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ГЕНОТЕРАПЕВТИЧЕСКОГО ЛЕКАРСТВЕННОГО 
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Резюме. На сегодняшний день для лечения ишемий перспективными являются технологии, стимулирующие 
рост новых кровеносных сосудов и их стабилизацию, а также регулирующие траекторию роста сосудов. Дан-
ные технологии представляют собой терапевтический ангиогенез и являются основополагающими в бур-
но развивающейся регенеративной медицине. В данной работе описана разработка и валидация методики 
определения специфических примесей (чистоты) генотерапевтического препарата методом электрофореза 
в агарозном геле с последующей денситометрией электрофореграммы. Данный препарат разработан для 
лечения ишемии нижних конечностей и является комбинированным препаратом, содержащим смесь плаз-
мидных ДНК, кодирующих ген фактора роста гепатоцитов и ген ангиопоэтина-1.

Ключевые слова: регенеративная медицина, регенерация, генотерапевтический препарат, генная терапия, 
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Abstract. Today technologies stimulating growth and stabilization of new blood vessel, regulating trajectory of vascular 
growth are promising for the treatment of ischemia. These technologies represent a therapeutic angiogenesis. Its 
are essential in the rapidly developing regenerative medicine. In the present work we describe the development and 
validation methods for determining the specific impurities (purity) gene therapeutic drug using the electrophoresis 
method in agarose gel followed by densitometry of electrophoretogram. This drug is designed for the treatment of 
lower limb ischemia. This drug is a combination preparation containing a mixture of DNA plasmid encoding the gene 
of hepatocyte growth factor and gene of Angiopoietin-1.
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Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ
Заболевания, связанные с ишемией 

миокарда, головного мозга и нижних ко-
нечностей, в том числе в сочетании с са-
харным диабетом, относятся к наиболее 
значимым причинам смертности и инва-
лидизации населения России [1]. В послед-
ние годы отмечается рост заболеваний, 
связанных с инфарктом миокарда и ише-
мией конечностей, особенно среди лиц 
молодого и среднего возраста. Существу-
ющие хирургические методы применимы 
только для части больных, а консерватив-
ные методы лечения неэффективны у зна-
чительной части тяжелых больных. В этой 
связи, помимо медикаментозной терапии, 
эндоваскулярной и хирургической ревас- 
куляризации, активно ведутся разработки 
принципиально новых технологий. Целью 
этих технологий является индукция рос- 
та новых кровеносных сосудов, их стаби-
лизация и контроль траектории роста. Эта 

стратегия названа терапевтическим ангио-
генезом и является одной из основопола-
гающих технологий бурно развивающейся 
регенеративной медицины [2].

В настоящее время на кафедре биохи-
мии и молекулярной медицины факульте-
та фундаментальной медицины МГУ про-
водится фармацевтическая разработка 
комбинированного генотерапевтическо-
го лекарственного препарата для лече-
ния ишемии нижних конечностей на осно-
ве невирусных плазмидных конструкций, 
несущих гены факторов роста. Препарат 
представляет собой раствор для внутри-
мышечного введения и содержит в качест- 
ве действующих веществ две невирусные 
плазмидные ДНК, содержащие оптимизи-
рованные гены фактора роста гепатоцитов 
(HGFopt) и ангиопоэтин-1 (AGPopt). 

После введения препарата в по-
врежденную ткань происходит экспрес-
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сия трансгена в течение одной-двух недель, что обес- 
печивает высокий уровень продукции факторов рос- 
та в ткани-мишени. При этом фактор роста гепатоци-
тов (HGF) является фактором роста, индуцирующим 
ангиогенез, и антиапоптотическим фактором, а ангио- 
поэтин-1 участвует в стабилизации вновь образован-
ных сосудов, уменьшает их проницаемость и облада-
ет противовоспалительной активностью [3–5]. Пре-
имуществом разрабатываемого препарата является 
то, что он обеспечивает увеличение продукции сра-
зу двух факторов роста в ткани-мишени. В результате 
препарат обеспечивает комплексное воздействие на 
ключевые процессы, необходимые для регенерации 
органов и тканей: индуцирует формирование функ-
ционально зрелых сосудов, оказывает антиапоптоти-
ческое действие, способствующее выживанию клеток. 
Имеющиеся у коллектива авторов предварительные 
данные, а также результаты использования комбини-
рованной генной терапии на моделях ишемии тканей 
у животных in vivo показывают ее значительное пре-
имущество в плане эффективности по сравнению с 
моногенной терапией [6]. Применение препарата мо-
жет представлять собой альтернативу хирургическо-
му вмешательству, или препарат может быть исполь-
зован в сочетании со стандартными хирургическими 
методами, направленными на предотвращение деге-
неративных процессов и улучшение кровоснабжения, 
что позволит восстановить функцию органа или ткани. 
Выход генотерапевтического препарата, оказывающе-
го комплексное воздействие на регенеративные про-
цессы, на отечественный рынок сделает возможным 
оказание современной высокоэффективной помощи 
больным ишемией нижних конечностей, внесет су- 
щественный вклад в снижение смертности и повыше-
ние качества жизни населения.

