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Представлены результаты исследований препарата Тигераза® (р-р для ингаляций, производитель 
АО «ГЕНЕРИУМ», Россия), проведённые для получения доказательств его подобности (сопоста-
вимости) референтному препарату Пульмозим® (р-р для ингаляций, производитель «Хоффманн-
Ля Рош Лтд.», Швейцария). Оба препарата содержат в качестве действующего вещества челове-
ческую рекомбинантную дезоксирибонуклеазу I — дорназу альфа, предназначены для лечения 
кистозного фиброза с лёгочными проявлениями (муковисцидоза). Изучена ферментативная актив-
ность дорназы альфа, содержащейся в изучаемых препаратах, in vitro и ex vivo на образцах гной-
ной мокроты больных. Изучены фармакокинетические параметры препаратов в сыворотке крови, 
бронхах и лёгких и основные физиологические показатели (масса и температура тела, состояние 
сердечно-сосудистой, дыхательной, выделительной систем, гематологические и биохимические 
параметры крови, патоморфологические изменения внутренних органов, включая состояние рого-
вицы глаз, показатели смертности) в сравнительных исследованиях субхронической токсичности 
на ювенильных и половозрелых крысах при 28-дневном ингалировании в дозах 0,2 мг/кг половоз-
релым и 0,26 мг/кг ювенильным животным (доза в 6 раз превышала рекомендованную для клини-
ческого применения). Результаты исследований позволяют сделать вывод о сопоставимости препа-
ратов по ферментативной, муколитической (секретолитической) ДНКазной активности, профилю 
безопасности и основным фармакокинетическим параметрам.
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This work presents research studies into the comparability of Tigerase® (inhalation solution, manufac-
tured by JSC «GENERIUM», Russia) to the reference drug Pulmozim® (inhalation solution, manufactured 
by Hoffmann-La Roche Ltd., Switzerland). Both drugs contain human recombinant deoxyribonuclease 
I – dornase alpha as an active substance and are intended for the treatment of cystic fibrosis with pulmo-
nary manifestations (cystic fibrosis). The specific enzymatic activity of dornase alpha was studied in vitro 
and ex vivo using samples of patients’ purulent sputum. The pharmacokinetic parameters of the drugs 
were studied in the blood serum, bronchi and lungs. The main physiological parameters (body weight and 
temperature, the state of the cardiovascular, respiratory, excretory systems, hematological and biochemical 
blood parameters, pathomorphological changes in the internal organs, including the state of the cornea 
of the eyes, mortality rates) were assessed in comparative studies of subchronic toxicity in juvenile and 
sexually mature rats using 28-day inhalation in doses of 0.2 mg/kg to sexually mature and 0.26 mg/kg to ju-
venile animals (the dose was 6 times higher than the recommended dose for clinical use). It was concluded 
that the drugs were comparable in terms of their enzymatic, mucolytic (secretolytic) DNase activity, safety 
profile, and basic pharmacokinetic parameters.
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Введение
Кистозный фиброз (муковисцидоз, МВ) — 

наследственное (аутосомно-рецессивное) 
хроническое заболевание, характеризующе-
еся поражением экзокринных желёз и жиз-
ненно важных органов и систем, вызвано 
дисфункцией цАМФ-зависимого хлорно-

го канала вследствие мутации гена CFTR 
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance 
Regulator) [22], физиологическая роль ко-
торого заключается в регуляции транспор-
та электролитов (главным образом, ионов 
хлора) между эпителиальными клетками 
выводных протоков желёз внешней секре-
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ции (потовых, слюнных, желёз в бронхах, 
поджелудочной железе, кишечнике, уроге-
нитальном тракте) и внеклеточным матрик-
сом [10]. Мутации гена CFTR вызывают за-
труднение выхода ионов хлора через канал 
и, как следствие, увеличение реабсорбции 
натрия и дегидратацию секрета, делая его 
более вязким и густым [3]. Затруднённый 
отток бронхиального секрета у более чем 
90% пациентов с МВ приводит к хрони-
ческому поражению дыхательных путей. 
В России в 2019 г. имелось более 3000 па-
циентов с МВ, их средний возраст состав-
лял 13,2±9,8 года, доля пациентов старше 
18 лет — 25,5% [7].

Одним из препаратов для лечения кистоз-
ного фиброза с лёгочными проявлениями 
(муковисцидоза) и других заболеваний но-
зологической группы МБК-10 [6] является 
препарат Пульмозим® (Pulmozyme®, р-р для 
ингаляций, производства «Хоффманн-Ля Рош 
Лтд.», Швейцария) — отхаркивающее муко-
литическое средство.

