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(57) Ðåôåðàò:

Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII, ñîñòàâëåííà  áåç
äîáàâëåíè  àëüáóìèíà, âêëþ÷àþùà  ñëåäóþùèå
ýêñöèïèåíòû ñîñòàâà â äîïîëíåíèå ê ôàêòîðó VIII:
îò 4% äî 10% íàïîëíèòåë , âûáðàííîãî èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç ìàííèòà, ãëèöèíà è àëàíèíà; îò 1%
äî 4% ñòàáèëèçèðóþùåãî àãåíòà, âûáðàííîãî èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ñàõàðîçû, òðåãàëîçû,
ðàôôèíîçû, àðãèíèíà; îò 1 ìÌ äî 5 ìÌ ñîëè
êàëüöè , îò 100 ìÌ äî 300 ìÌ NaCl, è áóôåðíûé
àãåíò äë  ïîääåðæàíè  ðÍ ïðèáëèçèòåëüíî ìåæäó
6 è 8. Àëüòåðíàòèâíî, ñîñòàâ ìîæåò âêëþ÷àòü îò 2%
äî 6% ãèäðîêñèýòèëêðàõìàëà; îò 1% äî 4%
ñòàáèëèçèðóþùåãî àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû,

ñîñòî ùåé èç ñàõàðîçû, òðåãàëîçû, ðàôôèíîçû,
àðãèíèíà; îò 1 ìÌ äî 5 ìÌ ñîëè êàëüöè , îò 100 ìÌ
äî 300 ìÌ NaCl, è áóôåðíûé àãåíò äë 
ïîääåðæàíè  ðÍ ïðèáëèçèòåëüíî ìåæäó 6 è 8. Â
äîïîëíèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  ñîñòàâ
ìîæåò âêëþ÷àòü: îò 300 ìÌ äî 500 ìÌ NaCl, îò 1%
äî 4% ñòàáèëèçèðóþùåãî àãåíòà, âûáðàííîãî èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ñàõàðîçû, òðåãàëîçû,
ðàôèíîçû è àðãèíèíà; îò 1 ìÌ äî 5 ìÌ ñîëè
êàëüöè  è áóôåðíûé àãåíò. Òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò -
êîìïîçèöè  îáåñïå÷èâàåò ñòàáèëüíîñòü â
îòñóòñòâèè àëüáóìèíà èëè äðóãèõ áåëêîâ. 4 í. è 31
ç.ï. ô-ëû, 11 òàáë.

Ñòðàíèöà: 1

RU

R
U

2
2
4
4
5
5
6

C
2

2
C

6
5

5
4

4
2

2
U

R

http://www.fips.ru/cdfi/fips.dll/ru?ty=29&docid=2244556


RUSSIAN FEDERATION

FEDERAL SERVICE
FOR INTELLECTUAL PROPERTY,

PATENTS AND TRADEMARKS

(51) Int. Cl.7

A 61 K 38/37, 9/19, A 61 P 7/04

(19) RU (11) 2 244 556(13) C2

(12) ABSTRACT OF INVENTION

(21), (22) Application: 2001125929/15, 22.02.2000

(24) Effective date for property rights: 22.02.2000

(30) Priority: 22.02.1999 US 09/255,279
01.12.1999 US 09/452,752

(43) Application published: 10.06.2003

(45) Date of publication: 20.01.2005 Bull. 2

(85) Commencement of national phase: 24.09.2001

(86) PCT application:
US 00/40068 (22.02.2000)

(87) PCT publication:
WO 00/48635 (24.08.2000)

Mail address:
129010, Moskva, ul. B.Spasskaja, 25, str.3, OOO
"Juridicheskaja firma Gorodisskij i Partnery",
pat.pov. E.E.Nazinoj

(72) Inventor(s):     
BESMAN Mark (US),
B'ERNSON Ehrik (US),
DZhAMIL' Feroz (US),
KAShI Ramesh (US),
PAJKAL Majkl (US),
ChESSALOV Sergej (US),
KARPENTER Dzhon (US)

(73) Proprietor(s):  
JuNIVERSITI OF KONNEKTIKUT (US),
BAKSTER INTERNEhShNL INK. (US)

(54) NEW ALBUMIN-FREE COMPOSITIONS OF FACTOR VIII
(57) Abstract: 

FIELD: medicine, hematology, pharmacy.
SUBSTANCE: invention relates to the composition

of factor VIII composed without addition of albumin
and comprising the following excipients of
composition in addition to factor VIII: from 4% to
10% of filling agent taken among group consisting of
mannitol, glycine and alanine; from 1% to 4% of
stabilizing agent taken among group consisting of
sucrose, trehalose, raffinose, arginine; from 1 mM to
5 mM of calcium salt, from 100 mM to 300 mM of NaCl,
and buffer agent for pH value maintenance about
between 6 and 8. Alternatively, the composition can
comprise from 2% to 6% of hydroxyethylstarch; from

1% to 4% of stabilizing agent taken among group
consisting of sucrose, trehalose, raffinose,
arginine; from 1 mM to 5 mM of calcium salt, from 100
mM to 300 mM of NaCl, and buffer agent for pH value
maintenance between 6 and 8. In additional variant of
realization of invention the composition can
comprise: from 300 mM to 500 mM of NaCl, from 1% to
4% of stabilizing agent taken among group consisting
of sucrose, trehalose, raffinose and arginine; from 1
mM to 5 mM of calcium salt, and buffer agent. The
composition provides stability in the absence of
albumin or other proteins.

EFFECT: valuable properties of compositions.
35 cl, 11 tbl, 7 ex
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Ôàêòîð VIII ïðåäñòàâë åò ñîáîé áåëîê, îáíàðóæåííûé â ïëàçìå êðîâè, êîòîðûé
âûñòóïàåò â êà÷åñòâå êîôàêòîðà â êàñêàäå ðåàêöèé, âåäóùèõ ê êîàãóë öèè êðîâè. Äåôèöèò
êîëè÷åñòâà àêòèâíîñòè ôàêòîðà VIII â êðîâè ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ñâåðòûâàíè  êðîâè,
èçâåñòíîìó êàê ãåìîôèëè  À, íàñëåäñòâåííî ïåðåäàþùåìóñ  áîëåçíåííîìó ñîñòî íèþ, â
îñíîâíîì ïîðàæàþùåìó ìóæ÷èí. Ãåìîôèëèþ À îáû÷íî ëå÷àò òåðàïåâòè÷åñêèìè
ïðåïàðàòàìè ôàêòîðà VIII, ïîëó÷åííûìè èç ïëàçìû êðîâè èëè èçãîòîâëåííûìè ñ
èñïîëüçîâàíèåì òåõíîëîãèé ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ. Òàêèå ïðåïàðàòû ââîä ò ëèáî â îòâåò íà
ñëó÷àé êðîâîòå÷åíè  (ëå÷åíèå ïî òðåáîâàíèþ), ëèáî ñ ÷àñòûìè ðåãóë ðíûìè èíòåðâàëàìè
äë  ïðåäîòâðàùåíè  íåêîíòðîëèðóåìîãî êðîâîòå÷åíè  (ïðîôèëàêòèêà).

Èçâåñòíî, ÷òî ôàêòîð VIII  âë åòñ  îòíîñèòåëüíî íåñòîéêèì â òåðàïåâòè÷åñêèõ
ïðåïàðàòàõ. Â ïëàçìå êðîâè ôàêòîð VIII îáû÷íî çàêîìïëåêñîâàí ñ äðóãèì áåëêîì ïëàçìû,
ôàêòîðîì ôîí Âèëëåáðàíäà (von Willebrand, vWF), êîòîðûé ïðèñóòñòâóåò â ïëàçìå â
áîëüøîì ìîëüíîì èçáûòêå îòíîñèòåëüíî ôàêòîðà VIII, è ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî îí çàùèùàåò
ôàêòîð VIII îò ïðåæäåâðåìåííîãî ðàçëîæåíè . Äðóãîé öèðêóëèðóþùèé áåëîê ïëàçìû,
àëüáóìèí, òàêæå ìîæåò èãðàòü ðîëü â ñòàáèëèçàöèè ôàêòîðà VIII in vivo. Ïðåäëàãàåìûå â
íàñòî ùåå âðåì  ê ïðîäàæå ïðåïàðàòû ôàêòîðà VIII, ñëåäîâàòåëüíî, ðàññ÷èòàíû â
îñíîâíîì íà ïðèìåíåíèå àëüáóìèíà è/èëè vWF äë  ñòàáèëèçàöèè ôàêòîðà VIII â ïðîöåññå
ñïîñîáà èçãîòîâëåíè  è âî âðåì  õðàíåíè .

Îäíàêî àëüáóìèí è vWF, èñïîëüçóåìûå â ïðåäëàãàåìûõ íà ðûíêå â íàñòî ùåå âðåì 
ïðåïàðàòàõ ôàêòîðà VIII, ïîëó÷àþò èç ïëàçìû ÷åëîâå÷åñêîé êðîâè, è ïðèìåíåíèå òàêèõ
ìàòåðèàëîâ èìååò íåêîòîðûå íåäîñòàòêè. Ïîñêîëüêó ñ öåëüþ óâåëè÷åíè  ñòàáèëüíîñòè
ôàêòîðà VIII â òàêèå ïðåïàðàòû îáû÷íî äîáàâë þò áîëüøîé ìîë ðíûé èçáûòîê àëüáóìèíà
ïî ñðàâíåíèþ ñ ôàêòîðîì VIII, òî òðóäíî îõàðàêòåðèçîâàòü áåëîê ôàêòîðà VIII â òàêèõ
ïðåïàðàòàõ. Äîáàâëåíèå ïîëó÷åííîãî îò ÷åëîâåêà àëüáóìèíà ê ôàêòîðó VIII òàêæå
âîñïðèíèìàåòñ  êàê íåâûãîäíîå â îòíîøåíèè ðåêîìáèíàíòíî ïîëó÷àåìûõ ïðåïàðàòîâ. Ýòî
ñâ çàíî ñ òåì, ÷òî ðåêîìáèíàíòíî ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû ôàêòîðà VIII â îòñóòñòâèå òàêîãî
äîáàâëåííîãî àëüáóìèíà ìîãëè áû â ïðîòèâíîì ñëó÷àå íå ñîäåðæàòü ïîëó÷åííûõ îò
÷åëîâåêà áåëêîâ, è òåîðåòè÷åñêèé ðèñê ïåðåäà÷è âèðóñà áûë áû ñíèæåí.

Îïèñàíî íåñêîëüêî ïîïûòîê ñîñòàâèòü ðåöåïòóðó ôàêòîðà VIII áåç àëüáóìèíà èëè vWF
(èëè ïðè îòíîñèòåëüíî íèçêîì óðîâíå òàêèõ ýêñöèïèåíòîâ). Íàïðèìåð, â ïàòåíòå ÑØÀ
¹5565427 (ÅÐ 508194) Freudenberg (ïðàâîïðååìíèê Behringwerke) îïèñàíû ïðåïàðàòû
ôàêòîðà VIII, êîòîðûå ñîäåðæàò îïðåäåëåííûå ñî÷åòàíè  äåòåðãåíòà è àìèíîêèñëîò,
êîíêðåòíî àðãèíèíà è ãëèöèíà, â äîïîëíåíèå ê ýêñöèïèåíòàì, òàêèì êàê õëîðèä íàòðè  è
ñàõàðîçà. Óêàçàíî, ÷òî äåòåðãåíò, ïîëèñîðáàò 20 èëè ïîëèñîðáàò 80, ïðèñóòñòâóåò â
êîëè÷åñòâàõ îò 0,001 äî 0,5% (îá/îá), òîãäà êàê àðãèíèí è ãëèöèí ïðèñóòñòâóþò â
êîëè÷åñòâàõ îò 0,01 äî 1 ìîëü/ë. Óêàçàíî, ÷òî ñàõàðîçà ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâàõ îò 0,1
äî 10%. Â ïðèìåðå 2 äàííîãî ïàòåíòà óòâåðæäàåòñ , ÷òî ðàñòâîðû èç (1) 0,75% ñàõàðîçû,
0,4Ì ãëèöèíà è 0,15Ì NaCl è (2) 0,01 Ì öèòðàòà íàòðè , 0,08 Ì ãëèöèíà, 0,016 Ì ëèçèíà,
0,0025 Ì õëîðèäà êàëüöè  è 0,4 Ì õëîðèäà íàòðè  áûëè íåñòàáèëüíûìè â ðàñòâîðå ñâûøå
16 ÷àñîâ, òîãäà êàê ðàñòâîðû èç (3) 1% ñàõàðîçû, 0,14 Ì àðãèíèíà, 0,1 Ì õëîðèäà íàòðè  è
(4) 1% ñàõàðîçû, 0,4 Ì ãëèöèíà, 0,14 Ì àðãèíèíà, 0,1 Ì õëîðèäà íàòðè  è 0,05% Tween 80
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ñòàáèëüíîñòü.

Â ïàòåíòå ÑØÀ ¹5763401 (ÅÐ 818204) Nayer (ïðàâîïðååìíèê Bayer) òàêæå îïèñàíà
òåðàïåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII, íå ñîäåðæàùà  àëüáóìèíà, âêëþ÷àþùà  15-60
ìÌ ñàõàðîçû, âïëîòü äî 50 ìÌ NaCl, âïëîòü äî 5 ìÌ õëîðèäà êàëüöè , 65-400 ìÌ ãëèöèíà
è âïëîòü äî 50 ìÌ ãèñòèäèíà. Óêàçûâàþòñ  êàê ñòàáèëüíûå ñëåäóþùèå êîíêðåòíûå
ñîñòàâû: (1) 150 ìÌ NaCl, 2,5 ìÌ õëîðèäà êàëüöè  è 165 ìÌ ìàííèòà; è (2) 1% ñàõàðîçû, 30
ìÌ õëîðèäà íàòðè , 2,5 ìÌ õëîðèäà êàëüöè , 20 ìÌ ãèñòèäèíà è 290 ìÌ ãëèöèíà. Áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî ñîñòàâ, ñîäåðæàùèé áîëåå âûñîêîå êîëè÷åñòâî ñàõàðà (10% ìàëüòîçû, 50
ìÌ NaCl, 2,5 ìÌ õëîðèäà êàëüöè  è 5 ìÌ ãèñòèäèíà), îáëàäàåò íèçêîé ñòàáèëüíîñòüþ â
ëèîôèëèçîâàííîì ñîñòî íèè ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîñòàâîì (2).

