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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

 

Актуальность темы исследования  

Среди иммунологически обусловленных осложнений беременности 

ведущее место занимает гемолитическая болезнь плода (ГБП), которая 

развивается вследствие резус-иммунизации - наличия в крови матери IgG-антител 

(Ат) как проявления вторичного иммунного ответа у сенсибилизированных 

пациенток вследствие несовместимости крови матери и плода по антигенам (Аг) 

системы Резус. Среди Аг эритроцитов системы Резус наиболее иммуногенным 

является Аг D, способный даже в малых дозах вызывать образование иммунных 

Ат (анти-D Ат), которые являются причиной тяжелой ГБП. ГБП в РФ 

диагностируется у 0,6 % новорожденных, при этом показатели смертности 

остаются высокими и составляют 15-16‰. Эффективных методов 

медикаментозной терапии резус-иммунизации и ГБП в настоящее время не 

существует. [Клинические рекомендации. Резус-иммунизация. Гемолитическая 

болезнь плода. 2020. ID КР596]. 

Единственными средствами, применяемыми для специфической 

перинатальной профилактики резус-иммунизации, являются лекарственные 

препараты (ЛП) иммуноглобулина человека (ИГЧ) антирезус Rhо(D) 

[Коноплянников А.Г. с соавт., 2015]. Иммунизация ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D) 

предотвращает резус-иммунизацию более чем в 95 % случаев при условии 

достаточности и своевременности дозы введения препарата. При клиническом 

применении в мировой практике установлено, что 10 мкг (50 МЕ) анти-D Ат в ЛП 

ИГЧ антирезус Rho(D) нейтрализует 0,5 мл резус-положительных эритроцитов 

плода (или 1 мл цельной крови) [Савельева Г.М. с соавт., 2006].  

Таким образом, выбор методов количественной оценки содержания анти-D 

Ат - основного действующего вещества в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D) на этапах 

жизненного цикла препаратов, от начальной разработки до ввода в гражданский 

оборот, играет ключевую роль в обеспечении их безопасности и эффективности. 

При этом препараты ИГЧ антирезус Rho(D) относятся к группе 
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иммунобиологических ЛП, биофармацевтические и физико-химические свойства 

которых разнородны, что затрудняет применять унифицированные подходы к 

контролю их качества при регистрации препаратов и стандартизации. 

В период с 2015 года по настоящее время специалисты ФГБУ «НЦЭСМП» 

Минздрава России проводят исследования по совершенствованию и 

стандартизации оценки качества препаратов крови [Отчет о НИР Деп. в ЦИТИС 

18.01.2018 № ИКРБС АААА-Б18-218011890074-9], однако методы 

количественной оценки анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D) до настоящего 

времени были не определены, не включены в структуру Государственной 

Фармакопеи Российской Федерации (ГФ РФ) и не внедрены на отечественных 

предприятиях, производящих иммунобиологические ЛП. Национальный 

Фармакопейный стандартный образец (ФСО) содержания анти-D Ат, 

обеспечивающий прослеживаемость количественного определения анти-D Ат, до 

настоящего времени отсутствовал.  

Производители отечественного ЛП ИГЧ антирезус Rho(D) определяли 

содержание анти-D Ат субъективно в титрах с помощью непрямой пробы Кумбса 

без использования стандартного образца (СО). Отсутствие СО, аттестованного в 

МЕ (или мкг), не позволяло установить норму содержания анти-D Ат в препарате 

(в МЕ (или мкг)) для расчета дозы введения в соответствии с клиническими 

рекомендациями, что могло стать причиной отсутствия требуемого 

терапевтического эффекта или развития других нежелательных реакций. 

Производители зарубежных ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D) оценивают 

содержание анти-D Ат в МЕ (или мкг, 1 мкг = 5МЕ) методами 

автоматизированной гемагглютинации, проточной цитофлуориметрии и методом 

иммуноферментного анализа (ИФА) по отношению к Международному 

стандартному образцу (МСО) анти-D иммуноглобулина ВОЗ или СО, 

приведенным в соответствие к нему.  

Применение метода проточной цитофлуориметрии на отечественном 

производстве ограничено в связи с высокой стоимостью оборудования, расходных 

материалов, необходимостью обучения персонала [Трусов Г.А. c соавт., 2018]. 
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Метод ИФА является доступной альтернативой для количественного определения 

анти-D Ат. Существенными недостатками современной модификации ИФА, 

описание которого изложено в Европейской Фармакопее (ЕФ) [2.7.13. Assay of 

Human Anti-D Immunoglobulin: European Pharmacopoeia, 11
th

ed.], являются: 

ограничение в использовании эритроцитов только фенотипа R2R2 для 

самостоятельного приготовления иммуносорбента, который менее распространен 

в российской популяции (14,11 %) в сравнении с фенотипом R1R1 (40,76 %) 

[Донсков С.И. с соавт., 2011]; отсутствие оценки распределения эритроцитов на 

твердой фазе при приготовлении иммуносорбента снижает воспроизводимость 

метода и влияет на точность результатов; отсутствие установленных критериев 

оценки приемлемости получаемых результатов, соответствие которым 

обеспечивает достоверность количественного определения.  

Таким образом, совершенствование методики ИФА количественного 

определения анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D) является актуальной научной 

задачей, имеющей практическое значение. 

 

Цель исследования.  

Усовершенствовать иммуноферментный метод количественного 

определения анти-D антител в лекарственных препаратах иммуноглобулина 

человека антирезус Rho(D). 