Муковисцидоз (МВ) относится к соци-
ально значимым заболеваниям, поскольку 
частота встречаемости этой наследствен-
ной болезни очень высокая (по разным 
оценкам, от 1:3500 до 1:12000), проявляет-
ся в самом раннем возрасте, и её лечение 
является существенным социально-эконо-
мическим бременем [4]. Тигераза® — ле-
карственный препарат в форме р-ра для ин-
галяций производства АО «ГЕНЕРИУМ», 
содержащий в качестве действующего ве-
щества человеческую рекомбинантную де-
зоксирибонуклеазу I — дорназу альфа (код 
CAS 9003-98-9), разрабатывался как би-
оаналог Пульмозима®. Следует отметить, 
что разработка биоаналогов в настоящее 
время переросла в самостоятельную от-
расль, поскольку стоимость и длительность 
её существенно ниже, чем оригиналь-
ных биотехнологических лекарственных 
средств [2, 14]. Однако создание биоана-
логов, несмотря на кажущуюся простоту, 
является очень сложным технологическим 

процессом, а подтверждение сопоставимо-
сти их свойств с референтным препаратом 
строго регламентируется [12, 14, 19].

Данное исследование выполнено в соот-
ветствии с существующими международ-
ными нормами, предъявляемыми к ис-
следованиям, доказывающим подобность 
(сопоставимость) свойств биоаналога и ре-
ферентного препарата [15, 16, 17].

Цель работы — доказать сопоста-
вимость фармакологической активности 
и безопасности лекарственного препарата 
Тигераза® производства АО «ГЕНЕРИУМ» 
(Россия) и референтного препарата Пульмо-
зим® производства «Хоффманн-Ля Рош  
Лтд.» (Швейцария).

Материалы и методы
Исследуемые вещества
Лекарственные формы дорназы альфа 

производства АО «ГЕНЕРИУМ», Россия 
(Тигераза®, далее по тексту — Д-Т, опыт) 
и производства «Хоффманн-Ля Рош Лтд.», 
Швейцария (Пульмозим®, далее по тексту — 
Д-П, контроль-2), плацебо (контроль-1) — 
фосфатно-солевой буфер на основе натрия 
хлорида, кальция хлорида дигидрата (вспо-
могательные вещества препарата Тигераза®).

Определение специфической 
активности дорназы альфа
Последовательные разведения стандарт-

ного (Д-П) и испытуемого (Д-Т) образцов 
(от 0,0055 до 50 мкг/мл) в буферном р-ре 
(25 мМ HEPES, 5,4 мМ CaCl2, 4 мМ MgCl2, 
0,1% бычьего сывороточного альбуми-
на, 0,01% NaN3 и 0,05% полисорбата 20, 
pH=7,5) помещали в планшет из несорби-
рующего пластика и добавляли субстрат 
(комплекс ДНК-метиловый зелёный), ин-
кубировали 4 ч (37 °С) и измеряли опти-
ческую плотность. Для расчёта полумак-
симальной эффективной концентрации 
ингибирования (IC50) находили разницу 
значений оптической плотности при дли-
не волны 620 и 492 нм и вычитали среднее 
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значение оптической плотности буферного 
р-ра, затем строили кривую зависимости 
оптической плотности от логарифма кон-
центрации с использованием 4-параметри-
ческой логистической модели (коэффици-
ент достоверности аппроксимации не менее 
0,95) и определяли IC50. Специфическую 
активность испытуемого образца вычисля-
ли по формуле: АСО×(IC50 Д-П/IC50 Д-Т), где 
АД-П — активность стандартного образца, 
IC50 Д-П и IC50 Д-Т — полумаксимальные эф-
фективные концентрации ингибирования 
стандартного (Д-П) и испытуемого (Д-Т) 
образцов.

Определение муколитической 
активности дорназы альфа ex vivo
Образцы мокроты собирали у детей 

в возрасте от 2 до 16 лет с хроническими 
заболеваниями лёгких (в ФГБУ «Научно-
исследовательский институт пульмоно-
логии» ФМБА), замораживали и хранили 
при –20 °С. Непосредственно перед изме-
рением образцы мокроты размораживали 
и объединяли в общий пул (от 10 пациен-
тов). К 0,5 мл пулированного образца добав-
ляли 10 мкл р-ра Д-Т или Д-П (в буферном 
р-ре 150 мM NaCl, 1,35 мM CaCl2), инкуби-
ровали 15 мин при 37 °С и измеряли вяз-
кость смеси на вискозиметре Брукфильда 
DV2TLV c использованием шпинделя 
CPA-52Z (при скорости вращения шпин-
деля 1 об./мин). Результаты представляли 
в мПа·сек.

Животные
Исследование проводили на половоз-

релых и ювенильных аутбредных крысах 
(Rattus sp.) обоего пола стока Sprague-
Dawley (СD) в возрасте на начало иссле-
дования 3–4 и 8–9 недель с массой тела 
ювенильных животных около 50 г, поло-
возрелых — 190–220 г (самки) и 290–320 г 
(самцы), всего 102 половозрелых и 332 юве-
нильных особей. Использование ювениль-
ных животных связано с тем, что основная 
часть пациентов — дети. Все животные 
SPF-статуса, поставщик — Питомник лабо-