Процесс производства препарата включает в се-
бя стерилизующую фильтрацию и асептический роз-
лив фармацевтической субстанции, представляющей 
собой раствор, содержащий смесь плазмид с суммар-
ной концентрацией 1 мг/мл в изотоническом раство-
ре хлорида натрия. Получение плазмид осуществляют 
с помощью стандартной технологии и оборудования, 
применяемых для решения подобных задач в генной 
инженерии.

Качество лекарственного препарата обеспечива-
ется валидированным процессом производства, а так-
же контролем в соответствии с проектом нормативной 
документации (НД) по всем показателям. Поскольку ге-
нотерапевтический препарат является оригинальной 
разработкой и в фармакопеях не описан, стандартные 
фармакопейные методики контроля качества, в том 
числе для оценки чистоты, для него отсутствуют. 

При выборе и разработке методик контроля ка-
чества были приняты во внимание рекомендации 

Управления по контролю качества продуктов и ле-
карственных средств США (FDA) по использованию 
плазмидных векторов в генной терапии, в частности 
требования к чистоте и качеству препаратов плазмид-
ной ДНК, предназначенных для использования в ка-
честве лекарственных средств или вакцин [7].

В процессе производства препарата возмож-
но образование родственных примесей и продуктов 
деградации плазмидных ДНК. К технологическим от-
носятся примеси, образующиеся в результате про-
изводственного процесса, например компонен-
ты клеток-продуцентов (белки клетки-хозяина, ДНК 
клетки-хозяина), компоненты культуральной среды 
или компоненты систем очистки, компоненты пита-
тельной среды, реактивы, растворители. В связи с 
этим в препарате предлагается контролировать со-
держание действующего вещества – плазмидных 
ДНК, а также содержание примесей. К родственным 
примесям в генотерапевтических препаратах отно-
сят модифицированные варианты нуклеиновых кис-
лот, образующиеся в ходе производства и/или хра-
нения и отличающиеся от действующего вещества 
по активности, эффективности и безопасности [8, 9]. 
Содержание специфических примесей в препара-
те предложено определять методом электрофоре-
за в агарозном геле с последующей денситометрией 
электрофореграммы. Предлагаемая методика позво-
ляет определить содержание действующих веществ 
(плазмидных ДНК), продуктов деградации, компо-
нентов клеток-продуцентов (белки клетки-хозяина, 
ДНК клетки-хозяина) и других неидентифицируемых 
примесей.

Целью данной работы является разработка и ва-
лидация методики определения специфических при-
месей (чистоты) генотерапевтического препарата 
методом электрофореза в агарозном геле предвари-
тельно линеаризованной плазмидной ДНК в при-
сутствии бромистого этидия с последующей денсито-
метрией электрофореграммы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование 

Оценку чистоты препарата проводили с исполь-
зованием камеры и принадлежностей для электро-
фореза Sub-Cell GT (Bio-Rad, США). Обработку элект- 
рофореграмм методом денситометрии проводили с 
использованием системы гель-документирования с 
трансиллюминатором ультрафиолетовым с длиной 
волны излучения 254 нм (Chemidoc MP, Bio-Rad, США), 
для считывания изображения с геля пластинку фото-
графировали встроенной цифровой CCD-камерой с 
высоким разрешением. Электронную фотографию 
пластинки агарозного геля обрабатывали с помощью 

Контроль качества химико-фармацевтических препаратов



88 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ 2016 №2 (15)

программного обеспечения Image Quant (Molecular 
Dynamics, США). 

Взятие навесок осуществляли на весах аналити-
ческих (Sartorius 1702, Германия). Дозирование раст- 
воров осуществляли при помощи дозаторов пере-
менного объема Eppendorf 0,5–2 мкл, Eppendorf 
2–20 мкл, Eppendorf 10–100 мкл, Eppendorf 20–200 мкл, 
Eppendorf 200–1000 мкл, прошедших поверку по зна-
чению средней дозы и сходимости результатов пи-
петирования и имеющих погрешность не более 3% 
(Eppendorf AG, Германия). Используемые средства из-
мерения зарегистрированы в Государственном реест- 
ре средств измерений [10] и имеют действительные 
свидетельства о поверке.