 

Задачи исследования 

1. Разработать способ приготовления иммуносорбента с использованием 

эритроцитов фенотипов R1R1 или R2R2 для количественного определения анти-D 

Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D) методом ИФА. 

2. Усовершенствовать методику количественного определения анти-D Ат в 

ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D) с помощью иммуносорбента, приготовленного с 

использованием эритроцитов фенотипов R1R1 или R2R2 для метода ИФА.  

3. Провести валидацию усовершенствованной методики ИФА для 

количественного определения анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D). 
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4. Разработать ФСО для усовершенствованной методики количественного 

определения анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D) с помощью метода ИФА. 

5. Разработать проект ОФС «Определение антирезус Rhо(D) Ат в ЛП ИГЧ 

антирезус Rho(D)» для ГФ РФ. 

 

Научная новизна диссертационной работы состоит в том, что впервые: 

использованы эритроциты фенотипа R1R1 для иммобилизации на твердой фазе 

при приготовлении иммуносорбента для методики ИФА; разработаны критерии 

иммобилизации эритроцитов фенотипов R1R1 и R2R2 на твердой фазе с 

применением цифровой оптической микроскопии и компьютерной морфометрии 

с визуализацией; при валидации усовершенствованной методики ИФА 

установлены критерии оценки приемлемости результатов количественного 

определения анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D); разработан ФСО 

усовершенствованной методики ИФА и определена программа аттестации ФСО 

для стандартизации количественной оценки содержания анти-D в ЛП ИГЧ 

антирезус Rhо(D); разработаны требования к количественной оценке анти-D Ат в 

ЛП ИГЧ антирезус Rho(D) для внутримышечного (в/м) и внутривенного (в/в) 

введения для внедрения в ГФ РФ. 

Новизна работы подтверждается выдачей Патента на изобретение № 

2777845 от 11.08.2022, РФ, МПК: А61К35/12,15; G01N33/53 «Способ 

количественного определения анти-D-антител IgG в препаратах иммуноглобулина 

человека антирезус Rho(D)» авторов: Шведова Е.В., Кудашева Э.Ю., Лешина С.А., 

Давыдов Д.С.; заявитель и патентообладатель ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 

России, заявка № 2021137704 от 20.12.2021. 

 

Теоретическая и практическая значимость  

Теоретическая значимость диссертационной работы состоит в 

усовершенствовании методики ИФА для оценки качества ЛП ИГЧ антирезус 

Rhо(D). Практическое значение результатов исследования заключается в их 

применении для оценки качества по показателю «Содержание антирезус Rhо(D) 
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антител» на этапах производства и обращения ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D) в 

соответствии с Федеральным законом «Об обращении лекарственных средств» от 

12.04.2010 № 61-ФЗ. 

Внедрение результатов работы в практику 

Реализация подтверждена Актом внедрения на Федеральном уровне 

результатов научно-исследовательской работы «Разработка перспективных 

направлений совершенствования экспертизы качества, эффективности и 

безопасности биологических лекарственных препаратов и стандартизация 

методов оценки», регистрационный номер 121022000147-4 в ЕГИСУ НИОКТР по 

государственному заданию Минздрава России № ГЗ 056-00005-21-00 от 15.12. 

2020 на 2021 год и на плановый период 2022 и 2023 годов (№ 056-00005-21-01 от 

27.10.2021, № 056-00005-21-02 от 18.11.2021). 

Достоверность и апробация результатов 

Все экспериментальные исследования проводились с использованием 

аттестованного и калиброванного оборудования в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 

России, прошедшего метрологическую поверку. Достоверность результатов 

экспериментальных исследований основана на достаточном количестве 

экспериментальных данных, показаны точность и прецизионность результатов 

исследований. Экспериментальные данные обработаны и систематизированы с 

применением адекватных поставленным задачам методов описательной 

статистики. Обоснованность и достоверность полученных данных 

подтверждается их апробацией посредством обсуждений на трех Всероссийских 

конференциях, в том числе с международным участием, и пятью публикациями в 

изданиях, рецензируемых в базе SCOPUS и входящих в Перечень рецензируемых 

научных изданий высшей аттестационной комиссии. 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности 

Диссертация соответствует специальности «3.2.7 - Иммунология» (области 

исследования №6: «Разработка и усовершенствование методов диагностики, 

лечения и профилактики инфекционных, аллергических и других 

иммунопатологических процессов»). 



 8 

Структура и объем диссертации 

Диссертационная работа состоит из введения, четырех глав, содержащих 

научный анализ современного состояния проблемы оценки содержания анти-D Ат 

в ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D), описание материалов и методов исследования, 

результаты собственных исследований, их обсуждение, а также включает 

заключение, выводы, список сокращений, список литературы. Работа изложена на 

112 страницах машинописного текста, содержит 12 рисунков и 17 таблиц. Список 

цитированной литературы включает 102 источника, из которых 52 отечественных 

авторов и 50 - иностранных авторов. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

Для исследования использовали образцы коммерческих серий ЛП ИГЧ 

антирезус Rhо(D): лиофилизат для приготовления раствора для в/м введения, 150 

мкг (750 МЕ) во флаконе, раствор препарата для в/в введения, 1500 МЕ (300 

мкг)/2 мл (шприцы), раствор для в/м введения доза 1 мл (ампула), титр Ат 1:1000, 

дата выпуска: 27.01.2021, срок годности до 01.01.2024; модельные смеси с 

известным содержанием анти-D Ат (30, 15, 7,5 3,75, 1,88 МЕ/мл); контрольные 

испытуемые образцы с неизвестным содержанием определяемого вещества, 

предоставленные Европейским директоратом по контролю лекарственных 

средств (EDQM); СО: NIBSC (1 образец), BRP EDQM (2 образца), эритроциты 

фенотипов R1R1, R2R2, rr (ID-DiaCellI-II-III 5%, ФГБУ РосНИИГТ ФМБА 

России) и эритроциты, полученные и фенотипированные на станции переливания 

крови (ОБУЗ «Брянская станция переливания крови», Россия). 

