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ВСТУП 

 

Шановний читачу! Представлений Вам навчальний посібник є продов-

женням матеріалів з фармацевтичної біотехнології та має розглядатися разом із 

випущеними раніше виданнями кафедри біотехнології, біофізики та аналітичної 

хімії НТУ «ХПІ». 

За минулі роки біотехнологічні дослідження досягли високого рівня, 

з’явилися нові напрямки, що дозволили створити сотні продуктів на основі фар-

мацевтичної біотехнології, які розширили спектр лікарських, профілактичних 

та діагностичних препаратів. У даному посібнику нами наведені останні досяг-

нення в галузі біотехнологічних продуктів: вакцин (препарати проти COVID-19 

та вірусу сказу), продуктів для регенеративної медицини, рекомбінантних фак-

торів згортання крові та рекомбінантних пробіотичних препаратів, нанобіотех-

нологічних лікарських засобів та ін. 

Вакцинація сьогодні є найефективнішим методом профілактики низки 

інфекційних захворювань. Розглянуто біотехнологічну розробку вакцин на 

прикладі препаратів проти COVID-19 та вірусу сказу. Особливу увагу в книзі 

приділено вакцинам проти вірусу SARS-CoV-2, що викликає COVID-19. Акти-

вна боротьба з пандемією 2020–2021 рр. показала, що успіху можна досягти 

лише за спільного співробітництва багатьох держав завдяки координації робіт 

між промисловістю, науковими дослідженнями та значними фінансовими інве-

стиціями. Вакцини проти COVID-19 – перші у світі препарати на основі інфор-

маційної РНК та вірусних векторів, які використані для вакцинації сотень міль-

йонів людей. 

Вакцина проти сказу є незамінним препаратом для профілактики сказу. 

При розробці цих вакцин біотехнологія пропонує низку напрямків: живі ате-

нуйовані препарати, пептидні вакцини, рослинні продукти для профілактики 

сказу, ліпосомальні вакцини, продукти на основі РНК або вірусних векторів, 

використання методу зворотної генетики та ін. 

Розвиток нанобіотехнології призвів до розробки прогресивних лікарських 

препаратів на основі ліпосомальних «drug delivery system» (систем направленої 
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доставки ліків) та сучасного обладнання для їх виробництва. Сьогодні статус 

ліпосом як універсальних «drug delivery system» сформований як результат клі-

нічного використання у світі близько 50-ти інноваційних препаратів з доведе-

ною клінічною ефективністю, які містять різні активні фармацевтичні інгре-

дієнти у мембрані або всередині ліпосом, для лікування онкологічних, інфек-

ційних, запальних та інших тяжких захворювань. Активно розробляються ліпо-

сомальні форми, що мають мембранопротекторну та антиоксидантну дію. 

Сьогодні в наше життя увійшли препарати пробіотичних штамів мікроор-

ганізмів, функції яких в організмі людини неможливо недооцінити. На основі 

природних штамів створено десятки рекомбінантних пробіотиків, використання 

яких у медицині розширює можливості для лікування людини. 

Широкий розвиток отримала регенеративна медицина, за допомогою якої 

можна провести відновлення пошкодженої або ураженої хворобою тканини за 

допомогою ендогенних стовбурових клітин або трансгенних клітин. Регенера-

тивна медицина прагне розвивати науку та технології, які мають допомогти від-

новити або замінити пошкоджені (хворі клітини та тканини людини) для відно-

влення їх нормальної функції. Це може включати трансплантацію стовбурових 

клітин, клітин-попередників, стимулювання власних процесів відновлення або 

використання клітин як способу доставки терапевтичних агентів, наприклад, 

генів або цитокінів. 

Фармацевтична біотехнологія має великі перспективи на світовому фар-

мацевтичному ринку через постійне зростання потреб охорони здоров’я. Серед 

біотехнологічних препаратів є продукти для спрямованого на патологічні мі-

шені, переважно, парентеральні. Серед них – білки та нуклеїнові кислоти: вак-

цини, гормони, моноклональні антитіла, цитокіни, фактори згортання крові, 

ДНК, РНК та ін. 

Інтенсивний розвиток біотехнології, біохімії, імунології визначив прогрес 

у розвитку світової фармації та створення високоефективних вакцин: як тради-

ційних, так і вакцин нового покоління; рекомбінантних пробіотиків та факторів 

згортання крові, продуктів на основі стовбурових клітин різної спрямованості. 

Широкий спектр біотехнологічних препаратів, що застосовується сьогод-

ні у світовій практиці, вимагає подальшого дослідження і є предметом обгово-

рення даного посібника. Технології, наведені у цій публікації, є принципово 

можливими схемами отримання біотехнологічних препаратів і не є технологією 

конкретного виробника. Спроба їх відтворення не може закінчитися успішно, 
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оскільки наведено лише загальні характеристики процесів, що дозволяють 

представити й оцінити сучасний стан проблеми. 

Дана публікація є продовженням серії навчальних посібників НТУ «ХПІ» 

за спеціальністю «Біотехнології та біоінженерія», напрям «Фармацевтична біо-

технологія»: 

 «Фармацевтична біотехнологія: Технологія виробництва імунобіологі-

чних препаратів» (2009 р.); 

 «Фармацевтична біотехнологія: Біонанотехнологія у фармації та ме-

дицині» (2011 р.); 

 «Фармацевтична біотехнологія: Виробництво біологічно активних ре-

човин, Частина І» (2012 р.);  

 «Фармацевтична біотехнологія: Виробництво біологічно активних ре-

човин, Частина ІI» (2013 р.); 

 «Фармацевтична біотехнологія: Основи лабораторних досліджень. 

Практикум» (2017 р.); 

 «Фармацевтична біотехнологія: Аспекти фармацевтичної хімії» 

(2018 р.); 

 «Фармацевтична біотехнологія: Біотехнології виробництва готових лі-

карських форм» (2020 р.). 

Можна сподіватися, що представлений на суд читачів матеріал сприятиме 

розвитку знань бакалаврів, магістрів та аспірантів про розробку, виробництво, 

контроль та застосування біологічно активних речовин, отриманих біотехноло-

гічними методами. 
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ПЕРЕЛІК ВИКОРИСТАНИХ СКОРОЧЕНЬ 

 

АКДП – адсорбована кашлюково-дифтерійно-правцева вакцина 

АСЛ – альбумін сироватковий людини  

АПФ-2 – ангіотензин перетворюючий фермент 2-го типу  

АФІ – активний фармацевтичний інгредієнт 

ВЕРХ – високоефективна рідинна хроматографія 

ВООЗ – Всесвітня організація охорони здоров’я 

ДК – дієнові кон’юганти 

ДМСО – диметилсульфоксид  

ДФУ – Державна Фармакопея України 

ІХС – ішемічна хвороба серця 

МДА – малоновий диальдегід 

мРНК – матрична рибонуклеїнова кислота  

міРНК – мікро РНК  

МО – Міжнародна одиниця 

ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція 

СОД – супероксиддисмутаза  

СФМ – спектрофотометрія  

ТШХ – тонкошарова хроматографія 

ШКТ – шлунково-кишковий тракт 

ASCs – стовбурові клітини з жирової тканини (англ. – adipose-derived stem 

cells). 

antiRab-Vac – антирабічна вакцина 

BCF – фактор згортання крові (англ. – blood coagulation factor) 

BMSCs – стовбурові клітини кісткового мозку (англ. – bone marrow-derived 

stem cells) 

СНО – культура клітин нирок китайського хом’ячка (англ. – Chinese ham-

ster ovary cell) 

Chol – холестерин  (англ. – cholesterol) 

COVID-19 – коронавірусна хвороба 2019 (англ. – COrona VIrus Disease 2019) 
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CVS-11 – штам вірусу сказу Challenge Virus Standard  

DMPC – диміристоїлфосфатидилхолін (англ. – dimirystoylphosphocholine)  

DMPG – диміристоїлфосфатидилгліцерин (англ. – dimyristoylphospoglyce-

rol)  

DOPC – диолеоїлфосфатидилхолін (англ. – dioleoylphosphocholine) 

DOPE – диолеоїлфосфатидилетаноламін (англ. – dioleoylphoshoethanolami-

ne) 

DOTAP – 1,2-диолеїлокси-3-[триметиламоній]-пропан (англ. – 1,2-dioleoyl-3-

trimethylammonium-propane) 

DPPC – дипальмітоїлфосфатидилхолін (англ. – dipalmitoylphosphatidylcho-

line) 

DPPG – дипальмітоїлфосфатидилгліцерин (англ. –  dipalmitoylphosphatidyl-

glycerol) 

DPG – дифосфатидилгліцерин (англ. – diphosphatidylglycerol) 

DSPC – дистеароїлфосфотидилхолін (англ. – distearoylphosphatidylcholine) 

EPC – яєчний фосфатидилхолін (англ. – egg phophatidylcholine) 

fixe-RV – фіксований штам вірусу сказу 

FDA – Food and Drug Administration 

Flury-LEP – штам вірусу сказу Flury з низьким рівнем пасажів (англ. – low egg 

passage) 

Flury-НЕР – штам вірусу сказу Flury з великим рівнем пасажів (англ. – high egg 

passage) 

HBsAg – поверхневий антиген вірусу гепатиту В (англ.  – Hepatitis B surface 

antigen) 

HDC – культура диплоїдних клітин людини (англ. – human diploid cells) 

НЕК – культура клітин ембріональних нирок людини (англ. human em-

bryonic kidney) 

HSPC – гідрогенізований соєвий фосфатидилхолін (англ. – hydrogenated 

soybean phophatidylcholine) 

Gang – гангліозид (англ. – ganglioside) 

IL – інтерлейкін (англ. – interleukin) 

LAV – жива атенуйована вакцина (англ. – live attenuated vaccine)  

LS – ліпосома (англ. – liposome), ліпосомальний  

MAF – фактор активації макрофагів (англ. – macrofage activating factor) 

MERS – близькосхідний респіраторний синдром (англ. – middle east 

respiratory syndrome) 
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MDP – мурамілдипептид (англ. – muramildipeptyde) 

MUC-1 – Муцин-1 (англ. – Mucin-1). 

ORF – відкрита рамка зчитування (англ. – open reading frame) 

PA – фосфатидна кислота (англ. – phosphatidic acid) 

PC – фосфатидилхолін (англ. – phophatidylcholine) 

PE – фосфатидилетаноламін (англ. – phosphatidylethanolamine)  

PEG – поліетиленгліколь (англ. – polyethylene glycol) 

PG – фосфатидилгліцерин (англ. – phosphatidylglycerol) 

PI – фосфатидилінозит (англ. – phosphatidylinositol) 

PM – штам вірусу сказу Pitman Moore 

rBCF-VIII – рекомбінантний фактор згортання крові VIII 

RV – вірус сказу (лат. – Rabdovirus) 

SARS – важкий гострий респіраторний синдром (англ. – severe acute respir-

atory syndrome) 

SC – стовбурові клітини (англ. – stem cells) 

SFPC – фосфатидилхолін соняшника (англ. – sunflower phophatidylcholine) 

TF – тканинний фактор (англ. – tissue factor) 

Th – Т-хелпер (англ. – Т-helper) 

UPLC – ультраефективна рідинна хроматографія (англ. – ultra-performance 

liquid chromatography) 

Vac – вакцина (англ. – vaccine) 

Vero – клітини епітелію нирок зеленої африканської мавпи 

VSV – вірус везикулярного стоматиту  

αGalCer – α-галактозилцерамід (англ. – α-galactosylceramide) 
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ГЛАВА 1. БІОТЕХНОЛОГІЯ ВАКЦИН 

 

Жодний напрям медичної науки не врятував стільки життів, як вакцино-

логія. Вакцинопрофілактика довела свою ефективність як найбільш економіч-

ний спосіб попередження інфекційних захворювань. Людством створені вакци-

ни проти соціально важливих інфекцій, що привело до зникнення віспи та зна-

чного зниження захворюваності на дифтерію, працець, кір, туляремію, поліо-

мієліт та ін. 

 

Рисунок 1.1 – Часові рамки розробки вакцин проти різних захрорювань за да-

ними ВООЗ: жовтим виділені захворювання, проти яких створені ефективні ліцензо-

вані вакцини; білим виділені захворювання, для яких вакцини ще розробляються. 

[Chen et al., 2017]. Скорочення: ВІЛ – вірус імунодефіциту людини; ВПЛ – вірус папі-

ломи людини; SARS – важкий гострий респіраторний синдром (англ. – severe acute 

respiratory syndrome). Примітка. Вакцина проти малярії випускається з 2021 року, 

проти лихоманки Ебола – з 2019 року. 
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Основною метою досліджень в області вакцинології є розробка безпечних 

та високоефективних вакцинних препаратів. Увесь шлях створення вакцин став 

можливим лише із використанням основних досягнень сучасної біотехнології: 

відкриття анатоксинів та можливість їх одержання, створення культур клітин, 

атенуація вірусів та бактерій, виділення та очистка полісахаридів, створення 

рекомбінантних технологій. Кожне відкриття у галузях біотехнології та імуно-

логії – це наступний крок до створення нових вакцин для профілактики не тіль-

ки інфекційних захворювань, але й лікування ряду алергічних, аутоімунних, 

онкологічних та інших захворювань. 

 

1.1. Антирабічні вакцини для профілактики сказу 

 

Сказ – лат. Rabies – є одним із найдавніших неврологічних захворювань, 

що викликається вірусом сказу – лат. Rabdovirus (RV). Вірус належить до роду 

Lyssavirus, сімейства Rhabdoviridae. RV – нейротропний, одноланцюговий вірус 

із негативною РНК. RV викликає у ссавців смертельний енцефаліт, відомий як 

сказ, що призводить до смерті при розвитку клінічних симптомів та є причиною 

близько 60 000 смертей у світі щорічно. В Україні в 2019 році вакциновано 

20 894 особи, з них 1 938 – з підтвердженим діагнозом «сказ». Вірус потрапляє 

на периферичну ділянку та поширюється у центральну нервову систему, викли-

каючи дисфункцію нейронів, що є основною причиною летальності при сказі. 

Усі рабдовіруси мають 2 основні структурні компоненти: спіральне ядро 

нуклеопротеїну і навколишню оболонку (рис. 1.2).  

 

 

Рисунок 1.2 – Схема будови віріона RV [Schnell et al, 2010] 

Глікопротеїн Матричний білок 

Нуклеопротеїн Полімераза Фосфопротеїн 
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Геном RV кодує п’ять білків: нуклеопротеїн (N), фосфопротеїн (P), мат-

ричний білок (M), глікопротеїн (G), полімеразу (L). G утворює близько 400 ши-

пів, щільно розташованих на поверхні вірусу. Білок М пов’язаний як з оболон-

кою, так і з нуклеопротеїном і може бути центральним білком зборки RV. 

RV проникає у нервову систему, зв’язуючись з нервовими рецепторами, 

наприклад, рецепторами ацетилхоліну, адгезії нервових клітин, фактором росту 

нейронів. Потім RV транспортується до центральної нервової системи аксон-

ним (ретроградним) транспортом, можливо, шляхом зв’язування з цитоплазма-

тичним динеїном. В аксонах RV здійснює ретроградний транспорт шляхом пе-

реміщення на поверхні трубочок цитоскелета – рухається від плюс-кінців до 

мінус-кінців (рис. 1.3). 

 

 

Рисунок 1.3 – Схема проникнення RV у нервову систему [Fooks et al., 2017]: 

1) рецепторно-опосередкований ендоцитоз RV на пресинаптичній мембрані; 2) ретро-

градний аксональний транспорт RV до тіла нейрона; 3) вивільнення рибонуклеопро-

теїну з ендоцитарної везикули; 4) транскрипція вірусних мРНК; 5) трансляція вірус-
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них білків; 6) реплікація повнорозмірних геномів РНК; 7) формування та вихід вірус-

них частинок з клітини. Скорочення: ЕПР – ендоплазматичний ретикулум; РНП – ри-

бонуклеопротеїн. 

 

G – єдиний білок, що експонується на поверхні віріонів. Він є основним 

вірусним компонентом, що відповідає за індукцію антитіл господаря. G слу-

жить важливим імуногеном вакцин (Vac, англ. – vaccine) проти сказу. Розроб-

ляються різні конструкції, що експресують білок G, використовуючи парамік-

совіруси і вектори аденовірусів, які можуть викликати стійкий гуморальний 

імунітет у відповідь на RV. 

Імунобіотехнологія, зокрема, вакцинологія дозволяє запобігти захворю-

ванню на сказ за допомогою вакцинації за умови її своєчасного та правильного 

проведення. 

З часів Луї Пастера (1822–1895 рр.) Vac для людини проти сказу виготов-

ляються з інактивованого RV. З 1880 року Л. Пастер розпочав проведення екс-

периментів, спрямованих на штучне зниження вірулентності збудників інфек-

ційних захворювань та отримання атенуйованих штамів. Вченим були отримані 

ослаблені штами збудників курячої холери та сибірської язви. Принципи та ме-

тоди атенуації Л. Пастер використовував при отриманні та практичному вико-

ристанні Vac проти сказу. Отримавши так званий фіксований RV (fixe-RV) зі 

стандартним ступенем вірулентності, Пастер вводив RV субокципітально кро-

ликам, викликаючи їх зараження. Потім спинний мозок тварин піддавався ви-

сушуванню із різною тривалістю, що викликало атенуацію RV та зменшення 

кількості живих частинок RV. Ці дослідження дозволили створити антирабічні 

Vac (antiRab-Vac). Л. Пастер застосував свої відкриття вже не на тваринах, а на 

людині: з Ельзасу до нього привезли хлопчика, якого покусав собака, уражений 

вірусом сказу. Пастер почав курс, що складається з 13 ін’єкцій емульгованого 

матеріалу спинного мозку кролика, через три дні після того, як дитина була 

укушена. 90 пасажів було використано Л. Пастером для першої Vac із fixe-RV. 

Vac проти RV, розроблена Л. Пастером, була отримана на основі нервової тка-

нини, а RV було інактивовано шляхом висушування.  

Вперше вакцинацію проти сказу провели за допомогою мозкової Vac, за-

реєстрованої Л. Пастером у 1885 році. Однак дана Vac представляла небезпеку, 

зумовлену можливістю активації RV та розвитку алергічних реакцій через при-

сутність у нервовій тканині мієліну. Пізніше безпечність Vac була підвищена за 

рахунок інактивації RV фенолом (1911 р.). Однак після застосування як і рані-
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ше спостерігалися серйозні побічні ефекти, у тому числі кілька випадків пара-

лічу та смерті. Основним фактором є гіперчутливість до мієліну. Згодом було 

виявлено, що кількість мієліну у Vac можна знизити при використанні новона-

роджених мишей, що мають менший вміст мієліну в мозку. 

В Україні до початку 80-х років застосовувалась ліофілізована antiRab-

Vac типу Фермі, виготовлена з мозку овець, заражених fixe-RV. Гомогенізова-

ний мозок у розчині 0,9 % NaCl, що містить 1,0 % фенолу, інактивують протя-

гом 8 діб при температурі 20–22 °С. У Vac додають сахарозу та ліофілізують. 

При застосуванні Vac спостерігалися серйозні побічні ефекти, пов’язані з гіпер-

чутливістю до мієліну. Крім того, необхідно враховувати наявність у мозкових 

Vac типу Фермі різних імунохімічно активних ліпідів, які можуть призводити 

до появи протиліпідних антитіл. Необхідно зазначити, що у складі мозкової 

тканини містяться гангліозиди, які можуть бути рецепторами для зв’язування з 

RV. Дослідження гангліозидів, виділених з мозку великої рогатої худоби (GT1 

та GD1a), у дослідах in vitro та in vivo показало антивірусну активність при за-

раженні тварин RV на ранніх стадіях. Виживання у порівнянні з контролем (за-

гибель 100 % тварин) становила від 20 до 60 % (активність вірусу – 50–

100 LD50) залежно від концентрації гангліозидів.  

Як видно з наведених даних, спочатку antiRab-Vac отримували з нервової 

тканини. Сьогодні ж antiRab-Vac виробляють переважно на основі клітинних 

культур та ембріонів птахів. Перед фахівцями стояло завдання створення ви-

робництва antiRab-Vac на біологічних субстратах, вільних від нервової ткани-

ни. Vac почали отримувати на основі клітинних культур ембріонів птахів для 

культивування RV: качиних, а згодом і курячих. Vac на основі клітинних куль-

тур містять RV, що розмножується у клітинних субстратах. У процесі розробки 

Vac, що містять інактивований RV, запропоновано використання інших клітин: 

первинної культури клітин нирок хом’яка, диплоїдної культури клітин людини 

(HDC, англ. – human diploid cells), клітин Vero та ін. Одночасно з цими дослі-

дженнями жосліджено можливість використання різних штамів RV (табл. 1.1). 

Дослідження на людях Vac, що містять вірус Flury з низьким рівнем пасажів 

(Flury-LEP) на курячих ембріонах, показали відсутність побічних ефектів. Од-

нак ці Vac відрізнялися недостатньою імуногенністю. Використання RV штаму 

Flury з великою кількістю пасажів (Flury-НЕР) збільшувало імуногенність Vac 

порівняно з препаратом на основі Flury-LEP, але вона була меншою порівняно з 

мозковою Vac. Vac з інактивованим вірусом Flury, вирощеним на культурі ка-
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чиних ембріонів виявилася більш ефективною, але її імуногенність виявилася 

нижчою, ніж у мозкових Vac. 

Надалі були проведені дослідження з використанням культури фібробла-

стів плода людини, які являли собою HDC з обмеженою тривалістю життя. Не-

забаром було показано, що фібробласти плода чутливі до вірусів людини та ві-

льні від латентних вірусів. На початку 1960-х років для розмноження RV була 

використана високоімуногенна лінія HDC. Vac на HDC були вперше ліцензова-

ні в Європі у 1976 р., а в США – у 1980 р., і застосовуються до сьогодні. У 

1985 р. отримана очищена концентрована Vac проти сказу на клітинах Vero, яка 

має високу імуногенність на рівні Vac на HDC. 

На сьогоднішній день вимоги до antiRab-Vac, розроблені ВООЗ, предста-

влені в серії технічних доповідей, опублікованих у різні роки, в яких вимоги до 

antiRab-Vac постійно підвищуються. У доповідях наведено основні вимоги до 

виробництва та контролю antiRab-Vac для людини. У документі докладно опи-

сані культури клітин та вимоги до них, а також розглянуті штами RV, які до-

зволені до використання для отримання antiRab-Vac, їх контроль, описані стан-

дарти та основні положення технології виробництва: культивування, очистка, 

інактивація, ад’юванти (гідроксид алюмінію), вимоги до Vac на різних стадіях 

виробництва. 

За минулий період було розроблено antiRab-Vac, отримані вирощуванням 

RV на культурі клітин качиних ембріонів. Однак ці Vac мають меншу імуно-

генність порівняно з Vac з тканини мозку. Для препаратів з культури клітин ка-

чиних ембріонів рекомендовано від 14 до 23 щоденних щеплень, але іноді на-

віть такі високі дози не захищають від розвитку захворювання після інтенсив-

ного контакту із джерелом зараження. Інший недолік цих Vac полягає в тому, 

що Vac також містили білки мієліну, які викликали побічні реакції, внаслідок 

чого препарат був заборонений ВООЗ. 

Надалі antiRab-Vac отримували у культурі клітин та тканин. Vac, вигото-

влені з використанням культур клітин, були не тільки безпечнішими порівняно 

із застосуванням Vac на основі мозкової тканини через відсутність нейротроп-

ної тканини, але й більш ефективними. 

Пізніше були отримані такі antiRab-Vac:  

 очищена качина ембріональна antiRab-Vac;  

 antiRab-Vac на основі HDC;  

 очищена antiRab-Vac на основі клітин курячих ембріонів;  

 очищена antiRab-Vac на основі клітин Vero;  
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 адсорбована antiRab-Vac, одержана на первинній культурі клітин ни-

рок хом’яків. 

Технологічний процес, що привів до розробки зазначених вище Vac, 

включав: адаптацію штаму Pitman Moore RV до стабільних клітинних ліній, та-

ких як клітини Vero («AbhayRab®» та «VeroRab®») та HDC MRC-5. Vac на ос-

нові HDC вважається препаратом золотого стандарту. 

Сьогодні для отримання antiRab-Vac використовуються різні штами RV 

та культури клітин (табл. 1.1). 

 

Таблиця 1.1 – Культури клітин та штами RV, які використовуються для 

отримання antiRab-Vac для людини 

Тип культури клітин Штами RV 

 HDC – диплоїдна культура клітин людини 

 Первинна культура клітин нирок собак 

 Vero – клітини епітелію нирок зеленої аф-

риканської мавпи 

 BNK 21 – культура нирок новонароджених 

хом’яків 

 Первинна культура курячих ембріонів 

 Первинна культура клітин нирок хом’яків 

 Первинна культура клітин курячих ембріо-

нів 

 Flury-LEP – 40–50 пасажів 

 Flury-HEP – 227–330 пасажів 

 Pitman moore 

 Внуково 32 

 Paris Pasteur 

 Rabbit fix 

 Street-Alabama Duffering 

 Challenge Virus Standard 

(CVS) 11 

 

В даний час для профілактики сказу у людей використовуються Vac, 

отримані з різних штамів RV з використанням культур клітин різного похо-

дження (табл. 1.2). 

В даний час широко використовуються такі antiRab-Vac, як «Rabavert®» і 

«Rabipur®», представлені інактивованими RV. Оскільки інактивовані Vac не 

можуть викликати сильний імунітет для забезпечення довгострокового захисту 

від інфекції RV, реципієнти повинні отримувати кілька щеплень протягом пев-

ного часу, що потребує нових технологічних підходів до створення Vac. 

«Rabipur®» – перша очищена Vac, отримана на клітинах курячого ембріона, яка 

була ліцензована в Німеччині в 1984 році, а потім ще в 60-ти країнах. Імуноген-

ність Vac «Rabipur®» була підтверджена під час численних клінічних випробу-

вань. 
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Таблиця 1.2 – Характеристика інактивованих antiRab-Vac для людини 

Назва  

вакцини 

Штам Культура 

клітин 

Вид очистки Інакти-

ватор 

Допоміжні речовини на 

дозу 

Виробник 

Rabipur, лі-

оф.  2,5 МЕ 

Flury LEP Фібробласти 

курячих ем-

бріонів 

Зональне ультрацент-

рифугування в градієнті 

щільності сахарози 

-пропіо-

лактон 

Сахароза – 75 мг, поліге-

лін – 10 мг 

Chiron Beh-

ring vaccines, 

Індія 

Verorab, лі-

оф.  2,5 МЕ 

Wistar Rabies 

PM W 138-

1503-34 

Vero  Зональне ультрацент-

рифугування в градієнті 

щільності сахарози 

-пропіо-

лактон 

Мальтоза – 26,3 мг, АСЛ 

– 2,5 мг 

Sanofi Pas-

teur, Фран-

ція 

Indirab, ліоф. 

 2,5 МЕ 

PM Vero  Хроматографія, ульт-

рафільтрація 

-пропіо-

лактон 

Мальтоза – 25,0 мг, АСЛ 

– 5 мг, мертиолат 0,01 % 

Bharat Bio-

tech, Індія 

Кокав, ліоф. 

 2,5 МЕ 

Внуково 32 Клітини ни-

рок сирійсь-

ких хом’яків  

Ультрафільтрація УФ-опро-

мінення 

АСЛ – 10 мг; сахароза 

75 мг, полигелин – 10 мг 

НПО «Мик-

роген», Ро-

сія 

Imovax 

rabies, ліоф. 

 2,5 МЕ 

Wistar Rabies 

PM W 138-

1503-3М 

HDC 

 

Ультрафільтрація -пропіо-

лактон 

АСЛ – 100 мг, неоміцин 

– 150 мкг 

Sanofi Pas-

teur, Фран-

ція 

RabAvert, лі-

оф.  2,5 МЕ 

Fix virus, 

Flury LEP 

Курячі фіб-

робласти 

Зональне ультрацент-

рифугування в градієнті 

щільності сахарози 

-пропіо-

лактон 

АСЛ – 0,3 мг, Na-ЕДТА 

– 0,3 мг, натрію глутамін 

– 1 мг, полігелін – 12 мг 

Glaxo Smith 

Kline, Бель-

гія 

Примітка. АСЛ – альбумін сироватковий людини; PM – штам RV Pitman Moore; Vero – епітеліальні клітини нирок 

зеленої африканської мартишки; Полігелін – полімер сечовини та поліпетидів із денатурованого желатину великої рога-

тої худоби. 
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«Rabipur®» виготовляється з використанням штаму RV Flury-LEP, виро-

щеного на культурі клітин первинних фібробластів курячих ембріонів. Вірус у 

Vac інактивують β-пропіолактоном та очищають за допомогою безперервного 

центрифугування у градієнті щільності. В результаті одержують висококонцен-

трований препарат, стабілізований полігеніном, з наступною ліофілізацією. 

«Rabipur®» виробляється у м. Марбург (Німеччина) та м. Анклешвар (Індія). 

Нижче наведено технологічну схему antiRab-Vac, отриману з викорис-

танням RV Pitman Moore та культури клітин курячих фібробластів: 

1 стадія – приготування культури клітин качиних та курячих ембріонів за 

класичною схемою (9–11 днів, при температурі 35–37 °С та 70–90 % вологості, 

трипсинізація та центрифугування); 

2 стадія – зараження первинної культури фібробластів качиних ембріонів 

RV – 7 пасажів (адаптація), після чого отриманий штам культивують на культу-

рі фібробластів курячих ембріонів – 4 пасажі; відібрані ембріони трипсинізу-

ють, центрифугують і суспендують клітини у ростовому середовищі до кінцевої 

концентрації 1,7×106 клітин/мл; 

3 стадія – суспензію трипсинізованих клітин фільтрують через нейлоно-

вий фільтр, центрифугують (1000–1500 об./хв, 15 хв, при 2–4 °С). Осад клітин 

суспендують у свіжому ростовому середовищі, перемішують і повторно 

центрифугують за тих же умов. Суспензію клітин перемішують протягом 5–

10 хв при 35±2 °С. Кінцеву концентрацію клітин доводять ростовим середови-

щем до концентрації 1,4–2,2×106 клітин/мл; 

4 стадія – суспензію клітин інокулюють RV та інкубують (90–120 хв при 

35±2 °С) при перемішуванні для адсорбції вірусу на клітинах. Інфіковану RV 

суспензію клітин з вірусом інкубують при температурі 34,5±0,5 °С протягом 

6 днів; 

5 стадія – на 4–5 день культивування супернатант відбирають (1-й збір) 

та додають свіже ростове середовище, на 7–8 день відбирають 2-й збір. Збори 

зберігають при 2–8 °С; 

6 стадія – об’єднані збори вірусу очищають та концентрують за допомо-

гою ульрацентрифугування у градієнті щільності сахарози на зональній 

центрифузі при 35 000 об./хв. Відбирають відповідні ділянки, що містять живий 

RV, при концентрації сахарози 35–40 %. Концентрат RV на період контролю 

зберігають при мінус 60 °С. Проводять контроль стерильності, ендотоксинів, 

імуногенності та ін.; 
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7 стадія – концентрат розморожують при 37 °С та охолоджують при 

4±2 °С, розводять стабілізуючим розчином (сахароза, гідролізований желатин, 

альбумін сироватковий людини, солі натрію) до вмісту антигену 8,5 МО/мл. рН 

Vac доводять до 8±1 за допомогою 10 %-вого NaОН; 

8 стадія – до вірусної суспензії додають β-пропіолактон до кінцевої кон-

центрації 0,025 %. Інкубацію проводять при 2–6 °С та постійному перемішу-

ванні не менше 48 годин до повної інактивації RV; 

9 стадія – наповнення первинної упаковки, ліофілізація та герметизація; 

10 стадія – контроль Vac. 

На теперішній час продовжуються дослідження щодо створення нових 

форм antiRab-Vac. Дослідження проводяться за кількома напрямками (рис. 1.4): 

 

 
Рисунок 1.4 – Види вакцин проти RV [Krasnopolsky et al., 2021] 

 

1. Живі атенуйовані Vac (live attenuated vaccine) – LAV. На відміну від 

інактивованих Vac, LAV імітують природну інфекцію і часто однієї дози доста-

тньо, щоб викликати стійку імунну відповідь. Досі, незважаючи на широке ви-

користання LAV для оральної вакцинації проти сказу диких тварин (лисиці, 

єноти та ін.), LAV проти сказу домашніх тварин та людей ще немає. Всі LAV, 

що використовуються для диких тварин, отримують у результаті багатократно-
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го пасажу штамів SAD (Street Alabama Dufferin) у культурі клітин, тому їх мож-

ливе повернення до вірулентності може стати практичним обмеженням для їх 

подальшого розвитку та використання для імунізації домашніх тварин і особли-

во для людини. 

2. Пептидні Vac. Відомі роботи зі створення пептидних Vac проти сказу. 

Вивчено ефективність білкової субодиниці (очищеного від інфікованих клітин 

G-білка) для захисту від сказу. G-білок вірусу сказу є основним антигеном, 

який відповідає за захисний імунітет проти RV. У дослідженні G-білок RV був 

введений у клітину дріжджів та отримані рекомбінантні клітинні екстракти, що 

містять G-білок RV, який захищав морських свинок від летального зараження 

RV при внутрішньом’язовому введенні. Однак ці екстракти не захищали ми-

шей, заражених RV внутрішньоцеребрально. В цілому Vac на основі білкових 

субодиниць RV є низькоімуногенними і можуть викликати обмежені імунні від-

повіді. 

3. AntiRab-Vac рослинного походження є препаратами на основі транс-

генних рослин, в геном яких вбудований відповідний фрагмент геному пато-

генного мікроорганізму. У літературі наведено дослідження щодо використання 

кукурудзи та тютюну для експресії G-білка RV для отримання «їстівної» Vac. 

Рослинні Vac поки що не знайшли застосування, незважаючи на те, що питан-

ням створення таких Vac проти RV та інших інфекцій займаються протягом ба-

гатьох років. 