Â ïàòåíòå ÑØÀ ¹5733873 (ÅÐ 627924) Osterberg (ïðàâîïðååìíèê Pharmacia & Upjohn)
îïèñàíû ñîñòàâû, êîòîðûå âêëþ÷àþò îò 0,01 äî 1 ìã/ìë ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîãî âåùåñòâà.
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Â äàííîì ïàòåíòå îïèñàíû ñîñòàâû, èìåþùèå ñëåäóþùèå äèàïàçîíû ýêñöèïèåíòîâ:
ïîëèñîðáàò 20 èëè 80 â êîëè÷åñòâå, ïî êðàéíåé ìåðå, 0,01 ìã/ìë, ïðåäïî÷òèòåëüíî 0,02-1,0
ìã/ìë; ïî êðàéíåé ìåðå, 0,1 Ì NaCl; ïî êðàéíåé ìåðå, 0,5 ìÌ ñîëè êàëüöè ; è, ïî êðàéíåé
ìåðå, 1 ìÌ ãèñòèäèíà. Áîëåå êîíêðåòíî, îïèñàíû ñëåäóþùèå îïðåäåëåííûå ñîñòàâû: (1)
14,7-50-65 ìÌ ãèñòèäèíà, 0,31-0,6 Ì NaCl, 4 ìÌ õëîðèäà êàëüöè , 0,001-0,02-0,025%
ïîëèñîðáàòà 80, â ïðèñóòñòâèè èëè â îòñóòñòâèå 0,1% PEG4000 èëè 19,9 ìÌ ñàõàðîçû; è (2)
20 ìã/ìë ìàííèòà, 2,67 ìã/ìë ãèñòèäèíà, 18 ìã/ìë NaCl, 3,7 ìÌ õëîðèäà êàëüöè  è 0,23
ìã/ìë ïîëèñîðáàòà 80.

Òàêæå îïèñàíû äðóãèå ïîïûòêè ïðèìåíåíè  íèçêîé èëè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè õëîðèäà
íàòðè . Â ïàòåíòå ÑØÀ ¹4877608 (ÅÐ 315968) Lee (ïðàâîïðååìíèê Rhone-Poulenc Rorer)
óêàçàíû ñîñòàâû ñ îòíîñèòåëüíî íèçêèìè êîíöåíòðàöè ìè õëîðèäà íàòðè , à èìåííî
ñîñòàâû, âêëþ÷àþùèå 0,5 ìÌ-15 ìÌ NaCl, 5 ìÌ õëîðèäà êàëüöè , 0,2 ìÌ-5 ìÌ ãèñòèäèíà,
0,01-10 ìÌ ãèäðîõëîðèäà ëèçèíà è âïëîòü äî 10% ñàõàðà. �Ñàõàð� ìîæåò ïðåäñòàâë òü
ñîáîé âïëîòü äî 10% ìàëüòîçû, 10% ñàõàðîçû èëè 5% ìàííèòà.

Â ïàòåíòå ÑØÀ ¹5605884 (ÅÐ 0314095) Lee (ïðàâîïðååìíèê Rhone-Poulenc Rorer)
îïèñàíî ïðèìåíåíèå ñîñòàâîâ ñ îòíîñèòåëüíî âûñîêèìè êîíöåíòðàöè ìè õëîðèäà íàòðè .
Äàííûå ñîñòàâû âêëþ÷àþò 0,35 Ì-1,2 Ì NaCl, 1,5-40 ìÌ õëîðèäà êàëüöè , 1 ìÌ-50 ìÌ
ãèñòèäèíà è âïëîòü äî 10% �ñàõàðà�, òàêîãî êàê ìàííèò, ñàõàðîçà èëè ìàëüòîçà. Â êà÷åñòâå
ïðèìåðà ïðèâåäåí ñîñòàâ, âêëþ÷àþùèé 0,45 Ì NaCl, 2,3 ìÌ õëîðèäà êàëüöè  è 1,4 ìÌ
ãèñòèäèíà.

Â ïóáëèêàöèè ìåæäóíàðîäíîé ïàòåíòíîé çà âêè WO 96/22107 Roser (ïðàâîïðååìíèê
Quadrant Holdings Cambridge Limited) îïèñàíû ñîñòàâû, âêëþ÷àþùèå ñàõàð - òðåãàëîçó.
Äàííûå ñîñòàâû âêëþ÷àþò: (1) 0,1 Ì NaCl, 15 ìÌ õëîðèäà êàëüöè , 15 ìÌ ãèñòèäèíà è 1,27
Ì (48%) òðåãàëîçû; èëè (2) 0,011% õëîðèäà êàëüöè , 0,12% ãèñòèäèíà, 0,002% Tris, 0,002%
Tween 80, 0,004% PEG 3350, 7,5% òðåãàëîçû è ëèáî 0,13%, ëèáî 1,03% NaCl.

Äðóãèå òåðàïåâòè÷åñêèå ñîñòàâû ôàêòîðà VIII èç ïðåäøåñòâóþùåãî óðîâí  òåõíèêè
îáû÷íî âêëþ÷àþò àëüáóìèí è/èëè vWF ñ öåëüþ ñòàáèëèçàöèè ôàêòîðà VIII è,
ñëåäîâàòåëüíî, íå ñóùåñòâåííû äë  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Íàïðèìåð, â ïàòåíòå ÑØÀ
5328694 (ÅÐ 511234) Schwinn (ïðàâîïðååìíèê Ocrapharma AG) îïèñûâàåòñ  ñîñòàâ,
êîòîðûé âêëþ÷àåò 100-650 ìÌ äèñàõàðèäà è 100 ìÌ-1,0Ì àìèíîêèñëîòû. Êîíêðåòíî,
ðàñêðûâàþòñ  ñëåäóþùèå êîìïîçèöèè: (1) 0,9 Ì ñàõàðîçû, 0,25 Ì ãëèöèíà, 0,25Ì ëèçèíà è
3 ìÌ õëîðèäà êàëüöè ; è (2) 0,7 Ì ñàõàðîçû, 0,5 Ì ãëèöèíà è 5 ìÌ õëîðèäà êàëüöè .

Â òî âðåì  êàê ïðåäïðèíèìàëèñü ïîïûòêè ïîëó÷èòü ñîñòàâ ôàêòîðà VIII, íå ñîäåðæàùèé
àëüáóìèí èëè vWF, âñå åùå ñîõðàí åòñ  íåîáõîäèìîñòü â òåðàïåâòè÷åñêèõ ñîñòàâàõ
ôàêòîðà VIII, êîòîðûå  âë þòñ  ñòàáèëüíûìè â îòñóòñòâèå àëüáóìèíà èëè äðóãèõ áåëêîâ.

ÊÐÀÒÊÎÅ ÈÇËÎÆÅÍÈÅ ÑÓÙÍÎÑÒÈ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê òåðàïåâòè÷åñêèì êîìïîçèöè ì ôàêòîðà VIII,

êîòîðûå  âë þòñ  ñòàáèëüíûìè â îòñóòñòâèå àëüáóìèíà. Â ÷àñòíîñòè, íàñòî ùåå
èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè ôàêòîðà VIII, âêëþ÷àþùåé, â äîïîëíåíèå ê ôàêòîðó
VIII: îò 4% äî 10% íàïîëíèòåë , âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ìàííèòà, ãëèöèíà è
àëàíèíà; îò 1% äî 4% ñòàáèëèçèðóþùåãî àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
ñàõàðîçû, òðåãàëîçû, ðàôôèíîçû, àðãèíèíà; îò 1 ìÌ äî 5 ìÌ ñîëè êàëüöè , îò 100 ìÌ äî
300 NaCl, è áóôåðíûé àãåíò äë  ïîääåðæàíè  ðÍ â èíòåðâàëå ïðèáëèçèòåëüíî îò 6 äî 8.
Äàííà  êîìïîçèöè  ìîæåò äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àòü ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîå âåùåñòâî,
òàêîå êàê ïîëèñîðáàò 20, ïîëèñîðáàò 80, Pluronic F68 èëè Brij35. Êîãäà
ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîå âåùåñòâî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîëèñîðáàò 80, òî ïîñëåäíèé äîëæåí
ïðèñóòñòâîâàòü â êîëè÷åñòâå ìåíåå 0,1%.

Áóôåð â êîìïîçèöè õ ôàêòîðà VIII ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïðèñóòñòâóåò â êîíöåíòðàöèè îò 10 ìÌ äî 50 ìÌ è, ïðåäïî÷òèòåëüíî, åãî âûáèðàþò èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ãèñòèäèíà, Tris, BIS-TrisPropane, PIPES, MOPS, HEPES, MES è ACES.
Ïðåèìóùåñòâåííî, áóôåðíûé àãåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé ëèáî ãèñòèäèí, ëèáî Tris.
Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæåò äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àòü
àíòèîêñèäàíò.
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Êîìïîçèöèè ôàêòîðà VIII íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò êàê íàïîëíèòåëü, òàê è
ñòàáèëèçàòîð. Íàïîëíèòåëü ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü â êîëè÷åñòâå îò ïðèìåðíî 6% äî
ïðèìåðíî 8%, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðèìåðíî 8%. Ñòàáèëèçèðóþùèé àãåíò ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 2%. Õëîðèä íàòðè  òàêæå ïðèñóòñòâóåò â òàêèõ
êîìïîçèöè õ, ïðåäïî÷òèòåëüíî â êîëè÷åñòâå îò 150 äî 350 ìÌ è áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî â
êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 225 ìÌ. Ñîëü êàëüöè  â êîìïîçèöèè òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïðåäñòàâë åò ñîáîé õëîðèä êàëüöè , à ñàìà êîìïîçèöè  ïðåäïî÷òèòåëüíî íàõîäèòñ  â
ëèîôèëèçîâàííîé ôîðìå.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ìîæåò âêëþ÷àòü êîìïîçèöèþ
ôàêòîðà VIII, ñîñòàâëåííóþ áåç äîáàâëåíè  àëüáóìèíà, êîòîðà  âêëþ÷àåò ñëåäóþùèå
ýêñöèïèåíòû â äîïîëíåíèå ê ôàêòîðó VIII: îò 2% äî 6% ãèäðîêñèýòèëêðàõìàëà; îò 1% äî 4%
ñòàáèëèçèðóþùåãî àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ñàõàðîçû, òðåãàëîçû,
ðàôôèíîçû, àðãèíèíà; îò 1 ìÌ äî 5 ìÌ ñîëè êàëüöè ; îò 100 ìÌ äî 300 ìÌ NaCl è
áóôåðíûé àãåíò äë  ïîääåðæàíè  ðÍ â èíòåðâàëå ïðèáëèçèòåëüíî îò 6 äî 8.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî òàêà  êîìïîçèöè  âêëþ÷àåò ïðèìåðíî 4% ãèäðîêñèýòèëêðàõìàëà, è
NaCl ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 200 ìÌ. Ñòàáèëèçèðóþùèé àãåíò òàêæå
ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 2%.

Â ñëåäóþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå âêëþ÷àåò êîìïîçèöèþ
ôàêòîðà VIII, ñîñòàâëåííóþ áåç àëüáóìèíà è ñîäåðæàùóþ: îò 300 ìÌ äî 500 ìÌ NaCl; îò
1% äî 4% ñòàáèëèçèðóþùåãî àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ñàõàðîçû,
òðåãàëîçû, ðàôôèíîçû, àðãèíèíà; îò 1 ìÌ äî 5 ìÌ ñîëè êàëüöè ; è áóôåðíûé àãåíò äë 
ïîääåðæàíè  ðÍ â èíòåðâàëå ïðèáëèçèòåëüíî îò 6 äî 8. Ïðåäïî÷òèòåëüíî NaCl
ïðèñóòñòâóåò â êîíöåíòðàöèè ïðèìåðíî 400 ìÌ.

