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В ФГУП «Государственный научно-исследовательский институт генетики и селекции промышленных 
микроорганизмов» разработана терапевтическая вакцина на основе гибридных рекомбинантных белков (ран-
него онкобелка Е7 вируса папилломы человека и белка теплового шока HSP70 Mycobacterium tuberculosis), 
полученных в дрожжах Saccharomyces cerevisiae. В качестве адъюванта использовали алюминия гидроксид. 
В работе представлены данные по стандартизации и контролю качества готовой лекарственной формы те-
рапевтической вакцины (суспензия для инъекций). Проведена валидация аналитических методов определе-
ния подлинности методом иммуноблоттинга, содержания общего белка и полноты сорбции методом Лоури, 
в соответствии с отечественными и международными требованиями. Исследованы основные фармако-тех-
нологические параметры трех опытно-промышленных серий готовой лекарственной формы (рН, механи-
ческие включения, прозрачность и цветность раствора, инъецируемость, седиментационная устойчивость 
и полнота сорбции), проведен микробиологический и токсикологический контроль. Полученные результаты 
послужили основой для разработки проекта нормативной документации на терапевтическую вакцину про-
тив рецидивирующего респираторного папилломатоза и аногенитального кондиломатоза.
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At Scientifi c Center «Research Institute for Genetics and Selection of Industrial Microorganisms» a therapeutic 
vaccine produced in Saccharomyces cerevisiae based on hybrid proteins – human papillomavirus early oncoprotein 
E7 and heat-shock protein HSP70 of Mycobacterium tuberculosis – had been developed. Aluminium hydroxide 
was used as adjuvant. In this paper we present data on standardization and quality control of therapeutic vaccine 
fi nished dosage form (suspension for injection). Validation of analytical methods for determining the identity 
by immunoblotting, total protein content and sorption completeness by Lowry method had been conducted in 
accordance with national and international requirements. Basic pharmacological and technological parameters of 
the three pilot scale batches of the fi nished dosage form (pH, mechanical inclusions, transparency and color of 
the solution, suspension particle size, sedimentation stability and completeness of sorption) had been determined, 
microbiological and toxicological control had been carried out. Obtained results provided the framework for 
development of regulatory documents relating to the therapeutic vaccine against recurrent respiratory papillomatosis 
and anogenital condylomatosis.
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Вирус папилломы человека (ВПЧ) 6 
и 11 типов принадлежит к группе малого 
онкогенного риска и в 90 % случаев являет-
ся причиной аногенитального кондилома-
тоза и рецидивирующего респираторного 
папилломатоза [8]. В настоящее время на 
фармацевтическом рынке отсутствуют ле-

карственные средства, специфически на-
правленные на лечение данных заболеваний 
[11]. В связи с этим одним из перспектив-
ных направлений фармацевтической разра-
ботки являются терапевтические вакцины 
на основе онкобелка Е7 ВПЧ, полученные 
с помощью технологии рекомбинантных 
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ДНК. Постоянное присутствие в инфициро-
ванных клетках и исключительно вирусное 
происхождение раннего онкобелка Е7 де-
лает этот антиген идеальной мишенью для 
высокоспецифичных способов иммуноте-
рапии ВПЧ-ассоциированных заболеваний. 

В ФГУП «Государственный научно-ис-
следовательский институт генетики и се-
лекции промышленных микроорганизмов» 
разработана терапевтическая вакцина про-
тив заболеваний, ассоциированных с ВПЧ 6 
и 11 типов, в форме стерильной суспензии 
для инъекций [3]. Действие препарата на-
правлено на индукцию специфических 
Т-клеточных иммунных ответов против 
ранних вирусных онкобелков, что позволит 
обеспечить подавление или эрадикацию су-
ществующего в организме инфекционного 
агента [9]. 

