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Аннотация
В статье рассмотрены вопросы изготовления, стандарти�
зации и применения диагностических и лечебных аллер�
генных экстрактов, используемых при проведении аллер�
ген�специфической иммунотерапии (АСИТ) в России и за
рубежом.  Рассмотрены протоколы оценки качества гото�
вых биологических препаратов согласно нормативной
документации при помощи биологических, иммунохи�
мических и современных физико�химических методов
анализа (методы in vitro и in vivo диагностики). В качестве
примера приведена методика стандартизации полного
экстракта пыльцы берёзы методом жидкостной хрома�
тографии с хромато�масс�спектрометрическим детектиро�
ванием (ЖХ�МС) разработанная на базе ПМГМУ им.
И.М. Сеченова.

Ключевые слова
Аллерген�специфическая иммунотерапия, аллергенные
экстракты, стандартизация, ЖХ�МС.

Summary
This article reviews the questions of production,
standardization and application in Russia and abroad of
diagnostic and therapeutic allergenic extracts used in allergen�
specific immunotherapy ( ASIT ). Reports assessing the quality
of biological products prepared according to regulatory
documents using biological, immunochemical and modern
physico � chemical methods (methods of in vitro and in vivo
diagnostics) are considered. The procedure for full birch pollen
extract standardization by liquid chromatography chromato�
mass�spectrometry (LC �MS) developed on the basis of I.M.
Sechenov First Moscow State Medical University is given for
example.
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Становление и достижения
современной АСИТ
На сегодняшний день в современной медици�

не сложилось стойкое убеждение, что наиболее
эффективным способом лечения аллергических
заболеваний на сегодняшний день считается ал�
лерген�специфическая иммунотерапия (АСИТ)
[1]. И этому свидетельствует ряд неопровержимых
фактов. История становления АСИТ заняла не�
сколько десятилетий: ещё в 1819 г. английский врач
Джон Босток описал «сенную лихорадку»; в 1869
г. Уже Дэвид Блекли, пытаясь определить, что яв�

лялось причиной обострений сенной лихорадки,
поставил на себе кожные пробы (втирая пыльцу в
повреждённые участки кожи); в 1902–1905 гг. вра�
чи из Гамбурга, Прауснитц и Дунбар, страдавшие
сенной лихорадкой, так же установили, что симп�
томатика сенной лихорадки вызвана пыльцой ра�
стений. Впервые в качестве терапевтического ме�
тода АСИТ предложили Леонард Нун и Джон
Фримен в 1911 году при лечении поллиноза (сен�
ной лихорадки = аллергического заболевания,
вызванного пыльцой растений): публикация в
журнале «Ланцет» сообщала сведения об успеш�
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ном выздоровлении около 20 больных сенной
лихорадкой. При лечении астмы иммунотера�
пия аллерговакцинами с успехом использова�
лась Кауфилдом в 1921 г [2, 3, 4].

Особо следует отметить, что в 1907 г. наш со�
отечественник А. М. Безредка в Париже одним из
первых в мире начал работу по созданию аллерго�
вакцины на основе пыльцы. Большая заслуга в
становлении и развитии метода АСИТ принадле�
жит аллергологам бывшего СССР и стран постсо�
ветского пространства. Особенно большой вклад
внёс в развитие и становление метода АСИТ осно�
ватель современной отечественной аллергологии
академик А. Д. Адо. Именно под его чутким руко�
водством было организовано производство тера�
певтических и диагностических аллергенов в
СССР, и метод АСИТ нашел широкое распростра�
нение в самых дальних аллергологических кабине�
тах нашей страны [3]. В настоящий момент про�
слеживается чёткая тенденция к возрастанию ча�
стоты встречаемости аллергических заболеваний,
структура которых весьма разнообразна [5, 6].

 Сегодня АСИТ стала единственным патоге�
нетическим методом лечения, направленным
исключительно на составляющие этапов меха�
низма развития аллергических реакций. Дан�
ный метод терапии заключается в применении
возрастающих доз специальным образом при�
готовленных водно�солевых  аллергенных экст�
рактов, а так же модифицированных или ад�
сорбированных на разных носителях препара�
тов [7, 8]. Причем подбор аллергена осуществ�
ляется с тем расчётом, чтобы именно он вызы�
вал основные симптоматические проявления
заболевания у больного с повышенной чувстви�
тельностью. Основной задачей терапии являет�
ся специфическая гипосенсибилизация – посте�
пенное снижение чувствительности пациента
вплоть до полной индифферентности к есте�
ственной экспозиции этого аллергена (или
группы аллергенов) в окружающей среде [9].

При введении в организм пациента аллерге�
на наблюдается повышение резистентности к
его действию на иммунологическом уровне,
что имеет некоторые общие черты с процеду�
рой вакцинации. Исходя из этого сегодня
возможно использование терминов наряду с
«аллергенными экстрактами», так же «аллер�
генные вакцины». С момента первого исполь�
зования АСИТ накопилось достаточно клини�
ческих данных применения этого метода. Сегод�
ня он широко используется в качестве терапии
Ig E�опосредованных типовых аллергических
процессов [7, 11, 12].