Растворы и реактивы

Натриевая соль ЭДТА для электрофореза (Sigma, 
Е5513, США); трис(гидроксиметил)аминометан (Sigma, 
T1378, США); агароза (Bio-Rad, 162-0134, США); бромис- 
тый этидий (Bio-Rad, 161-0430, США); 6-кратный краси-
тель Loading Dye (Thermo Scientific, R0611, США); кис-
лота уксусная ледяная, х.ч.; натрия гидроксида 10 М 
раствор (Sigma, S0899, США); рестриктаза SacI с кон-
центрацией 10000 ед/мл (Thermo Scientific, ER1131, 
США); 10-кратный реакционный буферный раствор 
NEB-1 для проведения реакций рестрикции (NEB, 
B70015, Великобритания); препарат маркеров длин 
фрагментов ДНК GeneRulerTM DNA Ladder Mix, 100-
10000 bp (Fermentas, SM0333, Литва); вода очищенная 
(ФС.2.2.0020.15).

Принцип метода

Рестриктаза SacI расщепляет кольцевые плазмид-
ные ДНК, содержащие гены HGFopt и AGPopt в стро-
го определенном месте, превращая все формы коль-
цевой ДНК в линейные формы размерами 6617 пар 
нуклеотидов (п.н.) и 5720 п.н. Содержание линейных 
ДНК, образующихся после обработки рестриктазой 
SacI, определяемое методом электрофореза в агароз-
ном геле в присутствии бромистого этидия, должно 
составлять не менее 90,0%.

Приготовление растворов

В коническую пробирку вместимостью 0,5 мл 
при помощи ручных дозаторов вносили 16 мкл де- 
ионизированной воды, 2 мкл 10-кратного реакцион-
ного буфера NEB-1, 1 мкл раствора препарата и 1 мкл 
рестриктазы SacI. Пробирку помещали в сухой воз-
душный термостат и инкубировали в течение 1 ч при 
температуре 37 °С, затем инактивировали инкубацией 
при 65 °С в течение 20 минут. По окончании инкубации 
готовили пробирку «М» с маркерами длин фрагмен-
тов ДНК внесением 16 мкл деионизированной воды 
и 2 мкл препарата маркеров. В пробирку с образца-
ми прибавляли 4 мкл концентрированного раствора 

утяжелителя с краской-маркером. Процесс внесения 
образца в лунку геля контролировали визуально, по-
скольку краситель придает образцу синий цвет. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
Электрофорез проводили в 1,4% агарозном геле 

в присутствии бромистого этидия в режиме стабили-
зации по напряжению при 80-100 В. Линеаризованные 
плазмидные ДНК располагались в геле в виде полос, 
параллельных длинным сторонам лунок.

При облучении ультрафиолетовым светом фраг-
менты ДНК в комплексе с бромистым этидием флуо-
ресцировали в оранжевой области спектра. Полосы 
электрофореграммы, соответствующие линеаризо-
ванным плазмидным ДНК, идентифицировали, ори-
ентируясь на расположение полос маркеров ДНК. 
Типичная фотография электрофореграммы испыту-
емого раствора препарата представлена на рисун-
ке 1.

Обработка результатов

Обработку полученных электрофореграмм ме-
тодом денситометрии проводили с использованием 
системы гель-документирования (Chemidoc MP, Bio-

Рисунок. 1. Фотография электрофореграммы испытуемого 
раствора препарата.
Трек 1 соответствует раствору, содержащему маркеры длин 
фрагментов ДНК.
Трек 2 соответствует испытуемому раствору препарата

Аналитические методики и методы контроля
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Rad, США). Электронную фотографию пластинки ага-
розного геля обрабатывали с помощью программного 
обеспечения Image Quant (Molecular Dynamics, США), 
позволяющего оценивать интенсивность флуоресцен-
ции полос на треке.

Определяли суммарное значение флуоресцен-
ции (в условных единицах) полос, принадлежащих 
линеаризованным плазмидным ДНК, а также интег- 
ральную интенсивность флуоресценции всего тре-
ка испытуемого раствора препарата. Содержание ос-
новного вещества (P) в процентах рассчитывали по 
формуле:

P
I

I
p

total

= ⋅100%,

где Iр – суммарное значение интенсивности флуорес-
ценции полос линейных плазмидных ДНК в условных 
единицах; Itotal – суммарное значение интенсивности 
флуоресценции всего трека испытуемого раствора 
препарата в условных единицах. 

Результаты анализа испытуемого раствора пре-
парата методом электрофореза представлены в 
таблице 1.

