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Контролю безопасности лекарственных препаратоn, в производстве которых исполь­

'JyeTCSf сыръе ЖИВОТНОТО происхождения, ДОЛЖНО уделяться особое внимание. При про­

ИЗJlOдстве цито.мединов и цитамИНОБ используется ТСХНОJIOПШ обработки 0Pl';]H()1:\ н

тканей молодых животных, обеспечпвающая по;тное отсутствие ГI ттрепаратах инфек­

ЦИО1ПIЫХ агентов, lIрОТQонкагснаБ, НУКJICИНОВЫХ :КИС}ЮТ и ПРИОIIНЫХ белков, ЧТО mц­

тверждено результатами исследования ттрепаратоп методами, рекомеНJюпанными НО3.
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ПрироДRое сырье животного происхождеmrn мо­

жет включать н себя JПlфекuионные агенты, про­

тоонкогены, нуклеиновые :кис.;ЮIЫ. В последние

годы привлекли к себе внимание прионные ин­

фе:кщш. в ЭТИOJюгии которых определенное мес­

то отводится Ilрионам - спеuифическим инфек­

ционным беjlкам, относящимся к а:МIШоида.\f [1,
2,6,9]. В свюи с этим при производстве препа:­

ратов, выделенных из органов и тканей живот­

ных, повышенное внимание удеШlетси Ilробле­

мам очистки активной субстанuии от нежела­

тельных примесей, и в первую очередь - инфек­

ционных агетов.

В Санкт-Петербургском институте биорегу­

ляции и геротологии СЗО РАМН разработано

2 к.;ысса препаратов природного происхожде­

ния - цитомедины (JJeKapCTBeHHble препараты)

и uитаwшы (парафармацевтики) [3.5].
Целью настоящего исследования бьш анализ

компонентного состава цитомединов и щпами­

нов для подтверждения отсутствия их конта­

минации ФУНКЦИОН3..r"IЬНО активными протоон­

когена.\fИ, жизнеспособнымивируса.\fИ и прион­

ными белками.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

Технология IIроизводства цитомединов и цита­

минов обеспечивает максимальную защиту пре­

паратов от попадания инфекционных агентов.
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Проuесс выделении активной субстанции И3 ор­

ганов и тканей животных JJроводитеи JJрИ 3-7"С

и рН 3.0 в течение 6 дней. Эти УСJЮВШJ достаточ­

ны щrn JJ(ЫНОЙ инактивации JJрактичееки Be~x ви­

русов, даже без ДОJJО-'JНительных возд~йствий I~I.

Экспертную оценку контаминации I[~IIТI1Д­

ных регуляторов нуклеиновыми КИС;ЮТd\1И 11)10­

подили методом феНОJlьно-детеРI"ентной ::JKCT­
ракции нуклеиновых кис.lI()Т из IIреJlарата с 110­
Сjlедующим электрофорезом в 1% ал1рОЗНО\\ геле

в трис-anетаrnом буфере (окрашивание бро~шс­

clыM этидием) 14].
С целью подтверждения отсутствия в пеп­

ти,цных регуляторах прионных белков Мl:тодами

I"иетохимии, электронной микроеКОllИИ. Э.-rСk"Т­

рофореза ииммуноблопrnга изучmш СКОЮlентри­

рованные в 200 раз образцы препаратоп.

Д"IЯ предварительнойоuен:ки КОЛWlеетпа сл­

держащихея в препаратах белков и ОJJреде.ilенин

их молекулярной массы ИСIJOJIЬЗОВШIИ Э.ij~КТРО­

форез исследуемогонрепаратав ПААГ, который

проводили 110 стандартной методике.

Дшr первичного скрининга прионных ИН­

фекций ИСIJ{)JJЬЗOfНLIИ гистохимический метол.

основанный на окрашивании исс;rедус\IOГО пре­

парата конго красным и позволяющий ВЫ~ШИТ1,

Н3..r"Iичие в препарате fiелкоп класса аМИЛОИШ1. в

том числе и прионов.