В экспериментальном исследовании использовали методы: конкурентный 

прямой ИФА, гемагглютинации в геле, а также цифровую оптическую 

микроскопию и компьютерную морфометрию с визуализацией. 

Валидационные испытания проводили в соответствии с правилами и 

требованиями нормативных документов международных регуляторных органов. 

Данные обрабатывали с использованием программ «Image-Pro Premier Media 



 9 

Cybernetics» (Media Cybernetics, США), «Паралайн» (авторское свидетельство 

206612065), «PLA Data base version 2.0.0» (build 551), S/N: 10536 и пакета 

программ «IBM SPSS Statistics» версии 20 (Microsoft Windows, США). 

Рассчитывали среднее арифметическое значение (Хср), стандартное отклонение 

(SD), относительное стандартное отклонение (RSD, %), коэффициент 

детерминации (R
2
), доверительный интервал (ДИ) определяли как произведение 

SD и количества значений в группе данных при р=0,05. Расширенную 

неопределенность (U) аттестованного значения ФСО вычисляли как ±2SD от (Xср). 

Определение соответствия значений выборки нормальному распределению 

проводили с применением критерия Шапиро-Уилка и коэффициента 

аппроксимации линейной зависимости при сортировке значений выборки. 

Значимость различий данных оценивали с помощью t-критерия Стьюдента и U-

критерия Манна-Уитни для независимых выборок при р=0,05 [Гланц С.А. 1999]. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

Разработка способа приготовления иммуносорбента с использованием 

эритроцитов фенотипов R1R1 или R2R2 для выполнения метода ИФА 

В результате анализа требований и рекомендаций международных 

регуляторных органов по оценке качества ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D) установлено, 

что для внедрения в практику контрольно-аналитических лабораторий, а также 

для разработки ФСО для определения активности ИГЧ антирезус Rhо(D) является 

наиболее приемлемым метод ИФА.  

Метод основан на конкуренции биотинилированных (конъюгированных с 

коферментом биотином при помощи биотинил-N-гидроксисукцимида) 

человеческих моноклональных Ат IgG, полученых из стабильных В-

лимфобластоидных клеток, трансформированных вирусом Эпштейна-Барр. 

Клеточная линия выбрана из-за доказанной in vitro активности в стимулировании 

лизиса эритроцитов в антителозависимых клеточно-опосредованных анализах 

цитотоксичности. Конкуренция между биотинилированными моноклональными 
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Ат с анти-D Ат в препарате ИГЧ антирезус Rho(D) происходит за связывание со 

специфическим к IgG эпитопом D Аг эритроцитов фенотипа R2R2, 

иммобилизованными на твердой фазе [B.M. Kumpel c cоавт., 1995, S. Thorpe c 

соавт., 2002]. Однако до сих пор не была разработана методика ИФА, где для 

приготовления иммуносорбента были бы использованы иммобилизованные 

эритроциты наиболее распространенного в российской популяции фенотипа 

R1R1. 

Эритроциты отличаются степенью агглютинации при взаимодействии с Ат 

в зависимости от комбинации значимых Аг (D, С, с, Е, е) клеточной мембраны. 

При взаимодействии анти-D Ат с эритроцитами фенотипа R2R2, содержащими 

наиболее значимые Аг: с, D и Е, агглютинация выражена сильнее, чем 

эритроцитов фенотипа R1R1, содержащих значимые Аг: С, D и е, поскольку 

количество антигенных участков на эритроцитах в наборе которых содержатся Аг 

D и E больше, чем на эритроцитах с Аг D и C. Это связано с наличием 

полипептидов С и е, переплетающихся в оболочке фенотипа R1R1 с 

полипептидом D, которые затрудняют доступ анти-D Ат к участкам D Аг, в 

результате чего создается видимость их слабого реагирования c анти-D Ат, 

однако при этом и на тех и на других эритроцитах может присутствовать 

одинаковое количество антигенных детерминант [Донсков С.И. с соавт., 2011]. 

Для количественного определения анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D) 

методом ИФА выбор фенотипа эритроцитов должен быть экспериментально 

обоснован. В тоже время экспериментальные исследования по изучению 

особенностей распределения эритроцитов фенотипов R1R1 и R2R2 на твердой 

фазе, а также способности фенотипа R1R1 к образованию иммунных комплексов 

с анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D) при количественном определении 

методом ИФА ранее не проводились.  

К другим недостаткам метода, описание которого изложено в ЕФ, следует 

отнести отсутствие оценки распределения эритроцитов фенотипа R2R2 на 

твердой фазе в приготовленном иммуносорбенте - первом этапе метода, что 

может приводить к получению недостоверных результатов анализа, а также 
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увеличивать трудоемкость методики, связанную с увеличением времени 

воспроизведения и расхода реагентов для проведения последующих этапов. 