раторных животных «Пущино» ФИБХ РАН. 
Животных содержали группами в индиви-
дуально вентилируемых клетках из рас-
чёта 200–250 см2 пола клетки на 1 живот-
ное, обеспечивая свободный доступ к воде 
и корму. Корм «ЧАРА» для разведения 
лабораторных животных SPF-категории 
(ООО «Ассортимент Агро») и «ВАКА» 
(ООО «БИОСФЕРА») перед раздачей ав-
токлавировали. Для поения использовали 
воду, прошедшую подготовку в обратно-
осмотической установке и обработанную 
УФ (ЗАО «Научно-производственная ком-
пания Медиана-Фильтр»), разлитую в про-
автоклавированные бутылочки. В качестве 
подстила использовали автоклавирован-
наю смесь подстила «Золотой Кот» (ООО 
«ЗКК «Золотой Початок», Россия) и «Safe®» 
(J. Rettenmaier & Sohne Gmbh, Германия) 
в соотношении 1:4. После приёмки живот-
ные проходили адаптацию в течение 5 дней, 
в начале и в конце адаптации проводили 
клинический осмотр. Распределение жи-
вотных по группам осуществляли случай-
ным образом, но так, чтобы индивидуаль-
ная масса животных в группе не отличалась 
от средней массы животных одного пола бо-
лее чем на 10%. Состояние животных в экс-
перименте оценивали ежедневно по сле-
дующим показателям: состояние шерсти 
и кожи; наличие/отсутствие выделений 
из естественных отверстий; активность/
сон; движения (нормальные, аномальные); 
потребление корма/воды; состояние фека-
лий (консистенция, количество); реакция 
на руки (беспокойство, любопытство, вока-
лизация); тургор кожи и состояние видимых 
слизистых оболочек. Эвтаназию проводили 
ингаляцией углекислым газом (основной 
метод) с последующим обескровливанием 
(вспомогательный метод).

Ингаляционное введение, дозы
Ингаляционную камеру (0,6×0,6×0,5 м 

из нержавеющей стали с клапаном для ком-
пенсации внутреннего давления) соединяли 
с небулайзером «Pari LC Sprint» с компрес-
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сором «Pari Boy SX» (PARI Gmbh, Германия) 
и пробоотборником, размещали внутри 
камеры животных и распыляли вещества. 
В предварительных экспериментах (вы-
полнены в ФГБУ «48 ЦНИИ Минобороны 
России — ВЦ», г. Сергиев Посад) установ-
лено, что аэрозоль в камере достигал равно-
весного значения через 10 мин после нача-
ла его продуцирования, по размеру частиц 
являлся стабильным во времени и однород-
ным по объёму камеры, массовый медиан-
ный аэродинамический диаметр и размер 
частиц аэрозоля обоих препаратов идентич-
ны, средняя массовая концентрация генери-
руемого аэрозоля составляла 4,0 мг/л и со-
хранялась на этом уровне в течение всего 
времени экспозиции. Контроль массовой 
концентрации аэрозоля и массовый меди-
анный аэродинамический диаметр при ин-
галяции животным проводили через 20, 30, 
40 и 50 мин валидированной методикой 
с использованием спектрофлуориметра  
СМ 2203 («Solar», Белоруссия). Исследуе-
мые вещества (Д-Т или Д-П) животным 
вводили в дозах 0,2 мг/кг (половозрелые) 
и 0,26 мг/кг (ювенильные) животные (время 
экспозиции в камере составляло 55 и 70 мин 
соответственно). Данные дозы более чем 
6-кратно превышали рекомендуемую 
для клинического применения. Плацебо ин-
галировали аналогично — по 55 и 70 мин.

Дизайн исследования
Формировали по три группы (плацебо, 

Д-Т и Д-П) половозрелых и ювенильных жи-
вотных, препараты вводили ингаляционно 
1 раз в день в течение 28 дней. На протяже-
нии всего исследования животных ежеднев-
но осматривали, еженедельно взвешивали 
и измеряли температуру тела, каждые две 
недели оценивали физиологические пара-
метры, проводили общие анализы мочи 
и крови, определяли биохимические пока-
затели крови. Часть животных эвтаназиро-
вали и вскрывали на 29-й день (через 1 сут 
после последнего введения), оставшихся — 

на 57-й день (через 28-дневный период вос-
становления). Перед эвтаназией проводили 
офтальмоскопию. При вскрытии оценива-
ли наличие изменений внутренних органов 
и тканей. Для изучения фармакокинетики 
кровь отбирали после первого и последне-
го (28-го) введения через 5 мин, 2, 8 и 24 ч 
после окончания ингаляции. На 29-й и 57-й 
день животных эвтаназировали и отбирали 
лёгкие и кровь, в которых измеряли содер-
жание дорназы альфа. Для изучения имму-
ногенности кровь отбирали по окончании 
введения (29-й и 57-й день) и определяли 
в ней антилекарственные антитела (АЛА).