4. Ліпосомальні antiRab-Vac. Показано, що ліпосомальна antiRab-Vac 

сприяє виробленню нейтралізуючих антитіл до RV у мишей лінії BALB/c. Ему-

льсію ліпосом готували з гідрогенізованого фосфатидилхоліну сої та холесте-

рину. Така antiRab-Vac складається з ліпосомальної емульсії та інактивованої 

antiRab-Vac проти RV. Імунну відповідь порівнювали між мишами, які отриму-

вали ліпосомальну antiRab-Vac та звичайну інактивовану antiRab-Vac. У ми-

шей, імунізованих ліпосомальною antiRab-Vac, спостерігали вищі титри інтер-

лейкіну-2, інтерферону-γ та активності відповідних клітин-кілерів, ніж у ми-

шей, імунізованих звичайною інактивованою antiRab-Vac. Дані авторів показа-

ли вище виживання мишей, які отримали 3 ін’єкції ліпосомальної antiRab-Vac 

(56,2 %), ніж тих, які отримали 5 ін’єкцій інактивованої antiRab-Vac (40,6 %). 

5. AntiRab-Vac на основі РНК. В останнє десятиліття однією зі стратегій 

боротьби з інфекційними захворюваннями є вакцинація РНК-Vac. На відміну 

від ДНК-Vac, які мають потенційний ризик інтеграції у геном господаря, Vac на 

основі РНК усувають цю небезпеку. Крім того, ДНК-Vac повинні доставлятися 
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в ядро і транскрибуватися всередині ядра для експресії антигену, що може бути 

неефективним для деяких клітин. Навпаки, РНК-Vac безпосередньо транслю-

ються до цитоплазми, що не тільки усуває необхідність доставки в ядро, але 

призводить до швидкої експресії антигену. Vac на основі РНК мають високу 

імуногенність і призводять до стійких результатів. Стимулом для розвитку 

antiRab-РНК-Vac може бути успішне застосування РНК-Vac для профілактики 

COVID-19 фірм Pfizer і Moderna. Наприклад, Vac фірми Pfizer є модифікованим 

нуклеоїдом мРНК, що кодує мутантну форму білка-шипа SARS-CoV-2, який ін-

капсульований у біодеградабельні ліпідні наночастинки. 

6. AntiRab-Vac на основі вірусних векторів. В даний час запропоновано 

ряд antiRab-Vac на основі відомих вірусів: везикулярного стоматиту, парагрипу 

типу 5, хвороби Ньюкасла, віспи, аденовірусів людини та ін. Гено-інженерні 

Vac на основі вказаних вірусних векторів дозволяють доставляти у клітини лю-

дини або тварини тільки гени, які кодують синтез необхідних антигенів, що до-

зволяє не використовувати при отриманні Vac живі патогенні віруси. Сьогодні 

рекомбінантні Vac широко застосовують для боротьби зі сказом у диких 

м’ясоїдних тварин. Виділено клон вірусу вісповакцини, що утворює поверхне-

вий G-білок RV. Отримано Vac, що містить рекомбінантний вірус коров’ячої 

віспи, що несе ген G-білку оболонки RV. Vac часто використовуються перора-

льно для імунізації лисиць. Створено Vac на основі аденовірусу собак. 

7. Vac проти сказу, одержані з використанням методу зворотної ге-

нетики. Зворотна генетика дозволяє виявляти функції генів. Дослідники мані-

пулюють послідовністю генів, змінюючи або вимикаючи той чи інший ген, і 

аналізують до яких змін це призводить. Це шлях зворотної генетики – від гена 

до ознак, що дозволив створити нове покоління antiRab-Vac. Зворотні генетичні 

методи пропонують альтернативне рішення для розробки безпечних та ефекти-

вних LAV для профілактики сказу, наприклад, амінокислота у положенні 333 

глікопротеїду (G) у декількох фіксованих штамів RV відповідає за патогенність 

у дорослих мишей. Встановлено, що аргінін у положенні 333 сприяє реверсії 

патогенності. В роботі з живою ослабленою antiRab-Vac запропоновано реплі-

кон, в якому провели заміну структурних генів венесуельського кінського ен-

цефаліту (VEEV) на G-білок RV. Плазміду VEEV-RV-G було сконструйовано з 

використанням стандартних методів рекомбінантних ДНК. Отриману глікопро-

теїдну послідовність ампліфікували з використанням інфекційного клону як ма-

триці та клонували у вектор експресії реплікону альфа вірусу VEEV у сайтах 

AscI та PacI. 
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Щоб додатково охарактеризувати VEEV-RV-G, частинки VEEV-RV-G 

очищали ультрацентрифугуванням і проаналізували білковий склад цих части-

нок за допомогою електрофорезу у поліакриламідному гелі. Білок RV-G був 

єдиним структурним білком RV, виявленим у вірусних частинках. 

Об’ємні сферичні частинки розміром близько 60–90 нм спостерігалися на 

поверхні клітин, інфікованих VEEV-RV-G, порівняно з типовими частинками 

RV у формі кулі. Показано, що VEEV-RV-G може збирати вірусні інфекційні 

частинки, які сильно відрізняються від RV як за формою, так і за розмірами. 

G-білок RV забезпечує ефективне пакування химерної РНК реплікону в 

інфекційні частинки, які можуть самопоширюватися в культурі клітин у висо-

ких титрах. Частинки VEEV-RV-G були сильно ослаблені у мишей-сосунків і 

могли викликати сильні гуморальні імунні відповіді у відносно низьких дозах. 

Мишей вакцинували VEEV-RV-G внутрішньом’язово, що захищало тварин від 

смерті при внутрішньоцеребральному зараженні RV. 

Створенню, вивченню та використанню antiRab-Vac присвячено низку 

досліджень та оглядових матеріалів. Роботи останніх років присвячені ефекти-

вності існуючих antiRab-Vac та перспективам їхнього розвитку. 

При розробці та виробництві Vac важливим є збереження стабільності 

штамів, що використовуються. Розвиток молекулярної біології та біотехнології 

дозволяє підтвердити справжність штамів RV та їх стабільність. Проведено 

аналіз штаму Внуково-32, який застосовується при отриманні культурної очи-

щеної інактивованої сухої antiRab-Vac («Кокав», Росія). Показано, що структу-

ра РНК штамів RV Внуково-32, CVS-11, кодуючої частини фрагмента G-білка 

відповідає аналогічному фрагменту РНК у RV. Структура РНК штаму RV дов-

жиною 539 п.н., що кодує фрагмент G-білка, є стабільною на всіх етапах техно-

логії. Показано можливість застосування рестрикційного аналізу для підтвер-

дження справжньості штаму RV Внуково-32 на всіх етапах виробництва, вклю-

чаючи готову форму Vac. 

Нині інактивовані вірусні Vac знайшли широке застосування для профі-

лактики низки інфекцій. Деякі інактивовані вірусні Vac використовуються вже 

протягом десятиліть і зазвичай добре переносяться. Оскільки віруси при виро-

щуванні in vitro зазвичай виходять у клітинне культуральне середовище, їх ві-

докремлюють від інфікованих культур. Великий розмір частинок вірусів порів-

няно з іншими макромолекулами середовища дозволяє легко відокремити час-

тинки з використанням простих технологій очищення, що ґрунтуються на роз-

поділі частинок за розміром. До таких Vac належать вірус поліомієліту, вірус 
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грипу, RV і вірус японського енцефаліту. В альтернативному підході, який за-

стосовується у випадку вбитої вірусної Vac (гепатит А, COVID), інфіковані клі-

тини піддають лізису та проводять очищення вірусних частинок. Вірусні части-

нки інактивуються хімічним шляхом, зазвичай, за допомогою обробки β-

пропіолактоном, формаліном, опроміненням, а потім дія інактивованого вірусу 

може посилюватися за рахунок ад’ювантів (наприклад, гідроксиду або фосфату 

алюмінію). Можливе використання ліпосом для посилення імуногенності вірус-

них Vac. Інактивовані вірусні Vac зазвичай мають високу імунологічну актив-

ність, наприклад, 1 доза Vac гепатиту А забезпечує захист у кількості 50 нг. Та-

ким чином, ця класична стратегія, що характеризується бездоганною історією 

створення добре переносимих та ефективних Vac, залишається досить перспек-

тивною технологією, що обирається для багатьох вірусних Vac, зокрема 

antiRab-Vac. 

 

Контрольні запитання 

1. У чому актуальність виробництва вакцини проти сказу? 

2. Що собою представляє віріон вірусу сказу? 

3. Як вірус сказу поширюється в організмі? 

4. Які види вакцин проти вірусу сказу Вам відомі? 

5. Які штами вірусу сказу використовують для виробництва вакцин? 

6. Які культури клітин використовують для вирощування вірусу сказу? 

7. Назвіть основні етапи технології одержання інактивованої вакцини 

проти сказу. 

8. Які переваги та недоліки живої атенуйованої вакцини проти сказу? 

9. Які переваги та недоліки пептидної вакцини проти сказу? 

10. Які переваги та недоліки вакцини проти сказу рослинного похо-

дження? 

11. Які переваги та недоліки ліпосомальної вакцини проти сказу? 

12. Які переваги та недоліки вакцини проти сказу на основі РНК? 

13. Які переваги та недоліки вакцини проти сказу на основі вірусних век-

торів? 

14. Які переваги та недоліки вакцини проти сказу, одержаної на основі 

методів зворотної генетики? 
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1.2. Вакцини для профілактики COVID-19  

 

11 березня 2020 року ВООЗ визнала спалах захворювання на коронірус 

пандемією. Пандемія раніше невідомого коронавірусу SARS-CoV-2, що викли-

кає атипову пневмонію COVID-19 (англ. – COrona VIrus Disease 2019), призвела 

до смерті мільйонів людей на планеті. Найважливішою протидією цьому захво-

рюванню є вакцинація та створення колективного імунітету у населення. Роз-

робці вакцин (Vac, англ. – vaccine) проти COVID-19 присвячені дані матеріали. 

 

1.2.1. Будова коронавіруса SARS-CoV-2 

Коронавіруси (лат. – Coronaviridae) являють собою крупні оболонкові 

РНК-віруси, геном яких представлений позитивною одноланцюговою РНК дов-

жиною від 25 до 32 т.п.н. Вперше коронавіруси були описані в 60-х роках 

XX-го століття як збудники гострих респіраторних інфекцій. Високо патогенні 

коронавіруси були причиною важкого гострого респіраторного синдрому 

(SARS, англ. – Severe Acute Respiratory Syndrome) з високою летальністю у 

2002 році – SARS-CoV, а потім у 2013 році як збудники близькосхідного респі-

раторного синдрому (англ. – Middle East Respiratory Syndrome) – MERS-CoV. 

Геном вірусу SARS-CoV-2 є високогомологічним з геномом вірусу SARS-CoV. 

Розрізняють чотири субродини коронавірусів: α- та β-коронавіруси, які 

інфікують лише ссавців, γ- і δ-коронавіруси, які вражають переважно птахів. 

Вірус SARS-CoV-2 є β-коронавірусом. Як і інші коронавіруси, віріони SARS-

CoV-2 мають сферичну або овальну форму і діаметр від 60 до 140 нм. Віріон 

коронавірусів вкритий ліпідною оболонкою з чітко помітними на електронно-

мікроскопічних знімках булавовидними шипами (англ. spike) довжиною 10 нм. 

Коронавіруси містять чотири структурні білки: шипові (S), оболонкові (E), 

мембранні (M) та нуклеокапсидні (N) (рис. 1.5).  

Білок S зв’язується з рецепторами клітини-мішені і запускає інфекційний 

процес. Білки М взаємодіють один з одним та з мембраною, яку вірус захоплює 

із ураженої клітини і в результаті утворюється вірусна оболонка. Білок Е фор-

мує пентамерні іонні канали, які руйнують мембрани клітин у ході бруньку-

вання вірусів. Пентамери білка Е є тільки у представників Coronavirinae, вони 

присутні в кількості всього декількох копій на віріон і являють собою важливий 

фактор вірулентності. N-білки упаковують вірусну РНК у вигляді спіралі і віді-

грають важливу роль у зборці віріону. SARS-CoV-2 має додатковий шар проте-

їнів оболонки – гемагглютинінестераз (HE), які приймають участь у взаємодії з 
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клітиною-мішенню. Основна частина генома коронавірусів консервативна, про-

те він легко піддається генетичній рекомбінації, тож вірус може бути перенаці-

лений з диких тварин на людину шляхом зміни структури білка S.  

 

 

Рисунок 1.5 – Структура SARS-CoV-2 [Yamamoto et al., 2020] 

 

Вперше геном SARS-CoV-2 під назвою Wuhan-Hu-1 було виділено та 

сиквеновано в Китаї у січні 2020 р. Геном SARS-CoV-2 має 96 % подібності до 

коронавірусу кажана BatCoV-RaTG13, 82% ідентичності з геномом SARS-CoV 

та 70% – з геномом MERS-CoV.  

 

 

Рисунок 1.6 — Геном SARS-CoV-2 [Волянський та ін., 2020] 

 

Спіральний нуклеокапсид сформований з N-білка в комплексі з РНК(+), 

яка складається з 5′-термінальної кеп-структури та 3′-поліаденільованого «хво-

ста». РНК SARS-CoV-2 має 14 відкритих рамок зчитування (ORF, англ. – Open 
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Reading Frame), що кодують 27 білків. 5′-кінець генома містить гени ORF1ab та 

ORF1a. ORF1ab – найбільший ген (складає 2/3 генома), що кодує білок pp1ab, 

який розщеплюється на 16 неструктурних протеїнів (nsp), що беруть участь в 

транскрипції і реплікації. 3′-кінець РНК кодує структурні білки: S, Е, М та N, а 

також містить 8 допоміжних білків (3a, 3b, p6, 7a, 7b, 8b, 9b та ORF14). Допо-

міжні білки відіграють роль в ухиленні коронавірусу від імунної відповіді, 

включаючи інгібування інтерферонів I типу (3b та 6), стимулювання апоптозу 

(3a, 3b, 8a), припинення синтезу клітинної ДНК (6, 8b), стимуляції синтезу хе-

мокінів (3a стимулює ліганди CCL5 і CXCL8) та розвитку запалення (7a та 7b 

активують запалення через NF-kB та MAPK-8).  

 

1.2.2. Патогенез SARS-CoV-2 

В умовах організму основними клітинами-мішенями для коронавірусів є 

епітеліальні клітини та макрофаги, що мають на своїй поверхні спеціальні ре-

цептори, які розпізнає та з якими взаємодіє поверхневий білок S вірусу. На по-

верхні розташовані пепломери, кожен з яких містить три однакових S глікопро-

теїни, складені з трьох компонентів: поверхневий S1 взаємодіє з клітинним ре-

цептором, а S2 і S3 – запускають процес злиття вірусної мембрани з клітинною. 

SARS-CoV-2 використовує в якості рецепторів для проникнення в клітину 

CD147-глікопротеїн та ангіотензин перетворюючий фермент 2-го типу (АПФ-

2). Молекула S-білка SARS-CoV-2 ідентична такому SARS-CoV, однак у SARS-

CoV-2 ділянка, що зв’язується з рецептором АПФ-2, має підвищену афінність 

до своєї мішені, що може пояснити легкість, з якою новий вірус інфікує клітини 

і поширюється. Після зв’язування вірусу SARS-CoV-2 з рецептором комплекс 

SARS-CoV-2/АПФ-2 проникає в клітину за допомогою механізмів злиття мем-

брани віріона з мембраною клітини або шляхом ендоцитозу (рис. 1.7).  

Інокуляція SARS-CoV-2 у дихальні шляхи людини викликає пригнічення 

активності мукоциліарного кліренсу за рахунок інгібування рухливості війок 

епітелію і супроводжується загибеллю епітеліоцитів. Вірус SARSCoV-2 прони-

кає через слизову оболонку носа, гортані та бронхіального дерева у периферич-

ну кров і вражає цільові органи – легені, травний тракт, серце, нирки, клітини 

яких експресують АПФ-2. Вважається, що основною мішенню вірусу 

SARSCoV-2 є епітеліоцити легень. 
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Рисунок 1.7 – Схема проникнення та реплікації коронавірусу в клітині-мішені 

[Zafferani et al., 2020]  

 

Аналіз клітинних зразків на наявність РНК-послідовностей SARS-CoV-2 

виявляє значну транскрипцію РНК в епітелії носу і меншу – в клітинах нижніх 

дихальних шляхів і альвеолярного епітелію. Це свідчить про те, що верхні, а не 

нижні дихальні шляхи є початковим місцем зараження SARS-CoV-2. АПФ-2 

локалізовані в пневмоцитах I та II типу, клітинах ендотелію судин та ентероци-

тах (тому симптоми з боку дихальних шляхів часто супроводжуються симпто-

мами з боку шлунково-кишкового тракту – нудота, діарея та ін.). Зараження 

SARS-CoV-2 призводить до цитопатичних ефектів, включаючи апоптоз, лізис 

клітин та утворення синцитію у тканинах легенів.  

Після проникнення до клітини-хазяїна геном SARS-CoV-2 приєднується 

до рибосом, що призводить до трансляції вірусних поліпротеїнів, які в подаль-

шому переробляються вірусними протеолітичними ферментами. У результаті 

протеолізу, опосередкованого протеазами вірусу 3CLpro (англ. – chymotrypsin-

like protease) та PLpro (papain-like protease), поліпротеїни розщеплюються на 

менші компоненти, що відіграє головну роль у опосередкуванні реплікації та   
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транскрипції вірусів, а також сприяє поширенню інфекції. Інший фермент – 

RdRp (англ. – RNA-dependent RNA-polymerase) – репліказа, має важливе зна-

чення для реплікації вірусного геному та продукції нових віріонів. Отже, ці фе-

рменти можна розглядати як потенційні лікарські мішені для розробки терапев-

тичних засобів, оскільки вони мають вирішальне значення для виживання, реп-

лікації та передачі SARS-CoV-2. Лише 100 нм базальної мембрани відокремлює 

поверхні епітеліальних та ендотеліальних клітин в альвеолах, і це сприяє тому, 

що SARS-CoV-2 може заражати обидва типи клітин послідовно і насамкінець 

призводить до викиду вірусу в кров. Так само як і SARS-CoV, SARS-CoV-2 ви-

кликає тяжкі ускладнення – гострий респіраторний дистрессиндром і гостру ле-

геневу недостатність, що є основною причиною смерті пацієнтів. 

 

1.2.3. Створення вакцин проти COVID-19 

Протягом 2020–2021 рр. на світовому фармацевтичному ринку для боро-

тьби з пандемією COVID-19 з’явилися Vac різної структури та ефективності. 

Досить швидку розробку Vac проти COVID-19 обумовили декілька факторів:  

 значні досягнення в галузі вакцинних технологій за останні 10–15 ро-

ків, зокрема Vac на основі мРНК, значно прискорили розробку Vac проти віру-

су SARS-CoV-2, що викликає COVID-19;  

 уряди різних держав забезпечили значне фінансування, що дозволило 

вченим проводити кілька етапів розробки Vac паралельно, а не послідовно;  

 успішне координування робіт між промисловістю, науковими устано-

вами та донорськими організаціями. 

В результаті було створено платформу на основі матричної рибонуклеї-

нової кислоти (мРНК), яка була використана фірмами Pfizer-BionTech і Moderna 

для своїх Vac проти COVID-19. 

мРНК, або іРНК (матрична, або інформаційна РНК), містить інформацію 

про первинну структуру білків. мРНК синтезується на основі ДНК в процесі 

транскрипції, після чого використовується при трансляції як матриця для син-

тезу білків. 

Технологія Vac на основі матричної РНК розроблялася понад два десяти-

ліття. На відміну від традиційних вірусних Vac, які можуть доставляти інакти-

вовану або ослаблену версію вірусу або частину вірусу, наприклад, капсульний 

білок, мРНК-Vac доставляють генетичну інструкцію щодо перетворення части-

ни цільового вірусу у клітини людини. Потім клітини організму синтезують бі-
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лок, необхідний для створення імунної відповіді. На молекулі мРНК записана 

інформація вірусу SARS-CoV-2 – збудника COVID-19. 

В останні роки Vac з мРНК матрицею інтенсивно пропонуються в галузі 

імунотерапії раку та інфекційних захворювань через їх високу ефективність та 

безпечність. мРНК – частина генетичного коду вірусу, що призводить до синте-

зу антигенних білкових структур, у відповідь на які в організмі синтезуються 

специфічні антитіла. 

Необхідно зазначити, що вкрай важливим компонентом мРНК-Vac є ліпі-

дні наночастинки, в які інкапсульована молекула мРНК. На думку багатьох ек-

спертів, створення ліпідних компонентів та отримання на їх основі наночасти-

нок мало вирішальне значення для створення мРНК-Vac. Ліпідні наночастинки 

захищають мРНК і переносять її у клітини. 

Починаючи з кінця 1990-х років були розроблені ліпідні наночастинки 

для доставки ланцюгів нуклеїнових кислот. Наночастинки є сумішшю чотирьох 

ліпідних молекул (рис. 1.8): три з них стабілізують структуру наночастинки, а 

четвертий ліпід – іонізований – є ключем до успіху ліпідних наночастинок. Ця 

речовина заряджається позитивно при отриманні ліпідних наночастинок, що 

дає ті ж переваги, що і ліпосомальні частинки, але іонізовані ліпіди згодом пе-

ретворюють заряд на нейтральний у фізіологічних умовах, наприклад, у крово-

току, що обмежує його токсичну дію на організм. Крім того, суміш із чотирьох 

ліпідів дозволяє підвищити стабільність Vac у процесі виробництва, транспор-

тування та зберігання. А також ліпідні наночастинки підтримують стабільність 

Vac в організмі.  

До середини 2000-х років було розроблено новий спосіб змішування та 

виробництва цих наночастинок. Він включав використання апарату з Т-подіб-

ним з’єднувачем, який об’єднує розчинені в етанолі ліпіди з нуклеїновими кис-

лотами, розчиненими в кислотному буфері. Коли потік двох розчинів зустріча-

ються, компоненти мимовільно утворюють упаковані ліпідні наночастинки. 

Кожен виробник, що випускає мРНК-Vac, використовує різні варіації цієї плат-

форми доставки ліпідних наночастинок.  

У складі Vac виробництва компанії Pfizer-BionTech присутні такі чотири 

ліпідних компоненти:  

1) іонізований ліпід: ((4-гідроксибутил) азандиіл) біс(гексан-6,1-диіл) біс 

(2-гексилдеканоат);  

2) 2[(полиэтиленгликоль)-2000]-N,N-дитетрадецилацетамид (PEG-ліпід);  
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3) дистеароїлфосфотидилхолін (DSPC, англ. – distearoylphosphatidylcho-

line);  

4) холестерин. 

 

 

 

 

Рисунок 1.8 – Схема ліпідної наночастинки мРНК вакцини [Buschmann et al., 

2021] 

 

Формування ліпідних наночастинок з мРНК відбувається кількома мето-

дами:  

1) шляхом швидкого змішування в мікрорідинному змішувачі або змі-

шувачі з Т-подібним з’єднанням чотирьох ліпідів (іонізований ліпід, DSPC, хо-

лестерин і PEG-ліпід), розчинених в етанолі, з мРНК, розчиненої у водному бу-

фері;  

2) шляхом зустрічі іонізованого ліпіду з водною фазою – він стає прото-

нованим при рН 5,5, що є проміжним між рК буфера і рК іонізованого ліпіду;  

3) іонізований ліпід електростатично зв’язує аніонну фосфатну групу 

мРНК і водночас виявляє гідрофобність у водному середовищі, стимулюючи 

утворення везикул та інкапсуляцію мРНК; 

4) після початкового утворення везикул рН підвищується за рахунок роз-

ведення діалізом або фільтрацією, що приводить до нейтралізації іонізованого 

ліпіду, роблячи його більш гідрофобним і тим самим змушуючи зливатися ве-

зикули, викликавши в подальшому зв’язування іонізованого ліпіду з мРНК все-

редині ліпідної наночастинки. 
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PEG-ліпід зупиняє процес злиття, забезпечуючи наночастинки гідрофіль-

ним зовнішнім шаром і визначаючи його термодинамічну стабільність і розмір, 

а DSPC формує бішар, присутній безпосередньо під цим PEG-ліпідним шаром 

наночастинки. Склад Vac Pfizer-BionTech представлений: 50 % іонізованого лі-

піду, 10 % DSPC, 38,5 % холестерину, 1,5 % PEG-ліпіду. Розмір ліпідних нано-

частинок  становить 100–170 нм. 

Проводяться дослідження використання у складі Vac проти COVID-19 як 

ліпідних наночастинок, так і ліпосом. Так, у Південній Кореї проведено роботи 

зі створення ліофілізованої ліпосомальної мРНК Vac-кандидата – EG-COVID. 

Для отримання Vac використовували ліпосоми, отримані з таких ліпідів: 1,2-

діолеїл-3-триметиламонійпропан (DOTAP, англ. – 1,2-dioleoyl-3-trimethylammo-

nium-propane), діолеїлфосфоетаноламін (DOPE, англ. – dioleoylphoshoethanola-

mine) і холестерин. Розмір отриманих ліпосом до ліофілізації становив 

191,7±8,5 нм (дзета-потенціал – -54,5±3 мВ), а після ліофілізації – 266,7±12,2 нм 

(дзета-потенціал – -44,4±2,1 мВ). Для порівняння авторами отримано препарат з 

ліпідами аналогічними Vac Pfizer. Ліпосомальні та ліпідні наночастинки вклю-

чали мРНК. Активність двох препаратів порівнювали при внутріш-

ньом’язовому введенні. Vac EG-COVID викликала стійкий гуморальний і клі-

тинний імунітет до вірусу SARS-CoV-2. Сироватка, отримана від імунізованих 

мишей, пригнічувала вірусну інфекцію SARS-CoV-2 у клітинах Vero. На думку 

авторів досліджень, ліофілізована Vac краща за рідкий препарат, оскільки су-

хий препарат можна зберігати і транспортувати при більш високих температу-

рах, порівняно з Vac фірми Pfaizer. 

G. Gregoriadis, один з піонерів роботи з ліпосомами, обґрунтував їх пере-

ваги при отриманні Vac так:  

1) ліпосоми біодеградують, є простими у приготуванні та можуть кількіс-

но включати мРНК;  

2) включена у ліпосоми мРНК повністю захищена від нуклеазної атаки у 

кров’яному руслі;  

3) ліпосомальна мРНК потрапляє у цитоплазму клітини шляхом ендоци-

тозу;  

4) катіонні ліпосоми з мРНК уникають лізосомотропного шляху та зали-

шаються інтактними у цитоплазмі;  

5) усередині цитоплазми мРНК експресується у вигляді S-білка, після чо-

го ліпосоми або їх фрагменти виявляють свою імунологічну ад’ювантну дію, 

механізм якої ще не досліджено. 
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Крім Vac на основі мРНК, у світі використовуються вакцинні препарати, 

отримані із застосуванням інших біотехнологічних схем. Так, в Україні активно 

проводиться імунізація населення Vac «CoronaVac» виробництва китайської 

фірми Sinovac. CoronaVac є інактивованою вірусною Vac, отриманою на основі 

виділеного в Китаї штаму коронавірусу. Вірус культивують на клітинах нирок 

африканських зелених мавп (Vero). Потім вірус збирають та інактивують з ме-

тою запобігання його реплікації, продукт концентрують, очищають і адсорбу-

ють на гелі гідроксиду алюмінію (ад’ювант, що стимулює імунну відповідь у 

людини). Ізольовані штами SARS-CoV-2 були відібрані в інфікованих пацієн-

тів. Вірус культивують у великих об’ємах клітин Vero та інактивують β-про-

піолактоном протягом 24 годин з подальшим очищенням методами іоно-

обмінної та ексклюзійної хроматографії (рис. 1.9). Отриманий інактивований, 

очищений та концентрований продукт адсорбують на гідроксиді алюмінію. Ад-

сорбовану Vac оцінюють за імуногенною та захисною ефективністю на твари-

нах: мишах лінії BALB/c та щурах лінії Vistar. Встановлено високу імуноген-

ність Vac, що призводить до появи захисного титру антитіл. Додатково Vac 

протестована на макаках-резус, що не відносяться до людського виду приматів, 

у яких було виявлено захворювання подібне до COVID-19, викликане SARS-

CoV-2. Мавп імунізували тричі внутрішньом’язово середніми (3 мкг/дозу) та 

високими (6 мкг/дозу) дозами інактивованої Vac. На 0, 7 та 14 день визначали 

титри специфічних антитіл. Виявлено появу антитіл на 2-му тижні та подальше 

їх зростання. Всі вакциновані макаки були захищені від інфекції SARS-CoV-2. 

Вірусне навантаження не виявлялося у глотці і легенях вже на 7 день після за-

раження. 

На схемі, зображеній на рис. 1.9, наведено технологію Vac, отриману за 

класичною схемою з використанням методу інактивації вірусу. Розглядати цю 

схему необхідно спільно з описом технології вірусних Vac: вимог до культури 

клітин, культуральних середовищ, мікроносіїв, інактивації та інших технологі-

чних стадій, викладених у навчальному посібнику «Фармацевтична біотехноло-

гія: Технологія виробництва імунобіологічних препаратів».  
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Рисунок 1.9 – Технологія отримання інактивованої вакцини Sinovac COVID-19 

 

На сьогоднішній день використовується близько 10-ти комерційних Vac 

проти коронавірусу SARS-CoV-2 і більше 100 Vac знаходиться на різних стаді-

ях доклінічного або клінічного вивчення. Розглянемо кілька комерційних Vac, 

що виробляються біотехнологічними компаніями різних країн (табл. 1.3).  

 

Вирощування та контроль клітин Vero  

Інокулювання клітин Vero вірусом SARS-CoV-2 

Культивування SARS-CoV-2 на культурі клітин 

Відділення вірусу від культурального середовища та клітин 

Інактивація вірусу β-пропіолактоном 

Очищення вірусу йоно-обмінною хроматографією 

Очищення вірусу екслюзійною хроматографією 

Стерилізуюча фільтрація 

Контроль очищеного, концентрованого, інактивованого вірусу 

Адсорбція вірусної суспензії на гідроксиді алюмінію 

 

Контроль вакцини у формі in bulk 

 

Наповнення первинної упаковки вакциною 

 

Контроль готового препарату 
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Таблиця 1.3 – Порівняльна характеристика Vac проти коронавірусу SARS-CoV-2 

Назва вакцини  

та виробник 
Діюча речовина 

Допоміжні  

речовини 
1 доза 

Умови збе-

рігання 

«AstraZeneca», Шве-

дсько-Британська 

компанія разом із 

Оксфордським уні-

верситетом / Cov-

ishield, Індія 

Рекомбінантний аденовірусний ве-

ктор шимпанзе з дефектом реплі-

кації, що кодує S-білок SARS-

CoV-2, одержаний в генетично-

модифікованих клітинах нирки ем-

бріона людини НЕК-293 

L-гістидин, L-гістидину гідро-

хлорид, MgCl2×6H2O, NaCl, 

Твін-80, етанол, сахароза, ди-

натрію едтат, вода для ін’єкцій 

5×1010 вірус-

них частинок 

у дозі 

 

2 – 8 С 

«Pfizer», США мРНК, одержана шляхом транскри-

пції in vitro із відповідних ділянок 

ДНК, що кодують S-білок SARS-

CoV-2 у ліпідній наночастинці 

KCl, NaCl, KH2PO4, NaH2PO4, 

ALC-0315, ALC-0159, холес-

терол, DSPC, сахароза, вода 

для ін’єкцій 

30 мкг у дозі 

 

(-90)–(-60) С 

«ЭпиВакКорона», 

Вектор, Россія 

Пептидні антигени N1, N2 і N3 S-

білка SARS-CoV-2, адсорбовані на 

Al(OH)3 

Al(OH)3, KCl, NaCl, KH2PO4, 

NaHPO4, вода для ін’єкцій 

Три антигени 

по 75±15 мг 

у дозі 

2 – 8 С 

«СoronoVac»,  

Sinovac, Китай 

Інактивований очищений концент-

рований вірус SARS-CoV-2, адсор-

бований на Al(OH)3, одержаний на 

клітинах Vero 

NaCl, NaHPO4×12 H2O, 

Na2HPO4×H2O, Al(OH)3, вода 

для ін’єкцій 

600 ОД інак-

тивованого 

антигена 

 

2 – 8 С 

«Спутник V», На-

ціональний дослід-

ницький центр епі-  

2-х компонентний препарат:  

№1 – рекомбінантні аденовірусні 

частинки 26 серотипу, що містять  

MgCl2, Твін-80, етанол, саха-

роза, трис-амінометан, вода 

для ін’єкцій 

10,5×1011 

частинок у 

дозі 

2 – 8 С 
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Закінчення таблиці 1.3 

Назва вакцини  

та виробник 
Діюча речовина 

Допоміжні  

речовини 
1 доза 

Умови збе-

рігання 

деміології та мік-

робіології ім. Н. Ф. 

Гамалеі, Росія 

ген S-білка SARS-CoV-2; 

№2 – рекомбінантні аденовірусні 

частинки 5 серотипу, що містять 

ген S-білка SARS-CoV-2. 

Одержані на клітинній лінії НЕК-

293 

   

«Moderna», США мРНК, що містить інформацію про 

S-білок SARS-CoV-2 в ліпідній на-

ночастинці 

SM-102, холестерин, DSPC, 

PEG-2000-DMG, трометамол, 

трометамолу гідрохлорид, оц-

това кислота, натрію ацетату 

тригідрат, сахароза, вода для 

ін’єкцій 

100 мкг у до-

зі 

 

(-25)–(-15) С 

 

«Johnson-Johnson», 

США 

Рекомбінантні аденовірусні части-

нки 26 серотипу, що містять ген S-

білка SARS-CoV-2 

Твін-80, моногідрат лимонної 

кислоти, тринатрію цитрат ди-

гідрат, 2-гідрокситропіл--цик-

лодекстрин, вода для ін’єкцій  

Не менше 

ніж 8,92 log10 

інфекційних 

одиниць 

-70 С – рік; 

2–8 С – 3 

місяці. 

Примітка. SM-102 – гептадекан-9-іл8-((2-гідроксіетил)-(6-оксо-6-(ундецилоксі)гексил) аміно) октаноат, DSPC – 

дістеароїлфосфохолін, PEG-2000-DMG – 1,2-димірістоїл-рац-гліцеро-3-метоксіполіетилен гліколь-2000. 
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Завдяки вакцинації у світі заговорили про революцію у біотехнології та 

фармації. Vac проти SARS-CoV-2 стали масовими препаратами, які базуються 

як на принципово нових біотехнологіях – на матричній РНК («Pfizer», 

«Moderna», США) та аденовірусних векторах («AstraZeneca», Великобританія, 

«CoviShield», Індія, «Спутник V»), а також на класичних біотехнологіях 

(«СoronoVac», «Sinovac», Китай). Vac на основі мРНК містять вірусну молеку-

лу мРНК, пов’язану з ліпідною наночастинкою. Опинившись у організмі мРНК 

надходить у клітину і починає синтезувати патогенно специфічні антигени, які 

викликають імунну реакцію. Vac виявляють різну ефективність від 85 до 95 %. 