Таким образом, требовалось усовершенствовать методику ИФА для 

количественного определения анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D), установить 

критерии приемлемости получаемых результатов и применить 

усовершенствованную методику при разработке ФСО для количественного 

определения анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D). 

Готовили два независимых иммуносорбента. Один иммунсорбент с 

использованием эритроцитов фенотипа R1R1, другой - с использованием 

эритроцитов фенотипа R2R2. Эритроциты отмывали путем добавления 10 мл ФБР 

с рН 7,4 в пробирку, затем полученную суспензию центрифугировали при 1200 g 

в течение 3 мин, супернатант удаляли. Процедуру отмывания повторяли 4 раза. 

Осадок отмытых эритроцитов папаинизировали добавлением к 1 объему 

эритроцитов 1 объема 10 % раствора папаина и последующим инкубированием 

суспензии при температуре 37ºС в течение 15 мин. Далее проводили отмывание 

обработанных папаином эритроцитов как описано выше. Процедуру отмывания 

повторяли 3 раза. Готовили 0,2 % суспензию эритроцитов в ФБР с рН 7,0. Далее 

проводили иммобилизацию эритроцитов на твердую фазу. В качестве твердой 

фазы опытным путем были выбраны полистироловые планшеты с максимальной 

сорбционной емкостью 650 нг белка/см
2
 (Maxisorb, Nunc). Вносили по 50 мкл 

0,2 % полученной суспензии в лунки планшета. Для фиксации эритроцитов на 

твердой фазе планшет с суспензией эритроцитов центрифугировали при 120 g в 

течение 3 мин при температуре не более 8 ˚С, затем, не удаляя суспензию 

эритроцитов, вносили в каждую лунку 100 мкл раствора глютаральдегида и 

выдерживали 10 мин, после чего жидкость из лунок планшета удаляли. Далее 

планшет отмывали добавлением 300 мкл ФБР с рН 7,4, процедуру повторяли 3 

раза. Далее проводили конкурентный прямой ИФА в соответствии с описанием в 

ЕФ: вносили в лунки по 250 мкл раствора 20 г/л БСА для блокирования 

неспецифического связывания, выдерживали 30 мин, затем удаляли; далее в трех 

повторностях вносили по 35 мкл разведений стандартного и испытуемого 
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образцов и добавляли в каждую лунку по 35 мкл раствора моноклональных Ат 

(BioBrad-5) инкубировали в течение 1 ч при температуре 37°С, образованные 

комплексы Аг-Ат трехкратно отмывали ФБР с рН 7,4; для выявления 

образованных комплексов последовательно вносили по 50 мкл авидин-

стрептавидина, конъюгированного с щелочной фосфатазой, выдерживали 30 мин, 

затем удаляли, трехкратно планшет промывали и вносили по 100 мкл субстрата 

паранитрофенилфосфата, выдерживали в темном месте 10 мин; реакцию 

останавливали внесением в лунки 50 мкл 3М раствора натрия гидроксида. 

Установлено, что описанные условия позволяют получать сопоставимые 

результаты количественного определения анти-D Ат в модельных смесях 

методикой ИФА как при применении фенотипа R1R1, так и при применении 

фенотипа R2R2 (Табл. 1). 

 

Таблица 1. Оценка сопоставимости результатов количественного 

определения анти-D антител методикой ИФА в модельных смесях при 

использовании эритроцитов фенотипов R1R1 или R2R2  

 
 

Стеор, 

МЕ/мл 

При применении фенотипа R1R1 При применении фенотипа R2R2 

Cизм., 

МЕ/мл 

r,  

% 

rсред., 

% 

ДИ, 

р=0,05 

Cизм., 

МЕ/мл 

r,  

% 

rсред 

% 

ДИ,  

р=0,05 

15 14,87±2,11 99,1  

101,2 

 

101,2± 

5,1 

15,41±2,23 102,7  

96,9 

 

96,9±  

12,5 

7,5 7,59±4,58 101,2 11,01±4,79 94,4 

3,75 3,87±0,60 103,2 3,51±0,55 93,6 

Примечание: Стеор. – значения содержания анти-D Aт, принимаемые за истинные; Сизм.– 

содержание анти-D Ат в модельных смесях с известным содержанием анти-D Ат; r - степень 

извлечения; rсред. - степень извлечения, среднее значение; ДИ - доверительный интервал. 

 

Усовершенствование методики количественного определения анти-D 

антител в ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D) с помощью иммуносорбента, 

приготовленного с использованием эритроцитов фенотипов R1R1 или R2R2 

для метода ИФА 

Проводили оценку распределения эритроцитов на твердой фазе цифровой 

оптической микроскопией. Получали цифровые снимки при увеличении в 10
2
 раз. 

Эритроциты фенотипа R1R1 распределялись в форме агрегатов разной величины 
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и плотности, выявлялись зоны с отсутствием покрытия (рис. 1). Эритроциты 

фенотипа R2R2 образовывали более равномерный слой (рис. 2). 

 

  

Рисунок 1. Микроскопический снимок (n = 

48) эритроцитов фенотипа R1R1 

Рисунок 2. Микроскопический снимок (n = 

48) эритроцитов фенотипа R2R2 

 

При помощи компьютерной морфометрии с визуализацией получали 

пространственные изображения иммуносорбентов, где площадь агрегированных 

эритроцитов фенотипа R1R1 занимала большую часть поверхности твердой фазы 

(пики желтого и красного цвета) (рис. 3). Площадь равномерного распределения 

эритроцитов фенотипа R2R2 составляла практически всю ее поверхность (пики 

зеленого цвета) (рис.4). 