Аллергенные экстракты: вчера и
сегодня
Достижения в области эффективности и бе�

зопасности современной АСИТ были бы невоз�
можны без разработки и внедрения стандарти�
зированных экстрактов аллергенов.

Сейчас наблюдаются значительные успехи в
их изготовлении. В то же время существует ряд
проблем, которые связаны со стандартизацией
и контролем качества данных препаратов [7, 8,
13, 14]. С применением водно�солевых аллерген�
ных экстрактов пыльцы растений началось ши�
рокое распространение лечебных аллергенов в
медицинской практике. Например, в Средней
полосе России первостепенная роль в этиоло�
гии всех поллинозов, вызванных древесными
растениями в весенний период, принадлежит
берёзе повислой (Betula pendula Roth) [15, 16].

В настоящий момент выделяют 3 основные
категории аллергенных растений: древесные,
сорняки, злаковые и разнотравье. Условно, сезо�
ны заболевания поллинозом можно разделить
на три основных пика, связанных с календарём
цветения растений в центральной полосе Рос�
сийской Федерации [2]

В дальнейшем лечебные формы аллергенов
совершенствовались с учетом их безопасности
при сохранении главного критерия — иммуно�
генности. Были так же предприняты попытки
модифицировать аллергены путём их полиме�
ризации (глутаровым альдегидом, формальде�
гидом), получения сорбированных форм (с
гидроксидом алюминия, L�тирозином), разра�
ботке пролонгированных форм с применением
многочисленных как синтетических, так и при�
родных носителей [5, 6].

Состав и качество аллергенных
экстрактов
Состав аллергенных экстрактов чрезвычай�

но разнообразен: это и белки, пептиды, гликоп�
ротеиды, полисахариды, производные липидов
и т.д. Объясняется это тем, что для получения
аллергенных экстрактов используются различ�
ные источники сырья, методы изготовления и
способы очистки. Из�за этого препараты раз�
ных фирм�производителей так же отличаются
значительной вариабельностью по составу ан�
тигенных компонент и биологической активно�
сти. Обеспечить одинаковый состав и иммуно�
логическую активность аллергенов (натиных
экстрактов) различных производителей и
партий препаратов одного конкретного произ�
водителя возможно при соблюдении требова�
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ний к проведению стандартизации, чтобы дан�
ные препараты стали полноценными фармако�
пейными продуктами [6, 17].

Определение специфической активности ле�
чебных и диагностических аллергенных экст�
рактов является основной, а так же наиболее
сложной составляющей стандартизации. Про�
блемы связаны с различными способами полу�
чения сырьевого материала, методами его хи�
мической и физической модификации, использо�
ванием разного рода растворителей, норматива�
ми заполнения тары (флаконов и ампул), способа�
ми хранения и транспортировки и т.д. [6, 8, 13]. В
процессе изготовления аллергенных экстрактов
зачастую приходиться сталкиваться с проблема�
ми, которые связанны с невозможностью выде�
ления из ряда препаратов химически чистых
аллергенных компонентов, нестабильностью
физико�химических свойств сырьевого матери�
ала, неполной корреляцией между биологичес�
кой активностью отдельных аллергенных ком�
понент и их количественным соотношением.

Так, с финансовой поддержкой Европейского
союза был сформирован проект “CREATE” или
«Сертифицированные эталоны (референсы) ал�
лергенов для оценки качества продукции»
(“Certified References used for Allergen and Test
Evalution”) [18], который должен был решить про�
блемы, связанные со стандартизацией аллергенов
на уровне фармакопейных препаратов и способ�
ствовать внесению унифицированных методик и
характеристик независимо от конкретной компа�
нии�производителя в соответствующие фармако�
пейные статьи. В основе данного проекта были за�
ложены идеи широкого введения унифицирован�
ных стандартизированных методов количествен�
ного содержания главных (мажорных) аллер�
генных компонент с использованием стандарт�
ных протоколов [17]. К клинически значимым,
мажорным аллергенам относятся те аллергены,
которые способны вызывать иммунологический
ответ более чем у половины пациентов и связы�
вать так же более половины IgE�AT у сенсибилизи�
рованных к этому аллергену пациентов [6]. Не�
смотря на всю амбициозность проекта его постиг
ряд неудач, связанных прежде всего с трудновы�
полнимостью поставленных задач. В результате
сложной кропотливой работы участников проек�
та всего лишь две молекулы аллергенных белков,
аллерген пыльцы березы – Betv1и аллерген пыль�
цы тимофеевки – Phlp5b (рис. 4) [19], смогли
пройти валидацию в лабораториях, для того
чтобы их можно было включить в соответству�
ющие статьи Европейской фармакопеи [20].

