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Ïðåäëîæåíà ñõåìà ðàçðàáîòêè ñîñòàâà âñïîìîãàòåëüíûõ âåùåñòâ äëÿ æèäêèõ ëåêàðñò-

âåííûõ ôîðì íà îñíîâå ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (ÌÀÒ). Ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðåäëîæåí-

íîé ñõåìû ðàçðàáîòàí ñòàáèëüíûé ñîñòàâ àêòèâíîé ôàðìàöåâòè÷åñêîé ñóáñòàíöèè

(ÀÔÑ) è ãîòîâîé ëåêàðñòâåííîé ôîðìû (ÃËÔ) äëÿ ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ ÌÀÒ IgG1 ïðî-

òèâ ôàêòîðà íåêðîçà îïóõîëè (ÔÍÎ) � ñ êîíöåíòðàöèåé äåéñòâóþùåãî âåùåñòâà îò 50 äî

150 ìã/ìë.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà; ðàçðàáîòêà ñîñòàâà; ôèçèêî-õèìè÷åñêàÿ

ñòàáèëüíîñòü; äèíàìè÷åñêîå ñâåòîðàññåÿíèå; äèçàéí ýêñïåðèìåíòà.

Ñòàáèëüíîñòü ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå

ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë (ÌÀÒ) çàâèñèò îò ìíîæåñò-

âà ôàêòîðîâ, òàêèõ êàê èñõîäíàÿ ñòðóêòóðà áåëêîâîé

ìîëåêóëû, ñîñòàâ âñïîìîãàòåëüíûõ âåùåñòâ, ëåêàðñò-

âåííàÿ ôîðìà, òåõíîëîãèÿ ïîëó÷åíèÿ àêòèâíîé ôàðìà-

öåâòè÷åñêîé ñóáñòàíöèè (ÀÔÑ) è ãîòîâîé ëåêàðñòâåí-

íîé ôîðìû (ÃËÔ), ìàòåðèàë ïåðâè÷íîé óïàêîâêè è óñ-

ëîâèÿ õðàíåíèÿ. Ñòàáèëüíîñòü áåëêîâûõ ìîëåêóë

ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ïîêàçàòåëåì ïðè èõ ïîèñêå è ôàðìà-

öåâòè÷åñêîé ðàçðàáîòêå [1, 2].

Àíàëèç ðèñêîâ ïðîöåññà ðàçðàáîòêè áèîëîãè÷åñêî-

ãî ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà îòîáðàæåí íà ïðè÷èí-

íî-ñëåäñòâåííîé äèàãðàììå Èøèêàâû (ðèñ. 1).

Ïðèíÿòî âûäåëÿòü 3 òèïà ôèçèêî-õèìè÷åñêîé ñòà-

áèëüíîñòè áåëêîâ:

êîëëîèäíàÿ — ïîñòîÿíñòâî ôðàêöèîííîãî ñîñòàâà è

ðàñòâîðèìîñòü;

êîíôîðìàöèîííàÿ — ïîñòîÿíñòâî îðãàíèçàöèè ïî-

ëèïåïòèäíîé öåïè â ïðîñòðàíñòâå;

õèìè÷åñêàÿ — ïîñòîÿíñòâî õèìè÷åñêîé ñòðóêòóðû.

Â ñâîþ î÷åðåäü, ïîäõîäû ê èññëåäîâàíèþ ñòàáèëü-

íîñòè áåëêîâ ìîæíî êëàññèôèöèðîâàòü ïî òðóäîåìêî-

ñòè è ðàñõîäó îáðàçöà íà ïðîãíîçèðîâàíèå, îöåíêó è

ïîäòâåðæäåíèå ñòàáèëüíîñòè. Èçâåñòåí ðÿä ïóáëèêà-

öèé, îïèñûâàþùèé ïîäõîäû ê èññëåäîâàíèþ ñòàáèëü-

íîñòè áåëêîâ [3 – 6], à òàêæå ïðèìåíåíèå ýòèõ ïîäõî-

äîâ â ðàçðàáîòêå ñîñòàâîâ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ êîìïîçè-

öèé áèîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ [2]. Îïèñàííûå â

ëèòåðàòóðå ìåòîäû ñèñòåìàòèçèðîâàíû ïî òèïó ñòà-

áèëüíîñòè, à òàêæå îòíåñåíû ê ðàçëè÷íûì ýòàïàì ôàð-

ìàöåâòè÷åñêîé ðàçðàáîòêè (ðèñ. 2).

Ìåòîäû ïðîãíîçèðîâàíèÿ ñòàáèëüíîñòè îòëè÷àþò-

ñÿ íåïðîäîëæèòåëüíûì âðåìåíåì ïðîâåäåíèÿ, íèçêèì

ðàñõîäîì îáðàçöà è ïîäõîäÿò äëÿ áûñòðîãî ñêðèíèíãà

òåðàïåâòè÷åñêèõ ìîëåêóë èëè ñîñòàâîâ âñïîìîãàòåëü-

íûõ âåùåñòâ ñ öåëüþ èõ êà÷åñòâåííîãî ñðàâíåíèÿ. Ê

ïðîãíîçèðîâàíèþ êîëëîèäíîé ñòàáèëüíîñòè ìîæíî

îòíåñòè ìåòîä ÏÝÃ-àãðåãàöèè [7], îïðåäåëåíèå ïàðà-

ìåòðà äèôôóçèîííîãî âçàèìîäåéñòâèÿ (k
D
) èëè âòîðî-

ãî âèðèàëüíîãî êîýôôèöèåíòà (A
2
) [8] è òåìïåðàòóðû

àãðåãàöèè (T
ag

) [4, 6, 9], à òàêæå in silico ìîäåëèðîâà-

íèå ÷åòâåðòè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêà ñ ó÷åòîì ãèäðî-

ôîáíîñòè ïîâåðõíîñòíûõ ïîëèïåïòèäíûõ ó÷àñòêîâ —

spatial aggregation propensity (SAP) [10].