Åùå â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó
ëèîôèëèçàöèè âîäíîé êîìïîçèöèè ôàêòîðà VIII â êîíòåéíåðå ñ èñïîëüçîâàíèåì
ëèîôèëèçàòîðà, ãäå ñïîñîá âêëþ÷àåò ïåðâîíà÷àëüíóþ ñòàäèþ çàìîðàæèâàíè  è
ïåðâîíà÷àëüíà  ñòàäè  çàìîðàæèâàíè  äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò ñòàäèè: (à) ïîíèæåíè 
òåìïåðàòóðû â êàìåðå ëèîôèëèçàòîðà äî, ïî êðàéíåé ìåðå, -45°Ñ; (b) ïîâûøåíè 
òåìïåðàòóðû â êàìåðå äî òåìïåðàòóðû â èíòåðâàëå ïðèìåðíî îò -15°Ñ äî -25°Ñ; è äàëåå (ñ)
ïîíèæåíèå òåìïåðàòóðû â êàìåðå äî, ïî êðàéíåé ìåðå, -45°Ñ. Â äàííîì ñïîñîáå
òåìïåðàòóðó â êàìåðå, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïîíèæàþò èëè ïîâûøàþò ñî ñêîðîñòüþ ìåæäó
ïðèìåðíî 0,5°Ñ è ïðèìåðíî 1,0°Ñ â ìèíóòó. Íà ñòàäèè (à) òåìïåðàòóðó, ïðåäïî÷òèòåëüíî,
ïîääåðæèâàþò â òå÷åíèå ïðèìåðíî 1 ÷àñà è åå ïîíèæàþò ïðèìåðíî äî -55°Ñ. Íà ñòàäèè (b)
òåìïåðàòóðó, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïîääåðæèâàþò â èíòåðâàëå ìåæäó -15°Ñ è -25°Ñ â òå÷åíèå
îò 1 äî 3 ÷àñîâ è, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, îíà ñîñòàâë åò -22°Ñ, è òåìïåðàòóðó íà ñòàäèè
(ñ), ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïîääåðæèâàþò â òå÷åíèå ïðèìåðíî 1 ÷àñà. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII,
èñïîëüçóåìà  â äàííîì ñïîñîáå, ïðåäïî÷òèòåëüíî, âêëþ÷àåò îò 4% äî 10% àãåíòà,
âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ìàííèòà, ãëèöèíà è àëàíèíà, è òàêæå,
ïðåäïî÷òèòåëüíî, âêëþ÷àåò îò 1% äî 4% àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
ñàõàðîçû, òðåãàëîçû, ðàôôèíîçû è àðãèíèíà. Êðîìå òîãî, êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII,
èñïîëüçóåìà  â äàííîì ñïîñîáå, òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîäåðæèò îò 100 ìÌ äî 300 ìÌ
NaCl.

ÏÎÄÐÎÁÍÎÅ ÎÏÈÑÀÍÈÅ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Îïðåäåëåíè 
Êàê èñïîëüçîâàíî â äàííîì îïèñàíèè, òåðìèíû, ïðèâåäåííûå íèæå, è èõ âàðèàöèè áóäóò

îïðåäåë òüñ  ñëåäóþùèì îáðàçîì, åñëè íå óêàçàíî äðóãîãî.
Ôàêòîð VIII - ìîëåêóëà ôàêòîðà VIII ñóùåñòâóåò â ïðèðîäå è â òåðàïåâòè÷åñêèõ

ëåêàðñòâåííûõ ôîðìàõ â âèäå ãåòåðîãåííîãî ðàñïðåäåëåíè  ïîëèïåïòèäîâ,  âë þùèõñ 
ïðîäóêòîì åäèíñòâåííîãî ãåíà (ñìîòðè Andersson et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 83,
2979-2983, ìàé 1986). Òåðìèí �ôàêòîð VIII�, êàê îí èñïîëüçîâàí â äàííîì îïèñàíèè,
îòíîñèòñ  êî âñåì òàêèì ïîëèïåïòèäàì, ëèáî ïîëó÷åííûì èç ïëàçìû êðîâè, ëèáî
ïîëó÷åííûì ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäèêè ðåêîìáèíàíòíîé ÄÍÊ. Êîììåð÷åñêè äîñòóïíûå
ïðèìåðû òåðàïåâòè÷åñêèõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðì, ñîäåðæàùèõ ôàêòîð VIII, âêëþ÷àþò
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ïðîäàâàåìûå ïîä òîðãîâûìè íàèìåíîâàíè ìè HEMOFIL Ì è RECOMBINATE (äîñòóïíû îò
Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, Illinois, USA). Äðóãèå ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû,
íàõîä ùèåñ  â íàñòî ùåå âðåì  â ðàçðàáîòêå, âêëþ÷àþò, â îñíîâíîì, åäèíñòâåííóþ
ñóáïîïóë öèþ ìîëåêóë ôàêòîðà VIII, ó êîòîðûõ íå õâàòàåò ÷àñòè äîìåíà Â â ìîëåêóëå.

Ìåæäóíàðîäíà  åäèíèöà, ME - ìåæäóíàðîäíà  åäèíèöà èëè ME ïðåäñòàâë åò ñîáîé
åäèíèöó èçìåðåíè  àêòèâíîñòè (ñïîñîáíîñòè) ôàêòîðà VIII ê êîàãóë öèè êðîâè, èçìåðåííóþ
â ñòàíäàðòíîì àíàëèçå, òàêîì êàê îäèí èç ñëåäóþùèõ.

Îäíîñòàäèéíûé àíàëèç. Â äàííîé îáëàñòè èçâåñòíû òàêèå îäíîñòàäèéíûå àíàëèçû, êàê
îïèñàííûå â Lee, Martin L., et al. An Effect of Predilution on Potency Assays of Factor VIII
Concentrates, Thrombosis Research (Pergamon Press Ltd.) 30, 511-519 (1983).

Õðîìîãåííûé àíàëèç. Õðîìîãåííûå àíàëèçû ìîãóò áûòü çàêóïëåíû êîììåð÷åñêè, òàêèå
êàê Coatest Factor VIII, äîñòóïíûå îò Chromogenix AB, Molndal, Sweden.

Îòæèã - òåðìèí �îòæèã� áóäåò èñïîëüçîâàòüñ  äë  óêàçàíè  ñòàäèè ñïîñîáà
ëèîôèëèçàöèè ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ïðåïàðàòà, ïîäâåðãàþùåãîñ  ëèîôèëèçàöèè ïåðåä
ñóøêîé ïðåïàðàòà âûìîðàæèâàíèåì, â êîòîðîì òåìïåðàòóðó ïðåïàðàòà ïîâûøàþò îò áîëåå
íèçêîé òåìïåðàòóðû äî áîëåå âûñîêîé òåìïåðàòóðû, à çàòåì îï òü îõëàæäàþò ÷åðåç
íåêîòîðûé ïåðèîä âðåìåíè.

Íàïîëíèòåëü - äë  öåëåé äàííîé çà âêè íàïîëíèòåëè ïðåäñòàâë þò ñîáîé òàêèå
õèìè÷åñêèå îáúåêòû, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò ñòðóêòóðó �áðèêåòà� èëè îñòàòî÷íîé òâåðäîé
ìàññû ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ïðåïàðàòà ïîñëå ëèîôèëèýàöèè è êîòîðûå çàùèùàþò åãî îò
ïîòåðè óñòîé÷èâîñòè. Ñïîñîáíûé ê êðèñòàëëèçàöèè íàïîëíèòåëü áóäåò îçíà÷àòü
íàïîëíèòåëü, êàê îïèñàíî â äàííîé çà âêå, êîòîðûé ìîæåò êðèñòàëëèçîâàòüñ  âî âðåì 
ëèîôèëèçàöèè è îòëè÷àåòñ  îò õëîðèäà íàòðè . HES íå âêëþ÷åí â äàííóþ ãðóïïó
ñïîñîáíûõ ê êðèñòàëëèçàöèè íàïîëíèòåëåé.

Ñóáëèìàöèîííà  ñóøêà, âûìîðàæèâàíèå, ëèîôèëèçàöè  - �ñóøêà âûìîðàæèâàíèåì�,
åñëè íå óêàçàíî äðóãîãî â êîíòåêñòå, ãäå ïî âë åòñ  äàííûé òåðìèí, áóäåò èñïîëüçîâàòüñ 
äë  îáîçíà÷åíè  ÷àñòè ïðîöåññà ëèîôèëèçàöèè, â êîòîðîì òåìïåðàòóðó
ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ïðåïàðàòà ïîâûøàþò äë  óäàëåíè  âîäû èç ïðåïàðàòà. Ñòàäèè
�âûìîðàæèâàíè � ñïîñîáà ëèîôèëèçàöèè ïðåäñòàâë þò ñîáîé òå ñòàäèè, êîòîðûå
ïðîèñõîä ò ïåðåä ñòàäèåé ñóáëèìàöèîííîé ñóøêè. �Ëèîôèëèçàöè �, åñëè íå óêàçàíî
äðóãîãî, áóäåò îòíîñèòüñ  ê ñïîñîáó ëèîôèëèçàöèè â öåëîì, âêëþ÷à  êàê ñòàäèè
âûìîðàæèâàíè , òàê è ñòàäèè ñóáëèìàöèîííîé ñóøêè.

Åñëè íå óêàçàíî äðóãîãî, òåðìèí ïðîöåíòû âûðàæàåò âåñ/îáúåì ïðîöåíòû, à
òåìïåðàòóðà ïðèâåäåíà â ãðàäóñàõ Öåëüñè .

Êîìïîíåíòû ñîñòàâà
Êîìïîçèöèè ôàêòîðà VIII íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò íàïîëíèòåëè,

ñòàáèëèçèðóþùèå àãåíòû, áóôåðíûå àãåíòû, õëîðèä íàòðè , ñîëè êàëüöè  è,
ïðåèìóùåñòâåííî, äðóãèå ýêñöèïèåíòû. Äàííûå ýêñöèïèåíòû áûëè âûáðàíû äë 
îáåñïå÷åíè  ìàêñèìóìà ñòàáèëüíîñòè ôàêòîðà VIII â ëèîôèëèçîâàííûõ ëåêàðñòâåííûõ
ïðåïàðàòàõ. Îäíàêî êîìïîçèöèè ôàêòîðà VIII íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðî âë þò òàêæå
ñòàáèëüíîñòü â æèäêîì ñîñòî íèè.

Íàïîëíèòåëè, èñïîëüçîâàííûå â íàñòî ùèõ ñîñòàâàõ, êîòîðûå îáðàçóþò
êðèñòàëëè÷åñêóþ ÷àñòü ëèîôèëèçîâàííîãî ïðîäóêòà (çà èñêëþ÷åíèåì ñëó÷à  HES),
âûáèðàþò èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ìàííèòà, ãëèöèíà, àëàíèíà è ãèäðîêñèýòèëêðàõìàëà
(HES). Ìàííèò, ãëèöèí èëè àëàíèí ïðèñóòñòâóþò â êîëè÷åñòâå 4-10%, ïðåäïî÷òèòåëüíî
6-9%, è, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïðèìåðíî 8%. Êîãäà â êà÷åñòâå íàïîëíèòåë  èñïîëüçóþò
HES, îí ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå 2-6%, ïðåäïî÷òèòåëüíî 3-5%, è, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïðèìåðíî 4%.

Ñòàáèëèçèðóþùèå àãåíòû, èñïîëüçóåìûå â ñîñòàâàõ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , âûáèðàþò
èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ñàõàðîçû, òðåãàëîçû, ðàôôèíîçû è àðãèíèíà. Äàííûå àãåíòû
ïðèñóòñòâóþò â ñîñòàâàõ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  â êîëè÷åñòâå îò 1 äî 4%,
ïðåäïî÷òèòåëüíî 2-3%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïðèìåðíî 2%. Ñîðáèò è ãëèöåðèí áûëè
îöåíåíû êàê âîçìîæíûå ñòàáèëèçàòîðû, íî áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îíè  âë þòñ  ñëàáûìè
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ñòàáèëèçàòîðàìè â íàñòî ùèõ ñîñòàâàõ.
Õëîðèä íàòðè  âêëþ÷àþò â íàñòî ùèå ñîñòàâû â êîëè÷åñòâå 100-300 ìÌ,

ïðåäïî÷òèòåëüíî 150-250 ìÌ, è, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïðèìåðíî 225 ìÌ. Â îäíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí ñàì õëîðèä
íàòðè  áåç êàêèõ-ëèáî âûøåóêàçàííûõ íàïîëíèòåëåé, â òàêîì ñëó÷àå îí áóäåò âêëþ÷åí â
ñîñòàâ â êîëè÷åñòâå îò 300 ìÌ äî 500 ìÌ NaCl, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 350 ìÌ äî 450 ìÌ
NaCl, è, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïðèìåðíî 400 ìÌ NaCl.

Êðîìå òîãî, â äàííûõ ñîñòàâàõ ïðèñóòñòâóþò áóôåðû, ïîñêîëüêó ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî íà
ìîëåêóëó ôàêòîðà VIII ìîæåò äîïîëíèòåëüíî âëè òü ñäâèã ðÍ âî âðåì  ëèîôèëèçàöèè.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ðÍ ñëåäóåò ïîääåðæèâàòü â äèàïàçîíå ìåæäó 6 è 8 âî âðåì 
ëèîôèëèçàöèè è, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ðÍ ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 7. Áóôåðíûé àãåíò
ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ëþáîé ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûé õèìè÷åñêèé îáúåêò èëè
ñî÷åòàíèå õèìè÷åñêèõ îáúåêòîâ, êîòîðûé îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ âûñòóïàòü â âèäå
áóôåðà, âêëþ÷à  ãèñòèäèí, Tris, BIS-Tris Propane, PIPES, MOPS, HEPES, MES è ACES.
Ïîëíîå õèìè÷åñêîå îïèñàíèå äàííûõ áóôåðíûõ àãåíòîâ ïåðå÷èñëåíî íèæå â òàáëèöå 1.
Îáû÷íî, áóôåðíûé àãåíò âêëþ÷àþò â êîíöåíòðàöèè 10-50 ìÌ. Êîãäà ê ñîñòàâàì äîáàâë þò
ãèñòèäèí, èñïîëüçóþò êîíöåíòðàöèè ñâûøå 20 ìÌ è, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïðèìåðíî 25 ìÌ, ïî
îòäåëüíîñòè èëè â ñî÷åòàíèè ñ äðóãèìè áóôåðàìè, òàêèìè êàê Tris. Ãèñòèäèí  âë åòñ 
îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíûì äë  ïðèìåíåíè  â êîìïîçèöè õ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , êàê
áîëåå ïîäðîáíî îïèñàíî äàëåå.

