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Modern criteria of medical products
composition safety estimation

O.I. Tereshkina

Based on the results of comparative information and analytical studies of the literature, current requirements 
and recommendations of national and leading foreign pharmacopoeias, regulatory and procedural documents 
on the safety assessment of excipients and impurity compounds developed the harmonized criteria for assessing 
the safety of medicines.

Key words: excipients, impurities, safety, composition of the drug.

О.И. Терёшкина 

Макрофагальные клетки являются 
связующим звеном между иннатным и 
адаптивным иммунитетом. В раннюю 
фазу развития иммунного ответа макро-
фаги активируются и направляют по-
ляризацию Т-хелперов по Th1 или Th2 
пути [20]. Классически активированные 
макрофаги (М1) обладают повышенной 
способностью презентировать антиген, 
продуцировать IL-12, IL-23, IL-1, IL-6, 
IL-8, TNF-α, вырабатывать токсические 
медиаторы (оксид азота, радикальные 
формы кислорода). Такие М1 клетки яв-
ляются мощными противоопухолевыми 
и противомикробными агентами. Напро-
тив, иные сигналы, такие как IL-4, IL-
13, глюкокортикоиды, IL-10, комплекс 
иммуноглобулин/TLR лиганды, вызыва-
ют развитие макрофагов М2 с противо-

положными, противовоспалительными 
функциями, которые не проявляют про-
тивоопухолевой активности, но облада-
ют способностью поглощать фрагменты 
разрушенных клеток и тканей, усиливать 
ангиогенез (продуцируя VEGF), восста-
навливать межклеточный матрикс, про-
мотировать опухолевую прогрессию и 
метастазирование [17, 18]. Краеуголь-
ным событием, определяющим судь-
бу поляризации, является увеличение 
выработки антигенпрезентирующими 
клетками главного Th1-направляющего 
цитокина – IL-12 [22]. Другой цитокин 
макрофагов (IL-10) с противовоспали-
тельными свойствами подавляет секре-
цию IL-12, чем опосредованно сдвигает 
дифференцировку лимфоцитов в Th2 
[11]. Одним из важнейших различий 

В присутствии альгината кальция ЛПС-индуцированная выработка макрофагами мыши IL-12 не 
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М1 и М2, их маркерной чертой, являют-
ся разные пути метаболизма аргинина: 
классически активированные макрофаги 
окисляют его с помощью индуцибель-
ной NO-синтазы с образованием оксида 
азота и цитруллина; альтернативно акти-
вированные гидролизируют аргинин с 
помощью аргиназы, продуктами которой 
являются мочевина и орнитин [19].

Выводы

В связи с изложенным выше, нам 
представлялось актуальным исследовать 
влияние альгината кальция (АК) на ма-
крофаги, а также оценить его действие 
на протекание Th1- и Th2-зависимого 
иммунного ответа.

Материалы и методы

В экспериментах использовано 
70 конвенциональных мышей линии 
BALb/c обоих полов, полученных из 
отдела биологических моделей НИИ 
фармакологии СО РАМН. Животные со-
держались в виварии при условиях, со-
ответствующих приказу МЗ РФ № 267 
от 19.06.2003 г. «Об утверждении пра-
вил лабораторной практики»: кратность 
воздухообмена составляла 10-12 крат/ч, 
температура 22±2ºС, влажность 65x10%, 
световой режим 12:12 ч. Животные были 
размещены в клетках VELAZ типа Т2 
или Т3 (по 4-5 или по 6-8 особей соот-
ветственно) со стерилизованной мелкой 
стружкой в качестве подстила, имели 
постоянный доступ к пище (комбикорм 
полнорационный для содержания мел-
ких грызунов «Чара», ЗАО «Фирма Ас-
сортимент») и воде (кипяченая питьевая 
вода, подкисленная соляной кислотой до 
рН 4-4,5).

Исследованный образец альгината 
кальция имел следующие характери-

стики: содержание уроновых кислот – 
77,3%, кальция – 82,5%, карбоксильные 
группы были представлены в виде каль-
циевой соли, характеристическая вяз-
кость – 1270 мл/г, молекулярная масса – 
403 кДа.

