]. 

АПК присутствует в ЛП ИГЧ и АЧ вследствие его неполного удаления в 

ходе технологического процесса [213]. Так, АПК часто обнаруживался в 

препаратах, изготовленных по технологии осаждения полиэтиленгликолем [213]. 

Известны случаи, когда применение на этапах производства фильтров с 

определенными свойствами приводило к активации ферментов и увеличению 

активности АПК в готовом препарате [221]. Содержание АПК может также 

меняться при хранении препаратов, например альбумина человека, в течение 

срока годности. Это связано как со свойствами молекул альбумина (их 

стабильностью), так и с влиянием упаковочного материала – стекла. 

Технологические аспекты обеспечения безопасности ЛП АЧ зависят от 

особенностей технологии производства, выбора стабилизаторов, 

поддерживающих стабильность мономерной формы молекулы альбумина. 
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Большинство мировых производителей ЛП АЧ для стабилизации молекулы 

альбумина используют несколько химических соединений [20] (таблица 2) [45]. 

 

Таблица 2 - Стабилизаторы, используемые при производстве препаратов 

альбумина человека зарубежного производства, зарегистрированных в РФ. 

Торговое наименование 

лекарственного препарата 

Наименование стабилизатора Срок годности, условия 

хранения 

Альбурекс
®

 Натрия каприлат 

Натрия ацетилтриптофан 

3 года, не выше 30 ºС 

Альбумин человеческий Натрия каприлат 

Натрия ацетилтриптофан 

3 года, от 2 до 25 ºС 

Зенальб-4,5 Каприловая кислота 3 года, от 2 до 25 ºС 

Уман альбумин Натрия каприлат 

N-ацетилтриптофан 

3 года, от 15 до 25 ºС 

Альбумин человеческий N-ацетилтриптофан 

Каприловая кислота 

3 года, от 2 до 25 ºС 

Альбумин человека 

Биотест 

Натрия каприлат 

Натрия ацетилтриптофан 

3 года, не выше 25 ºС 

Зенальб-20 Каприловая кислота 3 года, от 2 до 25 ºС 

Альбумин человека 

сывороточный 

Натрия каприлат 

Натрия ацетилтриптофан 

3 года, не выше 25 ºС 

Плазбумин 20 Натрия каприлат 

N-ацетилтриптофан 

3 года, не выше 30 ºС 

 

Отечественные производители ЛП АЧ используют в качестве стабилизатора 

натрия каприлат, срок годности ЛП при этом составляет 5 лет при условии 

хранения при температуре от 2 до 10 ºС [20].  

С целью уменьшения содержания АПК в препаратах альбумина человека 

используют этап адсорбции с помощью кремнеземсодержащих веществ, однако 

опасность контаминации готового препарата следовыми количествами тяжелых 

металлов не позволяет широко использовать этот технологический прием [197]. 
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Добавление ингибитора C1-эстеразы и использование процесса пастеризации в 

течение 10 ч при 60 °С также эффективно снижает вероятность проявления 

ферментативной активности АПК в препаратах [198]. При добавлении АТIII более 

0,03 мг на г белка в ЛП АЧ можно получить высокую степень безопасности в 

отношении содержания АПК [201]. Инактивации АПК можно достичь 

использованием химотрипсина. При фракционировании плазмы химотрипсин в 

растворе или иммобилизованный химотрипсин добавляют к фракции на любой 

стадии процесса. На дальнейших этапах производства химотрипсин удаляют из 

полуфабрикатов [199]. При использовании традиционной технологии 

фракционирования по Кону возможно снижение содержания активатора 

прекалликреина используя процедуру пастеризации – нагревания в диапазоне 

температур от 50 до 70 °С в течение не менее 5 часов восстановленной пасты V 

[177]. В исследованиях Marley P.B. и Gilbo C.M. представлены данные, 

показывающие, что АПК в большей степени инактивируется на максимуме 

температурного диапазона процесса пастеризации (60,5 °C), чем при низком 

уровне (59,5 °C) [176]. Это различие в температуре пастеризации может привести 

к двух- или трехкратной разнице в содержании АПК в готовом продукте. 

Пастеризация позволяет инактивировать не только АПК, но и другие белки ПКЧ, 

выделяемые во фракции II+III при фракционировании по Кону: плазмин, 

плазминоген, ФСК протромбинового комплекса [161]. Денатурированные белки 

после пастеризации с успехом удаляются при обработке полиэтиленгликолем. 

Особые преимущества имеет процедура, сочетающая анионообменную обработку 

до инактивации вирусов растворителем/детергентом с катионообменной 

обработкой после инактивации вирусов растворителем/детергентом [121]. Так, 

технология производства препарата Вигам (BioProducts Laboratory) 

предусматривает выделение IgG из фракции II с помощью DEAE Sephadex при 

условиях, когда только примеси, в том числе АПК, адсорбируются, получаемый 

раствор иммуноглобулина подвергают сольвент-детергентной обработке и 

последующей хроматографической очистке на катионообменнике CM Sepharose 

[102]. 
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Регистрация в системе фармаконадзора увеличенного количества 

тромбоэмболических осложнений в 2010 г при применении серий ЛП ИГЧ 

Октагам, раствор для инфузий 5 %, производства Октафарма Фармацевтика 

Продуктионсгес М.б.Х. и всестороннее изучение причин позволило установить 

факт контаминации указанных ЛС ФСК, инициирующих синтез тромбина с 

последующим развитием тромбоэмболических осложнений в виде инсультов, 

инфарктов, тромбозов легочной артерии и т.д.  В связи с этим, Комиссия ЕФ 

пересмотрела требования к производству и качеству этих ЛС. Оценку 

тромбогенного потенциала большинство зарубежных производителей уже 

зарегистрированных ЛП ИГЧ в соответствии с требованиями регуляторных 

органов осуществляли на готовой форме ЛС. В зависимости от полученных 

результатов при необходимости в технологию были внесены соответствующие 

изменения, гарантирующие элиминацию тромбообразующих агентов. 

Фармацевтическая разработка новых ЛП ИГЧ предусматривает наличие в 

производстве стадии освобождения ЛС от тромбинообразующих факторов или 

целевого выделения действующего вещества с обязательным подтверждением 

отсутствия тромбогенного потенциала ЛП на этапе доклинического изучения. 

При условии стабильности производства посерийный контроль в отношении 

количественного содержания ФСК, протеолитических ферментов, способности к 

генерации тромбина в различных системах in vitro и in vivo не осуществляют. 

Обработка октановой кислотой на этапах фракционирования позволяет не 

только снизить вирусную нагрузку, но и обеспечить удаление ФСК II, V, VII, XI и 

их активированных форм. Пастеризация также позволяет существенно снизить 

тромбогенный потенциал препаратов иммуноглобулинов человека [161]. 

Использование многостадийного процесса хроматографической очистки 

(сочетание катионно- и анионноабменной хроматографии, иммуноселективной 

хроматографии) после этапов фракционирования позволяет получить препараты 

иммуноглобулинов человека с высоким профилем безопасности [135]. Например, 

для исключения контаминации раствора иммуноглобулина АПК и 

прокоагулянтными ФСК используют этап катионообменной хроматографии при 
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рН в диапазоне от 3,8 до 5,3 с последующим инкубированием при низких 

значениях рН готовой формы препарата; а для исключения контаминации 

калликреином и фактором свертывания крови XI - анионнообменной 

хроматографии при рН в диапазоне от 7,0 до 8,2 [200]. 

Технологии получения ЛП из ПКЧ методами хроматографии позволяют 

выделять большинство терапевтически значимых протеинов с помощью 

тщательно подобранного набора стадий (Рисунок 8) [98]. При этом 

полуфабрикаты, содержащие целевые белки, не подвергаются контаминации 

нежелательными компонентами плазмы крови. Размороженную объединенную в 

пул фракцию плазмы, полученную после фильтрации через фильтр с диаметром 

45 мкм, наносят на колонку SE-хроматографии, заполненную смолой, такой как 

Sephacryl, Cellufine или других подобных смол. Колонка работает в буфере, 

содержащем фосфат, цитрат или аналогичные буферные соли в диапазоне рН от 

6,0 до 7,5. Молярность буфера - в диапазоне от 20 до 200 мМ, предпочтительно 

менее 150 мМ. Кроме того, буфер содержит добавку, такую как NaCl в диапазоне 

от 0,1 до 0,2 М. Из колонки фракции плазмы, не содержащие иммуноглобулин G, 

перенаправляются в схемах очистки конкретного продукта на этой стадии. 

Фракция, содержащая иммуноглобулин, подвергается дальнейшему 

фракционированию на второй анионообменной хроматографической колонке, 

чтобы отделить другие терапевтические протеины, которые могут присутствовать 

вместе с иммуноглобулинами в этой фракции плазмы. И в завершение процесса 

включение иммуноадсобции позволяет удалить из иммуноглобулиновой фракции 

нежелательные ГА и анти-D антитела [202].  

В настоящее время на российском рынке присутствуют инфузионные 

препараты иммуноглобулинов человека и альбумина человека, по профилю 

безопасности соответствующие современным как мировым, так и российским 

требованиям. 
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Рисунок 8 - Технологическая схема получения препаратов крови человека с 

использованием хроматографических методов. 
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Так, технология препарата Привиджен® (CSL Behring) предусматривает 

спиртовое фракционирование, обработку октановой кислотой, инкубацию при рН 

4,0, глубинную фильтрацию, анионообменную хроматографию, иммуноафинную 

хроматографию (с целью удаления гемагглютининов) и нанофильтрацию 

(фильтры с размером пор 20 нм). Производство препарата Флебогамма (Grifols) 

основано на спиртовом фракционировании, осаждении полиэтиленгликолем с 

последующей ионообменной хроматографией, сольвент/детергентной обработке, 

инкубации при рН 4,0, пастеризации и двойной последовательной нанофильтраци 

(фильтры с размером пор 53 и 20 нм). В основу технологии препаратов Октагам 

(Octapharma) и Гамунекс® С (Grifols) положено спиртовое фракционирование 

Кона-Онклея с дальнейшей сольвент/детергентной обработкой, 

хроматографической очисткой, ультрафильтрацией. В процессе производства 

препарата Гамунекс® С используется также инкубация при низких значениях рН 

(4,0) [128, 129, 138, 155]. 

Следует отметить, что производство перечисленных препаратов является 

составной частью многогранного процесса фракционирования плазмы и 

выделения других терапевтически значимых белков. Для отечественного 

производства инфузионных препаратов иммуноглобулинов человека характерно 

использование меньшего количества стадий, в том числе направленных на более 

избирательное выделение иммуноглобулинов класса G, например, 

хроматографии. Однако эти технологии также используют в различном сочетании 

инкубацию при низких значениях рН, сольвент/детергентную обработку, ультра- 

и нанофильтрацию. Для оценки степени безопасности этих препаратов следует 

также учитывать качество используемой плазмы. Отвечая требованиям к плазме 

для фракционирования, пригодной для производства препаратов 

иммуноглобулинов и альбумина, она не содержит активные факторы свертывания 

крови. При более интенсивном использовании аферезной плазмы, сохраняющей 

все биологически активные компоненты, отечественные технологические схемы 

фракционирования плазмы потребуют усовершенствования с целью повышения 

безопасности препаратов из ПКЧ. 
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1.2. Научно-методическое обеспечение контроля качества лекарственных 

препаратов иммуноглобулинов и альбумина человека с позиций их влияния 

на системы гемостаза, комплемента, калликреин-кининовую и 

эритроцитарное звено гомеостаза 

 

Анализ международных требований к ЛП ИГЧ и АЧ позволил установить 

приоритетные направления развития мировой фармакопейной практики в части 

совершенствования подходов к обеспечению их качества и унификации методов 

контроля. Так, требования Европейской фармакопеи (ЕФ) к ЛП ИГЧ 

(01/2012:0918; 01/2013:0338) и АЧ (01/2013:0255) учитывают особенности 

производства по элиминации тромбообразующих агентов (ФСК, 

протеолитические ферменты и т.д.), содержание ГА, анти-D антител, АПК, АКА в 

соответствии с группировочным наименованием и способом применения при 

контроле качества ЛП [134]. При этом ЕФ установлены показатели качества ЛП 

ИГЧ, характеризующие их безопасность: «Анти-А и анти-В гемагглютинины», 

«Анти-D антитела», «Активатор прекалликреина», «Молекулярные параметры» и 

«Антикомплементарная активность», ЛП АЧ – «Активатор прекалликреина», 

нормативные требования которых обусловлены клиническими наблюдениями, 

позволяющими прогнозировать переносимость указанных ЛП.  

В клинической практике систему комплемента изучают с позиций 

определения наличия всех её компонентов (методом радиальной 

иммунодиффузии), количественного содержания каждого из них (в основном 

методом иммуноферментного анализа) и функциональное состояние системы. 

Для определения функционального состояния комплемента применяют методы по 

определению её гемолитической активности, выраженной в СН50, в отношении 

обработанных антителами эритроцитов в системе in vitro. При этом оценивается 

преимущественно классический путь активации комплемента и имеет значение в 

диагностике иммунодефицитных состояний. Для оценки АКА препаратов ИГЧ 

наиболее приемлемым считают гемолитический метод на основе классической 
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реакции связывания комплемента (РСК), предложенной E.A. Kabat и М.М. Meyer 

[162]. Реакция основана на использовании сенсибилизированных эритроцитов, 

активирующих комплемент, который в свою очередь вызывает лизис 

эритроцитов. Активность комплемента напрямую зависит от количества 

лизированных клеток и вышедшего из них гемоглобина, её определяют 

спектрофотометрически, оценивая степень окрашенности реакционной смеси [21, 

34, 228].  

Среди различных видов млекопитающих и птиц наиболее чувствительными к 

гемолитическому действию комплемента являются эритроциты барана [21, 227]. 

Кроме того, благодаря высокой иммуногенности поверхностных антигенов 

эритроцитов барана, иммунизация ими кроликов позволяет получить гемолизин с 

высоким титром [107]. В качестве источника комплемента была выбрана 

сыворотка морских свинок, так как она обладала наибольшей литической 

активностью. Исключение учета степени гемолиза в «крестах» позволило 

значительно повысить точность резульатов [223]. 

В настоящее время принято обозначение одной гемолитической единицы в 

СН50. Одна СН50 соответствует такому количеству комплемента, которое 

вызывает гемолиз 50 % сенсибилизированных эритроцитов, считая 100 %-ым 

гемолиз эритроцитов в контрольной пробе, и определяют её посредством 

графической интерпретации результатов. Следует отметить, что величина СН50 

зависит от концентрации ионов Ca и Мg в составе буферного раствора, 

используемого для РСК, значения рН и ионной силы, а также количества 

используемых эритроцитов [145, 178, 179]. 

Этот тест считается достаточно сложным для внедрения и стандартизации, 

так как он подвержен биологической изменчивости в зависимости от таких 

реагентов, как гемолитическая сыворотка, эритроциты барана, комплемент, а 

также от используемого оборудования.  

Международные требования относительно уровня АКА для ЛП ИГЧ и 

метода его определения установлены в 1994 г. и до настоящего времени не 

подвергались изменениям: не более 50 %, что соответствует не более 1 СН50/мг 
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белка иммуноглобулина [134, 259]. До этого времени и качество препаратов по 

АКА, и методы её определения варьировали у разных производителей [243]. 

Монография V.2.1.13 Test for anticomplementary activity of immunoglobulin (ЕФ 

второго издания, 19 специальный выпуск), регламентировала методику 

определения АКА с помощью модифицированого метода на основе классической 

РСК [126]. С целью стандартизации методики был использован СО, 

положительный и отрицательный контроли которого обеспечивают оценку 

воспроизводимости результатов. Результатом межлабораторных исследований в 

1995 г. стала разрабтка и аттестация СО иммуноглобулина человека BRP серия 1. 

Методика определения АКА, принятая ЕФ, регламентирована к применению 

большинством зарубежных фармакопей [19, 118, 156].  

Для контроля качества ЛП ИГЧ по уровню АКА отечественные 

производители используют методики, описанные в Методических рекомендациях 

1988 г. [34], ФС 42-3159-95 «Иммуноглобулин нормальный человека для 

внутривенного введения» и Методических указаниях 2001 г. [78], которые не 

предусматривают использование СО. Кроме того, методики, изложенные в 

Методических рекомендациях и ФС 42-3159-95, предусматривают определение 

АКА как «сохранение активности 2 гемолитических единиц в присутствии 10 мг 

белка иммуноглобулина», что не позволяет оценить соответствие качество ЛП по 

этому показателю с международными требованиями. Для методики, изложенной в 

Методических указаниях, характерно использование большего объема 

реакционной смеси, чем это предусмотрено ЕФ, сухого (коммерческого) 

комплемента морских свинок, вместо пулированного комплемента, хранящегося в 

замороженном состоянии. Эти обстоятельства не позволяют сравнить качество 

отечественных ЛП ИГВ с зарубежными  по показателю «Антикомплементарная 

активность». В условиях гармонизации российских фармакопейных требований с 

международными стандартами необходимо проведение унификации и 

стандартизации отечественной методики определения АКА в ЛП ИГЧ с учетом 

доступности и стандартности реагентов. 
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Количественная оценка содержания агрегатов в ЛП ИГЧ также позволяет 

контролировать допустимый уровень АКА. Исследования Buchaher и соавт. 

(2010) и Ramasamy и соавт. (1997) продемонстрировали как механизм 

формирования агрегатов оказывает влияние на степень их 

комплементсвязывающей активности: агрегированные нагреванием в кислой 

среде (рН 4,2) молекулы иммуноглобулинов связывают комплемент морских 

свинок слабо; тот же процесс нагревания, осуществленный в нейтральной среде 

(рН 7,0), вызывает образование агрегатов, обладающих высокой 

антикомплементарной активностью [119, 209]. В исследованиях Buchaher и соавт. 

(2010) было показано, что нагревание вызывает образование крупных агрегатов, 

которые могут быть выявлены только с помощью детектора рассеивания света 

[119]. Эксклюзионная хроматография позволяет лишь установить количество 

агрегатов в общем пике с полимерами. Тем не менее, до тех пор, пока измерение с 

помощью детектора рассеивания света не может быть выполнено количественно, 

оба метода должны быть использованы для характеристики молекулярно-

массового распределения молекул ЛП ИГЧ. 

Для количественной оценки активированных препаратами ИГЧ 

компонентов системы комплемента, например, С4а некоторые исследователи 

применяют методы радиоиммунологического и иммуноферментного анализа, 

однако в настоящее эти методики широкого применения не нашли.  

В трансфузиологии основным методом определения эритроцитарных 

антигенов (систем АВО, резус) является реакция гемагглютинации [39]. Антитела 

к этим антигенам также могут быть выявлены методом гемагглютинации с 

использованием соответствующих тестовых эритроцитов. Скорость и 

выраженность агглютинации зависят от числа эритроцитов, концентрации 

антител, температуры и ионной силы раствора. Механизмы протекания реакции 

прямой гемагглютинации, вызванной иммуноглобулинами различных классов, 

отличаются: иммуноглобулины класса М, несущие 10 участков связывания, 

вызывают агглютинацию эритроцитов даже в физиологическом растворе, 

а иммуноглобулины класса G  не могут вызвать агглютинацию при 
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непосредственном воздействии, пока отрицательный заряд эритроцитов не будет 

снижен с помощью какого-либо высокомолекулярного вещества, либо не будут 

удалены сиаловые кислоты для увеличения доступности антигена [23]. Для 

выявления Ig G, которые являются неполными антителами, также применяют 

метод непрямой гемагглютинации, в ходе которого на первом этапе 

сенсибилизируют эритроциты гемагглютининами, а уже агглютинация 

сенсибилизированных происходит вследствие внесения античеловеческого 

поливалентного иммуноглобулина.   

Еще в 70-80-х годах прошлого века, на этапах становления принципов 

терапии препаратами ИГЧ, была выявлена значительная вариабельность 

содержания в них ГА и анти-D антител в зависимости от производителя [190, 193, 

229]. Так, содержание анти-А ГА могло достигать титра 1:128, анти-В – 1:64, а 

анти-D антител - 1:256. При таком содержании антиэритроцитарных антител даже 

невысокие дозы ЛП ИГЧ приводили к возникновению гемолиза у определенных 

групп пациентов. В связи с этим, международными экспертами была признана 

необходимость нормирования содержания в препаратах ИГЧ анти-А и анти-В ГА, 

а также анти-D антител.  

Допустимый предел содержания ГА соответствует разведению ИГЧ 1:32, в 

котором выявляется агглютинация тестовых эритроцитов. Эту величину 

определяют как титр гемагглютининов. Впервые содержание анти-А и анти-В ГА 

в препаратах ИГЧ было регламентировано в 80-х годах прошлого столетия. 

Вплоть до 2012 г. в ЕФ был предусмотрен один метод определения – непрямой 

гемагглютинации. Однако несмотря использование этого метода всеми мировыми 

производителями при сравнительном исследовании препаратов ИГЧ отмечалась 

значительная вариабельность результатов [109, 246, 237]. По мнению Thorpe S.J. 

метод непрямой гемагглютинации как метод контроля качества препаратов ИГЧ 

имеет значительные недостатки: высокие концентрации гемагглютининов могут 

нейтрализовать антиглобулиновую сыворотку, неправильно проведенная 

процедура «отмывания» сенсибилизированных эритроцитов приводит к 

повреждению структуры их поверхностных антигенов [235, 238]. Эти 



53 

 

 

обстоятельства обуславливают получение заниженных результатов. В то же 

время, использование для контроля реакции клеток Кумбса 

(сенсибилизированные резус-положительные эритроциты группы 0(I), а также 

соблюдение режима центрифугирования при подготовке сенсибилизированных 

эритроцитов позволяют исключить занижение результатов. Тем не менее, 

специалисты NIBSC под руководством Thorpe S.J., учитывая опыт разработки 

модифицированного метода для оценки содержания анти-D антител, предложили 

аналогичный метод оценки содержания ГА в препаратах ИГЧ на основе реакции 

прямой гемагглютинации. Актуальная версия ЕФ регламентирует использование 

методов непрямой (монография 2.6.20, метод В) и прямой (монография 2.6.20, 

метод А) гемагглютинации, причем количественное определение рекомендовано в 

реакции прямой гемагглютинации [134]. Оба метода предусматривают 

использование эритроцитов группы крови А(II) наиболее иммуногенной 

подгруппы А1 для выявления анти-А ГА и группы крови В(III) для выявления 

анти-В гемагглютининов. При выполнении метода НПГ предусмотрено 

предварительное разведение испытуемого образца препарата ИГЧ до содержания 

белка иммуноглобулина 30 мг/мл, которое в дальнейшем не учитывается при 

определении титра. Методика подготовки ЛП ИГЧ при определении содержания 

ГА методом ПГА предусматривает разведение образца до содержания белка 

25 мг/мл, которое вне зависимости от исходного содержания белка в ЛП считают 

разведением 1:2. Для повышения чувствительности реакции ПГА также 

необходима предварительная обработка эритроцитов папаином, а реакционная 

среда должна содержать бычий сывороточный альбумин. На практике 

модифицированный метод ПГА также выявил существенные недостатки: 

способность эритроцитов связывать ГА зависит от методики обработки их 

папаином; момент времени, оптимальный для оценки агглютинации и 

определения титров ГА, варьирует в различных лабораториях [108].  

Монография ЕФ предусматривает проведение гемагглютинации 

макрометодом, т.е. «на плоскости». Субъективность визуальной оценки 

результатов значительно снижает точность получаемых результатов. Более 
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объективным вариантом метода гемагглютинации является гелевая технология, 

которая уже широко применяется в трансфузиологии. Для оценки качества 

препаратов ИГЧ по содержанию ГА ряд исследователей считает применение 

гелевых карт наиболее оптимальным [226]. 

Допустимость использования двух методов (прямой и непрямой 

гемагглютинации) изучения содержания ГА в препаратах ИГЧ не позволяет в 

полной мере достоверно оценить уровень безопасности применения конкретного 

препарата, в том числе в сравнении с аналогами. Следует отметить, что 

усовершенствование метода контроля препаратов ИГЧ не привело к снижению 

количества гемолитических осложнений иммуноглобулинотерапии, связанных с 

содержанием гемагглютининов. В ряде случаев осложнения были связаны с 

применением препаратов ИГЧ соответствующих нормативным требованиям по 

содержанию гемагглютининов, но с более высоким содержанием белка (10 мг/мл) 

[159]. Инфузии таких препаратов на практике приводят к введению в организм 

пациента большего количества гемагглютининов, нежели это происходит при 

применении растворов иммуноглобулинов с содержанием белка 50 мг/мл. Одним 

из возможных путей решения этой проблемы может быть снижение допустимого 

предела содержания гемагглютининов в препаратах ИГЧ, а также оптимизация 

методики их определения с учетом исходного содержания белка 

иммуноглобулина в препарате.  

В период массового изготовления ЛП ИГЧ и АЧ из плацентарной и абортной 

крови остро стоял вопрос о контроле качества указанных препаратов по 

содержанию групповых веществ крови секреторного (плацента) и 

эритроцитарного происхождения [70]. Метод их оценки был основан на реакции 

торможения гемагглютинации, позволяющей установить полуколичественное 

содержание групповых антигенов; содержание ГА этим методом установить 

невозможно.  

Российские стандарты качества на ЛП ИГЧ: ФС 42-3159-95 

«Иммуноглобулин нормальный человека для внутривенного введения», а также 

ОСТ 91500.05.001-00 «Стандарты качества лекарственных средств. Основные 
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положения», Приложение N 2 перечень разделов фармакопейных статей и 

фармакопейных статей на лекарственные средства конкретных предприятий - 

производителей лекарственных средств на иммуноглобулины человека (п. XV)  не 

предусматривают контроль готовой формы ЛП по содержанию ГА [94]. ГФ РФ 

также не содержит ОФС на методы контроля качества ЛП ИГЧ. Тем не менее, 

нормативная документация ЛП ИГЧ для внутривенного введения двух торговых 

наименований отечественных производителей регламентируют требования по 

содержанию ГА – «Титр – не более 1:64», метод контроля – непрямая 

гемагглютинация и «Титр – на более 1:32», метод контроля – реакция 

гемагглютинаци. Используемые методики значительно отличаются друг от друга 

и не сопоставимы с методом, изложенным в ЕФ. Так, в одном случае (в 

соответствии с НД, утвержденной в 2008 г.) оценку содержания ГА методом 

гемагглютинации осуществляют следующим образом: 

а) образец ЛП после разведения до содержания белка 30 мг/мл в 5 % растворе 

глюкозы прогревают в течение 10 мин при температуре 70 
0
С (исходное 

содержание белка 50 мг/мл); 

б) реакцию агглютинации проводят в лунках 96-луночного планшета (без 

указания кофигурации дна и связывающей способности поверхности лунки); 

в) дальнейшие двукратные разведения осуществляют с использованием 

веронал-мединалового буферного раствора; 

г) используют 2 % суспензию эритроцитов в веронал-мединаловом буферном 

растворе; 

д) инкубацию смеси эритроцитов и разведений образца ЛП ИГЧ 

осуществляют при температуре 37 
0
С в течение 1 ч; 

д) оценивают степень агглютинации визуально по наличию или отсутствию 

осадка на дне лунки. 

В соответствии с указаниями НД на другой ЛП ИГЧ, утвержденной в 2011 г., 

содержание ГА определяют в реакции НГА двумя методами (в пробирках или с 

использованием гелевых карт): 
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а) готовят двукратные разведения ЛП ИГЧ  с использованием 0,9 % раствора 

натрия хлорида без предварительного разведения образца до содержания белка 

30 мг/мл (исходное содержание белка 50 мг/мл); 

б) в пробирочном методе используют 5 % суспензию эритроцитов в 0,9 % 

растворе натрия хлорида, гелевой технологии – коммерческие стандартные 

эритроциты; 

в) в пробирочном методе инкубацию при 37 
0
С для сенсибилизации 

эритроцитов осуществляют в течение 30 мин, при использовании гелевой 

технологии – 15 мин при тех же условиях; 

г) соотношение реагентов в пробирочном методе: 0,5 мл разведения 

испытуемого образца+0,5 мл суспензии эритроцитов; после отмывания 

эритроцитов и декантации к осадку добавляют 0,2 мл антиглобулиновой 

сыворотки; гелевой технологии – 0,050 мл суспензии эритроцитов+0,025 мл 

разведений образца; 

д) в пробирочном методе после добавления антиглобулиновой сыворотки 

проводят инкубацию при 37 
0
С в течение 30 мин, затем проводят оценку 

агглютинации (без указания допустимого временного интервала); при 

осуществлении гелевой технологии после инкубации пробирки центрифугируют в 

запрограммированном режиме на специальной центрифуге и оценивают 

агглютинацию. 

Анализ отечественной научной литературы позвлил установить наличие 

различных методических подходов к оценке содержания ГА. Так, Анастасиев В.В. 

в монографии [3] предлагает метод НГА с использованием буферного раствора 

низкой ионной силы, инкубацией смеси разведений испытуемого образца и 

суспензии эритроцитов для их сенсибилизации в течение 2 ч при 37 
0
С, а после 

добавления антиглобулиновой сыворотки – в течение 10 мин при тех же условиях. 

Указанная методика содержит указания о проведении контроля качества 

буферного раствора низкой ионной силы (отсутствие гемолиза или агглютинации 

при добавлении суспензии эритроцитов в соотношении объемов 2:1) и контроля 
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специфичности реакции (агглютинация эритроцитов при добавлении 

антиглобулиновой сыворотки в соотношении объемов 1:2). 

Таким образом, отечественные стандарты качества на ЛП ИГЧ не содержат 

требования по содержанию ГА, отсутствуют соответствующие унифицированные 

и стандартизованные фармакопейные методики контроля качества ЛП. 

Для исключения гемолитических осложнений иммуноглобулинотерапии в 

международную практику производства препаратов ИГЧ с 2006 г. введено 

нормирование содержания анти-D антител. Регламентированное ЕФ содержание 

анти-D антител в препаратах ИГЧ не должно превышать титр положительного 

стандарта [134]. Положительный стандарт содержит анти-D антитела в 

количестве, соответствующем антирезусной активности 0,0475 МЕ/мл 

(агглютинация в разведении 1:8). Эта величина расчетная, так как стандарт 

получен разведением в 6000 раз международного стандарта антирезусного 

иммуноглобулина с активностью 285 МЕ/мл в растворе иммуноглобулина 

человека нормального с содержанием белка 50 мг/мл. Установлено предельное 

содержание анти-D антител в ЛП ИГЧ на основе данных исследований причин НР 

гемолитического характера, позволивших установить, что при титре 1:8, что 

соответствовало содержанию специфических антирезусных (анти-D) антител 

положительного контроля 0,05 МЕ/мл, вероятность развития гемолиза ничтожно 

мала [204]. 

Учитывая, что анти-D антитела являются неполными антителами, 

принадлежащими к классу Ig G, для выявления антиэритроцитарных антител 

использовали метод непрямой гемагглютинации. Однако дальнейшие 

исследования специалистов Национального института биологических стандартов 

и контроля под руководством Thorpe S.J. позволили разработать метод оценки 

содержания анти-D антител на основе реакции прямой гемагглютинации [238]. 

Согласно этой методике для получения адекватного результата необходимо 

соблюдение ряда условий. Во-первых, предпочтительно использование 

эритроцитов фенотипа 0R2R2 (ccDEE), но возможно также применение 

эритроцитов фенотипов 0R1R1 (CCDee) и 0R1R2 (CcDEe). Это обусловлено тем, 
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что минорные антигены с и E системы резус более иммуногены по сравнению с 

антигенами С и е. Во-вторых, для контроля специфичности анализа следует 

применять D-отрицательные эритроциты фенотипа 0rr. Поскольку на поверхности 

эритроцитов с данным фенотипом отсутствует D антиген, агглютинации 

эритроцитов быть не должно, однако, при наличии у этих эритроцитов К-антигена 

возможна слабая агглютинация (не более чем в разведении 1:2) как при 

использовании положительного стандарта, так и ИГЧ. В-третьих, для повышения 

чувствительности реакции гемагглютинации предусмотрена предварительная 

обработка эритроцитов протеолитическим ферментом папаином. Вследствие 

отрицательного поверхностного заряда эритроциты отталкиваются друг от друга, 

а папаин способствует удалению большинства составляющих клеточной 

мембраны, обуславливающих ее отрицательный заряд (остатки сиаловых кислот 

на гликофоринах А, В, С, D) [22]. В мировой практике описаны случаи обработки 

эритроцитов другими протеолитическими ферментами (трипсин, бромелин, 

папаин), однако для определения неполных анти-D антител системы резус 

использование папаина, который является цестиновой протеазой, выделяемой из 

латекса папайи, более эффективно [151]. В-четвертых, при проведении испытаний 

в реакционную среду следует добавлять бычий сывороточный альбумин, который 

способствует снижению электрической активности поверхности клеток и 

соответственно возрастает вероятность агглютинации резус-положительных 

клеток антирезусным IgG. Подготовка испытуемого образца унифицирована для 

препаратов ИГЧ с различным содержанием белка иммуноглобулина таким 

образом, что разведение до содержания белка в образце 25 мг/мл считают 

разведением 1:2, даже если это не соответствует действительности. Например, 

при использовании препаратов ИГЧ с содержанием белка 100 мг/мл 

приготовление образца с содержанием белка 25 мг/мл также будет считаться 

разведением 1:2, как и в случае исходного содержания белка в ЛП ИГЧ 50 мг/мл. 

Современные достижения в области изучения структуры и функции 

иммуноглобулинов позволяют определять содержание анти-D антител в 

препаратах ИГЧ более сложными и точными методами, например проточной 
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цитофлюориметрии [234, 195], иммуноферментного анализа [235]. Однако их 

использование неоправданно усложнит контроль препаратов и, соответственно, 

повысит их себестоимость.  

Впервые требования, касающиеся содержания АПК были установлены 

Европейской фармакопеей еще в 1998 г. [221]. В настоящее время требования по 

содержанию АПК в инфузионных препаратах ИГЧ и АЧ установлены на уровне 

не более 35 МЕ/мл [134]. Нормативные требования содержания АПК в указанных 

препаратах зарубежного производства, зарегистрированных не территории РФ, 

находятся на уровне от «не более 10 МЕ/мл» до «не более 35 МЕ/мл», при этом 

методические подходы определения значительно отличаются. Следует отметить, 

что при определении содержания АПК в ЛП ИГЧ предусматривается 

приготовление предварительного разведения до содержания белка 30 мг/мл, в 

препаратах альбумина человека АПК определяют в неразведенном ЛП.  

Хромогенный метод определения содержания АПК в фармакопеях разных 

стран представлен методами кинетического определения или с использование 

стоп-реагента [118, 122, 134]. Анализ соответствующих монографий позволил 

выявить параметры, требующие уточнения и/или оптимизации: характеристики 

используемого прекалликреина и его пробоподготовка; соотношение 

испытуемого образца и прекалликреина в инкубационной смеси, время 

инкубации, количество хромогенного субстрата. Указанные параметры должны 

обеспечивать линейный характер зависимости регистрируемой скорости реакции 

от концентрации АПК в интервале значений калибровочной кривой до 

35 МЕ/мл. С 80-х годов прошлого столетия сохранилась тенденция 

использования прекалликреина (ПК), выделенного в лабораторных условиях из 

плазмы крови человека [134]. Однако процедура изготовления ПК в ряде случаев 

недоступна производителям по причине отсутствия необходимого оборудования 

и не применима в испытательных лабораториях, осуществляющих контроль 

лекарственных препаратов крови с целью подтверждения соответствия 

требованиям нормативной документации. Кроме того, характеристики этого 

реагента, производимого в различных лабораториях, отличаются. В настоящее 
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время доступны для использования коммерческие импортные реагенты 

прекалликреина разных производителей, но информация об особенностях их 

пробоподготовки в сертификатах анализа отсутствует. Для адекватного 

использования хромогенного субстрата необходимо учитывать соответствующее 

соотношение его количеству калликреина, образованного в ходе взаимодействия 

АПК и прекалликреина, в тоже время инструкция по применению хромогенного 

субстрата S-2302 не содержит информации о критериях выбора концентрации 

субстрата. Анализ литературных данных свидетельствует об использовании 

субстрата в широком диапазоне концентраций (от 0,6 до 2 мМ) [131, 220, 221]. 

В соответствии с монографией ЕФ 2.6.15 Prekallikrein activator определение 

АПК проводят в несколько этапов: на первом этапе к определенному количеству 

исследуемого образца и соответствующего разведения СО добавляют 

определенное количество прекалликреина (рекомендуемое соотношение 

образец/прекалликреин составляет 1:9, необходимо для исключения ошибок, 

связанных с изменением ионной силы и значением рН инкубационной смеси) с 

последующей инкубацией при 37 °С в течение заданного времени [134, 240]. 

Буферный раствор с рН 8,0±0,05 и 0,15 М натрия хлорида создает надлежащую 

ионную силу. Проведенный анализ методических подходов к определению АПК 

позволил выявить различия в соотношении образец/прекалликреин 

инкубационной смеси (от 1:4 до 1:10) на первом этапе образования калликреина. 

Время инкубации также варьирует, несмотря на то, что инкубация при 37 °С в 

течение 10 мин является наиболее распространенной, отдельные производители 

увеличили инкубационный период до 45 мин. Возможно данное увеличение было 

оптимизировано для конкретного метода или характеристик прекалликреина, 

используемых производителями. Однако существует опасность того, что более 

длинные периоды инкубации могут исчерпывать прекалликреин и привести к 

неадекватной оценке содержания АПК  

Использование прекалликреина собственного изготовления, согласно ЕФ, 

указано в методиках 77 % инфузионных препаратов ИГЧ и 67 % препаратов АЧ 

зарубежного производства, зарегестрированных на территории РФ [20]. Качество 
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ПК устанавливают путем измерения отсутствия калликреиновой активности 

[134]. ПК из коммерческих источников (Coachrom Diagnostica, American 

Diagnostica Gmbh и др.) используется в методиках 23 % инфузионных препаратов 

иммуноглобулинов человека и 33 % препаратов альбумина человека зарубежного 

производства, хотя неизвестно, насколько сравнимы используемые реагенты ПК. 

На втором этапе смесь или ее часть инкубируют в присутствии, по меньшей 

мере, равного объема раствора подходящего хромогенного субстрата, 

обладающего известной специфичностью к калликреину. Во всех 

проанализированных методиках определения АПК используется хромогенный 

субстрат S-2302 производства Chromogenix.  

Учет результатов проводят во временном интервале от 2 до 10 мин, 

регистрируя скорость изменения оптического поглощения в минуту 

(кинетический метод) при длине волны 405 нм или по конечной точке с 

использованием 50 % раствора уксусной кислоты.  

Российские стандарты качества не регламентируют определение 

содержания АПК в ЛП из ПКЧ, отсутствуют унифицированные и 

стандартизованные методики. Возможным решением проблемы может быть 

использование набора реагентов PreKallikrein Assay Kit (Pathway Diagnostics LtD, 

Великобритания) [97, 206]. Этот набор разработан на основе метода ЕФ, однако 

он является дорогостоящим реагентом импортного производства, зависимость от 

которого в ряде случаев может привести к невозможности проведения контроля 

качества препарата отечественными производителями [41]. Кроме того, в 

инструкции по применению этого набора регламентировано также одновременное 

использование соответствующих контролей, которые также выпускает 

зарубежный производитель Pathway Diagnostics LtD. 

Оценку тромбогенного потенциала большинство зарубежных 

производителей уже зарегистрированных ЛП ИГЧ в соответствии с требованиями 

регуляторных органов осуществляли на готовой форме ЛС. В зависимости от 

полученных результатов при необходимости в технологию были внесены 

соответствующие изменения, гарантирующие элиминацию тромбообразующих 
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агентов. Фармацевтическая разработка новых ЛП ИГЧ предусматривает наличие 

в производстве стадии освобождения ЛС от тромбинообразующих факторов или 

целевого выделения действующего вещества с обязательным подтверждением 

отсутствия тромбогенного потенциала ЛП на этапе доклинического изучения. 

При условии стабильности производства посерийный контроль в отношении 

количественного содержания ФСК, протеолитических ферментов, способности к 

генерации тромбина в различных системах in vitro и in vivo не осуществляют. 

В клинической практике для целей изучения свертывающей системы крови 

человека и её функциональной активности применяют множество тестов. Для 

оценки тромбогенного потенциала препаратов иммуноглобулинов человека 

производителями Октафарма Фармацевтика Продуктионсгес, Биотест Фарма, 

Институто Грифолз, выбраны три основных параметра: 

- изменение кинетики образования тромбина стандартной (нормальной) 

плазмы крови человека в тесте генерации тромбина; 

- активность прокоагулянтных факторов свертывания крови; 

- изменение неактивированного частичного тромбопластинового времени 

стандартной (нормальной) плазмы крови человека [161, 212, 247].  