Количественное определение 
содержания дорназы альфа в образцах
Лёгкие разделяли на верхушечную 

и срединную части, отделяли и взвешивали 
бронхи и фрагменты лёгочной ткани; кровь 
центрифугировали и отделяли сыворот-
ку. Образцы сыворотки, бронхов и лёгких 
замораживали и хранили при температуре 
–80 °С. Через 6–12 ч образцы лёгких гомоге-
низировали в ледяной бане в калий-фосфат-
ном буферном р-ре (50 мМ однозамещённый 
фосфат калия тригидрат, двузамещенный 
калия фосфат моногидрат, pH=6,5), центри-
фугировали (13 000 об./мин, 15 мин, 4 °С), 
собирали надосадочную жидкость, в кото-
рой определяли содержание дорназы аль-
фа. Сыворотку перед анализом разбавляли  
в 5 раз холодным калий-фосфатным бу-
ферным р-ром. Количественное содержа-
ние дорназы альфа в гомогенатах образцов 
лёгких и бронхов и сыворотке определяли 
с помощью оригинальной методики (вали-
дацию проводили в соответствии с руковод-
ством [13]) со следующими валидационны-
ми характеристиками: диапазон устойчивой 
градуировочной кривой — 0,156–20 нг/мл, 
нижний предел количественного определе-
ния (НПКО) — 0,4 нг/мл, аналитический 
диапазон — 0,4–200 нг/мл, минимально 
необходимое разведение образца — 1/5. 
Крысиные антитела к дорназе альфа иммо-
билизовали в лунках 96-луночного ИФА-
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планшета, удаляли не связавшиеся с пла-
стиком антитела, блокировали свободные 
центры связывания пластика буферным р-
ром PBST (0,01 М фосфатно-солевой буфер 
с 0,0137 моль/л NaCl, 0,0027 моль/л KCl, 
0,05% полисорбата 20, pH=7,2–7,4), содер-
жащим 1,0% бычьего сывороточного альбу-
мина, инкубировали в течение 1 ч при тем-
пературе 37 °С, и после отмывки добавляли 
разведённые образцы и градуировочные 
р-ры. После инкубации (1 ч, 37 °С) лунки 
5 раз промывали PBST и добавляли конъ-
югированные с пероксидазой хрена кры-
синые поликлональные антитела к дорназе 
альфа, инкубировали (1 ч, 37 °С) и после 
отмывки вносили хромогенный субстрат 
пероксидазы хрена ТМБ. Инкубировали 
в темноте 15 мин (15–25 °С), останавлива-
ли реакцию добавлением 2 M р-ра серной 
кислоты и измеряли оптическую плотность 
при длине волны 450 нм (спектрофотометр 
xMark, «Bio-Rad», США). Содержание дор-
назы альфа в образцах определяли с помо-
щью градуировочной кривой зависимости 
оптической плотности (ОП) от десятичного 
логарифма концентрации дорназы альфа 
с использованием программного обеспече-
ния Microplate Manager, v. 6.1 (xMark, «Bio-
Rad», США).

Определение антилекарственных 
антител (АЛА)
АЛА (антитела к дорназе альфа) в крови 

определяли по оригинальной валидирован-
ной методике иммуноферментного анали-
за (валидацию проводили в соответствии 
с рекомендациями [21] и руководством 
[13]). Образцы крови центрифугировали, 
отделяли сыворотку и определяли содер-
жание АЛА в три последовательных этапа: 
1 — скрининг, 2 — подтверждающий тест 
положительных в скрининге образцов, 3 — 
определение титра общих АЛА. В лунках 
ИФА-планшетов иммобилизовали Д-Т 
(0,5 мкг на лунку), блокировали свобод-
ные центры связывания пластика буфер-
ным р-ром PBST, содержащим 1,0% бычь-

его сывороточного альбумина, и отмывали  
р-ром PBST. Подготовленные таким обра-
зом планшеты использовали при проведе-
нии скрининга, подтверждающего теста 
и определении титра антител, для чего 
в лунки вносили разведённые образцы, ин-
кубировали 1 ч (25 °C), трижды отмывали 
лунки PBST и вносили антикрысиные ан-
титела, конъюгированные с пероксидазой 
хрена, инкубировали 50 мин (25 °С), после 
отмывки добавляли хромогенный субстрат 
пероксидазы хрена ТМБ, инкубировали 
в темноте 5 мин (15–25 °С), останавливали 
реакцию добавлением 0,5 M р-ра серной 
кислоты и измеряли оптическую плот-
ность при длине волны 450 нм с исполь-
зованием планшетного спектрофотометра 
(xMark, «Bio-Rad», США). Результат скри-
нинга считали положительным, если сред-
нее значение оптической плотности лу-
нок с образцом, делённое на оптическую 
плотность буферного р-ра, использован-
ного для разведения образцов, составляло 
не менее 1,6. Наличие АЛА верифициро-
вали подтверждающим тестом, для чего 
образцы разводили в 100 раз подтвержда-
ющим р-ром № 1, содержащим дорназу 
альфа в качестве специфичного антигена, 
и подтверждающим р-ром № 2, содержа-
щим рекомбинантную имиглюцеразу в ка-
честве неспецифичного антигена, и буфер-
ным р-ром для разведения. По окончании 
анализа рассчитывали коэффициенты К1 
и К2 по формулам:

          
K1=

  ODобр     K2=
 ODобр

                   ODК1
  ;           ODК2

   
,

где ODК1 — среднее значение ОП образ-
ца при его разведении подтверждающим 
р-ром № 1; ODК2 — среднее значение ОП 
образца при его разведении подтверждаю-
щим р-ром № 2; ODобр — среднее значение 
ОП образца при его разведении буферным 
р-ром.

Результаты оценивали следующим обра-
зом:
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– если К1>1,6, К2≤1,6, то наличие АЛА 
подтверждено;

– если К1≥1,6, К2≥1,6, то наличие АЛА 
не подтверждено (повышение сигнала 
не специфично);

– если К1≤1,6, К2≤1,6, то наличие АЛА 
не подтверждено (повышение сигнала 
не специфично).