Цитомедины и uита.чины Я.ШlЯются ноло­

растворимыми препаратаыи. паэтому образцы

фиксировшIИ не на стек..:lе. d в ПААГ. В качест­

ве положительного контроля ИСЛО,jЬЗОВШIИ гис-
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Рис. 1. Электрофорез uитомединов в 1% геле ага·

розы после фенольно·детергентноЙ ЭКСТРi:lКI\ИИ.

1- отрицательный контроль (0.9% NaCI) 2 - MClp­

кер молекулярной массы (ДНК фага Л>lмбда, обрабо·

танная эндонуклеазойрестрикции Hind 111), 3- нюив,

ная ДНК, выделенная из лимфоцитов крови 'Iелове·

ка (положительный контроль), 4 _. кортексин, 5­
ретиналамин.

не обнаружено аМИЛOlшоподобных6е"ковых со­

еJИНений, в том числе ПрИОНОll.

В ходе иммуноблотинга связывания антн­

те..l с препаратами, выде;Iенными из различных

opraHOB и тканей животных, не наб.i)ЮДШIOСЬ

(рис. 3). Следовате.lJЬНО. НОрМШlЬНЫЙ к.четочныЙ

PrP--бе..:JОJ<, безусловно, присугетнующии в исход­

HO}l сырье, эффективно Э.lиминируеТОJ в техно­

.~огическом нроцессе и В конечном продукте не

обнаруживаеТС~I. Аномальные I'.НЩl1фикации РгР­

бе.lXa - прионы - также не ВЫЯJыены.

Прямое эле:ктрОННО-МИКрОСКОПИ'Iеское пы­

яв.'1еJШе ПРИОНОll в виде САФ n СО'Iетании С lIГЮ-·
тео.'ИЗОМ позволяет обнаружить Н"LJичие IlрИО­

нов сразу по двум характерным IIризнаКf]М; IIРО­

тео.1JmIЧескоЙ резистентности и "ЮрфШIOI·ичес­

КИ,\! особеюiOСТЯМ фиБРИJJ.IIЩ)НЫХ структур, 06­
разуечых прионами.

Некоторыеавторы указывают на то, что ,1)­
~гauия отдельных IIрИОННЫХ молеку.iI с образо­

вatшем жтугообразных структур ТИ11а САФ ,,10-

то.:югические препараты а:шпоидной печени че­

_:овека.

Им:чуноблотинг ПjЮво.:пL,И с 110лик.;юна.'IЬ­

~Ш аН'Т11Телами к РгР-бе.jК3\-1 WIекоmrтаюпшх.

д-,"1Я элеКТРОННО-\ПIкроскопического ана.,и­

13 еконцентриронанные фракции цитомедшюв

;~ IIита'vlИНОВ наноси,:ш на формnар-углеродные

:-:О~jОЖКИ (нреШI сорбции 10 мlШ) и ПрОС'vlатри­

:.>;LjИ llOД ЭJlектронньш чикроскопом "JEM-100
s- ("JEOL", х15 000-100 000). Затем под"ожки

:. сорбиронанными нреl1арата\-ш подвеРГШIИ про­

теО.IИтическоЙ обработке протеиназой К в КОН­

:..:ентрации 0.2 )'fг/м..:J в течение 5, 10 и 20 мин

:1рИ 37~C, контрастирова.1И и снова просматри­

вJ..:rи под МИКРОСКOIЮ\I на наличие протео"ити­

'Iески резистентных скрэпи-ассоциированных

фиБРlL-Ш (САФ) , в ТЩI ЧИСIе нрионов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛ~ОВАНИЯ

в кортексине и ретина.i!J.МlШе нуклеиновые кис­

_-юты не обнаружены (рис. 1), 'по закономерно

с учетом метода получения IIреIIаратов: стадия

у.:rьтраФlL,LТРauионноЙ очистки на ПОJThIX волок­

нах с разрешающей способностью 15 кд гаран­

тирует задержаJШе основной массы нуклеиновых

КИС)J()Т, т.е. чаСТИll размером более 45 нуклео­

nrдOB дня одноuеlючечных молекул и бо;rее 23
нуклеonrдов для двухuеночечных молекул. Фраг­

:ченты ДНК И.iIИ РНК не более 45 НУКJ,еотидов

не обладают матричной lL,И инфекционной ак­

тивностью [7,8J.
Таким образом, предстаНJlенные эксперимен­

тальные данные исключают ВОЗМОЖНОСТL при­

сутствия в llитомединах и цитаминах жизнеспо­

соБНLIX вирусов ИJlИ функ:ционаЛLНО активных

протоонкогенов.