Îñíîâíûì ñïîñîáîì ïðîãíîçèðîâàíèÿ êîíôîðìà-

öèîííîé ñòàáèëüíîñòè áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëåíèå

èõ òî÷êè ïëàâëåíèÿ (T
m

). Àíàëèç äàííîãî ïîêàçàòåëÿ

îñíîâàí íà ïîñòåïåííîì íàãðåâàíèè îáðàçöà è äåòåê-

òèðîâàíèè ïðîöåññà äåíàòóðàöèè áåëêà ìåòîäàìè

ôëóîðèìåòðèè, äèôôåðåíöèàëüíîé ñêàíèðóþùåé êà-

ëîðèìåòðèè (ÄÑÊ), ìèêðîêàëîðèìåòðèè è äð. [3, 6, 8].

Ïðîãíîçèðîâàíèå õèìè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè àíòèòåë

âîçìîæíî ñ èñïîëüçîâàíèåì in silico èíñòðóìåíòîâ äëÿ

àíàëèçà ñàéòîâ ïîòåíöèàëüíûõ ïîñòòðàíñëÿöèîííûõ

ìîäèôèêàöèé (PTM) â ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå áåëêà, à

òàêæå ïîâåðõíîñòíûõ ñàéòîâ PTM â ñòðóêòóðàõ áîëåå

âûñîêîãî ïîðÿäêà [11, 12].

Ìåòîäû îöåíêè ñòàáèëüíîñòè îïèðàþòñÿ íà àíàëèç

ïîêàçàòåëåé êà÷åñòâà áåëêîâ äî è ïîñëå ñòðåññèðîâà-

íèÿ, íàïðèìåð, íàãðåâàíèÿ, çàìîðàæèâàíèÿ, øåéêèðî-

âàíèÿ, ÓÔ-îáëó÷åíèÿ, à òàêæå îáðàáîòêè îêèñëÿþùè-

ìè âåùåñòâàìè, òàêèìè êàê ïåðåêèñü âîäîðîäà [2].
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Îöåíèâàòü êîëëîèäíóþ ñòàáèëüíîñòü ìîæíî â òîì

÷èñëå ñ ïðèìåíåíèåì ïðÿìîãî êîíöåíòðèðîâàíèÿ è îï-

ðåäåëåíèÿ êðèòè÷åñêîé ðàñòâîðèìîñòè áåëêà â ðàñòâî-

ðå ñ êîíêðåòíûì ñîñòàâîì âñïîìîãàòåëüíûõ âåùåñòâ.

Ïîäòâåðæäåíèå ñòàáèëüíîñòè ÀÔÑ è ÃËÔ ïðîâîäÿò

ïðè óñêîðåííîì è åñòåñòâåííîì õðàíåíèè. Äëÿ ýòîãî

ïðîäóêò âûäåðæèâàþò ïðè çàäàííûõ òåìïåðàòóðå è

âëàæíîñòè, ïåðèîäè÷åñêè àíàëèçèðóÿ ïîêàçàòåëè êà-

÷åñòâà îáðàçöîâ ñîãëàñíî íîðìàòèâíîé äîêóìåíòàöèè

(ÍÄ). Ïîäòâåðæäåíèå ñòàáèëüíîñòè è óñòàíîâëåíèå

ñðîêà ãîäíîñòè ïðåïàðàòà ÿâëÿþòñÿ îáÿçàòåëüíûì ýòà-

ïîì ôàðìàöåâòè÷åñêîé ðàçðàáîòêè è ðåãëàìåíòèðóþò-

ñÿ ðÿäîì ðóêîâîäñòâ, òàêèõ êàê ICH è ÃÔ 14 [1,

13 – 15].

Âûáîð îïòèìàëüíûõ ñîñòàâîâ ôàðìàöåâòè÷åñêîé

êîìïîçèöèè è ëåêàðñòâåííîé ôîðìû ïîçâîëÿþò óëó÷-

øèòü òåõíîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà ðàñòâîðà, óâåëè÷èòü

ñðîê ãîäíîñòè ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà, à òàêæå ìèíè-

ìèçèðóþò íåãàòèâíîå âëèÿíèå ïðåäñòàâëåííûõ ôàêòî-

ðîâ ðèñêà (ðèñ. 1) [16, 17]. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ñèñòåìà-

òèçèðóåò ñóùåñòâóþùèå ìåòîäû ïðîãíîçèðîâàíèÿ è

îöåíêè ôèçèêî-õèìè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè áåëêîâ ñ öå-

ëüþ ñîçäàíèÿ êîìïëåêñíîãî ïîäõîäà ê èññëåäîâàíèþ

ñòàáèëüíîñòè è âûáîðó èõ ñîñòàâà õðàíåíèÿ. Â êà÷åñò-

âå ïðèìåðà ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ðåêîìåíäóåìî-

ãî ïîäõîäà ðàáîòà ñîäåðæèò ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàí-