Приготовление аллергенных экстратов�
препаратов
Самым старым методом изготовления ал�

лергенных экстрактов для лечебных и диагнос�
тических целей является экстрагирование необ�
ходимых аллергенов из природной матрицы
(биообъектов). Выделение аллергенов проводят
путём экстрагирования сырьевого материала
различными растворителями. Перед экстракци�
ей проводят дезинтеграцию природного сырья
путём разрушения природной матрицы, далее
полученные таким образом экстракты подвер�
гают различного рода очистке. Итак, приготов�
ление экстрактов аллергенов на основе природ�
ного сырья состоит из следующих этапов: из�
мельчения, экстракции, очистки, диализа, сте�
рилизации, пробы на токсичность.

Для обеспечения стандартности продукта
предварительно проводят оценку качества са�
мого сырья. Его источником являются организ�
мы�продуценты аллергенов: растения (березо�
вые, злаки), клещи домашней пыли, насекомые,
грибы и др. Их культивируют в лабораторных
условиях (клещи, микроорганизмы насеко�
мые), или проводят сбор в естественных усло�
виях обитания (пыльца различных растений). К
сырью предъявляется ряд требований: опреде�
ление видовой принадлежности, регламентиро�
вание присутствия посторонних примесей. Так
при проведении визуального и микробиологи�
ческого анализов возможно присутствие не бо�
лее 1% любых посторонних примесей в исследу�
емом образце [21].

В процессе измельчения предварительно ото�
бранного сырья происходит разрушение кле�
точных мембран, что приводит к значительно�
му увеличению общей поверхности сырьевого
материала. Для проведения измельчения исполь�
зуют специальную аппаратуру (лабораторный
миксер, ультразвуковые приборы и др.). Больше
всего проблем технологического характера воз�
никает при пробоподготовке таких материалов,
как перо, шерсть животных, шелк и т. п.

Для экстракции используют слабощелоч�
ную среду (pH=7,5�8,5), поскольку в процессе
экстрагирования зачастую происходит подкис�
ление раствора. Для обеспечения постоянного
рН, целесообразно использовать буферные ра�
створы: щелочной раствор Кока (Coca A., 1922)
применяется для приготовления экстрактов из
грибов, домашней пыли, пыльцы и др.; буфер�
ный раствор с NaCl чаще всего используется
для экстрактов из овощей, орехов, фруктов,
эпидермиса животных и т. д. Обезжиренный ма�
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териал смешивают с наиболее подходящим ра�
створом, затем проводят экстрагирование при
комнатной температуре в тест�системе от 17 до
24 часов при постоянном встряхивании. Со�
гласно технике Frugoni экстракцию проводят
12% раствором этилового спирта (соотноше�
ние материала к экстрагенту – 1:9) продолжи�
тельностью 48�72 часов в холодильной камере.

Процесс очистки сырьевого материала мо�
жет включать осаждение, центрифугирование,
фильтрацию, либо комплекс этих методов. По�
лучение, по возможности, максимального коли�
чества высокоочищенного экстракта аллергена,
а так же минимизация потерь при изготовлении
являются основными техническими задачами
на данном этапе.

После предварительной очистки следует ди�
ализ, в процессе которого происходит удаление
низкомолекулярных веществ и пигментов, спо�
собных вызвать нежелательные побочные реак�
ции (раздражения кожи и др.). Использование
данного метода необходимо для экстракции не�
которых продуктов питания, домашней пыли.
Высокомолекулярные примеси возможно ис�
ключить благодаря применению каскадного
способа фильтрации. Не смотря на все меры
предосторожности, в готовом экстракте все
равно остается некоторое количество сопут�
ствующих компонентов, которые не проявляют
иммунологических свойств, что является од�
ним из недостатков данного метода.

Поскольку экстракты аллергенов предназна�
чены по большей части для инъекционного вве�
дения следующим этапом изготовления являет�
ся стерилизация. Фильтрация через бактериаль�
ные фильтры – наиболее приемлемый способ сте�
рилизации, позволяющий сохранить структуру
термолабильных веществ. После стерилизации
экстракт переносят в стерильную посуду. Так же
необходим дополнительный контроль на стериль�
ность перед использованием: для этого проводят
посев и обнаруживают возможный рост аэроб�
ных и анаэробных микроорганизмов.

Испытание на токсичность состоит в опреде�
лении рН (значение должно быть равно при�
мерно 7,0), обязательном проведении микроби�
ологического и токсикологического контролей.
Таким образом, полученный экстракт должен
представлять собой высокоочищенный препа�
рат с точным указанием качественного и коли�
чественного состава [5, 13].

Получать аллергенные экстракты кроме как
из природных источников, так же возможно с
помощью биотехнологического производства

(высокочистые экстракты содержащие одну
фракцию активного аллергенного белка). Но�
вые технологии получения клонированных мо�
лекул белка уже сейчас позволяют использовать
большое количество важных аллергенов (аллер�
гены пыльцы растений, эпидермиса животных,
постельного клеща, ядов перепончатокрылых,
насекомых и др.), представляющих собой инди�
видуальные рекомбинантные белки, которые
обладают иммунологической активностью, со�
поставимой с аналогичными белковыми аллер�
генами, встречающимися в природе [22]. Такая
технология облегчает стандартизацию аллер�
генных препаратов, позволяя с высокой точно�
стью определять содержание главных (мажор�
ных) аллергенов в произведенных сериях лекар�
ственных препаратов. Однако, в любом случае
необходима соответствующая процедура стан�
дартизации аллергенного экстракта, получен�
ного тем или иным способом.