Генерация тромбина является ключевым процессом, который определяет 

степень гемостатических изменений и имеет решающее значение для 

формирования фибринового сгустка. Традиционно система свертывания обычно 

изучают классическими тестами крови in vitro: активированное частичное 

тромбопластиновое время и протромбиновое время. Недавняя разработка новых 

тестов на основе непрерывной регистрации генерации тромбина в условиях in 

vitro, имитирующих более точно то, что происходит в естественных условиях, 

позволяет исследовать баланс между прокоагулянтной и антикоагулянтной 

активностью у больных с различными нарушениями гемостаза [112]. 

Изучение кинетики образования тромбина возможно как с использованием 

оригинального теста генерации тромбина Technotrombin TGA (Technoclone) с 

флюоресцентной детекцией результатов, так и с использованием методики 

INNOVANCE® ETP (Siemens), которая является усовершенствованным 
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вариантом оригинальной методики и позволяет определять максимальное 

количество тромбина, латентный период генерации тромбина и период 

образования максимального количества тромбина (Рисунок 9) [80]. 

 

 

Рисунок 9 – Результат определения тромбинового потенциала по различным 

параметрам методикой INNOVANCE® ETP  

 

Еще одним способом оценки тромбогенного потенциала ЛП ИГЧ может 

быть изучение способности к генерации тромбообразования на животных. 

Моделирование тромбозов осуществляется с целью оценки эффективности 

препаратов, обладающих антикоагулянтным действием. В основу методов 

положено воспроизведение триады Вирхова: повреждение эндотелия, 

повышенная свертываемость крови и замедление кровотока (таблица 3) [67, 92, 

248 – 252]. 

Метод S.Wesslera нашел свое применение в различных модификациях при 

доклиническом изучении ряда ЛП. 
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Таблица 3 - Модели тромбоза вен  

Автор метода Модельные 

животные 

Реагент, вызывающий 

гиперкоагуляцию 

Модель 

замедления 

кровотока 

Кровеносные 

сосуды, 

S. Wessler  Кролики  Гетерологичная 

сыворотка или 

раствор тканевого 

тромбопластина  

Стаз  Крупные вены  

K.Ungersöbck  Крысы  Каолин-кефалиновая 

смесь  

Стаз  Поперечный 

синус (мозговой)  

J.Zhou  Крысы  Не используется  Стаз  Каудальная 

полая вена  

J.A.Diaz  Крысы  Раствор хлорида 

железа  

Стаз или 

стеноз  

Каудальная 

полая вена 

J. Herbert  Крысы  Раствор тканевого 

тромбопластина  

Стаз  Каудальная 

полая вена  

 

Так, для моделирования венозного тромбоза с целью изучения 

фармакологического действия ЛП антикоагулянтного действия Wienen W. с соавт. 

использовали кроликов пород New Zealand White Chbb, NZW или Chinchilla Chbb 

весом 2,8 - 3,2 кг после обезболивания введением 2,0 мл хлорида ксилазина 

(BayerVital, Leverkusen, Германия, Rompun 2%) и 1,0 мл кетамина гидрохлорида 

(Pharmacia & Upjohn, Erlangen, Германия; Ketavet 100 мг мл 
-1

). Эндотелиальное 

повреждение в сегменте бедренных вен вызвали заполнением его раствором 0,5% 

полидоканола, сужение просвета вен – путем наложения лигатур. Тромбы 

оценивали по весу после извлечения из вен и просушивания [254].  

Наиболее приемлемой моделью для оценки тромбогенного потенциала 

препаратов иммуноглобулинов человека является модель S.Wesslera, которая 

позволяет оценивать препараты в дозе, адекватной разовой дозе для пациента в 

пересчете на кг веса [144, 251]. Анализ данных литературы свидетельствует о 

различиях в методиках по способу анестезии, методам выделения яремной вены, 
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количеству и скорости введения ЛП ИГЧ кролику, а различаются критерии 

оценки образовавшихся тромбов (по весу, по размеру).  

Таким образом, анализ международных требований к ЛП ИГЧ и АЧ 

позволил установить приоритетные направления развития мировой 

фармакопейной практики в части совершенствования подходов к обеспечению их 

качества и унификации методов контроля. Так, требования Европейской 

фармакопеи к ЛП ИГЧ (01/2012:0918; 01/2013:0338) и АЧ (01/2013:0255) 

учитывают особенности производства по элиминации тромбообразующих агентов 

(ФСК, протеолитические ферменты и т.д.), содержание ГА, анти-D антител, АПК, 

АКА в соответствии с группировочным наименованием и способом применения 

при контроле качества ЛП. При этом ЕФ установлены показатели качества ЛП 

ИГЧ, характеризующие их безопасность в отношении остаточного содержания 

компонентов исходного сырья – плазмы крови человека: «Анти-А и анти-В 

гемагглютинины», «Анти-D антитела», «Активатор прекалликреина», 

«Молекулярные параметры» и «Антикомплементарная активность», ЛП АЧ – 

«Активатор прекалликреина», нормативные требования которых обусловлены 

клиническими наблюдениями, позволяющими прогнозировать переносимость 

указанных ЛП.  

Отечественные стандарты качества на ЛП ИГЧ и АЧ характеризуются 

противоречивостью и существенно отличаются от международных. Так, в 

соответствии с ОСТ 91500.05.001-00 «Стандарты качества лекарственных средств. 

Основные положения» в качестве показателей специфической безопасности ЛП 

ИГЧ для внутривенного введения указаны испытания на отсутствие вирусной 

контаминации, антикомплементарность и оценка гипотензивного действия для 

комбинированных с гистамином ЛП ИГЧ.  

В тоже время, ФС 42-3159-95 «Иммуноглобулин человека нормальный для 

внутривенного введения» относительно показателей специфической безопасности 

устанавливает нормативные требования только по АКА, которые не 

соответствуют международным стандартам качества, как и методика контроля по 

этому показателю. ФС 42-122-04 «Альбумин человека» не содержит требований 
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по контролю содержания АПК. ФС 42-3198-95 «Иммуноглобулин человека 

нормальный» регламентирует качество только ЛП для внутримышечного 

введения, в тоже время подкожное применение ИГЧ сопровождается более 

серьезными побочными реакциями, и требует проведения дополнительных 

испытаний по содержанию антиэритроцитарных антител.  

Спецификация отечественных ЛП ИГЧ для внутривенного введения не 

содержит всеь спектр показателей качества, характеризующих количественное 

содержание компонентов плазмы крови человека: ГА, анти-D антител, АПК; 

оценка качества ЛП АЧ российского производства по АПК также не 

предусмотрена; методическое обеспечение контроля содержания ГА, анти-D 

антител, АПК в ЛП ИГЧ и АЧ в РФ также отсутствует 

 

1.3. Современные подходы к стандартизации методов контроля 

лекарственных препаратов иммуноглобулинов и альбумина человека 

 

Применение СО позволяет выполнять задачи метрологического обеспечения 

методик оценки качества ЛП и оценивать сопоставимость полученных 

результатов, обеспечивая необходимую точность и прослеживаемость измерений 

[5, 10, 11, 96]. 

Международная практика изготовления и применения СО для контроля 

качества препаратов иммуноглобулинов и альбумина человека, свидетельствует о 

значительной вариабельности методических подходов [44]. Для оценки 

предельного или превышающего предельное содержание ГА, АПК, анти-D 

антител, также как и для определения уровня АКА в диапазоне более 50 %, 

необходимы СО, несоответствующие по этим показателям качества требованиям 

НД на препараты. СО ЕФ (BRP) и международные (NIBSC) представляют собой 

серию лекарственного средства иммуноглобулина или альбумина человека, 

выпущенную без нарушений технологического процесса. Для достижения 

соответствующего аттестованного значения далее производитель СО 
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осуществляет дополнительную «обработку материала (также называемую 

"изготовление" или "приготовление")» или подбор условий его применения. 

Методика определения АКА сопряжена с рядом критических параметров, 

связанных с использованием биологических реагентов, таких как, комплемент 

морских свинок, эритроциты барана и гемолитическая сыворотка, вариабельность 

которых обуславливает необходимость использования СО, положительный и 

отрицательный контроли которого подтверждают достоверность получаемых 

результатов в различных диапазонах значений АКА. СО для определения АКА 

ЛП ИГЧ, утвержденный Комитетом экспертов ВОЗ по биологической 

стандартизации, отсутствует. В настоящее время разработано и аттестовано 

достаточно большое количество СО Европейской и Британской фармакопей. В 

международной практике для определения АКА ЛП ИГЧ используют СО 

иммуноглобулина человека BRP, который является СО ЕФ, утвержден 

Европейским директоратом по качеству лекарственных средств и 

здравоохранения [217]. Анализ НД на ЛП ИГЧ зарубежного производства, 

зарегестрированные на территории РФ, свидетельствует о применении 

производителями непосредственно СО ЕФ [53, 54]. В тоже время, ВОЗ 

ограничивает использование международных и фармакопейных СО для 

рутинного контроля качества препаратов. Эти СО должны использоваться для 

аттестации национальных СО [258]. 

В международной практике СО иммуноглбулина человека в методике 

определения АКА применяют более 20 лет, в течение которых изготовлено и 

аттестовано 5 серий СО (таблица 4) [55, 56]. Четыре из этих серий имели 

назначение не только для определения АКА, но и для оценки молекулярных 

параметров и/или Fc-функции иммуноглобулина. Указанные СО представляют 

собой лиофильно высушенный раствор высокоочищенного ИГЧ. Для применения 

лиофилизат растворяют в соответствующем объеме воды очищенной до 

получения раствора с расчетным содержанием белка 50 мг/мл. Условием для 

получения значений в диапазоне более 50 % (положительный контроль) является 

увеличение количества исходного восстановленного раствора СО. В зависимости 



68 

 

 

от серии в методике определения АКА контроли формируются использованием 

исходного раствора СО в количестве 0,2 мл (отрицательный) и 0,6 мл 

(положительный) или 0,2 и 0,8 мл, соответственно.  

 

Таблица 4 - Стандартные образцы иммуноглобулина человека Европейской 

фармакопеи 

№ серии  

(кат. №) 

Год 

утверж-

дения 

Количество 

во флаконе, г 

(объем 

растворителя, 

мл) 

Аттестованный диапазон значений 

антикомплементарной активности, 

% 

Дополнительн

ый 

аттестованный 

параметр 
Отрицательный 

контроль 

Положительный 

контроль 

1 

(Н1000000) 
1995 0,5 (10,0) 5-35 50-100 

Молекулярные 

параметры и 

Fc-функции 

иммуногло-

булина 

2 

(Н0990000) 
2001 1,0 (20,0) 10-30 50-100 

Молекулярные 

параметры и 

Fc-функции 

иммуногло-

булина 

3 

(Н0990000) 
2005 6,0 (105,4) 10-40 60-100 

Fc-функции 

иммуногло-

булина 

1 

(Y0001504) 
2011 6,0 (105,4) 10-40 60-100 

Молекулярные 

параметры 

1 

(Y0001994) 
2018 10,0 (180,4) 10-40 60-100* – 

Примечание: * – объем пробы увеличен с 0,6 мл до 0,8 мл 

 

Учитывая большой объем, получаемый при восстановлении СО (от 105,4 до 

180,4 мл для разных серий, применимых в период с 2005 г.) и короткий срок 

хранения (14 сут. при температуре 2 – 8 
0
С) при малом расходе на одно 

определение (0,8 мл) использование этого СО не может быть рациональным. 

Уровень АКА в положительном контроле повышается не за счет 

увеличенного содержания агрегированных/комформационно измененных молекул 

белка иммуноглобулина, которые и являются пусковым механизмом каскада 

активации системы комплемента в организме пациента при 

иммуноглобулинотерапии, а за счет увеличения количества белка 



69 

 

 

иммуноглобулина в методике РСК, используемой для оценки качества препарата 

по уровню АКА. Для отрицательного контроля может использоваться любая 

серия ИГЧ, соответствующая требованиям НД по АКА. Аттестованные значения 

АКА этого СО находятся в широком диапазоне и вне зависимости от серии 

составляют 10-40 % и 60-100 % для отрицательного и положительного контролей 

соответственно. 

Несмотря на то, что в аттестационных исследованиях СО иммуноглобулина 

человека BRP как правило участвует несколько лабораторий (от 7 до 17) анализ 

публикаций, содержащих первичные данные с результатами исследований, 

свидетельствует о том, что у некоторых лабораторий, принимающих участие в 

испытаниях, получены значения АКА для отрицательного и положительного 

контролей не соответствующие заданному диапазону, которые в дальнейшем не 

учитываются в статистической обработке результатов. Коэффициент вариации: 

для отрицательного контроля при этотом составлял – 33 %, для положительного 

контроля – 15 % [216]. В ходе предварительных исследований исходного 

материала - кандидата в СО (серия 1, кат. № Y0001994) показано, что 

использование 0,6 мл исходного материала СО часто приводило к получению 

значений АКА ниже, чем действующие требования для положительного контроля 

(60-100 %). Полученные результаты исследования были связаны с 

вариабельностью критических параметров, а именно, комплемента морских 

свинок. С целью исключения возможности получения результатов, находящихся 

на нижней границе предписанного диапазона, что может привести к ложной 

оценке испытаний как недействительных, было рекомендовано использование 

большего объема СО (0,8 мл) при формировании положительного контроля. 

Кроме того, СО иммуноглобулина человека BRP (кат. №№ Н1000000, Н0990000, 

Y0001504) характеризуется значительной вариабельностью получаемых 

результатов, так коэффициент вариации для отрицательного контроля различных 

серий составляет от 15,8 до 36,5 %, для положительного контроля – 12,3 до 16,8 % 

чем, вероятнее всего, объясняется отсутствие аттестованных опорных значений 

для соответствующих контролей СО (таблица 5) [55]. 



Таблица 5  - Значения антикомплементарной активности стандартных образцов (BRP), полученные в 

межлабораторных исследованиях EDQM 

№ серии 

Количество лабораторий, 

участвовавших в 

межлабораторных 

исследованиях 

Количество 

выполненных 

повторов 

Значения антикомплементарной активности  

Хср.±Sx (n – количество повторов, учтенное в статистической 

обработке), % 

Отрицательный контроль Положительный контроль 

1 (Н1000000) 16 
58 

18* 

20,8±7,6 (n=46) CV=36,5 % 

22,2±3,5 (n=14)* CV=15,8 % 

74,3±9,9 (n=46) CV=13,3 % 

76,3±10,4 (n=14)* CV=13,6 % 

2 (Н0990000) 15 
35 

29* 

21,7±4,8 (n=26) CV=22,1 % 

21,5±5,2 (n=17) CV=24,2 % 

76,3±12,8 (n=26) CV=16,8 % 

74,8±15,9 (n=17)* CV=21,3 % 

3 (Н0990000) 17 
34 

30* 

25,8±7,4 (n=28) CV=28,7 % 

21,5±7,0 (n=27)* CV=32,6 % 

78,0±9,6 (n=28) CV=12,3 % 

76,6±10,2 (n=27)* CV=13,3 % 

1 (Y0001504) 8 30 20,4±6,6 (n=24) CV=32,4 % 69,7±10,5 (n=24) CV=15,1 % 

1 (Y0001994) 7 72 23,3±6,8 (n=56) CV=29,2 % 90,4±3,3 (n=56) CV=3,7 % 

Примечания.   

* – значения, полученные при использовании реактива «Комплемент морских свинок in house»;  

CV – коэффициент вариации. 
 



С целью устранения вариабельности результатов в методике ЕФ по 

определению содержания ГА предусмотрено применение стандартных образцов. 

[239]. Положительный и отрицательный СО представляют собой раствор 

иммуноглобулина человека с содержанием ГА в диапазоне от 1:16 до 1:32 и менее 

1:2, соответственно [239]. В случае если препарат ИГЧ содержит ГА более, чем в 

положительном стандартном образце, проводят еще одно определение с 

использованием стандартного образца лимита содержания ГА. Препарат считают 

несоответствующим требованиям, если в нем содержатся ГА в титре большем, 

чем в стандартном образце лимита содержания ГА. Стандартный образец лимита 

содержания ГА применим исключительно в реакции прямой гемагглютинации, 

так как представляет собой раствор иммуноглобулина человека с добавлением 

мышиных моноклональных антител для достижения целевого значения 1:64. 

Мышиный компонент стандартного образца не может быть выявлен в реакции 

непрямой гемагглютинации. 

Количество анти-А и анти-В ГА в препаратах иммуноглобулинов может быть 

выявлено методами прямой и непрямой гемагглютинации. Их титр определяют 

как максимальное разведение препарата, при котором происходит агглютинация 

тестовых эритроцитов любой степени интенсивности. Для контроля стабильности 

аналитической работы в различных диапазонах значений результатов 

определения содержания ГА необходимо использование положительного и 

отрицательного СО. Для оценки количественного содержания – СО с 

содержанием ГА в титре 1:64 (СО лимита содержания ГА), равном предельно 

допустимому для исследуемых препаратов. Содержание анти-А и анти-В ГА в 

крови доноров не одинаково, соответственно содержание ГА в ИГЧ зависит от 

степени превалирования в производственном пуле плазмы крови доноров той или 

иной группы крови [43]. Учитывая это обстоятельство при изготовлении 

положительного СО (международного и ЕФ) в качестве целевого значения 

принимается любое, фактически содержащееся в кандидате количество анти-А и 

анти-В ГА в диапазоне от 1:16 до 1:32, которое может быть либо одинаковым для 

обоих видов ГА, либо различным. Так, положительный контроль в составе 
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международного СО представляет собой раствор ИГЧ с различным содержанием 

ГА: анти-А в диапазоне от 1:32 до 1:64, анти-В – от 1:16 до 1:32. СО ЕФ, также 

являясь раствором ИГЧ, содержит и анти-А, и анти-В гемагглютинины на уровне 

1:32. Для изготовления отрицательного СО используется серия ИГЧ, не 

содержащая ГА. СО лимита содержания ГА (международный и ЕФ) представляют 

собой растворы ИГЧ с добавлением мышиных моноклональных антител для 

достижения целевого значения 1:64. Эти СО аттестованы и рекомендованы для 

применения только в реакции ПГА, так как в реакции НГА мышиные антитела 

невозможно выявить. Указанные СО аттестованы той же методикой, в которой и 

предполагается их применять. 

Содержание анти-D антител в препаратах ИГЧ, определенное в реакции 

гемагглютинации, не должно превышать титр положительного стандарта. Титр 

анти-D антител определяют как максимальное разведение препарата, при котором 

происходит агглютинация резус-положительных эритроцитов любой степени 

интенсивности. Специфичность анализа подтверждается применением 

отрицательного СО, а также резус-отрицательных эритроцитов. В настоящее 

время в международной практике применяются СО международный и ЕФ: 

1) Международный референс-реагент анти-D антител в препаратах 

иммуноглобулинов для внутривенного введения: положительный и 

отрицательный контроли для метода гемагглютинации, утвержденный в 2004 г. 

(WHO Reference Reagent, Anti-D antibodies in intravenous immunoglobulin: Positive 

control and Negative control for haemagglutination tests, NIBSC code: 02/228 & 

02/226). Оба контроля представляют собой лиофилизированный нормальный 

иммуноглобулин человека для внутривенного введения с содержанием белка 5 % 

(Вигам, Bio Products Laboratory, Elstree, UK), расфасованный по 1,0 мл. Для 

получения положительного контроля в 5 % раствор нормального 

иммуноглобулина был добавлен восстановленный 2-й Международный стандарт 

для анти-D иммуноглобулина (NIBSC code: 01/572) до конечного разведения 

1:6000, что соответствует расчетной антирезусной активности 0,0475 МЕ/мл 

(агглютинация в разведении 1:8). Содержание анти-D антител в стандарте 
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определено в ходе совместных исследований 20 лабораторий Европы, Австралии 

и США в реакции гемагглютинации с использованием эритроцитов фенотипов 

0R2R2, 0R1R1, 0rr, обработанных или не обработанных папаином, в реакции 

гемагглютинации. В положительном контроле определено содержание анти-D 

антител на уровне, соответствующем разведению 1:8, в отрицательном контроле – 

не более 1:2 [253]. 

2) Рабочий стандарт иммуноглобулин человека для внутривенного введения 

с содержанием анти-D антител и негативный контроль иммуноглобулина 

человека для внутривенного введения (Working Standard IVIG + anti-D and 

Negative control IVIG; panel NIBSC code: 04/132 & 04/140; panel NIBSC code: 

05/242). Оба контроля представляют собой лиофилизированный нормальный 

иммуноглобулин человека для внутривенного введения с содержанием белка 5 % 

(предоставлен Bio Products Laboratory, Elstree, UK), расфасованный по 1,0 мл. Для 

получения положительного контроля в 5 % раствор нормального 

иммуноглобулина был добавлен восстановленный 2-й Международный стандарт 

для анти-D иммуноглобулина (NIBSC code: 01/572) до конечного разведения 

1:6000, что соответствует расчетной антирезусной активности 0,0475 МЕ/мл 

(агглютинация в разведении 1:8). Содержание анти-D антител в Рабочем 

стандарте иммуноглобулина определено в ходе совместных исследований 

Национального института биологических стандартов и контроля, Европейского 

директората по качеству лекарственных средств и здравоохранения и Центра 

биологических оценок и исследований Управления по санитарному надзору за 

качеством пищевых продуктов и медикаментов в реакции гемагглютинации с 

использованием эритроцитов фенотипов 0R2R2, 0R1R1, 0R1R2, 0rr, обработанных 

папаином. В положительном контроле стандартного образца определено 

содержание анти-D антител, соответствующее разведению 1:8, в отрицательном 

контроле – не более 1:2 [257]. Для применения в качестве стандарта Европейской 

фармакопеи части образцов стандарта присвоено наименование Immunoglobulin 

panel for anti-D antibodies test, Biological Reference Preparation, batch 1, Y0000540, а 

для применения в качестве стандарта FDA – Reference Reagent Anti-D antibodies in 



74 

 

 

intravenous immunoglobulin: Positive control and Negative control for 

haemagglutination tests, CBER Lot 1A & 1N-a [238]. 

Перед использованием их растворяют в заданном объеме воды для инъекций. 

В результате получают раствор с содержанием иммуноглобулина примерно 

50 мг/мл и содержанием анти-D антител, соответствующим разведению образца 

1:8. Отсутствие возможности определить точное содержание белка в 

восстановленном растворе иммуноглобулина ввиду малого объема в дальнейшем 

не позволяет получить раствор с точным содержанием белка 25 мг/мл, что в 

сочетании с большой кратностью разведения образцов для использования в 

реакции гемагглютинации и отсутствием установленной соответствующими 

объективными методами их антирезусной активности оказывает влияние на 

погрешность определения содержания в известных стандартах анти-D антител. 

Указанное в инструкциях по их применению содержание анти-D антител в 

количестве 0,0475 МЕ/мл является расчетным и обеспечивается в процессе 

изготовления только точностью разведения в 6000 раз Международного стандарта 

антирезусного иммуноглобулина с активностью 285 МЕ/мл в растворе 

иммуноглобулина человека нормального с содержанием белка 50 мг/мл, а 

аттестация по номинальному титру осуществляется методикой, рекомендованной 

и для применения.  

Оценка предельного содержания АПК проводится хромогенным методом 

посредством сравнения со СО, откалиброванным в МЕ. Современные СО 

представляют собой серию препарата АЧ с повышенным содержанием АПК, 

приближающимся к предельно допустимому в препаратах ИГЧ и АЧ, которое 

может быть достигнуто изменением определенных этапов технологии 

изготовления препарата (СО международный и ЕФ) или внесением 

дополнительно высокоочищенного АПК (СО Фармакопеи США) [44]. 

В настоящее время в мировой практике разработано и аттестовано 

несколько стандартных образцов активатора прекалликреина, а именно: 

 1-й Британский стандартный образец активатора прекалликреина 

(NIBSC 79/572) был утвержден в 1982 г., каждая ампула содержала 
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приблизительно 5 мл белковой фракции плазмы. Содержание АПК составляло 

78,9 ЕД/мл с доверительным интервалом от 73,5 до 84,6 ЕД/мл (степень 

достоверности 95%) [191]; 

 Стандартный образец активатора прекалликреина Фармакопеи США 

(USP cat. No 1559709, USP Lot No F034G0) выпущен в 2016 году, содержит 

45 МЕ/мл АПК в 20 % альбумине человека при восстановлении в объеме 0,5 мл 

[120]; 

 международные стандартные образцы: 

– 1-й Международный стандартный образец активатора прекалликреина 

(NIBSC 82/530) был утвержден в 1984 г., представляет собой лиофилизат для 

приготовления раствора с концентрацией альбумина 4,6 % и содержанием АПК 

равным 85 МЕ/флакон. СО получен из 20 % раствора альбумина человека с 

добавлением очищенного АПК и последующим разбавлением [165]; 

– 2-й Международный стандартный образец активатора прекалликреина 

(NIBSC 02/168) был утвержден в 2003 г., представляет собой лиофилизат 20 % 

раствора альбумина с содержанием АПК равным 29 МЕ/флакон [173]; 

- 3-ий Международный стандартный образец активатора прекалликреина  

(NIBSC 16/364) утвержден 30 октября 2019, представляет собой лиофилизат 20 % 

раствора альбумина с содержанием АПК равным 30 МЕ/мл [139]; 

 стандартные образцы Европейской фармакопеи: 

– стандартный образец активатора прекалликреина в альбумине BRP EP 

CRS (Кат. № Y0000263), серия 1, утвержден в 2003 г., представляет собой 

лиофилизат 20% раствора альбумина (пул из трех серий) с содержанием АПК 

равное 29 МЕ/флакон [172]; 

– стандартный образец активатора прекалликреина в альбумине BRP EP 

CRS (Кат. № Y0000263), серия 2, утвержден в 2008 г., представляет собой 

лиофилизат 20% раствора альбумина с содержанием АПК равным 30 МЕ/флакон 

[169]; 
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– стандартный образец активатора прекалликреина в альбумине BRP EP 

CRS (Кат. № Y0000263), серия 3, утвержден в 2008 г., представляет собой 

лиофилизат 20% раствора альбумина с содержанием АПК равным 30 МЕ/флакон 

[170]; 

– стандартный образец активатора прекалликреина в альбумине BRP EP 

CRS (Кат. № Y0000263), серии 4, 5, 6 утверждены в 2013 г., представляют собой 

лиофилизат 20% раствора альбумина с содержанием АПК равным 38 МЕ/флакон 

[169]; 

– стандартный образец активатора прекалликреина в альбумине BRP EP 

CRS (Кат. № Y0000263), серия 7, утвержден в 2019 г., представляют собой 

лиофилизат 20% раствора альбумина с содержанием АПК равным 37 МЕ/флакон 

[139]; 

 стандартные образцы The Center for Biologics Evaluation and Research 

(CBER): 

– CBER Reference Prekallikrein Activator (PKA), lot 2, с содержанием АПК 

равным 100 МЕ/мл; 

– CBER Reference Prekallikrein Activator (PKA), lot 3, утвержден в 1987 г., с 

содержанием АПК равным 100 МЕ/мл, представляет собой разведение 

высокоочищенного АПК β-фактор XIIа (26 нг/мл) в 5% растворе альбумина; 

  1-й Национальный стандартный образец активатора прекалликреина 

(Южная Корея). Исходным материалом являлся следующий состав: 0,08 ммоль/л 

натрия ацетилтриптофана, 0,08 ммоль/л натрия каприлата, 150 ммоль/л натрия 

хлорида и 50 мг/мл сывороточного альбумина человека с добавлением АПК до 

содержания приблизительно 63 МЕ/мл перед розливом во флаконы по 1,1 мл с 

последующей лиофилизацией [222].  

Каждый из перечисленных выше СО является средством передачи единицы 

величины, выраженной в международных единицах (МЕ), и используется для 

построения калибровочного графика. Аттестованная характеристика представляет 

собой среднее значение содержания АПК без указания отклонений. Условия 
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хранения указанных СО соответствуют температурному режиму не выше минус 

20 
0
С. Необходимость изготовления и аттестации новых серий указанных СО 

обусловлена истощением запасов. 

Стратегия аттестации СО ЕФ и международного базируется на 

использовании действующего международного СО в межлабораторной 

аттестации методиками на основе метода ЕФ 2.6.15. Prekallikrein activator [134]. 

Так, к аттестации серий 2 и 3 СО активатора прекалликреина в альбумине BRP 

были привлечены 16 лабораторий, межлабораторная вариабельность значений 

характеризовалась стандартным отклонением 1,14 и 1,38, соответственно, которая 

снижалась до 0,63 и 1,28 при использовании робастных оценок методом Хубера 

[170]. 

Для получения СО активатора прекалликреина в альбумине BRP EP CRS 

серии 4, 5, 6 использовался материал, аналогичный кандидату в СО BRP серий 2 и 

3. В аттестационных исследованиях приняли участие 23 лаборатории, для 

которых межлабораторная вариабельность, выраженная стандартным 

отклонением значений от общего среднего, составила 2,34, 2,37 и 2,84 

соответственно, которая незначительно изменялась до 2,33, 2,52 и 2,95 при 

использовании робастных оценок методом Хубера. Анализ полученных 

результатов позволил авторам исследования предположить возможность влияния 

ПК на вариабельность полученных результатов [169]. Общее среднее значение 

было определено как среднее значение между активностью АПК в кандидатах, 

оцененное относительно действующего международного СО и относительно СО 

BRP серия 3. 

Аттестацию 3-его Международного СО активатора прекалликреина (NIBSC 

16/364) и СО активатора прекалликреина в альбумине BRP (Y0000263), серия 7 

проводили в 26 лабораториях 16 стран. Для расчета активности кандидатов в СО в 

большинстве лабораторий использовали стандартную модель линейной 

регрессии, а также метод параллельных линий или модель коэффициента наклона. 

В испытаниях кандидата в международный СО внутрилабораторная 
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вариабельность результатов (повторяемость) соответствовала 1,2 – 16,6 %, при 

этом межлабораторная вариабельность составила от 4,1 до 5,5 % [139]. 

Обращает на себя внимание факт, что большинство серий СО изготовлены 

из АЧ с содержанием белка 200 мг/мл, что связано с большей стабильностью 

таких образцов, а также с тем, что в таких растворах АЧ чаще встречается 

значительная контаминация АПК, по сравнению с растворами с содержанием 

белка 100 мг/мл и 50 мг/мл. В доступных публикациях нет информации об 

изготовлении и применении в мировой практике СО содержания АПК в ИГЧ.  

В соответствии с требованиями ЕФ и для ЛП ИГЧ, и для ЛП АЧ 

предусмотрено проведение испытаний на содержание АПК по методике ЕФ 

2.6.15. Prekallikrein activator с использованием СО, откалиброванного в 

международных единицах [134]. Анализ нормативной документации на ЛП ИГЧ и 

АЧ зарубежного производства, зарегистрированных на территории РФ, позволил 

установить, что для обеих групп препаратов в методиках определения АПК 

производители используют международный СО активатора прекалликреина или 

СО активатора прекалликреина в альбумине BRP. Кроме того, для подтверждения 

приемлемости полученных в ходе испытаний образцов ЛП производители 

предусматривают применение контрольных образцов, являющихся образцами ЛП 

ИГЧ или АЧ с установленным (нормируемым) содержанием АПК относительно 

СО методикой, утвержденной для конкретного ЛП.  

В РФ отсутствует национальный СО содержания АПК, как и 

фармакопейный метод определения содержания АПК. 

Таким образом, международные СО или фармакопейные СО, аттестованные 

относительно международного СО, в первую очередь позволяют стандартизовать 

качество ЛП по содержанию АПК, оценить воспроизводимость и приемлемость 

результатов испытаний с их использованием невозможно. Для решения задачи 

стандартизации методик определения содержания АПК зарубежные 

производители используют внутрипроизводственные контрольные образцы. 
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ВЫВОДЫ К ГЛАВЕ 1 

 

1. Проведенный анализ свидетельствует о том, что ЛП ИГЧ и АЧ являются 

приоритетными в производстве ЛП из ПКЧ. В последние годы в нашей стране 

значительно возрос интерес к этой группе препаратов как со стороны 

практических врачей по причине расширения списка показаний к применению, 

так и со стороны отечественных производителей в силу возросшей потребности в 

импортозамещении и обеспечении национальной безопасности. 

2. Внутривенное введение ЛП ИГЧ и АЧ может сопровождаться НР, 

причинами которых являются агрегированные или конформационно измененные 

формы молекул иммуноглобулинов, активирующие систему комплемента; АПК, 

вызывающий вазодилятационный эффект вследствие активации калликреин-

киновой системы; а также антиэритроцитарные антитела, обуславливающие 

гемолитические реакции; ФСК.  

3. Показателями, характеризующими качество ЛП ИГЧ с позиций 

безопасности применения, является «Антикомплементарная активность», «Анти-

А и анти-В гемагглютинины», «Анти-D антитела», «Активатор прекалликреина»; 

обязательным параметром контроля качества ЛП АЧ является содержание АПК. 

Для исключения тромбоэмболических осложнений иммуноглобулинотерапии в 

мировой биофармацевтической практике регламетрирована необходимость 

подтверждения элиминации тромбинообразующих компонентов ПКЧ на этапах 

производста ЛП ИГЧ. 

4. Проведенный анализ современного состояния проблемы стандартизации 

ЛП ИГЧ и АЧ выявил необходимость унификации и гармонизации с 

международными требованиями отечественных стандартов качества указанных 

лекарственных средств по уровню АКА, по содержанию АПК, 

антиэритроцитарных антител. 

5. Методы определения АКА, АПК, антиэритроцитарных антител 

предусматривают использование реагентов биологической природы (тестовые 

эритроциты человека, антиглобулиновая сыворотка, гемолизин, ПК, папаин и др.), 
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вариабельность свойств которых обуславливает необходимость использования 

СО для оценки воспроизводимости результатов испытаний.  

5. Международная практика использования СО позволяет стандартизовать 

методы контроля качества ЛП ИГЧ по содержанию антиэритроцитарных антител 

методом ПГА, по уровню АКА. СО активатора прекалликреина используется для 

построения калибровочного графика и позволяет стандартизовать качество ЛП по 

содержанию АПК. Проведенный анализ обеспеченности СО, для контроля 

качества ЛП из ПКЧ по содержанию ГА, анти-D антител, АПК, уровню АКА, 

свидетельствует о необходимости разработки отечественных СО, применимых в 

унифицированных фармакопейных методиках. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

I. В исследовании использовали лекарственные препараты:  

1) иммуноглобулинов человека для внутривенного введения отечественного 

производства 

 «Имбиоглобулин», раствор для инфузий 50 мг/мл, ФГУП «НПО 

«Микроген» Минздрава России; 

«Иммуновенин
®
», лиофилизат для приготовления раствора для 

внутривенного введения, 50 мг/мл, ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России; 

«Иммуноглобулин человека нормальный», раствор для внутривенного 

введения 50 мг/мл, ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России, 

«Габриглобин- IgG», раствор для инфузий 50 мг/мл, ЗАО «Иммуногем»; 

«Иммуноглобулин человека нормальный», раствор для внутривенного 

введения 50 мг/мл, Нижегородская ОСПК им. Климовой 

2) иммуноглобулинов человека для внутримышечного введения 

отечественного производства 

«Иммуноглобулин человека противостолбнячный», раствор для 

внутримышечного введения, ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России  

«Иммуноглобулин человека против гепатита В», раствор для 

внутримышечного введения, ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России  

«Иммуноглобулин человека нормальный», раствор для внутримышечного 

введения, ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России,  

«Иммуноглобулин человека антистафилококковый», раствор для 

внутримышечного введения, ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России 

«Иммуноглобулин человека против клещевого энцефалита», раствор для 

внутримышечного введения, ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России 

«Иммуноглобулин человека противоаллергический», раствор для 

внутримышечного введения, ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России; 

3)  иммуноглобулинов человека для внутривенного введения зарубежного 

производства 



82 

 

 

«Гамунекс» раствор для инфузий, 100 мг/мл, Талекрис Биотерапьютикс Инк, 

США. 

«Гамунекс
®
-С» раствор для инфузий, 100 мг/мл, Грифолс Терапьютикс Инк., 

США 

«Привиджен» раствор для инфузий 100 мг/мл, СиЭсЭл Беринг АГ, 

Швейцария. 

«Октагам» раствор для инфузий 50 мг/мл, Октафарма Фармацевтика 

Продуктионсгес м.б.Х., Австрия. 

«Октагам
®
 10 %» раствор для инфузий 100 мг/мл, Октафарма Фармацевтика 

Продуктионсгес м.б.Х., Австрия. 

«Иммуноглобулин Сигардис» раствор для инфузий, 50 мг/мл (Сычуаньская 

Юанда Шуян Фармацевтическая компания, Китай); 

«Иммуноглобулин Сигардис МТ» раствор для инфузий, 50 мг/мл 

(Сычуаньская Юанда Шуян Фармацевтическая компания, Китай); 

«И.Г.Вена» раствор для инфузий, 50 мг/мл, Кедрион С.п.А., Италия 

4) альбумина человека отечественного и зарубежного производства 

«Альбумин» раствор для инфузий 10 %, 20 %, ГУЗ «Липецкая областная 

станция переливания крови» 

«Альбумин» раствор для инфузий 10 %, 20 %, ГБУЗ "Станция переливания 

крови Калининградской области", Россия 

«Альбумин» раствор для инфузий 10 %, ГУЗ "Тамбовская областная станция 

переливания крови", Россия 

«Альбумин» раствор для инфузий 10 %, 20 %, ГУЗ «Свердловская ОСПК», 

Россия 

«Альбумин», раствор для инфузий 10 %, 20 %, ФГУП «НПО «Микроген» 

Минздрава России; 

«Альбурекс» раствор для инфузий 20 %, СиЭсЭл Беринг АГ", Швейцария 

«Плазбумин®-20» раствор для инфузий 20 % Грифолз Терапьютикс Инк., 

США 
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II. С целью разработки стандартных образцов содержания гемагглютининов 

и содержания анти-D антител использовали растворы ИГЧ из плазмы крови 

доноров различной резус- и групповой принадлежности производства ФГУП 

«НПО» Микроген» Минздрава России. 

III. В исследованиях по разработке методики определения 

антикомплементарной активности и СО иммуноглобулина человека 

(антикомплементарная активность) использовали реагенты и реактивы 

отечественного и зарубежного производства: 

 комплемент морских свинок:  набор реагентов «Комплемент сухой», ФГУП 

«НПО «Микроген» Минздрава России; реагент «Комплемент морской 

свинки для реакции связывания комплемента» (CFT COMPLEMENT), кат. 

№ ORAY, Siemens, Германия; комплемент сыворотки крови морских 

свинок, полученный в лабораторных условиях (in house);  

 гемолитическая сыворотка (гемолизин): набор реагентов «Сыворотка 

диагностическая гемолитическая жидкая», ФГУП «НПО «Микроген» 

Минздрава России; реагент «Сыворотка диагностическая гемолитическая 

кроличья жидкая для РСК», кат. № 03.16, ЗАО «ЭКОлаб», Россия; реагент 

«Антисыворотка кролика к эритроцитам барана Амбоцептор 6000» (CFT 

AMBOCEPTOR), кат. № ORLC, Siemens, Германия; 

 реагент «Кровь баранья для питательных сред, стерильная (с цитратом 

натрия), кат. № 50.98, ЗАО «ЭКОлаб», РФ; набор реагентов «Кровь баранья 

консервированная для реакции связывания комплемента» кат. № 03.12, ЗАО 

«ЭКОлаб», РФ; кровь баранья дефибринированная, стабилизированная, 

полученная в лабораторных условиях (in house);  

 желатин-вероналовый буфер (Gelatin veronal buffer), кат. № G6514, 

производства Sigma, США; 

 реактивы для приготовления желатин-содержащих буферных растворов: 

магния хлорид гексагидрат, Sigma – Aldrich, кат.№ M9272;  кальция хлорид, 
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ROTH, кат.№ CN92.1; раствор желатина 10%, ГБУЗ Свердловской области 

«ОСПК», Россия; 

 СО: иммуноглобулина человека (антикомплементарная активность и 

молекулярные параметры) BRP Y0001504, серия 1; иммуноглобулина 

человека для антикомплементарной активности BRP Y0001994, серия 1. 