После подтверждения наличия анти-
тел к дорназе альфа определяли их титр, 
за титр принимали последнее разведение 
образца, при котором значение коэффици-
ента К1 составляло не менее 1,6.

Физиологические и клинические 
исследования животных
Температуру тела измеряли ректально 

термометром электронным WT-04 stand-
art. Оценку физиологических параметров 
производили с использованием аппарата 
для электрофизиологических исследо-
ваний MP150WSW («BIOPAC Systems, 
Inc.», США): артериальное давление (АД) 
измеряли неинвазивным способом (мо-
дуль NIBP200A и датчик-манжета RXTC-
UFSENSOR), частоту дыхательных движе-
ний (ЧДД) измеряли наложением датчика 
пневмографии TSD110 на грудную клет-
ку (модуль RSP100C), частоту сердечных 
сокращений (ЧСС) и уровень сатурации 
крови (SpO2) определяли неинвазивно 
при помощи модуля OXY200 и датчика 
пульсоксиметрии TSD270B. Полученные 
при помощи аппарата MP150WSW данные 
обрабатывали прилагаемой к нему про-
граммой AcqKnowledge® («BIOPAC Sys-
tems, Inc.», США).

Оценку состояния роговицы глаз у жи-
вотных проводили с использованием би-
нокулярной щелевой лампы «SHINN-
NIPPON» (10×), состояние обоих глаз 
оценивали по наличию или отсутствию по-
вреждения роговицы и признаков конъюн-
ктивита с использованием прижизненной 
окраски поверхности роговицы (1% р-ром 
флюоресцеина натрия). Гематологический 
анализ проводили с использованием ав-

томатического гематологического ана-
лизатора Abacus Junior 5 Vet («Diatron», 
Австрия). Биохимические показатели 
крови (креатинин, ЛДГ, щелочная фосфа-
таза, глюкоза, общий билирубин, мочеви-
на, холестерин, АЛТ, АСТ, общий белок) 
оценивали при помощи автоматического 
биохимического анализатора ChemWell 
2900 (T) («Awareness», США). Анализ 
мочи проводили с использованием тест-
полосок COMBINA 13 на мочевом анали-
заторе Combilyzer 13 («HUMAN GmbH», 
Германия).

Патоморфологические исследования
При вскрытии проводили макроскопи-

ческое исследование внутренних органов 
грудной и брюшной полостей — селезёнки, 
печени, надпочечников, почек, сердца, лёг-
кие взвешивали. Для гистологического ана-
лиза отбирали образцы тонкой и толстой 
кишки, селезёнки, печени, почек, сердца, 
лёгких, лимфатических узлов (брыжейки 
и шейных), пищевода, трахеи, бронхов, ро-
говицы глаза, а также органы, в которых 
выявлены макроскопические изменения. 
После фиксации формалиновым буфером 
образцы обезвоживали на станции гистоло-
гической проводки Leica TP 1020, заливали 
в парафин на станции заливки парафином 
Leica EG 1150 H, изготавливали срезы 
толщиной 3–5 мкм на микротоме Thermo 
Microm HM 340 E, окрашивали гематокси-
лином-эозином. Оценку изменений произ-
водили с использованием микроскопа Leica 
DM4000. 

Методы статистической 
обработки данных
Для всех количественных данных вы-

числяли групповое среднее арифметиче-
ское (х), стандартную ошибку среднего 
(s) либо среднеквадратическое отклонение 
(σ). Обработку данных производили с ис-
пользованием программ SPSS STATISTICS 
и Graphpad Prism 6.0. Значимость различий 
показателей средних в группах определяли 
с использованием критериев t-Стьюден-
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та, Фишера, Уилкоксона–Манна–Уитни. 
Сравнение параметров функций проводили 
с использованием критерия Фишера для до-
бавочной суммы квадратов. Межгрупповое 
сравнение количества особей, выработав-
ших АЛА, проводили по точному крите-
рию Фишера. Различия считали значимыми 
при р<0,05.

Результаты исследований
Фармакологическая активность
Известно, что для оценки эффективности 

терапии муковисцидоза адекватных биоло-
гических моделей пока не разработано [8, 
20], поэтому исследование фармакологи-
ческой активности дорназы альфа прово-
дили двумя методами: 1 — in vitro по фер-
ментативной активности со стандартным 
субстратом (комплекс ДНК-метиленовый 
зелёный) и 2 — ex vivo, по способности 
снижать вязкость гнойной мокроты боль-
ных МВ [9]. Результаты анализа фермен-
тативной активности трёх серий препара-
тов, выполненного в трёх повторностях, 
показали, что среднее значение величины 
EC50 составило 28,66±0,73 мкг/мл для Д-Т 
и 28,24±0,34 мкг/мл для Д-П. Дорназа аль-
фа дозозависимо снижала вязкость мокро-
ты (зависимость нелинейная), значимых 
различий между происхождением фермен-
та и его муколитической (секретолитиче-
ской) активностью не наблюдали (в табл. 1 

представлены усреднённые результаты, по-
лученные на трёх сериях препаратов).