Развитие иммунного ответа Th1 типа 
вызывали иммунизацией мышей эритро-
цитами барана. Суспензию эритроцитов 
барана (ЭБ) вводили внутрибрюшинно 
по 5х106 – при определении числа анти-
телообразующих клеток (АОК) и титра 
антител, по 1x108 при проведении реак-
ции гиперчувствительности замедленно-
го типа (ГЗТ). Контрольным животным 
вводили по 0,2 мл физиологического 
раствора хлорида натрия (ФР).

Число АОК в селезенках иммунизи-
рованных мышей определяли, как опи-
сано [5]. 

Титр антител в сыворотке крови опре-
деляли в реакции агглютинации [5]. Для 
этого животных забивали через 5 дней 
после иммунизации, забирали кровь из 
сердца и получали ее сыворотку, которую 
раститровывали в 96-луночном планше-
те с шагом ½, добавляли ЭБ, инкубирова-
ли при 37ºС 2 ч. и учитывали реакцию. За 
титр принимали то последнее разведение 
исследуемой сыворотки, при котором 
еще наблюдалась агглютинация.

Реакцию ГЗТ оценивали следующим 
образом [5]. На 5-е сутки после иммуни-
зации животным проводили вторую (раз-
решающую) инъекцию ЭБ в подушечку 
задней лапы – «опытная лапа» (108 ЭБ в 
0,02 мл ФР). В контрлатеральную лапу 
вводили 0,02 мл стерильного ФР («кон-
трольная лапа»). Местную воспалитель-
ную реакцию оценивали через 24 ч. по 
разнице массы опытной и контрольной 
лап и выражали в мг.

Развитие иммунного ответа Th2 
типа вызывали иммунизацией мышей 
овальбумином. Инъекции овальбумина 
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(100 мкг, «Sigma») с гидроокисью алю-
миния (5 мг, «Sigma») делали 1 и 3 раза 
под кожу бедра с интервалом в 2 недели.

Для изучения влияния альгината 
кальция на продукцию IL-10 и IL-12 пе-
ритонеальными макрофагами животных 
забивали, брюшную полость промывали 
ледяным ФР, клетки осаждали, ресу-
спензировали в культуральной среде. 

Продукцию NO оценивали по содер-
жанию нитритов в супернатантах при 
помощи реактива Грейса. 

Активность аргиназы в макрофагах 
определяли по ее продукту – мочевине, по 
модифицированной нами методике [19]. 

Содержание IL-10 и IL-12 определяли 
твердофазным иммуноферментным ме-
тодом при помощи тест-систем («R&D 
Systems», США), согласно прилагаемым 
протоколам.

Для оценки влияния АК in vivo его 
вводили в дозе 10 мг/кг массы тела еже-
дневно в ФР (рН доводили до 7,4 – 7,6), 
контрольные животные получали то же 

количество ФР. При изучении влияния 
на общую анафилаксию длительность 
введения составляла 21 день (при дву-
кратной иммунизации, начиная с первой 
иммунизации). При оценке числа АОК, 
титра гемагглютининов и реакции ГЗТ 
альгинат кальция вводили на протяже-
нии 10 дней, начиная за 10 дней до забоя 
животных и до введения в лапу ЭБ (для 
индукции ГЗТ).

Статистическую обработку проводи-
ли при помощи t-критерия Стьюдента. 
Различия показателей считали достовер-
ными при p<0,05.

Результаты и их обсуждение

Как видно из табл. 1, альгинат каль-
ция, как и МДП, не изменял уровень 
ЛПС-индуцированной выработки макро-
фагами IL-12. При этом альгинат каль-
ция подавлял ЛПС-индуцированную 
продукцию IL-10 (p<0,05), МДП не вли-
ял на данный показатель. 

Таблица 1
Влияние альгината кальция на ЛПС-индуцированную продукцию IL-10 и IL-12 

перитонеальными макрофагами мыши (Х*m)

Исследуемое вещество
Концентрация цитокина (пг/мл)

IL-10 IL-12

- (контроль 1) 0,72 ± 0,07 -

- (контроль 2) 2,28 ± 0,19* 4,4 ± 5,1

МДП 2,84 ± 0,21* 8,3 ± 4,1

Альгинат кальция 1,61 ± 0,14*# 6,3 ± 3,1
 
Примечания: контроль 1 – концентрация цитокина в культуре без ЛПС и исследуемых веществ; 

контроль 2 – концентрация цитокина в культуре ЛПС-индуцированных макрофагов; концентрация 
ЛПС 1 мкг/мл, МДП 10 мкг/мл и альгината кальция 20 мкг/мл; * – достоверные различия с контролем 
1, p<0,05; # – достоверные различия с контролем 2, p<0,05.

