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лекарстВенная форма фактора некроза опухоли альфа  
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Получен композиционный препарат фактора некроза опухолей альфа с реополиглюкином и 
полиэтиленгликолем (ФНО-α+ПГ+ПЭГ). Удельная активность образца составляла 4,13 × 107 МЕ/ мг. 
Цитолитическая активность препарата ФНО-α+ПГ+ПЭГ и рчФНО-α не изменялась в течение 4 
месяцев при температуре хранения 6 °С. 
Композиционный препарат в отличие от ФНО-α при накожном применении у мышей обеспечивал 
умеренно выраженное и длительное повышение ФНО-альфа в крови. В экспериментах на лабораторных 
животных не обнаружено токсического, аллергенного и местно-раздражающего действия препарата 
ФНО-α+ПГ+ПЭГ.
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Composite preparation of tumor necrosis factor alpha and rheopolyglukin and polyethylene glycol  
(TNF-α+PG+PEG) was obtained. The specific activity of the samples was 4,13 × 107 IU/mg. The cytolytic 
activity of drugs TNF-α+PG+PEG and rhTNF-α did not change after 4 months when stored at 6 °C. Prepara-
tion TNF-α+PG+PEG provided a moderately prolonged elevation of TNF-alpha in blood of laboratory mice in 
contrast to TNF-α when they applied to the skin. The composite preparation did not have toxic, allergic and 
locally irritating action in experiments on laboratory animals. 
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По прогнозам Всемирной организации здра-
воохранения (ВОЗ), в период с 1999 по 2020 г. рас-
пространенность онкологических заболеваний в 
мире возрастет в 2 раза (с 10 до 20 млн. новых слу-
чаев заболеваний и с 6 до 12 млн. регистрируемых 
смертей). Россия входит в первую десятку стран по 
заболеваемости. Среди онкологических болезней 
быстрыми темпами распространяется рак кожи. 
В 2009 г. в РФ диагноз «рак кожи» был впервые 
установлен у 68132 человек. Поэтому поиск эффек-
тивных способов лечения этих онкологических за-
болеваний остается актуальной задачей медицины. 
Особое значение необходимо уделять поиску ле-
карственных форм противоопухолевых препаратов 
для накожного применения (мази, гели). 

В ФБУН ГНЦ ВБ Вектор» разработан противо-
опухолевый препарат на основе фактора некроза 
опухолей человека альфа (Альнорин) для инъек-
ционного применения. Показано, что включение 
Альнорина в схему лечения диссеминированной 
меланомы кожи повышает эффективность ци-
тостатической терапии, оказывает иммуности-
мулирующее действие. Наряду с этим, препарат 
снижает резистентность меланомы к цитостатикам 
[2, 6]. Эти данные могут служить основанием для 
создания препаратов на основе ФНО-α для мест-
ного применения. В качестве компонентов новой 
лекарственной формы ФНО-α для местного приме-
нения могут быть использованы водорастворимые 

неионогенные полимеры [3]. К ним относятся по-
лиглюкин и полиэтиленгликоль, которые обладают 
хорошей растворяющей способностью, являются 
стабилизаторами для различных биологически 
активных веществ, обладают способностью к био-
деструкции и практически безвредны.

Целью данной работы являлось получение 
и характеристика композиционного препарата 
ФНО-α с реополиглюкином и полиэтиленгликолем 
(ФНО-α+ПГ+ПЭГ).

методы

Получение и анализ ФНО-α+ПГ+ПЭГ
Рекомбинантный человеческий ФНО-α 

(рчФНО-α) получали в соответствии с патентами 
РФ [см. 3, 4]. Для приготовления композиционного 
препарата к раствору рчФНО-α в калий-фосфат-
ном буфере (pH 6,5-7,2) добавляли 10%-ный рас-
твор реополиглюкина, доводили объем раствора 
апирогенной водой. Стабилизированный раствор 
подвергали стерилизующей фильтрации, после 
чего добавляли стерильный ПЭГ (м.м. 400) до кон-
центрации 20 %.

Содержание белка в композиционном пре-
парате ФНО-α+ПГ+ПЭГ определяли методом 
Лоури [8], наличие нативного ФНО-α в препарате 
оценивали электрофорезом в 12% ПААГ в дена-
турирующих условиях, как описано в [7]. Цито-
литическую активность препаратов оценивали в 
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тесте на культуре мышиных фибробластов L929 в 
присутствии актиномицина D. 

Стабильность ФНО-α в составе композиции 
при хранении в различных температурных режи-
мах (6 °С, 20 °С, 37 °С) в течение суток и при 6 °С 
в течение 4 месяцев. Сохранность структуры и 
активности препаратов оценивали методами, ис-
пользованными для характеризации композици-
онного препарата. 

Исследование фармакокинетики препаратов 
ФНО альфа проводили на 45 половозрелых белых 
беспородных мышах ICR, самцах, массой 19–21 г, 
полученных из питомника ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор». 
Животные были разбиты на 3 экспериментальные 
группы по 15 голов в каждой.

Препараты ФНО-α и ФНО-α+ПГ+ПЭГ на-
носили на выстриженный участок кожи одно-
кратно в дозе 5 × 105 МЕ на мышь массой 20 г (доза, 
соответствующая максимально переносимой для 
внутрибрюшинного введения). Через 15 мин, 3 и 
24 часа после нанесения препаратов оценивали 
уровень ФНО-α в образцах сыворотки крови им-
муноферментным методом с использованием на-
бора реагентов «альфа-ФНО – ИФА-БЕСТ», ЗАО 
«Вектор-БЕСТ» (г. Новосибирск). 