Òàáëèöà 1
Áóôåðíûå àãåíòû

Tris Òðèñ-(ãèäðîêñèìåòèë)àìèíîìåòàí

BIS-Tris Propane 1,3-áèñ-[òðèñ-(ãèäðîêñèìåòèë)ìåòèëàìèíî]ïðîïàí

PIPES ïèïåðàçèí-N,N'-áèñ-(2-ýòàíñóëüôîíîâà  êèñëîòà)

MOPS 3-{N-ìîðôîëèíî)ïðîïàíñóëüôîíîâà  êèñëîòà

HEPES N-2-ãèäðîêñèýòèë-ïèïåðàçèí-N'-2-ýòàíñóëüôîíîâà  êèñëîòà

MES 2-(N-ìîðôîëèíî)ýòàíñóëüôîíîâà  êèñëîòà

ACES N-2-àöåòàìèäî-2-àìèíîýòàíñóëüôîíîâà  êèñëîòà

Äë  ñîõðàíåíè  àêòèâíîñòè ôàêòîðà VIII âàæíî, ÷òîáû ñîñòàâû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
òàêæå âêëþ÷àëè êàëüöèé èëè äðóãîé äâóõâàëåíòíûé êàòèîí, ñïîñîáíûé âçàèìîäåéñòâîâàòü
ñ ôàêòîðîì VIII è ïîääåðæèâàòü åãî àêòèâíîñòü, ïðåäïîëîæèòåëüíî, ïóòåì ïîääåðæàíè 
àññîöèàöèè ò æåëûõ è ëåãêèõ öåïåé ôàêòîðà VIII. Ìîæíî èñïîëüçîâàòü îò 1 ìÌ äî 5 ìÌ
ñîëè êàëüöè , áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, 3-4 ìÌ è, íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïðèìåðíî 4
ìÌ. Ñîëü êàëüöè  ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðåäñòàâë åò ñîáîé õëîðèä êàëüöè , íî òàêæå îíà
ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé äðóãèå ñîëè êàëüöè , òàêèå êàê ãëþêîíàò êàëüöè , ãëþáèîíàò
êàëüöè  èëè ãëþöåïòàò êàëüöè .

Êîìïîçèöèè ôàêòîðà VIII íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíî âêëþ÷àþò
ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîå âåùåñòâî, ïðåäïî÷òèòåëüíî, â êîëè÷åñòâå 0,1% èëè ìåíåå è, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, â êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 0,03%. Ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîå âåùåñòâî,
íàïðèìåð, ìîæåò áûòü âûáðàíî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ïîëèñîðáàòà 20, ïîëèñîðáàòà 80,
ïëþðîíîâûõ ìíîãîàòîìíûõ ñïèðòîâ è Brij 35 (ëàóðèëîâûé ïðîñòîé ýôèð ïîëèîêñèýòèëåíà
23). Äîñòóïíî íåñêîëüêî ìàðîê ïëþðîíîâûõ ìíîãîàòîìíûõ ñïèðòîâ (ïðîäàâàåìûõ ïîä
òîðãîâûì íàçâàíèåì Pluronic, ïðîèçâîäèìûõ BASF Wyandotte Corporation). Äàííûå
ìíîãîàòîìíûå ñïèðòû ñ ðàçíîîáðàçíûìè ìîëåêóë ðíûìè ìàññàìè (îò 1000 äî ñâûøå
16000) è ôèçèêî-õèìè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûõ
âåùåñòâ. Pluronic F-38, ñ ìîëåêóë ðíîé ìàññîé 5000, è Pluronic F-68, ñ ìîëåêóë ðíîé
ìàññîé 9000, îáà ñîäåðæàò (ïî âåñó) 80 ïðîöåíòîâ ãèäðîôèëüíûõ ïîëèîêñèýòèëåíîâûõ
ãðóïï è 20 ïðîöåíòîâ ãèäðîôîáíûõ ïîëèîêñèïðîïèëåíîâûõ ãðóïï. Îäíàêî
ïðåäïî÷òèòåëüíûì â íàñòî ùèõ ñîñòàâàõ  âë åòñ  Tween-80, êîììåð÷åñêè äîñòóïíûé
ïîëèñîðáàò, â ÷àñòíîñòè Tween-80 ðàñòèòåëüíîãî ïðîèñõîæäåíè .

Ñîñòàâû ôàêòîðà VIII íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  òàêæå, ïðåäïî÷òèòåëüíî, âêëþ÷àþò
àíòèîêñèäàíò. Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî äîáàâëåíèå àíòèîêñèäàíòîâ ê ëèîôèëèçîâàííûì
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ñîñòàâàì èçîáðåòåíè  óëó÷øàåò ñòàáèëüíîñòü òàêèõ ñîñòàâîâ è òàêèì îáðàçîì
óâåëè÷èâàåò ïðîäîëæèòåëüíîñòü ñðîêà õðàíåíè . Ïðèìåí åìûå àíòèîêñèäàíòû äîëæíû
áûòü ñîâìåñòèìû äë  ïðèìåíåíè  ñ ôàðìàöåâòè÷åñêèì ïðåïàðàòîì è, êðîìå òîãî,
ïðåäïî÷òèòåëüíî  âë þòñ  âîäîðàñòâîðèìûìè. Ïðè äîáàâëåíèè àíòèîêñèäàíòîâ ê ñîñòàâó
ïðåäïî÷òèòåëüíûì  âë åòñ  äîáàâëåíèå òàêèõ àíòèîêñèäàíòîâ êàê ìîæíî ïîçäíåå ïåðåä
ëèîôèëèçàöèåé, äë  èñêëþ÷åíè  ñïîíòàííîãî îêèñëåíè  àíòèîêñèäàíòà. Íèæå â òàáëèöå 2
ïåðå÷èñëåíû ïîäõîä ùèå àíòèîêñèäàíòû,  âë þùèåñ  êîììåð÷åñêè äîñòóïíûìè îò
êîìïàíèé, òàêèõ êàê Calbiochem è Sigma.

Òàáëèöà 2
Àíòèîêñèäàíòû
N-Àöåòèë-L-Öèñòåèí/Ãîìîöèñòåèí
Ãëóòàòèîí
6-Ãèäðîêñè-2.5,7,8-òåòðàìåòèëõðîìàí-2-êàðáîíîâà  êèñëîòà (Trolox)
Ëèïîåâà  êèñëîòà
Ìåòèîíèí
Òèîñóëüôàò íàòðè 
Ïëàòèíà
Ãëèöèí-ãëèöèí-ãèñòèäèí (òðèïåïòèä)
Áóòèëèðîâàííûé ãèäðîêñèòîëóîë (ÂÍÒ)
Ñðåäè âûøåóêàçàííûõ àíòèîêñèäàíòîâ ãëóòàòèîí  âë åòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûì. Áûëî

óñòàíîâëåíî, ÷òî âñå êîíöåíòðàöèè â äèàïàçîíå îò ïðèìåðíî 0,05 ìã/ìë äî áîëåå ÷åì 1,0
ìã/ìë óâåëè÷èâàþò ñòàáèëüíîñòü êîìïîçèöèé ôàêòîðà VIII, è ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî áîëåå
âûñîêèå êîíöåíòðàöèè òàêæå ìîãëè áû áûòü ïîëåçíûìè (âïëîòü äî ìîìåíòà ïî âëåíè 
êàêîãî-ëèáî òîêñè÷åñêîãî äåéñòâè  èëè íåáëàãîïðè òíîãî âëè íè  íà ïîëó÷åíèå, êàê,
íàïðèìåð, ñíèæåíèå òåìïåðàòóðû ñòåêëîâàíè  ëèîôèëèçîâàííîãî ïðîäóêòà).

Â ÷àñòíîñòè, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñî÷åòàíèå ãèñòèäèíà è ãëóòàòèîíà îêàçûâàåò
ñèíåðãè÷åñêîå áëàãîïðè òíîå äåéñòâèå íà ñòàáèëüíîñòü êîìïîçèöèé ôàêòîðà VIII.
Ãèñòèäèí, õîò  è âûñòóïàåò â êà÷åñòâå áóôåðà, òàêæå ìîæåò äåéñòâîâàòü â êà÷åñòâå
õåëàòîðà ìåòàëëà. Â òîé ìåðå, â êîòîðîé èíàêòèâàöè  ôàêòîðà VIII âûçûâàåòñ 
ìåòàëë-èíäóöèðîâàííûì îêèñëåíèåì, ãèñòèäèí, ñëåäîâàòåëüíî, ìîæåò äåéñòâîâàòü â
êà÷åñòâå ñòàáèëèçàòîðà ôàêòîðà VIII ïóòåì ñâ çûâàíè  òàêèõ îêèñë þùèõ èîíîâ ìåòàëëîâ.
Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ïóòåì ñâ çûâàíè  äàííûõ ìåòàëëîâ ãëóòàòèîí (èëè ôàêòè÷åñêè ëþáîé
ïðèñóòñòâóþùèé àíòèîêñèäàíò) ñïîñîáåí òàêèì îáðàçîì îáåñïå÷èâàòü äîïîëíèòåëüíóþ
àíòèîêñèäàíòíóþ çàùèòó, òàê êàê ðàññìàòðèâàåòñ  îêèñëèòåëüíîå äåéñòâèå èîíîâ
ìåòàëëîâ, ñâ çàííûõ ñ ãèñòèäèíîì.

Äðóãèå õåëàòèðóþùèå àãåíòû òàêæå ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  â êîìïîçèöè õ íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè . Òàêèå àãåíòû äîëæíû ïðåäïî÷òèòåëüíî ñâ çûâàòü ìåòàëëû, òàêèå êàê ìåäü è
æåëåçî, ñ áîëüøåé ñòåïåíüþ àôôèííîñòè, ÷åì êàëüöèé, åñëè ñîëü êàëüöè  èñïîëüçóåòñ  â
êîìïîçèöèè. Îäèí èç òàêèõ õåëàòîðîâ ïðåäñòàâë åò ñîáîé äåôåðîêñàìèí, õåëàòèðóþùèé
àãåíò, êîòîðûé îáëåã÷àåò óäàëåíèå À1++ è æåëåçà. Äåôåðîêñàìèí ìåçèëàò,

C 25H48N6O8, CH4O3S, äîñòóïåí îò Sigma (Sigma Prod.N D9533). Îí  âë åòñ  õåëàòîðîì äë 

àëþìèíè  è æåëåçà(II), êîòîðûé õåëàòèðóåò æåëåçî (â âèäå 1:1 õåëàòíîãî êîìïëåêñà) òîëüêî
â ñîñòî íèè îêèñëåíè  +3, à íå â ñîñòî íèè îêèñëåíè  +2, è ìîæåò òàêæå ñâ çûâàòü èîíû
ìàðãàíöà è äðóãèõ ìåòàëëîâ. Äåôåðîêñàìèí ïðåèìóùåñòâåííî ìîæåò èñïîëüçîâàòüñ  â
êîëè÷åñòâå 0,25 ìã/ë.

Ôàêòîð VIII, èñïîëüçóåìûé â íàñòî ùèõ ñîñòàâàõ, ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ëèáî
âûñîêî î÷èùåííûé, ïîëó÷åííûé èç ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà ôàêòîð VIII, èëè,
ïðåäïî÷òèòåëüíî, îí ìîæåò áûòü ðåêîìáèíàíòíî ïîëó÷åííûì ôàêòîðîì VIII.
Ðåêîìáèíàíòíûé ôàêòîð VIII ìîæåò ïðîäóöèðîâàòüñ  êëåòêàìè  è÷íèêà êèòàéñêîãî õîì êà
(ÑÍÎ), òðàíñôåêòèðîâàííûìè âåêòîðîì, íåñóùèì ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ
ìîëåêóëó ôàêòîðà VIII. Ñïîñîáû ñîçäàíè  òàêèõ òðàíñôåêòèðîâàííûõ ÑÍÎ êëåòîê îïèñàíû,
íàð äó ñ ïðî÷èì, â ïàòåíòå ÑØÀ 4757006, Toole Jr., õîò  â äàííîé îáëàñòè òàêæå èçâåñòíû
àëüòåðíàòèâíûå ñïîñîáû (ñìîòðè, íàïðèìåð, ïàòåíò ÑØÀ 4868112, òàêæå Toole, Jr., è
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ïóáëèêàöèþ Ìåæäóíàðîäíîé çà âêè WO-A-91/09122). Ñïîñîáû, èñïîëüçóåìûå äë 
êóëüòèâèðîâàíè  òàêèõ ÑÍÎ êëåòîê äë  ïîëó÷åíè  ôàêòîðà VIII, òàêæå èçâåñòíû â äàííîé
îáëàñòè, íàïðèìåð, îïèñàíû â çà âêå íà Åâðîïåéñêèé ïàòåíò ¹0362218, ïðèíàäëåæàùåé
Èíñòèòóòó Ãåíåòèêè (Genetics Institute), îçàãëàâëåííîé �Óëó÷øåííûå ñïîñîáû ïîëó÷åíè 
áåëêîâ òèïà ôàêòîð VIII:Ñ�. Ðåêîìáèíàíòíûé ôàêòîð VIII òàêæå ìîæåò ïðîäóöèðîâàòüñ 
äðóãèìè êëåòî÷íûìè ëèíè ìè, òàêèìè êàê êëåòêè ïî÷êè íîâîðîæäåííîãî õîì êà (ÂÍÊ). Ñàìà
ìîëåêóëà ôàêòîðà VIII ïðè ðåêîìáèíàíòíîì ïîëó÷åíèè ìîæåò ïðåäñòàâë òü ñîáîé ëèáî
ôàêòîð VIII ïîëíîé äëèíû, ëèáî åãî äåëåöèðîâàííîå ïðîèçâîäíîå, òàêîå êàê ìîëåêóëà
ôàêòîðà VIII ñ äåëåöèåé Â-äîìåíà.

