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Актуальность. Паклитаксел (Ptx) – химиотерапевтическое средство, применение которого ограничено из-за выраженных по-
бочных эффектов вспомогательных компонентов и неспецифичности действия Ptx. Предложена новая наноразмерная лекар-
ственная форма Ptx для адресной высокоэффективной терапии злокачественных новообразований и снижения уровня побочных 
эффектов. 
Цель исследования. Разработка перечня основных показателей для стандартизации нового готового лекарственного средства 
(ГЛС) паклитаксела, имеющего в своем составе полимерный носитель и белковую векторную молекулу. 
Материал и методы. При составлении нормативной документации руководствовались ОФС.1.4.1.0007.15 ГФ XIV «Лекарствен-
ные формы для парентерального применения» и ОФС.1.7.1.0011.18 ГФ XIV «Биотехнологические лекарственные препараты». 
Результаты.  Для оценки качества ГЛС предложены испытания по показателям и установлены нормы: «Размер частиц» (от 250 
до 300 нм), «pH суспензии» (5,8–7,6), «Время получения восстановленного препарата» (не более 15 мин), «Проходимость сус-
пензии через иглу», «Седиментационная устойчивость» (не менее 4 ч), «Содержание воды» (не более 3%), «Механические 
включения», «Подлинность» и «Количественное определение» (содержание паклитаксела не менее 4,5% и не более 5,5%), 
«Чистота» (не менее 95%), «Органические примеси» (не более 3,7%), «Остаточные органические растворители» (содержание 
хлористого метилена не более 0,06%), «Тяжелые металлы» (содержание олова не более 640 ppm),«Однородность массы» (от-
клонение от средней массы не более 10%), «Остаточная ДНК штамма-продуцента» (не более 10 пг/мг), «Бактериальные эндо-
токсины» (не более 0,25 ЕЭ/мг), «Стерильность». 
Выводы. Предложены параметры контроля качества, обеспечивающие безопасность и эффективность оригинального ГЛС для 
противоопухолевой терапии. 
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Паклитаксел (Ptx) − митотический ингибитор 
таксанового ряда, используемый в химиотерапии 
злокачественных новообразований. Одобренная 

FDA форма паклитаксела (Taxol®) содержит в 
своем составе солюбилизатор (Cremophor EL), ис-
пользование которого сопряжено с возникновени-
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ем тяжелых аллергических реакций. Кроме того, 
применение паклитаксела ограничено из-за таких 
побочных эффектов как нефро- и нейротоксич-
ность [1]. Таким образом, разработка новой лекар-
ственной формы паклитаксела с улучшенным 
профилем безопасности на сегодняшний момент 
остается актуальной [1, 2]. 

Одной из стратегий увеличения растворимо-
сти и биодоступности гидрофобных молекул явля-
ется их инкапсулирование в наночастицы из сопо-
лимера молочной и гликолевой кислот (PLGA). 
PLGA широко используется в создании систем ад-
ресной доставки благодаря таким свойствам, как: 
биосовместимость, биодеградация и возможность 
функционализации поверхности. Коллективом ав-
торов был разработан метод получения наноча-
стиц PLGA, содержащих Ptx, с рекомбинантным 
третьим доменом альфа-фетопротеина (rAFP3d-
NP) [3]. В состав полученного конъюгата не входят 
токсичные солюбилизаторы, а специфичность  
накопления Ptx в клетках-мишенях обусловлена 
наличием на поверхности наночастиц рекомби-
нантного рецептор-связывающего фрагмента (тре-
тьего домена) альфа-фетопротеина (rAFP3d), кото-
рый является хорошо известным опухолевым мар-
кером [4]. 