 

  

Рисунок 3. Пространственное 

морфометрическое изображение (n=48) 

эритроцитов фенотипа R1R1 

Рисунок 4. Пространственное 

морфометрическое изображение (n=48) 

эритроцитов фенотипа R2R2 

 

Путем автоматической оценки абсолютной и относительной площади 

соответствующего цветового спектра по отношению к заданной при настройках 

калибровки общей площади получали данные для построения гистограмм 

100 мкм 100 мкм 

100 мкм 100 мкм 
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интенсивности распределения эритроцитов. На гистограммах площадь 

равномерного распределения (пик 1) эритроцитов составляла для эритроцитов 

фенотипа R1R1 – 234,00 ± 3,94 пикселей (пикс.), для эритроцитов фенотипа R2R2 

– 191,9 ± 12,16 пикс. (рис. 5). 

 

  

Рисунок 5. Гистограмма (n= 48) интенсивности распределения эритроцитов человека на 

твердой фазе: А - фенотипа R1R1; Б – фенотипа R2R2. По оси ординат – интенсивность 

распределения эритроцитов (пикс.), ось абсцисс – общая аналитическая площадь (пикс.). 1, 

2, 3 – пики интенсивности распределения эритроцитов 
 

 

Относительная площадь (Sотн., %), рассчитанная отношением значения (S1, 

пикс.), к общей аналитической площади (Sобщ. = 255 пикс.) по формуле (1) 

составляла для эритроцитов фенотипа R1R1 – 91,8 ± 3,6 % , для эритроцитов 

фенотипа R2R2 – 76,5 ± 7,5 %. 

                                       Sотн. = 
  

 общ 
                                                           (1) 

Коэффициенты распределения (Красп.), характеризующие агрегацию 

эритроцитов на твердой фазе, рассчитанные как отношение значения суммы 

площадей пиков S1 и S2 к суммарному значению площадей всех пиков    по 

формуле (2) составляли (0,218–0,221) для фенотипа R1R1 и (0,229–0,231) для 

фенотипа R2R2. 

                                          Kрасп.= 
     

  
                                                                (2) 

На основе анализа сопряженных экспериментальных данных, полученных 

при количественной оценке распределения эритроцитов, и результатов 

количественного определения анти-D Aт методикой ИФА, установлено, что 

содержание анти-D Ат в растворах модельных смесей различались между собой 
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незначительно [(Uфакт>Uкрит), p = 0,05] и соответствовали критерию приемлемости 

(± 20%). При этом Sотн. эритроцитов фенотипов R1R1 и R2R2 составляла (91,8 ± 

3,60) % и (76,5 ± 7,5)%, Красп. - (0,219 ± 0,001) и (0,229 ± 0,0014) соответственно 

(Табл. 2).  

 

Таблица 2. Результаты определения анти-D антител методикой ИФА 
 

Фенотип  
С теор., 

МЕ/мл 

С изм., 

МЕ/мл 
Uф Uk r, % Sотн., % Красп. 

R1R1 

30 
30,7 ± 

3,34 
15 

3 

97,9  91,8 ± 2,8 0,220 ± 0,0011 

15 
14,87 ± 

2,11 
15 99,1 92,29 ± 2,97 0,221 ± 0,0014 

7,5 
7,59 ± 

4,58 
16 101,21  90,46 ± 4,73 0,218 ± 0,0029 

3,75 
3,87 ± 

0,60 
12 103,23 92,55 ± 1,36 0,220 ± 0,0008 

1,88 
1,82 ± 

0,61 
12 89,89 90,78 ± 2,12 0,221 ± 0,0012 

Средние значения 98,2 ± 1,28 91,8 ± 3,6 0,219 ± 0,001 

R2R2 

30 
28,93 ± 

0,83 
12 

3 

89,77 75,5 ± 7,4 0,230 ± 0,0010 

15 
15,41 ± 

2,23 
15 102,74 76,5 ± 7,5 0,231 ± 0,0001 

7,5 
11,01 ± 

4,79 
16 94,38  75,82 ± 5,8 0,229 ± 0,0002 

3,75 
3,51 ± 

0,55 
12 93,59 75,82 ± 4,6 0,229 ± 0,0017 

1,88 
2,04 ± 

0,16 
12 109,02 76,7 ± 5,2 0,230 ± 0,0010 

Средние значения 
97,9 ± 

15,63 
76,07 ± 6,1 0,229 ± 0,0014 

Примечание: Стеор. – значения анти-D Aт, принимаемые за истинные; Сизм.– содержание анти-D 

Ат в испытуемых образцах; Uф – фактическое значение U-критерия Манна-Уитни; Uк – 

критическое значение U-критерия Манна-Уитни; r – степень извлечения анти-D Ат в 

испытуемых образцах; Sотн. – относительная площадь; Kрасп.– коэффициент распределения 

 

Коэффициенты детерминации линейной регрессии (R
2
) графиков 

зависимости оптической площади (ОП) от содержания анти-D Ат в МСО были (≥ 

0,9), RSD значений ОП - менее 15% и соответствовало критерию приемлемости (≤ 

20%), что подтверждало наличие линейной зависимости в аналитическом 

диапазоне от 1,88 до 30 МЕ/мл (Рис. 6). 
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 – при использовании эритроцитов фенотипа R1R1 

 – при использовании эритроцитов фенотипа R2R2 

 

Рисунок 6. Оценка линейности аналитического диапазона 

 

В результате исследования раскрыта способность D Аг эритроцитов 

фенотипа R1R1 к образованию иммунных комплексов с анти-D Ат, изучены 

особенности распределения фенотипов R1R1 и R2R2 на твердой фазе, определены 

критерии иммобилизации эритроцитов (Sотн.; Красп.) и установлены их числовые 

значения: для фенотипа R1R1:Sотн.≥ 88 %, Красп.≤ 0,22; для фенотипа R2R2:Sотн. ≥ 

70%, Красп.≤ 0,23), обеспечивающие оценку качества приготовленного в 

подобранных условиях иммуносорбента.  