За наявними сьогодні даними, вакциновані проти COVID-19 демонструють на 

94 % менше випадків інфекції з симптомами, ніж у контрольній групі людей, 

які не були вакциновані. Серед тих, хто був вакцинований і заразився короніру-

сом спостерігається на 92 % менше випадків тяжкого перебігу захворювання. 

Сьогодні вакцинація проти SARS-CoV-2 – єдина можливість боротьби 

проти пандемії COVID-19 та збереження людських життів.  

 

Контрольні запитання 

1. У чому актуальність виробництва вакцини проти COVID-19? 

2. Що собою представляє віріон SARS-CoV-2? 

3. Як вірус SARS-CoV-2 проникає у клітину та поширюється в організмі 

людини? 

4. Які види вакцин проти вірусу SARS-CoV-2 Вам відомі? 

5. Який принцип роботи вакцини на основі мРНК? 

6. Які ліпідні компоненти входять до складу ліпідних наночастинок для 

створення мРНК вакцин? У чому полягає функція кожного з них? 

7. Назвіть переваги та недоліки використання ліпосом при створенні ва-

кцин? 

8. Назвіть основні етапи технології одержання інактивованої вакцини 

проти SARS-CoV-2. 
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ГЛАВА 2. ЛІПОСОМАЛЬНІ ФОРМИ АД’ЮВАНТІВ І ВАКЦИН 

 

В даний час у різних напрямках медицини широкого використання набу-

ли ліпосомальні препарати. Один з таких напрямків – застосування ліпосом 

(LS, англ. – liposome) як ад’ювантів для конструювання вакцин (Vac, англ. – 

vaccine). Спочатку ад’ювантна дія LS по відношенню до різних антигенів була 

встановлена при введенні експериментальним тваринам антигенних субстанцій, 

вірусів і бактерій, глобулінів та альбумінів сироватки крові, ферментів. Надалі 

LS-Vac знайшли широке застосування у профілактиці інфекційних захворювань 

людини. У таблиці 2.1 представлені комерційні LS-Vac, що використовуються у 

клініці. 

 

Таблиця 2.1 – Ліпосомальні вакцини для застосування людиною 

Назва вакцини Виробник Антиген 
Захворю-

вання 

«Epaxal Berna 

vaccine», в/м 

Crucell-Berna-Bio-

tech, Швейцарія 

Антиген гепатиту А  Гепатит А 

«Inflexal» viro-

somal influenza 

vaccine, в/м 

Crucell-Berna-Bio-

tech, Швейцарія 

Антигени вірусу грипу А, 

гемагглютинін, нейраміні-

даза  

Грип 

«HepaXen» com-

bintd vaccine, в/м 

Lipoxen, Велика 

Британія 

Антиген гепатиту В Гепатит В 

«Lipovaca» influ-

enza vaccine, в/м 

Болгарія Гемагглютинін, нейрамі-

нідаза 

Грип 

«Mosquirix», в/м GlaxoSmithKline 

(GSK), Бельгія 

Епітоп прееритроцитарно-

го циркумспорозоїтного 

білка Plasmodium falcipa-

rum і S-антиген віруса ге-

патита В  (HBsAg) 

Малярія 

«Shingrix», в/м GlaxoSmithKline 

(GSK), Бельгія 

Рекомбінантний антиген 

ліпопротеїна Е вірусу віт-

ряної віспи  

Оперізую-

чий лишай 
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Основним завданням при отриманні антигенів, що використовуються у 

складі Vac, є досягнення їх високого ступеня очищення від баластних домішок 

різної природи: білкових, ліпідних, ліпопротеїдних, полісахаридних та ін. Доб-

ре відомо, що дані сполуки здатні посилювати імуногенність речовин, що вво-

дяться. Водночас їхня присутність небажана через посилення ними побічної дії 

Vac. Саме цей факт змушує використовувати для конструювання Vac імунос-

тимулятори, що отримали назву «ад’юванти».  

До ад’ювантів у вакцинології висуваються досить жорсткі вимоги: 

 ад’юванти повинні бути вільними від сторонніх домішок та не викли-

кати побічних імунних реакцій; 

 ад’юванти не повинні бути онкогенними або алергогенними речови-

нами та викликати появу відповідних сполук в організмі; 

 ад’юванти не повинні містити антигени, подібні до антигенів господа-

ря (поява таких антигенів може призвести до аутоімунних реакцій); 

 після виконання своїх функцій ад’юванти повинні досить легко мета-

болізуватися. 

Посилення дії антигену в організмі при введенні його з ад’ювантами по-

яснюється кількома причинами: 

 уповільненою резорбцією антигену з утвореного на місці введення 

«депо», що сприяє антигенному подразненню; 

 запальною реакцією організму у відповідь на введення ад’ювантів; 

 утворенням комплексу антигену з ад’ювантом за типом хімічного 

зв’язку, внаслідок чого підвищується імуногенність антигену; 

 стимуляцією ад’ювантом фагоцитарної активності ретикулоендотеліа-

льної системи; 

 загальним посиленням синтезу білка в організмі; 

 уповільненням гідролізу антигену тканинними ферментами; 

 стресорною дією ад’юванту на організм; 

 активацією системи комплементу; 

 прискоренням транспорту антигену до імунокомпетентних клітин; 

 стимуляцією утворення цитокінів; 

 стимуляцією проліферації, диференціювання та функціональної акти-

вності Т- і В-клітин та їх взаємодії. 
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Рисунок 2.1 – Імунні відповіді, викликані імунізацією вакцинами в присутності 

ад’юванта або без нього. Скорочення: APC – антигенпрезентуюча клітина (англ. – an-

tigen-presenting cell); Th – T-хелпери [Wang et al., 2019]  

 

Необхідно зупинитися на ряді клітин, що беруть участь в імунній відпові-

ді (рис. 2.2):  

 Т-хелпери-1 (Th-1) переважно сприяють розвитку клітинної імунної 

відповіді, активуючи макрофаги (основний цитокін, що виділяється, – інтерфе-

рон-);  

 Т-хелпери-2 (Th-2) беруть участь у протипаразитарному імунітеті та 

алергічних реакціях, продукують інтерлейкіни IL-4,5,10.  

 Т-хелпери (помічники) – Т-лімфоцити, головною функцією яких є по-

силення адаптивної імунної відповіді. Т-хелпери активують В-лімфоцити, мо-

ноцити, натуральні кілери та ін., презентуючи їм фрагменти чужорідних анти-

генів при прямому контакті, а також гуморально, виділяючи цитокіни. 
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Рисунок 2.2 – Схематичний опис процесу формування гуморального та клітин-

ного імунітету, спровокованого збудником або вакциною [Wang et al., 2019].  

Скорочення: APC – антигенпрезентуюча клітина (англ. – antigen-presenting cell); DC – 

дендритна клітина (англ. – dendritic cell); FDC – фолікулярна дендритна клітина (англ. 

– follicular dendritic cell); CTL – цитотоксичний Т-лімфоцит (англ. – cytotoxic T-

lymphocyte); MHC – головний комплекс гістосумісності (англ. – major histocompatibi-

lity complex); MCTL – цитотоксичний Т-лімфоцит пам’яті (англ. – memory cytotoxic T-

lymphocyte); TCR – Т-клітинний рецептор (англ. – T-cell receptor); BCR – В-клітинний 

рецептор (англ. – B-cell receptor); MBC – В-клітина пам’яті (англ. – memory B-cell); 

PBC – плазматична В-клітина (англ. – plasma B-cell); LPBC – довгоживуча плазмати-

чна В-клітина (англ. – long-lived plasma B-cell); Th0 – «наївний» недиференційований 

CD4+ Т-хелпер; Th1 – Т-хелпер 1-го типу; Th2 – Т-хелпер 2-го типу; IFN-γ – інтерфе-

рон-γ (англ. – interferon-γ). 

 

Більшість дослідників вважають, що ад’юванти спричиняють комбінова-

ну дію як на антиген, змінюючи його фізико-хімічні властивості і посилюючи 

імуногенність, так і безпосередньо на організм, викликаючи ряд неспецифічних 

реакцій. Вплив ад’ювантів на властивості антигену стосується зміни його стру-
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ктури, молекулярної маси, полімерності, розчинності та інших фізико-хімічних 

та імунохімічних властивостей. Сьогодні відома значна кількість ад’ювантів, 

що відрізняються походженням (природні та синтетичні) та фізико-

хімічними властивостями: 

1) мінеральні ад’юванти; 

2) рослинні ад’юванти (наприклад, сапоніни). Ад’ювант QS21 виділений 

з південно-американського дерева Quillaja Saponaria. Імуностимулюючий ком-

плекс «ISCOM» являє собою ад’ювантну фракцію Quillaja Saponaria, включену 

в частинки, що складаються з холестерину, фосфоліпідів і антигенів клітинних 

мембран. «ISCOM» вводили до складу Vac проти вірусу грипу, вірусу папіломи 

людини, ВІЛ, збудника малярії, низки пухлин та ін. Показано, що Vac, що міс-

тять ISCOM, найбільш ефективні при інтраназальному введенні та індукують 

змішану Th-1 і Th-2-імунну відповідь; 

3) масляні ад’юванти (ад’ювант Фрейнда, мінеральні олії, тваринні та 

рослинні олії); 

4) цитокіни (наприклад, інтерлейкіни IL-1α та IL-1β) та пептиди; 

5) мікробні ад’юванти (корпускулярні та субодиничні структури, білки, 

нуклеїнові кислоти, ліпіди, вуглеводи, ліпополісахарид-білкові комплекси); 

6) синтетичні речовини (полінуклеотиди (полі-А:У, полі-Г:Ц та ін.), пеп-

тиди (мурамілдипептид та його похідні, поліелектроліти – поліаніоніти, поліка-

тіоніти)); 

7) складні штучні ад’ювантні системи (LS, мікрокапсули). 

Враховуючи викладене вище, стає зрозумілим значний інтерес, який ви-

ник в останнє десятиліття до LS як до «drug delivery system» і перспективних 

ад’ювантних компонентів. Звертає на себе увагу той факт, що LS відповідають 

більшості вимог, що пред’являються до ад’ювантів. Важливим є можливість 

отримання Vac з ліпосомальними ад’ювантами, які можуть легко піддаватися 

стерилізуючій фільтрації, на відміну від мінеральних або жирових ад’ювантів. 

Це у свою чергу дозволяє проводити стерилізуючу фільтрацію на кожному ета-

пі отримання Vac-препаратів. LS знижують токсичність інкапсульованих у них 

антигенів і мають високу біосумісність. Крім того, з’явилися дослідження, в 

яких у складі Vac запропоновано використовувати комбінацію з кількох 

ад’ювантів: LS, цитокінів, пептидів, імуностимулюючих комплексів. 
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2.1. Противірусні вакцини 

 

2.1.1. Вакцини для профілактики гепатиту 

Отримані різними авторами дані свідчать про те, що якщо введені у вод-

ному розчині антигени призводять до негативної або дуже слабкої імунної від-

повіді, то їх інкапсулювання у LS призводить до високих титрів антитіл у сиро-

ватці крові. При підшкірній ін’єкції морським свинкам поверхневого антигену 

вірусного гепатиту B отримано високі титри антитіл, що захищають тварин від 

інфекції. Показано, що антиген вірусу гепатиту, включений до LS, призводить 

до появи антитіл у 750 разів більших титрах, ніж при імунізації водним розчи-

ном антигену. Очищені препарати антигену вірусу гепатиту включали в LS, що 

складаються з яєчного фосфатидилхоліну (EPC, англ. – egg phophatidylcholine), 

холестерину і додецилфосфату у співвідношенні 7 : 2 : 1. Автори визнають 

ад’ювантні властивості LS. 

Безсумнівний інтерес представляють дані про можливість зміни типу 

імунної реакції при введенні антигену у складі LS. Як антиген використовували 

поверхневий пептид вірусу гепатиту В (HBsAg, англ. – Hepatitis B surface 

antigen), введення якого мишам лінії C57BL приводив до імунної реакції Th-2-

типу. Введення даного антигену в LS у присутності імуномодулятора показало 

сильну проліферативну реакцію Т-лімфоцитів. Т-лімфоцитна підгрупа була іде-

нтифікована як Th-1-тип на підставі цитокінного профілю, який свідчив про 

значне виділення інтерферону- (цитокін Th-1) та надзвичайно низький рівень 

IL-4 (цитокін Th-2). Контрольна група мишей лінії C57BL, імунізована пепти-

дом з квасцями, показала дуже низький рівень проліферації Т-лімфоцитів, до 

того ж не відзначалося жодного збільшення виділення інтерферону- або IL-4. 

Таким чином, було встановлено, що реакція типу Th-1 відбувається у тварин, 

яким пептид вводили тільки у складі LS. 

«HepaXenTM» – LS-Vac для профілактики гепатиту В випускається фір-

мою «Lipoxen». При застосуванні цієї Vac рівень антитіл у 20 разів перевищує 

рівень специфічних антитіл порівняно з використанням неLS-Vac. У зв’язку з 

цим виникла реальна можливість зменшити профілактичну дозу Vac і кількість 

ін’єкцій. 

Авторами отримана LS-Vac проти гепатиту В, в якій був інкапсульований 

рекомбінантний HBsAg розміром 22 нм. LS отримували з диміристоїлфосфати-

дилхоліну (DMPC, англ. – dimirystoylphosphocholine) та диміристоїлфосфати-

дилгліцерину (DMPG, англ. – dimyristoylphospoglycerol) в молярному співвід-
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ношенні 9 : 1. Розмір LS після гідратації становив 5 мкм. При порівнянні LS-

Vac з вільним та адсорбованим на гелі гідроксиду алюмінію HbSAg встановле-

но, що LS-Vac приводила до вищого рівня гуморальної відповіді (титру специ-

фічних антитіл). 

«Epaxal®» – Vac для профілактики гепатиту А (виробництва «Crucell-

Berna-Biotech», Швейцарія). Препарат являє собою LS з диолеоїлфосфатидил-

холіну (DOPC, англ. – dioleoylphosphocholine) і диолеоїлфосфатидилетаноламі-

ну (DOPE, англ. – dioleoylphoshoethanolamine) у співвідношенні 75 : 25, що міс-

тять вірус гепатиту А, інактивований формаліном, та гемаглютинін вірусу гри-

пу. Vac продемонструвала високі імуногенні властивості та нешкідливість. При 

вивченні рівня захисних антитіл у крові імунізованих тварин методом імунофе-

рментного аналізу виявлено, що сероконверсія на 14-ий та 28-ий день станови-

ла відповідно 97 % та 98 %. Після другої ін’єкції LS-Vac рівень сероконверсії 

становив 100 %.  

Фірма «Lipoxen» розробила першу в світі Vac для профілактики гепатиту 

Е, яка містить рекомбінантний білок гепатиту Е в LS, отриманих за відомою  

технологією Imuxen.   

 

2.1.2. Вакцини для профілактики грипу 

Грип та його ускладнення дають істотну захворюваність і смертність у 

людей похилого віку. У людей молодого віку імуногенність при вакцинації за-

безпечує 70–90 % захисту, а у літніх людей – близько 50 %. Запропонована три-

валентна LS-Vac, що містить по 15 мкг гемаглютиніну кожного вірусного шта-

му і 33 мкг IL-2 людини. Проведено вивчення імуногенності та нешкідливості 

запропонованої LS-Vac у порівнянні зі стандартною комерційною Vac. Vac 

вводили внутрішньом’язово літнім людям (середній вік – 80 років). При ви-

вченні рівня захисних антитіл методом імуноферментного аналізу встановлено 

наявність захисного титру антитіл у 33 % людей при використанні стандартної 

Vac та у 48 % при імунізації LS-Vac. У цих дослідженнях показано однакову 

нешкідливість Vac, а імуногенність була вищою у LS препараті. Причому, ан-

титіл до IL-2 не виявлено. Не виявлено також збільшення рівня антифосфолі-

підних антитіл у крові імунізованих людей. 

 Існуючі на сьогодні Vac проти грипу є переважно препаратами з інакти-

вованого вірусу.  

Існує три види Vac: 

 Vac із цілісного вірусу; 
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 Vac із фрагментованого вірусу; 

 Vac на основі окремих активних фрагментів вірусу грипу. 

Для підвищення імуногенної активності даних Vac використовують як рі-

зні ад’юванти (наприклад, МF59), так і LS форми Vac. Вивчення нешкідливості 

та імуногенності комерційних протигрипозних Vac проводили на двох групах 

хворих. Першій групі вводили Vac, що містить гемаглютинін, виділений з віру-

су, а другій групі – Vac, отриману шляхом введення гемаглютиніну в LS мем-

брану, що складається з природного PC. Для дослідження використовували 

тривалентну Vac. Обидві Vac викликали однакове достовірне підвищення сере-

днього титру протигемаглютинінових антитіл проти всіх трьох компонентів 

Vac через місяць після імунізації. Однак у групі осіб, імунізованих LS-Vac, 

продемонстровано статистично достовірне підвищення титру проти штамів ві-

русу Сінгапур і Пекін більш ніж у чотири рази у порівнянні з вільною формою 

Vac. Відсоток хворих, у яких титр при імунізації LS-Vac досягав захисної вели-

чини, був також значно вищий. Особливе клінічне значення мав той факт, що у 

68,4 % осіб, імунізованих LS-Vac, досягався захисний рівень антитіл проти всіх 

трьох компонентів Vac, проти 38 % при вакцинації звичайною Vac. 

Численні дослідження LS-Vac, що містять вірус грипу або його високо-

очищені компоненти, привели до створення комерційних LS препаратів для 

профілактики грипу. Одним із таких препаратів є Vac «Inflexal®V» виробництва 

«Crucell-Berna Biothech» (Швейцарія). Препарат є полівалентною LS (віросома-

льною) інактивованою Vac проти грипу (рис. 2.3), до складу якої входять по-

верхневі антигени трьох штамів вірусу грипу типів А і В. Віруси інактивують 

формальдегідом, після чого з вірусів виділяють і очищають антигени – гемаг-

лютиніни та нейромінідази. В одній дозі міститься по 15 мкг гемаглютиніну 

кожного штаму. Препарат являє собою LS з DOPC і DOPE у співвідношенні 

75 : 25. 

Віруси грипу постійно змінюються, тому склад Vac, що випускається у 

різні роки, може відрізнятися. Перевагою віросом є можливість імітації ними 

вірусних частинок. Механізм дії віросом можна описати так:  

 фагоцитоз віросом імунокомпетентними клітинами;  

 презентація антигенів (гемаглютинін та нейрамінідаза), включених в 

LS, імунній системі;  

 активація CD4+ T-хелперів для вироблення цитокінів;  

 цитокіни стимулюють клітини для вироблення антитіл до антигенів 

вірусу грипу.  
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Рисунок 2.3 – Схематичне зображення віросомальної вакцини проти грипу 

[Herzog et al., 2009] 

 

Захисний рівень антитіл у крові зазвичай досягається через 2–3 тижні піс-

ля вакцинації. Тривалість поствакцинального імунітету становить 6–12 місяців. 

 

2.1.3. Вакцини для профілактики вірусних інфекцій 

Вірус простого герпесу-2 є найпоширенішим збудником герпесу статевих 

органів. Запропоновано LS-Vac, що містить пептиди, виділені з вірусу герпесу. 

У модельних експериментах на мишах заражених вірусом герпесу (самки зара-

жені інтравагінально, самці – інтраректально) одноразове введення LS-Vac 

приводило до 86–100 % виживання при інтравагінальному зараженні і 71–

100 % при інтраректальному. Різні за складом пептиди вірусу герпесу мали різ-

ну імуногенну активність. 

«LipoRabTM» – Vac для профілактики сказу. LS підвищують імуногенність 

Vac з включеним в них вірусом сказу, у порівнянні з використанням Vac тільки 

з вірусом сказу. Перевагою цієї Vac є можливість зменшення доз та кількості 

ін’єкцій. 

Значним успіхом вакционології можна вважати Vac «Shingrix®». 

«Shingrix®» – Vac виробництва «GlaxoSmithKline» (Бельгія), спрямована на 

профілактику оперізуючого лишаю і являє собою суспензію для внутріш-

ньом’язового введення, що складається з ліофілізованого рекомбінантного ан-

тигену ліпопротеїну Е вірусу вітряної віспи, який при використанні відновлю-

ється суспензією AS01, що виконує функцію імунологічного ад’юванта. Анти-

ген являє собою очищену усічену форму глікопротеїну, експресованого в клі-

тинах яєчників сирійського хом'ячка. Суспензія ад’юванту AS01 складається з 

3-0-дезацил-4'-монофосфориліпіду А з Salmonellа (штам Minnesota) і молекули 

сапоніну (QS21), очищеного з ексракту Quillaja saponaria (мильне дерево). 
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Обидва компоненти введені до складу LS, що складається з DOPC та холесте-

рину у фосфатному буфері.  

 

 
Рисунок 2.4 – Схематичне зображення вакцини на основі ад’юванту AS01, 

нприклад, «Shingrix®» – вірусної вакцини проти оперізуючого лишаю, «Mosquirix ®» – 

бактеріальної вакцини проти малярії [Wang et al., 2019] 

 

Vac представлена двома флаконами: в одному знаходиться суспензія 

ад’юванту (50 мкг монофосфориліпіду А; 50 мкг QS21, 1 мг DOPC, 0,25 мг хо-

лестерину, 0,160 мг натрію дигідрофосфату, 0,54 мг калію дигідрофосфату), у 

другому – ліофілізований антиген у кількості 50 мкг. Умови зберігання препа-

рату – 2–8 °С. Як допоміжні компоненти використовували 20 мг сахарози (ста-

білізатор), 4,385 натрію хлориду і 0,08 мг полісорбату-80. Перед використанням 

суспензія ад’юванта вводиться у флакон з антигеном (після приготування су-

міш може зберігатися протягом 6 годин при 2–8 °С). Vac продемонструвала ви-

сокі протективні властивості при захисті від оперізуючого лишаю. 
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В даний час проводиться розробка ряду Vac для боротьби з вірусними ін-

фекціями, наприклад, проти хвороб Ебола, Зіка та ін. 

Лихоманка Ебола – гостра висококонтагіозна хвороба, рідкісне, але вкрай 

небезпечне захворювання. Спалахи епідемії зафіксовані у Центральній та 

Західній Африці. Летальність у середньому становить 50 %. Вірус Ебола 

розповсюджується через кров або рідкі виділення організму хворої або помер-

лої людини або тварини. Інфікуватися можна через нещодавно заражені 

біологічними рідинами предмети. 

У листопаді 2019 року на фармацевтичний ринок виведено першу ко-

мерційну Vac проти вірусу Ебола – «Ervebo» (виробництва Merck) – rVSV-

ZEBOV-GP. «Ervebo» – це живий атенуйований рекомбінантний вірус везику-

лярного стоматиту (rVSV), в якому ген, що кодує глікопротеїн (PO3522) обо-

лонки вірусу, змінений на поверхневий глікопротеїн вірусу Ебола (P87666), 

виділеного з типового заірського вірусу (Zaire ebolavirus) (рис. 2.5). Вірус у цій 

Vac не є патогенним для людини. Vac проти вірусу Ебола пройшла випробу-

вання на 16 000 осіб. Vac індукує імунну відповідь у вигляді нейтралізуючих 

антитил. Vac rVSV-ZEBOV – «Ervebo» є єдиною Vac проти лихоманки Ебола, 

схваленою FDA. Запропонована Vac забезпечує захист від ізолятів Zaire 

ebolavirus та не захищає від інших ізолятів вірусу Ебола або вірусу Марбург. 

 

 

Рисунок 2.5 – Структура штаму VSV дикого типу та рекоибінантного вірусу 

rVSV-ZEBOV-GP [EMA assessment report, 2019] 

 

Також запропонована Vac, розроблена Johnson & Johnson і виготовлена 

компанією Janssen. З метою запуску імунної відповіді запропонована ком-

плексна Vac, яка несе генетичний код декількох білків вірусу Ебола та скла-

дається з двох компонентів: 1) Ad26.ZEBOV(Zabdeno) – рекомбінантна ДНК- 

Vac на основі аденовірусу 26 серотипу (Ad26); 2) MVA-BN-Filo(Mvabea) –– ре-

комбінантна ДНК-Vac на основі модифікованого вірусу осповакцини Анкара 

(MVA). 
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У 2020 році запропонована Vac «ГамЭвак-комби» – комбінована векторна 

Vac розроблена для профілактики геморагічної лихоманки Ебола. Vac скла-

дається з двох компонентів, де як вектор міститься аденовірус 5-го серотипу 

(Ad5). Перший компонент містить рекомбінантні вірусні частинки на основі 

вірусу везикулярного стоматиту (VSV), що експресують ген GP вірусу Ебола; 

другий компонент містить рекомбінантні псевдоаденовірусні частинки, що 

експресують ген GP вірусу Ебола. У дослідженні Vac прийняли участь лише 

2000 осіб. У зв'язку з відсутністю матеріалів 1 і 2 фази клінічних випробувань, 

дана Vac не рекомендована міжнародним співтовариством до застосування. 

Останні роки активно розробляються Vac проти вірусу Зіка (рис. 2.6). Пе-

редача хвороби іншим людям здійснюється трансмісивним шляхом. Хвороба 

Зіка передається через укуси комарів Aedes aegypti в тропічних і екваторіальних 

районах. Вірус Зіка належить до роду Flavivirus. Протікає хвороба відносно 

доброякісно, характеризується висипанням, нетривалою лихоманкою без вира-

женої інтоксикації. Виявлено, що вірус Зіка проникає через плаценту, впливаю-

чи на ембріон і викликаючи у немовлят мікроцефалію (значно зменшений ро-

звиток черепа), що призводить до розумової недостатності. 

 

 
Рисунок 2.6 – Структура вірусу Зіка [Avila-Perez et al., 2018] 

 

Сьогодні запропоновано кілька варіантів Vac проти вірусу Зіка: 
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1. Vac на основі ДНК розробляється вченими Центру досліджень вакцин 

NIAID (США). Ними використана стратегія, аналогічна експериментальній 

флавівірусній Vac проти вірусної інфекції Західного Нілу. Vac-кандидат на ос-

нові ДНК проти вірусу Зіка пройшла першу фазу клинічних випробувань у сер-

пні 2016 року, другу фазу з тестування розпочали у грудні 2016 року. У лютому 

2017 року розпочато дослідження безпечності й імуногенності Vac. ДНК-Vac 

складається з плазмідної ДНК, модифікованої білками E і PrM, що входять до 

складу зовнішньої білкової оболонки віріона вірусу Зіка. ДНК-Vac призначена 

для зборки білкових частинок, які імітують вірус Зіка та запускають імунну від-

повідь в організмі людини. На першій фазі відкритого клінічного дослідження, 

у якому прийняли участь 40 людей, вводили 3 дози Vac по 1 і 2 мл. Перша 

ін’єкція у дозі 1 мл забезпечувала захист у 25 % пацієнтів, у дозі 2 мл –  у 60 %; 

друга ін’єкція у дозі 1 мл забезпечувала захист у 65 % пацієнтів, у дозі 2 мл –  у 

84 %. На двана тижні перед введенням третьої дози титр нейтралізуючих анти-

тіл спостерігали у 70 і 95 % пацієнтів відповідно. 

2. Очищена інактивована Vac проти вірусу Зіка під назвою ZPIVI ро-

зроблена Армійським дослідницьким інститутом Уолта Ріда (США). Vac 

містить інактивовані частинки вірусу і не може розмножуватися в організмі 

людини та викликати захворювання. У дослідженнях на мишах і мавпах-

мармозетках (при їх вагітності) показано, що як первинна внутрішньом'язова, 

так і первинна бустерна вакцинація забезпечує 80 %-вий ефект появи 

нейтралізуючих антитіл. 

3. Жива ослаблена (атенуйована) Vac проти вірусу Зіка. Створено хи-

мерний вірус за допомогою генної інженерії – об’єднання кількох вірусів (реа-

сортанти отримують після спільного інфікування двома різними вірусами із 

сегментованим генотипом, містить гени обох батьківських вірусів). Химерний 

вірус складається з кістяка вірусу Денге типу 4 (Денге викликається будь-яким 

з 4-х споріднених вірусів, які називаються серотипами), який експресує поверх-

неві білки вірусу Зіка. Химерний вірус – живий, атенуйований (ослаблений) і не 

може викликати захворювання. 

4. мРНК-Vac (платформа на основі генів, аналогічна ДНК-Vac). мРНК 

призводить до синтезу антитіл проти білків E і PrM, що входять до складу 

зовнішньої білкової оболонки віріону вірусу Зіка. 

5. Vac на основі вірусних векторів використовують вірус кору або мо-

дифіковану версію вірусу везикулярного стоматиту VSV. Принцип той самий, 

що й у Vac проти вірусу Ебола. 
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6. Vac, яка спрямована на білки слини комара, а не на конкретний вірус. 

Vac містить 4 синтетичні білки слинних залоз комарів, призначені для індукції 

антитіл у вакцинованої людини – для індукції модифікованої алергічної реакції, 

яка може запобігти зараженню у разі укусу комаром-переносником хвороби 

Зіка. 

Насамкінець хотілося б звернути увагу на можливість отримання Vac 

проти вірусів на основі різних платформ: ДНК, мРНК, вірусних векторів, ате-

нуйованих, очищених інактивованих та ін. Розвиток біотехнології та створення 

низки методологій дозволяє успішно боротися з небезпечними інфекційними 

вірусними захворюваннями. 

 

2.2. Антибактеріальні вакцини 

 

2.2.1. Вакцини, що містять токсини та анатоксини 

Анатоксин, або токсоїд – це бактеріальний токсин, інактивований шля-

хом спеціальної обробки (наприклад, формаліном), але який зберіг антигенні 

властивості.  

Внутрішньовенне введення водного розчину дифтерійного анатоксину 

сенсибілізованим мишам призводило до загибелі 70 % тварин протягом 1 хви-

лини, а у 30 % мишей спостерігалися симптоми важкої форми сироваткової 

хвороби. Тварини, імунізовані анатоксином, інкапсульованим у LS, вижили, і у 

них були відсутні симптоми сироваткової хвороби. У сенсибілізованих дифте-

рійним анатоксином тварин після підшкірного введення LS антигену не спосте-

рігався феномен Артюса. 

Проведено дослідження імуногенності анатоксинів Clostridium oedemati-

ens (збудник газової гангрени), інкапсульованих у LS різного складу. Найбіль-

ше виживання спостерігалося в групі тварин, імунізованих LS, до складу яких 

входили EPC, кардіоліпін, виділений з серця великої рогатої худоби, а також 

фосфатидилсерин і сфінгомієлін, виділені з мозку великої рогатої худоби. Оскі-

льки LS із PC і кардіоліпіну більш активні, ніж LS із PC, то ймовірно, що їхня 

більша імуногенність пов’язана з присутністю кислого фосфоліпіду – однієї з 

небагатьох антигенних ліпідних речовин. 

Очищений правцевий анатоксин кон’югували з LS за допомогою глута-

рового альдегіду. При внутрішньочеревному введенні отриманого препарату 

мишам  лінії BALB/c встановлено, що імунізація приводить до виникнення ви-

сокого рівня протиправцевих імуноглобулінів G. Одночасно показано, що вміст 
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специфічних протиправцевих імуноглобулінів класу Е був дуже незначним. 

Отримані сироватки містили титр захисних антитіл, оскільки введення леталь-

них доз токсину у дозі 100 dlm (лат. – dosis letalis minima) повністю захищало 

тварин від загибелі. Імунізація тварин вільним розчином правцевого анатокси-

ну або анатоксину, сорбованого на гелі гідроокису алюмінію, викликали утво-

рення імуноглобулінів як класу G, так і класу Е. Крім того, повторна імунізація 

мишей LS формою правцевого анатоксину після первинної імунізації приводи-

ла до появи переважно імуноглобуліну G. При ліофілізації LS форми антигену, 

імуногенність препарату зберігалася протягом 6 місяців при температурі збері-

гання 37 °С. 

На мишах лінії BALB/с вивчали вплив різних LS, що складаються з фос-

фоліпідів і холестерину, взятих у еквімолярних співвідношеннях, на імуногенні 

властивості інкапсульованого правцевого анатоксину. Антитіла визначалися за 

допомогою імуноферментного методу. В результаті встановлено, що ад’юван-

тні властивості LS найбільш виражені при співвідношенні фосфоліпідів до 

правцевого анатоксину 2050 : 1 по масі; збільшення співвідношення між білко-

вою фракцією та LS призводило до значного зниження титрів. Рівень антитіл не 

змінюється при використанні LS, що складаються з фосфоліпідів з температу-

рою фазового переходу «гель/рідина» від 32 °С до 41,5 °С. При вивченні впливу 

ад’ювантних властивостей LS на імуногенність правцевого анатоксину викори-

стовували два методи включення до складу LS: метод дегідратації/регідратації 

та метод ковалентного зв’язування. Автори не встановили відмінностей у дії 

препаратів на гуморальну імунну відповідь. Відзначено, що 82,3 % антигену 

зв’язується з LS незалежно від їхнього заряду – нейтрального, негативного чи 

позитивного. Виявлено відмінності у зв’язуванні з антигеном LS, що містять 

жирні кислоти різного ступеня насиченості. 

Проведено вивчення комбінованої LS-Vac, що містить дифтерійний та 

правцевий анатоксини. LS були отримані ультразвуковою обробкою суміші лі-

підів, що складається з соєвого PC і холестерину. В 1 мл Vac міститься по 5 Lf 

(англ. – Limits of Flocculation; флокулююча одиниця) кожного анатоксину. Ми-

шам BALB/с препарат вводили підшкірно. Максимальне включення анатокси-

нів в LS спостерігалося при співвідношенні PC : холестерин – 7 : 3, дифтерійно-

го анатоксину 39,8 % і правцевого анатоксину 38,7 %. Антитіла в крові тварин 

визначали імуноферментним аналізом на 15-й, 30-й і 45-й день. Встановлено, 

що комбіноване використання анатоксинів у Vac призводить до вищого рівня 

антитіл до правцевого антигену в порівнянні з моно-Vac у LS формі, що містить 



57 

правцевий анатоксин. У рівні антитіл дифтерійного анатоксину різниці не ви-

явлено. 