IV. В исследованиях по разработке унифицированных методик определения 

содержания антиэритроцитарных антител и по разработке СО содержания анти-А 

и анти-В ГА; СО содержания анти-D антител использовали планшеты 

серологические, иммунологические необработанные V-образные, пробирки 

агглютинационные, гелевые карты DG Gel 
® 

Coombs, Diagnostic Grifols S.A., 

Испания) и реагенты/реактивы отечественного и зарубежного производства: 

 реагенты эритроцитов: тест-эритроциты ID-DiaCell I-II-III 5%, ID-DiaCell 0-

А-В 5%, ФГБУ «Российский НИИ гематологии и трансфузиологии ФМБА 

России», РФ; стандартные эритроциты Seriscan Diana 2P, Serigrup Diana 

А1/В, Diagnostic Grifols S.A. кат.№ 210204, Испания; ID-DiaPanel-P, BIO-

RAD, США; 

 папаин (рapain from papaya latex, lyophilized powder, ≥10 units/mg protein), 

Sigma-Aldridch, Канада; 

 раствор ID-Papain (раствор папаина для папаинизированных эритроцитов), 

BIO-RAD, США; 

 антиглобулиновая сыворотка, ООО Гематолог, РФ; 

 раствор ID-CellStab - стабилизирующий раствор для эритроцитов, BIO-

RAD, США; 

 реактивы для приготовления буферных растворов: натрия хлорид, Panreac; 

безводный натрия гидрофосфат, Merck; калия хлорид, Panreac; калия 

дигидрофосфат, Merck; бычий сывороточный альбумин, Sigma; натрия 

хлорид, Компонент-Реактив, РФ; 

 физиологический раствор, ООО «Мосфарм», РФ, 

 раствор низкой ионной силы LISS, ООО Гематолог, РФ 
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 вторичные антитела, меченые Fluorescein (FITC) AffiniPure F(ab')₂ Fragment 

Goat Anti-Human IgG, Fcγ fragment specific (Jackson ImmunoResearch), R-

Phycoerythrin-conjugated AffiniPure F(ab´)2 Fragment Goat Anti-Human IgG, 

F(ab´)2 fragment specific (minimal cross-reaction to Bovin, Horse and Mouse 

serum proteins) (Jackson ImmunoResearch); 

 стандарты: Immunoglobulin (anti-A, anti-B antibodies test) Positive control BRP 

batch 1, Y0001688; Immunoglobulin (anti-A, anti-B antibodies test) Negative 

control BRP batch, Y0001689; Immunoglobulin for anti-A, anti-B antibodies 

Limit test BRP batch 1, Y0001153; WHO Reference Reagent, Anti-D antibodies 

in intravenous immunoglobulin: Positive control and Negative control for 

haemagglutination tests, NIBSC  02/228 & 02/226; 2-й Международный 

стандарт для анти-D иммуноглобулина, NIBSC 01/572; 

V. В исследованиях по разработке методики определения активтора 

прекалликреина и стандартного образца содержания активатора прекалликреина 

использовали реагенты и реактивы отечественного и зарубежного производства: 

 реагенты прекалликреина: производства Coachrom Diagnostica (СОА0022), 

Австрия; HYPHEN BioMed (РР501), Франция; Sekisui Diagnostics GmbH 

(ADG472), США; Enzyme Research Laboratories (НРК 1302), США; 

Calbiochem, EDM Millipore Corporation (529583-1MG), Канада; ООО фирма 

«Технология-Стандарт», РФ;  

 хромогенный субстрат S-2302 (Сhromogenix).  

 реагент Human Coagulation Factor XIIa Beta, Cell Sciences, США; 

 стандарты: Prekallikrein Activator in albumin BRP Y0000263, batch 5, batch 6; 

стандартный образец WHO International Standard 2nd International Standard For 

Prekallikrein Activator NIBSC 02/168; 

VI. В исследования по определению тромбогенного потенциала ЛП ИГЧ 

использовали реагенты и стандарты: 

 кефалин Pathromtin SL, Actin FS, Siemens, Германия;  

 тромбопластин Thromborel S, Dade Innovin, Siemens, Германия;  
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 стандартная плазма крови человека, Siemens, Германия;  

 реагенты плазмы, дефицитной по фактору свертывания крови  II. V, VII. IX. 

X. XI, Siemens, Германия; 

  набор реагентов Berichrom для определения активности АТIII, Siemens, 

Германия; 

  хромогенные субстраты S-2222, S-2238, Chromogenix;  

 набор реагентов CoaChrom
®
Prothrombin,  Rossix Chromogenic, Швеция; 

 набор реагентов Rox Factor XIа, Rossix Chromogenic, Швеция;  

 набор реагентов Rox FIXа, Rossix Chromogenic, Швеция;  

 набор реагентов INNOVANCE®ETP, Siemens, Германия; 

 стандарты: WHO International Standard for Blood Coagulation Factors II and X, 

NIBSC 11/126, WHO International Standard for Blood Coagulation Factor IX, 

NIBSC 14/148, WHO International Standard for Activated Blood Coagulation 

Factor XI (FXIa), Human, NIBSC 13/100, WHO International Standard for Factor 

VII, NIBSC 10/252, WHO International Standard for Antithrombin, Human NIBSC 

06/166. 

VI. Использовано оборудование: автоматизированная система BCS®XP, 

Siemens, Германия; баня водяная Julabo ED-19M, Julabo Labortechnik GmbH, 

Германия;  термометр технический стеклянный ТТМ (диапазон измерений от 0 до 

100 °С), ОАО «Термоприбор», Россия;  центрифуга многофункциональная 5810R, 

Eppendorf AG, Германия; весы прецизионные Adventurer AR-5120, Ohaus, США; 

рН-метр Нитрон, РФ; анализатор иммунологический Multiskan Go, Thermo Fisher 

Scientific, Германия, проточный цитометр Navios 10 color, Beckman Coulter; 

хроматограф: ВЭЖХ-система Alliance с УФ-детектированием, Waters Cor., США, 

эксклюзионная хроматографическая колонка TSKgel G3000SWXL, 7,8 мм×300 

мм, размер частиц 5 мкм (№ 0008541, Tosoh Bioscience, Германия) + предколонка: 

TSKgel G3000SWXL, 6,0 мм×40 мм, размер частиц 7 мкм (№ 0008543, Tosoh 

Bioscience, Германия).  
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VII. Определение активности факторов свертывания крови проводили 

клоттинговыми и хромогенными методами в соответствии с программами 

автоматизированной системы BCS®XP, в соответствии с инструкциями к 

соответствующим наборам реагентов с использованием анализатора 

иммунологического Multiskan Go, Thermo Fisher Scientific, Германия. Для оценки 

тромбогенного потенциала ЛП ИГЧ моделирование венозного стаза 

осуществляли по методу S. Wessler с использованием кроликов породы 

«Советская шиншилла» (вес 2,0 - 2,5 кг), миорелаксацию проводили препаратом 

Ксила, «Interchemie werken «De Adelaar» B.V», Нидерланды (0,15 мл/кг - 

0,2 мл/кг внутримышечно), общую анестезию - препаратом Золетил 100, «Virbac 

Sante Animale», Франция (0,15 мл/кг - 0,2 мл/кг с добавлением 0,9 % раствора 

натрия хлорида до объема 1,0 мл; внутримышечно); объем вводимого препарата 

соответствовал рекомендуемой для человека разовой дозе в пересчете на кг массы 

тела. 

VIII. Определение содержания антиэритроцитарных антител проводили в 

реакциях прямой и непрямой гемагглютинации. 

Для проведения реакции ПГА в лунки V-образного 96-луночного планшета 

вносили равное количество образца и 3 % суспензии обработанных папаином 

эритроцитов человека соответствующего фенотипа. Пробы осторожно 

встряхивали (на шейкере) в течение 10 с, затем центрифугирировали на 

центрифуге многофункциональной 5810R (Eppendorf AG, Германия) в течение 

1 мин при 360–650 g. Планшеты располагали под углом 70 ° и оценивали 

визуально агглютинацию через 4–5 мин (но не более чем через 10 мин) [28].  

Для проведения реакции ПГА с использованием плоского планшета для 

серологических исследований на его поверхность наносили образец и 3 % 

суспензию обработанных папаином эритроцитов человека соответствующего 

фенотипа в соотношении 2:1. Пробы осторожно встряхивали и оценивали 

визуально агглютинацию через 10 мин.  

При проведении реакции ПГА гелевым методом в 

дозирующую/инкубационную камеру микропробирки вносили по 50 мкл 0,8 % 
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суспензии обработанных папаином эритроцитов человека соответствующего 

фенотипа и по 25,0 мкл образца. Пробы инкубировали при температуре (37±0,5)°С 

в течение 30 мин [28]. По окончании инкубации пробы центрифугировали на 

центрифуге Dianafuge, Grifols, Испания в запрограммированном режиме и 

оценивали агглютинацию. 

При проведении реакции НГА в стеклянные пробирки или V-образные 

лунки 96-луночного планшета вносили равное количество разведения 

испытуемого образца и суспензии эритроцитов человека соответствующего 

фенотипа (группы крови), осторожно перемешивали и инкубировали в течение 

30 мин при температуре (37±0,5) °С. По окончании инкубации пробы 

центрифугировали при 260–470 g в течение 10 мин, удаляли надосадочную 

жидкость, полученный осадок ресуспендировали в десятикратном объеме 0,9 % 

раствора натрия хлорида и вновь центрифугировали при 260–470 g в течение 

10 мин [76]. Процедуру повторяли не менее 3 раз. Надосадочную жидкость 

удаляли, добавляли равный осадку эритроцитов объем поливалентной 

антиглобулиновой сыворотки (сыворотка Кумбса) и осторожно перемешивали. 

Пробы инкубировали при температуре (37±0,5) °С в течение 30 мин. По 

окончании инкубации под микроскопом или визуально исследовали пробы, 

отмечая наличие агглютинации эритроцитов. 

Содержание эритроцитарных антител (титр) определяли как максимальное 

разведение образца, при котором происходила агглютинация эритроцитов любой 

степени интенсивности. При изучении агглютинации «на плоскости» при 

использовании планшет серологических или пробирок степень её интенсивности 

выражали в «+» следующим образом: 

+ (1+) - небольшие одиночные отложения агглютинированных 

эритроцитов на дне лунки (пробирки). Неагглютинированные 

эритроциты образовывают «маленькое колечко» в центре; 

++ (2+) - образование на дне лунки широкого плотного «кольца»; 

+++ (3+) - агглютинированные эритроциты образуют «зонтики», в центре 
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которых выявляются кольца, образованные осевшими 

неагглютинированными эритроцитами; 

++++ (4+) - агглютинируются все эритроциты, которые, образуя «зонтики», 

выстилают дно лунок. 

При отсутствии агглютинации эритроциты оседали на дно лунки (пробирки) 

в виде небольшого колечка с гладкими краями или «пуговки» [76]. 

При изучении агглютинации в V-образных 96-луночных планшетах степень 

её интенсивности выражали в «+» следующим образом: 

+ (1+) - стекание эритроцитов по поверхности лунки, менее выраженное, 

чем при отсутствии агглютинации 

++ (2+) - незначительное стекание эритроцитов по поверхности лунки; 

+++ (3+) - незначительное изменение формы осадка на дне лунки; 

++++ (4+) - агглютинируются все эритроциты, которые плотно лежат на дне 

лунки и не стекают. 

При отсутствии агглютинации эритроциты стекали в виде дорожки по 

поверхности лунки. 

При использовании гелевой технологии степень агглютинации оценивали 

по распределению агглютинированных эритроцитов в гелевой колонке: 

+ (1+) - распределение агглютинатов в нижней трети колонки; 

++ (2+) - распределение агглютинатов по всей колонке; 

+++ (3+) - распределение агглютинатов в верхней трети колонки; 

++++ (4+) - слой агглютинированных эритроцитов в самой верхней части 

колонки. 

Содержание антиэритроцитарных антител определяли как максимальное 

разведение образца, при котором наблюдали распределение агглютинированных 

эритроцитов в толще гелевой колонки или в ее верхней части. 

Неагглютинированные эритроциты оседали на дно микропробирки. 

IX. Определение антирезусной активности образцов проводили методом 

проточной цитофлюориметрии. 

Подготовка суспензии стандартных эритроцитов: эритроциты человека 
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Rh(+), фенотип 0R1R1 (полученные не менее чем от трех доноров) и эритроциты 

человека Rh(-), фенотип 0rr центрифугировали 5 мин при 1070–1080 g при 

комнатной температуре (20±5) °С (отдельно полученные от каждого донора), 

надосадочную жидкость сливали. Полученный осадок ресуспендировали в 

десятикратном объеме фосфатного буферного раствора, содержащего 1 г/л 

бычьего сывороточного альбумина, и снова центрифугировали в течение 5 мин 

при 1070–1080 g при комнатной температуре (20±5) °С. Процедуру повторяли не 

менее 3 раз до получения прозрачной надосадочной жидкости. Осадок 

эритроцитов от каждого из трех доноров соответствующего фенотипа смешивали 

в одной пробирке. 

Для приготовления суспензии эритроцитов с концентрацией от 1×10
4 
до 

5×10
4 
клеток/мкл 1 объем осадка эритроцитов ресуспендировали в 29–30 объемах 

фосфатного буферного раствора, содержащего 1 г/л бычьего сывороточного 

альбумина. Подсчет клеток осуществляли с помощью камеры Горяева. 

Подготовка раствора вторичных антител, меченых флюоресцеином или 

фикоэритрином: восстанавливали содержимое флакона в соответствии с 

инструкцией по применению. К 1 объему восстановленного раствора меченых 

вторичных антител добавляли 199 объемов фосфатного буферного раствора, 

содержащего 1 г/л бычьего сывороточного альбумина. 

Международный стандарт антирезусного иммуноглобулина после 

восстановления в 1,0 мл воды очищенной (285 МЕ/мл) разводят последовательно 

в 10 раз (2,85 МЕ/мл), в 5 раз (0,57 МЕ/мл), в 1,5 раза (0,38 МЕ/мл), далее 

двукратными шагами до получения разведения с расчетной активностью 0,19; 

0,0475; 0,02375; 0,0119; 0,00595 МЕ/мл. 

В соответствующие лунки F-образного 96-луночного планшета вносили по 

50 мкл суспензии стандартных эритроцитов человека Rh(-), фенотип 0rr и 

суспензии стандартных эритроцитов человека Rh(+), фенотип 0R1R1. Добавляли 

по 50 мкл образца, пробы осторожно встряхивали (на шейкере) в течение 15 с, 

затем инкубировали при температуре (37±2) °С в течение (40±4) мин. По 

окончании инкубации центрифугировали в течение 3 мин при 50 g. Надосадочную 
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жидкость удаляли, вносили по 200 мкл фосфатного буферного раствора, 

содержащего 1 г/л бычьего сывороточного альбумина. Пробы осторожно 

встряхивали (на шейкере) в течение 15 с и центрифугировали в течение 3 мин при 

50 g, надосадочную жидкость удаляли. Процедуру отмывания эритроцитов 

повторяли еще дважды. 

Во все лунки микропланшета добавляли по 50 мкл раствора вторичных 

антител, меченых флуоресцеином или фикоэритрином, и инкубировали при 

комнатной температуре (20±5) °С в течение (20±2) мин. 

По окончании инкубации во все лунки планшета добавляли по 150 мкл 

фосфатного буферного раствора, содержащего 1 г/л бычьего сывороточного 

альбумина, центрифугировали в течение 3 мин при 50 g, надосадочную жидкость 

удаляли. Во все лунки планшета добавляют по 200 мкл фосфатного буферного 

раствора, содержащего 1 г/л бычьего сывороточного альбумина. Пробы 

осторожно встряхивали (на шейкере) в течение 15 с и центрифугировали в 

течение 3 мин при 50 g, надосадочную жидкость удаляли. Процедуру отмывания 

эритроцитов повторяли еще дважды. 

Во все лунки планшета добавляли по 50 мкл фосфатного буферного 

раствора, содержащего 1 г/л бычьего сывороточного альбумина. Пробы 

осторожно встряхивали (на шейкере) в течение 15 с и помещали в проточный 

цитометр Navios 10 color, Beckman Coulter и измеряли флюоресценцию клеток 

при условии отбора 12 мкл суспензии клеток из каждой лунки и сравнивали 

значения флюоресценции 10000 клеток с использованием лазера (с 

соответствующей длиной волны). 

На основании результатов измерения флюоресценции рабочих разведений 

стандартного образца для расчета в МЕ/мл строили график зависимости 

десятичного логарифма разницы флюоресценции стандартного образца и 

среднего значения флюоресценции трех измерений холостой пробы (ось ординат, 

FU) от десятичного логарифма концентрации анти-D иммуноглобулина (ось 

абсцисс, МЕ/мл). 
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Содержание активатора прекалликреина определяли хромогенным методом, 

основанном на опосредованной количественной оценке по способности 

активации прекалликреина, перевода его в калликреин, отщепляющего от 

специфического хромогенного субстрата хромофор (п-нитроанилин) с 

измерением скорости изменения интенсивности окраски в минуту в интервале со 

2 по 10 минуты при длине волны 405 нм (хромогенный кинетический тест) или с 

измерением количества выделившегося хромофора по интенсивности окраски 

при длине волны 405 нм после внесения 50 % раствора уксусной кислоты, 

прекращающего процесс расщепления хромогенного субстрата (хромогенный 

тест по конечной точке) [81, 134].  

В три лунки F-образного 96-луночного планшета вносили 0,005 мл образца 

и 0,045 мл ПК (2 лунки) и трис-буферного раствора (третья лунка), планшет 

помещали в термостат при температуре (37±0,5) °С. По окончании 30 мин 

инкубации во все заполненные лунки вносили по 0,050 мл хромогенного 

субстрата, перемешивали и при температуре (37±0,5) °С измеряли скорость 

изменения интенсивности окраски на анализаторе иммунологический Multiskan 

Go, Thermo Fisher Scientific, Германия (кинетический тест) или инкубировали при 

температуре (37±0,5) °С в течение 15 мин, во все заполненные лунки вносили по 

0,050 мл стоп-реагента и измеряли оптическую плотность на анализаторе 

иммунологический Multiskan Go, Thermo Fisher Scientific, Германия 

(хромогенный тест по конечной точке). 

Определение антикомплементарной активности проводили в реакции 

связывания комплемента [77, 134]. В качестве источника комплемента 

использовали сыворотку крови от 10 - 15 морских свинок (мужского пола), 

изготовленную методом отстаивания при температуре (37±0,5) °С; после 

декантации сыворотку объединяли и хранили при температуре не выше минус 

70 °С. 

Содержание белка определяли колориметрическим методом с биуретовым 

реактивом [79]. 



93 

 

 

Статистическую обработку полученных данных с расчетом среднего 

арифметического значения (х) и стандартного отклонения (Sх) проводили с 

использованием программ MicrosoftExcel 7.0. Калибровочные графики строили по 

методу наименьших квадратов, расчет содержания АПК в кандидатах в СО 

(компонент для оценки содержания АПК) осуществляли методом параллельных 

линий с использованием программы «ПАРАЛАЙН» (авторское свидетельство 

2006612065).  

Среднее арифметическое значение (х) вычисляли  по формуле (1): 

х   
 

 
   

 
     

 

 
              (1) 

Стандартное отклонение (Sх) результатов измерений вычисляли с использованием 

формулы (2):  

 х    
 

   
     х   

       (2) 

Для оценки различий средних значений использовали t-критерий Стьюдента 

для соответствующего числа степеней свободы и уровня значимости α=0,05 

(доверительной вероятностью Р≥0,95). Для оценки значимости различий линий 

регрессии изучаемой зависимости международного СО содержания АПК в 

альбумине и разработанного СО (компонент для оценки содержания АПК) 

применяли регрессионный анализ [15]. 

Статистическую обработку результатов определения содержания 

антиэритроцитарных антител методами ПГА и НГА проводили с расчетом 

медианы (Ме), моды (Мо) и диапазона значений в соответствии с [4, 15].  

Разработанные методики валидировали в соответствии с ОФС.1.1.0012.15 

«Валидация аналитических методик» [8]. 
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ГЛАВА 3. ОБОСНОВАНИЕ МЕТОДОЛОГИИ СТАНДАРТИЗАЦИИ И 

КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА ИММУНОГЛОБУЛИНОВ И АЛЬБУМИНА 

ЧЕЛОВЕКА ПО СПЕЦИФИЧЕСКОЙ БЕЗОПАСНОСТИ  

 

3.1. Обоснование структурных элементов методологии стандартизации и 

контроля качества лекарственных препаратов иммуноглобулинов и 

альбумина человека по специфической безопасности 

 

Научный анализ литературных данных, представленный в главе 1, позволил 

выделить группу НР, возникающих при внутривенном введении ИГЧ и АЧ, 

которая обусловлена присутствием в указанных препаратах физиологичных 

компонентов ПКЧ, но не являлющихся действующим веществом этих ЛП: 

антиэритроцитарных антител, ФСК, АПК, или конформационно 

измененных/агрегированных молекул иммуноглобулинов. Указанные 

контаминанты обладают способностью активировать различные системы 

гомеостаза: комплемента, калликреин-кининовую, гемостаза, эритроцитарное 

звено. Следовательно, являясь специфичными компонентами для исходного 

сырья (плазмы человека для фракционирования) производства ЛП ИГЧ и АЧ, они 

способны вызывать НР, обусловленные специфической активацией систем 

гомеостаза. Сопоставимость качества препаратов ИГЧ и АЧ по содержанию анти-

А и анти-В гемагглютининов, анти-D антител, АПК, уровню АКА с вероятностью 

возникновения соответствующих НР позволяет выделить показатели, 

характеризующие безопасность этих ЛП: «Антикомплементарная активность», 

«Анти-А и анти-В гемагглютинины», «Анти-D антитела», «Активатор 

прекалликреина». В тоже время, только контроль соответствия качества 

препаратов по этим показателям не позволит в полной мере обеспечить 

безопасность, так как содержание остаточного количества, например, факторов 

свертывания крови оценивать в каждой серии экономически нецелесообразно. 

Более актуальным является разработка технологии получения ЛП ИГЧ и АЧ, 

позволяющая эффективно элиминировать соответствующие контаминанты или 
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предупредить их наличие. В таком случае достаточным является доказательство 

отсутствия нежелательной активации свертывающей системы крови в рамках 

доклинических и клинических исследований. Однако такой подход оправдывает 

себя только в условиях стабильного производственного процесса.  

С целью разработки методологии стандартизации и контроля качества ЛП 

ИГЧ и АЧ нами обосновано понятие специфической безопасности ЛП из ПКЧ, 

как фактора, характеризующего риски причинения вреда здоровью при их 

применении, обусловленные влиянием на системы гемостаза и комплемента, 

калликреин-кининовую систему и эритроцитарное звено системы гомеостаза [36, 

51, 52]. Выделение специфической безопасности из всего комплекса 

характеристик ЛП из ПКЧ обеспечивает прослеживаемость в обеспечении 

качества и безопасности этих препаратов на всех этапах обращения 

лекарственных средств: от разработки до применения.  

Отечественные стандарты качества на ЛП ИГЧ и АЧ характеризуются 

противоречивостью и существенно отличаются от международных. Так, в 

соответствии с ОСТ 91500.05.001-00 «Стандарты качества лекарственных средств. 

Основные положения» в качестве показателей специфической безопасности ЛП 

ИГЧ для внутривенного введения указаны испытания на «отсутствие вирусной 

контаминации, антикомплементарность и оценка гипотензивного действия» для 

комбинированных с гистамином ЛП ИГЧ [94]. В тоже время, ФС 42-3159-95 

«Иммуноглобулин человека нормальный для внутривенного введения» 

относительно показателей специфической безопасности устанавливает 

нормативные требования только по АКА, которые не соответствуют 

международным стандартам качества, как и методика контроля по этому 

показателю. ФС 42-122-04 «Альбумин человека» не содержит требований по 

контролю содержания АПК. ФС 42-3198-95 «Иммуноглобулин человека 

нормальный» регламентирует качество только ЛП для внутримышечного 

введения, в тоже время подкожное применение ИГЧ сопровождается более 

серьезными побочными реакциями, и требует проведения дополнительных 

испытаний по содержанию антиэритроцитарных антител.  
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Обснованное нами понятие специфической безопасности позволило 

структурировать требования к качеству ЛП ИГЧ, выделив показатели 

специфической безопасности: препараты для внутривкенного введения должны 

подвергаться обязательному контролю качества по показателям 

«Антикомплементарная активность», «Анти-А и анти-В гемагглютинины», 

«Анти-D антитела», препараты для подкожного введения - по показателям «Анти-

А и анти-В гемагглютинины», «Анти-D антитела». Указанные структурные 

элементы спецификации ЛП ИГЧ были отражены в соответствующих ФС [25, 26]. 

В результате проведенного анализа фармацевтических разработок, 

технологических процессов получения ЛП ИГЧ и АЧ, методов их контроля 

качества нами выявлены приоритетные направления теоретических и 

экспериментальных исследований, позволяющих обеспечить специфическую 

безопасность ЛП ИГЧ и АЧ отечественного производства: 

- обоснование методологии стандартизации и контроля качества ЛП ИГЧ и 

АЧ по показателям специфической безопасности; 

- экспериментальная разработка методик и СО для обеспечения 

стандартизации и контроля качества ЛП ИГЧ и АЧ по специфической 

безопасности. 

Методология стандартизации ЛП ИГЧ и АЧ по специфической 

безопасности как совокупности принципов и методов обеспечения их качества, 

сформирована нами на основании взаимосвязанных этапов их разработки, 

доклинического и клинического исследования, экспертизы в рамках 

государственной регистрации и производства (Рисунок 10). 

Принципы обеспечения качества ЛП из ПКЧ, в том числе и ИГЧ и АЧ, в 

аспекте специфической безопасности можно разделить на следующие группы: 

- технологические (технология производства, фармацевтическая разработка 

с учетом стабилизации, совместимости и биологической 

активности/эффективности [88]; 

- исследовательские (доклинические, клинические, постмаркетинговые 

исследования); 
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Рисунок 10 - Методология стандартизации ЛП ИГЧ и АЧ по специфической 

безопасности 

- экспертные (документальная и лабораторная фармацевтическая экспертиза 

при регистрации ЛС, внесении изменений в регистрационное досье, в том числе в 

нормативную документацию на ЛС); 

- методические (стандартизованные унифицированные методики 

доклинического изучения свойств (в системах in vitro и in vivo) и контроля 

качества ЛП как при выпуске ЛП, так и при подтверждении соответствия 

требованиям НД в испытательных лабораториях); 

- нормативно-правовые (стандартизация ЛП в соответствии с ФС, методов 

их контроля в соответствии с ОФС); 
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- информационные (взаимное информирование врач-пациент, 

функционирование системы фармаконадзора). 

Указанные принципы применимы для всех субъектов обращения 

лекарственных средств. Они неотделимы от принципов обеспечения качества ЛП 

из ПКЧ с позиций иных аспектов безопасности (вирусной, иммунологической и 

др.) и эффективности.  

 

3.2. Разработка методологических подходов к стандартизации и 

контролю качества лекарственных препаратов иммуноглобулинов и 

альбумина человека по специфической безопасности 

 

В соответствии с 162-ФЗ одной из целей стандартизации является 

повышение качества и конкурентоспособности продукции российского 

производства, которое возможно при условии обеспечения единства измерений 

и сопоставимости их результатов в части контроля качества лекарственных 

препаратов [99]. На современном этапе функционирования системы обращения 

ЛС аспекты обеспечения специфической безопасности ЛП ИГЧ и АЧ 

недостаточно отражены в государственных и отраслевых нормативных 

документах. В дальнейших исследованиях были разработаны методологические 

подходы к стандартизации и оценке качества ЛП ИГЧ и АЧ по специфической 

безопасности (Рисунок 11). 

Прогностический подход позволяет установить необходимость выявления 

источников риска негативного влияния на организм пациента на этапе разработки 

ЛП, обоснования технологических возможностей предотвращения контаминации 

остаточным содержанием «нецелевых» белков ПКЧ или их эффективной 

элиминации; выбор соответствующих показателей качества с критериями оценки 

применительно к группировочному наименованию и лекарственной форме 

препаратов. 



99 

 

 

 

Рисунок 11 – Методологические подходы к обеспечению специфической 

безопасности ЛП ИГЧ и АЧ 

Контроль качества инфузионных ЛП ИГЧ должен включать 

соответствующие методы оценки тромбогенного потенциала как на животных, 

так и лабораторными методами in vitro. В аспекте изучения специфической 

безопасности посерийный контроль ЛП ИГЧ должен осуществляться с учетом 

оценки уровня АКА, содержания ГА и анти-D антител, АПК. Для ЛП АЧ 

обязательной является оценка содержания АПК.  

В условиях совершенствования принципов лекарственного обеспечения 

населения РФ приоритетным направлением является гармонизация национальных 
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стандартов качества в сфере обеспечения эффективности, безопасности и качества 

фармацевтической продукции [7, 86]. Методическое обеспечение контроля 

качества ЛП ИГЧ и АЧ, как показал научный анализ, представленный в разделе 1, 

нуждается в совершенствовании, в частности необходима разработка 

унифицированных стандартизованных методов/методик контроля качества, 

гармонизированных с международными. Стандартизация предполагает 

применение стандартных условий и СО, гарантирующих уменьшение разброса 

результатов измерений до приемлемого уровня, когда становится допустимым 

использование различных аналитических систем и в значительной степени 

возможно избежать получения противоречивых заключений на их основе. 
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ВЫВОДЫ К ГЛАВЕ 3  

 

1. Разработаны методологические подходы к стандартизации и оценке 

качества препаратов крови человека по специфической безопасности, 

позволившие определить приоритетные направления исследований по 

обоснованию методологии стандартизации и оценки качества иммуноглобулинов 

и альбумина человека по показателям специфической безопасности, а также 

экспериментальную разработку методик и СО, применимых для оценки ЛП по 

соответствующим показателям качества.  

2. Обоснована методология стандартизации и контроля качества препаратов 

иммуноглобулинов и альбумина человека по специфической безопасности как 

совокупность принципов и методов обеспечения качества в аспекте влияния на 

системы гемостаза и комплемента, калликреин-кининовую систему и 

эритроцитарное звено системы гомеостаза, сформированная на основании 

взаимосвязанных этапов их разработки, доклинического и клинического 

исследования, экспертизы в рамках государственной регистрации и производства. 

 

  



102 

 

 

ГЛАВА 4. РАЗРАБОТКА МЕТОДИЧЕСКИХ ОСНОВ 

СТАНДАРТИЗАЦИИ И КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА ЛП ИГЧ ПО 

ТРОМБОГЕННОМУ ПОТЕНЦИАЛУ 

 

4.1. Обоснование критериев оценки тромбогенного потенциала 

лекарственных препаратов иммуноглобулинов человека 

 

На основании прогностического и аналитического методологических 

подходов с учетом данных о зарегистрированных случаях тромбоэмболических 

осложнений у пациентов, получивших инфузии ЛП ИГЧ в высоких дозах с 

соблюдением режима введения, нами выявлена необходимость оценки 

тромбогенного потенциала этих ЛП отечественного производства. Стратегия 

импортзамещения предопределяет возможность применения ЛП ИГЧ российского 

производства в терапии аутоиммунных, воспалительных и иммунодефицитных 

заболеваний в больших дозах, у пациентов с сопутствующей патологией, 

преклонного возраста, т.е. в тех случаях, которые могут привести к развитию 

тромбоэмболических осложнений при несоответствующем качестве препаратов. 

Анализ методических подходов, используемых зарубежными исследователями 

для оценки качества серий препарата Октагам, вызвавших тромбоэмболические 

НР, позволил установить перечень наиболее значимых параметров [146, 194]: 

- количественное содержание и активность ФСК XI и его активированной 

формы XIа; 

- активность ФСК протромбинового комплекса (ФСК II, V, VII, IX (и 

активированной формы IXа), X; 

- частичное тромбопластиновое время и неактивированное частичное 

тромбопластиновое время; 

- эндогенный тромбиновый потенциал (ЭТП); 

- способность к генерации тромбообразования в системе in vivo.  
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Количественные характеристики указанных параметров также оценивались 

в зависимости от результатов клинического применения ЛП ИГЧ (содержание и 

активность).  

Результаты определения неактивированного частичного 

тромбопластинового времени показали корреляцию между активностью фактора 

XIа и тромбоэмболическими НР в клинике: сокращение времени свертывания 

стандартной плазмы до 125 – 150 мин наблюдалось при содержании ФСК XIа 

11 мМЕ/мл и более [117]. 

Серии Октагама, вызвавшие тробмоэмболические НР, показали следующие 

значения ЭТП: 

а) максимальное количество образовавшегося тромбина более 350 нМоль,  

б) латентный период (лаг-фаза) 7 - 15 мин в зависимости серии,  

в) период образования максимального количества тромбина 9 - 18 мин 

[146]. 

Для ЛП Октагам, изготовленного по измененной технологии с этапами 

хроматографической очистки от ФСК, значения параметров эндогенного 

тромбинового потенциала в тесте генерации тромбина составили:  

а) максимальное количество образовавшегося тромбина не более 69 нМоль,  

б) латентный период (лаг-фаза) не менее 15 мин,  

в) период образования максимального количества тромбина не менее 

21 мин [194]. 

На модели венозного стаза по S.Wessler в исследованиях Germishuizen W.A. 

с соавт устновил, что при содержании ФСК XIа от 40 до 140 мМЕ/мл ЛП ИГЧ 

вызывал образование тромба у кроликов при введении в дозе 1 г/кг веса [144]. 

При содержании ФСК XIа 60 нг/мл (определенное методом иммуноферментного 

анализа) образование тромбов при введении ЛП ИГЧ не обнаружено. 

Таким образом, нами установлены критерии оценки тромбогенного 

потенциала ЛП ИГЧ: 

- эндогенный тромбиновый потенциал в тесте генерации тромбина 

(максимальное количество образовавшегося тромбина не более 350 нМоль, 
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латентный период (лаг-фаза) не менее 11 мин, период образования максимального 

количества тромбина не менее 19 мин); 

- активность прокоагулянтных ФСК (активность фактора XIа не более 10 

мМЕ/мл, активность факторов II, VII, IX, IXa, X, XI менее 50 мМЕ/мл); 

- НАЧТВ (отсутствие сокращения времени свертывания стандартной ПКЧ 

при внесении образцов ЛП ИГЧ); 

- отсутствие тромбообразования при введении модельным животным [37]. 

 

4.2. Унифицикация методик для оценки тромбогенного потенциала 

лекарственных препаратов иммуноглобулинов человека in vitro и in vivo 

 

Определение активности факторов свертывания крови II, X, V, VII, IX 

клоттинговыми методами проводили в соответствии с предустановленным 

алгоритмом анализа активированного тромбопластинового времени 

автоматизированной системы BCS® XP. Эти методы основаны на оценке 

изменения времени свертывания крови плазмы крови человека, дефицитной по 

конкретному фактору свертывания, при внесении соответствующего реагента 

кефалина или тромбопластина. Остаточные количества факторов свертывания 

крови в образцах препаратов иммуноглобулинов человека укорачивают этот 

временной интервал. Активность фактора определяли по калибровочной кривой, 

установленной с использованием соответствующего международного стандарта. 

Использовали диапазон разведений стандарта, не превышающий 0,1 МЕ/мл. 

Определение активности факторов свертывания крови II, X, IXа, XIа 

хромогенными методами проводили с использованием методик Rossix 

Chromogenic, адаптированных для системы BCS® XP. Так на основе методики 

CoaChrom
®
Prothrombin была разработан алгоритм для определения фактора 

свертывания крови II: 

1 цикл – 1) внесение в инкубационную камеру 0,05 мл 

исследуемого/стандартного образца; 
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2) инкубация исследуемого/стандартного образца при температуре 37 
0
С 

в течение от 2 до 4 мин; 

2 цикл – 1) внесение в инкубационную камеру 0,05 мл рабочего раствора экарина, 

подогретого до 37 
0
С; 

2) инкубация смеси при температуре 37 
0
С в течение от 3 мин; 

3 цикл – 1) внесение в инкубационную камеру 0,05 мл хромогенного субстрата, 

подогретого до 37 
0
С; 

2) измерение скорости изменения оптического поглощения в минуту 

при длине волны 405 нм. 

Воспроизведение методики в ручном режиме с использованием 

спектрофотометра Multiskan Go позволило подтвердить адекватность адаптации 

для системы BCS® XP.  

Для определения активности ФСК II, VII, IX, XI, XII хромогенными 

методами и неактивированного частичного тромбопластинового времени 

методики с использованием реагентов других производителей также 

адаптировали для системы BCS® XP. 

Определение остаточной активности ФСК клоттинговыми методами 

проводили с применением реагентов кефалина Pathromtin SL, Actin FS и 

тромбопластина Thromborel S, Dade Innovin и международных стандартов 

соответствующих ФСК для построения калибровочных графиков. В соответствии 

с ОФС.1.8.2.0003.15 «Определение активности факторов свертывания крови» [75] 

определение активности ФСК осуществляют в диапазоне 0,3 – 1,0 МЕ/мл. Для 

оценки применимости существующих методов нами была устновлена 

возможность определения активности ФСК в исследуемых образцах в диапазоне 

менее 0,1 МЕ/мл (таблица 6).  

Полученные результаты в диапазоне активности ФСК X 0,028 - 

0,112 МЕ/мл; в котором калибровочный график имел коэффициент корреляции 

более 0,98 для реагентов Thromborel S и Pathromtin SL свидетельствуют о 

приемлемости методики для оценки содержания ФСК Х в ЛП ИГЧ с 

соблюдением критерия оценки тромбогенного потенциала 0,05 МЕ/мл. 
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Таблица 6 – Характеристики методик клоттингового определения активности 

факторов свертывания крови 

Фактор 

свертывания 

крови 

Реагент 

активатора 

Характеристики методики 

Специфичность Линейность Диапазон, 

мМЕ/мл  

Правильность 

II Thromborel S + у=-160,1х+47,53 

R
2
=0,99 

0,010 – 

0,154 

107 % 

V Thromborel S + у=-175,1х+58,53 

R
2
=0,9845 

0,030 - 

0,121 

105 % 

VII Thromborel S + у=-23,74х+28,15 

R
2
=0,9904 

0,028 - 

0,112  

104 % 

IX Pathromtin 

SL  

+ у=-134,6х+21,38 

R
2
=0,9869 

0,010 – 

0,154 

102 % 

Actin FS + у=-203,6х+41,08 

R
2
=0,9869 

0,010 – 

0,154 

105 % 

X Thromborel S + у=-438,29х+121,75 

R
2
=0,9866 

0,028 - 

0,112 

110 % 

Dade Innovin + у=-476,57х+109,25 

R
2
=0,9266 

0,028 - 

0,112 

130 % 

Pathromtin 

SL 

+ у=-348,29х+110,89 

R
2
=0,9880 

0,028 - 

0,112 

110 % 

XI Thromborel S + у=-98,45х+83,86 

R
2
=0,9800 

0,029 - 

0,110 

106 % 

 

Использование реагента Dade Innovin в этом же диапазоне не позволяет 

адекватно оценить содержание ФСК Х. Для оценки содержания ФСК IX 

возможно использование в качестве активатора оба изученных реагента кефалина. 

Специфичность, линейность и правильность унифицированных методик 

позволяет использовать их для оценки качества ЛП ИГЧ по содержанию ФСК.  

Для определение активности фактора XIа с использованием набора 

реагентов были использованы разведения исследуемых препаратов ИГЧ в 

соответствии с указаниями в инструкции к набору 1:10, 1:20, 1:30, 1:40 при 

условии построения калибровочного графика в диапазоне активности от 0 до 

1,4 мМЕ/мл (Рисунок 12). 
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Рисунок 12 – Калибровочный график для определения содержания фактора XIа в 

ЛП ИГЧ. 

 

Таким образом, проведенная унификация методик определения активности 

ФСК клоттинговыми методами позволяет применять их для контроля ЛП ИГЧ с 

целью оценки тромбогенного потенциала. Метод определения частичного 

тромбопластинового времени применяется в клинической практике для 

выявления проблем с факторами II, V, X или фибриногеном. В настоящих 

исследованиях нами был разработан алгоритм оценки частичного 

тромбопластинового времени для системы BCS® XP: 

1 цикл – 1) внесение в инкубационную камеру 0,05 мл исследуемого/стандартного 

образца; 

2 цикл – 1) внесение в инкубационную камеру 0,05 мл стандартной плазмы крови, 

подогретой до 37 
0
С; 

2) инкубация смеси при температуре 37 
0
С в течение 50 сек; 

3 цикл – 1) внесение в инкубационную камеру 0,05 мл Actin FS, 

2) инкубация смеси при температуре 37 
0
С в течение 100 сек; 

4 цикл – 1) внесение в инкубационную камеру 0,05 мл кальция хлорида, 

2) измерение скорости изменения оптического поглощения в минуту 

при длине волны 405 нм. 



108 

 

 

Аналогичным образом был разработан алгоритм с использованием реагента 

Pathromtin SL. Указанные методики позволили оценить влияние образцов ЛП 

ИГЧ на изменение скорости образования сгустка. При исследовании образцов 

ИГЧ с добавлением ФСК XIа до расчетного содержания 50 мМЕ/мл выявлялось 

сокращение времени свертывания крови стандартной плазмы до 150 сек и менее, 

при этом при использовнии буферного раствора в качестве контрольного образца 

время свертывания стандартной плазмы было более 300 сек, стандартной плазмы 

- не менее 250 сек. 

Изучение кинетики образования тромбина возможно с использованием 

методики INNOVANCE® ETP, которая является усовершенствованным 

вариантом оригинальной методики и позволяет определять максимальное 

количество тромбина, латентный период генерации тромбина и период 

образования максимального количества тромбин [80].  