íûå ðàçðàáîòêè ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè ÌÀÒ

IgG1 ïðîòèâ ôàêòîðà íåêðîçà îïóõîëè (ÔÍÎ) �.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàñòâî-

ðà ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà IgG1, ïðîèçâåäåííîãî

ÇÀÎ “Áèîêàä” (Ðîññèÿ). Ðàñòâîðû âñïîìîãàòåëüíûõ

âåùåñòâ ãîòîâèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì âîäû î÷èùåííîé

(Milli-Q, EMD Millipore, Ãåðìàíèÿ), íàòðèÿ àöåòàòà

òðèãèäðàòà, íàòðèÿ öèòðàòà äèãèäðàòà, L-ãèñòèäèíà,

L-ãèñòèäèíà ãèäðîõëîðèäà ìîíîãèäðàòà, íàòðèÿ äè-

ãèäðîôîñôàòà ìîíîãèäðàòà, íàòðèÿ ãèäðîôîñôàòà áåç-

âîäíîãî, íàòðèÿ õëîðèäà (NaCl), òðåãàëîçû äèãèäðàòà,

ñàõàðîçû, ìàííèòîëà, ñîðáèòîëà, ìàííîçû, ãëþêîçû

ìîíîãèäðàòà, ãëèöèíà, L-ïðîëèíà, ýòèëåíäèàìèíòåò-

ðàóêñóñíîé êèñëîòû äèíàòðèåâîé ñîëè äèãèäðàòà

(Na-ÝÄÒÀ), L-ìåòèîíèíà, ïîëèñîðáàòà 80, ïîëèýòè-

ëåíãëèêîëÿ (ÏÝÃ) 6000 (Panreac, Èñïàíèÿ), à òàêæå ïî-

ëîêñàìåðà 188 (EMD Millipore, Ãåðìàíèÿ), êàðáîêñè-

ïåïòèäàçû Â è Sypro Orange (Sigma-Aldrich, ÑØÀ).

Ïîëó÷åíèå IgG1. Èññëåäóåìîå àíòèòåëî ïîëó÷àëè

êóëüòèâèðîâàíèåì êëåòîê ïðîäóöåíòà ÿè÷íèêà êèòàé-

ñêîãî õîìÿ÷êà (CHO) ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ

ýòàïîâ âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè: ãëóáèííàÿ ôèëüòðàöèÿ,

èçâëå÷åíèå íà àôôèííîì ñîðáåíòå ñ ìîäèôèöèðîâàí-

íûì áåëêîì À â êà÷åñòâå ëèãàíäà, àíèîííàÿ è êàòèîí-
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Ðèñ. 1. Ïðè÷èííî-ñëåäñòâåííàÿ äèàãðàììà (äèàãðàììà Èøèêàâû) âëèÿíèÿ ôàêòîðîâ íà ñòàáèëüíîñòü ëåêàðñòâåííîãî ïðåïàðàòà íà

îñíîâå ÌÀÒ. PTM — Post-Translational Modification (ïîñòòðàíñëÿöèîííàÿ ìîäèôèêàöèÿ); ÏÀÂ – ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîå âåùåñòâî.



íàÿ õðîìàòîãðàôèÿ, à òàêæå èíàêòèâàöèÿ îáîëî÷å÷íûõ

âèðóñîâ ìåòîäàìè èíêóáàöèè â êèñëîì pH è íàíîðàç-

ìåðíîé ôèëüòðàöèè. Ïîñëå î÷èñòêè áåëîê êîíöåíòðè-

ðîâàëè è ïåðåâîäèëè â öåëåâîé ñîñòàâ ìåòîäîì òàí-

ãåíöèàëüíîé ôèëüòðàöèè. Ôèíàëüíîé ñòàäèåé ÿâëÿåò-

ñÿ ñòåðèëèçóþùàÿ ôèëüòðàöèÿ ïîëó÷åííîé ñóáñòàí-

öèè â îäíîðàçîâûé êîíòåéíåð [18]. Ãîìîãåííîñòü

öåëåâîãî àíòèòåëà ïîäòâåðæäàëè ìåòîäîì ýêñêëþçè-

îííîé (Ý) ÂÝÆÕ (99,2 %).

SAP-àíàëèç ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå, îïèñàí-

íîé â ðàáîòå [10].

Çàìåíó ñîñòàâà ðàñòâîðà IgG1 îñóùåñòâëÿëè ïðè

ïîìîùè óëüòðàôèëüòðàöèè ïîä äàâëåíèåì íà ÿ÷åéêàõ

Amicon Stirred Cell (EMD Millipore, Ãåðìàíèÿ).

Îïðåäåëåíèå òåìïåðàòóðû ïëàâëåíèÿ áåëêà. Ê

èñõîäíîìó îáðàçöó áåëêà â êîíöåíòðàöèè 0,5 ìã/ìë

äîáàâëÿëè ôëóîðåñöåíòíûé êðàñèòåëü Sypro Orange

(êîíå÷íîå ðàçâåäåíèå êðàñèòåëÿ â 1000 ðàç). Ïîêàçà-

òåëü òåìïåðàòóðû ïëàâëåíèÿ îïðåäåëÿëè íà àìïëèôè-

êàòîðå â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè CFX96 (Bio-Rad,

ÑØÀ). Íàãðåâ ïðîâîäèëè îò 30 äî 95 °C, êàíàë ROX.