Встановлено, що холерний токсин та його В-субодиниця підвищували 

імунну відповідь до антигенів при спільному проникненні через слизову оболо-

нку. При оральному введенні антигенів, що знаходяться на поверхні малих LS 

із PC спостерігалося збільшення імунної відповіді. Для вивчення протективних 

властивостей холерних Vac добровольцям перорально вводили трикомпонентну 

LS холерну Vac. Як контроль пацієнтам вводили вільну форму трикомпонент-

ної Vac. Обидві Vac забезпечували 100 %-ву імуногенність, що було підтвер-

джено захисним титром антитіл у крові пацієнтів. Водночас, вакциновані люди, 

які отримали антигени в LS формі, продемонстрували більшу швидкість анти-

генспецифічної реакції антитіл, ніж пацієнти, що отримували вільну форму 

Vac. На можливість використання холерної LS-Vac вказує ряд робіт, в яких як 

антиген використовували інактивовані теплом цілісні клітини збудника холер-

ни. Використання LS-Vac призводило до гальмування процесу колонієутво-

рення на слизовій оболонці у щурів. 

 

2.2.2. Вакцини, що містять ліпід А 

Безсумнівно дуже перспективним є використання LS як контейнерів для 

ад’ювантів різної структури. Одним з таких ад’ювантів є ліпід А, що являє со-

бою ліпополісахарид, виділений з грамнегативних бактерій. Висока ад’ювантна 

активність ліпіду А встановлена за останні 20 років численними дослідження-

ми. Однак застосування Vac, у складі яких як ад’ювант використовується ліпід 

А, гальмується його високою пірогенною активністю (рис. 2.7).  

Введення ліпіду А до складу LS значно зменшує пірогенність ліпополіса-

хариду. Наприклад, ліпід А, виділений з Salmonella minnesota R595 та інкапсу-

льований в LS, виявляв меншу пірогенність порівняно з вільною формою ліпіду 

А. Так, непірогенна доза ліпіду А у вільному стані становила 0,32 мкг/кг маси 

кролика, а в LS формі вдавалося вводити 8,1 мкг/кг маси кролика без прояву пі-

рогенної реакції. Автори провели вивчення імуногенності LS антигену маля-

рійного плазмодія на мавпах, в якому як ад’ювант використовували непіроген-

ний LS ліпід А. Отримана комерційна LS-Vac проти малярії «Mosquirix®». Ця 

рекомбінантна LS-Vac проти малярії на основі білка була схвалена у жовтні 

2021 року ВООЗ (розробник – Армійський НДІ Волтера Ріда (США), виробник 

– GlaxoSmithKline (Бельгія)). Ефективність захисту від малярійного плазмодія 

становить від 26 до 50 % для немовлят та дітей молодшого віку.  
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Рисунок 2.7 – Структурно-функціональні зв’язки ліпіду А, отриманого з грам-

негативного бактеріального ліпополісахариду [Alving et al., 2020]  

 

Для отримання антигену використовувалися гени центральної повторю-

ваної області і Т-клітинного епітопу прееритроцитарного циркумспорозоїтного 

білка (CSP, англ. – circumsporozoite protein) малярійного паразиту Plasmodium 

falciparum, кон’югованого з поверхневим антигеном S вірусу гепатиту (HBsAg) 

(рис. 2.8).  

 

 

Рисунок 2.8 – Структура рекомбінантного білку вакцини «Mosquirix®» [Kaslow 

et al., 2015]  
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Разом ці два білкових компоненти збираються в розчинні вірусоподібні 

частинки, схожі на зовнішню оболонку вірусу гепатиту В. На основі LS з 

ад’ювантом AS01 інфекція попереджається на рахунок індукції гуморального 

та клітинного імунітету з високими титрами антитіл, які не дозволяють парази-

ту P. falciparum заражати печінку людини. 

Ад’ювант AS01 у вигляді LS складається з ряду сполук (рис. 2.4):  

 монофосфорил-ліпіду А, який діє як агоніст рецептора TLR-4, акти-

вуючи Th1 для продукції цитокінів, інтерферону-γ, IL-2 та TNF-α, які пов’язані 

з опосередкованим фагоцитозом, захистом від внутрішніх інфекційних агентів; 

 QS21 (екстракт Quillaja saponaria, фракція 21), яка ініціює активацію 

дендритних клітин для індукції імунних відгалужень опосередкованих Т-клі-

тинами. 

До складу LS входить DOPC, холестерин, натрієві та калієві фосфатні со-

лі, сахароза, полісорбат 80. 

 

2.2.3. Вакцини, що містять пептиди різної структури 

Ад’ювантну активність мають мікобактеріальні пептидоглікани, зокрема, 

мурамілдипептид (MDP, англ. – muramyl dipeptide), його аналоги та стерео-

ізомери. MDP – мінімальна структурна одиниця пептидоглікана, що входить до 

складу стінки грампозитивних і грамнегативних бактерій (рис. 2.9).  

 

 

Рисунок 2.9 – Структура мурамілдипептиду та його локалізація у бактеріальній 

клітині [Ogawa et al., 2011] 
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MDP здатний активувати системи вродженого та адаптивного імунітету. 

За багатьма властивостями MDP у складі LS дозволяє значно підвищити імунну 

відповідь і знизити його негативні властивості. Рядом авторів запропоновано 

використовувати MDP та його похідні – С18-MDP, С12-MDP, які є кон’югатами 

MDP з жирними кислотами, для підвищення антигенної активності низки анти-

генів при імунізації тварин. Показано, що введення С18-MDP є достатньо ефек-

тивним для створення захисного імунітету у мавп проти P. falciparum. Для дос-

лідження ролі макрофагів при індукції утворення антитіл на антигени стафіло-

коку застосовувалися LS, що містять С12-MDP. Миші, які отримували LS з 

С12-MDP, за два дні до ін’єкції α-токсину золотистого стафілококу демонстру-

вали збільшення утворення протистафілококового анти-α-токсину імуноглобу-

ліну (імуноглобуліни М та G). Встановлено, що похідні MDP або комплекс 

MDP з фосфатидилетаноламіном (PE, англ. – phosphatidylethanolamine) є ефек-

тивними агентами для активації макрофагів, спрямованих проти клітин пухлин 

або вірусів. LS комплекс MDP/PE, призначений для внутрішньовенного вве-

дення, знаходився на I-ій фазі вивчення. Необхідно відзначити, що на відміну 

від LS форми ліпіду А, LS комплекс MDP/PE є токсичним та пірогенним, що 

затримує його застосування як ад’юванта для Vac у медицині. 

Мавп імунізували проти малярійного паразита P. falciparum. Дві ін’єкції 

антигеном, включеним у LS спільно з 6-0-стероїл-N-ацетилмураміл-D-аланіл-D-

ізоглутаміном, захищали всіх тварин при зараженні летальною дозою збудника. 

Проведено оцінку імуногенності LS-Vac з антигенними пептидами, 

отриманими з глікопротеїну вірусу лімфоцитарного хоріоменінгіту. Інкапсу-

льовані в LS пептиди мали високу імуногенність при підшкірному введенні і 

викликали захисний противірусний імунітет. Після підшкірної ін’єкції LS утво-

рювали «депо» антигену, що полегшувало тривале завантаження антигену ден-

дритними клітинами практично тільки в місцеві лімфовузли. Імуногенність LS 

пептидної Vac ще більше підвищувалася при введенні в LS імуностимулюючих 

олігонукліотидів, що призводило до значного активування дендритних клітин. 

Запропонована LS пептидна Vac викликала захисний протипухлинний імунітет. 

Враховуючи, що реакції протипухлинних і противірусних Т-клітин виклика-

ються переважно дендритними клітинами, що транспортують антиген з пери-

ферії в організовані лімфоїдні тканини, можна припустити, що активація денд-

ритів LS пептидними Vac свідчить про їх високу імуногенність і можливість 

створення захисної противірусної та протипухлинної імунної реакції. 
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Безперечно, перспективним є використання LS-Vac, які містять пато-

генні пептиди, за допомогою яких можна запобігти аутоімунним захворюван-

ням без неспецифічного пригнічення реакцій Т-клітин, як це було показано при 

підшкірному введенні мишам LS, що містять пептид К-2, який відповідає зали-

шкам 201–216 бичачого інтерфоторецептора ритеноїд-зв’язуючого білка. 

Інтерес представляє LS-Vac, що містить пептид, виділений з пилей 

Pseudomonas aeruginosa (синегнійна паличка), як В-епітоп. У LS також включа-

ли очищений гемаглютинін з вірусу грипу, як Th-епітоп, а також ад’ювант. 

Отримано імунну відповідь у вигляді продукції специфічних антитіл, здатних 

захистити від інфекції, викликаної P. аeruginosa. 

LS як імунологічні ад’юванти були використані для отримання антитіл, 

специфічних до поліпептиду. LS були приготовлені з суміші EPC, холестерину, 

доцетилфосфату та α-токоферолу у молярних співвідношеннях 4 : 3 : 0,1 : 0,5 і 

мали негативний заряд. У LS поміщали негативно заряджений поліпептид, який 

внаслідок заряду не комплексувався з LS і знаходився всередині ліпідної струк-

тури. Найкращі результати отримані при внутрішньовенній або внутрішньоче-

ревній імунізації. 

 

2.2.4. Вакцини, що містять антигени мікобактерій туберкульозу 

У культуральному фільтраті Mycobacterium тuberculosis знаходиться 

ранній секреторний антиген ESAT-6 з молекулярною масою 6 кДа. Цей білок 

кодується областю геному RD1 M. tuberculosis, втраченою в процесі тривалого 

культивування у вакцинному штамі БЦЖ (скор. від Бацила Кальмета-Герена, 

фр. – Bacillus Calmette-Guerin (BCG)) (рис. 2.10).  

 

 

Рисунок 2.10 – Делетована у вакцинному штамі БЦЖ область геному M. tuber-

culosis RD1, яка кодує секреторні білки ESAT-6 (англ. – early secreted antigenic target) 

и CFP-10 (англ. – culture filtrate protein), що відповідають за вірулентність мікомакте-

рій [Ganguly et al., 2008]  
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Результати доклінічних досліджень протективних властивостей антигену 

ESAT-6 у вигляді пептидних і ДНК Vac, а також у складі бактеріальних векто-

рів на основі БЦЖ і S. typhimurium показали, що внаслідок недостатньої імуно-

генності білка ESAT-6 формування захисного ефекту імунізації визначається 

способом його введення та доставки в організм. 

Субодиничні Vac складаються з очищеного білка та ад’ювантів. Крім ан-

тигену ESAT-6 в субодиничних Vac запропоновано використовувати й інші 

очищені білки – 85В та 85А. Обнадійливі результати отримані під час ство-

рення грипозних векторів, що експресують антиген ESAT-6. Одержання ате-

нуйованих рекомбінантних штамів вірусу грипу А, що експресує ранній секре-

торний мікобактеріальний антиген ESAT-6 у модельних експериментах із зара-

ження мишей туберкульозною інфекцією (2-кратна інтраназальна імунізація), 

продемонструвало кращий захисний ефект у порівнянні з класичною БЦЖ. 

Запропоновано LS-Vac для лікування та попередження туберкульозу. Ав-

торами запропоновано використовувати як антигени поліпептиди, виділені з ві-

рулентних M. tuberculosis штаму МТВ-С NCTC 13536: HSP70 (70 kDa); 38 kDa; 

Ag85B (30 kDa); CFP 10 (10 kDa); ESAT-6M (6 kDa); LpqHM (19 kDa), інкапсу-

льовані у LS розмірами 80–120 нм. До складу LS композиції також були введені 

ліпіди M. tuberculosis штаму МТВ-С. Ліпіди були представлені гліколіпідами, 

наприклад, ліпоарабіномананом. Продукт ліофілізують у присутності 5 % саха-

рози як кріопротектора. LS було отримано з використанням соєвого PC. LS-Vac 

при введенні мишам призводила до значного збільшення клітинної імунної від-

повіді in vivo. Наприклад, рівень імунної відповіді при використанні як антиге-

ну очищеного білкового похідного в LS-Vac перевищував титри антитіл у 4–8 

разів, а при використанні Vac з Ag85B – у 8–14 разів порівняно з неLS антиге-

нами. Vac також індукувала поліантигенну гуморальну відповідь, яка забезпе-

чувала високий протективний ефект. Причому автори показали збільшення 

протективного ефекту при використанні LS-Vac, що містить сахарозу в 1,5 рази 

більше, ніж при використанні LS препарату без сахарози. При введенні Vac у 

дозі 50 мкг з сахарозою імунна відповідь була ідентична введенню 200 мкг без 

сахарози. Таким чином, запропонований LS препарат, призначений для ліку-

вання або попередження туберкульозу, за рахунок введення людині разової 

інокулюючої дози 25–50 мкг фрагментів клітинної стінки M. tuberculosis штаму 

МТВ-С у LS формі, що містить ліпіди штаму та природні фосфоліпіди. Ліпіди, 

виділені зі штаму БЦЖ, зв’язані зі злитим білком антигену Ag85B-ESAT-6 в ка-
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тіонних LS, індукував значні рівні інтерферону-γ і титри відповідних антитіл 

(IgG2A), характерні для імунної Т-хелперної відповіді (Th1). 

Катіонний ліпід диметилоктадециламоній активно використовувався для 

отримання протитуберкульозних субодиничних LS-Vac. 

 

2.2.5. Вакцини, що містять бактеріальні полісахариди 

Запропоновано методи отримання LS-Vac для профілактики правцевої, 

гемофільної, менінгококової, стрептококової інфекції. 

LS отримували з EPC зі ступенем чистоти 90 % або соєвого гідратованого 

PC зі ступенем чистоти 98 %. Оптимальний розмір LS становив 80–300 нм. Як 

полісахарид використовували капсульний полісахарид Haemophilus influenzae. 

Структура капсульного полісахариду, який грає важливу роль у вірулентності 

бактерій H. influenzae, встановлена як 3-B-D-рибофунарозил-(1-1)-D-рибітол-5-

фосфат. Авторами були отримані LS, що містять капсульний полісахарид і біл-

кові антигени ряду бактерій: дифтерійний анатоксин, правцевий анатоксин, бі-

лок менінгококу, що використовуються для виробництва комерційних Vac. 

Отримані авторами LS-Vac при підшкірному введенні мишам продемонструва-

ли високий рівень специфічних захисних антитіл. 

 

2.2.6. Рибосомальні вакцини 

Рибосоми – органели, які продукують білок по матриці іРНК. Виділені 

рибосоми з матрицею в чистому вигляді і являють собою рибосомальну Vac. 

Рибосомальні Vac являють собою рибосомальну фракцію, виділену з мік-

роорганізмів, яка має імуногенні властивості: здатність індукувати синтез анти-

тіл і захищати людину і тварин від зараження відповідними мікроорганізмами. 

Протективна активність рибосомальних Vac може бути пов’язана з адсорбова-

ними на рибосомах молекулами бактеріальних антигенів. У зв’язку з цим вве-

дення рибосомальних антигенів у LS дозволяє підвищити ефективність Vac. Ві-

домо, що рибосомальні Vac ефективні в імунопрофілактиці низки інфекційних 

захворювань. Вивчена здатність рибосом, виділених зі штаму Streptococcus 

sobrinus 6715 (посилює розвиток карієсу на зубах) і включених в LS на основі 

фосфоліпідів і холестерину, індукувати синтез специфічних антитіл IgА у слині 

щурів. Показано, що рівень IgА проти рибосом і цілісних клітин S. sobrinus 

6715 був у імунізованих щурів значно вищий, ніж у контрольних тварин. Була 

також різко знижена колонізація S. sobrinus 6715  у ротовій порожнині. Автори 

запропонували використовувати LS рибосомальні Vac для захисту від карієсу. 
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Так, наприклад, при введенні 12,5 мкг LS-Vac виявлено значні титри захисних 

антитіл, а введення чистої Vac без LS в дозі 250 мкг не продемонструвало іму-

ногенності. 

Запропонована Vac, в якій як антиген використані рибосоми Candida 

albicans (збудник кандідозу). LS отримували з DMPC і DMPG у молярному 

співвідношенні 9 : 1. Як ад’ювант використовували ліпід А. Проведено вивчен-

ня LS-Vac, що містить рибосоми, у порівнянні з Vac із ад’ювантом Фрейнда 

(один з найбільш поширених ад’ювантів, що містить убиті туберкульозні міко-

бактерії, суспендовані у масляній фазі водної емульсії) на мишах. Рівень імун-

ної відповіді був вищим. Автори запропонували використовувати отриману Vac 

для імунізації людей. 

 

2.2.7. Вакцини, що містять компоненти бактеріальної клітини 

З метою підвищення імуногенності антигенів, що вводяться через слизову 

оболонку, автори включали гемаглютинін Bordetella pertussis (збудник кашлю-

ка) в LS, що містять як модельний антиген глутатіон-S-трансферазу Schistosoma 

mansoni (кишечний паразит). Неінбредних мишей двічі інтраназально імунізу-

вали LS препаратом, що містить постійну дозу глютатіон-S-трансферази і зрос-

таючі дози гемаглютиніну. Додавання 3 мкг гемаглютиніну до LS викликало 

більш ніж 10-кратне підвищення титру антитіл до глутатіон-S-трансферази. 

Присутність гемаглютиніну не змінювало гуморальної відповіді у тварин, а їх 

сироватки містили імуноглобуліни G (IgG1, IgG2a та IgG2b). Однак лише за на-

явності гемаглютиніну в зазначеній дозі спостерігалася поява антитіл до глута-

тіон-S-трансферази класу IgGA. Ці результати показують, що гемаглютинін має 

потенціал підвищення імуногенності антигенів, введених в LS. 

Основний білок зовнішньої оболонки гонококу – протеїн I – був включе-

ний в LS, що складаються або з суміші DPPC і DOPC у співвідношенні 1 : 1, або 

з DPPC та DOPE у співвідношенні 1 : 1. Авторами виявлено, що практично весь 

білок був включений в ліпідний бішар, причому, істотних відмінностей у сту-

пені включення в залежності від ліпідного складу не виявлено, причому близь-

ко 80 % білка було орієнтовано назовні, що нагадувало структуру бактеріальної 

мембрани гонококу. Середній діаметр везикул становив близько 0,5 мкм, але за 

рахунок додаткової екструзії міг бути помітно зменшений без втрати включен-

ня в бішар білка. Проведені дослідження зв’язування LS як з моноклональними 

антитілами проти даного білка, так і з антитілами, отриманими шляхом імуні-

зації кроликів, продемонстрували досить близькі результати. Склад LS також не 
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визначав здатності до зв’язування. Досліджувалася імунозахисна дія білка, ви-

діленого з фільтрату культури, з молекулярною масою 30 кД. Як ад’ювант були 

використані ліофілізовані LS з PC. Імунізація тварин приводила як до клітин-

них (проліферація Т-клітин і секреція цитокінів), так і до гуморальних реакцій. 

Враховували виживання та кількість живих мікобактерій в органах: селезінці, 

печінці, легенях. Результати авторів переконливо показують, що LS є ідеаль-

ною системою доставки Vac, яка може нести на собі секреторний білок міко-

бактерій туберкульозу. LS отримували з суміші фосфоліпідів, холестерину, ди-

цетилфосфату в молярних співвідношеннях 2 : 1,5 : 0,22. Фосфоліпіди у біль-

шості випадків були представлені DMPC. В LS включали ліпід А. Імунізація 

кроликів зазначеним комплексом приводила до вищого титру антитіл проти лі-

піду А, ніж при імунізації чистим ліпідом А. 

Очищений антиген Fi Yersinia pestis (збудник бубонної чуми), прикріпле-

ний до поверхні LS, при внутрішньочеревному введенні мишам стимулював 

високі титри антитіл у сироватці, а також викликав захисну реакцію при зара-

женні мишей через слизову оболонку мікробними клітинами в дозі 105 Y. pestis. 

Захисна реакція у тварин досягається вже при одноразовій імунізації. 

Зі стимульованих мітогенів лімфоцитів щурів отримували безклітинні су-

пернатанти культур, багаті фактором, що активує макрофаги (MAF, англ. – 

macrofage activating factor). MAF – стимулює макрофаги цитотоксичності до 

пухлин, секреції цитокінів або видалення патогенів. Отримані супернатанти ін-

капсулювали в LS різного розміру та ліпідного складу і порівнювали їх здат-

ність надавати нормальним мишачим макрофагам цитотоксичність до пухлин-

них клітин з аналогічною здатністю неінкапсульованого MAF, який додавали у 

позаклітинне середовище. Нормальні макрофаги мишей ліній C57BL16, 

С3Н/Hen, оброблені MAF у LS формі, проявляли значні цитотоксичні властиво-

сті in vitro проти сингенних і алогенних пухлинних клітин, але не вбивали не-

пухлинні клітини. Показано, що LS-MAF роблять макрофаги токсичними для 

пухлин у 20 000 разів меншій концентрації, ніж вільний MAF. 

На можливість використання LS-Vac вказують автори, що вивчають LS як 

потенційні імуностимулятори. Мишей імунізували антигеном, виділеним з фі-

льтрату культури криптокока та емульгованим у повному ад’юванті Фрейнда. 

Другу групу тварин імунізували цим самим антигеном, інкапсульованим у LS 

на основі PC. Імуногенні властивості препаратів оцінювали за реакцією гіпер-

чутливості уповільненого типу та за здатністю захищати тварин від внутріш-

ньовенного введення живої культури криптококів у кількості 105. Пригнічення 
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розвитку культури оцінювалося через 7 днів шляхом підрахунку криптококових 

колонієутворюючих клітин у легенях, селезінці, печінці та головному мозку ін-

фікованих мишей. Отримані результати підтвердили захисний ефект LS форми 

антигену. Однак при імунізації антигеном, емульгованим у повному ад’юванті 

Фрейнда, захисний ефект був більш вираженим. Незважаючи на отримані ре-

зультати, автори оцінюють використання LS форми антигену як дуже перспек-

тивної при створенні LS-Vac. 

 

2.3. Протипухлинні вакцини 

 

На поверхні багатьох клітин в організмі існує молекула, що називається 

Муцин-1 (MUC-1, англ. – Mucin-1).  

MUC-1 – це білок, який експресується на поверхні епітеліальних клітин і 

є продуктом гіперекспресії у багатьох злоякісних пухлинах. Велика кількість 

MUC-1 характерна для багатьох ракових клітин. Аномалії в MUC-1 зафіксовані 

при раку молочної залози, передміхурової залози, яєчників, підшлункової зало-

зи та колотерального раку. Дослідження показали, що можна відрізнити анти-

гени MUC-1, які є специфічними для клітин пухлини і нормальних тканин (рис. 

2.11). Vac вводиться підшкірно у 4 ділянки тіла. До складу Vac входить імуно-

ад’ювант монофосфорилліпід А – неспецифічний стимулятор, що забезпечує 

більш інтенсивну взаємодію Vac з клітинами імунної системи. Безпечність ліпі-

ду А була підтверджена у клінічних дослідженнях. Так, наприклад, монофос-

форилліпід А як допоміжну речовину введено у комерційну Vac проти папіло-

ми – «Церварікс®» (виробник «Glaxo Smith Kline», Бельгія). Обидва компонен-

ти включені в LS (MUC-1 та ліпід А). Препарат добре переноситься, і при вико-

ристанні в дозах від 20 до 200 мкг виживання хворих становить від 5,4 до 14,6 

місяців. 

Слід зазначити, що у 94 % хворих на рак простати слизоутворюючий 

MUC-1 являє собою глікопротеїн, який пов’язаний зі злоякісною трансформа-

цією та стійкістю до цитотоксичних агентів. Він індукує клітинну імунну від-

повідь, яка може забезпечити опосередковане імунне знищення пухлини. Vac 

при раку простати продемонструвала нешкідливість та ефективність. 
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Рисунок 2.11 – Структура MUC-1 у нормальній та пухлинній клітині: MUC-1 

гіперглікозильований у нормальних клітинах, а повторювана амінокислотна послідо-

вність (чорна частина) прихована вуглеводними залишками, тоді як у ракових кліти-

нах змінюється кількісний та якісний склад вуглеводів [Vafaei et al., 2022]. 

 

Ряд ракових клітин, включаючи клітини раку легенів, містять збільшену 

кількість пептиду MUC-1 (ці клітини – мішень для терапії). 

Розпочато 3-й етап клінічного вивчення недрібноклітинного раку легень. 

Недрібноклітинний рак легень становить приблизно 75 % всіх ракових захво-

рювань легень. Створена LS-Vac проти цього виду раку – L-BLP-25 

(«Stimuvax®»). Доклінічне вивчення показало, що L-BLP-25 генерує потужні 

типи цитотоксичних T-хелперів (Th1) для боротьби з MUC-1, має протипух-

линну активність як in vivo, так і in vitro (рис. 2.12). Клінічні дослідження пока-

зали, що Vac покращує медіану виживання хворих на недрібноклітинний рак 

легень і забезпечує клінічно значущі покращення в профілі пухлини і якості 

життя імунізованих хворих. Клінічні випробування L-BLP-25 проводяться ком-

панією «Merck Seromo Oncothyreon» (фаза IIb/III). 
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Рисунок 2.12 – Прогнозований механізм дії вакцини L-BLP-25 [Xia et al., 

2014]. Скорочення: APC – антигенпрезентуюча клітина (англ. – antigen-presenting 

cell); MUC1 – Муцин-1 (англ. – Mucin-1); MUC1 CTL – MUC1-специфічний цитото-

ксичний Т-лімфоцит (англ. – cytotoxic T-lymphocyte); TCR – Т-клітинний рецептор 

(англ. – T-cell receptor); Th1 – Т-хелпер 1-го типу; IFN-γ – інтерферон-γ (англ. – 

interferon-γ); HLA – лейкоцитарний антиген людини (англ. – human leukocyte antigen). 

 

Клінічні випробування L-BLP-25 проведено на 171 пацієнті віком від 17 

до 41 року з недрібноклітинним раком легень. Встановлено відсутність токсич-

ної дії препарату. Більше 54 % хворих були живі понад 24 місяці. Виявлено клі-

нічні переваги LS-Vac. Побічні ефекти, що спостерігались при застосуванні 

L-BLP-25: почервоніння, больові відчуття в області ін’єкції, кашель, втома, за-

дишка. 

Для імунізації мишей використовували клітини мишачої аденокарциноми 

GZH1, в які був трансформований людський антиген MUC-1, включений в LS. 

Така імунізація забезпечує повний захист тварин як при підшкірній, так і при 

внутрішньовенній імунізації пухлинними клітинами. 

Особливий інтерес представляють LS-Vac, що містять гліколіпіди – ганг-

ліозиди (Gang, англ. – ganglioside). Роль Gang у клітині постійно вивчається. У 

ссавців Gang є невід’ємним компонентом зовнішнього шару плазматичної мем-

брани, в якій вони взаємодіють з іншими сфінголіпідами, холестерином, транс-

мембранними білками, включаючи рецепори і переносники сигналів. Встанов-
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лено, що Gang є ключовими молекулами у плазматичній мембрані, що беруть 

участь у процесі адгезії, проліферації та розпізнаванні клітин. Gang локалізу-

ються переважно на поверхні мембран клітин і відіграють важливу роль у між-

клітинних взаємодіях, у тому числі в імунологічних процесах. Відомо, що в пу-

хлинній клітині порушено обмін Gang. Деякі з них можуть використовуватися 

як маркери (GD2, GD3, GM3) та антигени пухлин людини та тварин. Встановле-

но, що Gang є високоефективними антигенами для отримання моноклональних 

антитіл та профілактичних Vac. Відомо, що Gang відіграють важливу роль у 

процесах клітинного диференціювання, рецепції деяких гормонів, бактеріаль-

них токсинів. Gang можуть використовуватися як основа для отримання діагно-

стичних систем та лікарських форм. У ряді пухлин нейроектодермального по-

ходження показана неоекспресія Gang, які, на думку ряду авторів, відіграють 

ключову роль у інфільтрації пухлинних клітин та утворенні метастазів, що ро-

бить Gang привабливими молекулами-мішенями для імунотерапії раку.  

 

 

Рисунок 2.11 – Схематичне зображення структури та шляху біосинтезу гангліо-

зидів [Cutillo et al., 2020] 

 

З використанням різних методів очистки, включаючи хроматографічні, 

були отримані високоочищені фракції Gang мозку великої рогатої худоби (іден-

тифіковані GM2, GT1b, GM1, GD1a, GD1b) і селезінки (GT1b, GM1, GD1a, GD1b). Із 

еритроцитів коней отримано Gang GM3-NeuGc, з якого шляхом хімічної моди-
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фікації був отриманий Gang GM3-NeuAc. Вперше встановлено, що до складу 

олігосахаридної частини Gang GM3-NeuGc з еритроцитів коней входить зали-

шок N-гліколілнейрамінової кислоти, а церамід містить переважно сфінгозин 

20 : 1 і жирну кислоту 24 : 0 . Вважається, що структура визначає  фармакологі-

чну активність екзогенного Gang. Отримані нами індивідуальні Gang були дос-

ліджені на різних біологічних моделях: при частковій гепатоектомії у щурів ви-

явлено, що Gang GM3 з еритроцитів коней посилює проліферацію гепатоцитів 

при індукованому гепатиті, при цьому здатність GM3 збільшувати включення 

[3Н]тимідину в ДНК не залежала від типу залишку нейрамінової кислоти: N-

ацетилнейрамінова (NeuNAc) чи N-гліколілнейрамінова (NeuNGc). Введення 

щурам з частковою гепатоектомією Gang GM3-NeuGc приводило до двукратно-

го збільшення специфічної радіоактивності ДНК у порівнянні з контролем. 

Вплив GM3 був специфічним, оскільки сумарні Gang мозку великої рогатої ху-

доби, що містять GM1, GD1a, GD1b, GT1b, GQ, демонстрували відсутність впливу 

на проліферацію клітин, а ліпіди еритроцитів, з яких був видалений Gang GM3, 

не впливали на проліферативну активність клітин.  

Досліджено вплив Gang та фосфоліпідів на чутливість пухлинних клітин 

до цитостатичної та мембранотоксичної дії селезінкових ефекторів. Клітини-

мішені обробляли розчином Gang та фосфоліпідними LS. Обробка клітин-

мішеней фосфатидилетаноламіном (PE, англ. – phosphatidylethanolamine) ви-

кликала підвищення їх чутливості в мембранотоксичному тесті при концентра-

ції ліпіду 200 і 20 мкг/мл. При цих же концентраціях спостерігалося підвищен-

ня чутливості пухлинних клітин і в цитостатичних тестах. Кардіоліпін та EPC 

як у мембранотоксичному, так і в цитостатичному тесті не підвищували чутли-

вості клітин-мішеней до селезінкових ефекторів. Обробка клітин-мішеней пре-

паратами мозкових Gang приводила до вираженого зниження їхньої чутливості 

до спленоцитів. Використання комбінації EPC/мозкові Gang призводило до різ-

кого підвищення чутливості клітин-мішеней до клітин-ефекторів. Цей ефект за-

лежав від дози Gang. Комбінація PE/мозкові Gang підвищували чутливість клі-

тин-мішеней до спленоцитів у мембранотоксичному тесті меншою мірою, ніж 

комбінація ЕPC/мозкові Gang. У цитотоксичному тесті підвищення чутливості 

клітин-мішеней при використанні комбінації PE/Gang було менш виражено, ніж 

при використанні одного PE. Встановлено, що сам по собі EPC, введений в 

мембрану пухлинної клітини-мішені, не впливає на її чутливість до цитотокси-

чної та мембранотоксичної дії селезінкових ефекторів, а суміш Gang мозку 

знижує чутливість клітин-мішеней. Вперше показано, що введення в мембрану 
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клітин-мішеней EPC та суміші мозкових Gang істотно підвищує їх чутливість 

до цитотоксичної та мембранотоксичної дії селезінкових ефекторів. Gang мозку 

знижують, а тимусні підвищують чутливість пухлинної клітини до мембра-

нотоксичної дії селезінкових ефекторів. Підвищення чутливості передусім обу-

мовлено введенням у мембрану ненасичених жирних кислот і, частково, різни-

цею у структурі полярних головок Gang. Можна припустити, що в цій роботі 

підвищення чутливості пухлинних клітин до цитотоксичної та мембранотокси-

чної дії селезінкових ефекторів також пов’язано передусім зі зміною її мембра-

ни під впливом ненасичених жирних кислот EPC, а також істотною умовою 

впливу ефекторів клітин-мішеней є властивості вуглеводних головок Gang моз-

ку, вбудованих у мембрану клітин.  

Успішні протиракові Vac націлені на активацію цитотоксичних Т-клітин 

і, отже, повинні містити потужний антиген і ад’ювант. Було показано, що наці-

лювання антигену на макрофаги CD169 селезінки викликає стійкі відповіді 

CD8 Т-клітин за допомогою перенесення антигену. Цікаво, що макрофаги 

CD169 також можуть активізувати природні Т-кілери 1 типу, активуючи їх че-

рез ліганди, такі як α-галактозилцерамід (αGalCer, англ. – α-galactosylceramide). 

αGalCer є природним ад’ювантом за рахунок активації дендритних клітин. Ав-

тори включали Gang GM3 і αGalCer у LS, що містять білок овальбумін (OVA), 

для досягнення націлювання на CD169. Системна доставка LS з GM3-αGalCer-

OVA приводила до специфічного захоплення CD169 макрофагами селезінки та 

стимулювання високої продукції інтерферону природними Т-кілерами. Таким 

чином, LS з антигеном GM3-αGalCer, є платформою для створення Vac. Дослі-

дження проведено на мишах лінії C57BL/6. LS отримували методом екструзії із 

ліпідної плівки, отриманої з EPC, яєчного фосфатидилгліцерину і холестерину 

при співвідношенні (3,8 : 1 : 2,5). У хлороформний розчин перед упарюванням 

додавали 3 мол.% Gang GM3, 30 мкг αGalCer. Після випарювання хлороформу 

плівку гідратували у розчині OVA з концентрацією 1 мг/мл. Використовуючи 

екструзію отримували наночастинки розміром близько 200 нм. LS зберігали 

при 4 °C протягом 2 місяців. 