Таким образом, усовершенствована методика количественного определения 

анти-D антител в ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D) с помощью иммуносорбента, 

приготовленного с использованием эритроцитов фенотипов R1R1 или R2R2. 

 

Валидация усовершенствованной методики ИФА для количественного 

определения анти-D антител в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D) 

 

Для подтверждения возможности использования фенотипа R1R1 были 

проведены валидационные исследования, направленные на определение анти-D 

Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D), различных по составу, лекарственной форме и 

пути введения (препараты №№ 1,2). Установленные для валидации параметры 

представлены в таблице 3. 

R² = 0,9929 

R² = 0,9988 
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Содержание анти-D-Ат IgG в растворах МСО, МЕ/мл 
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Таблица 3 - Валидационные параметры 
 

Валидационная 

характеристика 

Критерии приемлемости 

 

Правильность 

(точность) 

 

Степень извлечения (r,%) анти-D Ат в модельных смесях, 

приготовленных путем добавления МСО в раствор СО ИГЧ 

нормального, не содержащего анти-D Ат, должна была находиться в 

диапазоне (±20)% относительно добавленного количества (Стеор.). 

Промежуточная 

прецизионность  

1. (RSD,%) значений содержания анти-D Ат, полученных на 12 

образцах двумя аналитиками в разные дни должно было быть(≤20)%. 

2. Содержание анти-D Ат в препаратах №№ 1,2, определенное каждым 

аналитиком, должно было находиться в диапазоне (±20)% от (Стеор.). 

Линейность 

аналитического 

диапазона 

(R
2
) линейной регрессии при построении графика зависимости 

значений ОП от содержания анти-D Ат в МСО должны были быть 

(≥0,9) в диапазоне от 1,8 до 30 МЕ/мл. 

Селективность и 

специфичность 

 

1. Содержание анти-D Ат в препаратах №№ 1,2 содержащих глицин, 

натрия хлорид, альбумин человека, должно было находиться в 

диапазоне (±20)% от(Стеор.). 

2. Конкуренция между СО ИГЧ нормального, не содержащего анти-D 

Ат, и моноклональными анти-D Ат при их внесении в лунки 

иммуносорбента с фенотипом R1R1, должна была отсутствовать. 

3. Внесение МСО и испытуемых образцов в лунки иммуносорбента с 

фенотипом rr не должно было образовывать комплекса Аг-Ат. 

Сопоставимость 

результатов при 

применении 

фенотипов R1R1 

иR2R2 

Значимость различий данных при оценке независимых выборок с 

помощью t-критерия и U-критерия в препаратах №№ 1,2, полученных в 

условиях оценки промежуточной прецизионности с фенотипами R1R1и 

R2R2, должна была отсутствовать. 

Примечание: Ат – антитела; Аг – антигены; СО – стандартный образец; МСО – 

международный стандартный образец анти-D иммуноглобулина ВОЗ; r – степень извлечения 

анти-D Ат в испытуемых образцах; Стеор. – значения содержания анти-D Aт, принимаемые за 

истинные; ОП - оптическая плотность; RSD – относительное стандартное отклонение; R
2
 – 

коэффициент детерминации. 

 

Результаты валидационного исследования удовлетворяли требованиям и 

позволили установить следующие критерии приемлемости: 1) относительные 

значения содержания анти-D Ат должны быть (±20%) от номинального значения; 

2) при построении графика зависимости значений ОП от содержания анти-D Ат в 

растворах МСО коэффициент детерминации (R
2
) линейной регрессии должен 

быть не менее 0,9; 3) (RSD,%) трех значений ОП для каждой концентрации не 

должно превышать 20%. Оценка сопоставимости результатов количественного 

определения анти-D Ат при использовании фенотипов R1R1 или R2R2 

представлена на рисунке 7.  
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Рисунок 7. Оценка сопоставимости результатов количественного определения анти-D Ат с 

использованием эритроцитов фенотипа R1R1 и R2R2. По оси ординат – содержание анти-D Ат, 

МЕ/мл. По оси абсцисс – фенотип эритроцитов в зависимости от препарата. 

 

В декабре 2021 года лаборатория иммунологии ФГБУ «НЦЭСМП» 

Минздрава России наряду с 14 лабораториями разных стран мира приняла 

участие в международном межлабораторном исследовании подтверждения 

квалификации методики, организованном Европейским директоратом по качеству 

лекарственных средств (EDQM). В соответствии с дизайном исследования, 

разработанным специалистами EDQM, участники должны были определить 

содержание анти-D Ат в четырех контрольных испытуемых образцах (КИО) с 

неизвестным содержанием определяемого вещества, предоставленных EDQM. 