В методике INNOVANCE® ETP использовали соотношение стандартной 

плазмы и образца иммуноглобулина использовали 8:1, используемое рядом 

производителей ЛП ИГЧ для оценки тромбогенного потенциала препаратов в 

тесте теста генерации тромбина Technotrombin TGA (Technoclone). Полученные 

результаты позволили сделать вывод, что латентный период генерации тромбина 

не превышает 11 мин и период образования максимального количества тромбина 

не превышает 19 мин для всех изученных образцов. При исследовании образцов 

ИГЧ с добавлением ФСК XIа до расчетного содержания 50 мМЕ/мл 

определяемый латентный период генерации тромбина уменьшался до 9 - 10 мин и 

период образования максимального количества тромбина до 15 - 18 мин, что 

позволило сделать вывод о приемлемости методики INNOVANCE® ETP для 

оценки тромбогенного потенциала ЛП ИГЧ. 
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4.3. Изучение тромбогенного потенциала лекарственных препаратов 

иммуноглобулинов человека 

 

В дальнейших исследованиях для оценки возможности использования 

унифицированных методик был изучен тромбогенный потенциал инфузионных 

препаратов ИГЧ отечественного и зарубежного производства по содержанию 

ФСК протромбинового комплекса и ЭТП (таблица 7). Учитывая особенности 

производства отечественных ЛП ИГЧ, связанные с отсутствием этапов 

препаративного выделения из производственного пула ПКЧ белков ФСК, 

антитромбина III и др. в образцах ЛП ИГЧ также оценили содержание АТ III, 

обладающего антикоагулянтным действием. Установлено, что активность ФСК 

крови II и X в изученных ЛП ИГЧ ни клоттинговым, ни хромогенным методами 

не выявляется, т.е. отсутствует коагуляция дефицитной плазмы по 

соответствующему фактору или значение изменения оптической плотности в 

образце достоверно не отличается от холостой пробы. Это закономерно при 

одновременном присутствии в них АТ III, который является ингибитором 

тромбина, а также активен в отношении X фактора. 

При определении активности ФСК V и XI наблюдалась коагуляция плазмы, 

дефицитной плазмы по соответствующему фактору, в тоже время нижним 

пределом используемых калибровочных кривых являлось значение 30 мМЕ/мл, 

что позволило установить содержание указанных факторов в образцах ЛП ИГЧ 

как «менее 30 мМЕ/мл».  

Все изученные образцы соответствовали критериям оценки тромбогенного 

потенциала ЛП ИГЧ, за исключением одного наименования отечественного ЛП 

ИГЧ по содержанию фактора IX, которое превышало 50 мМе/мл. Показатели 

эндогенного тромбинового потенциала во всех изученных образцов 

свидетельствует о низком тромбогенном потенциала [37].  
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Таблица 7 – Результаты изучения тромбогенного потенциала образцов инфузионных препаратов иммуноглобулинов 

человека  

Наименование/ 

Производитель (количество 

определений)  

Активность  Показатели ЭТП 

фактора свертывания …, мМЕ/мл (х ± Sx) АТ III, МЕ/мл  

(х ± Sx) 
II V VII  IX  IXa  X ХI  XIa  

ЛПГТ, 

мин 

ПОМКТ, 

мин 

Габриглобин®–Ig G / ЗАО 

«Иммуно-Гем» (n=5) 

Н
е 
в
ы
я
в
л
я
ет
ся

 

3
0
, 
м
ен
ее

 

10, менее  10, менее 3,26±0,05  

Н
е 
в
ы
я
в
л
я
ет
ся

 

3
0
, 
м
ен
ее

 

0
,0

4
, 
м
ен
ее

 

1,17±0,15  11 30 

Иммуновенин® / ФГУП 

«НПО «Микроген» (n=10) 15,00±1,80 10, менее 0,07±0,01  1,25±0,20  12 20 

Иммуноглобулин человека 

нормальный / ФГУП «НПО 

«Микроген» (n=5) 

21,00±3,15 42,00±0,50 0,45±0,03 1,11±0,35  Не определяли 

Имбиоглобулин® / ФГУП 

«НПО «Микроген» (n=5) 12,00±2,45 70,50±20,1 0,36±0,01 
Не 

определяли 
15 25 

Иммуноглобулин человека 

нормальный / ОСПК им. 

Климовой (n=5) 

16,00±2,03 30,87±0,32 0,11±0,01 1,12±0,71 27 29 

Гамунекс (Талекрис 

Биотерапьютикс Инк. (n=5) 11,00±1,03 20,06±0,28 0,09±0,02 
Не 

выявляется 
18 31 

Иммуноглобулин Сигардис 

(Сычуаньская Юанда Шуян 

Фармацевтическая 

компания, Китай) (n=7) 

10, менее 30,76±0,32 0,03±0,01 
Не 

выявляется 
Не определяли 

Примечания. 

АТ III –  антитромбин III; ЭТП – эндогенный тромбиновый потенциал; ЛПГТ – латентный период генерации тромбина; ПОМКТ – период 

образования максимального количества тромбина 
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Использование программы BCS®XP «Определение активированного 

частичного тромбопластинового времени» и разработанного агоритма 

«Определение неактивированного частичного тромбопластинового времени» 

с реагентами кефалина Pathromtin SL и Actin FS позволило выявить 

отсутствие сокращения времени свертывания стандартной ПКЧ при внесении 

образцов ЛП ИГЧ (таблица 8). 

 

Таблица 8 – Результаты определения частичного тромбопластинового 

времени с использованием образцов инфузионных препаратов 

иммуноглобулинов человека 

 

Наименование/ 

Производитель 

(количество 
определений) 

Активированное частичное 

тромбопластиновое время 

Неактивированное частичное 

тромбопластиновое время 

Время образования сгустка для 
образца…, сек 

Время образования сгустка длч 
образца…, сек 

ИГЧ ИГЧ + 

ФСК XIa 

Буферный 

раствор 

ИГЧ ИГЧ + 

ФСК XIa 

Буферный 

раствор 

Габриглобин®–Ig G / ЗАО 

«Иммуно-Гем» (n=5) 

254 148 350 257 130 360 

Иммуновенин® / ФГУП 

«НПО «Микроген» (n=10) 

264 130 320 268 125 325 

Иммуноглобулин 

человека нормальный / 

ФГУП «НПО 

«Микроген» (n=5) 

255 150 375 260 110 345 

Имбиоглобулин® / 

ФГУП «НПО 

«Микроген» (n=5) 

269 128 325 260 146 350 

Иммуноглобулин 

человека нормальный / 

ОСПК им. 

Климовой(n=5)  

270 136 299 272 124 300 

Гамунекс (Талекрис 

Биотерапьютикс Инк. 

(n=5) 

289 150 329 290 135 305 

Иммуноглобулин 

Сигардис/Сычуаньская 

Юанда Шуян 

Фармацевтическая 

компания, Китай (n=7) 

280 145 370 275 137 297 

Примечание - значение частичного тромбопластинового времени стандартной плазмы 

крови человека составляет  не менее 250 мин 
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В дальнейших исследованиях нами была изучена способность ЛП ИГЧ 

обуславливать образование тромба на модели венозного стаза in vivo. Как 

показал анализ научной литературы, представленный в разделе 1, наиболее 

приемлемой для этого является модель S.Wesslera, позволяющая оценивать 

препараты в дозе, адекватной разовой дозе в пересчете на килограмм веса, а 

размер формирующихся тромбов является приемлемым критерием для 

оценки ЛП ИГЧ. В ходе экспериментальных исследований нами 

разработаны схема проведения премедикации и внутривенной анестезии, 

схема введения исследуемого препарата, идентичная минимальной разовой 

терапевтической дозе, методика извлечения из сосуда тромба и определения 

его размеров. В качестве положительного контроля была использована 

стандартная ПКЧ (образование тромба в 100 % случаях введения в объеме 

2,5 мл), отрицательного – 0,9 % раствор натрия хлорида (отсутствие 

образования тромба в 100 % случаях введения в объеме 5,0 мл) [S.Wessler]. 

Результаты исследования, представленные в таблице 9, показали, что 

введение кролику препарата производства Италия не индуцирует 

образование тромба. В тоже время, при введении образцов препаратов 

российского производства, а также производства США и Китай были 

выявлены тромбы. Введение кроликам 0,9 % раствора натрия хлорида 

подтвердило отсутствие спонтанного тромбообразования, а введение ПКЧ 

идуцировало у кроликов образование тромбов. 

Полученные результаты позволили установить, что изучение 

содержания ФСК в ЛП ИГЧ методами in vitro не является исчерпывающим 

критерием оценки их тромбогенного потенциала, так как образцы четырех 

из исследованных ЛП российского и зарубежного производства при 

введении кроликам в минимальной разовой дозе вызывали образование 

тромба(ов) при соответствии критериям оценки тромбогенного потенциала 

in vitro. Это обстоятельство предопределяет необходимость проведения 

исследований ЛП ИГЧ в рамках доклинического изучения не только in vitro, 

но и in vivo. 
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Таблица 9 – Результаты тромбообразования в яремной вене кроликов при 

введении ЛП ИГЧ 

 

Наименование 

образца 

(производитель, 

страна) 

Номер 

образца 

Вес 

кролика,  кг 

Вводимый 

объем, мл  

Длина 

сосуда, 

см 

Размеры 

тромба/тромбов, 

мм  

0,9 % раствор 

натрия хлорида 

(ЭКОлаб, Россия) 

1 2,4 5,0 2,0 Тромбы 

отсутствовали 2 2,4 5,0 2,0 

3 2,3 5,0 2,1 

Стандартная 

плазма (Siemens, 

Германия) 

1 2,5 2,5 2,0 7,5 х 1,5 (с 

перетяжкой) 

2 2,6 2,5 2,2 8,5 х 1,5 

3 2,4 2,5 1,8 63 х 1,0 

Иммуноглобулин 

Сигардис 

(Сычуаньская 

Юанда Шуян 

Фармацевтическая 

компания, Китай) 

1 2,3 18,4 2,7 4,0 х 2,0 

2 2,2 18,0 2,0 3,5 х 1,0 

3 2,2 18,1 2,3 3,0 х 2,2 

Гамунекс (Талекрис 

Биотерапьютикс 

Инк., США) * 

1 2,0 6,0 2,0 3,5 х 1,0 

1,5 х 2,0 

2 2,1 6,1 1,8 4,0 х 2,1 

3 2,0 6,0 1,9 1,0 х 1,0 

2,1 х 2,0 

Иммуновенин® 

(ФГУП «НПО 

«Микроген», 

Россия) 

1 2,4 19,2 2,3 2,0 х 2,0 

1,5 х 2,0 

2 2,3 19,0 1,9 1,4 х 1,0 

3 2,2 18,9 2,0 2,4 х 1,1 

И.Г.Вена (Кедрион 

С.п.А., Италия)  

1 2,1 16,8 1,8  Тромбы 

отсутствовали  2 2,2 17,0 2,0 

3 2,1 16,8 1,9  

Примечание - * - содержание белка 100 мг/мл 
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ВЫВОДЫ К ГЛАВЕ 4 

 

1. На основе результатов информационно-аналитических 

исследований обоснованы критерии оценки тромбогенного потенциала ЛП 

ИГЧ по остаточному содержанию прокоагулянтных факторов свертывания 

крови (активность фактора XIа не более 10 мМЕ/мл, активность факторов II, 

VII, IX, X и др. менее 50 мМЕ/мл), неактивированному частичному 

тромбопластиновому времени (отсутствие сокращения времени свертывания 

стандартной плазмы крови человека при внесении образцов препаратов 

иммуноглобулинов), ЭТП (максимальное количество образовавшегося 

тромбина не более 350нМоль, латентный период (лаг-фаза) не менее 11 мин, 

период образования максимального количества тромбина не менее 19 мин).  

2. Адаптированными и унифицированными методиками 

хромогенных и клоттинговых методов клинического анализа установлено 

остаточное содержание ФСК II, V, VII, IX, IXа, X, XI, XIа в образцах ЛП 

ИГЧ для внутривенного введения отечественного и зарубежного 

производства, не превышающее 50 мМе/мл, в образцах, произведенных на 

производственной площадке в г.Н.Новгород ФГУП «НПО «Микроген», 

остаточное содержание ФСК IX составило от 20 до 130 мМе/мл. Выявлено 

наличие АТ III в образцах ЛП ИГЧ отечественного производства в 

количестве от 0,41 до 1,83 МЕ/мл. Показан низкий тромбогенный потенциал 

образцов ЛП ИГЧ (в минимальной разовой дозе, эквивалентной 0,2 г/кг) в  

тесте генерации тромбина. 

3. Обоснована методика изучения тромбообразования при 

внутривенном введении ЛП ИГЧ кроликам по методу S.Wessler, 

экспериментально установлена способность к генерации тромбообразования 

в минимальной разовой дозе, эквивалентной 0,2 г/кг для препаратов 

производства фармацевтических предприятий РФ, США, Китая. 
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ГЛАВА 5. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ПО 

РАЗРАБОТКЕ МЕТОДИК КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА ПРЕПАРАТОВ 

ИММУНОГЛОБУЛИНОВ И АЛЬБУМИНА ЧЕЛОВЕКА ПО 

СПЕЦИФИЧЕСКОЙ БЕЗОПАСНОСТИ 

 

На решение задачи обеспечения единства измерений и 

сопоставимости их результатов в части контроля качества лекарственных 

препаратов были направлены дальнейшие исследования по разработке 

унифицированных методик контроля качества ЛП ИГЧ и АЧ, 

гармонизированных с фармакопейными методами (ЕФ, Фармакопея США и 

др.) по показателям специфической безопасности: «Антикомплементарная 

активность», «Анти-А и анти-В гемагглютинины», «Анти-D антитела», 

«Активатор прекалликреина».  

 

5.1. Разработка унифицированной методики контроля качества 

лекарственных препаратов иммуноглобулинов человека по показателю 

«Антикомплементарная активность» 

 

Отечественные методики определения АКА не позволяют установить 

качество ЛП ИГЧ в соответствии с международными требованиями [54], так 

как при оценке уровня АКА СО иммуноглобулина человека BRP значения 

для положительного и отрицательного контролей не соответствуют 

аттестованным значениям, указанным в листе-вкладыше на СО [57, 62]. В 

дальнейших исследованиях нами была разработана унифицированная 

методика определения АКА ЛП ИГЧ с учетом доступности реагентов.  

Для оценки допустимости использования реагентов гемолитической 

сыворотки различного производства нами была изучена сопоставимость 

результатов определения рабочей дозы гемолизина, которая должна 

составлять 2 МГЕ/мл (минимальная гемолитическая единица в мл). При этом 

критерием соответствия активности гемолитической сыворотки 1 МГЕ/мл 
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является отсутствие увеличения степени гемолиза при уменьшении ее 

разведения [62].  

Активность рассматриваемых реагентов в условиях эксперимента была 

идентичной, что позволило сделать вывод о приемлемости их использования 

в унифицированной методике. В методике определения АКА для получения 

рабочего разведения реагенты гемолизина, проявившие активность, равную 

1 МГЕ/мл, в разведении 1:500, использованы в разведении 1:250. 

В дальнейших исследованиях была изучена возможность унификации 

методики по реагенту кровь баранья, используемому для получения 5 % 

суспензии эритроцитов. Анализ НД на ЛП ИГЧ, зарегистрированных на 

территории РФ, позволил установить приоритетность в использовании 

отечественными приозводителями крови бараньей дефибринированной, 

стабилизированной в растворе Олсвера или свежеприготовленной, 

полученной в лабораторных условиях (in house). Для контроля качества ЛП 

ИГЧ зарубежного производства, предусмотрено использвание как 

коммерческих реагентов, так и крови бараньей (овечьей) полученной в 

лабораторных условиях (in house). Для испытательных лабораторий, 

осуществляющих контроль качества ЛП на соответствие требованиям НД, 

изготовление биологических реагентов, в том числе содержащих 

эритроциты, невозможно. Поэтому, среди доступных к приобретению на 

территории РФ для дальнейших исследований нами выбраны реагенты 

отечественного производства «Кровь баранья для питательных сред, 

стерильная (с цитратом натрия)» и набор реагентов «Кровь баранья 

консервированная для реакции связывания комплемента», а также кровь 

баранья дефибринированная, стабилизированная в растворе Олсвера, 

полученная в лабораторных условиях (in house).  

Результаты определения АКА СО иммуноглобулина человека BRP с 

использованием различных реагентов крови подтверждают их применимость 

в унифицированной методике (таблица 10).  

.  
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Таблица 10 - Антикомплементарная активность стандартного образца иммуноглобулина человека BRP при 

использовании различных реагентов крови 

 

Наименование реагента 

Наименование 

компонента СО 

иммуноглобулина 

человека BRP 

Антикомплементарная активность СО иммуноглобулина 

человека BRP с использованием крови бараньей на … 

сутки взятия, процент, х ±Sx 

t-критерий Стьюдента  

7 14 21 28 7 14 21 28 

Кровь баранья для 

питательных сред, 

стерильная (с цитратом 

натрия) 

Отрицательный 

контроль 
17,3±7,9 20,2±6,4 19,4±4,99 18,5±3,4 0,51 0,09 0,27 0,37 

Положительный 

контроль 
76,2±2,7 75,3±3,9 79,2±4,2 75,4±2,6 0,37 1,54 0,39 2,21 

Кровь баранья 

консервированная для 

реакции связывания 

комплемента 

Отрицательный 

контроль 
20,3±5,4 18,5±3,4 20,5±2,7 20,4±3,9 0,21 0,51 0,68 0,37 

Положительный 

контроль 
75,3±3,2 79,5±2,4 80,3±4,4 84,2±3,0 0,51 0,95 0,20 2,21 

Кровь баранья 

дефибринированная (in 

house). 

Отрицательный 

контроль 
21,6±3,3 20,8±2,9 17,9±2,7 Определить 

невозможно 

- - - - 

Положительный 

контроль 
78,2±4,6 84,0±4,1 81,5±4,2 Определить 

невозможно 

- - - - 

Примечания. 

1 –  количество исследований составило 4 для каждого реагента на 7, 14, 21 и 28 сутки 

2 - теоретическое значение t-критерия Стьюдента составило 2,447 

3– оценка значимости различий осуществлялась между коммерческими реагентами крови и полученным в лабораторных условиях на 7 и 14 сутки, 

на 21 и 28 сутки – между коммерческими реагентами  
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В качестве критериев пригодности применения реагентов крови 

бараньей установлены: 

а) внешний вид реагента, который должен характеризоваться 

отсутствием гемолиза надосадочной жидкости, алым цветом при 

встряхивании суспензии;  

б) отсутствием гемолиза при отмывании буферным раствором; 

в) получение прозрачной надосадочной жидкости при третьем 

отмывании. 

При использовании крови бараньей дефибринированной, 

стабилизированной в растворе Олсвера, полученной в лабораторных 

условиях (in house) по истечении 21 суток после взятия от животного 

критерии не соблюдались, поэтому срок использования этого реагента 

ограничен 21 сутками. 

Анализ результатов, представленных в таблице 10 показал, что различия 

между получаемыми результатами определения АКА СО иммуноглобулина 

человека BRP с использованием различных реагентов крови статистически 

не значимы. Значимости различий между результатами, полученными с 

реагентами крови бараньей на разные сроки использования, также не 

установлено:  t-критерий Стьюдента для цитратной крови на 7 и 28 сутки 

использования был равен 0,21 для положительного контроля и 1,1 для 

отрицательного; для крови РСК – 2,02 и 0,02, соответственно. Отсутствие 

значимости различий между результатами определения АКА с 

использованием крови in house на 7 и 21 сутки также подтверждалость 

меньшим значением экспериментально полученного t-критерия Стьюдента 

0,57 и 0,07 для положительного и отрицательного контролей СО, 

соответственно, по сравнению с теоретическим 2,447. 

В соответствии с монографией ЕФ 2.6.17 TEST FOR 

ANTYCOMPLEMENTARY ACTYVITY OF IMMUNOGLOBULIN перед 

испытаниями на АКА с учетом данных по валидации методики для 

конкретного препарата проводят корректировку рН раствора ЛП ИГЧ до 
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значения 7,0 [134]. Оценка целесообразности корректировки рН при 

определении АКА отечественных ЛП показала ее значимость для получения 

достоверных результатов [56].  

Результаты анализа литературных данных, представленные в главе 1, 

свидетельствуют о необходимости унификации методики определения АКА 

по используемому реагенту комплемент. В настоящее время доступны к 

применению как коммерческие реагенты, так и изготовленный в 

лабораторных условиях. В дальнейших исследованиях нами были изучено 

влияние различных серий и источников получения комплемента морских 

свинок. Установлено, что только при использовании комплемента морских 

свинок, изготовленного в лабораторных условиях (in house), АКА 

положительного и отрицательного контролей СО иммуноглобулина человека 

BRP соответствуют аттестованным значениям (таблица 11). Скрининг 

различных серий комплемента (in house) показал, что для получения 

сыворотки крови необходимо использовать морских свинок только мужского 

пола, так как серии комплемента, изготовленные из сыворотки крови особей 

обоего пола, отличались нестабильностью гемолитических свойств. Оценка 

уровня АКА ЛП ИГЧ для внутривенного введения отечественного 

производства показала, что наибольшие значения АКА получены при 

использовании пулированного комплемента (in house) (таблица 12). 

Сравнительный анализ полученных значений АКА показал, что разница 

между ними при использовании комплемента различного производства 

составила от 6 для ЛП «Иммуноглобулин человека нормальный, раствор для 

внутривенного введения» до 1,5 раз для ЛП «Иммуноглобулин человека 

нормальный, раствор для инфузий». Следует отметить, что паспортные 

данные на исследованные серии ЛП «Иммуноглобулин человека 

нормальный, раствор для внутривенного введения» соответствуют значениям 

АКА 0,0 СН50/мг белка (n=110), что свидетельствует о неадекватной оценке 

качества ЛП на производстве с использованием методики МУК 3.3.2.1063-01.  
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Таблица 11 – Антикомплементарная активность стандартного образца иммуноглобулина человека BRP при 

использовании комплемента морских свинок различных производителей  

 

Наименование реагента/ 

производитель 

Серия реагента 

(количество 

исследований) 

Антикомплементарная активность СО 

иммуноглобулина человека BRP, процент, х ±Sx 

Аттестованныен значения 

антикомплементарной активности СО 

иммуноглобулина человека BRP, 

процент 

Отрицательный 

контроль 

Положительный 

контроль 

Отрицательный 

контроль
*
 

Положительный 

контроль
**

 

Комплемент сухой/ 

ФГУП «НПО «Микроген» 

Минздрава России 

785 (n=6) 8,5±2,2 14,6±3,7 

10 - 40 60 - 100 

806 (n=5) 13,4±1,7 Определить 

невозможно
***

 

811 (n=9) 11,6±2,5 36,4±5,9 

814 (n=8) 11,5±3,1 32,2±5,3 

COMPLEMENT/ Siemens 
42178 (n=7) 14,2±2,8 36,3±5,2 

42794 (n=10) 13,6±2,6 40,1±4,6 

Пулированный 

комплемент/ in house 

24.10.13 (n=8) 18,8±3,4 79,5±2,4 

21.01.14 (n=12) 18,5±2,9 84,0±4,1 

15.06.15 (n=7) 20,9±2,4 76,6±2,5 
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Таблица 12 – Антикомплементарная активность лекарственных препаратов иммуноглобулинов человека для 

внутривенного введения отечественного производства 

 

Наименование реагента/ 

производитель 

Антикомплементарная активность лекарственных препаратов  

иммуноглобулина человека нормального 

раствор для внутривенного введения 
лиофилизат для приготовления 

раствора для внутривенного введения 
раствор для инфузий 

СН50/мг белка, 

х ±Sx 
процент, х ±Sx 

СН50/мг белка, 

х ±Sx 

процент, 

х ±Sx 

СН50/мг белка, 

х ±Sx 
процент, х ±Sx 

Комплемент сухой/ ФГУП 

«НПО «Микроген» Минздрава 

России 

0,06±0,05 

(n=33) 

3,3±2,1 

(n=33) 

0,10±0,06  

(n=12) 

5,1±3,2  

(n=12) 

0,44±0,04  

(n=3) 

21,9±2,1  

(n=3) 

COMPLEMENT/ Siemens 

0,18±0,07 

(n=9) 

8,9±3,5 

(n=9) 

0,23±0,06  

(n=16) 

11,6±3,2  

(n=16) 

0,42±0,12  

(n=10) 

20,8±5,9 

(n=10) 

Пулированный комплемент/  

in house 

0,36±0,09 

(n=57) 

17,9±4,4 

(n=57) 

0,42±0,13  

(n=74) 

20,8±6,4  

(n=74) 

0,61±0,17  

(n=26) 

30,4±8,6  

(n=26) 

Примечание – n – количество исследованных серий лекарственного препарата 
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Для ЛП «Иммуноглобулин человека нормальный, лиофилизат для 

приготовления раствора для внутривенного введения» по сравнению с 

установленными значениями в эксперименте, значения АКА по данным 

производителя в среднем в 4,4 раза меньше: 4,7±2,6 % (n=143) против 

20,8±6,4 % (n=74). Для ЛП ИГЧ зарубежного производства характерно 

использование для контроля качества по показателю «Антикомплементарная 

активность» пулированного комплемента собственного изготовления.  

Методикой ЕФ предусмотрено использование желатин-барбиталового 

буферного раствора. Однако в настоящее время использование 5,5-

диэтилбарбитуровой кислоты и ее солей ограничено соответствующим 

лицензированием. Методическими рекомендациями было предусмотрено 

использование желатин-солевого раствора (ЖСР) следующего состава: 8,50 г 

натрия хлорида; 0,10 г кальция хлорида безводного; 0,04 г магния хлорида 6-

водного; 1,00 г желатина; воды очищенной до 1000 мл. Доводят рН раствора 

до 7,2-7,3 с помощью 0,1М раствора натрия гидроксида. Раствор используют 

свежеприготовленным.  

В дальнейших исследованиях обосновали возможность применения 

ЖСР в методике ЕФ. Критерием приемлемости служило соответствие 

значений АКА положительного и отрицательного контролей СО ВRP 

аттестованным значениям. Так, при использовании ЖСР значения АКА для 

отрицательного контроля соответствовали диапазону от 12,5 до 22,3 %, в 

аналогичных условиях при использовании ЖББР – от 13,4 до 23,3 %. Для 

положительного контроля значения АКА соответствовали диапазону от 78,5 

до 82,5 % при использовании ЖСР и от 75,6 до 81,8 % при использовании 

ЖББР [62]. Указанные значения соответствовали аттестованным. 

Таким образом, проведенные исследования позволили разработать 

унифицированную методику по следующим реагентам: гемолитическая 

сыворотка, эритроциты барана, комплемент морской свинки, желатин-

содержащий буферный раствор.  
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Результаты исследований были использованы при разработке 

ОФС.1.8.2.0007.15 «Определение антикомплементарной активности 

лекарственных препаратов иммуноглобулинов человека» [78]. Разработанная 

унифицированная методика позволяет оценивать уровень АКА ЛП ИГЧ 

отечественных производителей в соответствии с международными 

требованиями – не более 1 СН50 /мг белка (не более 50 %) (таблица 13). 

 

Таблица 13 – Антикомплементарная активность препаратов ИГЧ 

отечественного производства  

Препарат иммуноглобулина человека в 

лекарственной форме 

Антикомплементарная активность 

СН50/мг белка, х ±Sx процент, х ±Sx 

Лиофилизат для приготовления 

раствора для внутривенного введения 

(n=35) 

0,49±0,09 26,6±4,4 

Раствор для внутривенного введения 

(n=17) 
0,37±0,06 18,4±3,1 

Раствор для инфузий (n=20) 0,57±0,14 28,6±6,9 

Примечание – n – количество серий 

 

С целью получения воспроизводимых результатов методика 

стандартизована применением СО ЕФ. В то же время, для оценки значимости 

отклонений в процедуре выполнения испытаний необходим СО с 

установленными метрологическими характеристиками в виде среднего 

значения и стандартного отклонения. 

 

5.2. Разработка унифицированных методик оценки содержания 

антиэритроцитарных антител 

 

В основе методов оценки качества ЛП ИГЧ по содержанию ГА и анти-

D антител лежит реакция агглютинации тестовых эритроцитов. 

Использование биологических объектов предопределяет необходимость 
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стандартизации методик, которая может быть достигнута их унификацией с 

проведением соответствующих валидационных процедур и использованием 

СО. 

С целью разработки фармакопейных методик оценки содержания анти-

А и анти-В ГА, нами были унифицированы методы ЕФ с учетом доступности 

реагентов на территории РФ. Применительно к методу НГА, выполнение 

которого возможно с использованием реагентов российского производства, 

необходима оптимизация следующих критических параметров: подготовка 

суспензии эритроцитов, соотношение вносимых реагентов, кратность и 

режимы центрифугирования в процессе отмывания сенсибилизированных 

эритроцитов, временной интервал, допустимый для оценки результатов [39]. 

Нами установлена возможность применения не только свежеприготовленных 

эритроцитов (полученных на станции переливания крови), но и эритроцитов 

из наборов реагентов, хранящихся в стабилизирующем растворе (таблицы 14, 

15).  

 

Таблица 14 - Результаты определения содержания гемагглютининов 

«на плоскости»  

Эритроциты 

группы 

крови 

Производитель/ 

наименование реагента 

Степень агглютинации стандартных 

эритроцитов в разведении …  ЛП ИГЧ 

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 

А(II) СПК 4+ 3+ 2+ 2+ 1+ - 

ID-DiaCell O-A-B 5% 4+ 3+ 2+ 2+ 1+ - 

В(III)   СПК 3+ 2+ 2+ 1+ - - 

ID-DiaCell O-A-B 5% 3+ 2+ 2+ 1+ - - 

0(I) ID-DiaCell O-A-B 5% - - - - - - 

Примечание – СПК – станция переливания крови 

 

В качестве отрицательного контроля были использованы эритроциты 

группы крови 0(I).  
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Таблица 15 - Результаты определения содержания гемагглютининов 

гелевым методом  

Эритро

циты 

группы 

крови 

Производитель/ 

наименование реагента 

Степень агглютинации стандартных эритроцитов в 

разведении …  ЛП ИГЧ 

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 

А(II) СПК 4+ 3+ 2+ 2+ 1+ - 

ID-DiaCell O-A-B 5% 4+ 3+ 2+ 2+ 1+ - 

Serigrup Diana А1/В 4+ 3+ 2+ 2+ 1+ - 

В(III)   СПК 3+ 2+ 2+ 1+ - - 

ID-DiaCell O-A-B 5% 3+ 2+ 2+ 1+ - - 

Serigrup Diana А1/В 3+ 2+ 2+ 1+ - - 

0(I) ID-DiaCell O-A-B 5% - - - - - - 

Примечание – СПК – станция переливания крови 

 

Методика подготовки эритроцитов включала центрифугирование 

суспензии в течение 10 мин при 1500–2000 об/мин при комнатной 

температуре, ресуспендирование осадка десятикратном объеме 0,9 % 

раствора натрия хлорида и снова центрифугирование в течение 10 мин при 

1500–2000 об/мин при комнатной температуре. 

Процедуру повторяли не менее 3 раз до получения прозрачной 

надосадочной жидкости. Использование более длительного 

центрифугирования или при большей скорости приводило к образованию 

плотного осадка эритроцитов, ресуспендирование которого приводило к 

повреждению клеток, что подтверждалось микроскопией.  

Нами разработана методика приготовления контрольных клеток 

Кумбса, которые прдеставляют собой эритроциты человека группы крови 

0(I), резус-положительные, сенсибилизированные антирезусным 

иммуноглобулином G (анти-D антителами). 

Эритроциты человека группы крови 0(I), резус-положительные из 

коммерческого набора реагентов центрифугировали 10 мин при 1500–2000 

об/мин при комнатной температуре, надосадочную жидкость сливали. 

Полученный осадок ресуспендировали в десятикратном объеме 0,9 % 
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раствора натрия хлорида и снова центрифугируют в течение 10 мин при 

1500–2000 об/мин при комнатной температуре. Процедуру повторяли не 

менее 3 раз до получения прозрачной надосадочной жидкости. В пробирку 

вносили 1 объем осадка отмытых эритроцитов, добавляли равный объем 

антирезусного иммуноглобулина или реагента, содержащего 

моноклональные анти-D (антирезусные) антитела, в титре 1:4. Смесь 

перемешивали и инкубировали  при температуре (37±0,5) °С в течение 

30 мин. В случае, если происходила агглютинация процедуру повторяли, 

используя более разбавленный антирезусный иммуноглобулин или реагент, 

содержащий моноклональные анти-D (антирезусные) антитела. После 

инкубации сенсибилизированные эритроциты отмывали не менее 3 раз в 

0,9 % растворе натрия хлорида до получения прозрачной надосадочной 

жидкости. Для оценки пригодности контрольных клеток Кумбса в пробирку 

вносили 1 объем антиглобулиновой сыворотки (сыворотки Кумбса) и 2 

объема 5 % суспензии сенсибилизированных эритроцитов, осторожно 

перемешивают и через 5-10 мин оценивали агглютинацию.  

При отсутствии агглютинации повторяли процедуру сенсибилизации 

резус-положительных эритроцитов группы крови 0(I) менее разбавленным 

антирезусным иммуноглобулином или реагентом, содержащим 

моноклональные анти-D (антирезусные) антитела. 

С целью установления временного интервала, оптимального для 

оценки агглютинации нами проведена серия экспериментов с 

использованием международного СО (положительного с содержанием ГА и 

отрицательного, на содержащего ГА) (таблица16). Полученные результаты 

позволили сделать вывод, что временной интервал оценки агглютинации не 

должен превышать 10 мин, так как затем происходит неспецифическая 

агглютинация эритроцитов. 
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Таблица 16 – Результаты определения содержания ГА в 

международном СО при различном времени оценки агглютинации 

Эритроциты 

группы 

крови 

Время 

оценки, 

мин 

СО Степень агглютинации стандартных эритроцитов в 

разведении  

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 

А(II) 

1 полож 1+ - - - - - 

отриц - - - - - - 

3 полож 2+ 2+ 1+ 1+ - - 

отриц - - - - - - 

5 полож 4+ 3+ 2+ 2+ 1+ - 

отриц - - - - - - 

7 полож 4+ 3+ 2+ 2+ 1+ - 

отриц - - - - - - 

8 полож 4+ 3+ 2+ 2+ 1+ - 

отриц - - - - - - 

10 полож 4+ 3+ 2+ 2+ 1+ - 

отриц - - - - - - 

12 полож 4+ 4+ 3+ 3+ 1+ 1+ 

отриц 2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 

В(III) 

1 полож 1+ - - - - - 

отриц - - - - - - 

3 полож 2+ 2+ 1+ 1+ - - 

отриц - - - - - - 

5 полож 4+ 3+ 2+ 1+ - - 

отриц - - - - - - 

7 полож 4+ 3+ 2+ 1+ - - 

отриц - - - - - - 

8 полож 4+ 3+ 2+ 1+ - - 

отриц - - - - - - 

10 полож 4+ 3+ 2+ 1+ - - 

отриц - - - - - - 

12 полож 4+ 4+ 3+ 2+ 1+ 1+ 

отриц 2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 

0(I) 12 полож - - - - - - 
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Метод ПГА, регламентированный ЕФ, также предусматривает 

использование эритроцитов группы крови А(II) наиболее иммуногенной 

подгруппы А1 и группы крови В(III) для выявления анти-А ГА и анти-В ГА 

соответственно [134]. Однако для повышения чувствительности реакции 

необходима предварительная обработка эритроцитов папаином. Нами 

обоснована методика папаинизации эритроцитов с учетом доступных 

реагентов папаина. Лиофилизат растворяли в 2,5 мл воды очищенной. 

Инкубировали при температуре (37,0±0,5) 
0
С в течение 10–15 мин. Раствор 

использовали свежеприготовленным или хранившимся при температуре 

(6±2) 
0
С в течение не более 5 дней или при температуре минус (21±1)°С в 

течение не более 6 месяцев. Раствор после оттаивания повторно не 

замораживали. Для папаинизации эритроцитов в стеклянную пробирку 

вносили равные объемы промытых эритроцитов и приготовленного раствора 

папаина, инкубировали в течение от 10 до 15 мин при температуре 

(37±0,5) °С, а затем центрифугировали при 1500–2000 об/мин в течение 

10 мин при комнатной температуре (20±5) °С, после удаления надосадочной 

жидкости, осадок ресуспендировали в десятикратном объеме фосфатного 

буферного раствора и опять центрифугировали. При 10 минутной инкубации 

результаты определения содержания ГА в международном СО 

характеризовались вариабельностью, превышающей 1 шаг разведения, 

поэтому время инкубации установили 15 мин. 

С целью исключения вариабельности получаемых результатов 

ограничили время учета агглютинации от 4-5 до 10 минут аналогично 

реакции НГА.  

В основе метода определения анти-D антител лежит метод ПГА ЕФ с 

использованием Rh(+) и Rh(-) эритроцитов, обработанных папаином [134]. 

При этом использована методика обработки эритроцитов папаином, 

разработанная в ходе унификации методики определения ГА. В дальнейших 

исследованиях нами установлена возможность применения не только 
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свежеприготовленных эритроцитов, но и эритроцитов из наборов реагентов, 

хранящихся в стабилизирующем растворе (таблица 17). 

 

Таблица 17 - Результаты определения содержания анти-D антител.  

Эритроциты 

группы 

крови 

Производитель/ 

наименование 

реагента 

Степень агглютинации стандартных эритроцитов в 

разведении …  ЛП ИГЧ 

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 

R1R1 СПК 2+ 1+ - - - - 

ID-DiaCell I-II-

III 5%, 

2+ 1+ - - - - 

R2R2 СПК 2+ 1+ - - - - 

ID-DiaCell I-II-

III 5%, 

2+ 1+ - - - - 

rr ID-DiaCell I-II-

III 5%, 

- - - - - - 

Примечание – СПК – станция переливания крови 

 

Нами обоснована применимость методики с использованием гелевой 

технологии, используемой в клинической практике при установлении резус 

принадлежности, для оценки содержания анти-D антител в ЛП ИГЧ. Были 

получены результаты определения содержания анти-D антител в 

международном СО в соответствии с аттестованными значениями: 1:8 для 

положительного контроля; 1:2 или менее в отрицательном. Титр 1:2 

выявлялся в случаях использования тестовых эритроцитов, содержащих 

антиген C
w
, что допускается инструкцией по применению СО.

 
С целью 

исключения вариабельности получаемых результатов ограничено время 

учета агглютинации от 4-5 до 10 минут. 

Нами проведено изучение ЛП ИГЧ отечественного производства 

разработанными методиками, которое позволило установить в них 

содержание анти-А и анти-В ГА в титре не более 1:32, анти-D антител не 

более титра положительного СО (в разведении 1:8), что соответствует 



130 

 

 

международным требованиям (таблица 18). Результаты определения 

содержания ГА при использовании гелевой технологии и «на плоскости» 

обоими методами: ПГА и НГА были сопоставимыми, размах значений не 

превышал одного шага разведений.  

 

Таблица 18 – Содержание антиэритроцитарных антител в препаратах 

иммуноглобулинов человека отечественного производства  

Препарат иммуноглобулина человека 

в лекарственной форме 
Гемагглютинины  

Анти-D антитела  
анти-А анти-В 

Лиофилизат для приготовления 

раствора для внутривенного 

введения (n=35) 

1:8  

(1:4 – 1:32) 

1:8  

(1:4 – 1:16) 

1:2  

(менее 1:2 – 1:4) 

Раствор для внутривенного 

введения (n=17) 

1:8  

(1:4 – 1:32) 

1:8  

(1:2 – 1:16) 

1:2  

(менее 1:2 – 1:4) 

Раствор для инфузий (n=20) 
1:8  

(1:2 – 1:32) 

1:8  

(1:2 – 1:16) 

1:2  

(менее 1:2 – 1:4) 

Примечания. 

1. n – количество серий. 

2. указаны Мо титра антиэритроцитарных антител и диапазон значений 

 

С целью оценки сопоставимости методик, применяемых зарубежными 

производителями, и разработанных нами провели изучение содержания 

антиэритроцитарных антител в ЛП ИГЧ зарубежного производства (таблица 

19). Применение указанных методик позволило установить содержание ГА в 

титре, не отличающемся более чем на один шаг разведения. 