 

Підсумок. Наведені у цьому розділі матеріали демонструють використан-

ня LS форм Vac для профілактики бактеріальних, вірусних, паразитарних та 

грибкових інфекцій. Встановлено, що LS різного складу є ефективною систе-

мою доставки і презентації різних антигенів. Крім доставки, LS виконують фун-

кцію ад’ювантів і можуть використовуватися для створення Vac. Раніше нами 
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представлені основні принципи конструювання LS наноструктур у навчальних 

посібниках «Фармацевтична біотехнологія: Біонанотехнологія у фармації та 

медицині» (2011 р.) та монографії «Ліпосомальні форми лікарських препаратів: 

технологічні особливості отримання та застосування в клініці» (2016 р.). При 

отриманні LS конструкцій для створення Vac особливу увагу необхідно приді-

ляти розміру і заряду наночастинок, ламелярній структурі, ліпідному складу 

LS: насиченості жирних кислот і температурі фазового переходу. Як було пока-

зано, розмір LS впливає на презентацію антигену, що у свою чергу може змі-

нювати імунну відповідь організму. На зв’язування антигену з поверхнею LS 

або інкапсуляцію антигену може впливати поверхневий заряд наночастинки. 

Так, наприклад, для створення Vac надається перевага катіонним LS, оскільки  

вони ефективніше взаємодіють з аніонною мембраною клітин імунної системи. 

Також необхідно враховувати, що заряд, склад LS та структура взаємодії нано-

частинка/антиген може визначати ступінь інкапсуляції антигену та зниження 

внаслідок цього імунної відповіді організму. Крім того, необхідно враховувати, 

що аніонні антигени будуть ефективніше взаємодіяти з катіонними ліпідами. 

До складу LS входять природні та синтетичні фосфоліпіди. Склад ліпідів у LS 

може визначати плинність мембрани за рахунок використання ліпідів з різною 

температурою фазового переходу. Ліпіди з вищою температурою фазового пе-

реходу можуть збільшувати жорсткість мембрани наночастинки. У ряді випад-

ків у LS присутній холестерин, який здатний змінювати плинність LS і посилю-

вати гуморальну імунну відповідь. Необхідно зазначити, що ад’юванти віді-

грають важливу роль в активації та дозріванні антиген-презентуючих клітин 

для можливої активації Т і В-клітин. В даний час відомо ряд LS-Vac, які вико-

ристовуються в клініці для попередження захворювань різної етіології, і десят-

ки препаратів знаходяться на стадіях доклінічного та клінічного вивчення. 

 

Контрольні запитання 

1. Які вимоги висуваються до ад’ювантів вакцин? 

2. Яку роль відіграють ад’юванти у формуванні імунної відповіді? 

3. Які види ад’ювантів за походженням та фізико-хімічними властивос-

тями Вам відомі? 

4. Які рекомбінантні продукти використовують у складі ліпосомальних 

вакцин? Які переваги ліпосомальних рекомбінантних вакцин? 

5. Що спільного між вірусною частинкою та ліпосомою?  



73 

6. Наведіть приклади ліпосомальних вірусних вакцин, опишіть їх струк-

туру і властивості. 

7. Наведіть приклади ліпосомальних бактеріальних вакцин, опишіть їх 

структуру і властивості. Які компоненти бактеріальної клітини використовують 

як антигени при створенні вакцин? 

8. Наведіть приклад ліпосомальних вакцин, до складу яких входить ліпід 

А. Опишіть їх склад та структуру? 

9. Дайте характеристику рибосомальних вакцин та їх ліпосомальних 

форм. 

10. На прикладі ліпосом, які містять антиген MUC-I назвіть переваги лі-

посомальних протипухлинних вакцин. 

11. У чому перспективність використання гангліозидів як антигенів у 

складі протипухлинних вакцин? 

12. Які переваги мають ліпосомальні вакцини у порівнянні з вакцинами 

класичного складу? 

13. Які фосфоліпіди використовуються у складі ліпосомальної мембрани 

у вакцинах? Наведіть конкретні приклади? 
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ГЛАВА 3. ФАРМАЦЕВТИЧНА РОЗРОБКА ЛІПОСОМАЛЬНИХ  

ЛІКАРСЬКИХ ПРЕПАРАТІВ 

 

Широкий інтерес до нанобіотехнологічних продуктів, зокрема до ліпосо-

мальних (LS, англ. – liposome, liposomal) препаратів, у фармації цілком зрозумі-

лий – ці засоби, маючи широкий спектр дії, інтенсивно використовуються для 

діагностики, профілактики та лікування захворювань різної етіології. Ство-

рення LS препаратів є одним з перспективних напрямків сучасної нанофарма-

кології, що обумовлено такими їх перевагами: 

 LS підвищують біодоступність інкапсульованих у них активних фар-

мацевтичних інгредієнтів (АФІ), підвищуючи їх фармакологічну ефективність 

та дозволяючи зменшити ефективну дозу АФІ; 

 LS пролонгують дію АФІ; 

 LS дозволяють перевести ліпофільні АФІ у водорозчинну форму для 

парентерального введення (гідрофобні антибіотики та гормони, антраль, біо-

флаваноїди, поліфеноли та ін.); 

 LS захищають АФІ від деградації ферментами та макрофагами орга-

нізму; 

 LS зменшують токсичний вплив АФІ на організм (протипухлинні 

препарати – іринотекану гідрохлорид, доксорубіцину гідрохлорид, препарати 

платини та ін.); 

 LS повністю біодеградують в організмі людини. 

Кількість LS лікарських форм на світовому фармацевтичному ринку ста-

новить понад 50 препаратів, 5 із яких розроблені та ліцензовані в Україні. Дос-

лідження, розпочаті в Україні на початку 90-х років, привели до створення LS 

лікарських препаратів різної спрямованості: «Ліпін®» – порожні LS на основі 

фосфатидилхоліну яєчного жовтку (EPC, англ. – egg phophatidylcholine) (пуль-

монологія, кардіологія, нефрологія, акушерство та гінекологія); «Ліподокс®» – 

LS форма доксорубіцину (онкологія); «Ліолів®» – LS  форма антралю (гепато-

протектор); «Ліпофлавон®» – LS форма кверцетину (випускається у двох лікар-

ських формах: очні краплі (офтальмологія) і ін’єкційна форма (кардіологія, он-
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кологія)). Зазначені LS препарати знайшли широке застосування в клініках Ук-

раїни. У наступні роки колективом авторів були запропоновані технології 

отримання LS препаратів, що містять різні АФІ, вивчені їх фізико-хімічні та 

фармакологічні властивості: іринотекану гідрохлорид, цитохром С, коензим 

Q10, куркумін, цисплатин, доцетаксел, латанопрост і ряд інших продуктів, у 

тому числі і комплексних LS препаратів, що містять декілька АФІ. 

Науковцями кафедри біотехнології, біофізики та аналітичної хімії НТУ 

«ХПІ» протягом останніх років проводяться дослідження з розробки технології 

та вивчення фармакологічних властивостей ліпосомальних препаратів різної 

направленості. Докладно способи одержання LS форм та основні етапи техно-

логій окремих LS препаратів описані на сторінках навчальних посібників «Фа-

рмацевтична біотехнологія: Біонанотехнологія у фармації та медицині» (2011 

р.), «Фармацевтична біотехнологія: Біотехнології виробництва готових лікарсь-

ких форм» (2020 р.). Даний розділ присвячений деяким аспектам фармацевтич-

ної розробки LS лікарських препаратів. 

 

3.1. Вибір складу ліпосомальних препаратів 

 

Провівши аналіз складу запропонованих за ці роки LS форм препаратів, 

необхідно зазначити, що до складу LS входять: АФІ, фосфоліпіди, холестерин 

(Chol, англ. – cholesterol), похідні поліетиленгліколю (PEG, англ. – polyethylene 

glycol), стабілізатори (кріопротектори); буферні системи, що забезпечують 

структуру LS, їхні фізико-хімічні та фармакологічні властивості. Найважливі-

шим компонентом LS мембрани є фосфоліпіди. 

Фосфоліпіди. Основними мембраноутворюючими компонентами LS пре-

паратів є фосфоліпіди різної структури (природні та синтетичні), що відрізня-

ються зарядом, насиченістю жирних кислот, властивостями полярних груп. 

Ефективність LS певною мірою залежить від властивостей самих фосфоліпідів. 

Будова фосфоліпідів характеризується присутністю гідрофобних і гідро-

фільних фрагментів у складі однієї молекули, а також різноманітністю будови 

кожного з цих фрагментів, що значною мірою визначає роль фосфоліпідів у ці-

лому ряді клітинних процесів (рис. 3.1): структурна функція – суміш фосфолі-

підів має утворювати стабільний бішар для функціонування мембранних біл-

ків (до таких фосфоліпідів відносяться фосфатидилхолін (РС, англ. – phophati-

dylcholine), фосфатидилгліцерин (PG, англ. – phosphatidylglycerol), сфінгоміє-

лін, фосфатидилінозит (PI, англ. – phosphatidylinositol) та ін.), але водночас у 
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мембрані присутні деякі фосфоліпіди, які здатні до утворення небіслойних 

структур (фосфатидилетаноламін (PE, англ. – phosphatidylethanolamine), дифо-

сфатидилгліцерин (DPG, англ. – diphosphatidylglycerol), фосфатидна кислота 

(PA, англ. – phosphatidic acid) та ін.). Утворення таких сильно викривлених ді-

лянок мембрани необхідно при контакті між мембранами (процес злиття клі-

тин) або при зв’язуванні певних білків у мембрані, що забезпечує існування 

мембрани в функціонально активному стані.  

 

 

Рисунок 3.1 – Структура основних природних фосфоліпідів [Aktas et al., 2014] 
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При гідратації у водній фазі фосфоліпіди спонтанно утворюють LS завдя-

ки своїм термодинамічним фазовим властивостям. При виборі фосфоліпідного 

компонента необхідно враховувати температуру фазового переходу, тобто   

температуру, при якій фосфоліпіди переходять з гелю у рідкокристалічну фазу. 

Температура фазового переходу залежить від структури молекули фосфоліпіду, 

насиченості жирних кислот і структури полярних груп. Необхідно враховувати, 

що природні фосфоліпіди, що містять у двох положеннях різні жирні кислоти, 

мають нестандартну температуру фазового переходу, тим більше, що природ-

ний, наприклад, EPC, представлений сімейством РС, що містять ряд жирних 

кислот, і не має чіткої температури фазового переходу. Фосфоліпіди з жирними 

кислотами з довгим ланцюгом мають вищу температуру фазового переходу. 

При використанні фосфоліпідів з температурою нижче температури фазового 

переходу вони знаходяться у гелевій фазі, що у свою чергу надає LS низьку 

плинність і проникність. При отриманні LS при температурі вище, ніж темпера-

тура фазового переходу, фосфоліпіди знаходяться у рідкокристалічній фазі, що 

забезпечує більшу плинність і проникність. Необхідно відзначити, що така 

структура може одночасно ускладнювати проникнення гідрофільних АФІ через 

мембрану LS. 

Самостійним питанням є вибір фосфоліпідів для основи LS. При виборі 

мембраноутворюючих фосфоліпідів керуються рядом вимог:  

 максимальне включення АФІ у бішар або у водну фазу LS; 

 стабільність LS як при отриманні емульсії LS, так і при гідратації піс-

ля ліофілізації;  

 стабільність LS та АФІ при зберіганні; 

 відсутність небажаних реакцій та зниження побічної дії при введенні в 

організм та ін. 

Були вивчені як природні (EPC, гідрогенізований соєвий фосфатидилхо-

лін (HSPC, англ. – hydrogenated soybean phophatidylcholine), фосфатидилхолін 

соняшника (SFPC, англ. – sunflower phophatidylcholine)), так і синтетичні (дипа-

льмітоїлфосфатидилхолін (DPPC, англ. – dipalmitoylphosphatidylcholine), димі-

ристоїлфосфатидилхолін (DMPC, англ. – dimyristoylphosphatidylcholine), дисте-

ароїлфосфатидилхолін (DSPC, англ. – distearoylphosphatidylcholine) та ін.) фос-

фоліпіди.  

На думку ряду дослідників необхідно уникати використання ненасичених 

фосфоліпідів у зв’язку з тим, що вони схильні до процесів перекисного окис-

лення. На нашу думку, можливе використання ненасичених фосфоліпідів, зок-
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рема EPC, причому, використання даного ліпіда має ряд істотних переваг, у то-

му числі й економічних. Для запобігання перекисного окислення EPC викорис-

товують ряд захисних заходів:  

 на етапі отримання ліпідної плівки та її гідратації використовують 

азот або аргон, а також проводять процес отримання LS у захисному середови-

щі зазначених газів;  

 обмеження освітленості;  

 у тих випадках, де це можливо, на технологічних етапах використо-

вують режим зберігання рідкого препарату при температурі 2–8 °С;  

 зберігання LS після ліофілізації протягом всього терміну зберігання 

при температурі близько мінус 10 °С;  

 герметизацію ліофілізованих препаратів проводять в атмосфері захис-

ного газу.  

Вид АФІ також може визначати вибір того чи іншого фосфоліпіду. Вод-

ночас, на нашу думку, вплив структури АФІ не значно впливає на вибір фосфо-

ліпіду. Так, при отриманні LS форм антрациклінів створено кілька LS лікарсь-

ких форм, що не відрізняються за фармакологічною дією, але склад яких різ-

ний:  

 «Doxil®» (HSPC : Chol : PEG-2000-DSPE у співвідношенні 56 : 38 : 5);  

 «Myocet®» (EPC : Chol у співвідношенні 1 : 1);  

 «Daune-Home®» (DSPC : Chol у співвідношенні 2 : 1);  

 «Ліподокс®» (EPC : Chol у співвідношенні 0,85 : 0,15).  

Як видно з наведених даних до складу LS форм антрациклінів введені рі-

зні фосфоліпіди: ЕРС, HSPC, DSPC. При визначенні фосфоліпідів для ство-

рення LS обов’язково має бути проведено вивчення впливу будови молекули та 

її заряду на властивості наночастинок, ступеня ненасиченості жирнокислотних 

залишків і продуктів перекисного окислення ліпідів та інших факторів. 

У складі LS форм використовують фосфоліпіди:  

 нейтральні (різні види РС); 

 аніонні (DPG, PG, PA, PI); 

 катіонні (PE, диолеїлфосфатидилетаноламін (DOPE, англ. – dioleoyl-

phosphatidylethanolamine), 1,2-диолеїлокси-3-[триметиламоній]-пропан 

(DOTAP, англ. – 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane).  

Наприклад, у складі препарату «Visudin®» міститься PG; «DepoCyt®» – 

дипальмітоїлфосфатидилгліцерин (DPPG, англ. – dipalmitoylphosphatidylglyce-

rol); вакцина проти гепатиту А – DOPE.  
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Проведені дослідження із включення у бішар LS мембран аніонних фос-

фоліпідів при отриманні LS форм цитохрому С, доцетаксела, убіхінона, оксалі-

платина, куркуміна та ін. продемонстрували наступні переваги:  

 збільшення включення активної субстанції в LS;  

 стабілізація і стандартизація LS емульсії;  

 підвищення технологічності процесу за рахунок підвищення швидкос-

ті фільтрації LS емульсії;  

 стабільність LS емульсії при регідратації ліофілізованого препарату.  

Крім того, введення аніонних фосфоліпідів дозволяло пролонгувати дію 

лікарського препарату. Наприклад, включення DPPG до складу мембрани на 

основі ЕРС дозволяє збільшити відсоток включення цитохрому С у LS за раху-

нок взаємодії негативно зарядженого DPPG з позитивно зарядженим цитохро-

мом С, що ґрунтується на специфічній взаємодії білкової молекули з аніонними 

фосфоліпідом. Показана ефективність LS форми цитохрому С у ряді фармако-

логічних моделей. Необхідно заначити, що однозначної думки щодо викорис-

тання негативних і позитивних фосфоліпідів не існує. На прикладі цитохрому С 

одні автори підтверджують ефективність аніонних фосфоліпідів, інші –

катіонних.  

Холестерин. У ряд LS лікарських препаратів було запропоновано вводи-

ти Chol. При аналізі вмісту Chol у LS препаратах звертає на себе увагу той 

факт, що Chol в основному міститься у продуктах, які містять гідрофільні АФІ 

(«Doxil®», «DepoCyt®», «Ліподокс®», LS форма іринотекану гідрохлориду та 

ін.). Chol є критичним компонентом як при утворенні LS, так і в процесі виві-

льнення гідрофільних молекул з LS. Chol впливає на плинність і проникність 

LS мембрани з ЕРС. 

Chol був використаний при розробці LS лікарських форм, що містять гід-

рофільні АФІ: доксорубцін та іринотекан. Обидві лікарські форми отримані при 

використанні методу ліпідної плівки, гомогенізації високим тиском і методу 

градієнта рН. При вивченні залежності ступеня інкапсуляції іринотекану від 

складу LS виявлено таке включення АФІ:  

 ЕРС (100% мас) – 33 %;  

 EPC: Chol (95 : 5 % (мас.)) – 44 %;  

 EPC : Chol (85 : 15% (мас.)) – 57 %;  

 EPC : Chol (70 : 30 % (мас.)) – 71 %.  

Зі збільшенням вмісту Chol зростає ступінь інкапсуляції іринотекану гід-

рохлориду. Однак при співвідношенні EPC : Chol 70 : 30 % (мас.) підвищується 
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жорсткість мембрани, що вимагає збільшення тиску при стерилізуючій фільт-

рації. Крім того, під час аналізу розміру частинок методом лазерної дифракції 

виявлено присутність частинок з діаметром більше 5 мкм, що свідчить про не-

однорідність емульсії, а також впливає на можливість проведення стерилізую-

чої фільтрації. Ґрунтуючись на отриманих даних для подальших експериментів 

обрано співвідношення EPC : Chol (85 : 15 % (мас.)). Експеримент показав, що 

мембрани з  ЕРС (100 %), EPC : Chol (95 : 5 %) не мають високого ступеня ін-

капсуляції, а також нестабільні при ліофілізації з використанням різних кріо-

протекторів. Також показано, що LS розміром понад 220 нм відсутні. Мембрана 

LS на основі EPC : Chol (85 : 15 %) демонструє високий ступінь інкапсуляції і 

стабільність при ліофілізації. Як кріопротектори використовували трегалозу в 

концентрації 6,0 %.  

Аналогічні дані були отримані при розробці LS форми доксорубіцину. 

Chol зменшував вивільнення доксорубціна з LS і при цьому збільшувалася про-

типухлинна активність. Встановлено, що включення Chol в LS може призводи-

ти до збільшення розміру частинок, отриманих при ліофілізації, а також зни-

ження кількості АФІ, включеного в LS. Ймовірно, присутність Chol зменшує 

ступінь проходження гідрофільних АФІ в LS і вихід гідрофільних АФІ з LS.  

Склад препарату також визначає технологічні параметри ліофілізації LS 

препаратів. Встановлено, що повільне заморожування LS призводить до збіль-

шення відсотка включення АФІ після ліофілізації та регідратації у порівнянні зі 

швидким заморожуванням. Так, «жорсткі» LS, що містять Chol, більшою мірою 

зберігали свою структуру при повільному заморожуванні, ніж при швидкому. 

АФІ та фосфоліпідний склад LS визначає потребу наночастинок у Chol.  

Розроблені нами LS препарати з ліпофільними АФІ в якості основного 

фосфоліпіду містять EPC, в якому представлені переважно ненасичені жирні 

кислоти. Ймовірно, ліпофільні компоненти, вбудовуючись у ліпідний бішар 

приводять до збільшення «жорсткості» мембрани і не вимагають стероїдного 

компонента у складі LS. Також, необхідно зазначити, що введення Chol в LS з 

ліпофільними компонентами істотно ускладнює процес стерилізуючої фільтра-

ції емульсії через мембрани з розміром пор не більше 0,22 мкм, що може бути 

пов’язано з підвищенням «жорсткості» мембран LS. У зв’язку з тим, що наяв-

ність Chol в LS не приводила до збільшення включення АФІ в наночастинки і 

погіршувала технологічні параметри отримання LS, було прийнято рішення від-

мовитися від застосування стеринів для ліпофільних субстанцій: кверцетину 

(«Ліпофлавон®»), антралю («Ліолів®»), куркуміну, коензиму Q10 та ін. Також 
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необхідно відзначити, що наявність високого вмісту Chol у мембрані LS приз-

водило до зниження швидкості проникнення гідрофільної лікарської субстанції 

(антрациклінові антибіотики – доксорубцін, епірубіцин, ідарубіцин; фторура-

цил, препарати платини, іринотекан) у наночастинки. 

Кріопротектори. Запропоновані LS препарати представлені ліофілізова-

ними формами, що дозволяє стабілізувати нанорозміри і забезпечує триваліший 

термін зберігання. Для збереження нанорозмірів при ліофілізації необхідне вве-

дення до складу LS кріопротекторів. При виборі кріопротектора та визначенні 

його концентрації керуються такими вимогами:  

 збереження нанорозмірів LS протягом терміну зберігання;  

 продукт повинен легко розчинятися при введенні людині;  

 не впливати на фізико-хімічні та фармакологічні властивості LS;  

 не впливати на технологічні параметри отримання LS.  

До складу розроблюваних LS препаратів як кріопротектори були введені 

дисахариди: лактози моногідрат і трегалози дигідрат у різних концентраціях. 

Кількість дисахаридів у запропонованих препаратах відрізняється. Вміст кріо-

протекторів у LS емульсії становить від 2,5 % до 6,0 % залежно від складу пре-

парату, що забезпечує збереження нанорозмірів LS при ліофілізації та зберіган-

ні. 

Буферні системи – регулятори рН. Як компоненти буферного розчину 

використовують фосфатну буферну систему. Дана буферна система не токсич-

на і широко використовується при виробництві лікарських препаратів. Для тех-

нології градієнта рН при включенні АФІ крім фосфатного сольового буфера був 

використаний цитрат, що входить до складу LS форми і міститься в організмі 

людини (цикл трикарбонових кислот). Зазначені буферні системи широко ви-

користовуються у фармацевтичній технології як стабілізатори рН. Використан-

ня буферних сумішей дозволяє стабілізувати рН як самих наночастинок, так і 

АФІ, що входять до їхнього складу. рН LS препаратів знаходився в межах від 

5,0 до 7,4. 

 

3.2. Комплексні ліпосомальні препарати 

 

LS є ефективними наноконтейнерами для доставки ліків, крім того, LS 

дозволяють створювати комплексні препарати шляхом включення кількох АФІ. 

Останнім часом активно розробляються LS комплексні препарати, які містять 

два або більше АФІ. Такі препарати містять у своєму складі антибіотики, гор-
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мони, антиоксиданти та ін. Як ліпідні компоненти використовують широкий 

спектр природних і синтетичних фосфоліпідів. 

Безсумнівний інтерес викликають комплексні антиоксидантні препарати. 

Процеси перекисного окислення ліпідів беруть участь у регуляції функцій клі-

тин та таких фізіологічних процесах, як окисне фосфорилювання, мембранний 

транспорт йонів, мітоз, синтез простагландинів і стероїдів тощо. У разі інтен-

сифікації процесів перекисного окислення утворюються надлишкові активні 

форми кисню, які призводять до порушення цілісності ліпідного бішару клі-

тинних мембран, наслідком чого стає пасивний транспорт йонів та метаболітів. 

Порушення рівноваги між синтезом і елімінацією вільних радикалів відіграє 

важливу роль у розвитку багатьох захворювань, у тому числі запальних, імун-

них, кардіологічних, онкологічних, офтальмологічних та ін. Враховуючи роль 

вільних радикалів у протіканні різних патологій, однією з найбільш пер-

спективних стратегій в останні роки є підвищення ефективності вже відомих 

природних антиоксидантів. Серед таких природних речовин активно вивчають-

ся біофлавоноїди, що представляють велику групу рослинних поліфенолів.  

Нами запропоновано комплексний LS препарат на основі двох біофлаво-

ноїдів – кверцетину та куркуміну. Роботи проведені на кафедрі біотехнології, 

біофізики та аналітичної хімії НТУ «ХПІ». 

Куркумін – поліфенол рослинного походження, виділений із кореневища 

Curcuma Longa L. Протягом останніх років підтверджена його протизапальна, 

протипухлинна, гепатопротекторна, нейропротекторна, ранозагоювальна, анти-

бактеріальна, антикоагулянтна та ін. фармакологічна активність. Ряд дослі-

джень спрямовані на вивчення куркуміну як протипухлинного агенту, оскільки 

він приймає участь у регуляції ряду молекулярних механізмів, що відіграють 

важливу роль у процесі канцерогенезу: стимуляція апоптозу, інгібування фак-

торів росту онкологічних клітин (наприклад, NF-κB) і прозапальних цитокінів, 

зв’язування активних форм кисню і зменшення запалення. Використання кур-

куміну в терапії цукрового діабету показало збільшення чутливості до інсуліну, 

регенерації β-клітин острівців Лангерганса, стимуляції секреції інсуліну і С-

пептиду, активації глікогенезу в печінці, нормалізації ліпідного обміну, а також 

зниження інтенсивності всмоктування вуглеводів у травному тракті. Перспек-

тивним напрямком є застосування куркуміну як нейропротектору, зокрема при 

хворобі Паркінсона, Альцгеймера та інсульті. Показано, що куркумін може час-

тково запобігати появі нових бляшок і значно зменшувати існуючі відкладення 

β-амілоїду.  
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Кверцетин являє собою високоактивний біофлавоноїд із доведеною анти-

оксидантною активністю, який блокує процеси ланцюгових реакцій вільнора-

дикального окислення, запобігаючи надмірному окисленню ліпідів, білків та 

нуклеїнових кислот та захищаючи клітинні мембрани від пошкодження окси-

дантами. Антиоксидантні та протизапальні властивості кверцетину обумовили 

його застосування у терапії серцево-судинних, нейродегенеративних, офталь-

мологічних, запальних захворювань печінки, діабету та ін. При лікуванні діабе-

ту кверцетин виявляв плейотропну дію, що включала інгібування абсорбції 

глюкози у кишечнику, інсулін-сенсибілізуючу активність, покращення метабо-

лізму глюкози у периферичних тканинах. Показана гепатопротекторна дія кве-

рцетину на моделі ураження печінки щурів. Велика кількість робіт присвячена 

застосуванню кверцетину в кардіології. Він продемонстрував кардіопротектор-

ну активність за рахунок зменшення наслідків оксидативного стресу та регуля-

ції ліпідного обміну при атеросклерозі, ішемії-реперфузії міокарду, інфаркті 

міокарду та ін. 

Враховуючи велику доказову базу відносно фармакологічної активності 

кверцетину та куркуміну, розробка комплексної LS композиції дозволить ство-

рити ефективний антиоксидантний засіб за рахунок синергізму цих двох АФІ, а 

LS форма дозволить створити ін’єкційну форму ліпофільних АФІ, тим самим 

підвищити їх біодоступність. Ефект синергізму кверцетину та куркуміну за ра-

хунок підвищення загальної антиоксидантної активності та зниження рівня 

продуктів перекисного окиснення ліпідів був відмічений рядом авторів. Були 

виявлені мембранопротекторні властивості, що сприяють підвищенню захисно-

го та адаптаційного потенціалу тіла щурів. Кверцетин та куркумін у вільній фо-

рмі вводили per os з мишами з раком легенів, і було показано, що використання 

обох біофлавоноїдів як окремо, так і разом покращувало масу тіла мишей та 

сприяло зменшенню маси легень. Важливо, що спільне застосування кверцети-

ну та куркуміну знижувало рівень продуктів перекисного окислення ефектив-

ніше, що може бути пов’язано з тим, що ці два антиоксиданти впливають на рі-

зні ланки антиоксидантної системи (кверцетин впливає на активність глутатіон 

трансферази та відновлює вміст відновленого глутатіону, а куркумін – на акти-

вність антиоксидантних ферментів: супероксиддисмутази (СОД) і каталази та 

мають вищий терапевтичний ефект при комбінованому застосуванні.  

Через гідрофобну природу застосування біофлаваноїдів обмежується 

прийомом per os, що характеризується низькою біодоступністю і потребує ви-

соких доз АФІ. Рядом вчених проводяться роботи зі створення комплексних LS 
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препаратів. У тому числі проводяться роботи зі створення комплексних LS 

форм на основі кверцетину, куркуміну та інших АФІ: отримано стабільні бага-

тошарові LS із куркуміну та вітаміну D3; отримано LS наночастинки поліфено-

льних антиоксидантів кверцетину та епігалокатехін-3-галату та підтверджено їх 

синергетичний антиоксидантний ефект; соінкапсуляція леводопа та куркуміна у 

ліпідний бішар та СОД у водну фазу LS наночастинок, на думку авторів, дозво-

лило підвищити ефективність профілактики хвороби Паркінсона. Нами підтвер-

джено ефективність комплексного застосування LS форм антиоксидантів квер-

цетину та коензиму Q10 при окремому та комплексному введенні щурам лінії 

Vistar із моделлю ішемічної хвороби серця (ІХС). Застосування одразу двох LS 

антиоксидантів приводило до нормалізації більшості біохімічних маркерів ок-

сидативного стресу у крові та серцевому м’язі щурів, чого не спостерігалось 

при введенні LS кверцетину та LS коензиму Q10 окремо.  

Перед нами стояло завдання отримати комплексний LS антиоксидантний 

препарат, до складу якого входять куркумін і кверцетин. На нашу думку, ство-

рення комплексних LS препаратів може реалізовуватися двома шляхами: одно-

часне включення АФІ в бішар LS або включення кожного АФІ в LS з наступ-

ним об’єднанням двох стандартизованих емульсій наночастинок. Перший варі-

ант, на нашу думку, є невиправданим, оскільки одночасне додавання двох АФІ 

в LS може призвести до їх конкуренції за включення в бішар наночастинки. 

Крім того, такий спосіб ускладнює стандартизацію продукту. Другий варіант 

дозволяє отримати дві наноемульсії стандартного складу з відомим розміром 

LS і з відомою кількістю інкапсульованого АФІ. У своїй роботі ми використо-

вували другий підхід, отримавши попередньо дві стандартизованих наноемуль-

сії куркуміну та кверцетину (рис. 3.2). 

При створенні комплексного препарату були вивчені кілька фосфоліпідів: 

ЕРС, РС сої і соняшника. Визначено оптимальні співвідношення між біофлаво-

ноїдами і РС. Причому, найбільш ефективним виявився ЕРС. Включення до 

складу LS Chol не приводило до покращення включення куркуміну та кверце-

тину у наночастинки і стабілізації LS. У той же час, введення в LS DPPG дозво-

лило збільшити відсоток включення АФІ у LS, зберегти однорідність розмірів і 

покращити технологічність процесу отримання LS. Включення гідрофобних ан-

тиоксидантів у бішар LS становило не менше 85 %. Препарати ліофілізували, 

розмір наночастинок при гідратації становив не більше 300 нм.  
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Сировина та 

матеріали 
 

Стадії процесу 

одержання ліпо-

сомального кур-

куміну 

  Стадії процесу 

одержаання ліпо-

сомального квер-

цетину 

 

Контроль  

у процесі  

виробництва 

        

EPC, DPPG, 

Cur, етанол, 

хлороформ 
→ 

Стадія 1.1. 

Одержання розчи-

ну ліпідів та кур-

куміну  

  Стадія 1.2. 

Одержання розчи-

ну ліпідів та квер-

цетину  

← 

Маса, об’єм, спів-

відношення компо-

нентів 

  ↓   ↓   

Розчин зі ст. 

1, фільтри 
→ 

Стадія 2.1. 

Стерилізуюча фі-

льтрація 

  Стадія 2.2 

Стерилізуюча фі-

льтрація 

← 
Об’єм, цілісність 

фільтра 

  ↓   ↓   

Розчин зі ст. 

2, азот 
→ 

Стадія 3.1. 

Одержання плівки 

ліпідів та куркумі-

ну 

  Стадія 3.2. 

Одержання плівки 

ліпідів та кверце-

тину  

← 

Об’єм, тиск, темпе-

ратура, швидкість 

перемішування 

  ↓   ↓   

Вода для 

ін’єкцій, 

КH2РO4, 

Na2HРO4 

→ 

Стадія 4.1. 

Одержання буфер-

ного розчину  

  
Стадія 4.2. 

Одержання буфер-

ного розчину  
← Маса, об’єм, рН 

  ↓   ↓   

Лактоза, бу-

фер зі ст. 4 
→ 

Стадія 5.1. 

Одержання розчи-

ну лактози 

  Стадія 5.2. 

Одержання розчи-

ну лактози 
← Маса, об’єм, рН 

  ↓   ↓   

Плівка зі 

ст.3, розчин 

лактози зі ст. 

5 

→ 

Стадія 6.1. 

Регідратація ліпід-

ної плівки  

  
Стадія 6.2. 

Регідратація ліпід-

ної плівки 
← 

Об’єм, температу-

ра, час, однорід-

ність 

  ↓   ↓   

Емульсія зі 

ст. 6 
→ 

Стадія 7.1. 

Гомогенізація на-

ноемульсії 

  Стадія 7.2 

Гомогенізація на-

ноемульсії  
← 

Температура, тиск, 

кількість циклів, 

розмір частинок 

  ↓   ↓   

Наноемуль-

сія зі ст.7, 

фільтри 
→ 

Стадія 8.1 

 Стерилізуюча  

фільтрація  

  
Стадія 8.2.  

Стерилізуюча  

фільтрація 
← 

Об’єм, механічні 

включення, стери-

льність, цілісність 

фільтра 

  ↓   ↓   

Флакони, 

пробки, ети-

кетки 
→ 

Стадія 9.1.  

Наповнення та ма-

ркування флаконів 

  Стадія 9.2.  

Наповнення та ма-

ркування флаконів 
← 

Об’єм, механічні 

включення, стери-

льність 

  ↓   ↓   

Рисунок 3.2 – Блок-схема технологічного процесу одердання комплексного LS 

препарату кверцетину та куркуміну 
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Сировина та 

матеріали 
 

Стадії процесу 

одержання ліпо-

сомального кур-

куміну 

  Стадії процесу 

одержаання ліпо-

сомального квер-

цетину 

 

Контроль  

у процесі  

виробництва 

        

  ↓   ↓   

Напівпро-

дукт зі ст.9 
→ 

Стадія 10.1 

Контроль  

напівпродукту 

  Стадія 10.2. 