Для КИО № 1 предполагалось только одно определение в информационных 

целях. По три определения должны были проводиться на КИО №№ 2, 3 и 4 с 

интервалом не менее одного дня. Испытания считались пройденными, если 

целевое относительное стандартное отклонение (Target RSD) составляло не более 

10 % от содержания анти-D Ат в КИО, а также если были получены 

удовлетворительные показатели стандартизованной оценки (z-score< ± 3) для всех 

результатов испытаний. Экспериментально полученные в нашей лаборатории 

значения удовлетворяли требованиям EDQM, а также демонстрировали точность 

и прецизионность полученных результатов (табл. 4).  
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Таблица 4.Оценка результатов исследования подтверждения квалификации 

количественного определения анти-D антител методикой ИФА в контрольных 

испытуемых образцах с неизвестным содержанием определяемого вещества 
 

№ 

КИО 

Стеор. по 

данным 

ЕDQM, 

МЕ/мл 

Результаты, полученные экспериментально в 

лаборатории  

ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России 

Вывод 

Сизм., 

МЕ/мл 

SD целевое 

RSD, % 

z-score 

2 885 882 45 5 0,0 Соответствует 

3 584 605 17 3 0,4 Соответствует 

4 885 921 31 3 0,4 Соответствует 

Примечание: КИО – контрольный испытуемый образец; Стеор. - содержание анти-D Ат в КИО 

по данным EDQM; SD – стандартное отклонение; RSD – относительное стандартное 

отклонение; z-score - показатель стандартизованной оценки. 

 

Разработка Фармакопейного стандартного образца для 

усовершенствованной методики ИФА количественного определения анти-D 

Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D) с помощью метода ИФА 

 

В соответствии с разработанной нами программой проводили оценку 

содержания анти-D Ат в кандидате в ФСО двумя методиками, 

усовершенствованной ИФА и гемагглютинации в геле, по 12 испытаний каждой 

методикой двумя аналитиками в разные дни. 

Среднее значение количественного определения анти-D Ат в образцах 

кандидата в ФСО, определенное усовершенствованной методикой ИФА, 

составило 507,5 МЕ/мл.  

Методикой гемагглютинации в геле определяли титр анти-D Ат в образцах 

кандидата в ФСО. В качестве контрольного образца использовали СО 

«Immunoglobulin (anti-Dantibodiestest), BRP batch 1:8, EDQM, codeY0000540» с 

содержанием анти-D Ат, определяемых в реакции агглютинации в разведении 1:8. 

Полученные титры МСО и кандидата в ФСО использовали для расчета 

активности в МЕ/мл по формуле (3):  

                                          Афсо..=
          

    
 х 0,2,                                               ( )  

где: Афсо - содержание анти-D Ат в испытуемом образце, МЕ/мл; Амсо - содержание анти-D Ат в 

МСО, МЕ/мл; Тфсо - величина, обратная максимальному разведению испытуемого образца, при 

котором наблюдают агглютинацию; Тмсо - величина, обратная максимальному разведению МСО 

анти-D иммуноглобулина ВОЗ, при котором наблюдают агглютинацию; 0,2 - коэффициент, 

применяется в случае необходимости пересчета МЕ/мл в мкг/мл. 
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Среднее значение содержания анти-D Ат в образцах кандидата в ФСО, 

определенное методикой гемагглютинации в геле, составило 524,6 МЕ/мл. 

Среднее значение содержания анти-D Ат в образцах кандидата в ФСО, полученное 

с применением двух методик (n=24), составило 516 МЕ/мл (103 мкг/мл), 

расширенная неопределенность (U, n=24): ± 100 МЕ/мл (± 20 мкг/мл) 

(коэффициент охвата 2, уровень доверия 95%). RSD для методики 

гемагглютинации в геле составило 12,2 %, для методики ИФА – 5,7%, что 

демонстрировало удовлетворительную прецизионность результатов.  

Разработан и включен в реестр ФСО ГФ РФ «Стандартный образец для 

определения активности иммуноглобулина человека антирезус Rhо(D) 

(содержание анти-D Ат)», ФСО 3.2.00452 серии 001-011221, предназначенный для 

прослеживаемости и достоверности результатов, получаемых методиками ИФА и 

гемагглютинации в геле при контроле качества ЛП ИГЧ антирезус Rho(D). 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Проведенный анализ современного состояния проблемы оценки содержания 

анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D) выявил необходимость 

усовершенствования методики ИФА, обеспечивающей точное количественное 

определение анти-D Ат, заключающееся в подборе условий для приготовления 

иммуносорбента с применением эритроцитов более распространённого в 

российской популяции фенотипа R1R1 в дополнение к фенотипу R2R2, 

разработке критериев иммобилизации двух фенотипов для оценки качества этапа 

приготовления иммуносорбента и установлении критериев оценки приемлемости 

результатов при валидации методики. 

В ходе экспериментального исследования по изучению особенностей 

распределения эритроцитов на твердой фазе были подобраны условия для 

приготовления иммуносорбента, разработаны критерии иммобилизации 

эритроцитов двух фенотипов: относительная площадь покрытия эритроцитами и 

коэффициент их распределения, характеризующий плотность слоя, образованного 

агрегированными эритроцитами, а также установлены их числовые значения, 
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соответствие которым позволяет использовать эритроциты в подобранных 

условиях и оценивать корректность самостоятельного приготовления 

иммуносорбента. Были определены критерии приемлемости результатов, 

обеспечивающие точность и надежность количественного определения анти-D Ат 

усовершенствованной методикой. 