Таблица 1. 

Результаты оценки чистоты генотерапевтического препарата  
по результатам анализа методом электрофореза  

в агарозном геле в присутствии бромистого этидия

Параметр Повтор 1 Повтор 2 Повтор 3 Среднее 

Iр, у.е. 111637 110343 112065 111348

Itotal , у.е. 121345 120863 121477 121228

P, % 92,0 91,3 92,2 91,8

Согласно результатам электрофореза содержа-
ние линеаризованных плазмидных ДНК, образующих-
ся после обработки раствора препарата рестриктазой 
SacI, составило не менее 90,0%, что соответствует тре-
бованиям, предъявляемым к продуктам, полученным 
методами рекомбинантных технологий [7].

Для подтверждения пригодности использования 
разработанной методики в рутинном контроле ка-
чества генотерапевтического препарата была прове-
дена её валидация. При планировании и проведении 
валидационных испытаний принимали во внимание 
требования, изложенные в [12–14].

В рамках валидации методики получены и обра-
ботаны результаты по параметрам: (1) специфичность, 

(2) линейность, (3) предел количественного опреде-
ления, (4) правильность, (5) сходимость и (6) устойчи-
вость [11].

(1) Специфичность

Для валидируемой методики определяли способ-
ность однозначно определять содержание плазмид-
ных ДНК в присутствии плацебо – 0,9% раствора нат- 
рия хлорида. 

Для оценки специфичности использовали геном-
ную ДНК бактерий Escherichia coli О157 (штамм EDL 933).

Готовили следующие растворы:

• SP1. 0,9% раствор натрия хлорида;

• SP2. раствор ДНК E. coli О157 (EDL 933) с концентра-
цией 100 мкг/мл;

• SP3. испытуемый раствор препарата. 

Приготовленные растворы анализировали сог- 
ласно разработанной методике.

По результатам электрофореза на треках SP1 и 
SP2 полосы не детектируются, а на треке SP3 детек-
тируются полосы с размером фрагментов 6617 п.н. и 
5720 п.н. Результаты оценки специфичности представ-
лены на рисунке 2.

Согласно полученным результатам предлагае-
мая методика обладает достаточной специфичностью 
для достижения удовлетворительных результатов при 
определении чистоты препарата.

(2) Линейность

Для исследования наличия линейной зависимос- 
ти интенсивности флуоресценции от концентрации 
линейных ДНК в пределах аналитической области ме-
тодики анализировали серию растворов, приготов-
ленных разбавлением раствора после обработки 
рестриктазой SacI. Диапазон концентраций линейных 
плазмидных ДНК в анализируемых растворах состав-
лял от 0,025 мг/мл до 0,5 мг/мл. Электрофореграмма, 
полученная в рамках оценки линейности, представле-
на на рисунке 3.

Результаты оценки линейности методики пред-
ставлены в таблице 2.

Полученные экспериментальные данные анализи-
ровали с использованием статистических методов. С 
использованием метода наименьших квадратов и ли-
нейной модели y = b · x + a (х – концентрация линейных 
ДНК, %; y – суммарное значение интенсивности све-
чения, у. е.; b – угловой коэффициент; a – свободный 
член) строили калибровочный график зависимос- 
ти интенсивности флуоресценции от концентрации 
линейных плазмидных ДНК. Калибровочный график 
представлен на рисунке 4.

Контроль качества химико-фармацевтических препаратов
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Результаты оценки линейности демонстрируют 
существование линейной зависимости между кон-
центрацией линейных ДНК и интенсивностью флуо-
ресценции в диапазоне концентраций от 5 до 100% от 
исходной концентрации испытуемого раствора [15].

(3) Правильность 

Правильность методики характеризуется откло-
нением среднего результата определений, выполнен-
ных с её использованием, от значения, принимаемого 
за истинное [11]. 

Правильность валидируемой методики оценива-
ли методом «введено – найдено» с использованием 
растворов, приготовленных в рамках исследования 
линейности. Рассчитывали процентную меру правиль-
ности. Полученные значения правильности находи-
лись в диапазоне 80–120%. Результаты оценки пра-
вильности укладываются в требуемый диапазон [13].

Таблица 2.