Стандартизация аллергенных экстрактов
На данный момент, как уже было отмечено

ранее, отсутствуют единые протоколы стандар�
тизации лечебных и диагностических аллерген�
ных экстрактов для всех производителей. Так, в
Европе оценкой экстрактов аллергенов на их
соответствие всем требованиям, прописанным
в Европейской Фармакопее, занимается Евро�
пейское агентство по лекарственным средствам
(ЕАЛС) – European Medicines Agency (EMEA). В
США основной организацией, занимающейся
вопросами стандартизации аллергенных экст�
рактов является Управление по контролю каче�
ства продуктов питания и лекарственных
средств – Food and Drug Administration (FDA).
Суммарная аллергенная активность лекар�
ственного препарата определяется из соотно�
шения проявления кожной реакции на аллер�
ген (прик�тест) к аналогичной кожной реак�
ции, вызываемой гистамином у больных, сенси�
билизированых (чувствительных) к данному
аллергену [8]. Таким образом, основным мето�
дом стандартизации экстрактов аллергенов во
всем мире является определение биологической
активности препарата посредством способнос�
ти связывания комплекса АГ�АТ [13].

Что касается природного сырья (нерекомби�
нантных молекул) состав и иммунологическая
активность аллергенных экстрактов имеют до�
вольно значительные расхождения не только у не�
скольких производителей, но так же и у одного
производителя от одной партии препарата к дру�
гой. Возникает потребность в проведении сравни�
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тельных анализов иммунологической активно�
сти производимых экстрактов. При проведении
сравнительного анализа необходимо опреде�
лить метод, стандарт и единицы измерения им�
мунологической активности препарата.

Оценка биологической активности лечебных
и диагностических экстрактов аллергенов воз�
можна несколькими методами. Различают in
vitro и in vivo диагностику. К методам in vitro
относят: вестерн�блоттинг, изоэлектрофокуси�
рование, IgE�иммуноблоттинг, перекрёстный
радиоиммуноэлектрофорез, иммунофермент�
ный анализ (ИФА, ELISA), перекрёстный радио�
иммуноэлектрофорез, ракетный электрофорез
по Лореллу, электрофорез в полиакриламидном
геле с додецил�сульфатом натрия, радиоаллер�
госорбентный тест (PACT) и др. К in vivo мето�
дам относят: кожные пробы � капельные, прик�
тесты (тесты уколом), аппликационные (эпику�
танный) метод, скарификационные, внутри�
кожные и др. [5, 6, 8, 9, 13].

Следует отметить, что до сегодняшнего дня
специфическая активность и концентрация ал�
лергенов каждым производителем определялась
посредством методологических подходов удоб�
ных только для него, то есть с использованием
своих внутренних стандартов – In House
Reference Standard (IHRS) [6, 8, 23, 24].

Поэтому на рынке появилось великое мно�
жество препаратов, имеющих различную мар�
кировку своих коммерческих серий лечебных и
диагностических аллергенных экстрактов, ха�
рактеризующих их иммунологическую актив�
ность. Среди них: биологическая единица –
Biological Unit (BU), биологическая аллерген�
ная единица – Biological Allergenic Unit (BAU),
единица аллергенной активности – Allergen
Units (AU), единица активности АСИТ – Specific
treatment unit (STU), индекс реактивности (ИР)
– Index of reactivity (IR�Europe), единица актив�
ности радиоаллергосорбентного теста – Activity
Units by RAST (AUR�Europe), единица эквива�
лента гистамина HEP, таблетка (T) или единица
(U) – вид экстрактов для терапии сенсибилизи�
рованных пациентов – Standartisation Quality
(SQ�T или SQ�U) [6]. Так же встречаются едини�
цы, которые стандартизуются по специфичес�
кой активности связывания IgG, а не IgE – SU. К
ним относятся диагностическая биологическая
единица – DBU и лечебная терапевтическая
стандартизированная единица TSU. Данные ис�
пытания основываются главным образом на
размерах папулы (кожный прик�тест) с концен�
трацией гистамина 10 мг/мл в качестве эталона�

стандарта. Несмотря на это даже в случае при�
менения абсолютно одинаковых методик стан�
дартизации, указанная одна и та же активность,
которая будет выражаться в одинаковых едини�
цах на упаковках экстрактов аллергенов, но из�
готовленных по разным технологическим усло�
виям у разных производителей, в реальности
будет вызывать реакцию разной степени выра�
женности. Данный факт объясняется различ�
ной чувствительностью тестируемых больных, а
так же проведения большинства исследований
на недостаточно больших выборках пациентов
и т.д. [11, 12]. Подобное явное непостоянство в
оценке активности аллергенов сильно оказыва�
ет влияние на результаты метаанализов, резко
снижая их однородность, и как следствие меша�
ет проведению систематических обзоров клини�
ческих испытаний по установлению эффектив�
ности АСИТ, что в конечном счете мешает раз�
работке новых эффективных и безопасных ал�
лергенных препаратов.