Стандартизация лекарственного препа-
рата является неотъемлемым звеном про-
цесса фармацевтической разработки, в ходе 
которой разработанная стратегия контроля 
качества должна обеспечивать выпуск без-
опасного и эффективного продукта. Крити-
ческим моментом контроля качества тера-
певтической вакцины является отсутствие 
международного стандартного образца, что 
требует разработки внутреннего стандарта 
предприятия [13].

Основными критериями для выбора 
методов контроля качества являются фи-
зико-химические свойства целевых белков, 
состав вспомогательных веществ, а также 
чувствительность предложенных методик. 
Требования к контролю качества готовой 
лекарственной формы (ГЛФ) в виде суспен-
зии для инъекций отражены в отечествен-
ной и зарубежных фармакопеях [2, 7]. 

Целью настоящего исследования яв-
ляется разработка методов и критериев кон-
троля качества терапевтической вакцины 
против рецидивирующего респираторного 
папилломатоза и аногенитального кондило-
матоза для подготовки проекта фармакопей-
ной статьи предприятия.

Материалы и методы исследования
Терапевтическая вакцина содержит в приви-

вочной дозе (0,5 мл) по 100 мкг гибридных реком-
бинантных белков, представляющих собой слитые 
аминокислотные последовательности онкобелков 
Е7 ВПЧ 6 и 11 типа и белка теплового шока HSP70 
Mycobacterium tuberculosis, полученные в культуре 
Saccharomyces cerevisiae [3]. Белки сорбированы на 
алюминия гидроксиде. Готовая форма не содержит 
консервантов и антибиотиков. Режим хранения при 
температуре от 2 до 8 °С. 

Для оценки подлинности использовали метод 
иммуноблоттинга с антителами, специфичными ко 
всем структурным единицам действующего веще-
ства вакцины. Подлинность препарата оценивали 
по наличию на проявленных электрофореграммах 

основной полосы рекомбинантного белка, соответ-
ствующей по электрофоретической подвижности 
стандартному образцу предприятия. Для проявле-
ния электрофореграмм использовали коммерческие 
антитела, специфичные к антигену Е7 типа 6 (706-
C5, HyTest, Финляндия), антигену Е7 типа 11 (711-
66, HyTest, Финляндия) и белку теплового шока 70 
Mycobacterium tuberculosis (TS29, HyTest, Финлян-
дия). При пробоподготовке образцов для проведения 
электрофоретического разделения проводили де-
сорбцию белков стандартным буферным раствором, 
содержащим 2 % натрия додецилсульфата и 100 мМ 
дитиотретола (ДТТ). Полученные образцы прогре-
вали на водяной бане при 98–100 °С в течение 3 мин, 
охлаждали и центрифугировали при 1000 g в течение 
10 мин. Процедуру разделения белков проводили ме-
тодом Леммли в восстанавливающих условиях в 8 % 
полиакриламидном геле (ПААГ) с использовани-
ем оборудования для вертикального электрофореза 
Mini-protein Tetra cell (Bio-Rad, США). По окончании 
разделения осуществляли полусухой перенос разде-
ленных в ПААГ белков в системе Bio-Rad Transblot 
SD Semi-dry Transfer Cell (Bio-Rad, США). При им-
муноспецифической идентификации использовали 
систему антител: первичные моноклональные анти-
тела мыши к различным структурным элементам 
действующего вещества вакцины в концентрации 
5 мкг/мл и затем поликлональные антитела козы про-
тив иммуноглобулинов мыши, конъюгированные 
с щелочной фосфатазой (Sigma, США) в разведении 
1:5000. Относительную подвижность белковых по-
лос и интенсивность окрашивания полос определя-
ли с помощью системы для документирования гелей 
G-Box Chemix XR5 и программного обеспечения 
GeneTools (Syngene, США). 