Альгинат кальция, как и МДП, оказы-
вал стимулирующее действие на моно-

нуклеары человека, усиливая секрецию 
ими TNF-α (табл. 2). 



Биомедицина № 3, 2011 128 129 Biomedicine № 3, 2011

Примечания: контроль 1 – концентрация цитокина в культуре без ЛПС и исследуемых веществ; 
контроль 2 – концентрация цитокина в культуре ЛПС-индуцированных макрофагов; концентрация 
ЛПС 1 мкг/мл, МДП 10 мкг/мл и альгината кальция 20 мкг/мл; * – достоверные различия с контролем 
1, p<0,05; # – достоверные различия с контролем 2, p<0,05.

Таблица 2
Влияние альгината кальция на ЛПС-индуцированную
продукцию TNF-α мононуклеарами человека (Х*m)

Исследуемое вещество Концентрация TNF-α (пг/мл)
- (контроль 1) 33,8 ± 0,8
- (контроль 2) 47,3 ± 4,1
МДП 115,5 ± 6,9*#
Альгинат кальция 78,3 ± 8,6*#

Результаты исследования влияния 
АК на продукцию оксида азота и актив-

ность аргиназы макрофагов мыши пред-
ставлены в табл. 3. 

Таблица 3
Влияние альгината кальция на продукцию оксида азота

(концентрация нитритов) и активность аргиназы (концентрация мочевины)
перитонеальных макрофагов мыши (Х*m)

Исследуемое вещество Концентрация 
нитритов, мкМ

Концентрация 
мочевины, мкМ

Без ЛПС

Альгинат кальция контроль
опыт

3,5 ± 0,4
5,8 ± 0,5*

33,2 ± 0,9
34,7 ± 0,5

МДП контроль
опыт

2,7 ± 0,2
4,7 ± 0,5*

13,9 ± 1,7
21,4 ± 2,5*

В присутствии ЛПС

Альгинат кальция контроль
опыт

32,8 ± 2,2
28,8 ± 0,9

33,1 ± 1,1
33,7 ± 1,4

МДП контроль
опыт

8,5 ± 0,5
12,2 ± 1,3*

6,1 ± 1,0
19,1 ± 0,9*

Примечания: контроль – концентрация нитритов или мочевины в культуре без исследуемых ве-
ществ; концентрация ЛПС 1 мкг/мл, альгината кальция и МДП 10 мкг/мл; * – достоверные различия с 
соответствующим контролем, p<0,05.

Альгинат кальция не влиял на ак-
тивность аргиназы как ЛПС-сти-
мулированных, так и нестимулирован-
ных клеток. При этом альгинат кальция 
усиливал продукцию оксида азота не-

стимулированных клеток и не влиял на 
ЛПС-стимулированный уровень его вы-
работки. МДП повышал продукцию NO 
макрофагами и активность аргиназы как 
в присутствии ЛПС, так и без него.
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При изучении действия альгината 
кальция на иммунный ответ в части экс-
периментов использовался – как пре-
парат сравнения – ликопид. Как видно 
из табл. 4, курсовое введение альгината 

Курсовое введение ликопида и АК не 
вызывало изменения в содержании IgE 
в сыворотке крови иммунизированных 
овальбумином животных. При этом аль-
гинат кальция значительно ослаблял тя-

Влияние альгината кальция на Th1 и Th2 иммунный ответ

кальция и ликопида на фоне иммуниза-
ции ЭБ приводило к повышению коли-
чества антителообразующих клеток и 
титру продуцируемых гемагглютининов, 
а также стимулировало реакцию ГЗТ.