Мнение мирового сообщества
Отсутствие унифицированных методик вы�

нуждает каждого производителя лечебных и диаг�
ностических аллергенных экстрактов опять же
применять собственные протоколы стандартиза�
ции, зачастую значительно отличающиеся от ана�
логичных у других фирм�производителей. На дан�
ный момент универсальные эквиваленты выраже�
ния иммунологической активности отсутствуют
и у каждого производителя есть свои методы и
алгоритмы их интерпретации. Но сегодня, для
разных фирм�производителей стало принципи�
ально выполнимым определение содержания в
лекарственном препарате главных аллергенных
белков, которые преимущественно ответственны
за гиперчувствительность организма пациента к
многокомпонентному составу аллергенного экст�
ракта. Для этого в распоряжение стран мирового
сообщества передаются так называемые между�
народные референс�стандарты, созданные Все�
мирной организацией здравоохранения (ВОЗ) –
World Health Organization (WHO), которые со�
держат определенное количество соответствую�
щих аллергенных компонент. ВОЗ так же была
предложена система международных единиц
(International Unit, IU): в данных единицах выра�
жается биологическая активность международ�
ных стандартов, разработанных организацией.
В феврале 1981 года на рабочем совещании
WHO и Allergen Standardization Subcommittee
of the International Union of Immunological
Societies (IUIS – Международный союз иммуно�
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логических обществ, МСИО) в Женеве была раз�
работана программа по использованию 15�ти
международных стандартов аллергенов, в числе
которых были аллергены пыльцы березы и кле�
щей домашней пыли. В 1983�1986 гг. Благодаря ра�
боте International Union of Immunological Societies
(WHO/IUIS) Allergen Nomenclature Sub�
committee (Экспертного подкомитета стандар�
тизации аллергенных препаратов при Междуна�
родном союзе иммунологических обществ)
были одобрены следующие международные
стандарты аллергенов: тимофеевки (Phleum
pratense L.), клещей домашней пыли (european
house dust mite – Dermatophagoides pteronyssinus,
Trouessart, 1897), пыльцы березы (Betula pendula
Roth.) и аллергенов собаки (Canis lupus
familiaris L.). На этом работа в области стандар�
тизации аллергенных экстрактов не была оста�
новлена: сегодня имеются основные норматив�
ные акты, которые регламентируют нацио�
нальные и международные стандарты. В евро�
пейских странах несмотря на все достоинства
международные референс�препараты не полу�
чили широкого распространения: каждым про�
изводителем всё так же используется свой IHRS
и активность данного стандарта по прежнему
выражается в собственных единицах [6, 8, 11].

Неоспоримо, однотипная, унифицированная
стандартизация аллергенных экстрактов как и
всех фармакопейных продуктов смогла бы ока�
зать существенную помощь в определении опти�
мальной дозировки для больных, которые подвер�
жены сенсибилизации на конкретный определён�
ный аллерген. Но пока, к сожалению, разработка
одной унифицированной единицы, по которой бы
проводилась стандартизация у хотя бы подавля�
ющего большинства компаний – производителей
диагностических и лечебных аллергенов – практи�
чески нерешаемая задача. В сложившихся услови�
ях ВОЗ настоятельно рекомендует использовать
именно те аллергены, стандартизация которых
осуществлялась в соответствии с текущими евро�
пейскими требованиями. К подобным критериям
качественной оценки аллергенов относятся: обо�
собленность антигенов (максимальная изоляция
от компонентов, которые перекрещивающихся с
родственными антигенными детерминантами),
специфичность (особое свойство индуцировать
аллергическую реакцию исключительно в орга�
низме, предварительно сенсибилизированном
конкретным аллергеном), антигенная чистота,
безвредность, стандартизация биологических и
физико�химических свойств, а так же рацио�
нальный химический состав [6, 25, 26].