Субхроническая токсичность
В течение 28-дневного ингаляционного 

введения гибели животных и клинических 
признаков нарушения здоровья не на-
блюдали, одно животное было выведено 
на 42-й день по причине наличия признаков 
бактериальной инфекции.

Животные набирали вес в пределах своей 
физиологической нормы, по динамике мас-
сы тела в период введения (6–7-й, 13–14-й, 
20–21-й и 27–28-е дни) и по окончании вве-
дения (на 34-й, 41–42-й, 48–49-й и 55–56-й 
дни) различий между группами, получав-
шими плацебо и препараты, не выявили. 
Физиологические (температура тела, ЧСС, 
ЧДД, АД, SpO2) и гематологические пока-
затели половозрелых и ювенильных жи-
вотных в период введения (14-й, 27-й день) 
и по окончании введения (42-й и 56-й день) 
не отличались от показателей, полученных 
до начала введения, не отмечено также 
различий по изученным показателям меж-
ду группами, получавшими дорназу аль-
фа (Д-Т или Д-П) и плацебо, как и между 
группами Д-Т и Д-П. Биохимические пока-
затели крови половозрелых животных в се-
редине и в конце периода введения (14-й 
и 27-й день) не отличались от полученных 
до начала введения, а также не было раз-
личий между группами, получавшими Д-Т, 

Таблица 1. Вязкость образцов мокроты (мПа×сек) после инкубации с различными разведениями препаратов 
дорназы альфа производства АО «ГЕНЕРИУМ» (Д-Т) и Хоффманн-Ля Рош Лтд. (Д-П)
Table 1. Sputum sample viscosity (MPa×sec) after incubation with the dornase alpha produced by AO “GENERIUM” 
(D-T) and Hoffmann-La Roche Ltd. (D-P)

Концентрация дорназы 
альфа, мкг/мл мокроты

Исследуемое вещество Соотношение вязкости Д-Т/Д-П

Д-Т Д-П

0 5565±490 5750±630 0,968

1 5029±365 5303±410 0,948

2 5007±320 5204±181 0,962

5 1612±250 1524±340 1,058

10   24±10   27±12 0,889

20 19±6 19±5 1,000
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Д-П или плацебо как в период введения, так 
и после него (42-й и 56-й день). Некоторые 
биохимические показатели крови ювениль-
ных животных, получавших Д-Т или Д-П, 
отличались от начального уровня (до нача-
ла введения): отмечено снижение содержа-
ния в сыворотке крови белка (29-й день), 
снижение активности ЩФ (29-й и 57-й 
день), повышение содержания креатинина 
(самцы, 29-й день), увеличение активнос-
ти АЛТ (самцы, 29-й день), снижение со-
держания глюкозы (57-й день). При этом 
различий с показателями группы плацебо 
не было. В моче животных, получавших 
дорназу альфа (14-й, 28-й, 42-й и 56-й 
день), не наблюдали изменений по срав-
нению с соответствующими показателями 
до начала введения. Также по данным по-
казателям не различались группы живот-
ных, получавших дорназу альфа разных 
производителей. На следующий день по-
сле окончания ингаляций (29-й день) и по-
зже (57-й день) признаков конъюнктивита 
не выявлено, однако обнаружены поверх-
ностные дефекты роговицы. По количе-
ству дефектов роговицы различий между 
животными, получавшими Д-Т или Д-П, 
не зафиксировано. Не было различий меж-
ду группой плацебо и животными, полу-
чавшими препараты дорназы альфа.

При некропсии животных (половозре-
лых и ювенильных) всех групп по окон-
чании 28-дневного введения (29-й и 57-й 
день) макроскопических изменений вну-
тренних органов, которые могли быть 
вызваны препаратами, не обнаружено. 
Введение препаратов не оказало влияния 
на массу внутренних органов животных 
(селезёнку, печень, почки, надпочечни-
ки, сердце, правое и левое лёгкое), взятых 
на следующий день после окончания инга-
ляций и через 28 дней (57-й день экспери-
мента), различий массовых характеристик 
между животными, получавшими дорназу 
альфа разных производителей, не наблюда-
лось. При гистологическом исследовании 

лёгких, бронхов, трахеи ювенильных жи-
вотных, получавших препараты или пла-
цебо, патоморфологических изменений 
не выявлено; у половозрелых крыс отме-
чали утолщение стенок альвеол и выход 
экссудата в область альвеол как на следую-
щий день после окончания курса введения, 
так и 28 дней спустя. При гистологическом 
исследовании пищевода, тонкой и тол-
стой кишки, сердца, селезёнки, шейных 
и брыжеечных лимфатических узлов юве-
нильных и половозрелых животных пато-
логических изменений не выявлено. У не-
которых ювенильных животных, вскрытых 
сразу после окончания введения, выявлено 
подкисление цитоплазмы некоторых ка-
нальцев в почках (ацидоз): у 1 самца груп-
пы плацебо, у 1 самки и 3 самцов группы 
Д-Т, у 1 самки в группе Д-П, через 28 дней 
после последнего введения эти изменения 
не наблюдали. У некоторых половозрелых 
животных наблюдали начальную стадию 
зернистой дистрофии печени, однако часто-
та встречаемости данного отклонения оди-
накова во всех группах. У части ювениль-
ных крыс, вскрытых сразу по окончании 
введения, выявлены отёки в цитоплазме 
гепатоцитов — гидропическая дистрофия: 
в группе плацебо — у 6 самок и 5 самцов; 
в группе Д-Т — у 3 самок и 3 самцов, в груп-
пе Д-П — у 4 самок и 3 самцов. Однако 
через 28 дней после последнего введения 
эти изменения исчезали. При исследова-
нии морфологии роговицы глаза измене-
ний в структуре не выявлено, у некоторых 
животных встречалась повышенная мито-
тическая активность, свидетельствующая 
о регенеративных процессах в роговице, 
однако по частоте встречаемости группы 
не различались. 