 Таблица 4
Влияние альгината кальция на гуморальное и клеточное звено Th1 типа

иммунного ответа, индуцированного эритроцитами барана (Х*m)

Исследуемое 
вещество Группа Число АОК

(103/селезенку)
Титр гемагглю-
тининов (log2)

Величина
реакции ГЗТ (мг)

Ликопид контроль
опыт

36,7 ± 6,0
72,9 ± 9,7*

5,5 ± 0,5
8,5 ± 0,5*

9,85 ± 1,73
17,32 ± 3,01*

Альгинат
кальция

контроль
опыт

36,7 ± 6,0
64,0 ± 16,9*

5,5 ± 0,5
7,0 ± 0,4*

16,7 ± 5,3
36,4 ± 4,0*

Примечания: суточная доза ликопида 2 мг/кг, альгината кальция 10 мг/кг; * – достоверные различия 
с контролем.

жесть реакции общей анафилаксии, сни-
жая почти вдвое смертность животных 
в результате анафилактического шока 
(табл. 5).

Таблица 5
Влияние альгината кальция на Th2 тип иммунного ответа,

индуцированный овальбумином (Х*m)

Группа Содержание IgE всыворотке 
крови (мкг/мл)

Летальность в результате
системной

анафилаксии (%)

Контроль 4,90 ± 0,64 100
90

Ликопид 4,36 ± 1,11 100
90

Альгинат кальция 4,62 ± 0,94 80
44

Примечание: суточная доза ликопида 2 мг/кг, альгината кальция 10 мг/кг.

Проведенные исследования показа-
ли, что альгинат кальция in vitro стиму-
лирует продукцию макрофагами мыши 
оксида азота (табл. 3), который является 
медиатором их бактерицидной и цито-
литической активности; подавляет се-

крецию макрофагами IL-10 (табл. 1) и 
усиливает выработку мононуклеарами 
человека TNF-α (табл. 2). 

Эти результаты согласуются с данны-
ми других авторов [12, 15, 24]. Так, было 
показано, что олигомеры альгината сти-
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мулируют продукцию TNF-α, G- и GM-
CSF, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-9, при этом 
наблюдалась четкая зависимость между 
структурой и степенью активации про-
дукции этих цитокинов [12, 24]. Другие 
авторы, изучавшие действие некоторых 
олигомеров альгината на макрофаги, 
также обнаружили повышение продук-
ции TNF-α, которая явилась следствием 
взаимодействия альгината с паттерн-
распознающими рецепторами TLR2 и 
TLR4 [8]. О наличии у альгината спо-
собности усиливать провоспалительные 
характеристики макрофага говорят и 
данные [24], которые показали, что аль-
гинат натрия активирует макрофаги ли-
нии RAW264.7, вызывая активацию NF-
kB, который, как хорошо установлено, 
является основным транскрипционным 
фактором, обеспечивающим воспали-
тельные реакции [6].

Классически или альтернативно ак-
тивированные макрофаги интегрируют-
ся в соответствующий им тип иммунно-
го ответа – Th1 или Th2 [17, 18]. В связи 
с этим, мы изучили действие альгината 
кальция in vivo, используя модели Th1 
и Th2 типов иммунного ответа. По дан-
ным литературы и ранее полученным 
нами результатам [1, 25], схема имму-
низации ЭБ, примененная в настоящей 
работе, приводит к развитию Th1 типа 
иммунного ответа. Курсовое введение 
альгината кальция на фоне иммунизации 
ЭБ стимулировало реакцию ГЗТ, повы-
шало количество антителообразующих 
клеток, титр продуцируемых ими гемаг-
глютининов, что позволило заключить о 
проявлении у АК способности стимули-
ровать Th1 тип иммунного ответа.

Как известно, иммунизация мышей 
линии BALb/c овальбумином приводит 
к развитию у них Th2 типа иммунного 
ответа [16]. Ранее мы показали, что ре-

жим иммунизации, используемый нами 
в представленной работе, приводит к 
развитию Th2-зависимой анафилаксии 
[2]. Курсовое введение альгината каль-
ция почти вдвое уменьшало количе-
ство летальных исходов при развитии 
анафилактического шока у животных. 
Можно было ожидать, что в основе та-
кого ослабления анафилаксии лежит 
ингибирование продукции иммуногло-
булинов класса E, содержание которых в 
сыворотке крови, как известно, являет-
ся прогностическим и диагностическим 
критерием анафилаксии [10]. Однако у 
однократно иммунизированных ОВА 
мышей, получавших курс инъекций аль-
гината кальция, содержание IgE в крови 
не изменялось. Тем не менее, интеграль-
ная реакция системной анафилаксии под 
действием АК подавлялась.