Одной из ключевых характеристик в стандар-
тизации наноразмерных форм считается размер 
наночастиц. Наиболее оптимальными для данного 
показателя являются значения до 400 нм, посколь-
ку такие размеры обуславливают возможность 
пассивного транспорта веществ, благодаря эффек-
ту повышенной проницаемости и удерживания 
(EPR-эффект) [5]. Активный транспорт наноча-
стиц для таргетной доставки путем рецептор-
опосредованного эндоцитоза характерен для объ-
ектов с размерами 200–300 нм [6]. Данные зако-
номерности были учтены при разработке и стан-
дартизации исследуемого готового лекарственного 
средства (ГЛС) паклитаксела. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − разработка 
переченя основных показателей для стандартиза-
ции новой лекарственной формы Ptx, имеющей в 
своем составе полимерный носитель и белковую 
векторную молекулу. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Объект исследования представляет собой 

ГЛС в виде лиофилизата наночастиц PLGA, со-
держащих Ptx, конъюгированных с белковой век-
торной молекулой. Препарат вводится внутривен-

но. Требования к разрабатываемому лекарствен-
ному средству изложены в общей фармакопейной 
статье ОФС.1.4.1.0007.15 ГФ XIV «Лекарственные 
формы для парентерального применения» и 
ОФС.1.7.1.0011.18 ГФ XIV «Биотехнологические 
лекарственные препараты». 

Размер частиц устанавливали согласно ISO 
22412:2008 с помощью метода динамического све-
торассеяния на приборе Zetasizer Nano ZS ZEN 
3600 instrument (Malvern Instruments, Великобри-
тания). 

Согласно ОФС.1.2.1.0004.15 «Ионометрия» 
ГФ XIV, определяли pH суспензии потенциомет-
рическим методом [7]. 

Время получения восстановленного препара-
та оценивали визуально на шести образцах лабо-
раторной серии rAFP3d-NP. В каждый флакон 
вводили 20 мл 0,9%-ного раствора хлорида натрия 
и перемешивали при комнатной температуре до 
полного восстановления суспензии.  

Проходимость суспензии через иглу и ее се-
диментационную устойчивость определяли со-
гласно ОФС.1.4.1.0010.15 «Суспензии» ГФ XIV 
визуальным методом [7]. 

Содержание воды в ГЛС находили по 
ОФС.1.2.3.0002.15 «Определение воды» ГФ XIV 
методом Фишера (полумикрометод) [7]. 

Испытания на видимые механические вклю-
чения проводили согласно ОФС.1.4.2.0005.15 ГФ 
XIV «Видимые механические включения в лекар-
ственных формах для парентерального примене-
ния и глазных лекарственных формах». Невиди-
мые механические включения определяли по 
ОФС.1.4.2.0006.15 ГФ XIV «Невидимые механи-
ческие включения в лекарственных формах для 
парентерального применения» с помощью микро-
скопии (метод 3) [7]. 

Подлинность и количественное определение 
Ptx проводили по ОФС.1.2.1.2.0005.15 ГФ XIV «Вы-
сокоэффективная жидкостная хроматография» [7]. 
Анализ выполняли с помощью системы, состоящей 
из бинарного насоса 1525 и УФ-детектора 2487 
(Waters, США).  

Разделение проводили на колонке Reprosil 
ODSC-18 с размерами 150 мм × 4,6 мм × 
× 5 мкм (Dr. Maisch GmbH, Германия). Подвижная 
фаза состояла из ацетонитрила (Fisher Scientific, 
Великобритания) и 0,1%-ной фосфорной кислоты 
(Merck, США) в соотношении 50:50. Скорость по-
тока и длина волны детектирования составили  
1 мл/мин и 227 нм соответственно [3]. 
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Количественное определение третьего домена 
альфа-фетопротеина (rAFP3d) в растворе ГЛС 
проводили по ОФС.1.2.3.0012.15 ГФ XIV «Опре-
деление белка» колориметрическим методом с би-
цинхониновой кислотой (метод 4) [7].  

Электрофорез в 12%-ном полиакриламидном 
геле (ПААГ) в восстанавливающих условиях осу-
ществляли согласно методике, описанной в 
ОФС.1.2.1.0023.15 ГФ XIV [7]. 