Требования к аллергенным экстрактам в
Российской Федерации
В настоящий момент в Российской Федера�

ции для комплексной АСИТ применяют ряд
водно�солевых экстрактов, представляющих
собой смесь из аллергенных и неаллергенных
соединений; депонированные, а так же подверг�
нутые модификации лечебные формы аллерге�
нов. Их, как правило, применяют для лечения
различного рода аллергических заболеваний
(респираторных, анафилактических реакций и
др.). Модифицированные и депонированные
терапевтические аллергены выгодно отличают�
ся большей иммуногенностью и в то же время
меньшей аллергенностью. Благодаря этим свой�
ствам данные группы аллергенов являются бо�
лее эффективными и вызывают значительно
меньше побочных реакций при проведении
АСИТ. В практической медицине широко при�
меняются депонированные аллергены и аллер�
гоиды. Первая группа аллергенов представляют
собой суспензионную форму, их адсорбируют
на гидроксиде алюминия (Al(OH)3), фосфате
кальция (Ca3(PO4)2), или химически модифи�
цируют с помощью глутарового альдегида
(C5H8O2). Вторую группу получают посред�
ством полимеризации молекул аллергена с фор�
мальдегидом (CH2O). ГНЦ Институтом имму�
нологии ФМБА проводятся исследования, в ко�
торых при помощи направленной модифика�
ции структур белковых молекул создаются но�
вые конъюгированные формы аллергенов на
основе полиоксидония (иммуномодулятора) –
аллерготропинов. В ходе клинических исследо�
ваний новой группы препаратов была установ�
лена их высокая эффективность и, что немало
важно, безопасность использования для АСИТ.
Исходя из этого, можно судить о перспектив�
ности дальнейшей разработки данной группы
лекарственных средств [6, 27, 28].

В Российской Федерации достаточно широ�
ко применяются лечебные аллергены на основе
водно�солевых экстрактов клещей домашней
пыли рода Dermatophagoides, пыльцы злаковых
и сорных трав, деревьев, а так же их смеси. Ле�
чебные аллергены, которые разрешенны к ис�
пользованию в РФ, производятся компаниями
ФГУП НПО «Микроген» (Ставрополь), «Сева�
фарма» (Чехия), «Биомед» (ФГБУ «НИИВС им.
И. И. Мечникова» РАМН) стандартизуются
преимущественно при помощи уже устаревших
технологических приёмов, а именно посред�
ством единиц азотного белка (protein nitrogen
units – PNU). Другие формы лечебных аллерге�
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нов в РФ не прошли регистрацию или находят�
ся пока на ранней стадии внедрения, поэтому их
использование в широкой медицинской прак�
тике на данный момент не может осуществлять�
ся в полном объеме. Контроль за качественным
и количественным составом, чистотой, соответ�
ствие стандартам лечебных и диагностических
аллергенов в России производится на базе Госу�
дарственного научно�исследовательского ин�
ститута стандартизации и контроля медицинс�
ких биологических препаратов им. Л. А. Тарасе�
вича. Стандартизация терапевтических и диаг�
ностических аллергенных препаратов, которые
на сегодняшний момент выпускаются отече�
ственными производителями, по прежнему, к
сожалению, проводится по параметру количе�
ственного содержания в экстракте аллергена
единиц белкового азота – Protein nitrogen units.
Определение аллергенной активности готовых
препаратов возможно так же по результатам
кожных тестов на пациентах, которые чувстви�
тельны к данному аллергену. К сожалению, ко�
личественная оценка в испытаниях in vitro и in
vivo не проводится [6].

Основные протоколы стандартизации
аллергенных экстрактов
Суммарная активность, определяемая по

азотистым основаниям (PNU), зачастую не со�
всем эквивалентна таковой биологической ак�
тивности аллергенного экстракта ввиду доста�
точно большой разницы в содержании в самом
продукте мажорных и сопутствующих аллерге�
нов. При всём этом, в последние время стали
появляться на российском фармацевтическом
рынке стандартизированные в ИР препараты,
которые зарегистрированы и могут применять�
ся в медицинской практике. Подобная система
стандартизации применяется французской
компанией “Stallergиnes” при изготовлении пре�
паратов “Phostal” ® «Аллерген пыльцы деревь�
ев» (аллергенный экстракт, представляющий
собой смесь пыльцы древесных растений – бере�
зы, граба, ольхи, орешника, используемого для
подкожной АСИТ), “Staloral” ® «Аллерген пыль�
цы березы» (аллергенный экстракт, представля�
ющий собой извлечение из пыльцы березы для
сублингвальной АСИТ), “Staloral” ® «Аллерген
клещей» (аллергенный экстракт, представляю�
щий собой смесь нескольких видов клещей до�
машней пыли Dermatophagoides farinae,
Dermatophagoides pteronyssinus в пропорции
1:1 для сублингвальной АСИТ) [23, 29]. Преиму�
ществами препаратов “Phostal” ® и “Staloral” ®

является то, что ВОЗ, а так же группой между�
народных экспертов из ARIA рекомендуется ис�
пользование подобных стандартизированных
аллергенов. Препаратами “Phostal” ® и “Staloral”
® подобная стандартизацию пройдена и поэто�
му иммунологическая активность данных ал�
лергенных экстрактов может гарантироваться,
что, в свою очередь, дает надлежащею уверен�
ность лечащему врачу в отсутствии побочных
реакций у пациента и эффективности АСИТ.
Наши отечественные препараты, к большому
сожалению, не могут «порадовать» подобной
стабильностью, и, при покупке аллергенных
препаратов с таким же наименованием и той же
фирмы�производителя, не всегда можно быть
уверенным в протекании реакций и исхода те�
рапии в целом. Справочно, аллергенный экст�
ракт с 100 ИР/мл эквивалентен величине кож�
ной реакции в среднем случае около 7 мм в ди�
аметре на кожной пробе методом уколов (прик�
тест) у выборки, составляющей 30 пациентов,
которые имеют доказанную реактивность к ис�
пользуемым аллергенам. В каждой партии реак�
тогенность всегда сопоставляется с эталоным
препаратом, а именно внутренним референс�
ным продуктом (IHRS). Подобный подход к
стандартизации значительно повышает показа�
тели специфичности, эффективности и безо�
пасности терапии, но к сожалению, в то же вре�
мя повышает и стоимость курса лечения [6, 8].