Выводы

1. Альгинат кальция при действии 
на макрофаги мыши in vitro не влияет на 
уровень продукции ими IL-12 и экспрес-
сию аргиназы, подавляет выработку IL-
10 и стимулирует синтез оксида азота.

2. Курсовое введение альгината 
кальция мышам, иммунизированным 
эритроцитами барана, приводит к сти-
муляции Th1 иммунных реакций (ГЗТ и 
антителообразование).

3. Курсовое введение альгината каль-
ция подавляет Th2 иммунный ответ, ин-
дуцированный овальбумином (не влияя 
на количество IgE в сыворотке крови, 
ослабляет тяжесть системной анафи-
лаксии).
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Influence of calcium alginate on Th1 and Th2
immune responses

M.G. Danilets, Y.P. Belsky, N.V. Belska, E.S. Trophimova, E.G. Uchasova,
A.A. Ligatcheva, A.N. Ivanova, V.V. Kovalev, Y.S. Khotimchenko

Data of the experimental study of effect calcium alginate with a molecular weight 403 kDa on murine 
macrophages and Th1/Th2 immune responses has been shown here. It had been demonstrated that calcium 
alginate affects no on IL-12 production by murine macrophages and its arginase activity, but suppresses of 
IL-10 and stimulates of NO production by ones. Injections of calcium alginate in animals resulted in activation 
of Th1 response, induced by sheep red blood cells, but decrease of weight of Th2 anaphylaxis induced by 
ovalbumine.

Key words: cytokine; Th1/Th2 immune responses; macrophage.
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На протяжении последних 30 лет ис-
пытание «Растворение» стало одним из 
важнейших инструментов в области кон-
троля качества лекарственных средств 
[23]. В настоящее время новым направ-
лением применения данного теста ста-
ло его использование c целью оценки 
взаимозаменяемости воспроизведенных 
лекарственных средств (ЛС) (процедура 
«биовейвер») [25]. В то же время, для не-
которых ЛС применение классических 
фармакопейных буферных растворов не 
отражает их поведения в условиях in vivo 
с достаточной степенью достоверности 
[12]. Для решения данной проблемы были 
разработаны так называемые биореле-
вантные среды растворения (biorelevant 
media), позволяющие моделировать по-
ведение ЛС, их растворение и абсорбцию 
в желудочно-кишечном тракте (ЖКТ).

 
Биорелевантные среды растворения

Биорелевантные среды – это среды 
растворения, максимально приближен-

ные к внутренним жидкостям челове-
ческого организма (кишечный, желу-
дочный сок) по химическому составу и 
по физико-химическим свойствам (рН, 
осмолярность, буферная ёмкость, по-
верхностное натяжение).

Использование данных сред позво-
ляет максимально приблизить результа-
ты испытаний in vitro к показателям in 
vivo и расширить спектр исследований, 
включающих в себя растворение препа-
ратов.

При проведении теста «Растворение», 
в отличие от традиционных буферных 
расворов, с помощью биорелевантных 
сред возможно смоделировать влияние 
приёма пищи на скорость и полноту рас-
творения препаратов. Более того, при-
менение данных сред для препаратов, 
относящихся ко 2 и 4 классам биофарма-
цевтической классификационной систе-
мы (БКС), наглядно продемонстрировало 
сходство корреляции профилей раство-
рения in vitro и фармакокинетических 
кривых in vivo, а также позволило пред-

Статья посвящена биорелевантным средам, применяемым при проведении испытания «Растворе-
ние». Приведены состав и методики приготовления современных биорелевантных сред, моделирую-
щих кишечный сок натощак и после еды – FeSSIF, FaSSIF. Описаны особенности растворения ЛС раз-
личных классов биофармацевтической классификационной системы (БКС) в данных средах. Показаны 
возможные области применения биорелевантных сред. 

Ключевые слова: тест «Растворение», биорелевантные среды, биофармацевтическая классифика-
ционная система (БКС), FeSSIF, FaSSIF, биовейвер, абсорбция.
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