Органические примеси Ptx определяли по 
ОФС.1.2.1.2.0005.15 ГФ XIV «Высокоэффективная 
жидкостная хроматография» с помощью системы, 
указанной ранее [7]. Разделение выполняли на ко-
лонке Gemini C18 с размерами 150 мм × 4,6 мм ×  
× 5 мкм (Phenomenex, США). Подвижная фаза со-
стояла из ацетонитрила («Fisher Scientific», Вели-
кобритания) (Б) и 50%-ного водного раствора аце-
тонитрила (А). Градиентный режим элюирования 
состоял из 30 мин А и последующего линейного 
градиента 0-90% Б за 40 мин. Скорость потока и 
длина волны детектирования составили 1,1 мл/мин 
и 227 нм соответственно.  

Остаточные органические растворители 
определяли согласно ОФС.1.2.1.2.0004.15 «Газо-
вая хроматография» ГФ XIV [7] на приборе Trace 
GC Ultra («Thermo Scientific», США) с масс-
селективным детектором. Разделение компонентов 
выполняли на DB-624 («Agilent Technologies», 
США) с размерами 30 м × 0,32 мм и толщиной 
слоя 1,80 мкм. В качестве газа-носителя использо-
вали гелий.  

Тяжелые металлы нормировали, исходя из 
требований руководства по элементным примесям 
(ICH Q3D) [8]. 

Также определяли следующие показатели: 
однородность массы ГЛС − по 

ОФС.1.4.2.0009.15 «Однородность массы дозиро-
ванных лекарственных форм» ГФ XIV по методи-
ке для твердых лекарственных форм [7]; 

бактериальные эндотоксины − по 
ОФС.1.2.4.0006.15 «Бактериальные эндотоксины» 
ГФ XIV методом Б (гель-тромб тест) [7] с помощью 
коммерческого набора E-TOXATE (Sigma-Aldrich, 
США), согласно инструкции производителя;  

остаточную ДНК штамма-продуцента − по 
МУК 4.1/4.2.588–96 методом молекулярной ги-
бридизации [9]; 

стерильность − по ОФС.1.2.4.0003.15 «Сте-
рильность» ГФ XIV методом мембранной филь-
трации [7].  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Значения показателя «размер частиц» были 

установлены с учетом описанных во введении за-
кономерностей [5, 6] и особенностей технологиче-
ского процесса получения rAFP3d-NP. Размер на-
ночастиц составил от 250 до 300 нм. 

Показатель «pH суспензии» вводится для 
контроля стабильности ГЛС. Входящий в состав 
препарата PLGA наиболее стабилен при значениях 
pH 5,0–9,6 [10], а rAFP3d – при pH 7,4 [11]. Значе-
ния результатов потенциометрического измерения 
рН в ГЛС в среде 0,9%-ной NaCl входили в диапа-
зон 5,8–7,6.  

Время получения восстановленного препара-
та (ресуспендируемость) отражает качество ГЛС и 
не должно превышать 15 мин при указанных усло-
виях. Соответствие этим требованиям было экспе-
риментально подтверждено. 

Суспензия для инфузий должна обладать се-
диментационной устойчивостью на протяжении 
всего времени введения препарата и свободно 
проходить в шприц через иглу 0,8×40 мм. Экспе-
риментально было подтверждено соответствие 
указанным требованиям, при этом время седимен-
тационной устойчивости суспензии составило 4 ч. 

Содержание воды также является критерием 
стабильности ГЛС, в частности, входящего в его 
состав полимера. Известно, что при адсорбции 
PLGA более 3% воды из воздуха происходит зна-
чительная потеря молекулярной массы, что, ско-
рее всего, связано с гидролизом полимера [12]. 
Экспериментальное значение содержания воды 
составило 0,9%, что является допустимым. 

При оценке механических включений визу-
ально было подтверждено отсутствие видимых ча-
стиц в суспензии. Количество невидимых частиц 
не превышало установленных норм [7]. 