Äëÿ îáðàáîòêè ðåçóëüòàòîâ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàì-

ìíîå îáåñïå÷åíèå CFX Manager (Bio-Rad, ÑØÀ).

ÏÝÃ-àãðåãàöèÿ. Â ÓÔ-ïðîçðà÷íûå 96-ëóíî÷íûå

ïëàíøåòû ïåðåíîñèëè ðàñ÷åòíîå êîëè÷åñòâî îáðàçöà,

ðàñòâîðà âñïîìîãàòåëüíûõ âåùåñòâ è ÏÝÃ 6000 òàê,

÷òîáû â êàæäîé ëóíêå êîíöåíòðàöèÿ áåëêà ñîñòàâëÿëà

1 ìã/ìë, à êîíöåíòðàöèÿ ÏÝÃ 6000 âàðüèðîâàëàñü îò 0

äî 18 %. Ïîñëå ïåðåìåøèâàíèÿ èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ

ïëîòíîñòü ðàñòâîðîâ ïðè äëèíå âîëíû 400 íì.

Îïðåäåëåíèå òåìïåðàòóðû àãðåãàöèè áåëêà ìå-

òîäîì DLS. Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè íà àâòîìàòèçè-

ðîâàííîì ïëàíøåòíîì àíàëèçàòîðå äèíàìè÷åñêîãî

ñâåòîðàññåÿíèÿ Zetasizer APS (Malvern, Âåëèêîáðèòà-

íèÿ). Â êà÷åñòâå àíàëèòè÷åñêîé ìîäåëè âûáèðàëè

Protein analysis. Îáðàçåö ïîñòåïåííî íàãðåâàëè îò 40

äî 85 °C ïðè ïîñòîÿííîì èçìåðåíèè èíòåíñèâíîñòè

ðàññåÿííîãî ñâåòà â ðåæèìå èçìåðåíèÿ Temperature

trend. Ñòðîèëè òåìïåðàòóðíûé òðåíä è îïðåäåëÿëè

òî÷êó àãðåãàöèè áåëêà ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñ-

ïå÷åíèÿ Zetasizer Software.

Îïðåäåëåíèå ïàðàìåòðà äèôôóçèîííîãî âçàèìî-

äåéñòâèÿ (k
D
) ìåòîäîì DLS. Èç èñõîäíîãî îáðàçöà

ïîñëåäîâàòåëüíûì ðàçâåäåíèåì ãîòîâèëè ðÿä ðàñòâî-

ðîâ ñ êîíöåíòðàöèåé îò 30 äî 0,47 ìã/ìë. Àíàëèç ïðî-

âîäèëè íà ïðèáîðå Zetasizer Nano ZSP. Ïîëó÷åííûå

äàííûå îáðàáàòûâàëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììíîãî

îáåñïå÷åíèÿ ïðèáîðà. Ñòðîèëè çàâèñèìîñòü êîýôôè-

öèåíòà äèôôóçèè îáðàçöà îò êîíöåíòðàöèè, ãäå k
D

—

ýòî óãëîâîé êîýôôèöèåíò ïðÿìîé.
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Ðèñ. 2. Ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ ñòàáèëüíîñòè áåëêîâ. MALS — ìíîãîóãëîâîå ñòàòè÷åñêîå ñâåòîðàññåÿíèå, DLS — äèíàìè÷åñêîå

ñâåòîðàññåÿíèå, Ý ÂÝÆÕ — ýêñêëþçèîííàÿ ÂÝÆÕ, AF4 — ôðàêöèîíèðîâàíèå â àñèììåòðè÷íûõ ïîòîêàõ, AUC — àíàëèòè÷åñêîå

óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèå, ÈÎ ÂÝÆÕ — èîíîîáìåííàÿ ÂÝÆÕ, ÎÔ ÂÝÆÕ — îáðàùåííî-ôàçîâàÿ ÂÝÆÕ, ÊÈÝÔ — êàïèëëÿðíîå

èçîýëåêòðîôîêóñèðîâàíèå.



Îöåíêà ñòàáèëüíîñòè IgG1 ìåòîäàìè òåðìî-

ñòðåññ, øåéê-òåñò è çàìîðàæèâàíèå-ðàçìîðàæèâà-

íèå. Èññëåäóåìûå îáðàçöû àëèêâîòèðîâàëè íà 4 ÷àñ-

òè. Îäíó ÷àñòü èíêóáèðîâàëè ïðè 50 °C, âòîðóþ — ïå-

ðåìåøèâàëè íà îðáèòàëüíîì øåéêåðå Multi Reax

(Heidolph, Ãåðìàíèÿ) ñî ñêîðîñòüþ 800 îá./ìèí è ïðè

òåìïåðàòóðå 2 – 8 °C, òðåòüþ — ïîìåùàëè â ìîðî-

çèëüíóþ êàìåðó è õðàíèëè ïðè òåìïåðàòóðå ìèíóñ

18 – 22 °C. Ïî èñòå÷åíèè óêàçàííîãî âðåìåíè îáðàçöû

âûäåðæèâàëè â ñòàòè÷íîì ñîñòîÿíèè ïðè êîìíàòíîé

òåìïåðàòóðå îêîëî 15 ìèí, ïåðåìåøèâàëè è ïåðåäàâà-

ëè íà àíàëèç âìåñòå ñ íåñòðåññèðîâàííûìè ðàñòâîðàìè.