Разработка ФСО усовершенствованной методики ИФА обеспечивает 

прослеживаемость количественного определения анти-D Ат. Применение ФСО 

позволяет достоверно определять количество анти-D Ат на этапе производства и 

установить норму их содержания в препарате в МЕ (или мкг), что будет 

способствовать адекватному расчету дозы введения препарата в соответствии с 

клиническими рекомендациями.  

Разработанная программа количественной оценки содержания анти-D Ат в 

ФСО ГФ РФ с помощью усовершенствованной методики ИФА и методики 

гемагглютинации в геле позволяет проводить аттестацию последующих серий 

кандидата в ФСО и обеспечивает стандартизацию количественного определения 

анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D). 

Проведенные диссертационные исследования послужили научным 

обоснованием для разработки раздела «Количественное определение анти-D Ат» 

проекта ОФС ГФ РФ «Определение антирезус Rhо(D) антител иммуноглобулина 

G в препаратах иммуноглобулина человека антирезус Rho(D)» с целью введения в 

структуру ГФ РФ 

 

ВЫВОДЫ 

 

1. Разработан способ иммобилизации эритроцитов фенотипов R1R1 или 

R2R2 для приготовления иммуносорбента, позволивший расширить возможности 

применения метода ИФА для количественной оценки содержания анти-D Ат в ЛП 

ИГЧ антирезус Rho(D). Разработаны критерии иммобилизации эритроцитов на 

твердой фазе с сорбционной емкостью 650 нг белка/см
2 

для оценки качества 

приготовленного иммуносорбента: для фенотипа R1R1 – относительная площадь 

распределения (Sотн.) должна быть не менее 88 %, коэффициент распределения 
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(Красп.) должен быть не более 0,22; для эритроцитов фенотипа R2R2 Sотн. должна 

быть не менее 70 %, Красп. должен быть не более 0,23. 

2. При валидации усовершенствованной методики количественного 

определения анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rhо(D) с помощью иммуносорбента, 

приготовленного с использованием эритроцитов фенотипов R1R1 или R2R2, 

установлены критерии оценки приемлемости получаемых результатов: 1) 

относительные значения содержания анти-D Ат в испытуемом образце должны 

быть в интервале (±20%) от установленного (номинального) значения; 2) 

коэффициент детерминации (R
2
) при построении калибровочного графика должен 

быть не менее 0,9; 3) относительное стандартное отклонение (RSD, %) трех 

значений оптической плотности для каждой концентрации не должен превышать 

20%. 

3. Разработан ФСО биологического происхождения «Стандартный образец 

для определения активности иммуноглобулина человека антирезус Rho(D) 

(содержание анти-D Ат)», ФСО 3.2.00452 cо значением активности 516 МЕ/мл 

(103 мкг/мл), расширенной неопределенностью: ±100 МЕ/мл (±20 мкг/мл) 

(коэффициент охвата 2, уровень доверия 95%), предназначенный для двух 

методик: усовершенствованной ИФА и гемагглютинации в геле, который 

позволяет производителям отечественного ЛП ИГЧ антирезус Rho(D) установить 

значения содержания анти-D Ат в препарате в МЕ (или мкг), что будет 

способствовать расчету дозы введения в соответствии с клиническими 

рекомендациями Минздрава Российской Федерации от 2020 года «Резус-

иммунизация Гемолитическая болезнь плода», КР596. 

4. Разработана программа установления аттестуемой количественной 

характеристики содержания анти-D Ат в МЕ (или мкг) в ФСО 3.2.00452 ГФ РФ с 

помощью усовершенствованной методики ИФА и методики гемагглютинации в 

геле, которая позволяет проводить аттестацию последующих серий кандидата в 

ФСО также в МЕ (или мкг) и обеспечивает стандартизацию количественного 

определения анти-D Ат в ЛП ИГЧ антирезус Rho(D) на этапах производства 
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препаратов, их государственной регистрации и при введении в гражданский 

оборот. 

5. Усовершенствованная методика ИФА включена в проект ОФС 

«Определение антирезус Rhо(D) антител в препаратах ИГЧ антирезус Rho(D)» для 

последующего включения в ГФ РФ. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

Аг - антиген 

Ат - антитело 

ГБП - гемолитическая болезнь плода 

ГФ РФ - Государственная фармакопея Российской Федерации 

ДИ - доверительный интервал 

ЕФ - Европейская фармакопея 

ИГЧ - иммуноглобулин человека   

КИО - контрольный испытуемый образец 

МЕ - международная единица 

МСО - международный стандартный образец 

ОЕ - относительная единица 

ОП - относительная плотность 

ОФС - общая фармакопейная статья 

ФСО - Фармакопейный стандартный образец 

BRP - (Biological Referrence Preparation) – биологическийреференс-препарат 

EDQM - Европейский директорат по качеству лекарственных средств 

NIBSC - Национальный Институт стандартизации и контроля иммунобиологических 

лекарственных препаратов, Великобритания 

PTS - (ProficiencyTestingScheme) - подтверждение квалификации метода 

rr - фенотип резус-отрицательных эритроцитов, не содержащих в своей мембране 

значимые резус-антигены C, D, E 

R1R1 - фенотип резус-положительных эритроцитов, содержащий в своей мембране 

значимые резус-антигены C, D, e 

R2R2 - фенотип резус-положительных эритроцитов, содержащий в своей мембране 

значимые резус-антигены c, D, E 

 