Õîò  êîìïîçèöèè ôàêòîðà VIII, îïèñàííûå â äàííîé çà âêå, ìîãóò áûòü ëèîôèëèçîâàíû è
âîññòàíîâëåíû â óêàçàííûõ êîíöåíòðàöè õ, ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè áóäåò ïîí òíî,
÷òî âëàãîñîäåðæàíèå äàííûõ ïðåïàðàòîâ ìîæåò áûòü òàêæå âîññòàíîâëåíî â áîëåå
ðàçáàâëåííîé ôîðìå. Íàïðèìåð, ïðåïàðàò ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, êîòîðûé
ëèîôèëèçîâàí è/èëè íîðìàëüíî âîññòàíîâëåí ïî âëàãîñîäåðæàíèþ â 2 ìë ðàñòâîðà, òàêæå
ìîæåò áûòü âîññòàíîâëåí â áîëüøåì îáúåìå ðàçáàâèòåë , òàêîì êàê 5 ìë. Ýòî  âë åòñ 
îñîáåííî ïîäõîä ùèì, êîãäà ïðåïàðàò ôàêòîðà VIII ñðàçó æå ââîä ò â âèäå èíúåêöèè
ïàöèåíòó, òàê êàê â äàííîì ñëó÷àå ìåíåå âåðî òíî, ÷òî ôàêòîð VIII ïîòåð åò àêòèâíîñòü,
÷òî ìîæåò ïðîèñõîäèòü áîëåå áûñòðî â áîëåå ðàçáàâëåííûõ ðàñòâîðàõ ôàêòîðà VIII.

Ñîñòàâ (ðåöåïòóðà) è ðàçðàáîòêà ëèîôèëèýàöèè
Äë  äîñòèæåíè  ìàêñèìàëüíîé ñòàáèëüíîñòè êîìïîçèöèè ôàêòîðà VIII íàñòî ùåãî

èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî ëèîôèëèçóþò. Âî âðåì  ëèîôèëèçàöèè ôàêòîð VIII
ïðåâðàùàþò èç íàõîä ùåãîñ  â âîäíîé ôàçå äî íàõîä ùåãîñ  â àìîðôíîé òâåðäîé ôàçå,
êîòîðà , êàê ïîëàãàþò, çàùèùàåò áåëîê îò õèìè÷åñêîé è/èëè êîíôîðìàöèîííîé
íåñòàáèëüíîñòè. Ëèîôèëèçîâàííûé ïðåïàðàò íå òîëüêî ñîäåðæèò àìîðôíóþ ôàçó, íî
òàêæå âêëþ÷àåò êîìïîíåíò, êîòîðûé êðèñòàëëèçóåòñ  âî âðåì  ëèîôèëèçàöèè. Ýòî, êàê
ïðåäïîëàãàåòñ , äàåò âîçìîæíîñòü áûñòðîé ëèîôèëèçàöèè êîìïîçèöèè ôàêòîðà VIII è
îáðàçîâàíè  áîëåå èç ùíîãî áðèêåòà (òî åñòü áðèêåòà ñ ìèíèìàëüíîé óñàäêîé ñ áîêîâûõ
ñòîðîí êîíòåéíåðà, â êîòîðîì åãî ëèîôèëèçóþò). Â ñîñòàâàõ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
ñòàáèëèçèðóþùèå àãåíòû âûáðàíû òàê, ÷òîáû îíè ñóùåñòâîâàëè â îñíîâíîì â àìîðôíîé
ôàçå ëèîôèëèçîâàííîãî ïðîäóêòà, òîãäà êàê íàïîëíèòåëè (çà èñêëþ÷åíèåì HES) âûáðàíû
òàê, ÷òîáû îíè êðèñòàëëèçîâàëèñü âî âðåì  çàìîðàæèâàíè .

Êàê ôàêòîð VIII, òàê è ñòàáèëèçàòîð ïðåäïî÷òèòåëüíî äèñïåðãèðîâàíû â àìîðôíîé ôàçå
ëèîôèëèçîâàííîãî áðèêåòà. Ìàññà ñòàáèëèçàòîðà òàêæå, ïðåäïî÷òèòåëüíî, â áîëüøîé
ñòåïåíè ñîâìåñòèìà ñ äðóãèìè ýêñöèïèåíòàìè àìîðôíîé ôîðìû. Êðîìå òîãî, âèäèìà 
òåìïåðàòóðà ñòåêëîâàíè  (Òg') àìîðôíîé ôàçû, ïðåäïî÷òèòåëüíî,  âë åòñ  îòíîñèòåëüíî
âûñîêîé âî âðåì  ñóøêè âûìîðàæèâàíèåì, à òåìïåðàòóðà ñòåêëîâàíè  (Òg) òâåðäîãî
âåùåñòâà  âë åòñ  àíàëîãè÷íî, ïðåäïî÷òèòåëüíî, âûñîêîé âî âðåì  õðàíåíè . Áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî êðèñòàëëèçàöè  õëîðèäà íàòðè  â ïðîäóêòå  âë åòñ  æåëàòåëüíîé, òàê êàê
àìîðôíûé õëîðèä íàòðè  áóäåò ñíèæàòü Òg' àìîðôíîé ôàçû.

Äë  òîãî, ÷òîáû èçáåæàòü ïîòåðè óñòîé÷èâîñòè áðèêåòà äë  êîíêðåòíîé êîìïîçèöèè,
ïåðâîíà÷àëüíóþ ñóøêó ïðåäïî÷òèòåëüíî îñóùåñòâë þò ïðè òåìïåðàòóðå ïðîäóêòà íèæå
âèäèìîé òåìïåðàòóðû ñòåêëîâàíè  çàìîðîæåííîãî êîíöåíòðàòà. Óâåëè÷åíèå âðåìåíè
ñóøêè òàêæå ìîæåò ïîòðåáîâàòüñ  äë  ñìåùåíè  ïîíèæåíè  Ò g'. Äîïîëíèòåëüíà 
èíôîðìàöè  ïî ëèîôèëèçàöèè ìîæåò áûòü íàéäåíà â Carpenter J.F. and Chang B.S.,
Lyophilization of Protein Pharmaceuticals, Biotechnology and Biopharmaceutical Manufacturing,
Processing and Preservation, K.E.Avis and V.L.Wu, eds. (Buffalo Grove, IL: Interpharm Press,
Inc.), pp.199-264 (1996).

Ïðèìåð 1
Âëè íèå êîíöåíòðàöèè ôàêòîðà VIII è äîáàâëåíè  ñòàáèëèçàòîðà íà âîññòàíîâëåíèå

ôàêòîðà  VIII áûëè èññëåäîâàíû â íåñêîëüêèõ èññëåäîâàíè õ. Äàííûå èññëåäîâàíè 
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàííèòà â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî íàïîëíèòåë  è ñàõàðîçû â
êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî ñòàáèëèçàòîðà. Â äàííûõ èññëåäîâàíè õ èñïîëüçîâàëè ñîñòàâû òðåõ
îáðàçöîâ, îïèñàííûå íèæå â òàáëèöå 3. Âñå ñîñòàâû, èñïîëüçîâàííûå â äàííûõ
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èññëåäîâàíè õ, âêëþ÷àëè 10 ìÌ Tris, 200 ìÌ NaCl, 8% ìàííèòà, 4 ìÌ CaCl 2 è 0,02%
Tween-80 è ïðîâîäèëèñü ïðè ðÍ 7,0.

Òàáëèöà 3

Èäåíòèô. íîìåð îáðàçöà Ïåðâîíà÷àëüíîå ñîäåðæàíèå ôàêòîðà VIII (ME/ìë) Ñàõàðîçà%

IA 600 -

IB 60 -

IC 60 2

Äàííûå îáðàçöû ëèîôèëèçîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì öèêëà ñóøêè âûìîðàæèâàíèåì,
ïîêàçàííîãî íèæå â òàáëèöå 4, äë  ïîääåðæàíè  òåìïåðàòóðû ïðîäóêòà íèæå âèäèìîé
òåìïåðàòóðû ñòåêëîâàíè  (Ò g'). Èññëåäîâàíè  ñ ïîìîùüþ äèôôåðåíöèàëüíîé
ñêàíèðóþùåé êàëîðèìåòðèè (ÄÑÊ) óêàçûâàëè íà ïðèñóòñòâèå ïåðåõîäà ïðè ïðèáëèçèòåëüíî
-40°Ñ â ñîñòàâàõ, ñîäåðæàùèõ ìàííèò. Äë  ïîääåðæàíè  òåìïåðàòóðû ïðîäóêòà íèæå
äàííîãî çíà÷åíè  òåìïåðàòóðó õðàíåíè  óñòàíàâëèâàëè íà -32°Ñ âî âðåì  ïåðâè÷íîé
ñóøêè. Ïåðâè÷íóþ ñóøêó â äàííûõ óñëîâè õ îñóùåñòâë ëè â òå÷åíèå ïðèìåðíî 55 ÷àñîâ,
ïðè îáùåì âðåìåíè öèêëà ïðèìåðíî 80 ÷àñîâ.

Òàáëèöà 4

Ñïîñîá çàìîðàæèâàíè /
îáðàáîòêè

Îïèñàíèå

I (âûìîðàæèâàíèå) Îõëàæäåíèå äî +5°Ñ;
Îõëàæäåíèå äî -5°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 1°Ñ/ìèíóòó, âûäåðæèâàíèå â òå÷åíèå 20 ìèíóò;
Îõëàæäåíèå äî -20±5°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 1°Ñ/ìèíóòó, âûäåðæèâàíèå â òå÷åíèå 1 ÷àñà (âïëîòü äî 3 ÷àñîâ);
Îõëàæäåíèå äî -45°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 0,5°Ñ/ìèíóòó, âûäåðæèâàíèå â òå÷åíèå 1 ÷àñà.

II Çàìîðàæèâàíèå ïîñðåäñòâîì ñïîñîáà I. Âûäåðæèâàíèå ïðè -35°Ñ â òå÷åíèå 48 ÷àñîâ

III Çàìîðàæèâàíèå ïîñðåäñòâîì ñïîñîáà I. Âûäåðæèâàíèå ïðè -35°Ñ â òå÷åíèå 48 ÷àñîâ

Âûäåðæèâàíèå ïðè -20°Ñ â òå÷åíèå 48 ÷àñîâ

IV (Ñóøêà âûìîðàæèâàíèåì) Õðàíåíèå ïðè -32°Ñ âî âðåì  ïåðâè÷íîé ñóøêè â òå÷åíèå ïðèìåðíî 55 ÷àñîâ (âïëîòü äî 100 ÷àñîâ);
Ïðîäóêò <-40°Ñ âî âðåì  ïåðâè÷íîé ñóøêè; Ëèíåéíûé ïîäúåì îò -32°Ñ äî +40°Ñ ñî ñêîðîñòüþ
0,2°Ñ/ìèíóòó;
Õðàíåíèå ïðè +40°Ñ âî âðåì  âòîðè÷íîé ñóøêè â òå÷åíèå 3 ÷àñîâ

Àêòèâíîñòü ôàêòîðà VIII äàííûõ îáðàçöîâ, îïðåäåëåííóþ ñ ïîìîùüþ îäíîñòàäèéíîãî
àíàëèçà êîàãóëèðóþùåé àêòèâíîñòè êðîâè, ñðàâíèâàëè ñ êîíòðîëåì, õðàíèâøèìñ  ïðè
-45°Ñ. Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ïðåäñòàâëåíû íèæå â òàáëèöå 5.

Òàáëèöà 5

Ñïîñîá îáðàáîòêè % Ïîòåðè àêòèâíîñòè ôàêòîðà VIII âî âðåì  êàæäîé ñòàäèè

Ñîñòàâ IA (600 ÌÅ/ìë) Ñîñòàâ IB (60 ÌÅ/ìë) Ñîñòàâ IÑ (60 ÌÅ/ìë, 2% ñàõàðîçû)

I 6,7 37,5 41,7

II 2,0 9,3 3,9

III 7,3 11,6 5,0

IV (ëèîôèëèçàöè ) 20,0 24,2 18/3

Äàííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò, ÷òî êîíöåíòðàöè  áåëêà îêàçûâàåò âëè íèå íà
âîññòàíîâëåíèå ôàêòîðà VIII âî âðåì  âûìîðàæèâàíè . Ñîñòàâû, ñîäåðæàùèå 60 ÌÅ/ìë,
òåð ëè ïðèáëèçèòåëüíî 37-42% ïåðâîíà÷àëüíîé àêòèâíîñòè ôàêòîðà VIII âî âðåì  ñòàäèè
âûìîðàæèâàíè , òîãäà êàê 6,7% àêòèâíîñòè ôàêòîðà VIII áûëî óòåð íî äë  ñîñòàâà,
ñîäåðæàùåãî 600 ÌÅ/ìë. Äàííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò, ÷òî áîëåå âûñîêà  êîíöåíòðàöè 
áåëêà îêàçûâàåò çàùèòíîå äåéñòâèå âî âðåì  âûìîðàæèâàíè . Õîò  ñàõàðîçà,
îáåñïå÷èâàþùà  íåêîòîðóþ çàùèòó ôàêòîðà VIII ïðè ïðîìåæóòî÷íîé òåìïåðàòóðå,
äåéñòâóåò òàê æå, êàê âî âðåì  ñóøêè âûìîðàæèâàíèåì, îíà íå ñïîñîáíà çàùèòèòü áåëîê âî
âðåì  ïåðâîíà÷àëüíîé ñòàäèè âûìîðàæèâàíè .