Îïðåäåëåíèå ÷èñòîòû îáðàçöîâ ìåòîäîì Ý ÂÝÆÕ.

Àíàëèç ïðîâîäèëè íà æèäêîñòíîì õðîìàòîãðàôå

(Agilent 1100, ÑØÀ) ñ ÓÔ-äåòåêòîðîì. Ïîäâèæíàÿ

ôàçà — 85 ìÌ ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð c

17,5 ìã/ìë íàòðèÿ õëîðèäà (ðÍ 7,0). Ñêîðîñòü ïîòîêà

0,7 ìë/ìèí. Êîëîíêà Tosoh TSK-Gel G3000SW
XL

7,8 ìì ID � 30 ñì (Tosoh Bioscience LLC, ßïîíèÿ).

Îïðåäåëåíèå ïðîôèëÿ çàðÿæåííûõ ôîðì îáðàç-

öîâ. Àíàëèç ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå LabChip GX II

(Caliper Life Sciences, ÑØÀ). Ïðèãîòîâëåíèå ðàáî÷èõ

ðàñòâîðîâ è ïîäãîòîâêó ÷èïà âåëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìå-

òîäèêîé ïðîèçâîäèòåëÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðîâ HT

Protein Charge Variant Labeling Kit è Protein Charge

Variant Buffer Kit. Ìåòîä àíàëèçà Protein Charge Variant

68s. Àáñîëþòíîå èçìåíåíèå ïðîôèëÿ çàðÿæåííûõ

ôîðì ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå:

� = |% êèñëûõ ôðàêöèé äî ñòðåññà –

% êèñëûõ ôðàêöèé ïîñëå ñòðåññà| +

|% ùåëî÷íûõ ôðàêöèé äî ñòðåññà –

% ùåëî÷íûõ ôðàêöèé ïîñëå ñòðåññà| +

|% äîìèíèðóþùåé ôðàêöèè äî ñòðåññà –

% äîìèíèðóþùåé ôðàêöèè ïîñëå ñòðåññà|.

Îïðåäåëåíèå ÷èñòîòû îáðàçöîâ â ðåäóöèðóþùèõ

(ðåä.) è íåðåäóöèðóþùèõ (íåðåä.) óñëîâèÿõ. Àíàëèç

ïðîâîäèëè íà ïðèáîðå LabChip GX II (Caliper Life

Sciences, ÑØÀ). Ïðèãîòîâëåíèå ðàáî÷èõ ðàñòâîðîâ è

ïîäãîòîâêó ÷èïà ïðîâîäèëè ïî ìåòîäèêå ïðîèçâîäèòå-

ëÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà HT Protein Express

Reagent Kit. Ìåòîä àíàëèçà HT Protein Express 200.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Êîìïëåêñíûé ïîäõîä ê ðàçðàáîòêå ñîñòàâà ÀÔÑ è

ÃËÔ ñîñòîèò èç ïðîãíîçèðîâàíèÿ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé

ñòàáèëüíîñòè äåéñòâóþùåãî âåùåñòâà, âûáîðà è îïòè-

ìèçàöèè áóôåðíîãî ðàñòâîðà, âûáîðà îñìîòè÷åñêîãî

àãåíòà, âûáîðà è îïòèìèçàöèè êîíöåíòðàöèè ïðî÷èõ

ñòàáèëèçàòîðîâ, à òàêæå ïîäòâåðæäåíèÿ ñòàáèëüíîñòè

ïðè óñêîðåííîì è åñòåñòâåííîì õðàíåíèè ôèíàëüíîé

ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè.

Äîñòîâåðíîå ïðîãíîçèðîâàíèå ñòàáèëüíîñòè òåðà-

ïåâòè÷åñêîé ìîëåêóëû ÿâëÿåòñÿ çàëîãîì ýôôåêòèâíîé

ðàçðàáîòêè. Ïåðåä íà÷àëîì ïîèñêà ñîñòàâà ôàðìàöåâ-

òè÷åñêîé êîìïîçèöèè ðåêîìåíäóåòñÿ îöåíèòü çíà÷å-

íèå èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè (pI) ìîëåêóëû, íàëè÷èå è

ïðèðîäó ñàéòîâ PTM â ñòðóêòóðå áåëêà, à òàêæå ãèäðî-

ôîáíîñòü åãî ïîâåðõíîñòíûõ ïîëèïåïòèäíûõ ó÷àñò-

êîâ (SAP). Èññëåäóåìîå àíòèòåëî IgG1 èìååò pI 8,35.

Íà îñíîâàíèè àíàëèçà PTM â ïåðâè÷íîé ñòðóêòóðå

áåëêà îáíàðóæåíî 2 ñàéòà ãëèêîçèëèðîâàíèÿ, 20 ñàé-

òîâ äåçàìèäèðîâàíèÿ (èç íèõ 4 ïîâåðõíîñòíûõ), 14

ñàéòîâ èçîìåðèçàöèè è 10 ñàéòîâ îêèñëåíèÿ (èç íèõ 2

ïîâåðõíîñòíûõ). SAP-àíàëèç ñìîäåëèðîâàííîé ÷åò-

âåðòè÷íîé ñòðóêòóðû IgG1 ïîêàçàë, ÷òî ãèäðîôîáíûå

ó÷àñòêè àíòèòåëà íàõîäÿòñÿ òîëüêî âíóòðè ïåòåëü, ÷òî

äîëæíî îáåñïå÷èâàòü âûñîêóþ ðàñòâîðèìîñòü èññëå-

äóåìîãî îáúåêòà (ðèñ. 3).