Контроль  

напівпродукту 
← 

Показники згідно 

специфікації 

  ↓   ↓   

Емульсії зі 

ст. 1.10 і 2.10 
→ 

Стадія 11.  
Об’єднання наноемульсій 

← Об’єм, температура 

  ↓   

Емульсія зі 

ст.6 
→ 

Стадія 12.  

Гомогенізація наноемульсії 
← 

Температура, тиск, 

кількість циклів, 

розмір частинок 

  ↓   

Наноемульсія 

зі ст.6, фільт-

ри 
→ 

Стадія 13.  

Стерилізуюча фільтрація з фінішним  

фільтром 0,22 мкм 
← 

Концентрація ком-

понентів, розмір 

частинок, рН, цілі-

сність фільтрів 

  ↓   

Флакони, 

пробки 
→ 

Стадія 14.  

Наповнення флаконів 
← 

Об’єм, механічні 

включення, стери-

льність 

  ↓   

Азот → 
Стадія 15.  

Ліофілізація та герметизація препарату 
← 

Час, тиск, темпера-

тура 

  ↓   

Етикетки, 

упаковка 
→ 

Стадія 16.  

Маркування та упаковка флаконів 
← 

Правильність мар-

кування 

  ↓   

Продукт зі 

ст.16 
→ Контроль продукту ← 

Показники згідно 

специфікації 

  ↓   

  Готовий продукт   

Рисунок 3.2 – Блок-схема технологічного процесу одержання комплексного LS 

препарату кверцетину та куркуміну (продовження) 

 

При дослідженні фармакологічної активності комплексних препаратів 

особливу увагу необхідно приділяти вивченню синергізму АФІ шляхом порів-

няння антиоксидантної активності комплексних препаратів та LS препаратів, 

що містять лише один АФІ. 
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Досліджено вплив LS форм кверцетину, куркуміну та комплексного LS 

препарату на маркери окисного стресу на моделі ІХС щурів у дозі 10 мг/кг про-

тягом 5 днів (табл. 3.1).  

 

Таблиця 3.1 – Результати вивчення антиоксидантної активності LS препа-

ратів кверцетину та куркуміну на моделі ІХС у сироватці крові щурів 

Показник Контроль Модель ІХС 
LS 

кверцетин 

LS 

куркумін 

Комплекс-

ний препарат 

МДА, мкМ/л 2,09±0,07 5,87±0,08 2,54± 0,12 4,08± 0,10 1,80± 0,03 

ДК, мкМ/л 51,33±0,65 88,87±0,38  59,53±0,62 77,69±0,71 47,83±0,32 

СОД, у.о./сек./л 33,83±1,01 40,80±0,36 52,75±0,78 44,55±0,33 31,11±0,44 

Каталаза, мкМ/л 20,62±0,37 27,68±0,29 38,77±0,34 32,54±0,39 19,22±0,26 

SH-групи, мМ/л 12,91±0,12 7,16±0,17 7,73±0,23 10,05±0,38 13,54±0,29 

ЗАА, % 52,32±0,64 31,18±0,47 57,04±0,42 47,48±0,50 49,54±0,37 

ПБ, од./мг білка 0,127±0,01 0,336±0,02 0,101±0,01 0,206±0,01 0,108±0,01 

Скорочення: МДА – малоновий диальдегід, ДК – дієнові кон’югати, СОД – су-

пероксиддисмутаза, ЗАА – загальна антиоксидантна активність, ПБ – перекисноокис-

лені білки, ІХС – ішемічна хвороба серця. 

 

ІХС супроводжується окисним стресом та накопиченням продуктів пере-

кисного окислення поліненасичених жирних кислот – малоновий диальдегід 

(МДА), дієнові кон’югати (ДК) та ін., а також зміною активності антиоксидант-

ної системи. Детоксикація активних форм кисню в клітинах забезпечується як 

ферментативними, так і неферментативними системами, що складають антиок-

сидантну систему захисту. Антиоксиданти знижують рівень вільних радикалів 

за рахунок пригнічення активності або експресії ферментів, що генерують віль-

ні радикали, або сприяючи активності та експресії ферментів антиоксидантної 

системи: СОД, каталаза, глутатіонпероксидаза, глутатіон регенеруючий фер-

мент та ін.  

Усі досліджувані препарати (LS форми кверцетину, куркуміну та компле-

ксний препарат) продемонстрували виражені антиоксидантні та кардіопротек-

торні властивості, проте, у більшості випадків введення LS препаратів, які міс-

тять лише один антиоксидант (кверцетин або куркумін), не дозволило нормалі-

зувати рівні досліджуваних маркерів окисного стресу (МДА, ДК, СОД, каталаза 
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та ін.) до рівня інтактного контролю. Підвищити ефективність лікування вдало-

ся за допомогою комплексного препарату, який містить обидва антиоксиданти. 

Крім того, монопрепарати по різному впливають на різні ланки антиоксидант-

ної системи. Наприклад, при введенні щурам з ІХС монопрепаратів LS кверце-

тин був більш ефективним відносно рівня МДА, ДК, перекисноокислених біл-

ків, а LS куркумін – відносно рівня SH-груп. Хоча у групі кожного із монопре-

паратів рівень оксидативного стресу достовірно знижувався порівняно із щура-

ми з ІХС, але рівня інтактного контролю досягти не вдавалося. Однак введення 

комплексного препарату в тій самій дозі (10 мг/кг за АФІ) дозволило привести 

більшість показників у норму. Таким чином, показано, що антиоксидантна ак-

тивність залежить як від дози використовуваних антиоксидантів, так і від їх 

взаємного впливу (синергізму). 

Необхідно відмітити, що запропонований комплексний препарат містить 

антиоксиданти поліфенольної природи – куркумін та кверцетин, які інкапсу-

льовані до LS оболонки, де носієм є PC, який виступає не тільки носієм АФІ, 

але й сам має відомі мембранопротекторні властивості. Дія PC як мембрано-

протектору продемонстована для відновлення мембран серцевого м’язу, легень, 

периферійних нервів та ін. На сьогоднішній день відомий комерційний препа-

рат «Ліпін®», який являє собою «порожні» LS на основі EPC, використання 

якого приводить до стабілізації мембран кардіоміоцитів та зменшення структу-

рних ушкоджень клітинних мембран. Використання фосфоліпідів як основних 

компонентів ліпідного бішару для відновлення порушеної бар’єрної функції 

мембран та стабілізації мембранних білків є цілком обґрунтованим. У роботах 

останніх років показано, що LS з PC мають антиоксидантну, антигіпоксичну 

дію і сприяють підтримці енергетичного метаболізму тканин, що знаходяться у 

стані гіпоксії. В умовах експериментального гострого інфаркту міокарда при 

застосуванні «Ліпіну®» відзначали стабілізацію мембран кардіоміоцитів, змен-

шення структурних пошкоджень внутрішньоклітинних органел і контрактурних 

скорочень міофібрил. Застосування препарату сприяло зменшенню зони некро-

зу і частоти розвитку порушень ритму.  

 

3.3.  Характеристика фізико-хімічних властивостей ліпосом 

 

Вибір методів контролю якості LS форм є невід’ємним етапом фармацев-

тичної розробки. Вимоги до LS препаратів регламентовані у таких нормативних 

документах, як ДФУ, Фармакопея Сполучених Штатів, вимоги FDA та ін. У 
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таблиці 3.2 наведено специфікацію на готовий продукт на прикладі комплекс-

ного LS препарату кверцетину та куркуміну згідно вимог ДФУ до лікарських 

препаратів для парентерального застосування та включає наступні показники: 

опис, ідентифікація, час утворення емульсії, рН, сторонні домішки, втрата за 

масою при висушуванні, однорідність дозування, механічні включення, стери-

льність, аномальна токсичність, пірогенність, кількісне визначення АФІ та фос-

фоліпідів. Крім цього, для LS форм використовують специфічні показники яко-

сті: склад фосфоліпідів та продукти їх деградації, розмір частинок, ступінь 

включення, залишкові органічні розчинники. 

 

Таблиця 3.2 – Специфікація на комплексну LS композицію гідрофобних 

антиоксидантів на основі кверцетина та куркуміну (ліофілізат для приготування 

розчину для інфузій, 15 мг у флаконі) 

Показник Вимоги нормативної документації Метод 

Опис Аморфна маса жовтого кольору із характерним 

запахом 

Візуально 

Ідентифікація Ідентифікація куркуміну:  

метод ТШХ: у системі хлороформ : метанол 

(98 : 2) на хроматограмі розділяються три пля-

ми жовтого кольору; фактор утримування, роз-

мір та забарвлення плям на хроматограмах ви-

пробуваного та стандартного зразків мають 

співпадати; 

- УФ-спектр випробуваного розчину у діапазоні 

200–450 нм повинен мати максимум при 420±5 

нм. 

Ідентифікація кверцетину:  

- УФ-спектр випробуваного розчину у діапазоні 

210–450 нм має максимуми поглинання при 

довжинах хвиль 255±2 нм і 375±2 нм; 

Ідентифікація фосфоліпідів:  

метод ТШХ: у системі хлороформ : метанол : во-

да (65 : 25 : 4) фактор утримування, розмір та за-

барвлення плям на хроматограмах випробувано-

го та стандартного зразків мають співпадати зі 

стандартними зразками PC і DPPG. 

ТШХ 

ДФУ 2.2.27; 

СФМ 

ДФУ 2.2.25 
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Показник Вимоги нормативної документації Метод 

Час утворен-

ня та стій-

кість емульсії 

Час утворення не більше 3 хв, має бути стійкою 

не менше 10 хв 

Візуально  

рН Від 6,5 до 7,5 ДФУ 2.2.3 

Розмір части-

нок 

Середній діаметр LS має становити не більше 

300 нм 

Динамічне 

світлороз-

сіювання 

Сторонні до-

мішки 

Сума домішок ліпідів: має становити не більше 

5%: лізоPC – не більше 3%, вільні жирні кислоти 

– не більше 2%. 

ТШХ 

ДФУ 2.2.27; 

ВЕРХ 

ДФУ 2.2.29 

Механічні 

включення 

Не більше 3000 частинок розміром ≥10 мкм у 

флаконі; не більше 300 частинок розміром ≥25 

мкм у флаконі 

ДФУ 2.9.19 

Залишкові 

органічні ро-

зчинники 

Етанол – ≤1000 ppm (0,1 %), хлороформ – ≤ 500 

ppm (0,05 %) 

ДФУ 2.2.24 

Вода Не більше 5% ДФУ 2.2.32 

Однорідність 

маси одного 

флакону 

18/20 ≤ ±10%; 0/20 ≥ ±20% ДФУ 2.9.5 

Стерильність  Має бути стерильним ДФУ 2.6.1 

Пірогенність Має бути апірогенним ДФУ 2.6.8 

Аномальна 

токсичність 

Має бути не токсичним ДФУ 2.6.9 

Кількісне ви-

значення 

Куркумін – від 6,75 до 8,25 мг у флаконі;  

Кверцетин – від 6,75 до 8,25 мг у флаконі;  

Фосфоліпіди – від 554,4 до 677,6 мг у флаконі; 

PC – від 504 до 616 мг у флаконі; 

DPPG – від 50,4 до 61,6 мг у флаконі 

ВЕРХ 

ДФУ 2.2.29; 

СФМ 

ДФУ 2.2.25 

 

Розмір частинок є важливим показником, специфічним для LS форм. Для 

його контролю зазвичай використовують такі методи: мікроскопія, лазерна ди-

фракція та динамічне світлорозсіювання. 
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Електронна мікроскопія – найбільш точний метод визначення розміру ча-

стинок, що дозволяє розглянути кожну LS та отримати точну інформацію про 

профілі розподілу за розміром та формами LS. У разі, коли розмір частинок 

менше ніж 2 мкм, необхідно використовувати скануючу або трансмісійну елек-

тронну спектроскопію. Однак визначення цим методом – трудомісткий та не 

завжди доступний процес. Більш простим та доступним методом на даний час 

вважається метод лазерної дифракції або метод динамічного світлорозсіювання. 

Метод лазерної дифракції заснований на аналізі діаграми розсіювання, 

яка формується при освітленні частинок монохроматичним світлом. Викорис-

товуючи цей метод можна виміряти розмір частинок в області від 3 нм до 

3 мкм. Це досить швидкий та ефективний метод, який використовується для ви-

значення розміру LS.  

Метод динамічного світлорозсіювання також заснований на аналізі діаг-

рами розсіювання. Використовуючи цей метод можна виміряти розмір частинок 

в області від 10 нм до 500 мкм. Це досить швидкий та ефективний метод, який 

використовується для визначення розміру LS.  

 

Підсумок. Проведений аналіз даних, отриманих при розробці LS лікарсь-

ких препаратів, дозволяє говорити про те, що фармацевтична розробка зазначе-

ної форми лікарських препаратів вимагає проведення різнопланових експери-

ментальних робіт: визначення оптимального співвідношення фосфоліпідних 

компонентів ліпідної мембрани та їх концентрації, заряду фосфоліпідів та їх 

жирнокислотного складу; вивчення виду кріопротектора і його вміст у препара-

ті; величини рН, йонної сили буферної системи і т.д. Самостійним питанням є 

визначення необхідності включення Chol в мембрану LS, з огляду на його роль 

у підвищенні жорсткості ліпідної структури, що може призводити до появи ге-

терогенності розміру часток як при отриманні LS, так і в процесі ліофілізації. 

Крім того присутність Chol може знижувати ефективність стерилізуючої фільт-

рації. Склад ліпідної мембрани LS визначається також структурою АФІ і його 

вмістом у препараті. Конструювання LS лікарського засобу вимагає експериме-

нтального визначення режимів сублімації препарату, способу утворення нано-

частинок і технологічних способів завантаження АФІ в LS. Наведено специфі-

кацію на комплексний LS препарат гідрофобних антиоксидантів, розроблений 

згідно вимог національних та міжнародних нормативних документів до LS лі-

карських форм. Невід’ємною частиною фармацевтичної розробки є вивчення 

токсичності та специфічної фармакологічної активності LS форм. Ефективність 
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комплексного препарату підтверджується при вивченні синергітичної дії ком-

понентів комплексного препарату у модельних експериментах на тваринах у 

порівнянні з монопрепаратами. 

 

Контрольні запитання 

1. Якими перевагами ліпосомальних форм обумовлений інтерес до них 

сучасної формації? Наведіть приклади ліпосомальних препаратів, зареєстрова-

них в Україні. 

2. Які компоненти входять до складу ліпосомальних препаратів? Яка їх 

функція? 

3. Яким чином структура фосфоліпідів визначає їхні функції у складі лі-

посомальної мембрани? Наведіть приклади фосфоліпідів, які використовують у 

складі ліпосомальних форм. 

4. Які вимоги висувають до мембраноутворюючих фосфоліпідів? 

5. Які технологічні підходи використовують для запобігання процесів 

перекисного окислення ліпідів ліпосомальних форм? 

6. Як холестерин впливає на фізико-хімічні властивості ліпосомальної 

мембрани? Наведіть приклади використання холестерину у складі ліпосомаль-

них препаратів? 

7. Яку функцію виконують кріопротектори? Які вимоги висуваються до 

кріопротекторів? 

8. Яким чином регулюють рН ліпосомальних препаратів?  

9. У чому перевага комплексних ліпосомальних препаратів? Наведіть 

приклад.  

10. Опишіть принцип одержання комплексного ліпосомального препара-

ту, що містить два гідрофобні активні фармацевтичні інгредієнти? 

11. Чи можна розглядали фосфатидилхолін не тільки як носій, але і як лі-

карську речовину? Обґрунтуйте свою думку? 

12. Які параметри необхідно контролювати у ліпосомальних препаратах? 
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ГЛАВА 4. БІОТЕХНОЛОГІЯ ПРОБІОТИЧНИХ ШТАМІВ БАКТЕРІЙ 

 

4.1. Характеристика пробіотиків людини 

 

Кишковий мікробіоценоз – складна екосистема. Пробіотики відновлюють 

пристінне травлення та колонізаційну резистентність. У кишечнику людини, 

ссавців та птахів мешкає понад 500 видів мікроорганізмів, які виконують різні 

функції. Відомо, що мікробіома людини налічує 500–700 видів мікроорганізмів 

загальною масою близько 1 кг, при цьому співвідношення бактеріального гено-

му до геному людини становить 150. За чисельністю та фізіологічною значимі-

стю переважають біфідо- та лактобактерії.  

Лактобактерії – аеротолерантні аероби, біфідобактерії – облігатні ана-

ероби. У нормі вони заселяють шар, що прилягає до клітин ворсинок нижніх 

відділів тонкого та товстого кишечника. Постійно перебуваючи там, вони бе-

руть участь у примембранному травленні, створюють колонізаційну резистент-

ність, закріплюючись на поверхні слизової оболонки, перешкоджають її засе-

ленню патогенною та умовно-патогенною мікрофлорою. У жінок лактобацили 

та біфідобактерії також колонізують нижні відділи генітального тракту, причо-

му у жінок репродуктивного віку біфідобактерії виявляються порівняно рідко 

(у 10–15 % випадків), і основний нормобіоценоз представлений асоціаціею 

представників Lactobacillus із сапрофітними стрептококами, каталазопроду-

куючими корінобактеріями та стафілококами. 

Як приклад розглянемо штам Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12, 

який на сьогоднішній день є одним з найбільш вивчених пробіотичних штамів. 

Ця бактерія є грампозитивною, анаеробною паличкою. У 2010-му році геном 

штаму BB12 був повністю секвенований. З 1985-го року штам BB12 пройшов 

вивчення у 130 клінічних дослідженнях починаючи від недоношених дітей та 

закінчуючи літніми пацієнтами. На сьогоднішній день BB12 є найбільш вивче-

ною, ефективною та безпечною біфідобактерією і їй надано статус безпечного 

штаму на рівні виду (FDA). Виявлено багато корисних якостей BB12. Ці бакте-

рії добре переносять дію кислотного середовища шлунка, а також жовчних кис-
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лі та солей, можуть ефективно закріплюватися на слизовій оболонці кишечника 

після перенесених кишкових інфекцій, причому як вірусних, так і бактеріаль-

них. Застосування BB12 знижує не тільки тривалість гострої діареї, але й її роз-

виток, частоту респіраторних інфекцій у дітей, збільшує швидкість регенерації 

слизової оболонки кишечнику, впливає на синтез антитіл до патогенних влас-

тивостей мікроорганізмів, активізує фагоцитоз, синтез лізоциму, інтерферонів. 

Висока ефективність штаму Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 дала ос-

нову для створення препарату «Лінекс-Бебі®». 

Штами пробіотиків знайдені у ротовій порожнині людини, різних відді-

лах кишечника, грудному молоці, у нижніх відділах генітального тракту у жі-

нок. У ротовій порожнині знаходяться пробіотичні штами Streptococcus 

salivarius K12, що відноситься до здорової мікрофлори порожнини рота та но-

соглотки – ефективно колізує порожнину рота та носоглотки. Антагонізм даної 

бактерії пов’язаний із синтезом антибактеріальних бактерицинів: саліваріцин А 

та саліваріцин В. Використання препарату «Bactoblis®» (Швеція) дозволяє від-

новити мікрофлору ротової порожнини.  

Для відновлення мікрофлори ротової порожнини та носоглотки запропо-

новано препарат «BioGaia®» (Швеція), який містить 2 штами: Lactobacillus 

reuteri 17938 та Lactobacillus reuteri ATCC PTA5289. Ці бактерії антогоністично 

витісняють збудників карієсу, періодонтиту, гінгівіту. Аналізуючи присутність 

пробіотичних бактерій в організмі людини, можна припустити, що різноманіт-

ність штамів та їх колонізація в різних відділах шлунково-кишкового тракту 

пов’язана з навколишніми умовами. Мікробний склад змінюється від переваж-

но аеробних бактерій у роті (рН – 7,0; рО2 – близьке до атмосферного) до мік-

роаерофільних бактерій у шлунку (рН – 1,0–4,0; рО2 – 77 мм.рт.ст.); у тонкому 

кишечнику рН стає більш лужним (рН – 5,0–5,5; рО2 – зменшується ще більше 

до 33 мм.рт.ст.) – у цьому відділі ростуть факультативні анаеробні бактерії. У 

товстій та прямій кишці рН збільшується до значень більше 7,0, а рівень кисню 

падає нижче 33 і 1 мм рт.ст., відповідно. 

На кафедрі біотехнології, біофізики та аналітичної хімії НТУ «ХПІ» у 

2012–2017 роках проведено роботи зі створення комплексного пробіотичного 

препарату, що містить біфідобактерії та лактобацили. Для забезпечення можли-

вості спільного росту культивування проводили з використанням регуляції роз-

чиненого кисню у поживному середовищі та коригування рН у процесі росту. 

Оскільки мікробіома кишечника людини містить кілька штамів мікроае-

рофільних та анаеробних бактерій, дуже важливою є наявність усіх цих типів 
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штамів при розробці пробіотиків для біотерапевтичних цілей. Однак, оскільки 

ці штами потребують дуже різних поживних речовин, рН, рівней кисню, їх не 

можна вирощувати в одному біореакторі. Штами зазвичай вирощують в окре-

мих біореакторах, виділяють, ліофілізують, а потім змішують у сухому вигляді, 

що призводить до підвищення ціни продукту. Крім того, можливе контаміну-

вання при змішуванні різних штамів та їх подальшій упаковці. Проте з точки 

зору хімічної інженерії кишечник можна розглядати як розділений на відсіки 

біореактор. Ряд авторів вважає, що такий принцип культивування пробіотичних 

штамів дозволяє спроектувати біореактор із різними відсіками, взаємо-

пов’язаними як у кишечнику людини. Конструкцію реактора можна використо-

вувати для регулювання рН і кисню, складу поживного середовища у реакторі, 

щоб вони відповідали умовам кишечника людини. При створенні такого реак-

тора та досягненні можливості контролю зазначених показників біоректор мо-

жна засіяти різними аеробними та анаеробними кишковими бактеріями з біоте-

рапевтичним потенціалом. 

Важливим етапом виробництва пробіотичних препаратів є інкапсуляція 

бактерій. Інкапсуляція пробіотиків визнана ефективним способом їх стабілізації 

у висушеній формі. Створюючи фізичний бар’єр для захисту від неспрятливих 

умов, інкапсуляція прямо впливає на стабільність, доставку та функціональ-

ність. Встановлено, що сам метод інкапсуляції впливає на морфологію поверх-

ні, життєздатність та виживання бактерій. 

Пробіотики є непатогенними мікроорганізмами, які використовують для 

підтримки та покращення балансу кишкових мікробів та захисту господаря від 

інфекційних агентів. Пробіотичні штами мікроорганізмів виконують кілька  

функцій в організмі, основні з яких:  

1) підтримка епітеліального бар’єру кишечника;  

2) модулювання вродженого та набутого імунітету;  

3) інгібування росту патогенів за рахунок виробництва бактеріоцинів, гі-

дроген пероксиду та інших протимікробних агентів.  

Корисні властивості пробіотиків загальновизнані. До них належать: ме-

таболізм лактози, покращення травлення, синтез вітамінів, виробництво анти-

мікробних факторів, антимікотичні ефекти, антиканцерогенна дія, посилення 

імунної відповіді організму людини, зниження рівня холестерину та ін. 
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4.2. Біотехнологія рекомбінантних пробіотичних штамів 

 

Одним із завдань біотехнології та біоінженерії є розробка нових імунобіо-

логічних препаратів як на основі природних штамів, так і створення рекомбі-

нантних пробіотиків. За останні 20 років були створені різні рекомбінантні 

пробіотики для доставки через слизові оболонки терапевтичних і профілактич-

них молекул, включаючи ДНК, пептиди, цитокіни, ферменти та ряд інших.  

Основними перевагами пробіотичних бактерій як системи доставки є:  

 їх здатність колонізувати поверхню слизової оболонки шлунково-

кишкового тракту (ШКТ) людини;  

 толерантність до кислого середовища шлунка і солей жовчних кислот, 

що забезпечує виживання і проходження через ШКТ; 

 стійка колонізація та тривалий захист від збудників захворювань ки-

шечника людини.  

Крім того, пероральні рекомбінантні пробіотики мають ряд переваг:  

 безпосередня доставка активної молекули до поверхні слизової обо-

лонки без необхідності біорозділення активних молекул;  

 збільшення терміну зберігання та стабільності продукту;  

 низькі витрати на доставку;  

 простота трансферу технології продукту після його розробки. 

Штами пробіотиків стикаються зі стресом під час виробництва, зберіган-

ня та проходження через ШКТ, а саме: з температурою, кислим та сольовим се-

редовищем, різною аерацією та водним балансом в окремих відділах ШКТ. На-

приклад, для покращення стресостійкості пробіотичних штамів ген-

транспортер бетаїну (betL) з Listeria Monocytogenes був клонований в 

Lactobacillus salivarius під контролем промотора, що індукується низином. Та-

ким чином, накопичення бетаїну в рекомбінантній Lactobacillus salivarius до-

зволило йому бути осмотолерантним і витримувати концентрацію хлористого 

натрію 7 %, а також бути кріотолерантним. Так само клонування гена синтезу 

трегалози (astAB) з E. coli в Lactoccoccus lactis захищає рекомбінантні бактерії 

при ліофілізації, токсичності компонентів жовчі та забезпечує стійкість до кис-

лого середовища шлунка. Крім того, клонування betL у Bifidobacterium breve 

сприяло його виживанню у шлунковому соку, що покращило терапевтичні вла-

стивості продукту. Lactobacillus casei, створений для експресії людського лак-

тоферину, проявляє антимікробну активність у шлунково-кишковому тракті 

проти кишечних патогенів як in vitro, так і in vivo. Цей рекомбінантний штам 
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захищає тканини від пошкодження, спричиненого патогенами. Були розроблені 

пробіотичні штами для доставки вакцин на поверхню слизової оболонки. Пер-

ша рекомбінантна пробіотична вакцина була розроблена шляхом експресії фра-

гмента С правцевого токсину в Lactoccoccus lactis, що експресує білок інтерна-

ліну А з Listeria monocytogenes (інтерналін А – фактор патогенності Listeria 

monocytogenes), що дозволило цьому неінвазивному пробіотику потрапити у 

тонкий кишечник і доставити імуностимулюючу молекулу всередину епітеліа-

льних клітин. 

Таким чином, перспективним напрямком біотехнологічних досліджень є 

створення рекомбінантних препаратів на основі пробіотиків. Після того як було 

встановлено, що ряд бактерій здатні проявляти пробіотичні властивості і пози-

тивно впливати на здоров’я людини, розпочалося використання технології ре-

комбінантних ДНК з метою отримання генетично змінених штамів і створення 

пробіотичних або виробничих культур із заданими унікальними властивостями.  

Безсумнівний інтерес представляє один з перших рекомбінантних про-

біотиків, розроблених фахівцями Київського НДІ мікробіології та вірусології 

НАН України та Російського НДКТІ біологічно активних речовин «Вектор» – 

«Субалін®». «Субалін®» являє собою мікробну масу живих антагоністично ак-

тивних бактерій Bacillus subtilis 2335(105). У штам B. subtilis 2335(105) методом 

генної інженерії введена плазмідна ДНК з геном лейкоцитів людини, відповіда-

льним за синтез α-2-інтерферону. Запропонований препарат, крім високої анта-

гоністичної активності по відношенню до патогенних і умовно-патогенних бак-

терій, проявляв антивірусну активність завдяки введенню генетичної інформа-

ції, яка кодує продукцію антивірусної субстанції – α-2-інтерферону. З цією ме-

тою були відібрані кілька штамів B. subtilis. Трансформацію відібраних бактері-

альних культур проводили плазмідами рВМВ, які кодують синтез секреторного 

(рВМВ 105) та внутрішньоклітинного (рВМВ 104) інтерферону. Зазначені пла-

зміди містять ген інтерферону у вигляді хімічно-синтезованого аналога гена 

людського лейкоцитарного α-2-інтерферону. У структурі плазміди рВМВ 105 

ген інтерферону зв’язаний з «геном» сигнального пептиду – гомологічної пос-

лідовності гена альфа-амілази, який забезпечує ефективну секрецію з клітин ге-

терологічного білка. Плазміда рВМВ 104 не має у своїй структурі такої послі-

довності нуклеотидів у зв’язку з чим білок, який продукується, залишається 

всередині клітини. При вивченні стабільності плазмід у різних штамах бацил 

встановлено, що максимальною стабільністю характеризується плазміда рВМВ 

105 у штамі B.subtilis. Навіть через 10 пасажів спостерігалося 100 % збереження 
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плазміди. На різних експериментальних інфекціях тварин досліджено і підтвер-

джено ефективність і безпечність препарату «Субалін®» при пероральному вве-

денні. α-2-інтерферон людини був виявлений у всіх тестованих органах лабора-

торних тварин. Максимальна кількість інтерферону зареєстрована у печінці, ле-

генях та кишечнику. Цікавими є дані про вплив «Субаліну®» на імунну відпо-

відь при вакцинації. Встановлено, що навіть одноразове пероральне введення 

препаратів перед вакцинацією обумовлює триваліший і вищий рівень специфі-

чної імунної відповіді на дифтерійний та правцевий антигени вакцини АКДП 

(адсорбована кашлюково-дифтерійно-правцева вакцина).  

Плазмідні вектори використовують для створення рекомбінантних штамів 

біфідобактерій. Наприклад, в Японії проведені дослідження з використання мо-

дифікованих генно-інженерними методами штамів біфідобактерій для терапії 

онкологічних захворювань. Підставою для цього є той факт, що штами біфідо-

бактерій після системного введення здатні селективно локалізуватися і швидко 

проліферувати в межах солідних пухлин. Використовуючи анаеробні та непато-

генні бактерії Bifidobacterium longum в експериментах, вдалося доставити у пу-

хлину визначені терапевтичні гетерологічні гени, у тому числі компоненти сис-

теми «проліки-фермент-ліки». З цією метою була сконструйована плазміда 

pBLES100-S-eCD, що включає ген цитозиндезамінази.  

 

 

Рисунок 4.1 – Конструювання плазміди pBLES100-S-eCD: 1) ампліфікований 

ген цитозин дезамінази (CD) був клонований у pCR-BluntII-TOPO з утворенням pCR-

BluntII-TOPO-eCD; 2) pCR-BluntII-TOPO-eCD розщепили рестриклазами HpaI і NspV. 

Фрагмент, що містить ген CD, було вбудовано в pBLHU15 з утворенням pBLHU15-
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eCD; 3) pBLHU15-eCD розщепили рестриклазою HindIII, а фрагмент HindIII- HindIII 

зшили з pBLES100 з утворенням pBLES100-S-eCD [Nakamura et al., 2002]. Скорочен-

ня: Ori – сайт початку реплікації; Kmr – ген стійкості до канаміцину; Amp r – ген стій-

кості до ампіциліну; Tet r – ген стійкості до тетрациклвну; Sp r – ген стійкості до стре-

птоміцину. 

 

Трансформовані цією плазмідою B. longum були здатні продукувати ци-

тозин дезаміназу в гіпоксичних пухлинах, що приводило до локальної конверсії 

системно вводимого нетоксичного 5-фторцитозину в токсичну для тканин спо-

луку – 5-фторурацил. Протипухлинний ефект від застосування цього продукту 

був продемонстрований на моделі пухлини молочних залоз щурів при введенні 

трансформованих B. longum безпосередньо в область пухлини або внутрішньо-

венно. При цьому анаеробна B. longum накопичується в гіпоксичних солідних 

пухлинах (анаеробне середовище пухлини). В даний час проходить випробову-

вання протипухлинний препарат рекомбінантних біфідобактерій, які продуку-

ють цитозиндезаміназу, під кодовою назвою APS001, що селективно накопичу-

ється в гіпоксичному середовищі пухлини. 

В Японії фірмою Snow Brand Milk Products на основі двох штамів біфідо-

бактерій B. longum M 205 (виділений з тканини людини і активно знижує рівень 

холестерину в крові) і Bifidobacterium pseudolongumeters ВТ290 (виділений з 

тканин тварин, стійкий до кисню та кислотного середовища) створено новий 

рекомбінантний штам біфідобактерій, який виробник планує використовувати 

для профілактики та лікування атеросклерозу та пов’язаних з ним захворювань 

серцево-судинної системи людини. 

У роботах біотехнологів з Китаю для проведення терапії пухлин у B. lon-

gum була вбудована плазміда pBV22210 для доставки за допомогою вектора 

ендостатину. Зазначені плазміди у B. longum показали сильну інгібуючу дію на 

зростання перевитої пухлини у печінці щурів. Отриманими результатами авто-

ри підтвердили, що плазміди можуть бути досить стабільним вектором, причо-

му наявність плазміди не впливає на біологічні характеристики B. longum. Про-

водиться скринінг плазмід, отриманих для біфідобактерій. Наприклад, плазміда 

pBC1 Bifidobacterium catenulatum L48 містить 2540 п.н. із вмістом G+C (64,0 %), 

а плазміда pMG1 Bifidobacterium longum – 3682 п.н. із вмістом G+C (65,1 %). 

Слід зазначити, що фахівці, які займаються штамами пробіотиків, стурбо-

вані проблемою, пов’язаною з можливою роллю молочно-кислих бактерій у 

поширенні генів стійкості до лікарських речовин. Так, R. Temmerman та спів-
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авт. (2003) при вивченні 187 культур, виділених з різних йогуртів, що виробля-

ються у 8-ми країнах Європейського союзу, виявлена стійкість до канаміцину у 

79 % ізолятів, до ванкроміцину у 65 %, до тетрацикліну у 26 %, до пеніциліну у 

23 %, до еритроміцину у 16 %, до хлорамфеніколу у 11 %. При цьому більшість 

культур (68,4 %) характеризувалася множинною стійкістю до антибіотиків. 

Крім того, у дослідах in vitro показана можливість передачі R-плазмід від диких 

культур Lactobacillus sp. різних видів грампозитивних бактерій. Продемонстро-

вано передачу плазміди pAM-b від Lactobaccillus reuteri до Enterococcus faecalis 

у процесі виготовлення молочної продукції. 

Розглядаються можливості створення рекомбінантних біфідобактерій-

продуцентів ферментів: альфа-амілази та глутамат-дегідрогенази. Безперечний 

інтерес становлять роботи зі створення штаму B. longum – продуцента бакте-

ріоцину з Pediococcus spp., активного відносно Listeria monocytogenes. При 

отриманні зазначених рекомбінантних штамів пробіотиків найчастіше викорис-

товують реплікон, отриманий безпосередньо з біфідобактерій. 