Определение содержания общего белка прово-
дили методом Лоури с десорбцией [5]. Десорбцию 
0,1 М раствором натрия гидроксида проводили в те-
чение 30 мин при температуре 18–25 °С. Для опре-
деления общего белка использовали коммерческий 
набор Modifi ed Lowry Protein Assay Kit (Thermo 
sciеntifi c, США).

Оценку полноты сорбции осуществляли путем 
измерения содержания белка в надосадочной жидко-
сти сорбированного препарата методом Лоури [5].

Оценку параметров: описание, рН, механические 
включения, прозрачность и цветность раствора, микро-
биологический и токсикологический контроль проводи-
ли согласно требованиям ГФ XII изд. [1]. Параметры: 
извлекаемый объем, размер частиц суспензии, седимен-
тационную устойчивость и полнотуа сорбции – оцени-
вали согласно требованиям ГФ XI изд., вып. 2 [2].

Результаты исследования 
и их обсуждение

Оценка подлинности рекомбинантных 
белков включает методы определения мо-
лекулярной массы, электрофоретической 
подвижности, а также иммуноспецифиче-
ских характеристик отдельных структур-
ных единиц гибридных белков, сорбиро-
ванных на алюминия гидроксиде [10]. При 
иммунопроявлении мембран антителами 
разной специфичности, независимо от 
типа антигена Е7, обнаруживалась основ-
ная полоса рекомбинантного белка, под-
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вижность которой соответствовала элек-
трофоретической подвижности основной 
полосы стандартного образца. 

Для оценки пригодности используемой 
методики проведена валидация по показате-
лям: предел обнаружения и надежность.

Проведенные исследования показали, 
что использованный метод пробоподго-
товки образцов позволяет сохранить анти-
генную структуру действующего вещества 
вакцины. На электрофореграммах экспе-
риментальных и стандартных образцов не-
зависимо от специфичности используемых 
антител детектировалась одна основная по-
лоса с молекулярным весом около 90 кДа. 
Чувствительность детекции установлена на 
уровне не менее 25 нг белка. 

Относительная подвижность основных 
полос образцов при проявлении антитела-
ми Mab 706-C5, 711-66 и TS29 отличалась 
не более чем на 5 %. 

Надежность метода определяли по 
устойчивости электрофоретической под-
вижности основной полосы при изменении 
времени пробоподготовки образцов. Ре-
зультаты показали, что увеличение времени 
экспозиции испытуемых образцов в буфер-
ном растворе с ДТТ до 10 мин не приво-
дило к существенному изменению отно-
сительной подвижности основной полосы 
(95–105 % от номинального значения). 

Метод Лоури с десорбцией рекомен-
дован для сорбированных лекарственных 
средств с концентрацией общего белка 
40–160 мкг/мл [5]. Оценку пригодности 
предлагаемой аналитической методики 
проводили по показателям: специфичность, 
линейность результатов, правильность, вос-
производимость, надежность. 

После проведения десорбции исследуе-
мый образец содержит только следовые ко-
личества растворителя и вспомогательных 
веществ, поэтому оценку специфичности 
методики проводили одновременно с опре-
делением правильности при использовании 
стандартного и экспериментального образ-
ца ГЛФ, имеющего повышенную нагрузку 
по сорбированному веществу (400 мкг/мл). 

Проведенные исследования показали, 
что средняя концентрация белка в образ-
цах ГЛФ составляла 97–114 % от теоре-
тического значения нагрузки по сорбиро-
ванному веществу, которое рассчитывали 
исходя из концентрации белка в полупро-
дукте до сорбции, определяемой методом 
с бицинхониновой кислотой [1]. Относи-
тельное стандартное отклонение (RSD, %) 
по 3 независимым измерениям образцов 
не превышало 7 %. 

Для установления диапазона линей-
ности методики использовали три экс-

периментальные серии ГЛФ с нагрузкой 
50, 100 и 200 мкг по общему сорбирован-
ному белковому антигену. Рассчитанное 
уравнение линейной регрессии имело вид
y = 0,0012x – 0,0051; квадрат коэффи-
циента корреляции линейной регрессии 
R2 = 0,9798, что подтверждает строгую ли-
нейность рассматриваемой зависимости.