Òåðìîñòðåññ áåëêîâ òðåáóåòñÿ ïðîâîäèòü ïðè òåì-

ïåðàòóðå êàê ìèíèìóì íà 10 °C íèæå èõ çíà÷åíèé T
m

è

T
ag

. Äëÿ èññëåäóåìîãî îáðàçöà â ðàñòâîðå ïîñëå âûäå-

ëåíèÿ è î÷èñòêè çíà÷åíèÿ T
m

è T
ag

ñîñòàâèëè

(62,5 � 3,2) °C è (68,6 � 3,9) °C ñîîòâåòñòâåííî.

Â êà÷åñòâå ïåðâîãî ýòàïà èññëåäîâàíèÿ ñòàáèëüíî-

ñòè ìîæíî âûäåëèòü âûáîð ïðèðîäû áóôåðíîãî ðàñ-

òâîðà. Äëÿ ýòîãî ðàññìîòðåíû 4 íàèáîëåå ðàñïðîñòðà-

í¸ííûõ áóôåðíûõ àãåíòà â êîíöåíòðàöèè 5 ìÌ: àöå-

òàòíûé ñ ðÍ 5,0 (Acet), ôîñôàòíûé ñ ðÍ 6,0 (PB),
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Ðèñ. 3. ×åòâåðòè÷íàÿ ñòðóêòóðà èññëåäóåìîãî IgG1 â âèäå ëåíòî÷íîé ìîäåëè (à) è SAP-ìîäåëè (á), 2 — ãèäðîôèëüíûå ó÷àñòêè,

1 — ãèäðîôîáíûå ó÷àñòêè.



ãèñòèäèíîâûé ñ ðÍ 6,0 (His) è öèòðàòíûé ñ ðÍ 5,0

(Cit). Äëÿ ïðîãíîçèðîâàíèÿ êîëëîèäíîé ñòàáèëüíîñòè

èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ áûëè èñïîëüçîâàíû ìåòîä

ÏÝÃ-àãðåãàöèè, îïðåäåëåíèå òî÷êè àãðåãàöèè è äèô-

ôóçèîííîãî ïàðàìåòðà âçàèìîäåéñòâèÿ (k
D
) áåëêà ìå-

òîäîì DLS (ðèñ. 4, a – c). Â êà÷åñòâå ìåòîäà îöåíêè

ñòàáèëüíîñòè IgG1 íà ïåðâîì ýòàïå èñïîëüçîâàëè òåð-

ìîñòðåññ ïðè 50 °C â òå÷åíèå 48 ÷ ñ ïîñëåäóþùèì

àíàëèçîì íà Ý ÂÝÆÕ (ðèñ. 4, d).

Ñðåäè èññëåäóåìûõ áóôåðíûõ àãåíòîâ íàèëó÷øèé

ñòàáèëèçèðóþùèé ýôôåêò îêàçûâàåò àöåòàòíûé áó-

ôåðíûé ðàñòâîð ñ ðÍ 5,0, òàê êàê èìåííî â íåì íàáëþ-

äàåòñÿ íàèìåíüøèé ïðèðîñò ïðèìåñåé ïîñëå

òåðìîñòðåññà, ñàìàÿ âûñîêàÿ òåìïåðàòóðà àãðåãàöèè

áåëêà, à òàêæå íàèáîëüøåå çíà÷åíèå ïàðàìåòðà k
D
. Â

õîäå àíàëèçà ìåòîäîì ÏÝÃ-àãðåãàöèè íå íàáëþäàåòñÿ

çíà÷èòåëüíîãî óâåëè÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â èñ-

ñëåäóåìîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ÏÝÃ, ÷òî ãîâîðèò

î âûñîêîé êîëëîèäíîé ñòàáèëüíîñòè èññëåäóåìîãî

IgG1.

Ïîñëå âûáîðà ïðèðîäû áóôåðíîãî ðàñòâîðà ìû îï-

òèìèçèðîâàëè åãî êîíöåíòðàöèþ è ðÍ. Äëÿ ýòîãî ñ ïî-
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a b

c d

Ðèñ. 4. a) Çàâèñèìîñòü îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè àíàëèçèðóåìûõ ðàñòâîðîâ ïðè 400 íì îò êîíöåíòðàöèè ÏÝÃ 6000; b ) çàâèñèìîñòü

êîýôôèöèåíòà äèôôóçèè îò êîíöåíòðàöèè IgG1; c) òåìïåðàòóðà àãðåãàöèè; d ) èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ ïðèìåñåé äî è ïîñëå òåðìî-

ñòðåññà ïðè 50 °C â òå÷åíèå 24 ÷.

Ðèñ. 5. Ïîâåðõíîñòè çàâèñèìîñòè ïðèðîñòà ïðèìåñåé è àáñîëþòíîãî èçìåíåíèÿ ïðîôèëÿ çàðÿæåííûõ ôîðì îò ðÍ è êîíöåíòðàöèè

àöåòàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà ïîñëå òåðìîñòðåññà 50 °C â òå÷åíèå 96 ÷. Îïòèìàëüíàÿ îáëàñòü ðÍ è êîíöåíòðàöèè àöåòàòíîãî áó-

ôåðíîãî ðàñòâîðà óêàçàíà ÷åðíûìè ñòðåëêàìè.



ìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ MODDE 11.0.2

(Unimetrics, Øâåöèÿ) áûë ñîñòàâëåí äèçàéí ýêñïåðè-

ìåíòà (DOE, ïîëíûé ôàêòîðíûé ýêñïåðèìåíò òèïà 2ê

ñ öåíòðàëüíîé òî÷êîé). Â êà÷åñòâå ôàêòîðîâ âûáðàíû

êîíöåíòðàöèè îò 5 äî 20 ìÌ è ðÍ îò 4,0 äî 6,0.

Ïðè ïðîâåäåíèè òåñòà ÏÝÃ-àãðåãàöèè ñ óâåëè÷åíè-

åì êîíöåíòðàöèè ÏÝÃ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü âñåõ èñ-

ñëåäóåìûõ ñîñòàâîâ çíà÷èìî íå èçìåíèëàñü. Äëÿ

îöåíêè ñòàáèëüíîñòè âûáðàíû ñëåäóþùèå òèïû

ñòðåññèðîâàíèÿ: òåðìîñòðåññ 50 °C â òå÷åíèå 96 ÷,

øåéêèðîâàíèå ïðè 800 îá./ìèí â òå÷åíèå 96 ÷ è çàìî-

ðàæèâàíèå. Àíàëèç ãîìîãåííîñòè îáðàçöîâ ïðîâîäèëè

ìåòîäàìè Ý ÂÝÆÕ, ýëåêòðîôîðåçà â ðåä. è íåðåä. óñ-

ëîâèÿõ, à òàêæå îïðåäåëÿëè àáñîëþòíîå èçìåíåíèå

ïðîôèëÿ çàðÿæåííûõ ôîðì îáðàçöîâ. Ïîâåðõíîñòè îò-

êëèêà îò ðÍ è êîíöåíòðàöèè áóôåðíîãî ðàñòâîðà ïðåä-

ñòàâëåíû íà ðèñ. 5. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ

äëÿ äàëüíåéøåé ðàáîòû âûáðàí 5 ìÌ àöåòàòíûé áó-

ôåðíûé ðàñòâîð ñ ðÍ (4,8 � 0,2).

Âòîðûì ýòàïîì ðàçðàáîòêè ñîñòàâà ìîæíî âûäå-

ëèòü âûáîð îñìîòè÷åñêîãî àãåíòà, íåîáõîäèìîãî äëÿ

îáåñïå÷åíèÿ ôèçèîëîãè÷íîñòè ëåêàðñòâåííîãî ïðåïà-

ðàòà äëÿ ïàðåíòåðàëüíîãî ââåäåíèÿ. Â íàñòîÿùèé

ñêðèíèíã âêëþ÷åíû ñëåäóþùèå îñìîëèòèêè: òðåãàëî-

çû äèãèäðàò, ñàõàðîçà, ìàííèòîë, ìàííîçà, ñîðáèòîë,

íàòðèÿ õëîðèä è ãëþêîçà â êîíöåíòðàöèÿõ, îáåñïå÷è-

âàþùèõ ôèçèîëîãè÷åñêóþ îñìîëÿëüíîñòü.

Ïðè ïðîâåäåíèè òåñòà ÏÝÃ-àãðåãàöèè âî âñåõ ñî-

ñòàâàõ, êðîìå õëîðèäà íàòðèÿ, íå íàáëþäàëîñü çíà÷è-

òåëüíîãî óâåëè÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðîâ

áåëêà â ïðèñóòñòâèè ÏÝÃ 18 %. Â ïðîáå ñ õëîðèäîì

íàòðèÿ àãðåãàöèÿ íà÷èíàëàñü ïðè êîíöåíòðàöèè ÏÝÃ

10 %. Ñòàáèëüíîñòü îáðàçöîâ îöåíèâàëè ïî èçìåíå-

íèþ ÷èñòîòû è ïðîôèëÿ çàðÿæåííûõ ôîðì ïîñëå òåð-

ìîñòðåññà 50 °C â òå÷åíèå 96 ÷, øåéêèðîâàíèÿ ïðè

800 îá./ìèí â òå÷åíèå 96 ÷, à òàêæå îäíîêðàòíîãî çà-

ìîðàæèâàíèÿ. Ðåçóëüòàòû àíàëèçà îòîáðàæåíû íà

ðèñ. 6.
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à á

Ðèñ. 6. Èçìåíåíèå ÷èñòîòû, ïðîôèëÿ çàðÿæåííûõ ôîðì (à) ïîñëå òåðìîñòðåññà ïðè 50 °C â òå÷åíèå 96 ÷ è òåìïåðàòóðû àãðåãàöèè

îáðàçöîâ (á).

à á

Ðèñ. 7. Çàâèñèìîñòü ÷èñòîòû, îïðåäåëåííîé ìåòîäîì Ý ÂÝÆÕ (à ), è ñîäåðæàíèÿ îñíîâíîé ôðàêöèè çàðÿæåííûõ ôîðì (á ) èññëå-

äóåìîãî IgG1 â êîíöåíòðàöèÿõ 50, 100 è 150 ìã/ìë â ðàçðàáîòàííîì ñîñòàâå âñïîìîãàòåëüíûõ âåùåñòâ îò âðåìåíè õðàíåíèÿ ïðè

25 °C.