Створено рекомбінантний штам Bacillus licheniformis 2836/105 за допомо-

гою трансформації вихідного штаму Bacillus licheniformis 2836 плазмідою 

рBMB 105. Сконструйований штам здатний продукувати α-2-інтерферон люди-

ни в мікроаерофільних умовах і характеризується антагоністичною активністю 

відносно патогенної і умовно патогенної мікрофлори. 

Шведські вчені розробили систему пасивної імунотерапії, в якій реком-

бінантні лактобактерії експресують нейтралізуючі фрагменти варіабельного 

домену важких ланцюгів антитіл проти ротавірусів, що викликають діарею. 

Важкі ланцюги експресувалися Lactobaccillus paracasei як у вільній формі, так і 

зв’язані з клітиною. Автори вказують на можливість використання рекомбінан-

тних пробіотиків для боротьби з вірусною формою діареї. 

Бактерії роду Esherichia сприяють гідролізу лактози, беруть участь у роз-

щепленні білків та вуглеводів, у метаболізмі холестерину, жирних та жовчних 

кислот, синтезують вітаміни групи В, біотин, вітамін К, нікотинову та пантоте-

нову кислоти, а також коліцини. Однак штам Е. coli M17 має знижену антагоні-

стичну активність через втрату здатності синтезувати коліцин В, а також чут-

ливість до антибіотиків. Водночас цей штам використовується для виробництва 

колібактерину та біфіколу. Це привело до створення штаму E. coli M17/pColap, 

здатного синтезувати коліцин Е1, що відповідає за підвищену антагоністичну 

активність і стійкість до ампіциліну. 
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Лікування хронічних запальних захворювань, таких як запальні захворю-

вання кишечника, являє собою серйозну медичну проблему. Декілька дослідни-

ків продемонстрували вирішальну роль протеаз у підтримці хронічної запальної 

реакції ШКТ. Отже, інгібітори ендогенних протеаз можуть мати вирішальне 

значення для контролю запальних реакцій кишечника. Протягом багатьох років 

пропонувалося використання пробіотиків для лікування запальних захворювань 

кишечника. Стратегія дослідників рекомбінантних непатогенних пробіотиків як 

засобів доставки протизапальних молекул на рівні слизової оболонки викорис-

товувалася для доставки інтерлейкіну-10 (IL-10). Перша фаза клінічних випро-

бувань продемонструвала, що пероральне введення штаму Lactococcus lactis, 

який експресує цитокін IL-10 було безпечним. Проте у пацієнтів із хворобою 

Крона прийом рекомбінантного Lactococcus lactis не давав суттєвого зниження 

активності захворювання. У зв’язку з цим авторами запропоновано викорис-

тання рекомбінантних пробіотиків для доставки протизапальної молекули, та-

кої як траппін-2, що забезпечує більшу ефективність та безпечність, ніж існую-

чі методи лікування (доставка антипротеазного траппіну-2 в кишечник). Дослі-

дження захисного ефекту мутантних штамів були проведені на мишах з мо-

деллю коліту. 

Траппін-2 (попередник елафіну) – інгібітор протеази, який грає важливу 

роль як протизапальний медіатор на поверхні слизової оболонки. Крім того, 

траппін-2/елафін має антибактеріальну активність щодо грампозитивних і грам-

негативних бактерій і грибів. Спочатку транслюється білок з молекулярною ма-

сою 12,3 кДа, що складається з 117 амінокислотних залишків, потім відбуваєть-

ся відділення сигнального пептида, що призводить до утворення зрілого білка 

(траппін-2/елафін) з молекулярною масою 9,9 кДа. Сигнальні пептиди – це ко-

роткі пептиди, що спрямовують знов синтезовані білки певним шляхом. Ці N-

кінцеві сигнальні послідовності притаманні всім еукаріотам і прокаріотам. Сиг-

нальні пептиди відіграють важливу роль у виробництві рекомбінантних білків. 

Вибір і модифікація сигнального пептиду – два основні методи оптимізації сек-

реції рекомбінантного білка. Роль сигнального пептиду полягає в тому, щоб 

спрямовувати формуючий препротеїн до каналу секреції, щоб підтримувати бі-

лок у незгорнутому компетентному Sec-залежному стані секреції і захистити 

транслоказу алостеричним чином. 

Verynoll та співавт. (2014) запропонували метод клонування елафіну в ре-

комбінантних молочнокислих бактеріях: Lactococcus lactis, Lactobacillus casei. 

Ген, що кодує елафін, ампліфікували за допомогою ПЛР з плазміди DK6-
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elafin(14) із використанням таких праймерів: 5`-прямий елафін і 3`-зворотний 

елафін. Праймери були сконструйовані для видалення перших кодонів області 

елафіну, що кодують сигнальний пептид, і були замінені на сигнальний пептид 

білка Usp45, основного секретованого білка Lactococcus lactis. З цією метою 

продукт ПЛР розщеплювали, очищали та клонували у pSEC-векторі секреції 

Lactococcus lactis. Використовувані інструменти (реплікони, промотори, сигна-

льний білок) є функціональними у штамах лактобацил, таких як Lactobacillus 

casei, Lactobacillus plantarum. Ці штами були обрані через свою здатність збері-

гатися у травному тракті до 4 діб, на відміну від Lactococcus lactis, що зберіга-

ється не більше 24–48 годин. Ефективність отриманих рекомбінанних штамів 

доведена на моделі індукованого коліту. 

У матеріалах Американської Діабетичної Асоціації опубліковано матері-

ал, що підтверджує використання ангіотензину-(1-7), отриманого на рекомбіна-

нтних пробіотиках, для лікування діабету та його ускладнень. Численні дослі-

дження на тваринах підтверджують позитивний вплив ангіотензину-(1-7) при 

діабеті і пов’язаних з ним ускладненнях, однак, найбільшою перешкодою для 

його клінічного застосування є відсутність великомасштабного виробництва 

ангіотензину-(1-7) з підвищеною біодоступністю в тканині. Ангіотензин-(1-7) 

експресується як секретований злитий білок з трансепітеліальним носієм у 

Lactobacillus paracasei, щоб забезпечити попадання до кровотоку та тканини-

мішені. Дорослим діабетичним мишам щодня вводили через шлунковий зонд 

1×109 КУО L. paracasei, який секретує ангіотензин-(1-7). Як контроль вводили 

нерекомбінантний штам L. paracasei. Обидва препарати вводили протягом 8 

тижнів. Метаболізм глюкози оцінювали за допомогою стандартних методик та 

гістохімічних методів. Пероральне введення L. paracasei, який секретує ангіо-

тензин-(1-7), значно знижувало рівень глюкози в крові тварин натще, покращу-

вався тест на толерантність до глюкози при внутрішньовенному введенні у по-

рівнянні з контрольною групою мишей. Миші, які отримували рекомбінантний 

штам L. paracasei, показали вищий рівень інсуліну в плазмі та експресію інсу-

ліну в острівках β-клітин порівняно з контрольними тваринами. Застосування 

рекомбінантного L. paracasei значно знижувало апоптичну загибель клітин у 

нирках, покращувало викликані діабетом відкладення колагену в клубочках та 

канальцевому епітелії у мишей з діабетом. Лікування L. paracasei, який секре-

тує ангіотензин-(1-7), також значно знижувало гліоз сітківки, запалення, заги-

бель нейрональних клітин та втрату судинних капілярів сітківки. Пероральне 

введення рекомбінантних пробіотиків, що секретують ангіотензин-(1-7), по-
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кращувало толерантність до глюкози за рахунок підвищення рівня інсуліну і 

зменшувало індуковане діабетом ушкодження нирок і сітківки. 

Бактерії роду Lactococcus не є типовими представниками мікроорганізмів 

ШКТ людини, проте пробіотики на їх основі толерантні до дії компонентів жо-

вчі і здатні пригнічувати розвиток хвороботворних ентерококів. 

Перспективним є використання рекомбінантних штамів ентерококів, які 

можуть бути використані як живі вакцини, наприклад, пробіотичні штами, що 

містять плазміди та експресують поверхневі антигенні білки патогенних бакте-

рій. 

Таким чином, рекомбінантні бактерії на основі різних форм пробіотиків 

дозволяють розширити застосування цієї групи препаратів за рахунок ство-

рення протипухлинних лікувальних препаратів, включення в пробіотики векто-

рів, що дозволяють створювати противірусні та антибактеріальні продукти, у 

тому числі і створення оральних вакцинних препаратів. 

Пробіотики повною мірою можна віднести до розряду перспективних 

розробок препаратів майбутнього. Не викликаючи побічних ефектів і усклад-

нень, що є неминучим при застосуванні будь-яких хіміопрепаратів та антибіо-

тиків, пробіотики мають високу терапевтичну активність і безпечність застосу-

вання. 

Сьогодні можна з впевненістю говорити про те, що найближчим часом на 

світовому фармацевтичному ринку з’являться нові бактерійні препарати для лі-

кування дисбактеріозів різної етіології, представлені пробіотиками, пребіоти-

ками та комплексними препаратами-симбіотиками, що містять як пробіотичні, 

так і пребіотичні компоненти. Терапія пробіотиками є високофізіологічною, 

оскільки здійснює регулюючий вплив на симбіонтні відносини організма-

господаря та його мікрофлори і зводить практично до мінімуму можливість по-

бічних ефектів від лікування. Тому препарати, що діють на основі стимуляції 

росту кишкової мікрофлори організму-господаря, справедливо можна віднести 

до засобів нового покоління управління флорою товстої кишки. 

Навіть простий перелік ефектів, до яких призводить застосування пробіо-

тиків доводить виправданість їх використання у терапії:  

 відновлення нормобіоценозу;  

 продукція амінокислот, лізоциму, бактеріоцинів, протеаз, ліпаз, амілаз 

та інших біологічно активних сполук;  

 активація макрофагів;  

 посилення синтезу імуноглобулінів;  
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 індукція ендогенного інтерферону;  

 висока антагоністична активність до умовно-патогенної та патогенної 

мікрофлори;  

 активізація росту природної нормальної мікрофлори кишечника лю-

дини;  

 виражена противиразкова дія;  

 стимулювання імунної системи (протипухлинна та противірусна акти-

вність);  

 підвищення всмоктування заліза, кальцію, вітаміну D та ін. сполук. 

Бурхливий розвиток досліджень з розробки нових біопрепаратів та пода-

льше вивчення механізму їх лікувально-профілактичної дії дає підстави ствер-

джувати, що у ХХІ столітті пробіотики значною мірою можуть потіснити на 

ринку традиційні препарати. В даний час йде активний пошук нових систем 

експресії рекомбінантних генів у клітинах найрізноманітніших мікроорганізмів. 

Однак необхідно контролювати використання модифікованих організмів, щоб 

запобігти їх безперешкодному поширенню. Крім того, важливо враховувати їх 

біологічну безпечність та здатність викликати алергію при тривалому застосу-

ванні. 

 

Контрольні запитання 

1. Яка роль пробіотиків у організмі людини?  

2. Назвіть та охарактеризуйте основні види пробіотиків кишечника лю-

дини. 

3. Які препарати на основі лактобацил Вам відомі? 

4. Які препарати на основі біфідобактерій Вам відомі? 

5. Яким чином можна проводити одночасне вирощування кількох шта-

мів пробіотиків? У чому переваги такого способу культивування? 

6. З якою метою створюють рекомбінантні пробіотики? 

7. Наведіть приклади активних фармацевтичних інгредієнтів, які можна 

доставляти в організм використовуючи рекомбінантні пробіотики? 

8. У чому переваги пробіотичних бактерій як системи доставки ліків? 

9. Які переваги мають пероральні рекомбінантні пробіотики?  

10. Наведіть приклади використання рекомбінантних пробіотиків у іму-

нотерапії. 

11. Чому пробіотики можна віднести до перспективних препаратів? 
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ГЛАВА 5. ФАКТОРИ ЗГОРТАННЯ КРОВІ 

 

5.1. Фактори згортання крові  

 

Найважливішою перевагою рекомбінантних факторів згортання крові 

(BCF, англ. – blood coagulation factor) є те, що вони не несуть у собі ризику ге-

мотрансмісійних інфекцій, можливих при роботі з препаратами з крові людини. 

Із прогресом біотехнологічного виробництва молекулярна структура рекомбі-

нантних препаратів стає більш ідентичною природним білкам за структурою та 

функціональною активністю. 

Проблема зупинки кровотеч є актуальною для багатьох напрямів медици-

ни. Світові тенденції останнього часу передбачають використання препаратів 

крові, а не її компонентів, а також використання продуктів генно-інженерних 

технологій, які стають альтернативою продуктам донорської крові. 

Перш ніж розглянути конкретні рекомбінантні препарати необхідно 

представити сучасну модель згортання крові, що складається з трьох основних 

стадій (рис. 5.1): 

1-ша фаза – ініціація процесу згортання крові, яка розвивається за раху-

нок утворення комплексу тканинного фактора (TF, англ. – tissue factor) і факто-

ра згортання VIIа на поверхні субендотеліальних клітин у місці пошкодження 

судинної стінки та призводить до утворення незначної стартової кількості тром-

біну. Тканинний фактор TF експресується у багатьох типах клітин, у тому числі 

у гладком’язових, фібробластах, макрофагах, які не контактують із кров’ю. За 

нормальних умов більшість клітин, що перебувають у прямому контакті з 

кров’ю, позбавлені TF. До них відносять ендотеліальні клітини кровоносних 

судин і тромбоцити, хоча ряд авторів сьогодні заперечують цей факт. Характе-

рною властивістю TF є його здатність зв’язуватися з фактором VII з утворенням 

комплексу TF:VII. Важливо, що на відміну від інших прокоагулянтів, що цир-

кулюють у крові в неактивній формі, у здорової людини від 0,01 % до 1 % від 

усієї кількості фактора VII знаходиться у кровотоку в активованій формі – VIIa. 
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Рисунок 5.1 –  Схема процесу згортання крові [Kazemi, 2011] 

 

2-га фаза – посилення процесу згортання крові за рахунок активації тром-

боцитів та цілого ряду коагуляційних факторів тромбіном, який утворюється 

під впливом комплексу TF:VIIа. 

3-тя фаза – поширення процесу згортання крові з формуванням теназно-

го та протромбіназного комплексів на поверхні активованих тромбоцитів. В ре-

зультаті утворюється значна кількість тромбіну, здатного сформувати потік фі-

брину. Цьому процесу сприяють унікальні властивості тромбоцитів, які пояс-

нюються наявністю на поверхні високоафінних рецепторів для факторів XI, 

XIa, IX, IXa, VIII, VIIIa, V, Va, X, Xa, протромбіну і тромбіну. Формування те-

назного комплексу (VIIIa:IXa) потребує наявності активних форм двох факторів 

– IХa та VIIIa. Встановлено, що активація фактора IX досягається двома 

шляхами. Перший шлях – це активація фактора ІХ комплексом ТF:VIIa. Фактор 

IХa, що утворюється при цьому, переходить з клітин, які несуть TF, на поверх-

ню поруч розташованих тромбоцитів, практично не втрачаючи своєї активності, 

оскільки він не чутливий до дії інгібітору шляху тканинного фактора і дуже по-

вільно інгібується антитромбіном та іншими плазмовими інгібіторами протеаз. 
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Однак критичну кількість активного фактора IX, яка потрібна для зупинки кро-

вотечі, утворюється іншим шляхом – під впливом фактора XIa, пов’язаного з 

тромбоцитами. 

Сьогодні для терапевтичних цілей досить широко використовуються пла-

змові фактори, отримані з донорської крові. Враховуючи роль зазначених фак-

торів у системі згортання крові зрозумілою є актуальність створення рекомбі-

нантних препаратів, що беруть участь у коагуляції. Метою досліджень є ство-

рення технології виробництва рекомбінантних білків – фаторів згортання крові 

– аналогів білків донорської крові, як альтернатива виробництву лікарських 

препаратів, одержуваних шляхом фракціонування крові. 

Гемофілія А/В – це Х-зчеплене порушення згортання крові, викликане 

дефіцитом або дисфункцією BCF-VIII і IX, що характеризується зниженням або 

уповільненням утворення тромбіну, що порушує утворення згустку і веде до 

геморагічного діатезу.  

BCF-VIII застосовують при захворюванні на гемофілію А, хворобу Вілле-

брандта (лікування та профілактика кровотеч, у тому числі під час хірургічних 

втручань), набутий дефіцит BCF-VIII, захворювання, що супроводжуються 

утворенням антитіл до BCF-VIII. 

BCF-IX застосовують при геморагічному синдромі при дефіциті BCF-IX 

(вродженому або набутому), гемофілії В та А (монотерапія або у поєднанні з 

інгібіторами BCF-VIII), передозуванні антикоагулянтів кумаринового ряду або 

необхідності проведення втручань на фоні їх застосування. 

У 1950–1960 рр. лікування хворих на гемофілію ґрунтувалося на перели-

ванні цільної крові або свіжої плазми. У 1964 р. BCF були ідентифіковані. Ав-

тор докладно описав процес згортання крові, назвавши його каскадом коагуля-

ції. На жаль лікування було малоефективним, оскільки у використовуваних 

продуктах (кров і плазма) була недостатня кількість факторів VIII та IX, щоб 

зупинити серйозну внутрішню кровотечу. Більшість хворих на гемофілію по-

мирали в дитинстві або ранньому дорослому віці. Першим великим проривом у 

лікуванні гемофілії стає кріопреципітат (відкритий доктором Д. Полом у 1964 

р.). Було виявлено, що при повільному відтаюванні замороженої плазми утво-

рюється осад, що містить BCF-VIII. Це дозволило вводити більшу кількість 

кріопреципітату хворому внутрішньовенно у меншому об’ємі. Кріопреципітат 

став доступним для хворих на гемофілію та для пацієнтів з хворобою Віллебра-

нда. 
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Наприкінці 1960-х років у промисловості почали розробляти різні методи 

відділення факторів VIII і IX від об’єднаної плазми, у результаті отримували 

концентрований ліофілізований препарат факторів VIII і IX. На жаль ці препа-

рати могли містити віруси гепатиту та ВІЛ. 

 

5.2. Біотехнологія рекомбінантного активованого фактора VII 

 

Активований BCF-VIIа займає унікальне місце у забезпеченні гемостазу. 

По-перше, безпосередньо у місці пошкодження судини BCF-VIIа, з’єднавшись 

з TF, активує BCF-IX та BCF-X (рис. 5.1). BCF-Xa у цьому ж місці перетворює 

невеликі кількості протромбіну на тромбін. Ця невелика кількість тромбіну є 

достатньою для дисоціації комплексу, що складається з BCF-VIII та фактора 

Віллебранда, та активації тромбоцитів для забезпечення можливості зв’язуван-

ня BCF-IХa з відповідними рецепторами тромбоцитів. По-друге, BCF-VIIa мо-

же безпосередньо активувати BCF-X за відсутності TF, але за наявності достат-

ньої кількості фосфоліпідів на поверхні активованих тромбоцитів. 

Таким чином, BCF-VIIа запускає процес коагуляції шунтуючим шляхом, 

активуючи BCF-X в обхід BCF-VIII і IX, тобто BCF-VIIа стимулює утворення 

тромбіну без факторів VIII і IX. 

BCF-VII є білком-протеазою з молекулярною масою 50 кДа. Він належить 

до групи вітамін К-залежних коагуляційних протеаз. BCF-VII складається з од-

ного пептидного ланцюга з 406 амінокислот. Активація BCF-VII відбувається 

завдяки специфічному розщепленню у точці Arg 152. 

Препарат рекомбінантного BCF-VIIа «NovoSeven®» (Novo Nordisk, Данія) 

використовується хворими на інгібіторну форму гемофілії А і В, і в багатьох 

випадках він ефективний у ситуаціях, коли всі інші методи лікування інгібітор-

ної форми гемофілії виявляються нерезультативними. Крім того, BCF-VII за-

стосовується у пацієнтів з тяжким ступенем недостатності BCF-VII; хворобою 

Віллебранда; дефіцитом BCF-XI; кровотечею на тлі набутих коагулопатій; кро-

вотечею на тлі тромбоцитопенії різного генезу (хвороба Гланцмана, синдром 

Бернара-Сульє); передозуванням кумаринів (ятрогенний дефіцит BCF-VII вна-

слідок інгібування гамма-карбоксилювання у печінці). Одержання рекомбінан-

тного BCF-VIIа «NovoSeven®» проводять на культурі клітин нирок хом’яка. 

У Росії сьогодні випускається препарат BCF-VII людини «Коагил-VII®» 

(Фармстандарт), до складу якого входить субстанція ептаког-альфа (активова-
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на) – BCF-VIIа (молекулярна маса 50 кДа), отримана методом генної інженерії з 

клітин нирок хом’ячків.  

Цікаві дані, отримані вченими Гематологічного наукового центру РАМН, 

інституту біоорганічної хімії ім. М. М. Шемякіна та Ю. А. Овчиннікова та фар-

мацевтичної компанії ЗАТ «Мастерклон». Авторами запропонована плазмідна 

ДНК pEFZeoF7, що містить послідовність поліпептиду коагуляційного BCF-VII 

людини. Отримано штам BHK/F7 еукаріотичних BHK-клітин, що містять реко-

мбінантну плазміду ДНК pEFZeoF7, яка кодує BCF-VII людини. Запропонована 

вченими експресійна конструкція, що містить послідовність поліпептиду BCF-

VII людини, відрізняється від відомих конструкцій за такими даними: 

 складається з 6296 п.н., молекулярна маса – 4,16 МДа; 

 включає XhoI-BgIII/BamHI фрагмент плазміди pEFZeoF7, що містить 

ген Amp(R), що забезпечує стійкість трансформованих клітин до ампіциліну; 

ген, що забезпечує стійкість трансформованих клітин до зеоцину; 

 унікальні ділянки впізнавання рестриктаз NotI (31 п.н.); XhoI (61 п.н.); 

pstI (1142 п.н.); BamHI (1946 п.н.). 

Вихід рекомбінантного BCF-VII людини становить близько 4 мкг на 1 мл 

культурального середовища, що в чотири рази вище, ніж в інших виробників. 

Застосування рекомбінантних препаратів дозволяє звільнитися від транс-

місійних інфекцій. 

 

5.3. Біотехнологія рекомбінантного фактора VIII  

 

У 1984 р. кДНК фактора VIII була клонована, що дозволило отримати ре-

комбінантний BCF-VIII та уникнути можливості вірусної контамінації. Це був 

прорив у лікуванні гемофілії А. У 1992 р. ліцензовано перший рекомбінантний 

BCF-VIII – «Recombinante®». 

В наш час біотехнологічною промисловістю виведено на ринок 12 реком-

бінантних комерційних препаратів BCF-VIII та 6 рекомбінантних комерційних 

препаратів BCF-IX. 

Перший рекомбінантний BCF-VIII (rBCF-VIII) – rBCF-VIIIFc – являє со-

бою рекомбінантний злитий білок BCF-VIII з альбуміном як стабілізатором. Він 

був ліцензований у 1992 році. Пізніше було створено препарат другого поко-

ління (з делецією В-домену), що не містить альбуміну. Обидва препарати роз-

роблені з використанням клітин тваринного походження, білків у клітинному 

культуральному середовищі та сироваткового альбуміну людини в кінцевій 
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композиції – це перше покоління BCF. Ці препарати мають ризик зараження 

трансмісійними агентами (віруси без оболонки, гепатит А, парвовірус В19 і не-

відомі агенти). Цей факт призвів до розробки BCF другого покоління, в яких 

використовували поживне середовище з додаванням білків людини замість біл-

ків тваринного походження (фетальна бича сироватка), а в кінцевий продукт не 

додавали альбумін. У цьому випадку були використані нові технології для ста-

білізації молекул BCF-VIII, наприклад, сахарозою або трегалозою. До продук-

тів третього покоління відносять ті, у яких не використовуються людські або 

тваринні білки для культивування або очищення клітин.  

Деякі дослідники показали, що пацієнти, які отримували препарати rBCF-

VIII другого покоління, мали вищий ризик розвитку інгібіторів порівняно з 

препаратами третього покоління. Інгібітор BCF-VIII являє собою IgG, що виро-

бляється в організмі пацієнта та має високу поліклональну спорідненість, спря-

мовану проти білків BCF-VIII. Інгібуючі антитіла зазвичай спрямовані проти 

доменів А2, А3 і С2 фактора VIII. Зв’язування інгібітора у цих доменах призво-

дить до стеричної блокади функціональних епітопів BCF-VIII. 

Для лікування гемофілії використовують кілька препаратів, що містять 

rBCF-VIII: «Kogenate®FS» (Bayer Corporation); «Helixate®FS» (Aventis-Behring); 

«Recombinate™» (Baxter Hyland Immuno); «ReFacto®» (Genetics Institute). Ці 

препарати знаходяться на фармацевтичному світовому ринку з 2000 року. 

Спочатку для препаратів, наприклад, «Kogenate®FS» (молекулярна маса – 

80 кДа, отриманий на культурі нирок хом’ячків) використовувалося середови-

ще для клітинної культури, що містить розчин білків плазми крові людини і ре-

комбінантний інсулін. Процес очищення включав етап вірусної інактивації з 

використанням сольвент/детергентної обробки; етапи іонообмінної хромато-

графії та імуноафінної хроматографії з моноклональними антитілами. Вироб-

ники препаратів провели валідаційні дослідження та довели, що запропоновані 

методи очищення дозволяють усунути інфективність препарату, яка гарантує 

прояв трансмісійних інфекцій (модельні експерименти проведені на губчастій 

енцефалопатії та ряді вірусів). 

Незважаючи на нижчий ризик розвитку інгібіторів у деяких продуктах 

третього покоління використовують мишачі моноклональні антитіла під час 

подальших обробок (афінна хроматографія). Незважаючи на ефективність ви-

користовуваної афінної очистки мишачі моноклональні антитіла можуть бути 

присутніми у промивних водах через вилуговування з матриці носія, що вико-

ристовується під час хроматографії. Крім того, очищення на основі моноклона-



118 

льних антитіл пов’язане з більшими економічними витратами та проблемами, 

пов’язаними зі стабільністю, оскільки сайт зв’язування антитіла може бути не-

прийнятним для жорстких умов, необхідних для дезінфекції колонки. 

У останніх схвалених технологіях для одержання rBCF-VIII («Eloctate®», 

«Nuwiq®», «Kovaltry®») використовують рекомбінантні білки, що продукуються 

S. cerevisiae, як ефективний ліганд або пептиди, щоб уникнути наведених вище 

недоліків. Використання пептидів замість моноклональних антитіл для афінної 

хроматографії може забезпечити вищу ефективність та селективність. 

Незважаючи на якість препаратів третього покоління, rBCF-VIII з точки 

зору біодоступності та ефективності лікування покращує ці продукти, однак, 

його використання обмежене коротким періодом напіввиведення (8–12 годин), 

оскільки для профілактики та лікування необхідні ін’єкції 3 рази на тиждень 

через день. Продукти з пролонгованим періодом напіврозпаду, такі як «Elocta-

te®», «Adynovate®» мають перевагу – зменшення частоти введення, тим самим 

покращується комплаентність пацієнтів та збільшується тривалість періоду. Та-

кож у пацієнтів відсутні втрати крові. «Eloctate®» був розроблений шляхом 

злиття димерних доменів СН2-СН3 Fc-фрагменту людського IgG1 з rBCF-VIII з 

видаленим доменом В. У клінічних випробуваннях «Eloctate®» продемонстру-

вав збільшення в 1,5 рази періоду напіввиведення, а також зменшення серед-

ньорічної частоти крововтрат порівняно з його незлитим аналогом. «Adyno-

vate®» був розроблений за допомогою технології ПЕГилювання з рекомбінант-

ного полірозмірного BCF-VIII. Період напіввиведення був збільшений у 1,8 ра-

зів у приматів у порівнянні з неПЕГильованим «Adynovate®». Було показано, 

що ПЕГилювання знижує імуногенність рекомбінантних білків у тварин порів-

няно з неПЕГильованим. Ці продукти можна розглядати як BCF четвертого по-

коління. 

Необхідно відмітити, що виробники зазначених препаратів проводять по-

стійне вдосконалення технології та підвищення рівня якості продукту. Так, зі 

складу «Kogenate®FS» та «ReFacto®» було видалено альбумін. У 2008 р. було 

отримано rBCF-VIII, у технології якого відбулися такі зміни: культивування 

клітинної лінії проводилося без присутності альбуміну; при проведенні афінної 

хроматографії моноклональні антитіла було замінено на синтетичний поліпеп-

тидний ліганд; стадія нанофільтрації проведена на фільтрі з розміром пор 

35 нм. 

Таким чином, на стадії високоселективної афінної хроматографії викори-

стовується синтетичний ліганд, розроблений для усунення потенційного зара-
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ження мишачими вірусами. Визначення низькомолекулярних лігандів прово-

диться за допомогою методу докінгу in silico – скринінгу бібліотек хімічних 

сполук для пошуку нових афінних сорбентів на основі низькомолекулярних  

пептидів або нових лікарських засобів. Синтетичний ліганд зафіксовано на 

смолі для хроматографії. Ліганд відомий під назвою TN 8.2. При порівнянні 

ефективності проведення афінної хроматографії з синтетичним лігандом та 

мишачими моноклональними антитілами виявлено такі переваги ліганду: вихід 

становить 85 %, а при використанні – антитіл 63 %. Видалення білків яєчника 

хом’ячків при використанні ліганду в 1,15 рази вище, ніж при роботі з антиті-

лами. 

За даними професора Брайана Колвіна з Великобританії рівень TN 8.2 у 

лікарській субстанції вкрай низький – не більше 1 промілю. TN 8.2 не токсич-

ний при надлишку в 300 млн. разів на тваринній моделі і не створює перешкод 

щодо коагуляційної активності при надлишку в 1 млн. разів. Крім того, достат-

ньо однієї обробки продукту для видалення TN 8.2. В результаті розробки одер-

жано препарат rBCF-VIII високого ступеня очищення: домішки ДНК клітин 

хом’ячків – не більше 10 пг/МО; домішки протеїну клітин хом’ячків – трохи бі-

льше 80 пг/МО.  

Як приклад розглянемо препарат «Nuwiq®» (Octapharma, США), який 

експресовано на лінії НЕК 293 у 2015 р. (перший препарат четвертого поколін-

ня). «Nuwiq®» – rBCF-VIII з видаленим доменом В являє собою глікопротеїн з 

молекулярною масою 170 кДа, що включає домени BCF-VIII А1-А2 (так званий 

важкий ланцюг з молекулярною масою 90 КДа) та А3-С1-С2 (так званий легкий 

ланцюг з молекулярною масою 80 кДа), а домен В видалено. Містить 1440 амі-

нокислотних залишки. Оскільки при виробництві «Nuwiq®» використовуються 

клітинні лінії нирок ембріона людини посттрансляційні модифікації є таким 

самими як у BCF-VIII, отриманого з плазми крові людини. Відсутні епітопи 

Neu5Gc і 1,3-Gal, які присутні у продуктах, які продукуються клітинами тварин. 

Культивування клітин проводили з використанням поживних середовищ без 

сироватки і без додавання білків тваринного або людського походження, таким 

чином, ризик зараження вірусами практично відсутній. Процес очищення 

включає кілька стадій: стадію афінної хроматографії з використанням рекомбі-

нантного білку як ліганду та 2 стадії очищення від вірусів: обробкою розчинни-

ком/детергентом і нанофільтрація (фільтрація через фільтри з розміром пор 

20 нм) для видалення будь-яких вірусів, що теоретично зустрічаються. Клітини 

НЕК 293 були обрані через здатність до гамма-карбоксилювання та процесингу 
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пропептиду в порівнянні з іншими клітинами ссавців. В даний час обмежена кі-

лькість компаній використовує клітини НЕК 293 у комерційному виробництві, 

але вони широко використовуються у лабораторних дослідженнях. «Nuwiq®» – 

апірогенний, стерильний та ліофілізований продукт. У препараті міститься 

BCF-VIII у кількості 250-2000 МО/мл. Як допоміжні компоненти в 1 мл міс-

тяться: 18 мг натрію хлориду, 5,4 мг сахарози, 5,4 мг L-аргініну гідрохлориду, 

0,3 мг хлориду кальцію дигідрату, 1,2 мг поліксомера-188, 4,2 мг нартію цитра-

ту дигідрату. Активність препарату – 8124 МО на 1 мг загального азоту. 

 

 

 
Рисунок 5.2 – Фактор згортання крові VIII з делетованим доменом В [Ngo et al., 

2011] 

 

Технологія отримання rBCF-VIII людини з делетованим доменом В. 

BCF-VIII людини представлений поліпептидом, що складається з 2332 аміноки-

слотних залишків і включає структурні домени А1-А2-С1-С2. Домен-В є висо-

коглікозильованою структурою і може брати участь у процесах внутрішньоклі-

тинного транспорту попередника фактору VIII та його процесингу. Експериме-

нтально встановлено, що видалення домену (делеція) призводило до збільшен-

ня рівня секреції функціонально-активного BCF-VIII. Ці дані призвели до ство-

рення плазміди для експресії rBCF-VIII людини з видаленим В-доменом у куль-

турі клітин ссавців, наприклад, у нирках китайського хом’ячка (СНО) або куль-

турі ембріональних нирок людини (НЕК). 

Експресійну плазміду, що кодує rBCF-VIII людини з делецією В-домену, 

вирощували в препаративних кількостях у штамі Е. соli ТОР 10, очищали, ліне-
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аризували ендонуклеазою рестрикції з руйнуванням гена бета-лактамази і сте-

рилізували. Трансфекцію лінеаризованої плазміди проводили, наприклад, за 

допомогою ліпосомального реагенту. Культуру вирощували протягом 48 годин, 

переносили на лунки планшета і проводили відбір клітин з оптимальними для 

технології властивостями. Лінії клітин з оптимальною характеристикою були 

використані для субклонування шляхом обмежуючого розведення та додаткової 

характеристики для вибору виробничої клональної клітинної лінії – клітини ді-

лилися без гіпоксантину і тимідину. Створену генну конструкцію плазміди ви-

користовували для отримання лінії продуцента. Лінії клітин з оптимальною ха-

рактеристикою були використані для субклонування шляхом обмежуючого ро-

зведення та додаткової характеристики для вибору виробничої клональної клі-

тинної лінії. Лінія клональних клітин, вирощена для виробництва, була розши-

рена для створення банку послідовних клітин, з яких потім був отриманий ос-

новний банк клітин. Основний банк клітин був джерелом отримання робочого 

банку клітин. Клітини банків були проаналізовані на ідентичність, чистоту та 

відсутність сторонніх агентів. Досліджено послідовність, що кодує трансген, 

число колоній та патерни інтеграції генів (генетичні шаблони). Після закінчен-

ня виробничого процесу, проводили порівняння, яке використовувалося для 

оцінки та підтвердження інтеграції трансгену та стабільності клітинної лінії в 

ході виробничого процесу. Щоб охарактеризувати продукт, отриманий з цієї 

клітинної лінії, rBCF-VIIIFc аналізували на наявність двох гліканів, що не на-

лежать людині: термінальної галактози (α-1,3-2-галактози) та N-гліколіл-

нейрамінової кислоти. α-1,3-2-галактозу виділяли за допомогою α-(1-3,4-G)-

галактозидази, міченої 2-амінобензойною кислотою, і хроматографували за до-

помогою ультраефективної рідинної хроматографії (UPLC, англ. – Ultra-

Performance Liquid Chromatography) з флуоресцентним детектором. N-гліколіл-

нейрамінову кислоту виділяли за допомогою 50мМ H2SO4, мітили 1,2-диаміно-

4,5-метилендиоксибензолом та аналізували за допомогою UPLC з флуоресцен-

тним детектором. 