Ïðèìåð 2
Ïîñëå ðàçðàáîòêè ñïîñîáà ëèîôèëèçàöèè, îõàðàêòåðèçîâàííîãî â îáùèõ ÷åðòàõ â

ïðèìåðå 1, áûëà ïðåäïðèí òà äàëüíåéøà  îïòèìèçàöè  äàííîãî ñïîñîáà. Áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî ëèîôèëèçîâàííà  êîìïîçèöè , èìåþùà  áîëåå âûñîêóþ òåìïåðàòóðó
ñòåêëîâàíè  (è, òåîðåòè÷åñêè, ëó÷øóþ ñòàáèëüíîñòü ôàêòîðà VIII), ìîæåò áûòü ïîëó÷åíà
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ïóòåì: (1) ïîíèæåíè  òåìïåðàòóðû âûìîðàæèâàíè  ïåðâîíà÷àëüíî äî -45°Ñ èëè íèæå (êàê,
íàïðèìåð, äî ïðèìåðíî -50°Ñ èëè -55°Ñ); (2) ïîâûøåíè  òåìïåðàòóðû äî -20°Ñ èëè -22°Ñ
(±5°Ñ); è çàòåì (3) ïîíèæåíè  òåìïåðàòóðû îï òü äî -45°Ñ èëè íèæå. Òåìïåðàòóðó
ïîíèæàþò èëè ïîâûøàþò, â çàâèñèìîñòè îò ñòàäèè, ñî ñêîðîñòüþ îò ïðèìåðíî 0,5°Ñ äî
ïðèìåðíî 1,0°Ñ â ìèíóòó. Ïî äîñòèæåíèè æåëàåìîé òåìïåðàòóðû êîìïîçèöèþ
âûäåðæèâàþò ïðè äàííîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå ïðîìåæóòêà âðåìåíè îò 1 äî 3 ÷àñîâ.
Òàêîé óñîâåðøåíñòâîâàííûé ñïîñîá âûìîðàæèâàíè  ïîêàçàí íèæå â òàáëèöå 6.

Òàáëèöà 6

Ñïîñîá
âûìîðàæèâàíè 

Îïèñàíèå

I Îõëàæäåíèå äî +5°Ñ;
Îõëàæäåíèå äî -5°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 0,5-1°Ñ/ìèíóòó, âûäåðæèâàíèå â òå÷åíèå 20 ìèíóò;
Îõëàæäåíèå äî òåìïåðàòóðû îò -55°Ñ äî -45°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 0,5-1°Ñ/ìèíóòó, âûäåðæèâàíèå â òå÷åíèå 1 ÷àñà;
Íàãðåâàíèå äî -22(±5°Ñ) ñî ñêîðîñòüþ 0,5-1°Ñ/ìèíóòó, âûäåðæèâàíèå îò 1 äî 3 ÷àñîâ; Îõëàæäåíèå äî -45°Ñ ñî
ñêîðîñòüþ 0,5-1°Ñ/ìèíóòó, âûäåðæèâàíèå â òå÷åíèå ïðèìåðíî 1 ÷àñà.

Åñëè íå óêàçàíî äðóãîãî, óêàçàííûå òåìïåðàòóðû, íà êîòîðûå ññûëàþòñ  â äàííîì
ïðèìåðå è äðóãèõ ïðèìåðàõ, îòíîñ òñ  ê òåìïåðàòóðå ëèîôèëèçàòà, à íå ê òåìïåðàòóðå
ïðîäóêòà ñàìîãî ïî ñåáå. Ñëåäó  óñîâåðøåíñòâîâàííîìó öèêëó âûìîðàæèâàíè ,
îñòàâøà ñ  ÷àñòü ñïîñîáà ëèîôèëèçàöèè ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíà, êàê îõàðàêòåðèçîâàíî
âûøå â ïðèìåðå 1, èëè ïî-äðóãîìó, êàê äîïîëíèòåëüíî îïèñàíî çäåñü, èëè êàê îïðåäåëåíî
ñïåöèàëèñòîì â äàííîé îáëàñòè.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî äàííûé óñîâåðøåñòâîâàííûé ñïîñîá ëèîôèëèçàöèè ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí äë  ñîñòàâîâ, êîòîðûå âêëþ÷àþò ãëèöèí â êà÷åñòâå íàïîëíèòåë , à òàêæå äë 
òåõ ñîñòàâîâ, â êîòîðûõ èñïîëüçîâàí ìàííèò. Äîïîëíèòåëüíî ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî ñïîñîá
òàêæå ìîæåò áûòü ïðèìåíåí äë  ñîñòàâîâ, â êîòîðûõ èñïîëüçóþò äðóãèå íàïîëíèòåëè
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .

Ïðèìåð 3
Ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî äë  ïîëó÷åíè  âûñóøåííîãî ñóøêîé âûìîðàæèâàíèåì ïðîäóêòà ñ

ïðèåìëåìûì âíåøíèì âèäîì áðèêåòà è òåìïåðàòóðîé ñòåêëîâàíè , äë  íàïîëíèòåë 
ëèîôèëèçîâàííûõ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ, ñîäåðæàùèõ õëîðèä íàòðè , òàêîãî êàê
ãëèöèí èëè ìàííèò, ìîæåò ïîòðåáîâàòüñ  êðèñòàëëèçàöè . Ïîýòîìó áûë ðàçðàáîòàí
ñëåäóþùèé óñîâåðøåíñòâîâàííûé ñïîñîá ëèîôèëèçàöèè äë  ñïîñîáíûõ ê êðèñòàëëèçàöèè
íàïîëíèòåëåé.

Òàáëèöà 7à
Ñòàäèè âûìîðàæèâàíè 

Ñòàäè  ñïîñîáà Òåìïåðàòóðà Ïðîäîëæèòåëüíîñòü ñòàäèè

Ïåðâîíà÷àëüíîå âûìîðàæèâàíèå -40°Ñ èëè ìåíåå 1 ÷àñ

Ïåðâûé îòæèã ìåæäó -23°Ñ è -27°Ñ 3 ÷àñà

Âòîðîå âûìîðàæèâàíèå -55°Ñ 1 ÷àñ

Âòîðîé îòæèã -36°Ñ 4 ÷àñà

Òðåòüå âûìîðàæèâàíèå -50°Ñ 1 ÷àñ

Òàáëèöà 7b
Ñòàäèè ñóøêè âûìîðàæèâàíèåì

Ñòàäè  ñïîñîáà Òåìïåðàòóðà Ïðîäîëæèòåëüíîñòü ñòàäèè

Ïåðâè÷íà  ñóøêà -35°Ñ âïëîòü äî 100 ÷àñîâ

Âòîðè÷íà  ñóøêà: ïåðâà  ñòàäè  40°Ñ 3 ÷àñà

Âòîðè÷íà  ñóøêà: âòîðà  ñòàäè  45°Ñ 3 ÷àñà

Âòîðè÷íà  ñóøêà: òðåòü  ñòàäè  50°Ñ 3 ÷àñà

Íà ñòàäè õ âûìîðàæèâàíè  èçìåíåíè  òåìïåðàòóðû ïðîõîäèëè ñî ñêîðîñòüþ îò
ïðèìåðíî 0,5°Ñ/ìèíóòó äî 1°Ñ/ìèíóòó. Ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî ñòàäèè áîëüøåé
ïðîäîëæèòåëüíîñòè òàêæå áûëè áû ýôôåêòèâíû.

Ïåðåä ïåðâîé ñòàäèåé âûìîðàæèâàíè  òåìïåðàòóðó äîâîä ò äî 2-8°Ñ â òå÷åíèå
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ïðèìåðíî îäíîãî ÷àñà ñ öåëüþ äîâåäåíè  âñåõ àìïóë äî ïðèáëèçèòåëüíî îäíîé è òîé æå
òåìïåðàòóðû. Ïîñëå ýòîãî ëèîôèëèçàòîð îõëàæäàþò äî -5°Ñ. Ïåðâóþ ñòàäèþ
âûìîðàæèâàíè  ñëåäóåò îñóùåñòâë òü ïðè òåìïåðàòóðå íèæå -30°Ñ, ïðåäïî÷òèòåëüíî íèæå
-35°Ñ, è áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðè ïðèìåðíî -40°Ñ. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì ïåðâóþ ñòàäèþ
îòæèãà ñëåäóåò ïðîâîäèòü ïðè òåìïåðàòóðå ìåæäó -30°Ñ è -19°Ñ, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî
ëèáî ìåæäó ïðèìåðíî -25°Ñ è -28°Ñ (åñëè ãëèöèí  âë åòñ  íàïîëíèòåëåì), èëè ìåæäó
-21°Ñ è -24°Ñ (åñëè ìàííèò  âë åòñ  íàïîëíèòåëåì), ïðè òåìïåðàòóðå ìåæäó -23°Ñ è -26°Ñ,
 âë þùåéñ  íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîé, ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî ïðè äàííîé òåìïåðàòóðå
êðèñòàëëèçóåòñ , ïî êðàéíåé ìåðå, ÷àñòè÷íî, íàïîëíèòåëü, ñïîñîáíûé êðèñòàëëèçîâàòüñ .
Îäíàêî áîëåå íèçêèé äèàïàçîí â îáëàñòè -27°Ñ íå ðåêîìåíäóåòñ  äë  ñîñòàâîâ,
ñîäåðæàùèõ ìàííèò è àðãèíèí. Äàííóþ ñòàäèþ ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðîâîä ò â òå÷åíèå
ïðèìåðíî 3 ÷àñîâ.

Ïîñëå ïåðâîé ñòàäèè îòæèãà òåìïåðàòóðó ïîíèæàþò, ïðåäïî÷òèòåëüíî, äî òåìïåðàòóðû
íèæå ïðèìåðíî -50°Ñ è, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, íèæå -55°Ñ â òå÷åíèå ïðèìåðíî 1 ÷àñà.
Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî õëîðèä íàòðè  â ïðåïàðàòå â ýòî âðåì  îáðàçóåò çàðîäûøè êðèñòàëëîâ.

Âî âðåì  âòîðîé ñòàäèè îòæèãà òåìïåðàòóðó ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ïðåïàðàòà ïîâûøàþò
äî òåìïåðàòóðû ìåæäó ïðèìåðíî -30°Ñ è -39°Ñ è ïðåäïî÷òèòåëüíî äî ïðèìåðíî -33°Ñ äë 
ìàííèòñîäåðæàùèõ êîìïîçèöèé è -36°Ñ äë  ãëèöèíñîäåðæàùèõ êîìïîçèöèé. Ïðåäïîëàãàþò,
÷òî â ýòî âðåì  ïðîèñõîäèò ðîñò êðèñòàëëîâ NaCl, ïî êðàéíåé ìåðå ÷àñòè÷íî. Äàííóþ
ñòàäèþ ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðîâîä ò â òå÷åíèå 4 ÷àñîâ. Ïîñëå ýòîãî òåìïåðàòóðó
ëèîôèëèçàòîðà ñíèæàþò äî ïðèìåðíî -50°Ñ, ïðåäïî÷òèòåëüíî, â òå÷åíèå ïðèìåðíî 1 ÷àñà
äë  ñíèæåíè  òåìïåðàòóðû ïðåïàðàòà.

Â ïîñëåäóþùèõ ñòàäè õ ñóøêè âûìîðàæèâàíèåì èçìåíåíè  òåìïåðàòóðû ïðîâîä ò ñî
ñêîðîñòüþ ìåæäó ïðèìåðíî 0,1°Ñ/ìèíóòó è 0,5°Ñ/ìèíóòó. Ïîñëå ñíèæåíè  äàâëåíè  â
ëèîôèëèçàòîðå äî ïðèìåðíî 65 ìÒîðð òåìïåðàòóðó ïîâûøàþò äî òåìïåðàòóðû ìåæäó
ïðèìåðíî îò -32°Ñ äî -35°Ñ äë  ïåðâè÷íîé ñóøêè. Ïðè äàííîé òåìïåðàòóðå êðèñòàëëû ëüäà
â ïðåïàðàòå áóäóò ñóáëèìèðîâàòüñ  (âîçãîí òüñ ). Äàííóþ ñòàäèþ ïðîâîä ò íà ïðîò æåíèè
âïëîòü äî 100 ÷àñîâ èëè äî òåõ ïîð, ïîêà áîëüøà  ÷àñòü ëüäà íå ñóáëèìèðóåòñ  èç
ïðåïàðàòà. Òî÷êà, ïðè êîòîðîé áîëüøà  ÷àñòü ëüäà ñóáëèìèðîâàëàñü, ìîæåò áûòü
îïðåäåëåíà, íàïðèìåð, ñ èñïîëüçîâàíèåì èíäèêàòîðà òî÷êè ðîñû, êîòîðûé ïîêàçûâàåò
êîíåö ñóáëèìàöèè ëüäà, êîãäà ïîêàçàíè  èñ÷åçàþò (òî÷êà ïåðåãèáà).

Ïîñëå ïåðâè÷íîé ñóøêè òåìïåðàòóðó ïîâûøàþò äî +40°Ñ ïðåäïî÷òèòåëüíî ñî ñêîðîñòüþ
0,2°Ñ/ìèíóòó äë  íà÷àëà âòîðè÷íîé ñóøêè äë  äàëüíåéøåãî óäàëåíè  âîäû èç ïðåïàðàòà.
Äàííóþ òåìïåðàòóðó ïðåäïî÷òèòåëüíî ïîääåðæèâàþò â òå÷åíèå ïðèìåðíî òðåõ ÷àñîâ. Çà
äàííîé ïåðâîé ñòàäèåé ñëåäóþò âòîðà  è òðåòü  ñòàäèè âòîðè÷íîé ñóøêè, ïðè êîòîðûõ
òåìïåðàòóðó ïîâûøàþò äî ïðèìåðíî +45°Ñ â òå÷åíèå ïðèìåðíî òðåõ ÷àñîâ, à çàòåì äî
ïðèìåðíî +50°Ñ â òå÷åíèå åùå òðåõ ÷àñîâ äë  óäàëåíè  âëàãè â ëèîôèëèçîâàííîì áðèêåòå
äî óðîâí  ìåíåå 2% (âåñ/âåñ).