Подлинность и количественное определение 
Ptx оценивали с помощью ВЭЖХ. В случае уста-
новления подлинности время удерживания стан-
дартного образца Ptx должно соответствовать 
времени удерживания испытуемого образца. Ко-
личественное определение Ptx характеризует об-
щее содержание паклитаксела в rAFP3d-NP. Со-
держание Ptx составило 5,1%, что удовлетворяет 
требованиям (не менее 4,5% и не более 5,5%). 

Количественное определение третьего домена 
альфа-фетопротеина (rAFP3d) проводили с помо-
щью колориметрического метода с бицинхонино-
вой кислотой. Сопутствующее влияние вспомога-
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тельных веществ учитывали, нормализуя оптиче-
скую плотность модельного раствора (rAFP3d-NP 
без белковой молекулы) к испытуемому. Испытуе-
мый образец должен содержать не менее 12,3% и 
не более 13,3% rAFP3d. Содержание rAFP3d соста-
вило 12,8%, что входит в установленный диапазон. 

Электрофорез в ПААГ позволяет оценить чи-
стоту белковой молекулы в составе ГЛС и контро-

лировать родственные (димеры, агрегаты белка и 
др.) и технологические (остаточные белки клеток-
продуцентов) примеси. Электрофорез в восстанав-
ливающих условиях в 12%-ном ПААГ показал 
наличие полосы белка между полосами белков-
маркеров, соответствующих массам 35 и 25 кДа, что 
соответствует теоретическому значению молеку-
лярной массы rAFP3d, равному 27кДа (рисунок).  

 
                             а)                                                                                                    б) 

Рисунок. Электрофореграмма rAFP3d-NP: а – в условиях денатурирующего электрофореза в 12% ПААГ; б –после денситометриче-
ской обработки 

 
 
Анализ чистоты rAFP3d проводили с помо-

щью программного обеспечения Total Lab (Total 
Lab, Великобритания), сравнивая денситометриче-
ски основную полосу на геле относительно общей 
массы всех полос. Чистота белковой молекулы со-
ставила не менее 95%.  

Испытание на наличие органических приме-
сей позволяет оценить содержание продуктов де-
струкции фармацевтической субстанции и техно-
логические примеси, обусловленные технологией 
производства. По результатам ВЭЖХ родственные 
примеси паклитаксела не должны превышать 
3,7%. Данный показатель был нормирован по ре-
зультатам проведения доклинических испытаний 
токсичности ГЛС. 

Остаточные органические растворители. 
Технологический процесс получения rAFP3d-NP 
включает в себя использование хлористого мети-
лена – растворителя 2-го класса токсичности. 

Остаточное количество хлористого метилена не 
превышало 0,032%, что входит в допустимый пре-
дел концентрации (не более 0,06%) [7].  

Тяжелые металлы. При производстве PLGA 
используется катализатор октонат олова, содержа-
ние которого, согласно спецификации производите-
ля (Purasorb), не превышает 100 ppm. Допустимая 
суточная доза олова с учетом разовой и суточной 
доз ГЛС 1000 мг составляет 640 ppm, что превыша-
ет значение, заявленное в спецификации [13]. Таким 
образом, значение содержания олова удовлетворяет 
требованиям руководства по элементным примесям 
(ICH Q3D) [8]. При оценке ГЛС по показателю «од-
нородность массы дозирования лекарственных 
форм» было установлено, что средняя масса образ-
цов опытной партии ГЛС составила 1000±25 мг, что 
удовлетворяет требованию ГФ XIV [7]. 

Остаточная ДНК штамма-продуцента является 
биологической примесью, наличие которой обу-
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словлено методом получения белковой молекулы, 
входящей в состав ГЛС. Содержание остаточной 
ДНК штамма-продуцента составило менее 10 пг/мг, 
что соответствует рекомендациям ВОЗ [10]. 

Значение бактериальных эндотоксинов в ГЛС 
не превышало 0,25 ЕЭ/мг, что допустимо с учетом 
предполагаемой терапевтической дозы для чело-
века 400 мг/м2. 

Критерий «стерильность» является обяза-
тельным при стандартизации лекарственных форм 
для парентерального применения. Методом мем-
бранной фильтрации было доказано отсутствие 
роста микроорганизмов и подтверждена стериль-
ность полученного ГЛС. 