Фармакокинетические параметры
Содержание дорназы альфа в сыворот-

ке крови половозрелых и юных животных 
через 5 мин, 2 ч и 8 ч после окончания пер-
вой и последней (28-й) ингаляции во всех 
группах оказалось ниже НПКО (0,4 нг/мл).
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В лёгких (верхушка и середина) и брон-
хах половозрелых крыс через сутки после 
последнего (28-го) ингаляционного введе-
ния препаратов содержание дорназы альфа 
находилось в следующих диапазонах: у са-
мок — от 486±304 до 658±269 нг/г ткани, 
у самцов — от 634±392 до 829±184 нг/г 
ткани; в группе плацебо: у самок — 6–7, 
у самцов — 10–14 нг/г ткани. Группы Д-Т 
и Д-П по содержанию дорназы альфа зна-
чимо не различались. У ювенильных крыс 
в эти же сроки в лёгких содержание дор-
назы альфа было близко к показателям 
половозрелых животных, сравнение в раз-
ные временные точки (5 мин, 2 и 8 ч после 
первой ингаляции) показало, что максимум 
приходился на срок 5 мин после начала ин-
галяции (в верхушке лёгкого — 4093–4561, 
в середине лёгкого — 3415–3600 нг/г тка-
ни). Результаты определения содержания 
дорназы альфа в лёгких и бронхах юве-
нильных животных до начала 28-й инга-
ляции и через 5 мин, 2, 8 и 24 ч после неё 
представлены на рисунке. На основании 
полученных данных были рассчитаны фар-
макокинетические параметры: содержание 
дорназы альфа снижалось существенно 
быстрее в бронхах (период полувыведения 
T1/2 составлял 3–4 ч) в сравнении с верхуш-
кой и серединой лёгкого (период полувыве-
дения — 10–11 и 8–10 ч соответственно). 
При этом накопление препарата, оценён-
ное по Cmax и AUC0-t, отмечено в бронхах 
(индексы накопления по Cmax — около 
5–6, по AUC0-t — около 3–4) и практиче-
ски не выражено для верхушки и середины 
лёгкого (индексы накопления — около 1). 
Данные эффекты значимо не отличаются 
между группами Д-Т и Д-П.

Иммуногенность
У юных животных при скрининге АЛА 

не обнаружены, у половозрелых живот-
ных обнаружены во все сроки наблюдения 
(табл. 2), за исключением дня накануне 
начала ингаляций. На 14-й день их титр 
во всех группах составлял 1/10–1/20, в кон-

Рис. Содержание дорназы альфа (нг/г ткани) в лёгких 
и бронхах ювенильных крыс до начала 28-й ингаля-
ции и через 5 мин, 2, 8 и 24 ч после ингаляции плацебо 
и препаратов дорназы альфа производства АО «ГЕ-
НЕРИУМ» (Д-Т) или «Хоффманн-Ля Рош Лтд.» (Д-П): 
по оси абсцисс — время отбора ткани, по оси орди-
нат — содержание дорназы альфа.
Fig. The content of dornase alpha (ng/g of tissue) 
in the lungs and bronchi of juvenile rats before and after 
the 28th inhalation (5 minutes, 2, 8 and 24 hours) of dor-
nase alpha produced by АО “GENERIUM” (D-T) or Hoff-
mann-La Roche Ltd. (D-P): abscissa axis – the time 
of sampling, ordinate axis – the content of dornase alpha.

це периода введения (28-й день) повышал-
ся до 1/80, а через 14 и 28 дней после окон-
чания введений в каждой группе только 
по одной крысе имели титр АЛА более 1/80.
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Обсуждение результатов
Ферментативная и муколитическая (се-

кретолитическая) активность дорназы 
альфа производства АО «ГЕНЕРИУМ» 
была сопоставима с таковой производства 
«Хоффманн-Ля Рош Лтд.». Ингаляционное 
28-дневное введение препаратов в дозе, 
6-кратно превышающей рекомендуемую 
для клинического использования, хорошо 
переносилось животными (как ювенильны-
ми, так и взрослыми), не вызывало гибели 
и изменений со стороны сердечно-сосуди-
стой, дыхательной, нервной и выделитель-
ной систем животных. У половозрелых 
животных всех групп, включая плацебо, 
выявлено утолщение стенок альвеол и вы-
ход экссудата в область альвеол. Трактовать 
данные изменения как альвеолит достаточ-
ных оснований нет, хотя наличие в крови 
животных антител к дорназе альфа может 
быть свидетельством экзогенного аллер-
гического альвеолита. Однако по данным 
литературы, гистологическая картина, ха-
рактерная для острой, подострой и хрони-
ческой фазы экзогенного аллергического 
альвеолита, иная: в острой фазе выявляют-
ся воспалительный инфильтрат в стенках 

альвеол, гранулемы в альвеолярных пере-
городках и стенках бронхиол, в подострую 
фазу появляются эпителиоидно-клеточные 
гранулемы, трансформирующиеся со вре-
менем в соединительнотканные структуры 
с последующим развитием фиброза [1, 5].