Исследование токсических, аллергенных 
свойств и местно-раздражающего действия прово-
дили в соответствии с методами, описанными в [5]. 

«Острую» токсичность композиционного пре-
парата в сравнении с рчФНО-α изучали на 70 бес-
породных мышах (самцах) с массой тела 20–22 г 
при двух способах введения: внутрибрюшинном 
и накожном. При оценке местно-раздражающего 
действия композиционного препарата забирали об-
разцы кожи и регионарных лимфатических узлов 
мышей в области накожного нанесения препарата. 
Изучение аллергизирующих свойств выполняли 
на 16 морских свинках обоего пола с массой тела 
200–270 г и 32 белых беспородных мышах ICR, 
самцах, с массой тела 25–28 г.

Все экспериментальные животные были полу-
чены из питомника ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор». Экс-
перименты проводили с соблюдением принципов 
гуманности в соответствии с «Правилами проведе-
ния работ с использованием экспериментальных 
животных» (Приложение к приказу Министерства 
здравоохранения СССР от 12.08.1977 г. N 755).

Статистическую обработку данных проводи-
ли с помощью пакета статистических программ 
«Statgraphics, Vers. 5.0» (Statistical Graphics Corp., 
USA). Достоверность обнаруженных межгруп-
повых различий оценивали с использованием 
t-критерия Стьюдента. 

результаты

Изучение физико-химических свойств компо-
зиции ФНО-α+ПГ+ПЭГ методами электрофореза 
и спектрометрии показало наличие в образцах 
белка с молекулярной массой 16,7 кДа, соответ-
ствующей молекулярной массе ФНО-α. Удельная 
активность ФНО-α в композиционном препарате 
составляла 4,13 × 107 МЕ/мг. 

Оценка специфической активности образцов 
композиционного и монопрепарата ФНО-α при ин-
кубации образцов при 6 °С, 20 °С и 37 °С в течение 
суток показала, что только при температуре 6 °С 
она сохранялась. При более высоких температу-
рах (20 °С и 37 °С) наблюдалось резкое снижение 
активности ФНО-α как в составе композиций 
ФНО-α+ПГ+ПЭГ, так и препарата индивиду-
ального рчФНО-α. В дальнейшем было показано 
сохранение специфической активности ФНО-α в 
комбинации с полимерами в течение 4 месяцев при 
хранении при 6 °С.

При определении уровня ФНО-α в сыворотке 
крови мышей после нанесения препаратов на кожу 
продемонстрирована зависимость этого показателя 
от лекарственной формы ФНО альфа. Значения 
ФНО-α, обнаруженного в крови мышей после на-
кожного нанесения раствора препарата рчФНО-α, 
составляли всего лишь 2,3–2,5 % от дозы, кото-
рую использовали для аппликации, что может 
свидетельствовать о низкой способности белка к 
проникновению через неповрежденную кожу. В 
противоположность этому содержание ФНО-α в 
крови мышей, которым на кожу наносили ФНО-α в 
композиции с ПГ и ПЭГ, через 15 мин после аппли-
кации составляло 27 % от нанесенной дозы, через 5 
часов – 19 % и лишь через сутки после воздействия 
снижалось до контрольного уровня (0,8 пкг/мл). 
Ранее было показано, что после внутривенного 
введения препарат рчФНО-α элиминировался из 
кровеносного русла мышей через 4 часа [1].

Следовательно, введение рчФНО-α в состав 
композиционной формы приводило к повышению 
его способности преодолевать кожный барьер и 
проникать в кровь животных. Умеренно повышен-
ный уровень ФНО-α (118–163 пкг/мл) сохранялся 
в крови в течение 5 часов наблюдения. 

Проведенное токсикологическое исследование 
показало, что однократное внутрибрюшинное 
введение препарата ФНО-α в составе лекарствен-
ной формы с полимерами ПГ и ПЭГ и препарата 
сравнения в широком диапазоне доз не приводило 
к гибели лабораторных животных. Однократная 
аппликация композиционного препарата не оказы-
вала влияния на интегральные физиологические, 
гематологические, биохимические показатели 
крови и морфологию внутренних органов мышей. 
Эти данные свидетельствуют о том, что новая 
лекарственная форма ФНО-α при однократном 
применении в указанной дозе не проявляет ток-
сических свойств.

Препарат ФНО-α+ПГ+ПЭГ не оказывал кож-
но-сенсибилизирующего воздействия в опытах 
на морских свинках и не индуцировал развития 
реакции гиперчувствительности замедленного 
типа у мышей, что свидетельствует об отсутствии 
у препарата аллергизирующих свойств.

Светооптическое исследование гистологическо-
го материала (кожа в месте нанесения и регионар-
ный лимфоузел), полученного через 1 сутки после 
однократного нанесения на кожу мышам препарата 
ФНО-α+ПГ+ПЭГ, также как препарата сравне-
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ния, патологических изменений в исследованных 
органах экспериментальных животных не выявило. 

Таким образом, композиционный препарат 
ФНО-α+ПГ+ПЭГ не обладает местно-раздража-
ющим действием.

заключение

1. Установлено, что цитолитическая актив-
ность ФНО-α в композиционном препарате сохра-
нялась в течение 4 месяцев при температуре 6 °С.

2. Композиционный препарат в отличие от 
ФНО-α при накожном применении обеспечивал 
умеренно выраженное и длительное повышение 
ФНО-α в крови лабораторных животных.

3. Не выявлено токсических, аллергенных и 
местно-раздражающих эффектов композицион-
ного препарата ФНО-α+ПГ+ПЭГ у лабораторных 
животных.
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