Результаты оценки линейности методики

Концентрация линейных ДНК, мг/мл 0,025 0,05 0,075 0,15 0,3 0,45 0,5

Концентрация линейных ДНК, % 5 10 15 30 60 90 100 

Интенсивность флуоресценции, у.е. 1765 3986 5678 11256 21375 32496 36004

Рисунок. 3. Электрофореграмма, полученная в рамках оценки 
линейности методики.
Трек 1 соответствует раствору, содержащему маркеры длин 
фрагментов ДНК.
Трек 2 соответствует раствору линейных плазмидных ДНК с 
концентрацией 0,025 мг/мл. 
Трек 3 соответствует раствору линейных плазмидных ДНК с 
концентрацией 0,05 мг/мл.
Трек 4 соответствует раствору линейных плазмидных ДНК с 
концентрацией 0,075 мг/мл.
Трек 5 соответствует раствору линейных плазмидных ДНК с 
концентрацией 0,15 мг/мл.
Трек 6 соответствует раствору линейных плазмидных ДНК с 
концентрацией 0,3 мг/мл.
Трек 7 соответствует раствору линейных плазмидных ДНК с 
концентрацией 0,45 мг/мл.
Трек 8 соответствует раствору линейных плазмидных ДНК с 
концентрацией 0,5 мг/мл.

Рисунок. 2. Фотография электрофореграммы, полученная в 
рамках оценки специфичности.
Трек 1 соответствует раствору, содержащему маркеры длин 
фрагментов ДНК.
Трек 2 соответствует раствору SP1.
Трек 3 соответствует раствору SP2.
Трек 4 соответствует раствору SP3.

Аналитические методики и методы контроля
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(4) Предел количественного определения

Предел количественного определения (ПКО) ва-
лидируемой методики – наименьшая концентра-
ция линейных ДНК, которая может быть количест- 
венно определена с требуемой правильностью и 
прецизионностью.

Для оценки ПКО электрофореграммы, полу- 
ченные при определении линейности, анализиро-
вали методом денситометрии с использованием 
системы гель-документирования (Chemidoc MP, 
Bio-Rad, США). Электронную фотографию агароз-
ного геля обрабатывали с помощью программ-
ного обеспечения Image Quant (Molecular Dyna- 
mics, США), позволяющего проводить оценку ин-
тенсивности флуоресценции полос на треке. При 
этом было обнаружено, что ПКО составляет не 
менее 5% от исходной концентрации испыту- 
емого раствора, что соответствует концентрации 
0,025 мг/мл.

(5) Сходимость

Сходимость (повторяемость) валидируемой ме-
тодики оценивали по независимым результатам, полу-
ченным в одинаковых условиях в одной лаборатории 
в пределах короткого промежутка времени.

Для определения сходимости готовили 6 испы-
туемых растворов препарата. Для всех испытуемых 
растворов рассчитывали среднее значение содержа-
ния плазмидной ДНК, стандартное отклонение (SD), 
относительное стандартное отклонение (RSD, %). Ре-
зультаты оценки сходимости представлены в табли-
це 3.

Результаты оценки сходимости соответствуют 
требованию: относительное стандартное отклонение 
содержания плазмидной ДНК в препарате – не более 
5,0% [15].

Таблица 3.

Результаты оценки сходимости валидируемой методики

Испытуемый 
раствор

Содержание плазмидной 
ДНК, %

1 94,4

2 95,5

3 92,1

4 93,8

5 95,3

6 93,0

Среднее 94,0

SD 1,2

RSD, % 1,32

(6) Устойчивость

В соответствии с ОФС.1.1.0012.15 [14] устойчивость 
валидируемой методики – это способность сохранять 
найденные для нее в оптимальных (номинальных) ус-
ловиях характеристики при вероятных небольших от-
клонениях от условий проведения анализа.

Устойчивость валидируемой методики устанавли-
вали по отношению к критическим параметрам про-
боподготовки: времени обработки рестриктазой (16 
и 20  ч соответственно), времени инкубации образ-
ца после обработки рестриктазой (анализ проводили 
сразу после приготовления и через 24 ч). Содержание 
плазмидной ДНК в испытуемых растворах отличалось 
не более чем на 1,7%, следовательно, валидируемая 
методика определения способна сохранять найден-
ные для неё в оптимальных условиях характеристи-
ки при вероятных небольших отклонениях от условий 
проведения анализа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По итогам валидационных испытаний предлага-

емая методика определения чистоты методом элект- 
рофореза в агарозном геле удовлетворяет установ-
ленным требованиям и является пригодной для ис-
пользования в рутинном контроле качества геноте-
рапевтического препарата, содержащего плазмидные 

Рисунок 4. Калибровочный график зависимости интенсив-
ности флуоресценции от концентрации линейных ДНК
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ДНК, включающие гены HGFopt и AGPopt, по показате-
лю «чистота».

Работа выполнена за счёт гранта Российского на-
учного фонда (проект №14-24-00086) с использова-
нием оборудования, приобретённого за счёт средств 
программы развития Московского университета.
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