Проведенные исследования позволили разработать проекты ОФС 

«Определение анти-А и анти-В гемагглютининов в лекарственных 

препаратах иммуноглобулинов человека», ОФС «Определение анти-А и 

анти-В гемагглютининов в лекарственных препаратах из плазмы крови 

человека». ОФС «Испытание на анти-D антитела в лекарственных 

препаратах иммуноглобулинов человека» на методы/методики контроля 

содержания антиэритроцитарных антител. 
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Таблица 19 – Содержание антиэритроцитарных антител в препаратах 

иммуноглобулинов человека зарубежного производства  

Наименование 

образца  

( производиитель, 

страна) 

Наименовани

е метода 
Гемагглютинины  

Анти-D антитела  
анти-А анти-В 

Гамунекс 

(Талекрис 

Биотерапьютикс 

Инк, США) (n=5) 

НГА
3 

1:8  

(1:4 – 1:16) 

1:4  

(1:2 – 1:4) 

1:2  

(менее 1:2 – 1:2) 

НГА
4 

1:8  

(1:4 – 1:16) 

1:4  

(1:2 – 1:4) 

1:2  

(менее 1:2 – 1:2) 

И.Г.Вена 

(Кедрион С.п.А., 

Италия) (n=5) 

ПГА
3 

1:4  

(1:4 – 1:16) 

1:4  

(1:2 – 1:8) 

1:2  

(менее 1:2 – 1:2) 

ПГА
4 

1:4  

(1:4 – 1:16) 

1:4  

(1:4 – 1:8) 

1:2  

(менее 1:2 – 1:2) 

Иммуноглобулин 

Сигардис 

(Сычуаньская 

Юанда Шуян 

Фармацевтическая 

компания, Китай) 

(n=10) 

НГА
3 

1:8  

(1:2 – 1:8) 

1:8  

(1:2 – 1:8) 

1:2  

(менее 1:2 – 1:2) 

НГА
4 

1:8  

(1:4 – 1:8) 

1:8  

(1:2 – 1:8) 

1:2  

(менее 1:2 – 1:2) 

Октагам 

(Октафарма 

Фармацевтика 

Продуктионсгес 

м.б.Х., Австрия) 

(n=5) 

НГА
3 

1:8  

(1:4 – 1:32) 

1:4  

(1:4 – 1:8) 

1:2  

(менее 1:2 – 1:2) 

НГА
4 

1:8  

(1:4 – 1:32) 

1:4  

(1:4 – 1:8) 

1:2  

(менее 1:2 – 1:2) 

Примечания. 

1 - n – количество серий. 

2 - указаны Мо титра антиэритроцитарных антител и диапазон значений 

3 – методика производителя 

4 – разработанныая методика 

 

5.3. Разработка унифицированных методик оценки содержания 

активатора прекалликреина 

 

С целью методического обеспечения определения содержания АПК в 

ЛП ИГЧ и АЧ, нами на основе хромогенного метода, описанного в ЕФ [134], 
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разработаны методики (кинетический тест и тест по конечной точке с 

использованием стоп-реагента), которые унифицированы по биологическому 

реагенту ПК разных производителей.  

В основе метода определения содержания АПК находится 

взаимодействие АПК и ПК, количественное соотношение которых должно 

обеспечивать образование калликреина в объеме, эквивалентном 

содержанию АПК в образце. Девятикратное увеличение количества 

прекалликреина по отношению к образцу, содержащему не более 35 МЕ/мл 

АПК, соответствует этому требованию. С целью унификации 

разрабатываемых методик, нами обоснован критерий приемлемости 

применения реагента ПК при оптимальной продолжительности 

инкубирования реакционной смеси образца и ПК [41]. Сертификаты анализа 

прекалликреина производства Coachrom Diagnostica и Hyphen, 

рекомендованных для использования в методике ЕФ, содержат 

информацию в виде «ПК-активность на 32 МЕ/мл: ∆abs405/10 мин», которая 

должна находиться в интервале от 0,2 до 0,6 оптических единиц. ПК 

производства Sekisui Diagnostics GmbH; Enzyme Research Laboratories и 

Calbiochem, EDM Millipore Corporation восстанавливали в воде очищенной 

до содержания 1,0 мг/мл (на основании данных сертификата анализа о 

содержании белка ПК), далее готовили разведения 1/10, 1/100, 1/200, 1/500. 

Для исключения ошибок, связанных с изменением ионной силы и значения 

рН инкубационной смеси использовали соотношение образца и 

прекалликреина 1:9. Оптимальная прекалликреиновая активность реагентов 

прекалликреина производства Sekisui Diagnostics GmbH, Enzyme Research 

Laboratories и Calbiochem, EDM Millipore Corporation соответствовала 

интервалу ∆А/10 мин от 0,2 до 0,6 оптических единиц при инкубировании 

реакционной смеси в течение 30 мин при температуре 37±1 ºС (таблица 20).  

Оптимальная прекалликреиновая активность указанных реагентов, 

соответствующая ∆А/10 мин 0,34, 0,37 и 0,54 оптических единиц при 

инкубировании   реакционной   смеси   в   течение   30 мин  при температуре  
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Таблица 20 -  Результаты определения прекалликреиновой активности коммерческих реагентов прекалликреина 

 

Наименование 

производителя 

реагента 

прекалликреина 

Скорость изменения оптической плотности (∆А/10 мин) для прекалликреина в разведении … при различной 

продолжительности инкубации, единиц оптической плотности,  (количество исследований не менее 3) 

Без разведения
1 

1/10 1/100 1/200  1/500 

10 мин 20 мин 30 мин 10 

мин 

20 мин 30 мин 10 мин 20 мин 30 мин 10 мин 20 мин 30 мин 30 мин 

Sekisui Diagnostics 

GmbH  

1,013 -
2
 0,638 0,983 1,073 1,140 0,173 0,273 0,336 0,058 0,075 0,077 0,033 

Enzyme Research 

Laboratories 

1,530 -
2
 0,822 1,550 1,054 1,150 1,163 0,213 0,370 0,084 0,067 0,051 0,032

 

EDM Millipore 

Corporation 

(Calbiochem) 

1,760 1,675 1,332 1,950 1,012 1,850 0,763 0,913 0,835/ 

0,544
3
 

-
2
 -

2
 0,331/ 

0,098
3 

0,090/ 

0,054
3
 

Coachrom 

Diagnostica 

0,128 0,080 0,194
 

0,046 0,064 0,051 0,010 0,012 0,034 0,009 0,008 0,01 -
2
 

Hyphen 0,130 0,154 0,210 0,039 0,024 0,043 -
2
 -

2
 -

2
 -

2
 -

2
 -

2
 -

2
 

ООО фирма 

«Технология-

Стандарт» 

0,086 0,090 0,400 0,189 0,167 0,190 -
2
 -

2
 -

2
 -

2
 -

2
 -

2
 -

2
 

Примечания. 

1 – прекалликреин производства Coachrom Diagnostica, Hyphen и ООО фирма «Технология-Стандарт»восстанавливали в 2,0 мл воды 

очищенной производства Sekisui Diagnostics GmbH; Enzyme Research Laboratories и Calbiochem, EDM Millipore Corporation восстанавливали 

в воде очищенной до расчетного содержания 1,0 мг/мл; 

2 – не определяли; 

3- для разных серий реагента. 
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37±1ºС, была выявлена при использовании ПК в разведении с расчетным 

содержанием 0,01 мг/мл белка. Реагенты ПК производства Coachrom 

Diagnostica, Hyphen и ООО фирма «Технология-Стандарт» после 

восстановления в соответствии с указаниями производителя при тех же 

условиях инкубирования проявляли ∆А/10 мин 0,20; 0,21 и 0,40, 

соответственно. Адекватность использования хромогенного субстрата в 

концентрации 2 мМ подтверждается ∆А/10 мин равной от 0,2 до 0,6, в тоже 

время разведение хромогенного субстрата до 0,6 мМ не применимо для 

использования микропланшет, так как должно быть внесено в реакционную 

смесь в соотношении 1:40, и не обеспечивает указанный диапазон 

∆А/10 мин. 

Оптимальным временем инкубации реакционной смеси при 37±1 ºС 

является 30 мин. Для исключения неспецифического снижения количества 

прекалликреина и заниженной оценки содержания АПК нецелесообразно 

увеличивать время инкубации более 30 мин. Прекалликреиновая активность 

реагентов прекалликреина производства Sekisui Diagnostics GmbH, Enzyme 

Research Laboratories и EDM Millipore Corporation с содержанием белка 

1,0 мг/мл, соответствующая ∆А/10 мин в диапазоне 0,638–1,332 с 

последующим увеличением значения этого параметра до 0,983–1,155 при 

содержании белка 0,1 мг/мл обусловлена неадекватным соотношением 

реагентов. 

По окончании инкубации в реакционную смесь вносили равное 

(реакционной смеси) количество хромогенного субстрата в концентрации 

2 мМ и измеряли при 37±1 ºС кинетическое изменение оптической 

плотности. В методике со стоп-реагентом после внесения хромогенного 

субстрата инкубацию проводили при 37±1 ºС еще 15 минут и вносили стоп-

реагент в количестве, равном количеству внесенного хромогенного 

субстрата. Использование указанных соотношений реагентов позволяет 

воспроизводить методику как в микропланшетах, так и в пробирках. 
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Разработанными методиками нами было изучено содержание АПК в ЛП ИГЧ 

и АЧ отечественного производства (таблица 21).  

 

Таблица 21 – Содержание активатора прекалликреина в препаратах 

иммуноглобулинов и альбумина человека отечественного производства 

Наименование препарата 

(производитель, город) 

Содержание активатора прекалликреина, 

МЕ/мл  

Альбумин (ФГУП «НПО 

«Микроген», г. Уфа) 

5,3
1
  5,8

2
  

Альбумин (ФГУП «НПО 

«Микроген», г. Пермь) 

1,1
1
  1,9

2
  

Альбумин (ФГУП «НПО 

«Микроген», г. Томск) 

4,7
1
  4,7

2
  

Альбумин (ФГУП «НПО 

«Микроген», г. Н.Новгород) 

Менее 1
1
  Менее 1

2
  

Альбумин (ГБУЗ «СПК 

Калининградской области»,  

г. Калининград) 

Менее 1
1
  Менее 1

2
  

Альбумин (ГУЗ СО «СПК № 2 

«САНГВИС», г. Екатеринбург) 

9,1
1
  15,4

2
  

Иммуновенин (ФГУП «НПО 

«Микроген», г. Уфа) 

Менее 1
1
  Менее 1

2
  

Имбиоглобулин (ФГУП «НПО 

«Микроген», г. Нижний Новгород) 

Менее 1
1
  Менее 1

2
  

Примечания. 

1. Содержание активатора прекалликреина изучено хромогенным кинетическим 
методом. 

2. Содержание активатора прекалликреина изучено хромогенным методом с оценкой 
по конечной точке. 

 

Полученные результаты свидетельствовали о применимости методик 

для оценки качества изучаемых препаратов в допустимом диапазоне – не 

более 35 МЕ/мл [47, 58]. Для подтверждения сопоставимости результатов 

определения АПК в ЛП ИГЧ и АЧ зарубежного производства 

разработанными нами методиками и методиками производителей была 

проведена серия экспериментов с использованием реагентов ПК в 

соответствии с указаниями в НД; построение калибровочного графика и 

пробоподготовку образца осуществляли в диапазоне, регламентированном 
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НД. Подготовка ПК соответствовала используемым методикам (таблица 22). 

Провели по 3 определения, статистически значимых различий в полученных 

результатах не установлено.  

 

Таблица 22 – Содержание активатора прекалликреина в препаратах 

иммуноглобулинов и альбумина человека зарубежного производства 

Группировочное 

наименование/номер 

образца (страна 

производства) 

Содержание активатора прекалликреина,  

МЕ/мл,    ± Sx 

t-критерий 

Стьюдента 

методика фирмы  
разработанная 

методика 

АЧ/1 (США) 2,4+0,6
2
  2,6+0,3

2 0,30 

АЧ/2 (Швейцария) 4,2+0,2
1
  3,4+0,6

1
  1,26 

АЧ/3 (Италия) 6,4+0,4
1
  5,7+0,2

1
  1,57 

ИГЧ/4 (Германия) 2,0+0,3
1
  2,3+0,6

1
  0,45 

ИГЧ/5 (Италия)
3 

Менее 5
2
  Менее 5

2
  - 

ИГЧ/6 (США) 5,4+0,6
2
  5,2+0,4

2
  0,28 

ИГЧ/7 (Китай)
4 

Менее 10
2
  Менее 10

2
  - 

ИГЧ/8 (Китай)
4 

Менее 10
2
  Менее 10

2
  - 

Примечания. 

1 - Содержание активатора прекалликреина изучено хромогенным кинетическим методом. 

1. 2 - Содержание активатора прекалликреина изучено хромогенным методом с оценкой по 

конечной точке. 

2. 3 - Диапазон калибровочного графика от 5 до 20 МЕ/мл 
3. 4 - Диапазон калибровочного графика от 1 до 5 МЕ/мл, используется разведение образца 

1:10  

4. 5 - Теоретическое значение t-критерия Стьюдента равно 2,776 

 

Проведенные исследования позволили разработать проект ОФС 

«Определение содержания активатора прекалликреина в лекарственных 

препаратах из плазмы крови человека» на метод контроля содержания АПК в 

ЛП из ПКЧ. 
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ВЫВОДЫ К ГЛАВЕ 5 

1. Унифицирована методика определения АКА, по 

желатинсодержащему буферному раствору; комплемента, приготовленного 

пула сыворотки крови не менее 10 морских свинок; объему реакционной 

смеси при титровании гемолизина, комплемента и определении АКА в 

исследуемом образце иммуноглобулина; у использованию СО 

иммуноглобулина человека; формуле расчета для выражения АКА в 

процентах; и расчета АКА, выраженной в единицах комплемента, 

связавшегося с 1 мг белка иммуноглобулина (СН50/мг белка). 

2. Унифицированы методики определения содержания 

антиэритроцитарных антител по испольуемым реагентам эритроцитов и 

методике их подготовки, папаина, времени оценки результатов. 

3. Унифицированы методики определения содержания АПК по 

реагенту прекалликреин, установлен критерий приемлемости его 

использования в методиках. Используемое соотношение реагентов в 

реакционной смеси, концентрация хромогенного субстрата и временные 

характеристики методик позволяют стандартизовать условия проведения 

реакции амидолитического расщепления хромогенного субстрата. 

1. Разработаны проекты ОФС «Определение антикомплементарной 

активности лекарственных препаратов иммуноглобулинов человека для 

внутривенного введения»; ОФС «Определение анти-А и анти-В 

гемагглютининов в лекарственных препаратах иммуноглобулинов человека» 

ОФС «Испытание на анти-D антитела в лекарственных препаратах 

иммуноглобулинов человека», ОФС «Определение содержания активатора 

прекалликреина в лекарственных препаратах из плазмы крови человека», 

ОФС «Определение анти-А и анти-В гемагглютининов в лекарственных 

препаратах из плазмы крови человека». 
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ГЛАВА 6 ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДИК ОЦЕНКИ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ 

БЕЗОПАСНОСТИ ПРЕПАРАТОВ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ И 

АЛЬБУМИНА ЧЕЛОВЕКА 

 

6.1. Обоснование методологии валидации методик, основанных на 

иммунобиологических реакциях 

 

В соответствии с классификацией методик, предназначенных для 

контроля примесей, рассматриваемые нами методики являются испытаниями 

на предельное содержание, регламентирующими содержание примесей не 

выше установленного [9, 89]. В соответствии с ОФС.1.1.0012.15 «Валидация 

аналитических методик» для таких методик валидационные исследования 

ограничиваются определением специфичности, предела обнаружения и, при 

необходимости, правильности [8]. Для оценки специфичности в отношении 

определяемого вещества, необходимо экспериментальное подтверждение, 

что присутствие сопутствующих компонентов не влияет непредусмотренным 

образом на результат анализа. Допускается оценка специфичности 

валидируемой методики путем анализа модельных смесей известного 

состава, содержащих определяемое вещество. Однако отсутствие таких 

характеристик методик, как прецизионность и сходимость не позволяет 

гарантировать получение сопоставимых результатов в различных 

лабораториях, а качество препаратов, установленное на производстве, может 

не соответствовать установленным нормативным требованиям по 

предельному содержанию.  

Для проведения валидационных исследований методик, основанных на 

полуколичественной оценке результатов, невозможно определить 

общеприяными методами сходимость, прецизионность, диапазон 

определения и предел обнаружения. Определение прецизионности 

предсталяет собой механизм установления вариабельности результатов в 

зависимости от изменяющихся условий. Этими условиями могут быть: 
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оператор, время. Однако принципиальное значение в оценке пригодности 

методик контроля качества ЛП ИГЧ и АЧ иммунобиолгическими методами 

приобретает вариабельность свойств используемых биологических 

реагентов. 

Для реагентов эритроцитов это могут быть: производитель, срок 

использования (после взятия), подготовка (процедура отмывания, обработки 

папаином и др.). Значительной вариабельностью свойств обладает реагент 

прекалликреин в зависимости от производителя, так как исходные 

характеристики этих реагентов различны, фармакопейные требования к нему 

отсутствуют. 

Таким образом, методология валидации методик, основанных на 

иммунобиологических реакциях основывается на особенностях применения 

этих методик и зависит от спектра используемых реагентов. Кроме того, для 

проведения валидации необходимо использовать образцы, содержащие 

известное количество определяемого вещества. Наиболее приемлемыми для 

этой цели являются СО. 

 

6.2. Разработка алгоритма и проведение валидации методик 

оценки содержания антиэритроцитарных антител в лекарственных 

препаратах из плазмы крови человека, основанных на реакциях прямой 

и непрямой гемагглютинации 

 

На примере методов определения содержания антиэритроцитарных 

антител нами был обоснован алгоритм разработки программы валидации 

методик НГА и ПГА. Предел обнаружения для этих методик зависит от 

кратности разведения испытуемого образца, так как они являются 

полуколичественными. Валидационные характеристики прецизионности не 

могут быть установлены общепринятыми методами (Рисунок 13).  
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Рисунок 13. Алгоритм валидации методик, основанных на методах 

гемагглютинации 

 

Определение валидационных характеристик предполагает 

использование образцов с известным содержанием определяемого вещества. 

Рассматриваемые методики контроля качества ЛП по показателям 

специфической безопасности основаны на уникальных биологических 

эффектах, при этом альтернативные количественные методы оценки 

содержания примесей отсутствуют. 

Использование международных или фармакопейных (ЕФ) СО 

содержания ГА для валидации разработанной нами методики НГА 

невозможно, так как они рекомендованы для метода ПГА. Поэтому нами 

использованы образцы, представляющие собой растворы ИГЧ с предельно 

допустимым количеством ГА в титре 1:64 и не содержащий ГА. Для 

валидации методик определения содержания анти-D антител использованы 

международные СО (таблица 23).  
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Таблица 23 – Валидационные характеристики разработанных методик оценки 

содержания антиэритроцитарных антител 

 
Показатель 

качества 

Наименование 

метода 

Валидационные характеристики 

Специфичность Правильность Прецизионность Сходимость 

Анти-А 

и анти-В 

ГА 

ПГА «на 

плоскости» 
+ 105 % 5 % 

1 шаг 

разведенни

я 

НГА «на 

плоскости» 
+ 110 % 5 % 

1 шаг 

разведения 

НГА гелевая 

технология 
+ 100 % 3 % 

1 шаг 

разведения 

Анти-D 

антитела 

ПГА «на 

плоскости» 
+ 105 % 5 % 

1 шаг 

разведения 

ПГА гелевая 

технология 
+ 100 % 0 

Разброс 
результатов 

отсутствует  

 

Предложенный нами алгоритм позволил провести валидационные 

исследования разработанных методик оценки содержания 

антиэритроцитарных антител на основе методов НГА и ПГА. При условии 

соответствия методик установленным нами критериям при испытаниях ЛП 

ИГЧ вариабельность результатов не будет превышать один шаг разведения. 

 

6.3. Разработка алгоритма и проведение валидации методики 

определения антикомплементарной активности иммуноглобулинов 

человека, основанной на реакции связывания комплемента 

 

Нами установлено, что алгоритм разработки программы валидации 

методик определения АКА должен учитывать перспективы применения 

биологических реагентов одного или нескольких производителей, срок 

использования в РСК эритроцитов (после взятия от животного). При этом 

алгоритм валидации должен включать следующие структурные элементы: 

а) выявление факторов, влияющих на неопределенность, которые могут 

зависеть от: 
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1. источников получения крови бараньей, регламентированных 

сроков её использования; 

2. вариабельности характеристик реагента комплемента морских 

свинок, обусловленных источником его получения/изготовления; 

3. квалификации исследователей; 

б) использование в качестве испытуемых образцов положительного и 

отрицательного контролей СО иммуноглобулина человека 

(антикомплементарная активность), которые позволяют охарактеризовать 

методику в различных диапазонах; 

в) установление правильности и сходимости во временном интервале 

не более трех суток,  

г) установление прецизионности с учетом факторов, влияющих на 

неопределенность. 

Предел количественного определения, специфичность и линейность 

обусловлены методическими особенностями проведения РСК и не требуют 

подтверждения общепринятыми методами. 

Валидационные исследования унифицированной нами методики 

проводили с учетом выполнения ее квалифицированными сотрудниками с 

использованием коммерческого реагента кровь баранья двух наименований 

различных серий в период с 7 по 21 сутки после изготовления [56, 60]. 

Установлено, что внутрилабораторная прецизионность с применением 

различных реагентов эритроцитов барана на 7, 14 и 21 сутки их 

использования соответствует 10 % для отрицательного контроля, 3 % для 

положительного контроля, по фактору операторы прецизионность не 

превышает 14 % для обоих контролей, сходимость соответствует 

коэффициенту вариации 2 % и 4 % для положительного и отрицательного 

контролей соответственно. 

Проведенные дальнейшие исследования внутрилабораторной 

прецизионности, позволили сделать вывод о том, что коэффициент вариации 

внутрилабораторной прецизионности (по фактору время) для отрицательного 



143 

 

 

контроля СО иммуноглобулина человека BRP составил 11,97 % (оператор I) 

и 11,23 % (оператор II), для положительного контроля – 2,08 % (оператор I) и 

3,59 % (оператор II). Аналогичным образом рассчитывали коэффициент 

вариации внутрилабораторной прецизионности (по фактору время и 

операторы), который составил 11,16 % для отрицательного контроля и 3,14 % 

для положительного контроля СО иммуноглобулина человека BRP. Анализ 

значений F- и t-критериев свидетельствует о статистической незначимости 

различий между средними значениями и стандартными отклонениями 

результатов измерений двух операторов с достоверностью 95 % [60].  

При оценке правильности критерием приемлемости служили значения 

АКА отрицательного и положительного контролей СО иммуноглобулина 

человека BRP, соответствующие аттестованным: 10-40% для отрицательного 

контроля; 60-100 % для положительного контроля. Значения АКА СО 

иммуноглобулина человека BRP, полученные в настоящем исследовании, 

находились в аттестованных интервалах и составляли от 17,1 до 23,5 % 

(среднее значение составило 20,0 %) для отрицательного контроля и от 79,1 

до 88,5 % (среднее значение составило 85,4 %) для положительного 

контроля. Таким образом, валидируемая методика характеризуется 

приемлемой правильностью.  

Коэффициент вариации повторяемости, характеризующий 

повторяемость результатов измерений АКА отрицательного и 

положительного контролей СО иммуноглобулина человека BRP получили 

для отрицательного контроля 1,07 %; для положительного контроля 0,18 %. 

Аналогичным образом провели статистическую обработку полученных 

результатов для аналитика II.  Таким образом, валидационное исследование 

сходимости позволило сделать вывод о том, что для отрицательного 

контроля СО иммуноглобулина человека BRP коэффициент вариации 

составил 1,07 % и 1,03 % для аналитика I и II соответственно, для 

положительного контроля – 0,18 % и 0,31 % для аналитика I и II 

соответственно. 
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Так как единица гемолитической активности комплемента (1 СН50) 

определяется как количество комплемента, которое в определенных условиях 

опыта вызывает гемолиз 50 % оптимально сенсибилизированных 

эритроцитов, предел количественного определения равен 1 СН50/мл, что 

соответствует значению АКА равному 1 % или 0,02 СН50/мг 

иммуноглобулина.  

Критерием приемлемости при оценке линейности является 

соответствие графика зависимости степени гемолиза от объема разведения 

комплемента, который при визуальном осмотре должен иметь линейный 

характер на участке от 0,15 до 0,85 степени гемолиза (Рисунок 14). 

 

(А)  

 

(Б)  

Рисунок 14 – Графики зависимости степени гемолиза от объема разведения 

комплемента в (А) – отрицательном контроле, (Б) – положительном контроле 

Таким образом, проведенные исследования подтвердили применимость 

обоснованного алгоритма для разработки программы валидации. Результаты 
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валидационных исследований показали пригодность унифицированной 

методики для определения АКА. 

 

6.4. Разработка алгоритма и проведение валидации методик 

определения содержания активатора прекалликреина в лекарственных 

препаратах иммуноглобулинов и альбумина человека, основанных на 

реакции амидолитического расщепления хромогенного субстрата 

 

Нами установлено, что алгоритм разработки программы валидации 

методик определения содержания АПК должен учитывать перспективы 

применения биологических реагентов одного или нескольких 

производителей, а также группировочное наименование ЛП, для анализа 

которого методика используется. При этом алгоритм валидации должен 

включать следующие структурные элементы: 

а) выявление факторов, влияющих на неопределенность, которые могут 

зависеть от: 

1. вариабельности характеристик реагента ПК. При условии 

регламентированного применения аналогичных реагентов методика должна 

быть валидирована с использованием всех допустимых аналогов; 

2. квалификации исследователей; 

б) использование в качестве испытуемых образцов, полученных 

методом добавок расчетного количества АПК в раствор ИГЧ или АЧ в 

зависимости от назначения методики; 

в) изучение валидационных характеристик в диапазоне допустимого 

количества содержания АПК, не превышающего 35 МЕ/мл, с использованием 

образцов, расчетное содержание АПК в которых соответствует диапазону 

калибровочной кривой. 

г) установление прецизионности с учетом факторов, влияющих на 

неопределенность. 
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Валидационные характеристики разработанных нами методик 

определения АПК с использованием всех доступных реагентов ПК 

подтвердили их соответствие критериям приемлемости [41]. Линейность с 

коэффициентом корреляции, равным более 0,99 показана в диапазоне от 0 до 

35 МЕ/мл  (Рисунок 15, 16). Степень извлечения в диапазоне от 94,4 до 

111,8 % при использовании методик с кинетическим измерением и по 

конечной точке подтверждает их правильность (таблица 24).  

 

 

 

Рисунок 15. Зависимость изменения оптической плотности от концентрации 

активатора прекалликреина (кинетический тест) 
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Рисунок 16. Зависимость изменения оптической плотности от концентрации 

активатора прекалликреина (тест по конечной точке) 

 

Внутрилабораторная прецизионность по фактору реагента ПК 

составила для образцов альбумина человека с расчетным содержанием 10 

МЕ/мл – 8,6 %, с расчетным содержанием 20 МЕ/мл – 5,6 %, с расчетным 

содержанием 30 МЕ/мл – 4,6 % (без учета содержания белка), для образцов 

иммуноглобулина человека с расчетным содержанием 10 МЕ/мл – 5,3 %, с 

расчетным содержанием 20 МЕ/мл – 2,6 %, с расчетным содержанием 30 

МЕ/мл – 2,8 %, что соответствует критерию приемлемости для методик 

анализа биологических препаратов – не более 15 % [9]. Внутрилабораторная 

прецизионность для образцов (альбумина человека и иммуноглобулинов 

человека) с расчетным содержанием 1 МЕ/мл составила 13,7 %. При 

использовании реагента ПК одного производителя внутрилабораторная 

прецизионность не превышала 2 %, сходимость при этом соответствовала 

коэффициенту вариации, не превышающему 5 %. Оценка сходимости 

результатов определения оптической плотности/изменения оптической 

плотности в двух повторностях позволила установить её критерий 

приемлемости – 5 % 
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Таблица 24 - Результаты определения содержания активатора прекалликреина  в образцах, полученных методом добавок 

Наименование 

образца 

Расчетное 

содержание 

активатора 

прекалликреина, 

МЕ/мл 

Фактическое содержание активатора прекалликреина, МЕ/мл 

Коэффициент 

вариации, % 

Кинетический тест 

(n=7) 

Тест по конечной точке 

(n=6) 
  ±Sx 

  ±Sx 
%  

выхода 

Коэффициент 

вариации, % 
  ±Sx 

%  

выхода 

Коэффициент 

вариации, % 

Альбумин человека 

5 % 

1 1,0±0,2 96,0 15,8 1,0±0,1 101,0 14,6 1,0±0,1 14,8 

10 10,8±0,9 107,8 8,4 10,6±0,8 106,0 7,6 10,7±0,8 7,7 

20 21,1±1,4 105,5 6,4 20,8±1,1 104,2 5,2 21,0±1,2 5,7 

30 29,3±1,3 97,7 4,6 30,5±1,5 101,5 4,9 29,8±1,5 4,9 

Альбумин человека 

10 % 

1 1,0±0,1 96,3 14,3 0,9±0,1 94,4 11,1 1,0±0,1 12,4 

10 10,4±0,8 104,3 7,7 11,2±1,1 111,8 9,5 10,7±1,0 8,9 

20 19,5±1,0 97,3 5,0 21,3±1,0 106,3 4,5 20,3±1,3 6,5 

30 29,3±1,0 97,7 3,6 31,1±1,2 103,8 3,9 30,1±1,4 4,7 

Альбумин человека 

20 % 

1 1,0±0,1 102,7 14,1 1,0±0,2 105,6 16,0 1,0±0,1 14,3 

10 10,7±0,8 106,9 7,6 9,6±0,7 96,2 7,6 10,2±0,9 9,0 

20 20,7±1,1 103,3 5,2 20,8±0,8 104,1 3,8 20,7±0,9 4,5 

30 29,6±1,7 98,7 5,8 30,3±0,6 101,1 2,1 29,9±1,4 4,6 

Иммуноглобулин 

человека для 

внутривенного 

введения  

(разведение до 3 %) 

1 1,0±0,1 96,4 14,9 1,0±0,1 99,0 13,9 1,0±0,1 13,7 

10 10,2±0,6 102,4 6,2 10,5±0,5 105,4 4,4 10,4±0,5 5,3 

20 20,6±0,6 103,0 2,9 20,8±0,5 104,2 2,4 20,7±0,5 2,6 

30 30,5±1,2 101,6 3,9 30,3±0,5 101,1 1,7 30,4±0,9 2,8 

Примечание - n – количество исследований 

 



ВЫВОДЫ К ГЛАВЕ 6 

1. Обоснованная методология валидации методик оценки показателей 

специфической безопасности ЛП ИГЧ и АЧ позволила разработать 

алгоритмы и провести в соответствии с ними валидационные исследования 

разработанных методик.  

2. Проведенная валидация методик оценки содержания АПК, 

антиэритроцитарных антител, определения уровня АКА подтвердила их 

пригодности для контроля качества ЛП ИГЧ и АЧ, что позволило 

разработать и внедрить ОФС.1.8.2.0007.15 «Определение 

антикомплементарной активности лекарственных препаратов 

иммуноглобулинов человека для внутривенного введения» [78]; ОФС 

1.8.2.0005.15 «Определение анти-А и анти-В гемагглютининов в 

лекарственных препаратах иммуноглобулинов человека» [76], 

ОФС.1.8.2.0004.15 «Испытание на анти-D антитела в лекарственных 

препаратах иммуноглобулинов человека» [28], ОФС.1.8.2.0013.18 

«Определение содержания активатора прекалликреина в лекарственных 

препаратах из плазмы крови человека» [81]. 
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ГЛАВА 7. ИССЛЕДОВАНИЯ ПО СТАНДАРТИЗАЦИИ 

ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ И 

АЛЬБУМИНА ЧЕЛОВЕКА ПО СПЕЦИФИЧЕСКОЙ БЕЗОПАСНОСТИ 

 

В соответствии с разработанной нами методологией стандартизации 

ЛП ИГЧ и АЧ по специфической безопасности одним из её структурных 

элементов является контроль качества унифицированными методиками с 

подтвержденной воспроизводимостью результатов испытаний, а также 

использованием стандартных образцов, позволяющих исключить влияние 

вариабельности свойств реагентов на результаты испытаний. Методы 

контроля качества ЛП ИГЧ и АЧ по специфической безопасности основаны 

на иммунобиологических реакциях с использованием реагентов 

биологического происхождения, стандартность свойств которых по всем 

параметрам обеспечить в настоящее время невозможно. Валидационные 

исследования разработанных методик, представленные в главе 6, 

свидетельствует о вкладе в неопределенность результатов испытаний таких 

реагентов, как эритроциты человека и папаин (реакции ГА), эритроциты 

барана и комплемент морских свинок (РСК), ПК (реакции амидолитического 

расщепления). Для установления приемлемости результатов испытаний 

целесообразно использование СО. Критерием в таком случае может быть 

соответствие полученных значений характеристик СО аттестованным 

значениям [10, 11, 16 - 18]. В тоже время, СО образцы могут быть и 

носителем единицы измерения. Такими СО являются СО содержания АПК, 

т.к. определение содержания АПК в ЛП ИГЧ и АЧ осуществляется 

относительно СО, калиброванного в МЕ. СО содержания анти-D антител и 

СО лимита содержания анти-А и анти-В гемагглютининов также являются 

носителем единицы измерения, но не используются для построения 

калибровочного графика [44, 52]. Методология применения международных 

СО для контроля качества биологических ЛП предусматривает их 
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использование только для аттестации национальных/фармакопейных СО, а 

не для рутинных испытаний [258]. 

Таким образом, методологические подходы к стандартизации ЛП ИГЧ 

и АЧ по специфической безопасности можно разделить на три группы, 

направленные на: стандартизацию методик, разработку доступных 

национальных СО, носителей единицы нормируемой величины, и 

обоснование системы и критериев оценки воспроизводимости результатов. 

Учитывая перспективы применения указанных СО в одной 

(фармацевтической) отрасли, целесообразна разработка отраслевых СО. 

 

7.1. Разработка стандартных образцов для контроля качества 

лекарственных препаратов иммуноглобулинов и альбумина человека по 

показателям специфической безопасности. 

 

7.1.1. Разработка стандартного образца «Иммуноглобулина 

человека (антикомплементарная активность)» 

 

7.1.1.1. Обоснование состава, свойств и критериев выбора 

кандидатов в стандартный образец для определения уровня 

антикомплементарной активности иммуноглобулинов человека 

 

При разработке СО Иммуноглобулина человека (антикомплементарная 

активность) использовали принцип максимального приближения к 

содержанию в его составе примесей, характеризующих уровень АКА ЛП 

ИГЧ [44, 64]. Известно, что молекулы иммуноглобулина приобретают 

способность спонтанно активировать систему комплемента вследствие 

агрегации в процессе фракционирования ПКЧ и хранения препарата. 

Аналогичные изменения строения и межмолекулярных взаимодействий 

иммуноглобулинов класса G могут быть обусловлены нагреванием, 

обработкой органическими растворителями и химическими реагентами.  
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В целях разработки СО для определения АКА проводились 

исследования по нескольким направлениям. Первоначально была проведена 

оценка возможности использования препаратов ИГЧ отечественного 

производства в качестве СО. При этом отрицательный и положительный 

контроли формировались путем изменения исходного количества 

иммуноглобулина (0,2 мл для отрицательного контроля и 0,6 мл для 

положительного контроля) аналогично СО иммуноглобулина человека BRP. 

Были изучены по три серии различных лекарственных форм ИГЧ 

отечественного производства. Результаты исследований свидетельствуют о 

возможности использования изученных ЛП ИГЧ в качестве отрицательного 

контроля и их непригодность в качестве положительного контроля СО для 

определения АКА (минимальная степень гемолиза превышала 50%) [63]. 

Для получения положительного контроля применили метод нагрева на 

водяной бане при температуре (56±1) ºС. Более целесообразно с точки зрения 

использования в качестве кандидата в СО рассматривать раствор ИГЧ, 

расфасованный в ампулы небольшого объема. Дальнейшие исследования 

были направлены на установление оптимальных условий термической 

обработки готовых ЛП ИГЧ для внутримышечного введения (Рисунок 17). 

 

 

 

Рисунок 17 – Выбор оптимальных условий термической обработки 

препаратов иммуноглобулина в различной фасовке 
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Термическая обработка изученных серий препаратов 

иммуноглобулинов человека для внутримышечного введения позволяет 

изменять значения АКА до диапазона, превышающего 50%, т.е. 

удовлетворяющих требованиям, предъявляемым к положительному 

контролю СО иммуноглобулина человека. Оптимальная продолжительность 

термической обработки установлена для ампул по 3 мл – 7 минут; для ампул 

по 1/1,5 мл – 5 минут. Следует отметить, что при внесении в технологию 

производства ЛП ИГЧ для внутримышечного введения этапа вирусной 

инактивации при кислом значении рН, была установлена оптимальная 

продолжительность инкубирования кандидата в положительный контроль 

(фасовка по 1,5 мл) в течение 7 мин, которая позволила получать значения 

АКА 76,9±1,5 %. 

Нами установлена возможность применения для получения 

положительного контроля ЛП ИГЧ различных группировочных названий 

(таблица 25), однако учитывая более высокую себестоимость специфических 

иммуноглобулиновых препаратов их применение для разработки СО не 

оправдано. 

Таким образом, предложенная нами методология разработки СО 

иммуноглобулина человека (антикомплементарная активность) позволила 

обосновать: 

- комплектность СО (набор, включающий положительный и 

отрицательные контроли, готовые к применению в методике определения 

АКА без дополнительной пробоподготовки); 

- критерии выбора кандидата в СО (исходная АКА ЛП ИГЧ, не 

превышающая 50 %); 

- способ получения положительного контроля (термическая обработка 

раствора ИГЧ в первичной упаковке при температуре (56±1) ºС в течение 

времени, необходимого для достижения уровня АКА более 50 %). 

 



154 

 

 

Таблица 25 – Антикомплементарная активность препаратов 

иммуноглобулинов человека, подвергшихся термической обработке 

Наименование препарата 
Значения АКА без 

прогревания, % (х ± Sx) 

Значения АКА после 

прогревания, % (х ± Sx) 

Иммуноглобулин человека 

противостафилококковый 
43,2±1,4 84,9±1,5 

Иммуноглобулин человека 

противостолбнячный 
40,5±1,1 86,1±0,4 

Иммуноглобулин человека 

против гепатита В 
35,2±3,3 88,8±0,3 

Иммуноглобулин человека 

противоаллергический 
33,4±1,5 73,3±0,9 

Иммуноглобулин против 

клещевого энцефалита 
41,0±1,5 89,3±0,5 

Иммуноглобулин человека 

нормальный 
32,6±2,5 75,7±1,2 

 

Результаты исследований позволили получить патент на изобретение 

«Способ получения положительного контроля стандартного образца 

иммуноглобулина человека для определения антикомплементарной 

активности препаратов иммуноглобулинов человека и стандартный образец 

иммуноглобулина человека для определения антикомплементарной 

активности препаратов иммуноглобулинов человека: RU 2577703» 

(Приложение А) [84]. 

 

7.1.1.2. Разработка программы аттестации стандартного образца 

для определения уровня антикомплементарной активности 

иммуноглобулинов человека 

 

Программа аттестации серии СО Иммуноглобулина человека 

(антикомплементарная активность) предусматривала получение результатов 

в условиях промежуточной прецизионности в одной лаборатории двумя 

исследователям в течение 14 дней при одновременном использовании СО 
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Иммуноглобулина человека BRP актуальной серии с целью подтверждения 

приемлемости результатов испытаний. Каждый оператор использовал по 3 

набора при каждой постановке и определял АКА в соответствии с 

ОФС.1.8.2.0007.15 «Определение антикомплементарной активности 

лекарственных препаратов иммуноглобулинов человека для внутривенного 

введения». 

Испытания проводили оба исследователя в 1 (первый), 3 (третий), 8 

(восьмой), 9 (девятый) и 14 (четырнадцатый) дни после вскрытия ампул (три 

набора) с одной серией реагента кровь баранья консервированная для РСК 

(ЗАО «ЭКОлаб») 14-, 16-, 15- и 20-дневного срока. Аналогичным образом 

проводили испытания оба исследователя с другими тремя наборами с другой 

серией реагента кровь баранья (ЗАО «ЭКОлаб»). 

Установление дополнительной характеристики «Белок» проводили по 

результатам, полученным в одной лаборатории одним исследователем с 

использованием ОСО содержания белка в иммуноглобулине (ОСО 42-28-

430) в течение 14 дней по методике [79].  

Для расчета аттестованных значений по содержанию белка проводили 

оценку статистической значимости различий полученных результатов для 

положительного и отрицательного контролей в 1 и 14 дни после вскрытия с 

использованием t-критерия Стьюдента. 

Для расчета аттестованных значений по антикомплементарной 

активности проводили оценку статистической значимости различий 

полученных результатов для положительного и отрицательного контролей в 

1, 3, 8, 9 и 14 дни после вскрытия, а также результатов, полученных с 

использованием двух серий реагента кровь баранья консервированная для 

РСК (ЗАО «ЭКОлаб») с использованием t-критерия Стьюдента. 