ВЫВОДЫ 
Изложенные основные показатели могут быть 

использованы для стандартизации ГЛС адресного 
действия в виде лиофилизата наночастиц PLGA, 
содержащих Ptx, конъюгированных с белковой век-
торной молекулой (rAFP3d) для парентерального 
применения. Методики контроля качества по пред-
ложенным показателям могут применятся для 
стандартизации подобных ГЛС. 
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Relevance. A chemotherapeutic agentpaclitaxel (Ptx) has limited usage because of the pronounced side effects of excipients and the 
non-specificity of Ptx action. We proposed a novel Ptx formulation for targeted therapy of malignant neoplasms and reducing the level 
of side effects. 
Aim of the study was to develop a normative documentation for standardization of a novel Ptx formulation consisting of a polymer 
matrix and a protein vector molecule. 
Material and methods. When compiling the normative documentation, we were guided by GPM.1.4.1.0007.15 of The State Pharma-
copoeia of the Russian Federation XIV "Dosage forms for parenteral use" and GPM.1.7.1.0011.18 of The State Pharmacopoeia of the 
Russian Federation XIV "Biotechnological drugs". 
Results. The quality assessment of Ptx formulation was proposed according to the following attributes: "Particle size" (250–300 nm), 
"pH of the suspension" (5.8–7.6), "Reconstitution time" (no more than 15 min), "Passage of the suspension through the needle", "Sed-
imentation stability" (not less than 4 h), "Water content" (no more than 3%), "Mechanical inclusions", "Identity" and "Quantification" 
(paclitaxel concentration not less than 4.5% and no more than 5.5%), "Purity" (not less than 95%), "Organic impurities" (no more 
than 3.7%), "Residual organic solvents" (methylene chloride concentration no more than 0.06%), "Elemental impurities" (tin concen-
tration not more than 640 ppm),"Uniformity of mass" (deviation from the average mass no more than 10%)," Residual DNA" (no more 
than 10 pg/mg), "Bacterial endotoxins" (no more than 0.25), "Sterility". 
Conclusions. Quality control parameters were proposed to ensure the safety and efficacy of the original FPP for anticancer therapy. 

Key words: paclitaxel, standardization, PLGA, alpha-fetoprotein, nanoparticles.
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Лекарственные препараты, разработанные ВИЛАР 

Алпизарин (таблетки, мазь), рег. №№ 85/507/2; 85/507/10; 85/507/16 − противовирусное средство, получаемое из  
травы копеечника альпийского (Hedysarum alpinum L.) или копеечника желтеющего (Hedysarum flavenscens Rerel et 
Schmalh). По сравнению с ацикловиром обладает более широким спектром действия. 

Аммифурин (таблетки, спиртовый раствор), рег. №№ 83/914/9; 70/151/47; 70/151/48 − фотосенсибилизирующее сред-
ство, получаемое из плодов амми большой (Ammi majus L.). 

Анмарин (линимент, гель, лосьон (раствор)), рег. №№ 90/248/1; 95/178/5; 90/248/4 − антифунгальное, противогрибковое 
средство, получаемое из плодов амми большой (Ammi majus L.). 

Гипорамин (таблетки, мазь, суппозитории, лиофилизат), рег. №№ 98/305/1; 98/305/10; 98/305/12 − противовирусное 
средство , получаемое из листьев облепихи крушиновидной (Hippophae rhamnoides L.). 

Глицирам (таблетки, гранулы), рег. №№ 76/252/7; 70/730/48; 88/542/3 − оказывает противовоспалительное  стимулиру-
ющее действие на кору надпочечников, умеренно отхаркивающее средство, получаемое из корней и корневищ солодки го-
лой (Glycyrrhiza glabra L.) и солодки уральской (Glycyrrhiza uralensis Fisch.).  

Тел. контакта: 8(495)388-55-09;  8(495)388-61-09; 8(495)712-10-45 
Fax: 8(495)712-09-18;   
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