Оценку повторяемости и воспроизводи-
мости предлагаемой методики проводили 
путем статистической обработки результа-
тов 5 измерений стандартного образца ГЛФ 
в рамках однократной постановки экспери-
мента и в 3 различных экспериментах, вы-
полненных разными операторами в разные 
дни. Во всех случаях относительное стан-
дартное отклонение содержания белка, рас-
считанное для одного образца, не превышало 
5 %. Полученные результаты свидетельству-
ют о высокой воспроизводимости метода. 

Надежность методики устанавливали по 
стабильности результатов, полученных для 
свежеприготовленного образца и образцов, 
приготовленных за 60 и 120 мин до измере-
ния. Приготовленные образцы хранились 
при температуре от 2 до 8 °С. Полученные 
результаты показали, что образец является 
стабильным в течение 120 мин. Отклонение 
результатов измерений в этом временном 
диапазоне не превышало 5 %. 

Основные аналитические характеристи-
ки методики для оценки полноты сорбции 
(специфичность, правильность, воспроиз-
водимость, стабильность) были установ-
лены в процессе валидации определения 
содержания общего белка методом Лоури 
с десорбцией. Для подтверждения пригод-
ности аналитической методики определяли 
линейность и воспроизводимость. 

В соответствии со спецификацией надо-
садочная жидкость ГЛФ может содержать 
не более 5 % от сорбированного вещества, 
то есть от 0 до 20 мкг/мл белка, а чувстви-
тельность метода Лоури ограничивается 
диапазоном 20–200 мкг/мл, в качестве экс-
периментальных образцов использовали 
надосадочную жидкость стандартного об-
разца ГЛФ, сконцентрированную в ми-
кроцентрифужных концентраторах с от-
сечением по молекулярной массе 10 кДа 
(Sartorius/Vivaspin 6, кат. № VS0651) в 5 
и 10 раз. В качестве образца сравнения для 
оценки специфичности метода использо-
вали раствор рекомбинантных белков до 
сорбции в концентрации 100 мкг/мл. По 
результатам измерений концентрация бел-
ка в одном и том же образце ГЛФ была 
кратна степени концентрирования при от-
носительном стандартном отклонении 
не более 20 % и не превышала 20 мкг на 
1 мл надосадочной жидкости. Линейность 
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измерений устанавливали в полном диапазо-
не чувствительности метода (20–200 мкг/мл), 
с использованием стандартного образца 
раствора рекомбинантных белков. Рас-
считанное уравнение линейной регрессии 
имело вид y = 0,0012х + 0,0068; квадрат ко-
эффициента корреляции линейной регрес-
сии R2 = 0,9531, что подтверждает строгую 
линейность рассматриваемой зависимости 
в рабочем диапазоне методики. 

Количественное определение содер-
жания адъюванта является неотъемлемой 
частью процесса контроля качества сор-
бированных вакцин. Содержание алюми-
ния гидроксида в препарате установлено 
в соответствии с отечественными и меж-

дународными требованиями на уровне, 
не превышающем допустимый лимит 
(не более 1,25 мг алюминия), и состав-
ляет не менее 0,32 и не более 0,48 мг на 
дозу [5, 7, 12]. Определение проводили 
методом комплексонометрического тит-
рования [1]. 

Спецификация показателя рН в диапа-
зоне от 7,0 до 7,6 [6] введена на основании 
данных по стабильности белка и оптималь-
ных условиях его сорбции. В соответствии 
с требованиями к растворам для инъекций 
терапевтическую вакцину контролировали 
по показателям: механические включения, 
прозрачность и цветность раствора, а также 
извлекаемый объем [2, 4].