Ïðèìåð 4
Ïðîâîäèëè äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíè  äë  èñïûòàíè  êîíêðåòíîãî äåéñòâè 

ãèñòèäèíà íà ëèîôèëèçîâàííûå êîìïîçèöèè ôàêòîðà VIII, ñîäåðæàùèå ãëèöèí èëè ìàííèò â
êà÷åñòâå íàïîëíèòåëåé. Íåîáðàòèìûé òåïëîâîé ïîòîê (ìîäóëèðîâàííûé ÄÑÊ, ìÄÑÊ)
èñïîëüçîâàëè äë  îáíàðóæåíè  êðèñòàëëèçàöèè äàííûõ íàïîëíèòåëåé âî âðåì 
îõëàæäåíè . Ïî ýíäîòåðìå êðèñòàëëèçàöèè îïðåäåë ëè êàê òåìïåðàòóðó êðèñòàëëèçàöèè,
òàê è îáùóþ òåïëîòó êðèñòàëëèçàöèè. Âíåøíèé âèä ýíäîòåðìû NaCl ýâòåêòè÷åñêîãî
ðàñïëàâà âî âðåì  íàãðåâàíè  èñïîëüçîâàëè äë  îáíàðóæåíè  êðèñòàëëèçàöèè NaCl. Ïðè
ìÄÑÊ îïðåäåë ëè ñòåïåíü êðèñòàëëèçàöèè, êàê ñîîòíîøåíèå ýíòàëüïèè ïëàâëåíè  ñîñòàâà
ê ýíòàëüïèè ïëàâëåíè  ÷èñòîãî ðàñòâîðà NaCl ñ èñïîëüçîâàíèåì îáùåãî ñèãíàëà òåïëîâîãî
ïîòîêà. Êðîìå òîãî, ïðîâîäèëè ðåíòãåíîñòðóêòóðíûé äèôðàêöèîííûé àíàëèç äë 
îïðåäåëåíè  ñòåïåíè êðèñòàëëèçàöèè ëèîôèëèçîâàííûõ ñîñòàâîâ.

Â òî âðåì  êàê êîíöåíòðàöèè ãèñòèäèíà ìåíåå 20 ìÌ íå îêàçûâàëè ñóùåñòâåííîãî
âëè íè  íà êðèñòàëëèçàöèþ ãëèöèíà, 50 ìÌ ãèñòèäèíà ïîíèæàëè ñòåïåíü êðèñòàëëèçàöèè
ãëèöèíà. Ýêçîòåðìû êðèñòàëëèçàöèè òîíêîèçìåëü÷åííîãî NaCl íå íàáëþäàëèñü âî âðåì 
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îõëàæäåíè  ñîñòàâîâ, ñîäåðæàùèõ ãëèöèí. Îäíàêî ýíäîòåðìû ýâòåêòè÷åñêîãî ïëàâëåíè 
âî âðåì  íàãðåâàíè  óêàçûâàëè, ÷òî NaCl êðèñòàëëèçîâàëñ  ( >50%) ïîñëå îõëàæäåíè 
íèæå -50°Ñ è îòæèãà ïðè -30°Ñ, -35°Ñ è -40°Ñ. Âêëþ÷åíèå 50 ìÌ ãèñòèäèíà â ñîäåðæàùèé
ãëèöèí ñîñòàâ çàìåäë ëî êðèñòàëëèçàöèþ NaCl. Ïîýòîìó äë  òàêèõ ñîñòàâîâ âðåì  îòæèãà
óâåëè÷èâàëè â 3 ðàçà äë  äîñòèæåíè  ýêâèâàëåíòíîé êðèñòàëëè÷íîñòè.

Îäíàêî äåéñòâèå 20 ìÌ ãèñòèäèíà íà êðèñòàëëèçàöèþ NaCl â ñîäåðæàùèõ ãëèöèí
ñîñòàâàõ áûëî ìèíèìàëüíûì. Ïðè èññëåäîâàíè õ ëèîôèëüíîé ñóøêè ïîòåð  óñòîé÷èâîñòè
ëèîôèëèçîâàííîãî áðèêåòà íàáëþäàëàñü âèçóàëüíî â ñîäåðæàùèõ ãëèöèí ñîñòàâàõ,
âêëþ÷àþùèõ 50 ìÌ ãèñòèäèíà. Äàííûå ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî äèôôðàêöèîííîãî
èññëåäîâàíè  ïîðîøêîâ óêàçûâàëè íà óìåíüøåíèå êðèñòàëëè÷íîñòè NaCl â îáðàçöàõ,
ñîäåðæàùèõ ãèñòèäèí. Â ñîäåðæàùèõ ìàííèò ñîñòàâàõ îáû÷íî 83-90% õëîðèäà íàòðè 
êðèñòàëëèçîâàëîñü âî âðåì  îõëàæäåíè  äî òåìïåðàòóðû ìåæäó -40°Ñ è -50°Ñ áåç
íåîáõîäèìîñòè â îòæèãå. Â òî âðåì  êàê âêëþ÷åíèå 20 ìÌ ãèñòèäèíà â ñîñòàâ ïîäàâë ëî
êðèñòàëëèçàöèþ NaCl âî âðåì  îõëàæäåíè , îòæèã ïðèâîäèë ê ïðèáëèçèòåëüíî 40%-íîé
êðèñòàëëèçàöèè NaCl.

Ñëåäîâàòåëüíî, â ñîñòàâàõ, ñîäåðæàùèõ ñïîñîáíûé ê êðèñòàëëèçàöèè íàïîëíèòåëü,
òàêîé êàê ãëèöèí èëè ìàííèò, è NaCl, âêëþ÷åíèå ãèñòèäèíà ìîæåò ñíèçèòü ñòåïíåü
êðèñòàëëèçàöèè NaCl. Õîò  â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ ýòî ìîæåò ïðèâåñòè ê ïîòåðè óñòîé÷èâîñòè
áðèêåòà, êîòîðûé îáðàçóåòñ  âî âðåì  ëèîôèëèçàöèè, ïðèìåíåíèå îòíîñèòåëüíî íèçêèõ
êîíöåíòðàöèé ãèñòèäèíà â òàêèõ ñîñòàâàõ ìîæåò îñëàáë òü òàêîå äåéñòâèå. Òåì íå ìåíåå,
ïîäõîä ùèå áðèêåòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè êîíöåíòðàöè õ ãèñòèäèíà 35 ìÌ è 50 ìÌ.
Ãèñòèäèí òàêæå ìîæåò îêàçàòüñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûì ïåðåä HEPES â êà÷åñòâå áóôåðà â
ñîñòàâàõ íà îñíîâå ìàííèòà è ãëèöèíà, ïîñêîëüêó íàáëþäàëîñü, ÷òî ïðèìåíåíèå HEPES
ïîíèæàåò Òg' â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì àíàëîãè÷íîå êîëè÷åñòâî ãèñòèäèíà.

Ïðèìåð 5
Ôèçè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ð äà ïîòåíöèàëüíûõ ñîñòàâîâ ôàêòîðà VIII, âêëþ÷à  ñåìü

îòîáðàííûõ ñòàáèëèçàòîðîâ è ï òü íàïîëíèòåëåé, îöåíèâàëè â äðóãîì èññëåäîâàíèè. Â
äîïîëíåíèå ê íàïîëíèòåëþ è ñòàáèëèçàòîðó âñå ñîñòàâû, ïåðå÷èñëåííûå íèæå â Òàáëèöå 8
(çà èñêëþ÷åíèåì ñîñòàâà 11), ñîäåðæàëè 10 ìÌ Tris⋅ HCl, 200 ìÌ NaCI, 0,02% Tween-80, 4
ìÌ CaCl2 è èìåëè ìÌ CaCl2, òàêæå ïðè ðÍ 7,0. Âñå èçìåðåíè  ðÍ îñóùåñòâë ëè ïðè
òåìïåðàòóðå îêðóæàþùåé ñðåäû.

Òàáëèöà 8

Èäåíòèôèêàöèîííûé íîìåð îáðàçöà Íàïîëíèòåëü Ñòàáèëèçàòîð áåëêà

1 8% ìàííèòà 2% ñàõàðîçû

2 8% ìàííèòà 2% òðåãàëîçû

3 8% ìàííèòà 2% ðàôôèíîçû

4 8% ìàííèòà 2% àðãèíèíà

5 8% ìàííèòà 2% ëèçèíà

6 8% ìàííèòà 2% ñîðáèòà

7 8% ìàííèòà 2% ãëèöåðèíà

8 4% ãèäðîêñèýòèëêðàõìàëà 2% ñàõàðîçû

9 8% ãëèöèíà 2% ñàõàðîçû

10 8% ãëèöèíà 2% òðåãàëîçû

11 400 mm NaCl 2% ñàõàðîçû

12 8% àëàíèíà 2% ñàõàðîçû

Èçìåðåíè  òåìïåðàòóðû ïîòåðè óñòîé÷èâîñòè ñ ïîìîùüþ ñóáëèìàöèîííîé ìèêðîñêîïèè
è èçìåðåíè  òåðìè÷åñêèõ ïåðåõîäîâ ñ ïîìîùüþ ÄÑÊ èñïîëüçîâàëè äë  ïðåäñêàçàíè 
ïîâåäåíè  ïðè ñóøêå âûìîðàæèâàíèåì. Òàêæå èñïîëüçîâàëè ÄÑÊ, ÐÑÀ äèôðàêöèþ
ïîðîøêà è ïîë ðèçîâàííóþ ñâåòîâóþ ìèêðîñêîïèþ äë  îïðåäåëåíè  êðèñòàëëè÷íîñòè
ëèîôèëèçîâàííûõ ïîðîøêîâ. Òàêæå îöåíèâàëè âðåì  âîññòàíîâëåíè  âëàãîñîäåðæàíè  è
âíåøíèé âèä îáðàçöîâ. Ðåçóëüòàòû âñåõ äàííûõ èçìåðåíèé îáîáùåíû íèæå â òàáëèöå 9.

Òàáëèöà 9
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Îáðàçåö
¹

Òpñ
(°Ñ)

Òc
(°Ñ)

Òg (°Ñ) Âîññòàíîâëåíèå âëàãîñîäåðæàíè  (ñåêóíäû) Ñîäåðæàíèå âîäû (%) Âíåøíèé âèä

1 -14 -10 54 64 n/ñ èç ùíûé

2 -20 -15 53 62 1,4 ÷àñòè÷íà  ïîòåð  óñòîé÷èâîñòè ñâåðõó

3 -15 -10 54 77 1,7 èç ùíûé

4 - - - - - ÷àñòè÷íà  ïîòåð  óñòîé÷èâîñòè

5 - - - - - ïîòåð  óñòîé÷èâîñòè

6 n/c n/c <10°Ñ* 63 0,6 èç ùíûé

7 - - <10°Ñ* - - èç ùíûé

8 - - 86 49 0,7 èç ùíûé, íî ñæàòûé ñ áîêîâûõ ñòîðîí

9 - - 54 22 0,8 èç ùíûé

10 - - 63 18 - èç ùíûé

11 - - 66 11 0,4 èç ùíûé (ñëîé íà äíå)

12 - - - 57 0,5 èç ùíûé

*Ñîðáèò è ãëèöåðèí èìåþò ïåðåõîäû ñòåêëîâàíè  ïðè <10°Ñ. ÄÑÊ ñêàíèðóþùèé
äèàïàçîí íå âêëþ÷àåò òåìïåðàòóðû â äàííîì èíòåðâàëå;

n/ñ=íå  ñíî;
Òðñ=Òåìïåðàòóðà, ïðè êîòîðîé ïðîèñõîäèò ÷àñòè÷íà  ïîòåð  óñòîé÷èâîñòè ïîä

ñóáëèìàöèîííûì ìèêðîñêîïîì;
Òñ=Òåìïåðàòóðà, ïðè êîòîðîé ïðîèñõîäèò îáùà  ïîòåð  óñòîé÷èâîñòè ïîä

ñóáëèìàöèîííûì ìèêðîñêîïîì;
Òg=òåìïåðàòóðà ñòåêëîâàíè .
Çà èñêëþ÷åíèåì êîìïîçèöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàííèòà:ëèçèíà îêàçàëîñü, ÷òî âñå

îñòàëüíûå ñîñòàâû èìåþò àäåêâàòíûé ôèçè÷åñêèé âèä. Ëèçèí ïðåï òñòâîâàë
êðèñòàëëèçàöèè â ñî÷åòàíèè êàê ñ ìàííèòîì, òàê è ñ ãëèöèíîì, ÷òî âûçûâàëî ïîíèæåíèå
òåìïåðàòóðû ñòåêëîâàíè  è ïîòåðþ óñòîé÷èâîñòè ëèîôèëèçîâàííîãî áðèêåòà.

Ïðèìåð 6
Êîìïîçèöèè ôàêòîðà VIII, îïèñàííûå âûøå â òàáëèöå 8, ïîìåùàëè íà õðàíåíèå ïðè

-70°Ñ, 25°Ñ, 40°Ñ è 50°Ñ íà ðàçëè÷íûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè äë  îöåíêè èõ ñòàáèëüíîñòè.
Óðîâíè àêòèâíîñòè ôàêòîðà VIII îöåíèâàëè ÷åðåç 2 íåäåëè, 1 ìåñ ö, 2 ìåñ öà è 3 ìåñ öà, è
ðåçóëüòàòû îáîáùåíû íèæå â òàáëèöå 10. Äâà îáðàçöà, îäèí ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàííèòà â
êà÷åñòâå íàïîëíèòåë  è ñîðáèòà â êà÷åñòâå ñòàáèëèçàòîðà, à äðóãîé ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìàííèòà â êà÷åñòâå íàïîëíèòåë  è ãëèöåðèíà â êà÷åñòâå ñòàáèëèçàòîðà,
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè íèçêóþ ñòàáèëüíîñòü. Âñå îñòàâøèåñ  ñîñòàâû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè
ñïîñîáíîñòü ñòàáèëèçèðîâàòü ôàêòîð VIII.