Окрarшшание на общий бе,:JОК показшю. что

кортексин и ретиналамин содержат тожко KO~

роТЮ1е поmшеmидЪ! и lюлиамины с молеку:IЯр­

ной I>1аССОЙ, не превышающей 10 кД, 'IТO зна­

'lИтельно меньше :\lОлекулярной массы прионов

(рис. 2). Таким образом, ВЫСОКОМО;lеКУ,'IЯРНQI-О

Оелка, в том числе прионов, в llитомединах с

помощью эле:ктрофорез<'l не выяв.;rено.

При окрarшшании конго красным СКOJшен­

триронанных фракций ЦИ"l'омединов и uита.\ш­

:ЮВ, фиксированных на ПАЛГ, не наб;lюда.'IОСЬ

il3бирате;IЬНОГО связывания краситеШl, в то вре­

\{Я как нренарат амилоидной IIечени че.-Ювека

.:t,ШШl яркое избирательное окрашивание конго

красным и характерное желто-зеленое свечеЮlе

.l'.1И,-юидных фибрилл.

Таким образом, с ИСПОJIьзование~1 ПIСТОХ}f­

чичеСКОI"О метода В пептидных биорегу.,яторах

J 2 3 4 j
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Рис. 2. ЭлектрофорезЦИТОМ8ДИI-ЮВ5 ПААГ.

1-3 - ретиналамин в коНЦентраЦИ>1Х 1, 5 и

10 мгjмл соответственно,4-6- КОрТВКGИlf

в концентрациях 1, 5 и 10 мгjмл соответст­

венно, 7- стандартный раСТ80Р маркерных

белков.7-'4J J

J J 4 5

~. 3. днализ цитомеДИНО8 методом иммуноблотингас анти­

те...ши 1( РгР-белкам.

J. 2-ретиналамин в концентрации 5 и 10 мгjмл соотвР.тствен­

'"10. З. 4- кортвкснн В концентрации 5 и 10 МГ/МЛ соответствен­

но, 5 - стандартный раствор маркерных белков.

жет происхолить уже после обработкн :троотеина­

зой К в небольшой концентрации. ,юлому в

отдельных случаях прионы не обнару:.юmaIOТCЯ

ЭJlектронно-мик:роекопическим мето,:Ю~ ':10 об­

работки IlротеиназоЙ.

В наших исследоваЮlЯX никаких фиб;»п-rяp­

ных структур, IIOХОЖИ:Х на прионы. в ЮМ ЧИСlе

и после протеолиза, выявлено не 6ы.ю.

Таким образом, диагностическш.ш M-е1'О.:Ia.'\Ш,

рекомендованными ВОЗ и yrnерж::rеНJ-fЫ).Ш в Рос­

сии, а также в результате углуб"енно;-о ИССlе,10­

вания препаратов с использошнше\! 'L'f~1fоб.'Ю­

тинга и ЭJ!ектронной мик:роскоrnш 5 r:иточеди­

нах и uитаминах не выявлено бе.,J.\:о5ых соеди­

нений класса амилоидов, в то\! чис-:е :ТРIlОНОВ.

Результаты ИССJ!еДОlillниii llOЗIЮШIЮТ 'blк.;,по­

ЧИТЬ, что теХНOJЮП1Я 1I0;IученИJ{ IlрИрОДНЫХ [)ио­

реl'УЛЯТОРОIl - llитомединоn и цитаминов - 1"<1­

рamирует полное отсутствие н I!реиаратах фУНК­

ционал:ьно ахгивныx прm'ООНКОl"енов, жизнеспо­

собных ВИРУСОfl и других инфекционных аген­

ТОВ, в том ТIИсле прионных бе;IКОН.
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