Параметры качества терапевтической вакцины

Наименование 
показателя Метод испытания Спецификация

Терапевтическая вак-
цина, серия

1 2 3

Описание ГФ XII, визуальный Суспензия серовато-белого 
цвета, разделяющаяся при 
стоянии на рыхлый осадок 
серовато-белого цвета, разби-
вающийся при встряхивании, 
и прозрачную бесцветную 
надосадочную жидкость

Соответствует

Подлинность Вестерн-блот после 
десорбции

На электрофореграмме ис-
пытуемого образца должна 
обнаруживаться одна основ-
ная полоса, соответствующая 
по подвижности основной 
полосе стандартного образца

Соответствует

рН ГФ XII, потенциометри-
ческий

От 7,0 до 7,6 7,2 7,3 7,2

Содержание 
белка

ГФ ХII, модифицирован-
ный метод Лоури с пред-
варительной десорбцией

Не менее 90 и не более 110 % 
от номинального значения 98 % 103 % 107 %

Извлекаемый 
объем

ГФ ХI, вып. 2 Не менее номинального Соответствует

Стерильность ГФ ХII, метод прямого 
посева

Должна быть стерильной Соответствует

Бактериальные
эндотоксины

ГФ ХII, качественный 
анализ (Метод А)

Не более 20 ЕЭ/мг белка Соответствует

Аномальная 
токсичность

ГФ ХII, биологический Должна быть нетоксичной Соответствует

Полнота сорб-
ции

ГФ ХII, модифицирован-
ный метод Лоури

Не менее 95 % 97,2 % 96,8 % 96,7 %

Алюминий ГФ ХII ч.1, комплексоно-
метрическое титрование

Не менее 0,32 и не более 
0,48 мг/доза

0,41
мг/
доза

0,43
мг/
доза

0,39
мг/
доза

Размер ча-
стиц сорбента

ГФ XI, визуальный Суспензия вакцины должна 
свободно проходить в шприц 
через иглу № 0840

Соответствует

Время седи-
ментационной 
устойчивости

ГФ XII, визуальный Суспензия вакцины не долж-
на расслаиваться в течение 
5 мин после встряхивания Соответствует
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Фармако-технологическими параметра-
ми, необходимыми при контроле суспен-
зий для инъекций согласно требованиям 
ОФС «Суспензии», являются размер ча-
стиц сорбента (который определяет способ-
ность суспензии вакцины свободно прохо-
дить в шприц с иглой № 0840 (0,8×40 мм)) 
и оценка времени седиментационной устой-
чивости (препарат не должен расслаиваться 
в течение 5 минут после встряхивания) [2]. 

Кроме вышеперечисленных критериев, 
проводили определение непрогнозируемой 
токсичности препарата («Тест для вакцин 
и сывороток» ОФС «Аномальная токсич-
ность») и содержания бактериальных эндо-
токсинов (ОФС «Бактериальные эндотокси-
ны») [1]. Оценку стерильности осуществляли 
методом прямого посева [1], так как алюми-
ния гидроксид исключает возможность при-
менения метода мембранной фильтрации. 

На основании установленных критериев 
и методов контроля качества был проведен 
анализ трех серий терапевтической вакци-
ны и разработана спецификация (таблица). 

Выводы
Проведена разработка критериев и ме-

тодов контроля качества терапевтической 
вакцины против рецидивирующего респи-
раторного папилломатоза и аногенитального 
кондиломатоза. Выбранные параметры каче-
ства подтверждены на 3 сериях препарата. 

Полученные данные послужили осно-
вой для разработки проекта фармакопейной 
статьи предприятия. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке Министерства образования и науки 
РФ в рамках Государственного контрак-
та № 16.N08.12.1024 от 14 июня 2012 г. по 
теме «Доклинические исследования отече-
ственной терапевтической вакцины против 
рецидивирующего респираторного папилло-
матоза и аногенитального кондиломатоза, 
произведенной на основе клеток эукариот».
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