При условии отсутствия статистически значимых различий полученные 

результаты объединяли для положительного контроля и для отрицательного 

контроля, вычисляли среднее арифметическое значение (х), стандартное 

отклонение (Sх) по формулам (1, 2): 
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Аттестованную характеристику по антикомплементарной активности 

представляли в виде х±2Sx (%) для положительного и отрицательного 

контролей.  

 

7.1.1.3. Получение, аттестация и изучение стабильности 

стандартного образца «Иммуноглобулина человека 

(антикомплементарная активность)» 

 

СО иммуноглобулина человека для определения АКА представляет 

собой комплект, состоящий из ампулы отрицательного контроля и ампулы 

положительного контроля. В качестве кандидата в СО нами были 

использованы коммерческие серии препарата «Иммуноглобулин человека 

нормальный», раствор для внутримышечного введения ампулы по 1,5 мл 

производства ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России.  

Получение СО включает этапы: 1) оценка уровня АКА коммерческого 

препарата ИГЧ без каких-либо физических воздействий с целью 

установления возможности его использования в качестве отрицательного 

контроля (при условии соответствия уровня АКА от 10 до 45 %.), 2) 

приготовление растворов ИГЧ с установленной АКА для положительного 

контроля - путем прогревания раствора коммерческого ЛП ИГЧ при 

температуре 56±1 
о
С до достижения уровня АКА 60–90%. Было изготовлено 

и аттестовано 4 серии ОСО 42-28-430 «Иммуноглобулина человека 

(антикомплементарная активность)» (таблицы 26 – 29). 

. 
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Таблица 26 - Результаты аттестации ОСО Иммуноглобулина человека 

(антикомплементарная активность) (серия 1) 
 

О

п

е

р

а

т

о

р  

День 

проведения 

исследования 

/ номер 

образца 

Антикомплементарная активность 

СО иммуноглобулина человека BRP, 

процент 

Антикомплементарная активность СО 

иммуноглобулина человека, процент 

Отрицательный  

контроль 
Положительный 

контроль 
Отрицательный 

контроль 
Положительный 

контроль 

Х ( ±Sx) Х ( ±Sx) 

1 

1 
1 

33,7 90,6 

43,0 

41,5±1,8 

78,9 

78,2±2,3 

2 
41,8 76,5 

3 
1 

35,1 87,6 42,6 78,8 

2 
39,6 78,9 

8 

1 
13,5 79,4 

44,3 78,3 

2 37,0 85,3 

3 
26,4 88,1 

41,0 77,7 

9 3 
30,5 89,0 

42,3 79,0 

14 3 32,6 89,4 
43,4 81,2 

2 

1 
1 

22,3 86,8 

41,7 76,5 

2 
41,2 78,0 

3 
1 

23,6 91,9 

41,6 76,5 

2 
44,2 74,9 

8 

1 
25,8 81,9 

38,5 78,4 

2 42,5 79,8 

3 
31,4 88,9 

41,6 75,4 

9 3 
32,0 88,4 

42,4 77,5 

14 3 31,5 89,5 
41,6 75,9 
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Таблица 27- Результаты аттестации ОСО Иммуноглобулина человека 

(антикомплементарная активность) (серия 2) 

 

О
п
ер
ат
о
р День 

проведения 

исследования 

Антикомплементарная 

активность стандартного образца 

иммуноглобулина человека BRP, 

процент 
Номер 

образца 

Антикомплементарная активность 

аттестуемого стандартного образца, 

процент 

Отрицательный 

контроль 

Положительный 

контроль 

Отрицательный 

контроль 

Положительный 

контроль 

Х ( ±Sx) Х ( ±Sx) 

1 

1 15,7 64,9 1 40,6 

40,5±3,6 

81,0 

76,6±3,1 

2 25,5 73,4 2 45,4 81,7 

3 19,8 69,8 
4 41,1 86,2 

5 39,8 80,4 

8 29,6 89,9 
6 47,1 76,9 

7 46,9 78,3 

9 24,3 89,6 

8 44,2 74,3 

9 41,9 74,8 

10 38,4 75,6 

14 21,4 85,5 

14 39,4 75,7 

15 41,2 74,3 

16 34,4 77,5 

17 32,5 76,1 

2 

1 20,3 65,5 1 36,9 77,5 

2 18,1 67,4 
2 40,8 77,2 

3 43,6 73,7 

3 17,4 65,2 
4 35,6 77,2 

5 37,0 73,7 

8 27,3 88,7 

8 43,6 74,3 

9 46,1 76,4 

10 40,1 78,8 

9 24,2 86,6 

11 39,2 74,1 

12 40,9 71,3 

13 40,9 72,7 

14 18,3 87,2 

14 38,3 74,9 

15 40,5 74,6 

16 39,5 78,0 

17 37,4 79,0 
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Таблица 28- Результаты аттестации ОСО Иммуноглобулина человека 

(антикомплементарная активность) (серия 3) 

 

День 

проведения 
испытаний 

/оператор 

Антикомплементарная активность 

СО иммуноглобулина человека BRP, 
процент 

Антикомплементарная активность СО 

иммуноглобулина человека (серия 3), процент 

Отрицательный  

контроль 
Положительный 

контроль 
Отрицательный контроль Положительный 

контроль 

Х ( ±Sx) Х ( ±Sx) 

1/1 15,1 86,3 

29,5 

38,7±4,5 

70,4 

69,9±4,8 

29,2 65,6 

33,6 66,8 

38,3 70,3 

3/1 13,0 88,3 

29,2 67,0 

33,1 67,1 

39,2 68,9 

36,6 70,4 

14/1 23,9 80,6 

41,0 79,9 

42,0 73,1 

39,3 66,1 

38,3 64,5 

45,1 73,5 

42,0 77,0 

1/2 23,4 76,6 

40,5 79,8 

44,0 69,9 

36,4 68,1 

37,1 65,3 

38,7 71,2 

39,2 78,7 

3/2 15,8 77,3 

41,4 70,5 

35,6 64,2 

36,7 65,4 

40,7 72,5 

41,8 74,5 

14/2 22,8 80,6 

44,8 71,3 

40,7 60,0 

40,0 65,1 

43,4 70,5 

45,8 68,2 
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Таблица 29 - Результаты определения антикомплементарной 

активности и содержания белка в СО иммуноглобулина человека (серия 4)-  
О
п
ер
ат
о
р
  

Д
ен
ь 
п
р
о
в
ед
ен
и
я 

и
сп
ы
та
н
и
й

 

Н
о
м
ер
 о
б
р
аз
ц
а,
  Антикомплементарная активность, процент 

СО иммуноглобулина 

человека BRP 

СО иммуноглобулина  

человека (серия 4) 

Отрицательный  

контроль 

Положительный 

контроль 

Отрицательный контроль Положительный контроль 

Х ( ±Sx) Х ( ±Sx) 

1 

1
 

1 

12,2 75,2 

30,7 

27,7± 6,2 

3
0
,3
 ±
 6

,1
 

79,3 

77,6 ± 3,5 

7
2
,6
 ±
 3

,8
 

2 28,0 76,8 

3 24,5 76,5 

2 1 

16,0 80,2 

20,6 

28,2  ± 13,2 

70,2 

70,8 ± 6,6 2 31,1 67,8 

3 32,9 74,3 

1 

3
 

1 

12,2 75,2 

21,5 

21,8  ±  3,0 

70,3 

69,7 ± 3,5 2 20,4 71,1 

3 23,4 67,7 

2 1 

29,0 74,3 

30,0 

29,0±1,8  

70,7 

70,8 ±0,9 2 29,0 71,4 

3 28,2 70,5 

1 

8
 

1 

21,1 79,9 

34,1 

34,8 ±2,8 

76,7 

77,1±0,75 2 33,8 77,4 

3 36,4 77,3 

2 1 

26,3 73,6 

25,3 

24,8±3,3 

68,7 

68,9±2,4 2 23,0 67,8 

3 26,2 70,2 

1 

9
 

1 

18,6 83,7 

40,9 

38,7 ± 3,7 

78,8 

77,8 ±2,2 2 38,0 76,6 

3 37,4 78,1 

2 1 

20,2 75,4 

39,0 

36,6 ± 5,1 

73,0 

72,1 ± 1,9 2 37,0 71,1 

3 33,9 72,3 

1 

1
4
 

1 

21,7 76,0 

37,5 

36,1 ±3,0 

73,6 

72,6 ±1,9 2 36,4 72,6 

3 34,5 71,7 

2 1 

24,0 82,4 

24,7 

24,9± 2,6 

66,8 

68,0 ± 5,1 2 26,4 66,3 

3 23,8 71,0 

 

Для оценки результатов определения антикомплементарной активности 

в образцах СО, полученных двумя операторами использовали t-критерий 

Стьюдента. Так, при аттестации серии 4 было установлено отсутствие 

значимых различий: t-критерий Стьюдента при сравнении средних величин 
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для положительного контроля составил 1,15 при табличном 2,048; для 

отрицательного – 0,36 (число степеней свободы равно 28), что позволило 

объединить полученные результаты и аттестованную характеристику 

установить на основании среднего значения. Для подтверждения 

стабильности свойств СО проводили оценку АКА в образцах на разные сроки 

вскрытия экзмепляров. Так для серии 4 была установлена стабильность АКА 

в образцах в течение 14 суток после вскрытия ампулы (таблица 30). 

Таблица 30 - Результаты определения антикомплементарной 

активности в различные дни с различным сроком службы экземпляров СО 

О
п
ер
ат
о
р

 

Н
о
м
ер
 

о
б
р
аз
ц
а 

Временной 

интервал 

после 

вскрытия 
(сутки) 

Антикомплементарная активность, процент 

СО иммуноглобулина человека (серия 4) 

Отрицательный контроль Положительный контроль 

Х х Sx 
Коэффициент 

вариации 
Х х Sx 

Коэффициент 

вариации 

1 

1 

П
ер
вы
е 

 

30,7 

27,7 3,1 11,2 

79,7 

77,6 1,7 2,3 2 28,0 76,8 

3 24,5 76,5 

2 

1 20,6 

28,2 6,6 23,5 

70,2 

70,7 3,3 4,6 2 31,1 67,8 

3 32,9 74,3 

1 

1 

Т
р
ет
ьи

 

21,5 

21,8 1,5 6,9 

70,3 

69,7 1,8 2,5 2 20,4 71,1 

3 23,4 67,7 

2 

1 30,0 

29,0 0,9 3,1 

70,7 

70,8 0,5 0,7 2 29,0 71,4 

3 28,2 70,5 

1 

1 

В
о
сь
м
ы
е 

34,1 

34,7 1,4 4,09 

76,7 

77,1 0,4 0,5 2 33,8 77,4 

3 36,4 77,3 

2 

1 25,3 

24,8 1,6 6,6 

68,7 

68,9 1,2 1,7 2 23,0 67,8 

3 26,2 70,2 

1 

1 

Д
ев
ят
ы
е 

40,9 

38,7 1,9 4,8 

78,8 

77,8 1,1 1,4 2 38,0 76,6 

3 37,4 78,1 

2 

1 39,0 

36,6 2,6 7,01 

73,0 

72,1 0,9 1,3 2 37,0 71,1 

3 33,9 72,3 

1 

1 

Ч
ет
ы
рн
ад
ц
ат
ы
е 37,5 

36,1 1,5 4,2 

73,6 

72,6 0,9 1,3 2 36,4 72,6 

3 34,5 71,7 

2 

1 24,7 

24,9 1,3 5,3 

66,8 

68,0 2,6 3,8 2 26,4 66,3 

3 23,8 71,0 
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Оценка результатов определения антикомплементарной активности в 

образцах ОСО на 1 и 14 сутки после вскрытия двумя операторами позволила 

сделать вывод об отсутствии значимых различий: t-критерий Стьюдента при 

сравнении средних величин для положительного контроля составил 0,29 при 

табличном 2,228, для отрицательного – 0,33 (число степеней свободы равно 

10). 

Так как в методике определения АКА в соответствии с [78] 

предусмотрена возможность использования различных реагентов крови 

бараньей, для аттестации ОСО Иммуноглоублина человека серии 4 

применили два реагента с различным сроком хранения после получения 

(таблица 31). 

Оценка результатов определения антикомплементарной активности в 

образцах ОСО с использованием различных серий реагента крови позволила 

сделать вывод об отсутствии значимых различий: t-критерий Стьюдента при 

сравнении средних величин для положительного контроля составил 0,1 при 

табличном 2,048; для отрицательного – 0,81 (число степеней свободы равно 

28); с использованием крови одной серии на 14 и 21 сутки жизни  - также 

отсутствуют различия: t-критерий Стьюдента при сравнении средних 

величин для положительного контроля составил 0,07 при табличном 2,228; 

для отрицательного – 0,09 (число степеней свободы равно 10). 

Изучение стабильности разработанного СО невозможно методом 

ускоренного старения при повышенных температурах, поэтому его 

стабильность СО определяли методом естественного старения при 

температуре 5±3ºС. Полученные результаты позволили установить срок 

годности СО, составивший 24 месяца. 

Для подтверждения стабильности и обоснования возможности 

продления срока годности ОСО (серия 2) проводили исследования по 

подтверждению значений АКА аттестованным значениям по истечении 1 

года использования (таблица 32) [46]. 
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Таблица 31 - Результаты определения антикомплементарной 

активности с использованием различных серий реагента кровь баранья 

консервированная для РСК (ЗАО «ЭКОлаб»)  
Д
ен
ь
 п
р
о
в
ед
ен
и
я
 

и
сп
ы
та
н
и
й
 

О
п
ер
ат
о
р
 

О
б
р
аз
ец

 

Серия 

реагента 
кровь баранья 

консерви-

рованная 

Антикомплементарная активность, процент 

СО иммуноглобулина человека (серия 4) 

Отрицательный контроль Положительный контроль 

Х   Sx 
Коэффициент 

вариации 
Х   Sx 

Коэффициент 

вариации 

1 

1 1 

40/19 

30,7 

27,7 3,1 11,2 

79,7 

77,6 1,7 2,3 2 28,0 76,8 

3 24,5 76,5 

2 1 

40/19 

20,6 

28,2 66 23,5 

70,2 

70,7 3,2 4,6 2 31,1 67,8 

3 32,9 74,3 

2 

1 1 

40/19 

21,5 

21,7 1,5 6,9 

70,3 

69,7 1,8 2,5 2 20,4 71,1 

3 23,4 67,7 

2 1 

40/19 

30,0 

29 0,9 3,1 

70,7 

70,8 0,5 0,66 2 29,0 71,4 

3 28,2 70,5 

7 

1 1 

41/19 

25,3 

34,7 1,4 4 

68,7 

77,1 0,4 0,5 2 23,0 67,8 

3 26,2 70,2 

2 1 

41/19 

34,1 

24,8 1,6 6,6 

76,7 

68,9 1,2 1,7 2 33,8 77,4 

3 36,4 77,3 

8 

1 1 

41/19 

40,9 

39 1,9 4,8 

78,8 

77,8 1,1 1,4 2 38,0 76,6 

3 37,4 78,1 

2 1 

41/19 

39,0 

36,6 2,5 7,0 

73,0 

72,1 0,9 1,3 2 37,0 71,1 

3 33,9 72,3 

14
 

1 1 
41/19 

 

37,5 

36,1 1,5 4,2 

73,6 

72,6 0,9 1,3 2 36,4 72,6 

3 34,5 71,7 

2 1 

41/19 

24,7 

24,9 1,3 5,3 

66,8 

68 2,6 3,8 2 26,4 66,3 

3 23,8 71,0 
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Таблица 32 – Результаты определения АКА и белка в ОСО 

Иммуноглобулина человека (серия 2) при продлении срока годности  

 Номер 
образца 

Антикомплементарная активность СО иммуноглобулина 
человека,  процент 

Содержание белка, мг/мл 

Отрицательный контроль Положительный контроль Отрица-

тельный 

контроль 

Положи-

тельный 

контроль 

Аттесто-

ванное 

значение Х 
Аттестованное 

значение 
Х 

Аттестованное 

значение 

1 

37,0 

29,7 -47,7 

78,9 

60,3-79,5 

95,4 96,5 

95,1 – 

101,7 

34,9 78,8 

45,4 72,5 

34,5 76,5 

31,0 73,8 

38,6 69,8 

2 

35,0 74,4 

96,5 96,0 

37,7 78,9 

38,4 65,1 

29,7 72,4 

31,1 74,9 

29,7 66,6 

3 

46,9 77,7 

95,8 97,9 

38,2 70,9 

47,3 68,5 

39,0 70,0 

32,3 68,5 

36,9 66,9 

 

Результаты аттестации серий ОСО 42-28-430 представлены в 

таблице 33.  

 

Таблица 33  - Антикомплементарная активность и содержание белка в 

компонентах ОСО Иммуноглобулина человека (антикомплементарная 

активность)  

№ 
серии 

Антикомплементарная активность,   ±2Sx, % (р= 0,95) Содержание белка, 
  ±2Sx, мг/мл  
(р= 0,95)  Отрицательный контроль Положительный контроль 

1 41,5±3,6 78,2±4,6 102,0±1,8 

2  
40,5±7,2 76,6±6,2 

103,1±3,6 
41,6±7,2* 75,7±6,8* 

3 38,7±9,0 69,9±9,6 98,4±3,3 

4 30,3±12,2 72,6±7,6 96,0±1,3 

Примечание - * - результаты аттестации при продлении срока годности 
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Установленная неопределенность СО всех серий составила не более 

10 %, что свидетельствует о высокой стабильности аттестованных 

характеристик [55]. На серии СО была разработана нормативно-техническая 

документация, включающая паспорт (Приложение Б), инструкцию по 

применению, макеты первичной и вторичной упаковок. 

 

7.1.2. Разработка стандартного образца «Набор для определения 

содержания анти-А и анти-В гемагглютининов» 

 

7.1.2.1. Обоснование состава и свойств стандартного образца для 

определения содержания гемагглютининов 

 

Для стандартизации методов определения содержания ГА могут быть 

использованы положительный и отрицательный СО. При этом 

отрицательный СО не должен содержать специфичных групповых антител к 

антигенам эритроцитов человека А и В (анти-А и анти-В ГА). Его 

применение позволит гарантировать исключение результатов, полученных 

при неспецифической реакции агглютинации и являющихся ложно-

положительными [43, 53].  

Положительный СО должен содержать анти-А и анти-В ГА, 

специфичные к антигенам эритроцитов человека А и В в титре, 

приближенном к наиболее часто встречающемуся в ЛП ИГЧ, но не 

превышающему предельно допустимое содержание. В тоже время, 

необходимо наличие стандартного образца, который будет иметь точно 

установленное содержание ГА, которое является предельно допустимым.  

Наиболее значимыми в отношении осложнений инфузионной терапии ЛП 

ИГЧ являются антиэритроцитарные антитела, относящиеся к 

иммуноглобулинам класса G. Для их оценки используют методы ПГА и 

НГА. Поэтому, СО должен содержать IgG, специфичные к групповым 

антигенам эритрцитов А и В, выявляемые обоими методами [43]. 
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Использование стратегии разработки фармакопейного и международного СО 

неприменима, так как мышиные моноклональные антитела к групповым 

антигенам эритроцитов А и В, входящие в их состав, не могут быть 

выявлены в реакции НГА [239]. Поэтому, в настоящих исследованиях для 

разработки СО были использованы растворы ИГЧ, изготовленные из плазмы 

крови доноров соответствующей группы и резус-принадлежности [44]. В 

зависимости от исходного содержания ГА в плазме, использовали различную 

степень концентрирования раствора ИГ с учетом содержания белка 50 мг/мл.  

 

7.1.2.2. Разработка критериев выбора кандидатов в компоненты 

стандартного образца для определения содержания гемагглютининов 

 

На первом этапе исследований была получена экспериментальная 

серия ОСО 42–28–431–2014 «СО иммуноглобулина человека содержания 

анти-А и анти-В антител», представляющая собой раствор иммуноглобулина 

человека с содержанием анти-А ГА в титре 1:512 – 1:256; анти-В ГА – в 

титре 1:256. С целью мониторинга стабильности указанный СО хранили при 

температуре 5±3ºС, что позволило установить его срок хранения – 5 лет (срок 

наблюдения). Были изучены серии полуфабриката иммуноглобулина 

человека с заданным содержанием анти-А и анти-В ГА (таблица 34). 

Кандидаты в СО на предприятии-изготовителе были подвергнуты 

технологической обработке с целью корректировки содержания белка до 

52 мг/мл и предоставлены для изготовления ОСО. 

Содержание анти-А гемагглютининов в кандидате в СО с повышенным 

содержанием гемагглютининов по результатам 6 измерений (n=6) составило 

1:64 с диапазоном значения 1:64 – 1:128 при доверительной вероятности 0,95; анти-

В гемагглютининов – 1:32 с диапазоном значения 1:32 – 1:32 при доверительной 

вероятности 0,95. Содержание анти-А и анти-В гемагглютининов в кандидате 

в отрицательный компонент СО составило менее 1:2. Серии подготовлены 

для проведения аттестации и исследований стабильности. 
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Таблица 34 –Характеристики серий полуфабриката иммуноглобулина 

человека, предназначенных для разработки компонентов «Набора для 

определения содержания анти-А и анти-В гемагглютининов»  

Наименование характеристики Значение для серии полуфабриката с содержанием 

анти-А и анти-В гемагглютининов 

повышенным  менее 1:2 

Групповая принадлежность  

доноров плазмы 

I IV 

Объем загрузки, л 200 68 

Количество индивидуальных 

донаций (гемокон) в загрузке, шт 

816 282 

Объем полученного 

полуфабриката, л 

13,1 3,7 

рН полуфабриката  6,7 6,8 

Содержание белка в 

полуфабрикате, мг/мл 

67 62 

Содержание анти-А 

гемагглютининов 

1:512 Менее 1:2 

Содержание анти-В 

гемагглютининов 

1:254 Менее 1:2 

 

Экспериментальные исследования позволили выявить, что серию с 

содержанием анти-А и анти-В гемагглютининов 1:64 получить сложно, так 

как содержание анти-В гемагглютининов в крови доноров ниже, чем анти-А 

гемагглютининов.  Поэтому, разработку компонента лимит содержания анти-

А и анти-В гемагглютининов проводили из двух составляющих:  

1) «лимита содержания анти-А гемагглютининов» с содержанием 

анти-А гемагглютининов 1:64 (при условии любого содержания анти-В 

гемагглютининов) и  

2) «лимита содержания анти-В гемагглютининов» с содержанием 

анти-В гемагглютининов 1:64 (при условии любого содержания анти-А 

гемагглютининов). 

Таким образом, проведенные исследования позволили обосновать 

состав СО «Набор для определения содержания анти-А и анти-В 

гемагглютининов»: 

- «положительный компонент стандартного образца» с содержанием 

анти-А и анти-В гемагглютининов в титре 1:32 – 1:128, 
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- «отрицательный компонент стандартного образца» с содержанием 

анти-А и анти-В гемагглютининов в титре менее 1:2, 

- «лимит содержания анти-А и анти-В гемагглютининов», состоящий из 

«лимита содержания анти-А гемагглютининов» с содержанием анти-А 

гемагглютининов 1:64 (при условии любого содержания анти-В 

гемагглютининов) и «лимита содержания анти-В гемагглютининов» с 

содержанием анти-В гемагглютининов 1:64 (при условии любого содержания 

анти-А гемагглютининов).  

 

7.1.2.3. Разработка программы и методик аттестации стандартного 

образца для определения содержания гемагглютининов 

 

Установление значений аттестуемых характеристик ОСО по 

содержанию гемагглютининов необходимо проводить по результатам, 

полученным в одной лаборатории в условиях промежуточной 

прецизионности с привлечением двух исследователей с использованием 

методик испытаний в соответствии с ОФС.1.8.2.0005.15 Определение анти-А 

и анти-В гемагглютининов в лекарственных препаратах иммуноглобулинов 

человека [76] и проекта ОФС «Определение анти-А и анти-В 

гемагглютининов в лекарственных препаратах из плазмы крови человека». 

Испытания методом прямой гемагглютинации осуществляли с 

использованием стандартных образцов Европейской Фармакопеи 

(положительный стандартный образец иммуноглобулина (метод определения 

анти-А и анти-В антител) BRP (кат. № Y0001688), отрицательный 

стандартный образец иммуноглобулина (метод определения анти-А и анти-В 

антител) BRP (кат. № Y0001689), стандартный образец иммуноглобулина 

лимит содержания анти-А и анти-В антител, BRP (кат. № Y0001153)). 

Определение содержания белка проводили с использованием ОСО 42-28-340 

(ОСО содержания белка в иммуноглобулине) по методике [79]. 
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Для проведений испытаний с целью продления срока годности 

использовали шесть наборов ОСО 42-28-439. Испытания проводили в 

течение 14 дней для подтверждения стабильности свойств ОСО после 

вскрытия. Трехкратно проводили определение аттестуемых характеристик в 

3 наборах:  

 1 определение - два исследователя с использованием одних и тех же 

наборов, вскрытых непосредственно перед проведением испытаний; 

 2 определение (7 сутки после вскрытия) - два исследователя с 

использованием тех же наборов, вскрытых в первый день, укупоренных 

PARAFILM® и хранившихся при температуре (5±3) °С в течение 7 дней; 

 3 определение (14 сутки после вскрытия) - два исследователя с 

использованием тех же наборов, вскрытых в первый день, укупоренных 

PARAFILM® и хранившихся при температуре (5±3) °С в течение 14 дней. 

Содержание анти-А и анти-В антител определяли «на плоскости» и с 

использованием гелевой технологии в реакции непрямой гемагглютинации, а 

также в реакции прямой гемагглютинации «на плоскости». Содержание 

гемагглютининов выражали разведением образца, в котором определяется 

агглютинация тестовых эритроцитов любой степени интенсивности.  

Для установления содержания белка получали результаты в одной 

лаборатории одним исследователем с использованием ОСО содержания 

белка в иммуноглобулине (ОСО 42-28-340). Для проведения испытаний 

использовали 3 набора кандидата в ОСО 42-28-439. Получали результаты для 

каждого компонента из каждого набора в первый день после вскрытия ампул.  
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7.1.2.4. Получение, аттестация и изучение стабильности 

стандартного образца «Набор для определения содержания анти-А и 

анти-В гемагглютининов» 

 

В дальнейших исследованиях был получен ОСО 42-28-439 «Набор для 

определения содержания анти-А и анти-В гемагглютининов», состав 

которого оптимизирован в соответствии с назначением:  

- положительные компоненты А и В с целевым значением содержания 

анти-А и анти-В ГА в титре 1:16–1:32, которые используют для оценки 

стабильности аналитической работы,  

- отрицательный компонент, не содержащий ГА позволяет подтвердить 

специфичность реакции агглютинации; 

- компоненты с лимитом содержания анти-А и анти-В ГА в титре 1:64 

соответствуют пределу допустимого содержания этих примесей в ЛП ИГЧ. 

Компоненты с содержанием ГА представляют собой растворы ИГЧ, 

изготовленные из плазмы крови доноров I(0) группы и различаются титром 

от 1:16 до 1:32 (для положительных компонентов) и 1:64 для компонентов с 

лимитом содержания соответствующих ГА. Отрицательный компонент – 

раствор ИГЧ, изготовленный из плазмы крови доноров IV (АВ) группы.  

Стратегия разработки СО для определения содержания ГА на основе 

растворов ИГЧ, содержащих примеси ГА, которые и обуславливают 

возникновение НР иммуноглобулинотерапии, дала возможность 

использовать для его аттестации оба метода, регламентированные для 

контроля качества препаратов: ПГА и НГА. Это позволяет не только 

стандартизовать методы, но и проводить сравнительную оценку различных 

ЛП ИГЧ по содержанию примесей ГА (таблица 35).  

Дополнительно каждый компонент был охарактеризован по 

содержанию белка. 
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Таблица 35 – Содержание гемагглютининов и белка в компонентах СО 

«Набор для определения содержания анти-А и анти-В гемагглютининов» 

Наименование 

компонента СО 

Содержание ГА…, определенное методом…, 

Мо/диапазон значений (при наличии) 

Содержание 

белка, 

мг/мл, ±Sx анти-А анти-В 

НГА ПГА НГА ПГА 

Положительный А  
1:32 

1:16/ 

1:16 – 1:32 
- - 50,1±0,8 

Положительный В  
- - 

1:16/ 

1:16 – 1:32 
1:16 5,2±0,4 

Отрицательный  Менее 1:2 Менее 1:2 Менее 1:2 Менее 1:2 50,4±0,1 

Лимит содержания 

анти-А  ГА 

1:64/ 

1:62 – 1:64 
1:64 - - 50,2±0,6 

Лимит содержания 

анти-В ГА  
- - 

1:64/ 

1:64 – 1:68 
1:64 50,1±0,3 

Положительные и отрицательный компоненты СО обязательны к 

применению при каждом испытании ЛП ИГЧ. В случае выявления 

содержания ГА в образце ЛП ИГЧ в титре 1:32 и более, проводят еще одно 

испытание с использованием дополнительно компонентов с лимитом 

содержания ГА. Титр гемагглютининов в испытуемом образце не должен 

превышать таковой в компонентах СО лимита содержания анти-А и/или 

анти-В ГА. Проведенные исследования позволили запатентовать изобретение 

«Стандартный образец содержания анти-А и анти-В гемагглютининов в 

препаратах крови человека: RU 2671415» (Приложение А) [85]. 

Стабильность СО определяли методом естественного старения в 

течение двух лет (срок наблюдения) при температуре 5±3ºС. Проведенные 

исследования по подтверждению аттестованной характеристики и оценка 

стабильности свойств ОСО 42–28–431–2014 позволили установить 

стабильность свойств ОСО 42-28-439 в течение 4 лет.  

Для продления первоначально установленного срока годности ОСО 42-

28-439 определение содержания ГА и белка проводили в соответствии с 

Программой продления срока годности (таблицы 36, 37). Стандартные 

образцы Европейской фармакопеи BRP анализировали методом прямой 

гемагглютинации. 
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Таблица 36 – Содержание белка в образцах компонентов ОСО «Набор для 

определения содержания анти-А и анти-В гемагглютининов», серия 1 
 

День 

проведения 

испытаний 

после 

вскрытия 

Образец Положительный  

компонент А  

Положительный  

компонент В  

Отрицательный 

компонент  

Компонент  

лимит анти-А  

Компонент 

лимит анти-В  

1 1 50,98 мг/мл 50,31 мг/мл 50,49 мг/мл 50,31 мг/мл 50,02 мг/мл 

2 49,63 мг/мл 49,73 мг/мл 50,21 мг/мл 49,53 мг/мл 50,40 мг/мл 

3 49,73 мг/мл 50,49 мг/мл 50,40 мг/мл 50,69 мг/мл 49,92 мг/мл 

х±2Sx  50,1±1,5 

мг/мл 

50,2±0,8 мг/мл 50,4±0,3 мг/мл 50,2±1,2 

мг/мл 

50,1±0,5 

мг/мл 

 

Содержание белка во всех компонентах стандартного образца составило 

от 49,73 до 50,98 мг/мл; различия в данных по содержанию белка в 

испытаниях при аттестации и при продлении срока годности статистически не 

значимы.  

Среднее значение содержания гемагглютининов в компонентах ОСО 

соответствовало установленным ранее и составило:  

- в положительном компоненте А – количество анти-А 

гемагглютининов, соответствующее разведению 1:32 (в реакции непрямой 

гемагглютинации); 1:16 (в реакции прямой гемагглютинации); 

- в положительном компоненте В - количество анти-В 

гемагглютининов, соответствующее разведению 1:16 (в реакции непрямой 

гемагглютинации); 1:16 (в реакции прямой гемагглютинации); 

- в отрицательном компоненте содержание анти-А и анти-В 

гемагглютининов соответствует разведению менее 1:2; 

- в компоненте лимит содержания анти-А гемагглютининов – 

количество анти-А гемагглютининов, соответствующее разведению 1:64. 

- в компоненте лимит содержания анти-В - количество анти-В 

гемагглютининов, соответствующее разведению 1:64. 

 

 



Таблица 37 – Содержание гемагглютининов в компонентах ОСО «Набор для определения содержания анти-А и анти-В 

гемагглютининов», серия 1 
Д
ен
ь 

О
б
р
аз
ец

 

А
н
ал
и
ти
к
 ОСО 42–28–

431–2014 

Положительный  

компонент А  

Положительный  

компонент В  

Отрицательный 

компонент  

Компонент  

лимит анти-А  

Компонент 

лимит анти-В  

Положительный 

СО (BRP) 

Отрицательный СО 

(BRP) 
СО лимит 

содержания (BRP) 

ПГА НГА ПГА НГА ПГА НГА ПГА НГА ПГА НГА ПГА НГА А В А В А В 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

1
 

1 1 1:256 1:256 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:66 1:32 1:64 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

1:256 1:256 - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:62 - 1:64 - - - - - - 

2 - - 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:32 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

- - - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:64 - - - - - - 

3 - - 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:32 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

- - - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:64 - - - - - - 

1 2 1:256 1:256 1:32 1:32 1:16 1:32 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:32 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

1:256 1:256 - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:64 - - - - - - 

2 - - 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

- - - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:64 - - - - - - 

3 - - 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:32 1:64 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

- - - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:64 - - - - - - 

9
 

1 1 1:256 1:256 1:16 1:32 1:16 1:32 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:32 1:64 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

1:256 1:256 - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:66 - - - - - - 

2 - - 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

- - - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:64 - - - - - - 

3 - - 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:32 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

- - - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:64 - - - - - - 
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Продолжение таблицы 36 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

 1 2 1:256 1:256 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:62 1:64 1:64 1:64 1:32 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

1:256 1:256 - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:64 - - - - - - 

2 - - 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:32 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

- - - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:64 - - - - - - 

3 - - 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:68 1:64 1:64 1:32 1:64 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

- - - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:66 - - - - - - 

1
4

 

1 1 1:256 1:256 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:32 1:64 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

1:256 1:256 - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:64 - - - - - - 

2 - - 1:16 1:32 1:16 1:32 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:32 1:32 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

- - - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:64 - - - - - - 

3 - - 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

- - - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:64 - - - - - - 

1 2 1:256 1:256 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:32 1:32 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

1:256 1:256 - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2  1:64 - 1:64 - - - - - - 

2 - - 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:66 1:32 1:64 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:32 

- - - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64  1:64 - - - - - - 

3 - - 1:16 1:32 1:16 1:16 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 1:64 1:64 1:32 1:64 Менее 1: 2 Менее 1: 2 1:64 1:64 

- - - 1:32 - 1:16 - Менее 1: 2 - 1:64 - 1:68 - - - - - - 
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Содержание анти-А и анти-В гемагглютининов в компонентах ОСО 42–

28–431–2014, хранившегося при температуре (5±3) °С в течение 5 лет, 

составило 1:256. Указанное значение соответствует результатам ежегодной 

оценки его стабильности в условиях естественного хранения в период с 2016 

по 2019 год. 

Срок годности СО «Набор для определения содержания анти-А и анти-

В гемагглютининов» (ОСО 42-28-439) серия № 1 продлен на 18 месяцев. В 

целях оптимизации применения СО сформированы наборы в различной 

комплектации: 

 ОСО 42-28-439. содержащий пять ампул: 

1 ампула 3,0 мл – отрицательный компонент;  

1 ампула 3,0 мл – положительный компонент А;  

1 ампула 3,0 мл – положительный компонент В;  

1 ампула 3,0 мл – компонент лимит содержания анти-А гемагглютининов;  

1 ампула 3,0 мл – компонент лимит содержания анти-В гемагглютининов. 

 ОСО 42-28-439А, содержащий 3 ампулы: 

1 ампула 3,0 мл – отрицательный компонент;  

1 ампула 3,0 мл – положительный компонент А;  

1 ампула 3,0 мл – положительный компонент В) 

и подготовлена соответствующая нормативно-техническая документация 

(Приложение Б): 

 

7.1.3. Разработка стандартного образца «Набор для определения 

содержания анти-D антител» 

 

7.1.3.1. Обоснование состава и свойств стандартного образца для 

определения содержания анти-D антител 

 

СО «Набор для определения содержания анти-D антител» должен 

включать в себя два компонента: отрицательный и положительный. 
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Отрицательный компонент не должен содержать анти-D антитела, его 

предназначение – оценка специфичности реакции гемагглютинации: при 

отсутствии специфичных антител этот образец не должен вызывать 

агглютинацию резус-положительных эритроцитов, представляющий собой 

раствор ИГЧ, полученный из плазмы крови Rh(+) доноров IV(АВ) группы, и 

положительный – раствор иммуноглобулина человека, полученный из 

плазмы крови Rh(-) доноров IV(АВ) группы [40].  

 

7.1.3.2. Разработка критериев выбора кандидатов в компоненты 

стандартного образца для определения содержания анти-D антител 

 

Ранее в ФГБУ «НЦ ЭСМП» был разработан ОСО Иммуноглобулина 

человека содержания анти-D антител (ОСО 42–28–432–2014) с содержанием 

анти-D антител в титре 1:8. В основу его получения был положен принцип 

изготовления международного стандартного образца: разведение 

антирезусного иммуноглобулина человека до необходимого содержания 

антител. Однако срок годности такого образца составил менее года, что 

предопределило целесообразность поиска других способов получения 

положительного компонента стандартного образца.  

Нами предложен в качестве кандидата в положительный компонент СО 

раствор ИГЧ, полученный из плазмы крови Rh(-) доноров IV(АВ) группы, в 

которой могут выявляться анти-D антитела; в отрицательный компонент - 

раствор ИГЧ, полученный из плазмы крови Rh(+) доноров IV(АВ) группы. 

Принципиально важным является факт использования доноров IV(АВ) 

группы крови, так как только в этом случае будет исключена 

неспецифическая агглютинация, обусловленная групповыми антигенами 

эритроцитов системы АВ0. 

В качестве кандидата в положительный компонент стандартного 

образца была закуплена серия ИГЧ, изготовленная из соответствующей 

плазмы в филиале ФГУП «НПО «Микроген» в г. Уфа. Результаты 
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предварительного анализа индивидуальных донаций свидетельствовали о 

наличии у некоторых доноров высокого содержания анти-D антител (1:256 и 

выше). Для разработки отрицательного компонента на основе плазмы резус-

положительных доноров на том же предприятии была получена серия 

полуфабриката иммуноглобулина человека, не содержащая анти-D антитела 

(таблица 38). 

 

Таблица 38 – Основные характеристики серии полуфабриката 

иммуноглобулина человека, предназначенных для разработки компонентов 

«Набора для определения содержания анти-D антител»  

Наименование характеристики Значение для серии полуфабриката с 

содержанием анти-D антител 

повышенным  менее 1:2 

Резус-принадлежность 

доноров плазмы 

Отрицательный (Rh-) Положительный 

(Rh+) 

рН полуфабриката  6,8 6,7 

Содержание белка в 

полуфабрикате, мг/мл 

69 62 

Содержание анти-D антител 1:32 Менее 1:2 

 

В ходе дальнейшей технологической обработки указанных 

полуфабрикатов с целью корректировки содержания белка до 50 мг/мл 

кандидаты в СО с содержанием анти-D антител в титре 1:8 и менее 1:2, 

соответственно.подготовлены для проведения аттестации и исследований 

стабильности. 

 

7.1.3.3. Разработка программы и методик аттестации стандартного 

образца для определения содержания анти-D антител 

 

Разработанная программа предусматривала проведение аттестации СО 

с использованием метода ПГА «на плоскости» и гелевой технологии в 
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соответствии с методиками, регламентированными для контроля качества 

ЛП ИГЧ. Учитывая тот факт, что оценка количественного содержания анти-

D антител методами гемагглютинации предусматривает приготовление 

двукратных разведений образцов, плучаемые значения будут иметь большую 

неопределенность. Для более точного установления значений аттестуемой 

характеристики в настоящих исследованиях мы применили метод проточной 

цитофлюориметрии.  

Установление содержания белка проводили по результатам, 

полученным в одной лаборатории одним исследователем с использованием 

ОСО содержания белка в иммуноглобулине (ОСО 42-28-340). Для 

проведения испытаний использовали 3 набора кандидата в ОСО. Получали 

результаты для каждого компонента из каждого набора в первый день и в 14 

день после вскрытия ампул.  

Установление значений аттестуемой характеристики ОСО по 

содержанию анти-D антител проводили по результатам, полученным в одной 

лаборатории с привлечением двух исследователей с использованием методик 

испытаний в соответствии с ОФС.1.8.2.0004.15 «Испытание на анти-D 

антитела в лекарственных препаратах иммуноглобулинов человека» [28]. 

В испытаниях использовали международный стандарт WHO Reference 

Reagent, Anti-D antibodies in intravenous immunoglobulin: Positive control and 

Negative control, NIBSC 02/228 & 02/226 (при определении титра анти-D 

антител) и международный стандарт для анти-D иммуноглобулина NIBSC 

01/572 (при определении антирезусной ативности). 