Протоколы стандартизации, включающие
определение иммунологической активности, на
данный момент становятся одними из главных
направлений развития современных технологий.
Благодаря которым стал возможен переход от
подкожного введения приготовленных самостоя�
тельно разведений нативных аллергенных экст�
рактов к обоснованному научно высокотехно�
логичному стандартизированному продукту.

Инновационные методы стандартизации
аллергенных экстрактов
Способ стандартизации аллергенных вакцин

по биологической активности остается неин�
формативным в отношении содержания ма�
жорных аллергенов, а именно благодаря их при�
сутствию обеспечивается эффективность
АСИТ у преобладающего числа пациентов.
Согласно исследовательским данным установле�
но, что оптимальная концентрация главных ал�
лергенов в большинстве различных аллергенных
вакцин лежит в интервале 5�20 мкг в одной инъ�
екции. По этой причине, лечащему врачу необ�
ходимо точно знать концентрацию мажорных
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аллергенов в используемом для АСИТ препарате
[30]. Поскольку единицы биологической активно�
сти трудно сопоставляются среди разных произ�
водителей, активность препарата может быть
выражена в концентрациях мажорных аллерге�
нов (мкг/мл), определение которой возможно
по методу жидкостной хроматографии с хро�
матомасс�спектрометрическим детектировани�
ем (ЖХ�МС) – Liquid chromatography�mass
spectrometry (LC�MS) [31, 32].

В настоящий момент данное направление
является приоритетным в области стандартиза�
ции аллергенных экстрактов. Таким образом,
производство препаратов для проведения АСИТ
стало выходить на более высокий, современный,
качественный уровень. Однако все же остается ряд
текущих проблем, в первую очередь связанных
со стандартизацией как процессов получения
препарата, так и готового продукта.

Стандартизация аллергенных экстрактов
по методу  ЖХ�МС
Выпускаемые в настоящий момент немного�

численными отечественными производителями
лечебные и диагностические аллергены по пре�
жнему стандартизуются по количественному
содержанию в биологическом препарате единиц
белкового азота, в то же время их аллергенная
активность устанавливается по результатам
кожного тестирования (прик�тестов) на сенси�
билизированных к этим аллергенам пациентах,
но количественная оценка не проводится ни в
испытаниях in vitro, ни in vivo. Совершенно
ясно, что необходимо как можно раньше при�
вести отечественную технологию получения и
стандартизации аллергеных экстрактов в пол�
ное соответствие с современным мировым
уровнем. Выходом из сложившейся ситуации
может быть найден посредством применения
современных физико�химических методов ана�
лиза. Таким на данный момент является выше�
упомянутый метод LC�MS [15, 28, 31].

Масс�спектрометрический (MS) анализ яв�
ляется одним из высокотехнологичных мето�
дов, который позволяет определять качествен�
ный и количественный состав многокомпонен�
тных белково�пептидных смесей, обладающих
различными физико�химическими свойствами.
Данный вид анализа заключается в ионизации
молекул в исследуемом образце с последующим
разделением и регистрацией образующихся
ионов. С введением такого метода как, иониза�
ция электрораспылением (ИЭР) и метода мат�
рично�активированной лазерной десорбции/