Òàáëèöà 10

Îïèñàíèå ñîñòàâà Òåìïåðàòóðà (°Ñ) % îò ïåðâîíà÷àëüíîãî ÷åðåç êîëè÷åñòâî
ìåñ öåâ

0 0,5 1 2 3

Ãëèöèí:Ñàõàðîçà -70 100,00 97,43 101,71 99,89 97,97

25 100,00 85,44

40 100,00 79,87 71,52 63,06

50 100,00 76,34 67,99 52,14 47,64

Ãëèöèí:Òðåãàëîçà -70 100,00 89,22 96,00 95,90 94,64

25 100,00 83,17

40 100,00 79,93 72,42 68,03

50 100,00 80,97 64,28 57,60 50,92

Ìàííèò:Òðåãàëîçà -70 100,00 91,32 97,72 96,10 98,26

25 100,00 85,79

40 100,00 82,54 70,72 59,44

50 100,00 66,16 65,51 48,81 52,06

Ìàííèò:Ñàõàðîçà -70 100,00 100,45 100,56 105,47 99,22
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25 100,00 87,04

40 100,00 85,59 80,78 55,42

50 100,00 81,68 75,53 57,88 43,46

Ìàííèò:Àðãèíèí -70 100,00 102,26 105,53 103,72 105,08

25 100,00 95,15

40 100,00 91,53 80,93 69,19

50 100,00 82,28 68,06 56,32 45,94

Ìàííèò:Ðàôôèíîçà -70 100,00 93,88 98,41 100,68 103,62

25 100,00 83,13

40 100,00 81,09 73,61 67,16

50 100,00 71,69 68,52 54,25 47,11

Ìàííèò:Ãëèöåðèí -70 100,00

25 100,00

40 100,00

50 100,00

Ìàííèò:Ñîðáèò -70 100,00 104,06

25 100,00

40 100,00

50 100,00 32,73

HES:Ñàõàðîçà -70 100,00 102,74 103,03 100,90

25 100,00

40 100/00 76,89 77,47

50 100,00 71,47 67,40 30,02

NaCl:Ñàõàðîçà -70 100,00 88,54 88,44 95,58

25 100,00

40 100,00 71,56 58,30

50 100,00 52,71 37,90 30,34

Àëàíèí:Ñàõàðîçà -70 100,00 109,78 109,67 108,96

25 100,00

40 100,00 92,99 73,03

50 100,00 83,25 74,91 57,65

Ãëèöèí:Ðàôôèíîçà -70 100,00 111,57 114,51 105,25

25 100,00

40 100,00 89,20 82,10

50 100,00 93,21 72,22 53,24

Ïðèìåð 7
Íà îñíîâàíèè èíôîðìàöèè, ïîëó÷åííîé âî âðåì  èññëåäîâàíèé, îïèñàííûõ â ïðèìåðàõ

5 è 6, áûëî ïðèí òî ðåøåíèå, ÷òî êàíäèäàòîì äë  äàëüíåéøåé ðàçðàáîòêè áóäóò ñëóæèòü
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ñîñòàâû, èìåþùèå ýêñöèïèåíòû, ïðåäñòàâëåííûå íèæå â òàáëèöå 11.
Òàáëèöà 11

Ýêñöèïèåíò Êîíöåíòðàöè 

Ìàííèò èëè ãëèöèí 6-9%

Àðãèíèí èëè òðåãàëîçà 1-3%

Tween 80 0,005-0,04%

NaCl 200-250 ìÌ

CaCl2 3-5 ìÌ

TRIS 20-30 ìÌ

Ãèñòèäèí èëè HEPES 10-50 ìÌ

Ãëóòàòèîí 0,15-0,25 ìã/ìë

Íà îñíîâå äàííûõ ïàðàìåòðîâ áûëè ðàçðàáîòàíû ñëåäóþùèå êîíêðåòíûå ñîñòàâû:

Ñîñòàâ ¹1 Ñîñòàâ ¹2 Ñîñòàâ ¹3

10 ìÌ HEPES 10 ìÌ HEPES 10 ìÌ HEPES

20 ìÌ Tris 20 ìÌ Tris 20 ìÌ Tris

225 ìÌ NaCl 225 ìÌ NaCl 225 ìÌ NaCl

0,03% (îá/îá) Tween-80 0,03% (îá/îá) Tween-80 0,03% (îá/îá) Tween-80

8% (âåñ/îá) ìàííèòà 8% (âåñ/îá) ãëèöèíà 8% (âåñ/îá) ìàííèòà

2% (âåñ/îá) òðåãàëîçû 2% (âåñ/îá) òðåãàëîçû 2% (âåñ/îá) àðãèíèíà

0,2 ìã/ìë îãðàíè÷åííîãî ãëóòàòèîíà 0,2 ìã/ìë îãðàíè÷åííîãî ãëóòàòèîíà 0,2 ìã/ìë îãðàíè÷åííîãî ãëóòàòèîíà

4 ìÌ CaCl2 4 ìÌ CaCl2 4 ìÌ CaCl2

Ñîñòàâ ¹4 Ñîñòàâ ¹5

25 ìÌ ãèñòèäèíà 25 ìÌ ãèñòèäèíà

20 ìÌ Tris 20 ìÌ Tris

225 ìÌ NaCl 225 ìÌ NaCl

0,03% (îá/îá) Tween-80 0,03% (îá/îá) Tween-80

8% (âåñ/îá) ìàííèòà 8% (âåñ/îá) ãëèöèíà

2% (âåñ/îá) òðåãàëîçû 2% (âåñ/îá) òðåãàëîçû

0,2 ìã/ìë îãðàíè÷åííîãî ãëóòàòèîíà 0,2 ìã/ìë îãðàíè÷åííîãî ãëóòàòèîíà

4 ìÌ CaCl2 4 ìÌ CaCl2

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII, ñîñòàâëåííà  áåç äîáàâëåíè  àëüáóìèíà ê óêàçàííîé

êîìïîçèöèè, âêëþ÷àþùà  ñëåäóþùèå ýêñöèïèåíòû ðåöåïòóðû â äîïîëíåíèå ê ôàêòîðó VIII:
4 - 10% íàïîëíèòåë , âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ìàííèòà, ãëèöèíà è àëàíèíà; 1 -
4% ñòàáèëèçèðóþùåãî àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ñàõàðîçû, òðåãàëîçû,
ðàôôèíîçû, àðãèíèíà; 1 - 5 ìÌ ñîëè êàëüöè ; 100 - 300 ìÌ NaCl, è áóôåðíûé àãåíò äë 
ïîääåðæàíè  ðÍ â èíòåðâàëå ïðèáëèçèòåëüíî 6 - 8.

2. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ï.1, äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àþùà  ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîå
âåùåñòâî.

3. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ï.2, ãäå óêàçàííîå ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîå âåùåñòâî
âûáèðàþò èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç ïîëèñîðáàòà 20, ïîëèñîðáàòà 80, Pluronic F68 èëè Brij35.

4. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ï.3, ãäå óêàçàííîå ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîå âåùåñòâî
ïðåäñòàâë åò ñîáîé ïîëèñîðáàò 80 è ãäå óêàçàííûé ïîëèñîðáàò 80 ïðèñóòñòâóåò â
êîëè÷åñòâå ìåíåå 0,1%.

5. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-4, ãäå óêàçàííîå ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîå
âåùåñòâî ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 0,03%.

6. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-5, ãäå óêàçàííûé áóôåðíûé àãåíò
âûáèðàþò èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç Tris, BIS-Tris Propane, ãèñòèäèíà, PIPES, MOPS, HEPES,
MES è ACES.

7. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ï.6, ãäå óêàçàííûé áóôåðíûé àãåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé
Tris.
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8. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ï.7, ãäå Tris ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 20 ìÌ.
9. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ï.6, ãäå óêàçàííûé áóôåðíûé àãåíò âêëþ÷àåò îò ïðèìåðíî

10 - 50 ìÌ ãèñòèäèíà.
10. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ï.9, ãäå ãèñòèäèí ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå,

ñîñòàâë þùåì ïðèìåðíî 25 ìÌ.
11. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-10, äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àþùà 

àíòèîêñèäàíò.
12. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ï.11, ãäå óêàçàííûé àíòèîêñèäàíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé

ãëóòàòèîí.
13. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ï.12, ãäå óêàçàííûé ãëóòàòèîí ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå

îò ïðèìåðíî 0,05 - 1,0 ìã/ìë.
14. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-13, ãäå óêàçàííûé íàïîëíèòåëü

ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 8%.
15. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-14, ãäå óêàçàííûé íàïîëíèòåëü

ïðåäñòàâë åò ñîáîé ìàííèò.
16. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-14, ãäå óêàçàííûé íàïîëíèòåëü

ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãëèöèí.
17. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-16, ãäå óêàçàííûé ñòàáèëèçèðóþùèé

àãåíò ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 2%.
18. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-17, ãäå óêàçàííûé ñòàáèëèçèðóþùèé

àãåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñàõàðîçó.
19. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-17, ãäå óêàçàííûé ñòàáèëèçèðóþùèé

àãåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé àðãèíèí.
20. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-17, ãäå óêàçàííûé ñòàáèëèçèðóþùèé

àãåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé òðåãàëîçó.
21. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-20, ãäå óêàçàííûé NaCl ïðèñóòñòâóåò â

êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 200 ìÌ - 250 ìÌ.
22. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ï.21, ãäå óêàçàííûé NaCl ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå

ïðèìåðíî 225 ìÌ.
23. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-22, ãäå óêàçàííà  ñîëü êàëüöè 

ïðåäñòàâë åò ñîáîé õëîðèä êàëüöè .
24. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-23, ãäå óêàçàííà  êîìïîçèöè  íàõîäèòñ 

â ëèîôèëèçîâàííîé ôîðìå.
25. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII, ñîñòàâëåííà  áåç äîáàâëåíè  àëüáóìèíà ê óêàçàííîé

êîìïîçèöèè, âêëþ÷àþùà  ñëåäóþùèå ýêñöèïèåíòû ðåöåïòóðû â äîïîëíåíèå ê ôàêòîðó VIII:
2 - 6% ãèäðîêñèýòèëêðàõìàëà; 1 - 4% ñòàáèëèçèðóþùåãî àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû,
ñîñòî ùåé èç ñàõàðîçû, òðåãàëîçû, ðàôôèíîçû, àðãèíèíà; 1 - 5 ìÌ ñîëè êàëüöè ; 100 - 300
ìÌ NaCl, è áóôåðíûé àãåíò äë  ïîääåðæàíè  ðÍ â èíòåðâàëå ïðèáëèçèòåëüíî 6 - 8.

26. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ï.25, âêëþ÷àþùà  ïðèìåðíî 4% ãèäðîêñèýòèëêðàõìàëà.
27. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.25 è 26, âêëþ÷àþùà  ïðèìåðíî 200 ìÌ

NaCl.
28. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.25-27, ãäå óêàçàííûé ñòàáèëèçèðóþùèé

àãåíò ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 2%.
29. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.25-28, ãäå óêàçàííûé ñòàáèëèçèðóþùèé

àãåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñàõàðîçó.
30. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.25-28, ãäå óêàçàííûé ñòàáèëèçèðóþùèé

àãåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé àðãèíèí.
31. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.25-28, ãäå óêàçàííûé ñòàáèëèçèðóþùèé

àãåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé òðåãàëîçó.
32. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII, ñîñòàâëåííà  áåç äîáàâëåíè  àëüáóìèíà ê óêàçàííîé

êîìïîçèöèè, âêëþ÷àþùà  ñëåäóþùèå ýêñöèïèåíòû ðåöåïòóðû â äîïîëíåíèå ê ôàêòîðó VIII:
300 - 500 ìÌ NaCl; 1 - 48% ñòàáèëèçèðóþùåãî àãåíòà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
ñàõàðîçû, òðåãàëîçû, ðàôôèíîçû, àðãèíèíà; 1 - 5 ìÌ ñîëè êàëüöè ; áóôåðíûé àãåíò äë 
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ïîääåðæàíè  ðÍ â èíòåðâàëå ïðèáëèçèòåëüíî 6 - 8.
33. Êîìïîçèöè  ïî ï.32, ãäå NaCl ïðèñóòñòâóåò â êîëè÷åñòâå ïðèìåðíî 400 ìÌ.
34. Êîìïîçèöè  ôàêòîðà VIII ïî ëþáîìó èç ïï.1-33, äë  ëå÷åíè  ãåìîôèëèè.
35. Ñïîñîá ëèîôèëèçàöèè âîäíîé êîìïîçèöèè ôàêòîðà VIII, ñîäåðæàùåé

êðèñòàëëèçóåìûé íàïîëíèòåëü è NaCl, ãäå óêàçàííûé ñïîñîá âêëþ÷àåò ñòàäèè:
(à) çàìîðàæèâàíè  âîäíîãî ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ñîñòàâà ïðè òåìïåðàòóðå ìåíåå

ïðèìåðíî -35°Ñ;
(b) îòæèãà ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ñîñòàâà ïðè òåìïåðàòóðå â èíòåðâàëå ìåæäó ïðèìåðíî

-30°Ñ è -19°Ñ;
(ñ) ïîíèæåíè  òåìïåðàòóðû ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ñîñòàâà äî ìåíåå ÷åì ïðèìåðíî -50°Ñ;
(d) îòæèãà ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ñîñòàâà ïðè òåìïåðàòóðå â èíòåðâàëå ìåæäó ïðèìåðíî

-30°Ñ è -39°Ñ; è çàòåì
(å) ñóøêè âûìîðàæèâàíèåì ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ñîñòàâà.
Ïðèîðèòåò ïî ïóíêòàì:
22.02.1999 - ïî ïï.1-7, 11, 12, 14-35;
01.12.1999 - ïî ïï.8, 9, 10, 13.
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