Ïî èòîãàì èññëåäîâàíèÿ â êà÷åñòâå îñìîòè÷åñêîãî

àãåíòà âûáðàí òðåãàëîçû äèãèäðàò â êîíöåíòðàöèè

(80 ìã/ìë), îáåñïå÷èâàþùåé ôèçèîëîãè÷íóþ îñìî-

ëÿëüíîñòü, òàê êàê â ñîñòàâå ñ íèì íàáëþäàëèñü íàè-

ìåíüøèå ïðèðîñò ïðèìåñåé è èçìåíåíèå êèñëîò-

íî-ùåëî÷íîãî ïðîôèëÿ, à òàêæå íàèáîëüøàÿ òåìïåðà-

òóðà àãðåãàöèè.

Òðåòüèì ýòàïîì ðàçðàáîòêè ñîñòàâà ÿâëÿåòñÿ âûáîð

ñòàáèëèçàòîðîâ è ÏÀÂ. Â êà÷åñòâå ñòàáèëèçàòîðîâ â

ñêðèíèíã âêëþ÷åíû ãëèöèí, L-ìåòèîíèí, L-ïðîëèí è

Na-ÝÄÒÀ. Â êà÷åñòâå ÏÀÂ èñïîëüçîâàíû ïîëèñîðáàò

80 è ïîëîêñàìåð 188 â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ. Ðàñ-

òâîðû ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà ãîòîâèëè â ñîñòàâàõ

ñ 5 ìÌ àöåòàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì, òðåãàëîçû

äèãèäðàòîì, ñòàáèëèçàòîðîì èëè èõ ñî÷åòàíèåì.

Ñêðèíèíã ïðîâîäèëè àíàëîãè÷íî âòîðîìó ýòàïó (âû-

áîð îñìîòè÷åñêîãî àãåíòà) ñ ïðèìåíåíèåì ïîäõîäà

DOE. Â èòîãå, ïðîàíàëèçèðîâàâ ïîëó÷åííûå äàííûå,

äëÿ èññëåäóåìîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà IgG1 â

êîíöåíòðàöèÿõ 50 – 150 ìã/ìë âûáðàëè îïòèìàëüíûé

ñîñòàâ, à èìåííî — 5 ìÌ àöåòàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð

ñ ðÍ 4,8; òðåãàëîçû äèãèäðàò â êîíöåíòðàöèè 80 ìã/ìë;

1,5 ìã/ìë ìåòèîíèíà è 1 ìã/ìë ïîëèñîðáàòà 80.

Âûñîêàÿ ñòàáèëüíîñòü áåëêà â âûáðàííîì ñîñòàâå

âñïîìîãàòåëüíûõ âåùåñòâ áûëà ïîäòâåðæäåíà ðåçóëü-

òàòàìè óñêîðåííîãî õðàíåíèÿ îáðàçöà ïðè òåìïåðàòó-

ðå 25 °C â òå÷åíèå 6 ìåñ. Ãðàôèêè çàâèñèìîñòè ÷èñòî-

òû ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà, îïðåäåëåííîé ìåòîäîì

Ý ÂÝÆÕ, è ñîäåðæàíèÿ îñíîâíîé ôðàêöèè çàðÿæåí-

íûõ ôîðì îò âðåìåíè õðàíåíèÿ ïðåäñòàâëåíû íà

ðèñ. 7. Èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ ìîíîìåðà íà Ý ÂÝÆÕ è

äîìèíèðóþùåé ôðàêöèè ïðîôèëÿ çàðÿæåííûõ ôîðì,

íå ïðåâûøàþùåå íîðìó ÍÄ ïðè õðàíåíèè, óêàçûâàåò

íà òî, ÷òî ïðåäëîæåííûé ñîñòàâ îáåñïå÷èâàåò ïðèåì-

ëåìóþ ñòàáèëüíîñòü IgG1.

Òàêèì îáðàçîì, íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ñèñòåìàòèçèðóåò

ñóùåñòâóþùèå ïîäõîäû ê ïðîãíîçèðîâàíèþ, îöåíêå è

ïîäòâåðæäåíèþ ôèçèêî-õèìè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè

áåëêîâ, à òàêæå äåìîíñòðèðóåò ïðèìåíåíèå ÷àñòè îñ-

âåùåííûõ ìåòîäîâ äëÿ ðàçðàáîòêè ôàðìàöåâòè÷åñêîé

êîìïîçèöèè ëåêàðñòâåííîãî ïðåïàðàòà íà îñíîâå ÌÀÒ.

Íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ óñêîðåííîãî õðàíåíèÿ ðàç-

ðàáîòàííîãî ñîñòàâà ïðè 25 °C ìîæíî ñ÷èòàòü ïðåäëî-

æåííûé ïîäõîä ýôôåêòèâíûì è ïåðñïåêòèâíûì äëÿ

øèðîêîãî ïðèìåíåíèÿ â îáëàñòè áèîòåõíîëîãèè.
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A scheme for the development of composition of auxiliary components for liquid dosage forms based on monoclonal antibodies is proposed. Using the pro-

posed scheme, stable formulations of an active pharmaceutical substance (APS) and a finished pharmaceutical product (FPP) for subcutaneous administrati-

on of monoclonal IgG1 antibodies to tumor necrosis factor are formulated with an active ingredient concentration from 50 to 150 mg/mL.

Keywords: monoclonal antibodies; composition development; physicochemical stability; dynamic light scattering; design of experiment.

40 Õèìèêî-ôàðìàöåâòè÷åñêèé æóðíàë. Òîì 53, ¹ 8, 2019