Для проведений испытаний с целью продления срока годности 

использовали 6 наборов ОСО. Испытания проводили в течение 14 дней с 

целью изучения стабильности свойств СО после вскрытия. Трехкратно 

проводили определение аттестуемой характеристики в 3 наборах методом 

гемагглютинации:  

 1 определение - два исследователя с использованием одних и тех же 

наборов, вскрытых непосредственно перед проведением испытаний; 
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 2 определение (7 сутки после вскрытия) - два исследователя с 

использованием тех же наборов, вскрытых в первый день, укупоренных 

PARAFILM® и хранившихся при температуре (5±3) °С в течение 7 дней; 

 3 определение (14 сутки после вскрытия) - два исследователя с 

использованием тех же наборов, вскрытых в первый день, укупоренных 

PARAFILM® и хранившихся при температуре (5±3) °С в течение 14 дней. 

Дополнительно в эти же дни проводили определение антирезусной 

активности методом гемагглютинации и методом проточной 

цитофлюориметрии. Так как расчетный диапазон антирезусной активности 

положительного компонента СО в соответствии с международными 

требованиями не должен превышать 0,0475 МЕ/мл, для аттестации СО 

возможно использование валидированных инструментальных методов, 

обеспечивающих получение адекватных результатов в диапазоне менее 0,1 

МЕ/мл. С этой целью нами были разработаны методики оценки антирезусной 

активности в компонентах СО методом проточной цитофлюориметрии и 

методом ПГА с использованием международного СО антирезусного 

иммуноглобулина. Указанные методы используются для определения 

специфической активности антирезусных иммуноглобулинов в соответствии 

с ЕФ [106]. Однако регламентируемый диапазон калибровочной кривой  

превышает 0,1 МЕ/мл, что предопределило необходимость оптимизации 

методик для целей аттестации СО. 

Антирезусную активность, выраженную в МЕ/мл, определяли в 

сравнении с антирезусной активностью международного стандарта 

антирезусного иммуноглобулина в реакции гемагглютинации и методом 

проточной цитофлюориметрии по калибровочному графику. 

Приготовление проб СО проводили в зависимости от содержания 

белка. В методиках определения содержания анти-D антител и антирезусной 

активности методом гемагглютинации образцы разводили до содержания 

белка 25 мг/мл, это разведение принимали 1:2. Далее готовили еще одно 
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двукратное разведение отрицательного компонента (1:4). Дальнейшие 

разведения положительного компонента СО осуществляли параллельно 

двумя рядами двукратным шагом для получения разведений 1:4, 1:8, 1:16; из 

разведения 1:2 с шагом 0,67 получали разведение 1:3, затем получали 

разведения 1:6, 1:12. Международный стандарт NIBSC 02/228 & 02/226 

разводили в соответствии с инструкцией по применению.  

В методике определения антирезусной активности методом проточной 

цитофлюориметрии компоненты разрабатываемого и международный 

стандарт NIBSC 02/228 & 02/226 использовали без разведения. 

Международный стандарт антирезусного иммуноглобулина после 

восстановления в 1,0 мл воды очищенной (285 МЕ/мл) разводили 

последовательно в 10 раз (2,85 МЕ/мл), в 5 раз (0,57 МЕ/мл), в 1,5 раза (0,38 

МЕ/мл), далее двукратными шагами до получения разведения с расчетной 

активностью 0,19; 0,0475; 0,02375; 0,0119; 0,00595 МЕ/мл. 

В исследовании использовали эритроциты DiaCell I-II-III 5% фенотипов 

ccddee (rr) и CC
w
DDee (R1R1) и коньюгаты фикоэритрин PE и флюоресцеин 

FITC. Использование FITC характеризуется линейностью калибровочного 

графика при более низких концентрациях по сравнению с красителем PE  

(таблица 38).  

Таблица 39– Результаты оценки валидационных характеристик 

методики цитофлюориметрического определения антирезусной активности 

иммуноглобулина человека с использованием различных меток 

 

Флюоресцентная 

метка 

Характеристики методики 

Специфичность Линейность Диапазон  Правильность 

Фикоэритрин + 
у=1,2594х+0,0708 

R
2
=0,986 

от 1,425 до 

0,0445 МЕ/мл 

105 % 

Флюоресцеин + 
у=1,0379х+0,0018 

R
2
=0,985 

от 0,356 до 

0,006 МЕ/мл 

103 % 
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Отличий в применении фенотипов CC
w
DDee или CCDDee установлено не 

было. После открытия флакона использование эритроцитов возможно в 

течение не более 14 суток, так как в дальнейшем развивается спонтанный 

гемолиз при проведении процедуры отмывания. 

При исследованиях для контроля специфичности использовали резус 

отрицательные эритроциты фенотипа ccddee (rr), в которые добавляли 

раствор стандартного образца первого разведения, используемого для 

построения калибровочной кривой. Результаты показали, что флюоресценция 

превышала значение холостой пробы, однако, для установления 

достоверности различий подтверждалась только при соблюдении критерия: 

среднее значение флюоресценции отрицательного контрольного образца 

(буферный раствор) должно быть менее половины среднего значения 

флюоресценции первого разведения стандарта положительного контроля 

(Рисунок 18). 

  

(А) (Б) 

Рисунок 18 - Результаты определения флюоресценции стандартного 

образца в концентрации 0,267 МЕ/мл при использовании резус-

положительных (А) и резус-отрицательных (Б) эритроцитов 
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Нами проведены в валидационные исследования методик определения 

антирезусной активности, которые позволили установить их соответствие  

установленным критериям по параметрам линейности, специфичности, 

правильности, внутрилабораторной прецизионности (таблица 40).  

 

Таблица 40 – Валидационные характеристики методик оценки 

антирезусной активности СО «Набор для определения содержания анти-D 

антител» 

 
Наименование 

метода 

Валидационные характеристики 

Специфичность Линейность (уравнение 

прямой, R
2
, диапазон 

линейности) 

Правильность Прецизион

ность 

ПГА «на 

плоскости» 
+ Не применимо 85-115% 15 % 

ПГА гелевая 

технология 
+ Не применимо 90-115% 12 % 

Проточная 

цито-

флюорметрия 

+ 

у=8,8141х+0,0725; 

R
2
=0,9977;  

0,006 – 0,095 МЕ/мл  

90-110 % 14% 

 

7.1.3.4. Получение, аттестация и изучение стабильности 

стандартного образца «Набор для определения содержания анти-D 

антител» 

 

ОСО «Набор для определения содержания анти-D антител» 

представляет собой набор, состоящий из растворов иммуноглобулина 

человека из плазмы крови доноров соответствующей групповой и резус-

принадлежности: 

- иммуноглобулин человека, полученный из плазмы крови Rh(-) доноров 

IV(АВ) группы крови, разлитый в ампулы НС-1 емкостью 3 мл по 3,0 мл, 

производитель филиал ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России, г. Уфа, 

Россия; 
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- иммуноглобулин человека, полученный из плазмы крови Rh(+) доноров 

IV(АВ) группы крови, разлитый в ампулы НС-1 емкостью 3 мл по 3,0 мл, 

производитель филиал ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России, г. Уфа, 

Россия. 

Среднее значение содержания указанных антител в компонентах ОСО 

соответствовало заявленным требованиям и составило (таблица 41): 

- в положительном компоненте количество анти-D антител, 

соответствующее разведению 1:8 (Ме) с размахом варьирования от 1:4 до 1:8 

(методом «на плоскости»); 1:8 (Ме) с размахом варьирования от 1:8 до 1:8 

(методом с использованием гелевой технологии); 

- антирезусная активность методом проточной цитофлюориметрии для 

положительного компонента составила 0,23±0,04 МЕ/мл   ±2Sx) 

- в отрицательном компоненте содержание анти-D антител 

соответствует разведению менее 1:2. 

Содержание белка в компонентах стандартного образца составило 

мл   ±2Sx): 

 - в положительном компоненте содержания анти-D антител – 50±1 

мг/мл; 

- в отрицательном компоненте содержания анти-D антител – 54±3 

мг/мл, с доверительной вероятностью 0,95. 

Таким бразом был разработан и аттестован ОСО 42-28-440 «Набор для 

определения содержания анти-D антител», подготовлен комплект 

нормативно-технической документации (паспорт (Приложение Б), 

инструкция по применению, макеты первичной и вторичной упаковки). 

Стабильность СО определяли методом естественного старения в 

течение двух лет (срок наблюдения) при температуре 5±3ºС, что позволило 

установить срок годности СО, составивший 2 года (срок наблюдения). 
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Таблица 41 – Результаты аттестации СО «Набор для определения содержания анти-D антител» 

 
Дата Аналит

ик 
Содержание анти-D антител Антирезусная активность, МЕ/мл, ±2Sx  Содержание белка, мг/мл, 

±Sx метод «на плоскости»  
метод с использованием гелевой 

технологии  

Положительный 

компонент 

Отрицательный 

компонент 

Положительный 

компонент 

Отрицательный 

компонент 

Положительный 

компонент 

Отрицательный 

компонент 

Положительный 

компонент 

Отрицательный 

компонент 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1
4

.0
4
.2

0
1
7
 

1 1:4 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 

0,23±0,04 

отсутствует 

50±1 54±3 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

2 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:4 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

3 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:4 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1
7
.0

4
.2

0
1
7
 

1 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 

0,21±0,04 

отсутствует 

49±2 53±4 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

2 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

3 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:4 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1
8

.0
4
.2

0
1
7
 

1 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 

0,20±0,04 

отсутствует 

58±3 53±3 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

2 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

3 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 
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Продолжение таблицы 41 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1
1

.0
5
.2

0
1
7
 

1 1:4 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 

0,19±0,44 

отсутствует 

47±4 51±3 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

2 1:4 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

3 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:4 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1
2

.0
5
.2

0
1
7
 

1 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 

0,23±0,14 

отсутствует 

50±1 52±4 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

2 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:4 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

3 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 отсутствует 



Определение содержания анти-D антител, белка и антирезусной 

активности при продлении срока годности подтвердили их соответствие 

аттестованным значениям (таблицы 42 - 44). 

 

Таблица 42 – Содержание белка в образцах компонентов ОСО «Набор для 

определения содержания анти- D антител» 

 

День после 

вскрытия  

Образец Положительный  

компонент   

Отрицательный компонент  

1 
1 49,7 мг/мл 50,0 мг/мл 

2 50,7 мг/мл 48,7 мг/мл 

3 49,8 мг/мл 49,3 мг/мл 

х±2Sx  50,0±0,1 мг/мл 49,4±1,4 мг/мл 

 

Таблица 43 – Антирезусная активность образцов компонентов ОСО «Набор 

для определения содержания анти-D антител» методом гемагглютинации 

 
День Аналитик Последнее разведение, в котором определяется агглютинация 

ОСО NIBSC Международный стандарт  
антирезусного 

иммуноглобулина 

плоскость гель плоскость гель плоскость гель 

1 1 1:6 1:8 1:8 1:8 1:16000 1:32000 

1:8 1:8 

1:12 1:8 

2 1:8 1:8 1:8 1:4 1:32000 1:36000 

1:8 1:8 

1:4 1:8 

2 1 1:6 1:8 1:4 1:4 1:32000 1:16000 

1:8 1:8 

1:8 1:8 

2 1:8 1:8 1:8 1:8 1:32000 1:30000 

1:8 1:8 

1:6 1:8 

3 1 1:12 1:8 1:8 1:16 1:32000 1:16000 

1:8 1:8 

1:8 1:8 

2 1:8 1:8 1:8 1:8 1:32000 1:30000 

1:8 1:8 

1:12 1:8 



Таблица 44 – Характеристики стандартного образца «Набор для определения содержания анти-D антител»  

Д
ат
а 

А
н
ал
и
ти
к 

Содержание анти-D антител в СО Антирезусная активность, МЕ/мл,  

метод «на плоскости»  
метод с использованием гелевой 

технологии  
Метод гемагглютинации Метод проточной 

цитофлюориметрии 

Положительный 

компонент 

Отрицательный 

компонент 

Положительный 

компонент 

Отрицательный 

компонент 

Положительный компонент Отрицательный 

компонент 

Положительный 

компонент 

Отрицательный 

компонент ОСО NIBSC 

ОСО NIBSC ОСО NIBSC ОСО NIBSC ОСО NIBSC плоско

сть 

гель плоско

сть 

гель ОСО NIBSC ОСО NIBSC ОСО NIBSC 

1
9

.0
6
.2

0
1
9
 

1 1:6 1:8 Менее 1:2 Менее 1:2 1:8 1:8 Менее 1:2 Менее 1:2 0,107 0,071 

0,143 0,071 

Н
е 
вы
я
в
л
я
ет
ся

 

Н
е 
вы
я
в
л
я
ет
ся

 

- - - - 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 0,143 0,071 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 0,214 0,071 

2 1:8 1:8 Менее 1:2 Менее 1:2 1:8 1:4 Менее 1:2 Менее 1:2 0,071 0,016 

0,071 0,032 - - - - 1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 0,071 0,016 

1:4 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 0,036 0,016 

2
6

.0
6
.2

0
1
9
 1 1:6 1:4 Менее 1:2 Менее 1:2 1:8 1:8 Менее 1:2 Менее 1:2 0,053 0,143 0,036 0,071 0,026 0,05 Не выявляется 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 0,071 0,143 0,025 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 0,071 0,143 0,029 

2 1:8 1:8 Менее 1:2 Менее 1:2 1:8 1:8 Менее 1:2 Менее 1:2 0,071 0,076 0,071 0,076 - - - - 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 0,071 0,076 

1:6 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 0,053 0,076 

0
3
.0

7
.2

0
1
9
 

1 1:12 1:8 Менее 1:2 Менее 1:2 1:8 1:16 Менее 1:2 Менее 1:2 0,107 0,143 0,071 0,285 0,02 0,058 Не выявляется 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 0,071 0,143 0,031 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 0,071 0,143 0,029 

2 1:8 1:8 Менее 1:2 Менее 1:2 1:8 1:8 Менее 1:2 Менее 1:2 0,071 0,076 0,071 0,076 - - - - 

1:8 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 0,071 0,076 

1:12 Менее 1:2 1:8 Менее 1:2 0,107 0,076 

0
5
.0

7
.2

0
1
9
 1 - - - - - - - - - - - - - - 0,018 0,04 Не выявляется 

- - - - - - - - - - - - - - 0,016 

- - - - - - - - - - - - - - 0,014 

Х ср 0,085 0,088 0,08 0,10 - - 0,03 0,049 - 

Sx 0,04 0,05 0,04 0,09 - - 0,005 0,009 - 
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Содержание белка во всех компонентах стандартного образца составило от 

48,7 до 50,7 мг/мл. 

Антирезусная активность методом гемагглютинации для положительного 

компонента ОСО составила в среднем 0,09 МЕ/мл, что соответствует 

антирезусной активности положительного стандарта  NIBSC в этих испытаниях, 

методом проточной цитофлюориметрии – 0,03 МЕ/мл, при соответствующей 

активности положительного стандарта NIBSC – 0,049 МЕ/мл в этих испытаниях. 

Результаты испытаний позволили продлить срок годности СО «Набор для 

определения содержания анти- D антител» (ОСО 42-28-440) серия № 1 на 18 

месяцев. 

Аттестованные значения содержания анти-D антител, антирезусной 

активности и содержания белка позволяют использовать разработанный СО для 

оценки качества ЛП ИГЧ по показателю «Анти-D антитела» (таблица 45).  

 

Таблица 45 – Значения характеристик компонентов стандартного образца «Набор 

для определения содержания анти-D антител» 

Наименование 
компонента СО 

Содержание анти-D  
антител, определенное 

методом ПГА…, 
Мо/диапазон значений  

Содержание 
белка,  мг/мл, 

±Sx 

Антирезусная активность, 
МЕ/мл, ±Sx 

Проточная 
цитофлюор-
метрия 

ПГА 

Положительный 
1:8/1:4 – 1:8

1
 

1:8/1:8 – 1:8
2
 

50,9±0,3 0,027± 0,004 0,062± 0,009
1
 

0,055± 0,006
2 

Отрицательный Менее 1:2
1
 

Менее 1:2
2
 

50,1±0,7 Менее 0,006 Не выявляется 

Примечания. 

1 – методика «на плоскости» 

2 – гелевая технология 

Предложенный нами методологический подход в обосновании выбора 

кандидатов в компоненты СО и стратегия его аттестации позволил получить 

патент на изобретение «Стандартный образец содержания анти-D антител в 

препаратах иммуноглобулинов человека: RU 2682714» (Приложение А) [83]. 
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7.1.4. Разработка стандартного образца «Набор для определения 

содержания активатора прекалликреина» 

 

7.1.4.1. Обоснование состава, свойств и алгоритма разработки 

стандартного образца для определения содержания активатора 

прекалликреина 

 

Анализ мировых тенденций в разработке СО активатора прекалликреина, 

проведенный в разделе 1, позволил определить возможные направления в 

разработке национального СО активатора прекалликреина: выбор готового 

лекарственного препарата альбумина человека с повышенным содержанием 

активатора прекалликреина и/или разработка СО на основе препарата альбумина 

человека с добавлением соответствующего количества реагента 

«Активированный фактор XIIа» до содержания не менее 35 МЕ/мл.  

В исследованиях по стандартизации методик определения содержания АПК 

нами был обоснован состав СО в виде набора, включающего компонент с 

содержанием АПК не менее 35 МЕ/мл, который предназначен для построения 

калибровочного графика в методике определения примеси АПК, (компонент для 

оценки содержания АПК) и контроль, предназначенный для оценки стабильности 

аналитической работы. Экспериментально изученное содержание АПК в ЛП ИГЧ 

и АЧ отечественных производителей, не превышающее 10 МЕ/мл, обусловило 

необходимость обоснования алгоритма разработки СО (Рисунок 19). 

Использование препаратов иммуноглобулинов человека для внутривенного 

введения отечественного производства в качестве исходного сырья при 

разработке СО содержания АПК не целесообразно, ввиду низкого содержания в 

данных препаратах АПК (по результатам предварительных исследований 

содержание АПК составляет менее 5 МЕ/мл), а также необходимости 

пробоподготовки с целью доведения концентрации по белку до 30 г/л, что 

увеличивает время проведения рутинных испытаний. 
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Рисунок 19 -  Алгоритм разработки СО для определения содержания АПК 

Кроме того, учитывая отсутствие на российском рынке 

зарегистрированного реагента ПК, нами была изучена возможность разработке 

СО для определения содержания АПК в комплекте с ПК, изготовленным ООО 

фирма «Технология-Стандарт» 

 

7.1.4.2. Разработка программы аттестации стандартного образца для 

определения содержания активатора прекалликреина 

 

Программа аттестации СО содержания АПК предусматривала 

использование различных доступных реагентов прекалликреина в зависимости от 

комплектности аттестуемого СО. 
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Подготовка образцов: 

- в день проведения испытаний необходимое количество ампул/флаконов 

должно быть извлечено из низкотемпературного холодильника и выдержано при 

комнатной температуре не менее 60 мин; 

- для определения содержания активатора прекалликреина содержимое 

ампулы/флакона должно быть восстановлено необходимым количеством воды 

очищенной (компонент для оценки содержания активатора прекалликреина – 1,0 

мл; компонент контроля – 1,0 или 2,0 мл).  

Для определения содержания активатора прекалликреина могут быть 

использованы СО Европейской фармакопеи Prekallikrein Activator in albumin BRP, 

Y0000263 и/или международный СО WHO International Standard 2nd International 

Standard For Prekallikrein Activator NIBSC, 02/168. 

Для определения содержания активатора прекалликреина должны быть 

использованы реагенты прекалликреина производства Coachrom Diagnostica 

(СОА0022), Австрия; HYPHEN BioMed (РР501), Франция; Sekisui Diagnostics 

GmbH (ADG472), США; Enzyme Research Laboratories (НРК 1302), США; 

Calbiochem, EDM Millipore Corporation (529583-1MG), Канада; ООО фирма 

«Технология-Стандарт», РФ. 

Установление аттестованных значений содержания активатора 

прекалликреина в компонентах СО проводят по результатам, полученным в одной 

лаборатории с привлечением двух исследователей с использованием методик 

испытаний в соответствии с ОФС.1.8.2.0013.18 «Определение содержания 

активатора прекалликреина в лекарственных препаратах из плазмы крови 

человека» [81]. 

Должны быть проведены предварительные исследования, подтверждающие 

отсутствие калликреиновой активности в ОСО. С этой целью определяют 

содержание активатора прекалликреина в образце ОСО одновременно со СО ЕФ 

или международным СО в семи разведениях (расчетное содержание активатора 

прекалликреина 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 МЕ/мл), внося в лунки 96-ти луночного 

планшета с плоским дном по 0,005 мл аттестуемого ОСО и соответствующих 
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разведений СО в трех повторностях. В лунки двух повторностей затем вносят по 

0,045 мл раствора прекалликреина, в лунку третьей повторности (холостая проба) 

– 0,045 мл трис-буферного раствора, планшет помещают в термостат при 

температуре (37±0,5) °С. По окончании 30 мин инкубации во все заполненные 

лунки вносят по 0,050 мл хромогенного субстрата, перемешивают и при 

температуре (37±0,5) °С измеряют скорость изменения интенсивности окраски на 

анализаторе иммунологическом Multiskan Go, Thermo Fisher Scientific, Германия. 

Если значение скорости изменения оптической плотности в холостой пробе 

не превышает 2 % от значения скорости изменения оптической плотности в 

лунках испытуемых повторностей, то аттестуемое ОСО не обладает 

калликреиновой активностью и в дальнейших исследованиях по установлению 

аттестуемой характеристики анализ холостой пробы можно не проводить. 

Для установления аттестуемой характеристики проводили исследования в 

два дня: 

- 1 определение: в течение одного рабочего дня два оператора с 

использованием трех ампул компонента для оценки содержания АПК, шести 

ампул компонента контроля и трех различных реагентов прекалликреина 

(производства Coachrom Diagnostica; HYPHEN BioMed; Enzyme Research 

Laboratories). На одном 96-луночном планшете размещали разведения СО (ЕФ 

или международного), разведения компонента для оценки содержания активатора 

прекалликреина (три образца) (расчетное содержание активатора прекалликреина 

1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 МЕ/мл), компоненты контроля, восстановленные в 1,0 мл и 

2,0 мл воды очищенной (по три образца). На одном планшете проводили 

испытания с использованием реагента прекалликреина одного производителя. 

Компоненты контроля анализировали без разведения.  

После восстановления компонента для оценки содержания активатора 

прекалликреина в 1,0 мл воды очищенной каждый оператор готовил разведения 

СО самостоятельно из одной ампулы по схеме (Рисунок 20). 
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0,01 мл 0,05 мл 0,05 мл 0,05 мл 0,1 мл 0,1 мл 

+ + + + + + 

0,29 мл 0,25 мл 0,1 мл 0,05 мл 0,05 мл 0,02 мл 

 

 

 

1 МЕ/мл 5 МЕ/мл 10 МЕ/мл 15 МЕ/мл 20 МЕ/мл 25 МЕ/мл 

 

Рисунок 20 – Схема приготовления разведений компонента для оценки 

содержания АПК 

 

- 2 определение:  в течение одного рабочего дня (с интервалом 1-2 дня от 

первого определения) два оператора с использованием трех наборов и двух 

различных реагентов прекалликреина (производства Calbiochem, EDM Millipore 

Corporation; ООО фирма «Технология-Стандарт»). На одном 96-луночном 

планшете размещали разведения СО (ЕФ или международного), разведения 

компонента для оценки содержания активатора прекалликреина (три образца) 

(расчетное содержание активатора прекалликреина 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 МЕ/мл), 

компоненты контроля, восстановленные в 1,0 мл и 2,0 мл воды очищенной (по 

три образца). На одном планшете проводили испытания с использованием 

реагента прекалликреина одного производителя. 

Компоненты контроля анализировали без разведения.  

После восстановления компонента для оценки содержания активатора 

прекалликреина в 1,0 мл воды очищенной каждый оператор готовил разведения 

ОСО самостоятельно из одной ампулы по указанной выше схеме. 

0,4 мл восстановленного ОСО + 0,28 мл ТРИС-буфера 

~30 МЕ/мл, разведение в 1,7 раза (от 51 МЕ/мл) 

ТРИС-буфер 
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Определение потери массы при высушивании проводили с использованием 

2 наборов (6 ампул/флаконов) одним оператором в соответствии с 

ОФС.1.2.1.0010.15 «Потеря в массе при высушивании». 

Определение времени получения восстановленного ОСО проводили при 

подготовке ОСО к испытаниям по установлению аттестуемой характеристики (6 

образцов компонента для оценки содержания активатора прекалликреина; по 6 

образцов компонентов контроля при восстановлении в 1,0 мл и 2,0 мл воды 

очищенной). 

Стабильность ОСО изучают в условиях хранения при температуре не выше 

минус 20 
0
С методом естественного старения. Оценку аттестуемой 

характеристики проводят ежемесячно с использованием трех образцов 

компонента для оценки содержания активатора прекалликреина; по 3 образца 

компонентов контроля при восстановлении в 1,0 мл и 2,0 мл воды очищенной). 

Для расчета аттестованных значений по содержанию активатора 

прекалликреина проводили оценку статистической значимости различий 

полученных результатов для каждого из компонентов, полученных с 

использованием всех реагентов прекалликреина на основании оценки t-критерия 

Стьюдента, а также оценки статистической значимости различий линий регрессии 

для аттестуемого ОСО и международного или фармакопейного СО. 

При условии отсутствия статистически значимых различий полученные 

результаты объединяли для каждого соответствующего компонента, вычисляли 

среднее арифметическое значение (х), стандартное отклонение (Sх) и расширенную 

неопределенность аттестованного значения (∆Х) (при необходимости) по 

результатам серии измерений (по 18 результатов определения кинетическим тестом и 

тестом со стоп-реагентом для каждого исследователя). 

Аттестованную характеристику по содержанию активатора прекалликреина 

представляли: 

- в компоненте для оценки содержания активатора прекалликреина в виде 

среднего значения, выраженного в МЕ/ампулу(флакон);  
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- в компоненте контроля в виде х±2Sx, выраженного в МЕ/мл при 

восстановлении в 1,0 и 2,0 мл воды очищенной. 

 

7.1.4.3. Получение, аттестация и изучение стабильности стандартного 

образца «Набор для определения содержания активатора прекалликреина» 

 

Для разработки СО содержания АПК в качестве кандидата в компонент 

контроля был использован образец ЛП Альбумин человека (раствор для инфузий, 

20 % производства ГУЗ «Липецкая областная станция переливания крови») с 

установленным содержанием АПК 10 МЕ/мл. Этот же образец с добавлением 

18,5 нг/мл реагента Human Coagulation Factor XIIa применяли в качестве 

кандидата в компонент для оценки содержания АПК. Образцы после розлива по 

1,0 мл в ампулы подвергали замораживанию при температуре минус 70
0
С и 

лиофильному высушиванию на установке Usifroid. 

Аттестацию СО «Набор для определения содержания активатора 

прекалликреина» осуществляли разработанными методиками определения 

содержания АПК с использованим доступных реагентов ПК и международного 

СО содержания АПК в альбумине (таблицы 46, 47). 

Сравнительная оценка значимости различий линий регрессии для 

международного СО содержания АПК в альбумине и разработанного нами СО 

(компонент для оценки содержания АПК) позволила сделать вывод о 

статистической незначимости различий линий регрессии для указанных СО  

Оценка результатов определения содержания АПК в образцах компонентов 

ОСО, полученных двумя операторами, позволила сделать вывод об отсутствии 

значимых различий: t-критерий Стьюдента при сравнении средних величин при 

табличном 2,032 (число степеней свободы равно 34) составил 

 для компонента для оценки содержания АПК - 0 (кинетический тест); 0,05 

(тест по конечной точке); 
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Таблица 46 – Оценка зависимости изменения оптической 

плотности/оптической плотности от концентрации АПК в компонентах СО 

«Набор для определения содержания АПК» 

 

С
ер
и
я
 

Н
аи
м
ен
о
в
ан
и
е 

те
ст
а 

Р
еа
ге
н
т 

п
р
ек
ал
л
и
к
р
еи
н
а 

  Уравнение 

Линейной регрессии  

R
2
 Параллелизм Линейность 

Fтеор. Fэксп Fтеор. Fэксп 

1 

К
и
н
ет
и
ч
ес
к
и
й
 

те
ст

 

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 

Т
ес
т 
п
о
 

к
о
н
еч
н
о
й
 т
о
ч
к
е 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 

2 

К
и
н
ет
и
ч
ес
к
и
й
 

те
ст

 

1 y=0,0019х+0,0019 0,996 5,79 0,44 5,05 0,57 

2 y=0,0015х+0,0016 0,9944 6,94 0,48 6,16 0,36 

3 y=0,0004х+0,0004 0,9924 6,94 0,05 6,16 0,18 

4 y=0,0005х+0,0004 0,9933 6,94 0,14 6,16 0,45 

5 y=0,0017х-0,0049 0,9962 5,59 1,10 4,36 3,50 

Т
ес
т 
п
о
 

к
о
н
еч
н
о
й
 т
о
ч
к
е 1 y=0,0484х+0,2517 0,9906 5,79 0,44 5,05 0,57 

2 y=0,0281х+0,1035 0,9900 6,94 0,09 6,16 0,25 

3 y=0,0143х+0,0702 0,9953 9,55 0,02 9,28 2,50 

4 y=0,0093х+0,085 0,9969 6,94 0,25 6,16 0,64 

5 y=0,0238х+0,0071 0,9918 5,32 0,93 3,84 3,02 

Примечание – использованы реагенты прекалликреина, производства 
1 - Calbiochem, EDM Millipore Corporation  
2 - Enzyme Research Laboratories  
3 - Hyphen  
4 - Coachrom Diagnostica 
5 – ООО фирма «Технология-Стандарт» 
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Таблица 47- Результаты определения содержания АПК в компонентах СО «Набор для определения содержания активатора 

прекалликреина» 

Реагент ПК 
производства 

Оператор Компонент… Номер 
образца 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(кинетический тест) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(тест по конечной точке) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина,   ±Sx, 
МЕ/мл (для обоих тестов) 

Значение Среднее 
значение
x   

Стандартное 
отклонение  

Sx 

Значение Среднее 
значение
     

Стандартное 
отклонение 

Sx  

Calbiochem, 

EDM 

Millipore 

Corporation 

1 

для оценки 

содержания 

АПК 

1 51,1 

49,7 1,6 3,3 

52,3 

50,6 1,6 3,1 50,1+1,5 

50,6+1,2 

2 48,3 49,9 

3 49,4 49,5 

2 

1 50,9 

51,3 0,6 1,1 

51,8 

50,6 1,0 2,0 51,0+0,8 2 51,2 50,2 

3 52,0 49,9 

1 

контроля
1
  

1 10,3 

10,9 0,5 4,5 

10,6 

10,9 0,9 8,2 10,9+0,6 

10,7+0,7 

2 11,1 11,9 

3 11,2 10,2 

2 

1
 

10,0 

10,6 0,7 6,5 

9,7 

10,5 1,2 11,3 10,6+0,9 2
 

10,5 10,0 

3
 

11,4 11,9 

1 

контроля
2 

1
* 

5,7 

5,9 0,3 5,4 

5,8 

6,0 0,2 2,9 6,0+0,2 

6,0+0,2 

2
* 

5,8 6,1 

3
* 

6,3 6,1 

2 

1
* 

6,0 

6,0 0,1 1,7 

5,9 

6,0 0,2 2,5 6,0+0,1 2
* 

6,1 6,2 

3
* 

5,9 6,0 
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Реагент ПК 
производства 

Оператор Компонент… Номер 
образца 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(кинетический тест) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(тест по конечной точке) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина,   ±Sx, 
МЕ/мл (для обоих тестов) 

Значение Среднее 
значение
x   

Стандартное 
отклонение  

Sx 

Значение Среднее 
значение
     

Стандартное 
отклонение 

Sx  

Enzyme 

Research 

Laboratories 

1 

для оценки 

содержания 
АПК 

1 54,3 

52,6 1,5 2,8 

53,8 

51,0 3,3 6,4 51,8+2,4 

51,0+2,0 

2 51,8 47,4 

3 51,8 51,87 

2 

1 51,2 

49,8 1,2 2,5 

51,6 

50,6 1,1 2,2 50,2+1,1 2 49,3 49,4 

3 48,9 50,9 

1 

контроля
1
  

1 11,6 

10,8 0,8 7,4 

11,8 

10,9 1,0 9,3 10,9+0,8 

10,4+1,0 

2 10,9 9,8 

3 10,0 11,1 

2 

1
 

11,1 

10,3 1,1 10,4 

10,6 

9,6 0,9 9,5 10,0+1,0 2
 

10,8 9,2 

3
 

9,1 8,9 

1 

контроля
2 

1
* 

7,0 

6,4 0,6 8,9 

6,5 

6,2 0,3 5,0 6,3+0,4 

6,1+0,4 

2
* 5,9 5,9 

3
* 6,2 6,1 

2 

1
* 

6,5 

5,9 0,6 9,3 

6,4 

6,0 0,3 5,3 6,0+0,4 2
* 

5,4 5,9 

3
* 

5,9 5,8 
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Реагент ПК 
производства 

Оператор Компонент… Номер 
образца 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(кинетический тест) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(тест по конечной точке) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина,   ±Sx, 
МЕ/мл (для обоих тестов) 

Значение Среднее 
значение
x   

Стандартное 
отклонение  

Sx 

Значение Среднее 
значение
     

Стандартное 
отклонение 

Sx  

Hyphen 

1 

для оценки 

содержания 
АПК 

1 49,4 

50,0 2,0 4,0 

51,9 

51,6 0,4 0,8 50,8+1,5 

51,2+1,2 

2 48,41 51,1 

3 52,3 51,7 

2 

1 50,6 

51,4 0,9 1,8 

52,3 

51,9 0,4 0,7 51,7+0,7 2 52,4 51,9 

3 51,2 51,6 

1 

контроля
1
  

1 10,7 

9,4 1,2 12,4 

10,1 

9,9 0,3 2,6 9,7+0,8 

10,4+1,0 

2 9,2 9,6 

3 8,4 9,9 

2 

1
 

7,8 

8,5 0,7 7,7 

9,0 

9,2 0,7 7,3 8,9+0,7 2
 

8,6 8,7 

3
 

9,1 10,0 

1 

контроля
2 

1
* 

6,2 

6,0 0,2 3,5 

5,9 

6,0 0,2 2,9 6,0+0,2 

6,0+0,2 

2
* 

5,8 6,2 

3
* 

5,9 5,9 

2 

1
* 

5,9 

5,9 0,1 1,7 

6,0 

6,0 0,4 5,9 5,9+0,2 2
* 

6,0 5,6 

3
* 

5,8 6,3 
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Реагент ПК 
производства 

Оператор Компонент… Номер 
образца 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(кинетический тест) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(тест по конечной точке) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина,   ±Sx, 
МЕ/мл (для обоих тестов) 

Значение Среднее 
значение
x   

Стандартное 
отклонение  

Sx 

Значение Среднее 
значение
     

Стандартное 
отклонение 

Sx  

Coachrom 

Diagnostica 

1 

для оценки 

содержания 
АПК 

4 49,9 

50,6 2,6 5,1 

49,0 

50,7 3,2 6,3 50,6+2,6 

50,7+2,3 

5 48,4 54,3 

6 53,4 48,7 

2 

4 48,5 

50,9 3,0 5,8 

48,9 

50,5 1,8 3,5 50,7+2,2 5 50,0 52,4 

6 54,2 50,3 

1 

контроля
1
  

4 11,3 

10,3 1,1 10,8 

10,6 

10,1 1,2 12,2 10,2+1,1 

10,0+0,9 

5 10,5 11 

6 9,1 8,7 

2 

4 10 

9,5 0,9 9,4 

9,8 

10,1 0,8 8,3 9,8+0,8 5 8,5 9,4 

6 10,1 11 

1 

контроля
2 

4
* 

5,9 

6,0 0,2 3,8 

5,7 

6,0 0,3 4,2 6,0+0,2 

6,1+0,2 

5
* 

5,9 6,0 

6
* 

6,3 6,2 

2 

4
* 

6,2 

6,1 0,1 0,9 

5,9 

6,1 0,2 3,4 6,1+0,1 
5

* 
6,1 6,0 

6
* 6,1 6,3 
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Реагент ПК 
производства 

Оператор Компонент… Номер 
образца 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(кинетический тест) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(тест по конечной точке) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина,   ±Sx, 
МЕ/мл (для обоих тестов) 

Значение Среднее 
значение
x   

Стандартное 
отклонение  

Sx 

Значение Среднее 
значение
     

Стандартное 
отклонение 

Sx  

ООО фирма 

«Технология- 

Стандарт» 

1 

для оценки 

содержания 

АПК 

4 54,3 

51,1 1,8 3,6 

51,9 

51,1 0,5 1,0 51,1+1,3 

51,1+1,2 

5 49,4 50,4 

6 49,9 50,9 

4 52,0 50,9 

5 50,3 51,3 

6 50,9 51,0 

2 

4 51,2 

51,1 1,3 2,5 

52,9 

51,3 1,1 2,2 51,2+1,2 

5 48,6 51,9 

6 52,0 49,5 

4 51,6 50,8 

5 50,9 51,0 

6 52,0 51,6 

1 

контроля
1
  

4 9,8 

9,9 0,2 2,2 

9,2 

10,0 0,6 6,1 10,0+0,4 

10,1+0,4 

5 9,6 9,5 

6 10,1 10,0 

4 9,9 10,1 

5 10,0 10,4 

6 10,2 10,9 

2 

4
 

10,8 

10,5 0,4 3,8 

10,7 

10,1 0,4 3,7 10,3+0,4 

5
 

10,5 9,8 

6
 

9,9 9,7 

4 10,9 9,9 

5 10,6 10,3 

6 10,1 10,2 
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Реагент ПК 
производства 

Оператор Компонент… Номер 
образца 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(кинетический тест) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(тест по конечной точке) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина,   ±Sx, 
МЕ/мл (для обоих тестов) 

Значение Среднее 
значение
x   

Стандартное 
отклонение  

Sx 

Значение Среднее 
значение
     

Стандартное 
отклонение 

Sx  

ООО фирма 

«Технология- 

Стандарт» 

1 

контроля
2 

4
* 

6,3 

6,0 0,2 3,0 

6,0 

6,0 0,2 2,9 6,0+0,2 

6,0+0,2 

5
* 

6,1 6,3 

6
* 

5,8 5,9 

4
* 

5,9 5,8 

5
* 

5,9 6,0 

6
* 

6,1 6,1 

2 

4
* 

5,8 

6,0 0,2 2,7 

6,0 

6,0 0,2 2,6 6,0+0,2 

5
* 

5,9 5,7 

6
* 

6,2 6,1 

4
* 

6,2 6,0 

5
* 

6,0 6,1 

6
* 

6,0 6,1 

Примечания. 
1 – после восстановления в 1,0 мл воды очищенной. 
2 – после восстановления в 2,0 мл воды очищенной 
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 для компонента контроля восстановленного в 1,0 мл воды очищенной - 0,09 

(кинетический тест); 0,12 (тест по конечной точке); 

 для компонента контроля восстановленного в 2,0 мл воды очищенной - 0 

(кинетический тест и тест по конечной точке). 

Оценка результатов определения содержания АПК в образцах компонентов 

ОСО, полученных двумя тестами (кинетический и по конечной точке) позволила 

сделать вывод об отсутствии значимых различий: t-критерий Стьюдента при 

сравнении средних величин при табличном 2,002 (число степеней свободы равно 

58) составил 

 для компонента для оценки содержания АПК – 0,05; 

 для компонента контроля восстановленного в 1,0 мл воды очищенной - 0; 

Полученные результаты определения активности АПК объединили для 

соответствующих компонентов ОСО и рассчитали среднее значение содержания 

активатора прекалликреина (таблица 48). 

 

Таблица 48- Содержание активатора прекалликреина в компонентах СО «Набор 

для определения содержания активатора прекалликреина» (ОСО 42-28-445)  

(серия 1) 

Наименование компонента Содержание активатора прекалликреина, 

х ±Sx, МЕ/мл (р= 0,95) 
К
о
эф
ф
и
ц
и
ен
т 

в
ар
и
ац
и
и
, 

п
р
о
ц
ен
т 

Кинетический 

тест 

Тест по конечной 

точке 

Среднее 

значение 

Для оценки содержания АПК 50,9+0,7 51,0+1,4 51,0+1,6 3,1 

Контроль содержания АПК 

(при восстановлении в 1,0 мл) 
10,1+0,9 10,1+0,8 10,1+0,9 8,5 

Контроль содержания АПК 

(при восстановлении в 2,0 мл) 
6,0+0,3 6,0+0,2 6,0+0,3 4,2 

 

Аттестацию СО «Набор для определения содержания активатора 

прекалликреина» (в комплекте с прекалликреином) осуществляли 

разработанными методиками определения содержания АПК с использованим 
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реагента ПК, входящего в состав набора, и международного СО содержания АПК 

в альбумине (таблица 49). 