Выявленные изменения являются скорее 
реакцией на эвтаназию углекислым газом, 
а отсутствие клеточной инфильтрации под-
тверждает отсутствие воспалительной реак-
ции в ткани. По этой же причине, вероятно, 
развился и ацидоз, выявленный в цитоплаз-
ме некоторых канальцев почек юных живот-
ных. Таким образом, 28-дневное введение 
Д-Т в дозе, 6-кратно превышающей тера-
певтическую рекомендованную для приме-
нения (0,20 и 0,26 мг/кг/день), не вызывает 
у половозрелых и юных животных функ-
циональных и морфологических патологи-
ческих изменений. По изученным показа-
телях сравниваемые препараты Д-Т и Д-П 
не различались.

Содержание дорназы альфа после ин-
галяции Д-Т или Д-П в образцах тканей 
лёгких и бронхов животных достоверно 
не различалось при анализе в непарном па-
раметрическом T-тесте, а соотношение зна-

Таблица 2. Количество половозрелых животных (суммарно самок и самцов) с АЛА в сыворотке крови и титр 
АЛА в разные сроки ингаляционного введения плацебо, препаратов дорназы альфа производства АО «ГЕНЕРИ-
УМ» (Д-Т) или «Хоффманн-Ля Рош Лтд.» (Д-П)
Table 2. Number of mature rats (total females and males) with ALA in blood serums and ALA titers after inhalation  
of dornase alpha medical products manufactured by AO “GENERIUM” (D-T) or “Hoffmann-La Roche Ltd.” (D-P)

День эксперимента Вводимое вещество
Плацебо Д-Т Д-П

14-й день введения 0 (n=24) 1 (4,2%, n=24) 
1:20 у 1 (100%)

3 (12,5%, n=24) 
1:10 у 1 (33,3%) 
1:20 у 2 (66,7%)

28-й день введения 0 (n=24) 7 (29,2%, n=24) 
1:20 у 1 (14,3%) 
1:40 у 1 (14,3% 
1:80 у 5 (71,4%)

8 (33,3%, n=24) 
1:20 у 2 (25,0%) 
1:40 у 1 (12,5%) 
1:80 у 5 (62,5%)

42-й день (14 дней 
по окончании введения)

0 (n=12) 7 (58,3%, n=12), 
1:10 у 2 (28,6%) 
1:20 у 2 (28,6%) 
1:80 у 2 (28,6%) 
>1:80 у 1 (14,3%)

8 (66,7%, n=12) 
1:10 у 1 (12,5%) 
1:80 у 2 (25,0%) 
>1:80 у 1 (12,5%)

56-й день (28 дней 
по окончании введения)

0 (n=12) 5 (41,7%, n=12) 
1:10 у 2 (40,0%) 
1:40 у 1 (20,0%) 
1:80 у 1 (20,0%) 
>1:80 у 1 (20,0%)

4 (33,3%, n=12) 
1:10 у 1 (25,0%) 
1:40 у 1 (25,0%) 
1:80 у 1 (25,0%) 
>1:80 у 1 (25,0%)
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чений параметров Cmax, AUClast и T1/2 (ч) 
укладывалось в диапазон биоэквивалент-
ности 0,8–1,25, что свидетельствует о био-
аналогичности Д-Т.

У половозрелых животных, но не у юных, 
введение препаратов дорназы альфа выз-
вало появление АЛА (антител к дорна-
зе альфа), пик пришёлся на 42-й день, 
при этом титр антител был довольно вы-
соким (1:80 и выше у 42,9% крыс группы 
Д-Т и у 37,5% в группе Д-П). По количе-
ству животных, у которых выявлены анти-
тела, препараты значимо не различались. 
По данным клинических исследований, 
у препаратов, содержащих дорназу альфа, 
имеется слабо выраженная иммуноген-
ность: у небольшой части больных (8,7% 

и 2–4% при 12- или 24-недельном примене-
нии, соответственно) отмечено появление 
в сыворотке крови антител IgG к дорназе 
альфа, при этом анафилактических реакций 
не зафиксировано [11, 18].

Выводы
Лекарственный препарат Тигераза® про-

изводства АО «ГЕНЕРИУМ» по специ-
фической ферментативной активности 
in vitro, муколитической (секретолитиче-
ской) ДНКазной активности ex vivo, про-
филю безопасности, основным фармако-
кинетическим параметрам сопоставим 
с референтным лекарственным препаратом 
Пульмозим® производства «Хоффманн- 
Ля Рош Лтд.». 
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