ионизации (МАЛДИ) стало возможным анали�
зировать крупные биоорганические молекулы,
в том числе молекулы аллергенных белков. Наи�
более перспективные исследования связаны
именно с анализом белковых молекул. Посколь�
ку масс�спектрометрия обладает целым рядом
преимуществ, среди которых высокая чувстви�
тельность, экспрессность, информативность,
возможность работы с многокомпонентными
смесями, её использование для анализа белко�
вых молекул стало одним из важнейших этапов
в их исследовании. С открытием ряда методик
переведения биологических молекул из раство�
ра в газообразное состояние с использованием
МАЛДИ и ИЭР неизбежно привело к прорыву
во всей биологической масс�спектрометрии.
Развитию этих методов способствовали харак�
терные для них уникальные аналитические па�
раметры. Благодаря их внедрению стало воз�
можно проводить измерения молекулярных
масс с очень высокой точностью. Большие мо�
лекулы белков�аллергенов фрагментируются в
масс�спектрометрах за довольно короткие про�
межутки времени, что исключительно необхо�
димо для их оперативного анализа. Быстрота
анализа, несравненно высокие чувствитель�
ность и разрешение по массе являются ключе�
выми факторами, сделавшими масс�спектро�
метрию лидирующим методом среди всех ны�
нешних аналитических способов анализа, кото�
рые используются для исследования и иденти�
фикации биомолекул [32]. В области LC�MS
компанией Shimadzu представлен целый набор
инновационных систем, каждая из которых
максимально учитывает предъявляемые требо�
вания для решения конкретных задач в области
стандартизации аллергенных экстрактов. Для
определения сверхмалых количеств известных
компонентов, например молекул аллергенов, в
таких сложных объектах, как аллергенные экст�
ракты Shimadzu предлагается новейший тан�
демный масс�спектрометрический детектор
типа «тройной квадруполь». Благодаря поддер�
жке режимов регистрации выбранных ионных
переходов достигается высочайшая чувстви�
тельность детектирования известных компо�
нентов. Режимы анализа нейтральных потерь,
сканирования ионов�предшественников и
ионов�продуктов позволяют расшифровывать
структуры неизвестных веществ с самой высо�
кой степенью достоверности. Все системы для
хромато�масс�спектрометрии внесены или про�
ходят процедуру внесения в Государственный
реестр средств измерения РФ, имеют Государ�
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ственный Метрологический Сертификат РФ.
Хромато�масс�спектрометры Shimadzu актив�
но эксплуатируются в ведущих научных и учеб�
ных центрах России [15, 34].

В настоящее время, проводится ряд исследо�
ваний на кафедре фармацевтической с курсом
токсикологической химии Первого Московского
государственного медицинского университета
имени И.М. Сеченова относительно стандарти�
зации аллергенных экстрактов методом ЖХ�МС.
Например, были определены оптимальные пара�
метры, относительно которых будет проводиться
стандартизация аллергенного экстракта пыльцы

берёзы (белок Betv1), что невозможно без изу�
чения химического состава, а так же разработа�
на и валидирована методика стандартизации
данного экстракта по выбранному компоненту
с использованием указанного метода.

Основной сложностью при разработке мето�
дики является подбор колонки с наполнителем
и состава жидкой фазы, то есть оптимальных
условий хроматографирования (табл. 1). После
разделения компонентов экстракта в хроматог�
рафе, происходит их последовательная иониза�
ция и количественное определение интересую�
щего мажорного белка.

Таблица 1. Оборудование и условия хроматографического анализа полного экстракта пыльцы берёзы.

Наименование Характеристика

Хроматограф Жидкостной хроматограф SHIMADZU (Japan)
Детектор Тандемный масс�селективный детектор (Japan)
Пробоподготовка Точную навеску 10 мг экстракта помещали в мерную колбу объемом 100 мл,

растворяли в воде деионизированной и доводили объем до метки. 2 мл
полученного раствора пропускали через фильтр с размером пор 0,4 мкм.
Фильтрат помещали во флакон для хроматографирования объемом 2 мл

Хроматографические условия

Колонка Колонка: Agilent XDB�C18, 4.6x150 мм; 5,0 мкм
Подвижная фаза Смесь 0,1 % раствора муравьиной кислоты в воде с ацетонитрилом (55:45)
Система Millipore, Milli�Q Advantage A10 (France)
водоподготовки
Температура колонки 30 °C
Скорость потока 0,3 мл/мин
Объем вводимой Объем вводимой пробы составлял 10 мкл
пробы

Масс�спектрометрические условия

Параметры источника ионизации:
Тип ионизации Сдвоенная система ионизации (DUIS): электроспрей (ESI) и химическая

ионизация при атмосферном давлении (APCI)
Режим Product ion mode в положительной полярности. Q1 в SIM режиме при

m/z = 876,1
Энергия ионизации в �35 В
калюзионной ячейке
Режим Q3 SCAN с диапазоном m/z от 123,2 – 876,1
Программное Программный комплекс «Analyst 1.5» для Windows
обеспечение
Метод расчета Метод абсолютной калибровки
Вспомогательное Весы аналитические Precisa Gravimetrics, AG (Switzerland); центрифуга
оборудование Eppendorf, 5415D (Germany); встряхиватель типа вортекс, ELMI (Latvia);

концентратор Eppendorf, Concentrator plus (Germany); рН�метр “Mettler
Toledo”, FE20 (Switzerland); дозаторы переменного объема Eppendorf, 10 – 100 мкл
и 100 – 1000 мкл (Germany); фильтры 0,4 мкм
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Данная методика количественного определе�
ния белка Betv1 (характеристическое отноше�
ние при ионизации m/z = 876,1) может быть с
успехом использоваться для стандартизации
экстрактов пыльцы берёзы, применяемых при
проведении АСИТ [15].

Таким образом, можно сделать вывод о том,
что в области стандартизации аллергенных эк�
страктов прослеживается ряд положительных из�
менений, благодаря которым станет возможным
производство качественных лечебных и диагнос�
тических аллергенов в Российской Федерации.
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