Оценка результатов определения содержания АПК в образцах компонентов 

ОСО «Набор для определения содержания активатора прекалликреина» (в 

комплекте с прекалликреином), полученных двумя операторами, позволила 

сделать вывод об отсутствии значимых различий: t-критерий Стьюдента при 

сравнении средних величин при табличном 2,032 (число степеней свободы равно 

34) составил 

 для компонента для оценки содержания АПК - 0 (кинетический тест); 0,05 

(тест по конечной точке); 

 для компонента контроля восстановленного в 1,0 мл воды очищенной - 0,09 

(кинетический тест); 0,12 (тест по конечной точке); 

 для компонента контроля восстановленного в 2,0 мл воды очищенной - 0 

(кинетический тест и тест по конечной точке). 

Оценка результатов определения содержания АПК в образцах компонентов 

аттестуемого ОСО, полученных двумя тестами (кинетический и по конечной 

точке) позволила сделать вывод об отсутствии значимых различий: t-критерий 

Стьюдента при сравнении средних величин при табличном 2,002 (число степеней 

свободы равно 58) составил 

 для компонента для оценки содержания АПК – 0,05; 

 для компонента контроля восстановленного в 1,0 мл воды очищенной - 0; 

 для компонента контроля восстановленного в 2,0 мл воды очищенной - 0. 

Полученные результаты определения активности АПК объединили для 

соответствующих компонентов ОСО и рассчитали значение содержания 

активатора прекалликреина (таблица 50). 

 

 



Таблица 49- Результаты определения содержания активатора прекалликреина в компонентах СО «Набор для определения содержания 

активатора прекалликреина» (в комплекте с прекалликреином) 

 
Определение/ 
планшет 

Оператор Компонент… Номер 
образца 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(кинетический тест) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(тест по конечной точке) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина,   ±Sx, 
МЕ/мл (для обоих тестов) 

Значение Среднее 
значение
x   

Стандартное 
отклонение  

Sx 

Значение Среднее 
значение
     

Стандартное 
отклонение 

Sx  

1/1 планшет 

1 

для оценки 

содержания 
АПК 

1 51,0 

50,2 0,8 1,6  

51,0 

50,6 0,6 1,2 50,4+0,7 

50,7+0,8 

2 50,3 49,9 

3 49,4 50,9 

2 

1 50,9 

51,3 0,6 1,2 

51,8 

50,8 1,0 1,9 51,1+0,8 2 51,0 50,8 

3 52,0 49,9 

1 

контроля
1
  

1 10,3 

10,5 0,5 4,5 

10,6 

10,5 0,3 2,9 10,5+0,4 

10,5+0,6 

2 10,1 10,8 

3 11,0 10,2 

2 

1
 

10,0 

10,4 0,3 3,0 

9,7 

10,5 1,2 11,3 10,1+0,9 2
 

10,5 10,0 

3
 

10,6 11,9 

1 

контроля
2 

1
* 

5,7 

6,0 0,3 5,1 

5,8 

6,0 0,2 2,9 6,0+0,2 

6,0+0,2 

2
* 

5,9 6,1 

3
* 

6,3 6,1 

2 

1
* 

6,0 

6,0 0,1 1,7 

5,9 

6,0 0,2 2,5 6,0+0,1 2
* 

6,1 6,2 

3
* 

5,9 6,0 
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Определение/ 
планшет 

Оператор Компонент… Номер 
образца 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(кинетический тест) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(тест по конечной точке) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина,   ±Sx, 
МЕ/мл (для обоих тестов) 

Значение Среднее 
значение
x   

Стандартное 
отклонение  

Sx 

Значение Среднее 
значение
     

Стандартное 
отклонение 

Sx  

1/2 планшет 

1 

для оценки 
содержания 

АПК 

1 54,3 

52,6 1,5 2,8 

53,8 

51,0 3,3 6,4 51,8+2,4 

51,0+2,0 

2 51,8 47,4 

3 51,8 51,87 

2 

1 51,2 

49,8 1,2 2,5 

51,6 

50,6 1,1 2,2 50,2+1,1 2 49,3 49,4 

3 48,9 50,9 

1 

контроля
1
  

1 
10,6 

10,5 0,5 4,4 

10,4 

10,2 0,3 2,5 10,3+0,4 

10,2+0,7 

2 
10,9 9,9 

3 
10,0 10,2 

2 

1
 

11,1 

10,6 0,7 6,4 

10,6 

9,6 0,9 9,5 10,1+0,9 2
 

10,8 9,2 

3
 

9,8 8,9 

1 

контроля
2 

1
* 

6,5 

6,2 0,3 4,8 

6,1 

6,0 0,1 1,9 6,1+0,2 

6,1+0,2 

2
* 5,9 5,9 

3
* 6,2 6,1 

2 

1
* 

6,5 

6,1 0,3 5,7 

6,1 

5,9 0,2 2,6 6,0+0,3 2
* 

5,9 5,9 

3
* 

5,9 5,8 
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Определение/ 
планшет 

Оператор Компонент… Номер 
образца 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(кинетический тест) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(тест по конечной точке) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина,   ±Sx, 
МЕ/мл (для обоих тестов) 

Значение Среднее 
значение
x   

Стандартное 
отклонение  

Sx 

Значение Среднее 
значение
     

Стандартное 
отклонение 

Sx  

1/3 планшет 

1 

для оценки 
содержания 

АПК 

1 49,4 

50,0 2,0 4,0 

51,9 

51,6 0,4 0,8 50,8+1,5 

51,2+1,2 

2 48,41 51,1 

3 52,3 51,7 

2 

1 50,6 

51,4 0,9 1,8 

52,3 

51,9 0,4 0,7 51,7+0,7 2 52,4 51,9 

3 51,2 51,6 

1 

контроля
1
  

1 
10,3 

10,1 0,2 2,1 

10,1 

10,0 0,1 1,0 10,0+0,2 

9,8+0,5 

2 
9,9 10 

3 
10,0 9,9 

2 

1
 

10,0 

9,9 0,1 1,0 

9 

9,2 0,7 7,4 9,6+0,6 2
 

9,8 8,7 

3
 

9,9 10 

1 

контроля
2 

1
* 

6,0 

5,9 0,1 1,0 

5,9 

6,0 0,2 2,9 6,0+0,1 

5,9+0,1 

2
* 

5,9 6,2 

3
* 

5,9 5,9 

2 

1
* 

5,9 

5,9 0,1 1,7 

6,0 

5,9 0,2 3,9 5,9+0,2 2
* 

6,0 5,6 

3
* 

5,8 6,0 
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Определение/ 
планшет 

Оператор Компонент… Номер 
образца 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(кинетический тест) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(тест по конечной точке) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина,   ±Sx, 
МЕ/мл (для обоих тестов) 

Значение Среднее 
значение
x   

Стандартное 
отклонение  

Sx 

Значение Среднее 
значение
     

Стандартное 
отклонение 

Sx  

2/1 планшет 

1 

для оценки 
содержания 

АПК 

4 49,9 

50,6 2,6 5,1 

49,0 

50,7 3,2 6,3 50,6+2,6 

50,7+2,3 

5 48,4 54,3 

6 53,4 48,7 

2 

4 48,5 

50,9 3,0 5,8 

48,9 

50,5 1,8 3,5 50,7+2,2 5 50,0 52,4 

6 54,2 50,3 

1 

контроля
1
  

4 
10 

10,0 0,5 4,5 

10,6 

10,5 0,5 4,4 10,3+0,5 

10,1+0,5 

5 
10,5 10,9 

6 
9,6 10 

2 

4 
10 

10,0 0,2 1,5 

9,8 

10,1 0,8 8,3 10,0+0,6 5 
9,8 9,4 

6 
10,1 11 

1 

контроля
2 

4
* 

5,9 

6,0 0,2 2,9 

5,9 

6,0 0,2 2,5 6,0+0,1 

6,0+0,1 

5
* 

5,9 6,0 

6
* 

6,2 6,2 

2 

4
* 

6,0 

6,1 0,1 1,0 

5,9 

6,0 0,1 1,7 6,0+0,1 5
* 

6,1 6,0 

6
* 

6,1 6,1 
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Определение/ 
планшет 

Оператор Компонент… Номер 
образца 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(кинетический тест) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(тест по конечной точке) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина,   ±Sx, 
МЕ/мл (для обоих тестов) 

Значение Среднее 
значение
x   

Стандартное 
отклонение  

Sx 

Значение Среднее 
значение
     

Стандартное 
отклонение 

Sx  

2/2 планшет 

1 

для оценки 
содержания 

АПК 

4 54,3 

51,1 1,8 3,6 

51,9 

51,1 0,5 1,0 51,1+1,3 

51,1+1,2 

5 49,4 50,4 

6 49,9 50,9 

2 

4 51,2 

51,1 1,3 2,5 

52,9 

51,3 1,1 2,2 51,2+1,2 5 48,6 51,9 

6 52,0 49,5 

1 

контроля
1
  

4 9,8 

9,9 0,2 1,5 

9,9 

9,9 0,1 1,0 9,9+0,1 

10,1+0,4 

5 9,9 9,8 

6 10,1 10,0 

2 

4 10,8 

10,4 0,5 4,4 

10,7 

10,1 0,6 5,5 10,3+0,5 5 10,5 9,8 

6 9,9 9,7 

1 

контроля
2 

4 6,3 

6,1 0,3 4,1 

6,0 

6,0 0,1 1,7 6,0+0,2 

6,0+0,2 

5 6,1 6,1 

6 5,8 5,9 

2 

4 5,8 

6,0 0,2 3,5 

6,0 

5,9 0,2 3,5 6,0+0,2 5 5,9 5,7 

6 6,2 6,1 
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Определение/ 
планшет 

Оператор Компонент… Номер 
образца 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(кинетический тест) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина, МЕ/мл 
(тест по конечной точке) 

RSD,  
% 

Содержание активатора 
прекалликреина,   ±Sx, 
МЕ/мл (для обоих тестов) 

Значение Среднее 
значение
x   

Стандартное 
отклонение  

Sx 

Значение Среднее 
значение
     

Стандартное 
отклонение 

Sx  

2/3 планшет 

1 
для оценки 
содержания 

АПК 

4 52,0 

51,1 0,9 1,7 

50,9 

51,1 0,2 0,4 51,1+0,6 

51,2+0,5 

5
 

50,3 51,3 

6
 

50,9 51,0 

2 

4
 

51,6 

51,5 0,6 1,1 

50,8 

51,1 0,4 0,8 51,3+0,5 5
 

50,9 51,0 

6
 

52,0 51,6 

1 

контроля
1
  

4 9,9 

10,0 0,2 1,5 

10,1 

10,2 0,2 2,0 10,1+0,2 

10,1+0,2 

5 10,0 10,4 

6 10,2 10,0 

2 

4 10,3 

10,2 0,1 1,0 

9,9 

10,1 0,2 2,1 10,2+0,2 5 10,2 10,3 

6 10,1 10,2 

1 

контроля
2 

4 5,9 

6,0 0,1 1,9 

5,8 

6,0 0,2 2,6 6,0+0,1 

6,0+0,1 

5 5,9 6,0 

6 6,1 6,1 

2 

4 6,2 

6,1 0,1 1,9 

6,0 

6,1 0,1 1,0 6,1+0,1 5 6,0 6,1 

6 6,0 6,1 

Примечания. 
1 – после восстановления в 1,0 мл воды очищенной. 
2 – после восстановления в 2,0 мл воды очищенной 
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Таблица 50- Содержание активатора прекалликреина в компонентах СО «Набор 

для определения содержания активатора прекалликреина» (в комплекте с 

прекалликреином) (ОСО 42-28-446)  (серия 1) 

Наименование компонента Содержание активатора прекалликреина, 

х ±Sx, МЕ/мл (р= 0,95) 

К
о
эф
ф
и
ц
и
ен
т 

в
ар
и
ац
и
и
, 

п
р
о
ц
ен
т 

Кинетический 

тест 

Тест по конечной 

точке 

Общее 

Для оценки содержания АПК 50,9+0,9 51,0+1,0 51,0+0,9 1,9 

Контроль содержания АПК 

(при восстановлении в 1,0 мл) 
10,2+0,4 10,1+0,6 10,1+0,5 5,0 

Контроль содержания АПК 

(при восстановлении в 2,0 мл) 
6,0+0,2 6,0+0,1 6,0+0,2 2,7 

 

Учитывая возможную дополнительную активацию АПК в условиях 

повышенных температур хранения, ускоренные тесты для установления срока 

годности СО не проводили. Аналогичным образом устанавливают стабильность 

свойств международного и фармакопейного СО активатора прекалликреина в 

альбумине. Для этих СО рекомендованный температурный режим хранения – не 

выше минус 20 
0
С. Стабильность СО определяли методом естественного старения 

при температуре не выше минус 20 ºС. Полученные результаты позволили 

установить срок годности СО, составивший 12 месяцев (срок наблюдения) 

(таблицы 51, 52). 

Таблица 51 – Содержание активатора прекалликреина в компонентах 

стандартного образца «Набор для определения содержания активатора 

прекалликреина» 

 

Наименование 

компонента СО 
Содержание активатора прекалликреина на … месяц хранения,   ±Sx, 

МЕ/мл (р= 0,95) 

1 2 3 6 9 12 

Для оценки 

содержания АПК 
49,6+3,1 51,0+4,0 51,1+3,6 50,6+2,1 51,1+2,2 50,9+1,6 

Контроль  10,7+1,6 9,9+1,7 10,2+1,5 10,6+1,2 10,1+1,4 10,1+1,8 

6,1+1,3 6,0+1,8 6,0+0,9 5,9+1,3 6,2+1,2 6,0+0,9 
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Таблица 52 – Содержание активатора прекалликреина в компонентах 

стандартного образца «Набор для определения содержания активатора 

прекалликреина» (в комплекте с прекалликреином) 

Наименование 

компонента СО 
Содержание активатора прекалликреина на … месяц хранения,   ±Sx, 

МЕ/мл (р= 0,95) 

1 2 3 6 9 12 

Для оценки 

содержания АПК 
49,6+2,1 51,0+1,8 51,1+3,4 50,6+0,1 51,1+2,3 50,9+0,6 

Контроль  10,7+1,3 9,9+1,5 10,2+1,9 10,5+1,2 10,4+1,3 10,1+1,6 

6,0+1,7 6,0+1,2 6,1+0,9 5,9+1,6 6,1+1,2 6,1+0,6 

 

7.2. Исследования по унифицикации порядка обеспечения 

воспроизводимости результатов, получаемых при контроле качества 

отечественных препаратов крови человека по показателям спецфической 

безопасности 

 

7.2.1. Обоснование принципов обеспечения воспроизводимости 

результатов испытаний лекарственных препаратов иммуноглобулинов и 

альбумина человека  по показателям специфической безопасности 

 

В соответствии с ГОСТ ISO/IEC 17025-2019, важнейшей концепцией 

обеспечения сопоставимости результатов измерений на национальном и 

международном уровнях, является метрологическая прослеживаемость. 

Сложность в обеспечении прослеживаемости результатов испытаний ЛП ИГЧ и 

АЧ по показателям специфической безопасности обусловлена: биологической 

природой используемых реагентов; невозможностью стандартизации этих 

реагентов по всем критическим показателям; отсутствием количественной оценки 

в единицах СИ, имеющих эталоны; визуальным определением измеряемой 

величины (например, агглютинации). Особое значение при этом имеет наличие 

стандартизованных методик определения и аттестованных СО с указанной 

метрологической прослеживаемостью (Рисунок 21). 
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Рисунок 21 – Принципы обеспечения воспроизводимости результатов испытаний 

ЛП ИГЧ и АЧ по показателям специфической безопасности 

 

Для методик, основанных на биологических эффектах, отсутствуют 

регламентированные указания о порядке проведения оценки стабильности 

аналитической работы, что связано со сложностью унификации требований к ним 

и выбора средства контроля, поэтому в дальнейших исследованиях нами были 

установлены подходы к решению задачи оценки воспроизводимости результатов 

испытаний. 
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7.2.2. Экспериментальные исследования по подтверждению 

стабильности аналитической работы. 

 

В дальнейших исследованиях нами показана целесообразность 

использования разработанных СО в качестве средства контроля при оценке 

качества испытаний исследуемых препаратов по показателям специфической 

безопасности. Применение этих СО, в совокупности с контрольными картами 

(например, Шухарта), позволяет оценивать воспроизводимость результатов, а 

также выявлять причины изменений и оперативно их устранять [49].  

В специализированной лаборатории ИЦЭК МИБП нами внедрена система 

оперативного контроля за процессом испытаний с использованием СО 

«Иммуноглобулина человека» (ОСО 42-28-430) и карт Шухарта (Рисунок 22).  

Методология применения СО при выполнении испытаний позволяет 

оценивать воспроизводимость результатов, полученных с использованием как 

одного образца СО на протяжении 14 суток его годности к применению после 

вскрытия, так и разных образцов одной серии. 

Так как указанный СО имеет аттестованные значения АКА, выраженные в 

виде среднего значения и стандартного отклонения с доверительной 

вероятностью 0,95, статистический анализ результатов испытаний позволяет 

оценивать их по отношению к верхней и нижней границам поля допуска (±2Sx) 

для подтверждения управляемости процесса, а также к верхней и нижней 

контрольным границам (±3Sx) выявления испытаний с несоответствующими 

критериям приемлемости результатам. Анализ графиков с учетом используемых 

наименований и серий биологических реагентов позволяет сделать вывод об 

отсутствии трендов, связанных с их влиянием на воспроизводимость результатов 

анализа.  
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(А) (В) 

Рисунок 22 – Контрольные карты для оценки стабильности аналитической работы в испытаниях по показателю 

«Антикомплементарная активность» с использованием (А) - положительного компонента, (В) – отрицательного 

компонента  ОСО 42-28-430-2018. 
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Однако, учитывая приближение к верхней и нижней границам поля допуска 

при выполнении испытаний в декабре был проведен анализ вероятных причин и 

установлено влияние серии реагента кровь баранья, которая была исключена из 

применения. 

Для внутрилабораторного контроля качества результатов анализа по 

содержанию антиэритроцитарных антител могут быть использованы 

соответствующие положительные компоненты разработанных нами СО. Один 

двукратный шаг разведения, не превышающий аттестованного значения, является 

допустимым критерием воспроизводимости результатов испытаний.  

Оценка стабильности аналитической работы для испытаний по содержанию 

АПК может осуществляться с использованием компонента контроля 

разработанного нами СО, который имеет аттестованную характеристику в виде 

среднего значения и стандартного отклонения с доверительной вероятностью 

0,95. Принципы оценки контрольных карт с получаемыми результатами 

аналогичны испытаниям по определению антикомплементарной активности. 
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ВЫВОДЫ К ГЛАВЕ 7 

1. Экспериментально подобраны кандидаты в стандартные образцы уровня 

антикомплементарной активности, содержания анти-А и анти-В 

гемагглютининов, анти-D антител и активатора прекалликреина, обеспечивающие 

максимальное приближение к истинному содержанию в их составе примесей, 

количественная характеристика которых является аттестуемым значением. 

2. Разработаны и аттестованы стандартные образцы для оценки 

специфической безопасности препаратов иммуноглобулинов и альбумина 

человека: ОСО 42-28-430 «Иммуноглобулина человека (антикомплементарная 

активность)», ОСО 42-28-439 «Набор для определения содержания анти-А и анти-

В гемагглютининов», ОСО 42-28-440 «Набор для определения содержания анти-D 

антител», ОСО 42-28-445 «Набор для определения содержания активатора 

прекалликреина», ОСО 42-28-446 «Набор для определения содержания 

активатора прекалликреина» (в комплекте с прекалликреином).  

3. Обоснованы и экспериментально подтверждены принципы обеспечения 

воспроизводимости результатов контроля качества отечественных препаратов 

крови по показателям специфической безопасности. Доказана эффективность 

применения разработанных стандартных образцов для оценки стабильности 

итогов лабораторных испытаний. 
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ГЛАВА 8. РАЗРАБОТКА МЕТОДОЛОГИИ ЭКСПЕРТНОЙ ОЦЕНКИ 

СПЕЦИФИЧЕСКОЙ БЕЗОПАСНОСТИ ЛЕКАРСТВЕННЫХ 

ПРЕПАРАТОВ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ И АЛЬБУМИНА ЧЕЛОВЕКА 

 

8.1. Разработка принципов экспертной оценки специфической 

безопасности лекарственных препаратов из плазмы крови человека. 

 

Для минимизации риска развития возможных нежелательных эффектов при 

применении к препаратам крови человека предъявляют высокие требования 

специфической безопасности. Специфическая безопасность препаратов крови 

человека - это фактор, характеризующий риски причинения вреда здоровью при 

их применении, обусловленные влиянием на системы гемостаза и комплемента, 

калликреин-кининовую систему и эритроцитарное звено системы гомеостаза. 

Экспертную оценку специфической безопасности препаратов крови 

осуществляют в первую очередь в рамках их государственной регистрации. 

Экспертиза препаратов крови является многогранным процессом, затрагивающим 

как анализ соответствующих аспектов фармацевтической разработки, 

технологического процесса производства лекарственного препарата, так и оценку 

предложенных заявителем методов контроля качества лекарственного препарата 

[42].  

Методология экспертизы специфической безопасности ЛП ИГЧ и АЧ 

складывается из научно-обоснованных принципов и критериев экспертной 

оценки, распространяющихся на следующие составляющие экспертизы которые 

соответствуют государственным стандартам проведения экспертной работы:  

- экспертиза документов и данных, касающихся фармацевтических аспектов 

разработки ЛП (обоснование выбора фармацевтической субстанции, 

вспомогательных веществ, лекарственной формы, технологии производства 

лекарственного препарата); 
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- экспертиза документов и данных, описывающих технологический процесс 

производства ЛП, включая контроль исходного сырья, критических стадий 

производства и промежуточных продуктов; 

- экспертиза методов контроля качества ЛП и их воспроизводимость; 

- экспертиза материалов по валидации аналитических методов контроля 

качества ЛП [38]. 

Для оптимизации процесса экспертизы и получения адекватной оценки 

специфической безопасности препаратов крови нами разработаны основные 

принципы её проведения. 

1. Принцип презумпции потенциальной опасности, связанной с негативным 

влиянием на системы гемостаза, комплемента, калликреин-кининовую, 

эритроцитарное звено гомеостаза 

Экспертиза ЛП ИГЧ и АЧ, как и других ЛП из ПКЧ должна основываться 

на допущении того факта, что все препараты крови человека обладают тем или 

иным свойством, обуславливающим при введении пациенту развитие 

нежелательных реакций, связанных с влиянием на системы гемостаза, 

комплемента и/или калликреин-кининовую. Наличие этих свойств связано с 

особенностями фармацевтической субстанции, невозможностью на этапах 

технологического процесса полностью исключить контаминацию готовой формы 

препарата остаточными количествами «нецелевых» белков плазмы крови, 

возможностью конформационных изменений «целевых» белков в процессе 

производства и/или хранения, а также нецелесообразностью в отношении 

некоторых свойств белков, например, иммуноглобулинов G, полностью 

исключать влияние на систему комплемента. 

2. Принцип комплексности экспертной оценки. 

В ходе экспертизы должны оцениваться как технологические аспекты 

разработки, так и качество готовой формы с точки зрения обеспечения 

специфической безопасности препарата. 

3. Принцип адекватности контроля специфической безопасности в 

соответствии с группировочной принадлежностью препарата. 
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В ходе экспертизы должна оцениваться обоснованность выбранных 

факторов потенциальной опасности, связанной с негативным влиянием на 

системы гемостаза, комплемента и калликреин-кининовую, и наличие 

соответствующих показателей качества в спецификации на препарат. 

4. Принцип научной обоснованности и объективности оценки 

специфической безопасности препаратов крови. 

Экспертная оценка должна учитывать:  

- обоснованность регламентированного в нормативной документации 

предельного содержания «нецелевых» белков плазмы крови (например, 

гемагглютининов, анти-D антител, активатора прекалликреина и т.д.) или 

конформационно измененных «целевых» белков (например, полимеров и 

агрегатов). Нормативные требования должны соответствовать российским (при 

наличии) или международным стандартам качества на соответствующие 

препараты;  

- обоснованность использования методики определения. При использовании 

производителем для контроля качества препарата фармакопейной методики 

определения обязательно наличие материалов по её верификации. При 

использовании производителем собственной методики, в ходе экспертизы должна 

быть установлена обоснованность замены фармакопейной методики и 

адекватность предложенной методики на основании  материалов по валидации;  

- стандартизованность использованной методики определения, которая 

должна быть достигнута применением СО различной квалификации 

(международные, ЕФ, национальные (отраслевые) или стандартные образцы 

предприятия). В ходе экспертизы должна быть установлена обоснованность 

применения стандартных образцов.  

5. Принцип соблюдения баланса между уровнем специфической 

безопасности препаратов крови человека с их терапевтической эффективностью. 

Экспертная оценка должна учитывать взаимосвязь между значениями 

критериев специфической безопасности препаратов и эффективностью препарата 

при клиническом применении. 
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6. Принцип законности заключения о специфической безопасности  

препарата. 

Экспертная оценка должна учитывать современные законодательные акты, 

государственные стандарты, научные разработки и международный опыт в 

области производства, контроля качества и применения препаратов крови 

человека.  

 

8.2. Обоснование критериев экспертной оценки специфической 

безопасности лекарственных препаратов иммуноглобулинов и альбумина 

человека 

 

В качестве критериев экспертной оценки специфической безопасности 

препаратов крови человека установлены критерии, применимые при оценке 

материалов регистрационного досье в части описания фармацевтической 

разработки, технологического процесса, выбора показателей и методов контроля 

готовой формы препарата, а также оценки качества образцов по этим 

показателям: 

1) технологические аспекты обеспечения специфической безопасности 

препаратов крови. 

Значение критерия зависит от группировочной принадлежности препарата и 

его лекарственной формы:  

- для препаратов альбумина выбор стабилизатора, обеспечивающего 

стабильность мономерной формы молекулы альбумина и т.д.  

- для препаратов иммуноглобулинов человека технология может включать 

скрининг доноров по групповой и резус-принадлежности и формирование 

котловой загрузки с учетом максимального содержания гемагглютининов и анти-

Dантител, отделение криопреципитата и коагулирующих факторов, обработку 

ферментами, хроматографическую очистку, обработку октановой кислотой, 
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выбор стабилизатора, обеспечивающего стабильность мономерной формы 

молекулы иммуноглобулина, и т.д.  

2) показатели качества, характеризующие специфическую безопасность 

готовой формы препарата.  

Значение критерия зависит от группировочной принадлежности препарата 

крови и его лекарственной формы: 

- для препаратов альбумина человека – «Активатор прекалликреина», 

«Полимеры и агрегаты»; 

- для препаратов иммуноглобулинов человека (раствор для внутривенного 

введения, раствор для инфузий) – «Анти-А и анти-В гемагглютинины», 

«Антикомплементарная активность», «Анти-D антитела», «Активатор 

прекалликреина», «Молекулярные параметры»; 

- для препаратов иммуноглобулинов человека (раствор для подкожного 

введения) – «Анти-А и анти-В гемагглютинины», «Анти-D антитела», 

«Молекулярные параметры»; 

Для оценки тромбогенного потенциала препаратов иммуноглобулинов 

человека для внутривенного введения применимо на этапах фармацевтической 

разработки изучение готовой формы в тесте генерации тромбина, изучение 

содержания в препарате таких примесей, как факторы свертывания 

кровипротромбинового кмплекса (II, VII, IX, X, XI) и их активированные формы, 

а также влияние препарата на изменение неактивированного частичного 

тромбопластинового времени стандартной (нормальной) плазмы человека. 

3) методики определения показателей специфической безопасности 

препаратов крови, их валидация/верификация. 

Значение критерия должно соответствовать российским (при наличии) и 

международным стандартам качества. Для определения содержания активатора 

прекалликреина допустимо применять хромогенный метод в соответствии с 

ОФС.1.8.2.0013.18 «Определение содержания активатора прекалликреина в 

лекарственных препаратах из плазмы крови человека». Определение содержания 

гемагглютининов и анти-D антител необходимо проводить в соответствии с 
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ОФС.1.8.2.0005.15 «Определение анти-А и анти-В гемагглютининов в 

лекарственных препаратах иммуноглобулинов человека»; ОФС.1.8.2.0004.15 

«Испытание на анти-D антитела в лекарственных препаратах иммуноглобулинов 

человека» а антикомплементарную активность в соответствии с 

ОФС.1.8.2.0007.15 «Определение антикомплементарной активности 

лекарственных препаратов иммуноглобулинов человека для внутривенного 

введения». Допустимо применение фармакопейных методов испытаний для 

зарубежных производителей. Учитывая сопоставимость результатов, 

установленную при разработке отечественных методик, целесообразно 

рекомендовать возможность применения методов, включенных в ГФ РФ, в 

качестве альтернативных для контроля качества ЛП ИГЧ и АЧ зарубежного 

производства по показателям специфической безопасности. 

Валидация методик определения показателей специфической безопасности, 

которые по типу аналитической процедуры относятся к количественным 

испытаниям на примеси, должна быть проведена по критериям правильности 

(точности), прецизионности (сходимость (повторяемость), внутрилабораторная 

прецизионность), специфичности, предела количественного определения, 

линейности и диапазона применения. Верификация должна подтверждать на 

основании экспериментальных данных, что фармакопейная методика применима 

для контроля качества препарата. Основанием для этого является отсутствие 

неприемлемого ухудшения правильности, линейности и прецизионности 

методики.  

4) количественная оценка показателей специфической безопасности. 

Значение критерия зависит от группировочной принадлежности препарата и 

его лекарственной формы. 

Препараты альбумина человека: 

- содержание активатора прекалликреина не более 35 МЕ/мл, 

- содержание полимеров и агрегатов не более 5,0 %. 

Препараты иммуноглобулинов человека: 
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- агглютинация А и В эритроцитов должна отсутствовать в разведении 

препарата 1:64, 

- допустимый предел связывания комплемента должен быть не более 1 

СН50/мг белка, 

- содержание анти-D антител должно быть не более, чем в положительном 

стандартном образце, 

- содержание активатора прекалликреина не более 35 МЕ/мл, 

- содержание полимеров и агрегатов не более 3 % (для препаратов для 

внутривенного введения, для инфузий), не более 10 % (для препаратов для 

подкожного введения), 

- максимальное количество тромбина в тесте генерации тромбина не более 

350 нМоль, латентный период (лаг-фаза) генерации тромбина не менее 11 мин, 

период образования максимального количества тромбина не менее 19 мин; 

- активность фактора XIа не более 10 мМЕ/мл, факторов II, VII, IX, X и 

калликреина менее 50 мМЕ/мл; 

- неактивированное частичное тромбопластиное время (значение критерия - 

время образования сгустка в стандартной (нормальной) плазме человека должно 

быть более 150 сек.  

Таким образом, проведенные теоретические исследования позволили на 

основании обоснованных принципов и критериев разработать «Методические 

рекомендации по экспертной оценке специфической безопасности препаратов 

крови человека» (Приложение Г) [73], которые внедрены в деятельность ФГБУ 

«НЦЭСМП» и позволяют экспертам адекватно оценивать специфическую 

безопасность препаратов крови человека. Полученные результаты также 

использованы при разработке «Руководства по экспертизе лекарственных  

препаратов крови» (Приложение Д) [74]. 
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ВЫВОДЫ К ГЛАВЕ 8 

 

1. Разработаны принципы и обоснованы критерии экспертной оценки 

специфической безопасности ЛП ИГЧ и АЧ. Установлена целесообразность 

рекомендовать возможность применения методов, включенных в ГФ РФ, в 

качестве альтернативных для контроля качества ЛП ИГЧ и АЧ зарубежного 

производства по показателям специфической безопасности. 

2. Разработаны и утверждены в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России 

«Методические рекомендации по экспертной оценке специфической безопасности 

препаратов крови», обеспечивающие проведение экспертизы материалов 

регистрационного досье препаратов крови человека по специфической 

безопасности в соответствии с национальными стандартами и международными 

требованиями. 

3. Результаты исследований использованы при разработке «Руководства по 

экспертизе лекарственных препаратов крови», устанавливающего общую 

методологию экспертизы этой группы препаратов. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Итоги выполненного исследования. В результате теоретических 

исследований обосновано понятие специфической безопасности ЛП крови 

человека как фактора, характеризующего риски причинения вреда здоровью при 

их применении, обусловленные влиянием на системы гемостаза и комплемента, 

калликреин-кининовую систему и эритроцитарное звено системы гомеостаза.  

Выявлено, что проблема обеспечения специфической безопасности ЛП ИГЧ 

и АЧ связана с особенностями состава исходного сырья (плазмы для 

фракционирования) и технологическими возможностями выделения целевых 

белков (иммуноглобулинов различной специфичности или альбумина) при 

сохранении остаточного количества других плазменных белков, нежелательное 

действие которых проявляется активацией калликреин-кининовой и плазминовой 

систем, систем свертывания крови и комплемента, а также нарушениями 

эритроцитарного звена системы гомеостаза.  

Разработаны и валидированы унифицированные методики оценки АКА, 

содержания анти-А и анти-В ГА, анти-D антител, АПК в ЛП ИГЧ и АЧ. 

Разработаны и внедрены в практическую деятельность СО иммуноглобулина 

человека (АКА), содержания анти-А и анти-В ГА, анти-D антител, разработан СО 

содержания АПК. Обоснована методология изучения тромбогенного потенциала 

ЛП ИГЧ. Обоснован и экспериментально подтвержден порядок обеспечения 

воспроизводимости результатов контроля качества ЛП ИГЧ и АЧ по показателям 

специфической безопасности. 

Рекомендации и перспективы дальнейшей разработки темы. В 

результате проведенных исследований установлено, что разработанные 

стандартизованные методики контроля качества могут быть использованы как 

производителями ЛП ИГЧ и АЧ, так и испытательными лабораториями при 

подтверждении соответствия требованиям нормативной документации. 

Методические основы изучения тромбогенного потенциала ИГЧ могут быть 

использованы в программах доклинического исследования соответствующих ЛП. 



227 

 

 

Разработанная нами методология валидации иммунобиологических методов 

может быть использована для разработки методических рекомендаций, 

применимых в работе испытательных лабораторий, предприятий по производству 

иммунобиологических лекарственных средств, экспертного учреждения. 

Разработанные методологические подходы к стандартизации и контролю качества 

ЛП ИГЧ и АЧ в целях обеспечения специфической безопасности может 

послужить основой для обоснования системного подхода к обеспечению 

различных аспектов качества ЛП из ПКЧ.  
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ОБЩИЕ ВЫВОДЫ 

1. Обосновано понятие специфической безопасности препаратов крови 

человека как фактора, характеризующего риски причинения вреда здоровью. 

Разработана методология обеспечения специфической безопасности препаратов 

иммуноглобулинов и альбумина человека, установлены приоритетные 

направления их стандартизации и контроля качества.  

2. Гармонизированные с международными требованиями 

унифицированные методические основы стандартизации и контроля качества 

иммуноглобулинов человека по тромбогенному потенциалу и экспериментально 

полученные данные in vitro по содержанию прокоагулянтных факторов 

свертывания крови, не превышающему 50 мМЕ/мл, низкому эндогенному 

тромбиновому потенциалу и способности к генерации тромбообразования in vivo, 

позволяют охарактеризовать их по фактору риска развития тромбогенных 

нежелательных реакций. 

3. Разработаны унифицированные методики оценки качества препаратов 

иммуноглобулинов и альбумина человека по показателям специфической 

безопасности «Антикомплементарная активность», «Анти-А и анти-В 

гемагглютинины», «Анти-D антитела», «Активатор прекалликреина». Показано, 

что разработанные методики позволяют оценивать качество исследуемых 

препаратов в соответствии с установленными требованиями специфической 

безопасности по уровню антикомплементарной активности – не более 1 CH50/мг 

белка, по  содержанию анти-А и анти-В гемагглютининов, не превышающему 

титр 1:64; анти-D антител – не выше титра положительного стандартного образца; 

активатора прекалликреина – не более 35 МЕ/мл. 

4. Разработан алгоритм валидации методик оценки основных показателей 

специфической безопасности препаратов иммуноглобулинов и альбумина 

человека, основанных на методах гемагглютинации, амидолитического 

расщепления и реакции связывания комплемента. Проведена валидация 

разработанных методик оценки уровня антикомплементарной активности, 

количественного содержания примесей антиэритроцитарных антител, активатора 
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прекалликреина, установлены их специфичность, правильность,  

внутрилабораторная прецизионность и сходимость. 

5. Экспериментально подобраны кандидаты в стандартные образцы 

содержания анти-А и анти-В гемагглютининов, анти-D антител и активатора 

прекалликреина, уровня антикомплементарной активности, обеспечивающие 

максимальное приближение к истинному содержанию в их составе примесей, 

количественная характеристика которых является аттестуемым значением. 

6. Разработаны и аттестованы стандартные образцы для оценки 

специфической безопасности препаратов иммуноглобулинов и альбумина 

человека: ОСО 42-28-430 «Иммуноглобулина человека (антикомплементарная 

активность)», ОСО 42-28-439 «Набор для определения содержания анти-А и анти-

В гемагглютининов», ОСО 42-28-440 «Набор для определения содержания анти-D 

антител», ОСО 42-28-445 «Набор для определения содержания активатора 

прекалликреина», ОСО 42-28-446 «Набор для определения содержания 

активатора прекалликреина» (в комплекте с прекалликреином).  

7. Обоснованы и экспериментально подтверждены принципы обеспечения 

воспроизводимости результатов контроля качества отечественных препаратов 

крови по показателям специфической безопасности. Доказана эффективность 

применения разработанных стандартных образцов для оценки стабильности 

итогов лабораторных испытаний. 

8. Разработаны и включены в ГФ РФ XIII и XIV изданий: ОФС.1.8.2.0007.15 

«Определение антикомплементарной активности лекарственных препаратов 

иммуноглобулинов человека для внутривенного введения»; ОФС 1.8.2.0005.15 

«Определение анти-А и анти-В гемагглютининов в лекарственных препаратах 

иммуноглобулинов человека»; ОФС.1.8.2.0004.15 «Испытание на анти-D антитела 

в лекарственных препаратах иммуноглобулинов человека»; ОФС.1.8.2.0013.18 

«Определение содержания активатора прекалликреина в лекарственных 

препаратах из плазмы крови человека». Разработан проект ОФС «Определение 

анти-А и анти-В гемагглютининов в лекарственных препаратах из плазмы крови 

человека» для включения в приложение ГФ РФ XIV издания. 
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9. Разработаны и утверждены в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России 

«Методические рекомендации по экспертной оценке специфической безопасности 

препаратов крови», обеспечивающие проведение экспертизы материалов 

регистрационного досье препаратов крови человека по специфической 

безопасности в соответствии с национальными стандартами и международными 

требованиями. 
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Список сокращений и условных обозначений 

 

АКА - антикомплементарная активность 

АПК - активатор прекалликреина 

АТIII - антитромбин III 

АЧ - альбумин человека 

ГА - гемагглютинины 

ГФ - Государственная фармакопея 

ЕФ - Европейская фармакопея 

ЕМА  Европейское медицинское агенство 

ИГЧ  - иммуноглобулины человека 

ИЦЭК МИБП  Испытательный центр экспертизы качества МИБП 

ЛП - лекарственные препараты 

ЛС - лекарственные средства 

МЕ - международные единицы 

МИБП  медицинские иммунобиологические препараты 

НАЧТВ - неактивированное частичное тромбопластиновое время 

НГА - непрямая гемагглютинация 

НД - нормативная документация 

НПО - научно-производственное объединение 

НР - нежелательные реакции 

ОСО  отраслевой стандартный образец 

ОФС - общая фармакопейная статья 

ПГА - прямая гемагглютинация 

ПКЧ - плазма крови человека 

СО - стандартный образец 
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СПК  станция переливания крови 

ФГБУ 

«НЦЭСМП» 

 федеральное государственное учреждение «Научный 

центр экспертизы средств медицинского применения» 

ФГУП - Федеральное государственное унитарное предприятие 

ФС - фармакопейная статья 

ФСК - факторы свертывания крови 

ЭТП - эндогенный тромбиновый потенциал 

BRP - биологический референс-препарат 

CBER  Центр оценки и исследования биологических препаратов  

(The Center for Biologics Evaluation and Research) 

HLA - human leukocyte antigens 

IgG - иммуноглобулины класса G 

IgM - иммуноглобулины класса М 

IgA - иммуноглобулины класса А 

NIBSC - Национальный институт биологических стандартов и 

контроля (National Institute for Biological Standards and 

Control) 

WHO - Всемирная организация здравоохранения (World Health 

Organization) 

А  оптическая плотность 

Мо - мода 

р - доверительная вероятность 

Rh(+) - резус-положительный 

Rh(-) - резус-отрицательный 

Sx - стандартное отклонение от среднего значения 

   - среднее арифметическое значение 

∆А/мин  скорость изменения оптической плотности в мин 
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