Для отримання лікарського препарату rBCF-VIII людини з делетованим 

В-доменом переважно використовувати безсироваткове середовище для куль-

тивування. У зв’язку з цим трансформовані клітини (СНО, НЕК 293Н) вирощу-

вали у безсироватковому середовищі. До складу живильного середовища вво-

дили гідролізати сої, вітаміни, амінокислоти, макро- та мікроелементи. Один 

флакон робочого банку клітин використовували для виробництва однієї серії. 

Принципова технологічна схема отримання rBCF-VIII представлена на рис. 5.3.  
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Рисунок 5.3 – Технологічна схема отримання rBCF-VIII 

 

1. Культивування клітин НЕК 293Н у колбах 

 

2. Культивування отриманої біомаси у біореакторі №1  

3. Культивування отриманої біомаси у виробничому біореакторі №2  

 

4. Центрифугування клітин та клітинного дебрису 

5. Глибинна фільтрація культуральної рідини 

6. Інактивація вірусів обробкою Triton X-100 

7. Афінна хроматографія rBCFVIII на колонці VIII-Select 

8. Аніонообмінна хроматографія rBCFVIII 

9. Проточна хроматографія на аніонному мембранному сорбенті 

10. Фільтрація через фільтр з розміром пор 15 нм 

11. Хроматографія rBCFVIII на гідрофобному сорбенті 

12. Ультрафільтрація та концентрація розчину з rBCFVIII 

13. Стерилізуюча фільтрація розчину rBCFVIII 

14. Наповнення флаконів 

15. Ліофілізація та герметизація препарату 

16. Маркування та пакування флаконів з препаратом 

17. Контроль готового препарату 
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Стадія 1. Заморожену культуру у флаконі відтаюють та пересівають на 

поживне середовище у колбах. Культивування у колбах проводять при перемі-

шуванні при температурі 30–38 °С.  

Стадія 2. Колби з вирощеною культурою об’єднують і використовують 

для інокуляції біореактора №1. Культуру посівного матеріалу в реакторі пере-

мішують у періодичному режимі з контролем перемішування, тиску, темпера-

тури, рН та розчиненого кисню.  

Стадія 3. Культуру, що виросла у реакторі №1, використовують як іно-

кулят для виробничої серії продукту. Отриманою культурою інокулюють виро-

бничий біореактор №2, наприклад, об’ємом 1000 л або 2000 л. Вирощування 

культури в біореакторі №2 проводять у періодичному режимі перемішування 

при температурі 30–38 °С. Контролюють основні технологічні параметри: рН, 

температуру, швидкість перемішування, тиск та кількість розчиненого кисню. 

Вирощування може здійснюватися в аеробних умовах із підвищеним вмістом 

вуглекислого газу (8 %) протягом 24–96 годин. Цей процес приводить до нако-

пичення цільового продукту rBCF-VIII людини у культуральному середовищі 

або цитоплазмі клітини. 

Стадія 4. Клітини культури та клітинний дебрис видаляють центрифугу-

ванням при температурі 6–10 °С.  

Стадія 5. Отриману культуральну рідину піддають глибинній фільтрації. 

На цій стадії одержують частково очищений розчин цільового продукту rBCF-

VIII.  

Стадія 6. З метою інактивації вірусів, які можуть бути присутніми в осві-

тленій культуральній рідині, отриманий розчин обробляють детергентом (Triton 

X-100). Одержаний продукт очищають, використовуючи кілька видів хромато-

графії:  

 специфічною для фактора VIII афінною хроматографією з викорис-

танням колонки VIII Select (стадія 7);  

 у даній технології на стадії афінної хромаографії моноклональні анти-

тіла замінені антигенним лігандом, що є синтетичним поліпептидом, розробле-

ним для усунення потенційного зараження мишачим вірусом. Найкращою аль-

тернативою традиційним імуносорбентам є афінні сорбенти з іммобілізованими 

синтетичними лігандами, наприклад, VIII Select. VIII Select є афінним лігандом 

на основі іммобілізованого рекомбінантного пептиду специфічного для фактора 

VIII, який є одночасно високоефективним і не містить компонентів тваринного 

походження, таких як моноклональні антитіла мишей. Адсорбент VIII Select 
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зв’язується з частиною легкого ланцюга rBCF-VIII, а потім продукт десорбують 

за допомогою буферного розчину при нейтральному рН, що гарантує цілісність 

rBCF-VIII;  

 аніонообмінна хроматографія rBCF-VIII, що ґрунтується на заряді 

(стадія 8); 

 використання проточного аніонного мембранного сорбенту (ста-

дія 9).  

Стадія 10. Потім продукт rBCF-VIII фільтрують через фільтр із розміром 

пор 15 нм (для видалення вірусів).  

Стадія 11. Продукт додатково очищають з використанням останньої ста-

дії хроматографії на сорбенті з гідрофобною взаємодією.  

Стадія 12. rBCF-VIII концентрують і замінюють буфером з використан-

ням ультрафільтрації (буфер містить натрію хлорид, сахарозу, гістидин, дигід-

рат кальцію хлориду, полоксамер).  

Стадія 13. Отриманий розчин rBCF-VIII фільтрують через мембрани з 

розміром пор 0,2 мкм.  

Стадія 14. Стерильним розчином наповнюють флакони та заморожують 

при температурі -70 °С. 

Стадія 15. Ліофілізація та герметизація препарату. 

Стадія 16. Маркування та пакування препарату. 

Стадія 17. Контроль готового препарату. 

 

5.4. Біотехнологія рекомбінантного фактора IX  

 

Препарат рекомбінантного BCF-IX був розроблений у 1997 р. після кло-

нування відповідного гена та ліцензований у 1999 р. Цей білок відрізняється від 

природного кількістю посттрансляційних модифікацій та фармакокінетикою, 

що зумовлює більшу дозу. Сьогодні на світовому фармацевтичному ринку при-

сутні 5 рекомбінантних BCF-IX. Ключові стадії виробництва рекомбінантного 

BCF-IХ можна визначити як: 

1) стабільне вбудовування генів BCF-IX в клітини яєчників китайського 

хом’ячка; 

2) відбір клітинної лінії, здатної експресувати велику кількість активного 

рекомбінантного BCF-IX при культивуванні в біореакторі в живильному сере-

довищі, яке повністю звільнене від продуктів крові або плазми; 
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3) очистка рекомбінантного BCF-IX з використанням нанофільтрації та 

хроматографії без застосування моноклональних антитіл на Q-сефарозі FF. На-

нофільтрація на мембранах «Віресол-70» включена для підвищення рівня ві-

русної безпечності та видалення протеїнів та вірусів з молекулярною масою 

понад 70 кДа. Стадія хроматографії та нанофільтрації пройшли валідацію у 

плані доказу видалення вірусів з використанням модельних експериментів за 

участю 3–4 видів вірусів. 

Хоча рекомбінантний BCF-IX менший і менш складний, ніж BCF-VIII 

(415 амінокислот, одноланцюгова молекула), як вітамін К-залежний білок, крім 

загальної для глікопротеїдів посттрансляційної модифікації, потрібує гамма-

карбоксилювання та протеолітичного процесингу. 

Перший комерційний продукт «BeneFix®», випущений у 1997 р. компа-

нією Pfaizer (використовувалися білки тваринного чи людського походження), 

належить до третього покоління препаратів. 

«Rixubis®» та «Ixinity®» схвалені в 2013 та 2015 рр. відповідно, обидва 

продукти відносяться до третього покоління, що продукуються в лінії клітин 

СНО на відміну від інших BCF-IX, що несуть поліморфізм Ala-148, має пер-

винну амінокислотну послідовність з поліморфізмом Thr-148. У BCF-IX, отри-

маному із плазми людини, виявляються обидва варіанти. 

В даний час ліцензовано 6 рекомбінантних BCF-IX: «Alprolix®», «Bene-

Fix®», «Idelvion®», «Ixinity®», «Rebinyn®» (ПЕГильований продукт), «Rixubis®». 

Вони отримані на клітинах СНО і очищені різними видами хроматографії та фі-

льтрації через мембрани з розміром пор 15-30 нм. Препарати містять від 250 до 

3000-4000 МО/мл BCF-IX. Продукти апірогенні, стерильні ліофілізовані. Як 

допоміжні компоненти використовуються: цукри (трегалоза, сахароза, манітол), 

амінокислоти (L-гістидин або гліцин), полісорбат (твін 20 або 80), натрію хло-

рид, кальцію хлорид дигідрат, натрію цират. 

Підсумовуючи, необхідно зазначити, що біотехнологічні виробничі про-

цеси отримання рекомбінантних BCF постійно вдосконалюються для оптиміза-

ції складу продуктів, підвищення їх ефективності та зниження вартості продук-

ції, що дозволить зробити цю групу фармацевтичних препаратів доступнішою 

для пацієнтів з порушеннями системи згортання крові.  

 

Контрольні запитання 

1. Назвіть переваги та недоліки препаратів рекомбінантних та отриманих 

із донорської крові факторів згортання крові? 
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2. Опишіть сучасну модель згортання крові? 

3. При яких патологічних станах використовують препарати факторів 

згортання крові? 

4. Чим відрізняютья покоління препаратів факторів згортання крові? 

5. Які культури клітин використовують для одержання рекомбінантних 

факторів згортання крові? 

6. У чому перевага рекомбінантного фактору згортання крові VIII порів-

няно з нативним білком? 

7. Опишіть основні стадії процессу одержання рекомбінантного фактору 

згортання крові VIII? 

8. Назвіть ключові стадії технології одержання рекомбінантного фактору 

згортання крові IX? 
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ГЛАВА 6. БІОТЕХНОЛОГІЯ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН ДЛЯ РЕГЕНЕ-

РАТИВНОЇ МЕДИЦИНИ 

 

Регенеративна медицина є міждисциплінарною областю, яка прагне роз-

вивати науку та технології, які мають допомогти відновити або замінити пош-

коджені (хворі клітини та тканини людини) для відновлення їх нормальних фу-

нкцій. Це може включати трансплантацію стовбурових клітин (SC, англ. – stem 

cell), клітин-попередників, стимулювання власних процесів відновлення або 

використання клітин як систем доставки терапевтичних агентів, таких як гени 

або цитокіни. 

Регенеративна медицина – це напрям медицини, що вивчає відновлення 

пошкодженої або ураженої хворобою тканини за допомогою ендогенних SC або 

трансгенних клітин. 

У нашому організмі міститься певна кількість SC. Саме завдяки їм відбу-

вається постійне оновлення організму: росте волосся, шар за шаром оновлюєть-

ся шкіра, загоюються переломи та рани, відновлюються органи та тканини, що 

постраждали від хвороби. На жаль, відомі ситуації, коли і самі SC схильні до 

змін, наприклад, при онкологічних захворюваннях. Добре, якщо пухлину мож-

на видалити на ранньому етапі її розвитку. Гірше, якщо в процесі лікування до-

водиться використовувати хіміотерапію, в результаті якої страждає кістковий 

мозок, кровотворна система та інші клітини організму. У цих випадках прово-

диться трансплантація SC. Потрапляючи у хворий організм, вони знаходять со-

бі «специфічне місце» і включаються у звичну їм роботу. Але для того, щоб 

ввести клітини в організм, який хворіє, їх необхідно отримати. Один із варіантів 

– це збирання крові або кісткового мозку, їх кріоконсервація та зберігання. Піс-

ля проведення хіміотерапії заготовлені клітини повертаються господареві. По-

над 50 років тому було розпочато роботи з трансплантації кісткового мозку.  

Водночас у всьому світі проводяться роботи з отримання SC, де як дже-

рело використовується кордова (пуповинна) кров. Встановлено, що у пуповин-

ній крові міститься певна кількість SC. Ці клітини сьогодні використовуються в 

онкогематології, наприклад, при лейкозі, аутоімунних захворюваннях, інфаркті 
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міокарда та серцевій недостатності, діабеті, інсульті та інших захворюваннях. У 

порівнянні з традиційними джерелами, пуповинна кров має низку переваг: 

 біологічна «молодість» клітин; 

 низька ймовірність інфікування різними контамінуючими агентами; 

 можливість швидкого та своєчасного транспортування, оскільки не 

кожен пацієнт може чекати на наявність своєчасного донора кісткового мозку; 

 використання кордової крові пов’язане з меншим ризиком відторг-

нення, що дозволяє використовувати її при частковій несумісності донора та 

реципієнта. Крім того, самій дитині, навіть після довгого часу, у дорослому віці 

клітини підійдуть за визначенням, оскільки це її власні клітини. 

З цією метою у всьому світі (тепер і в Україні) створюються високоспе-

ціалізовані медичні установи – Банки стовбурових клітин. У SC пуповинної 

крові є одна беззаперечна перевага – абсолютна генетична ідентичність тканин 

дитини, з пуповинної крові якої вони були отримані, і часткова для її кровних 

родичів. У батьків, що чекають народження дитини, є лише одна можливість 

зберегти її власні SC – під час пологів. Цей напрямок біотехнології виник у се-

редині 90-х років і активно розвивається в більшості економічно розвинених 

країн світу. Сам факт наявності клітин пуповинної крові у кріогенному сховищі 

Банку стовбурових клітин означає, що у разі потреби вони можуть бути вико-

ристані негайно, без втрати часу на пошук сумісного донора. Чим раніше поч-

неться лікування SC, тим більше шансів перемогти захворювання чи зупинити 

його прогресування. 

 

6.1. Класифікація стовбурових клітин 

 

Стовбурові клітини класифікують за тамими ознаками: 

 за здатністю до регенерації виділяють: ембріональні, мезенхімальні, 

пуповинні SC, тканиноспецифічні SC-попередники, SC кісткового мозку; 

 за здатністю до диференціювання виділяють: тотипотентні, плюри-

потентні, мультипотентні та уніпотентні SC; 

 класифікація SC на основі стадії їх еволюційного розвитку включає 

ембріональну, фетальну, пуповинну кров, а також дорослі SC. 

Трансплантація SC може бути аутогенною, алогенною і сингенною. 
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Рисунок 6.1 – Види стовбурових клітин [MacDonald, 2018] 

 

Ембріональні SC – найменш диференційовані з усіх SC, можуть бути ви-

ділені з внутрішньої маси бластоцисти (рання стадія розвитку ембріона) на 5–6 

день після штучного запліднення яйцеклітини. Бластоциста людини складаєть-

ся з 50–150 клітин. В результаті культивування з них можуть бути отримані лі-

нії «істинних» ембріональних SC, що поєднують практично необмежений поте-

нціал до росту та диференціювання. Проте їхнє клінічне застосування поки що 

породжує більше суперечок, ніж сподівань. Це пов’язано не лише з етичними 
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проблемами, але й з високим ризиком злоякісного переродження, розвитку  

імунних ускладнень та реакції відторгнення, високою ймовірністю інфікування 

вірусними та іншими агентами. Ембріональні SC є плюрипотентними, тобто, 

можуть диференціюватися на всі типи клітин, крім зовнішніх ембріональних 

тканин. Це означає, що вони можуть диференціюватися у всі три первинні за-

родкові листки: ектодерму, ентодерму та мезодерму. Таким чином, утворюється 

понад 200 видів клітин. Властивість плюрипотентності відрізняє ембріональні 

SC від поліпотентних клітин, які можуть дати початок лише обмеженій кілько-

сті видів клітин. 

Фетальні SC отримують з матеріалу плода після аборту (зазвичай термін 

гестації, тобто внутрішньоутробного розвитку плода становить 9–12 тижнів). 

Звичайно, вивчення та використання такого біоматеріалу також породжує етич-

ні проблеми. У деяких країнах, наприклад, в Україні та у Великій Британії, 

продовжуються роботи з їх вивчення та клінічного застосування. Наприклад, 

британська компанія ReNeuron досліджує можливості використання фетальних 

SC для терапії інсульту. Ці клітини вже почали диференціювання, отже, кожна 

з них, по-перше, може пройти лише обмежену кількість поділів і, по-друге, дати 

початок не будь-яким, а лише певним видам спеціалізованих клітин. Так, з клі-

тин фетальної печінки можуть розвинутись спеціалізовані клітини печінки та 

кровотворні клітини. З фетальної нервової тканини відповідно розвиваються 

більш спеціалізовані нервові клітини. 

Постнатальні SC – SC, отримані з різних тканин постнатального похо-

дження (тобто після пологів) або з дорослого організму. Ці клітини мають мен-

ші можливості, оскільки вже вичерпали частину закладеного в них від природи 

потенціалу. Тим не менш, саме постнатальні SC є найбільш адекватним ма-

теріалом для клітинної терапії на сучасному етапі її розвитку. До постнаталь-

них SC відносяться: 

 Гемопоетичні (кровотворні) SC утворюють всю різноманітність клі-

тин крові, що забезпечують транспорт кисню, роботу системи згортання, захист 

від чужорідних агентів, бактерій і вірусів, що визначають імунну відповідь і не-

сприятливість до великого числа захворювань; 

 Мезенхімальні (стромальні) SC здатні формувати компоненти практи-

чно всіх відомих «твердих» тканин організму людини: від кісткової та хрящової 

тканини до клітин серця та печінки, скелетних м’язів та нервової системи. На 

відміну від кровотворних SC, для отримання «терапевтичної дози» мезенхіма-

льні клітини необхідно додатково розмножувати, використовуючи біотехноло-
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гічні методи культивування. Мезенхімальні SC виділяють із жирової тканини, 

кісткового мозку, пуповини, навколоплідних вод та ін.; 

 Тканиноспецифічні прогеніторні клітини (клітини-попередники) – ма-

лодиференційовані клітини, які розташовуються в різних тканинах та органах 

та відповідають за оновлення їх клітинної популяції, тобто заміщають загиблі 

клітини. До них, наприклад, відносяться міосателітоцити (попередники 

м’язових волокон), клітини-попередники лімфо- та мієлопоезу. Ці клітини є 

оліго- та уніпотентними, а їхня головна відмінність від інших SC ролягає у то-

му, що клітини-попередники можуть ділитися обмежену кількість разів, тоді як 

інші SC здатні до необмеженого самооновлення, тому їхня приналежність до 

істинних SC піддається сумніву. Окремо досліджуються нейральні стовбурові 

клітини, які також відносяться до групи тканиноспецифічних. Вони диферен-

ціюються в процесі розвитку ембріона та у період плода, внаслідок чого відбу-

вається формування всіх нервових структур майбутнього дорослого організму, 

включаючи центральну та периферичну нервові системи. Ці клітини були вияв-

лені і в центральній нервовій системі дорослого організму, зокрема, в субепен-

димальній зоні, гіпокампі, нюховому мозку і т.д. Незважаючи на те, що біль-

шість загиблих нейронів не заміщається, процес нейрогенезу в дорослій 

центральній нервовій системі все-таки можливий за рахунок нейральних SC, 

тобто популяція нейронів може «відновлюватися», однак це відбувається в та-

кому обсязі, що не позначається на результатах патологічних процесів; 

 Клітини пуповинної крові – наймолодші та найменш диференційовані 

з усіх клітин постнатального походження. У пуповинній крові містяться пере-

дусім кровотворні SC, але є й інші унікальні різновиди, здатні в певних умовах 

дозрівати у клітини м’язів та судин, печінки, серця, нервової, ендокринної та 

інших систем організму. Пуповинна кров є ідеальним джерелом мезенхімаль-

них SC, тому що їх легше отримувати неінвазивним способом, ніж з кісткового 

мозку. 

В Україні дозволено проведення клінічних випробувань (Наказ МОЗ Ук-

раїни № 630 «Про проведення клінічних випробувань стовбурових клітин», 

2007 р.) щодо лікування таких патологій із застосуванням SC: панкреонекроз, 

цироз печінки, гепатити, опікова хвороба, цукровий діабет 2-го типу, розсіяний 

склероз, критична ішемія нижніх кінцівок. 

SC можна виділити з багатьох тканин (рис. 6.2): пульпи зуба та менструа-

льної крові, м’язової та нервової тканини, периферичної крові та судинної стін-

ки, амніотичної рідини (навколоплідні води) та інших тканин.  
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Рисунок 6.2 – Джерела виділення мезенхімальних стовбурових клітин [Macrin 

et al., 2017] 

 

Однак практичне значення для виділення клітин з метою їхнього подаль-

шого клінічного застосування мають лише тканини, що містять реальні кіль-

кості клітин-попередників: 

 кістковий мозок – джерело гемопоетичних та мезенхімальних SC; 

 пуповинна (кордова) кров – джерело гемопоетичних SC; 

 строма пуповини та плаценти – джерело гемопоетичних SC;  

 жирова тканина – багате джерело мезенхімальних SC. 

 

6.2. Приклади роботи зі стовбуровими клітинами 

 

Наводимо приклади отримання культивованих мезенхімальних стромаль-

них клітин жирової тканини людини (ASCs, англ. – adipose-derived stem cells) та 

культивованих мультипотенних мезенхімальних стромальних клітин кісткового 

мозку людини (BMSCs, англ. – bone marrow-derived stem cells). Методи розроб-

лено та створено в Інституті проблем кріобіології та кріомедицини НАН Украї-
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ни. Весь процес отримання культивованих клітин проводиться в умовах стери-

льності. 

За деякими даними, концентрація SC у жировій тканині майже в 100 разів 

перевищує їх концентрацію у кістковому мозку. Жирова тканина має очевидну 

перевагу перед іншими джерелами SC через легкість, з якою можна отримати 

доступ до підшкірної жирової тканини, а також легкість виділення з неї SC. 

ASCs мають досить широку плюрипотентність і можуть диференціюватися в 

остеогенні, хондрогенні, міогенні, нейрогенні і, звичайно, в адипогенні прогені-

торні клітини. 

Розроблено методи культивування ASCs. Обмеженням застосування 

ASCs у клінічній практиці є недовговічність транспортованих в організмі ASCs. 

 

6.2.1. Отримання культивованих клітин жирової тканин 

 

Враховуючи відносну простоту отримання жирової тканин людини, ми 

зупинимося на технології отримання культивованих мезенхімальних SC на 

прикладі жирової тканини людини. 

1. Процесинг жирової тканини. Жирову тканину, що надійшна у вигляді 

цілого фрагменту чи ліпоаспірату, ретельно відмивають від крові розчином Хе-

нкса, видаляють великі судини і прошарки сполучної тканини і за необхідності 

подрібнюють до шматочків розміром 2–3 мм3. Далі до подрібнених фрагментів 

або аспірату жирової тканини додають 0,05 %-вий розчин колагенази в 

об’ємному співвідношенні 1 : 3, суспензію інкубують протягом 1–1,5 годин при 

37 °С і постійному струшуванні зі швидкістю 200 об./хв. Отриману суспензію 

клітин центрифугують при 2000 об./хв протягом 10 хв, супернатант видаляють. 

Осад ресуспендують у 10 мл розчину Хенкса та фільтрують через систему для 

переливання кровозамінників. Очищену від детриту суспензію центрифугують 

при 1500 об./хв протягом 10 хв, після чого проводять визначення в осаді кіль-

кості виділених ядровмісних клітинних елементів та їх життєздатності. Отри-

мана суспензія клітин стромально-васкулярної фракції є вихідним матеріалом 

для культивування та кріоконсервування, а також може самостійно використо-

вуватись у медико-біологічних дослідженнях. 

2. Культивування стромальних клітин жирової тканини. Отриманий 

осад ресуспендують у середовищі альфа-МЕМ доповненому 15 % ембріональ-

ної сироватки великої рогатої худоби, 2 мМ L-глутаміну, 50 од./мл пеніциліну і 

50 мг/мл стрептоміцину, після чого переносять у пластикові флакони (N2, 



135 

США) щільністю посіву 2×105 клітин/см2 і культивують у СО2-інкубаторі при 

37 °С, 5 % СО2 і 95 % вологості. Першу заміну поживного середовища з вида-

ленням клітин, що не прикріпилися, проводять через 24 год культивування і да-

лі кожні 3 доби. Первинна культура клітин стромально-васкулярної фракції 

шлунково-кишкового тракту характеризується гетерогенністю. У ній представ-

лені, поряд з подовженими та відростковими фібробластоподібними клітинами, 

великі клітини-макрофаги, преадипоцити, а також дрібні ендотеліальні клітинні 

елементи, які під час перебування в умовах культивування поступово еліміну-

ються. 

При досягненні первинними культурами адгезивних клітин жирової тка-

нини стану субконфлуентного (майже суцільного) моношару їх знімають з по-

верхні пластику, у якому проводильтя культивування, сумішшю 0,02 %-вого 

розчину Версена і 0,25 %-ого розчину трипсину, що знаходяться в об’ємному 

співвідношенні 4 : 1. При цьому ростове середовище із культуральних ємностей 

видаляють, клітини обережно відмивають розчином Хенкса і заливають вказа-

ною сумішшю розчинів Версена та трипсину на 4–5 хв при 37 °С. Суспензію 

клітин, що відокремилися, центрифугують зі швидкістю 700 об./хв протягом 

7 хв. Супернатант видаляють, а отриманий осад ресуспендують у поживному 

культуральному середовищі. Кількість клітин підраховують у гемоцитометрі та 

після розведення культуральним середовищем  розсіюють у пластикові матраци 

з низькою посівною дозою (не більше 20 клітин/см2) для утворення колоній. 

Культивування проводять у СО2-інкубаторі при 37 °С, 5 % СО2 у повітрі та 

95 % вологості. 

Через 2-3 тижні утворені колонії знімають шляхом трипсинізації з дна 

матраца, отриману клітинну суспензію переносять в культуральні ємності з ко-

ефіцієнтом пересіву 1 : 3 і культивують до утворення субконфлуентного моно-

шару з щоденним візуальним контролем клітинного моношару за допомогою 

інвертованого мікроскопа. Після 2-х і 3-х пасажів культивовані клітини уніфі-

куються і морфологічно не відрізняються від фібробластоподібних. Швидкість 

формування моношару за описаних умов зазвичай становить 3–4 доби. Отри-

мана поліклональна культура являє собою мезенхімальні SC, що характеризу-

ються клонгенним ростом, специфічним імунофенотипом, високим проліфера-

тивним потенціалом та здатністю до індукованих диференціювань. 

3. Підготовка мезенхімальних ASCs до використання. Відділення клі-

тин від дна флаконів проводять за допомогою суміші Версена з трипсином як 

описано раніше. Клітинну суспензію об’єднують з 10 мл розчину Хенкса і 
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центрифугують при 700 об./хв протягом 7 хв. Супернатант видаляють, осад ре-

суспендують у розчині Хенкса з 2 % сироватки до концентрації 1–2×106 клі-

тин/мл. Підготовлену суспензію передають до використання у герметичному 

стерильному контейнері або піддають кріоконсервуванню. При транспортуван-

ні суспензії незаморожених мезенхімальних ASCs необхідно забезпечувати   

температурний режим 0–4 °С. Час перебування клітин у суспензії до викорис-

тання не повинен перевищувати 18–20 годин. Перед використанням температу-

ру контейнера слід довести до 18–20 °С. 

4. Кріоконсервування культивованих мезенхімальних ASCs. Кріоконсе-

рвування культивованих мезенхімальних ASCs рекомендується проводити на 

2–4 пасажах, залежно від індивідуальних особливостей донорського матеріалу. 

При кріоконсервуванні клітинної суспензії мезенхімальних ASCs як кріо-

протектор використовують димексид (ДМСО), який додатково очищають до 

повного зникнення специфічного запаху. Консервуючий розчин, що містить 

2,8 моль/л ДМСО, готують безпосередньо перед роботою з клітинами на розчи-

ні Хенкса без фенолового червоного. 

У стерильних умовах клітинну суспензію мезенхімальних ASCs з відо-

мою концентрацією клітинних елементів повільно по краплях, об’єднують з се-

редовищем заморожування (розчин ДМСО) в об’ємному співвідношенні 1 : 1. 

Підготовлену до заморожування клітинну суспензію розливають в кріопробірки 

по 1–1,5 мл, закривають кришками, герметизують, маркують та поміщають у 

камеру програмного заморожувача. Процес кріоконсервування реалізують в 

універсальному програмному заморожувачі. Заморожування ведуть у 2 етапи: 

охолоджують зразки до мінус 80 °С зі швидкістю 1 °С/хв, а потім занурюють у 

рідкий азот при мінус 196 °С. Після заморожування кріопрбірки вилучають із 

рідкого азоту і переносять у спеціальне сховище, обладнане касетами з ячейка-

ми для кріоконтейнерів, де зберігають при температурі мінус 196 °С. 

5. Контроль культивованих мезенхімальних ASCs проводять за такими 

показниками: 

 контроль матеріалу на стерильність (бактерії та дріжджі) та вірусоло-

гічний контроль методом ПЛР; 

 визначення життєздатних клітин; 

 визначення фенотипових характеристик культивованих мезенхімаль-

них ASCs – на належність культивованих фібробластоподібних клітин жирової 

тканини до мезенхімальних стромальних клітин вказують їх морфологічні 
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ознаки в умовах моношарового культивування та характеристика імунофеноти-

пу клітинної суспензії; 

 контроль зовнішнього вигляду культур проводиться прижиттєво за 

допомогою інвертованого мікроскопа. Моношар субкультивованих мезенхіма-

льних ASCs повинен бути сформований з переважно веретеноподібних спло-

щених клітин з прозорою цитоплазмою та невеликим округлим ядром, які в мі-

ру заповнення дна культуральної ємності схильні утворювати характерний ма-

люнок у вигляді «потоків» та «завитків»; 

 для визначення фенотипу отриманого моношару суспензію культиво-

ваних клітин забарвлюють моноклональними антитілами до CD29, CD45, 

CD105, CD34, CD38, CD44, CD73, CD90. Клітинний склад суспензії мезенхіма-

льних ASCs повинен характеризуватись імунофенотипом CD29+, CD45+, 

CD105+, CD34+, CD38+, CD44+, CD73+, CD90+; 

 визначення колонієутворюючої здатності мезенхімальних ASCs про-

водять шляхом посіву з щільністю 4–40 клітин/см2 і культивують протягом 

14 діб. Після закінчення зазначеного періоду культури фіксують, фарбують 

азуром-еозином та підраховують загальну кількість колоній. Ефективність ко-

лонієутворення визначають як відношення кількості утворених колоній до кіль-

кості посіяних клітин. 

 

6.2.2. Отримання стовбурових клітин із кісткового мозку людини 

 

1. Отримання первинної культури BMSCs. Суспензію клітин кісткового 

мозку отримують вимиванням кісткових циліндрів середовищем 199 з подаль-

шим центрифугуванням. Отриманий осад клітин ресуспендують у повному рос-

товому середовищі α-МЕМ, доповненому 2мМ L-глутаміну, 13 % ембріональ-

ної сироватки великої рогатої худоби, 50 од./мл пеніциліну та 50 мкг/мл стреп-

томіцину і висівають у культуральні флакони з концентрацією 1,2–1,8 млн яд-

ровмісних клітин в 1 мл культурального середовища для ініціації первинної ку-

льтури BMSCs. Кількість ядровмісних клітин визначають стандартним підра-

хунком у камері Горяєва. Культивування проводять при 27 °С, 5 % СО2 та 95 % 

вологості. Через 48 годин культивування здійснюють першу заміну середови-

ща. Далі середовище замінюють через кожні 3 доби. У цих умовах формується 

первинна культура BMSCs, що містить характерні колонії фібробластоподібних 

клітин. На 10–12 добу культивування колонії знімають за допомогою суміші 

0,02 %-вого розчину Версену та 0,025 %-вого розчину трипсину (співвідношен-
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ня 4 : 1). Після відділення клітини переносять у ємність, що містить сироватку 

великої рогатої худоби, для інактивації трипсину. Після центрифугування клі-

тини пересівають для субкультивування та експансії в умовах 27 °С, 5 % СО2 та 

95 % вологості. 

2. Експансія та культивування мезенхімальних BMSCs. Після досяг-

нення культурою 70 % конфлуенту проводять пасажування моношару та пода-

льше культивування мезенхімальних SC. Моношар промивають 0,02 %-вим   

розчином Версена та 0,025 %-вим розчином трипсину (співвідношення 4 : 1). 

Після відділення клітини переносять у ємність, що містить сироватку великої 

рогатої худоби, для інактивації трипсину. Суспензію відокремлених клітин 

центрифугують. Надосадну рідину видаляють, а осад ресуспендують у пожив-

ному культуральному середовищі. Концентрацію клітин визначають у гемоци-

тометрі, і після розведення культуральним середовищем розсіюють у пластико-

ві матраци з коефіцієнтом 1 : 3. Культивування проводять при 27 °С, 5 % СО2 та 

95 % вологості. 

Швидкість формування 70 % субконфлуетного моношару за зазначених 

умов – 5 діб. Для напрацювання кількості клітин, достатньої для подальшого 

застосування (щонайменше 5 млн), потрібно 3–5 пасажів. Отримана культура 

клітин кісткового мозку являє собою поліклональну культуру мезенхімальних 

SC, що характеризуються здатністю до клоногенного росту, специфічним іму-

нофенотипом та мультилінійним диференціювальним потенціалом. 

3. Підготовка культивованих мезенхімальних BMSCs до використан-

ня. Відділення клітин від дна флаконів проводять за допомогою 0,02 %-вого  

розчину Версена та 0,025 %-вого розчину трипсину (співвідношення 4 : 1). Су-

спензію клітин об’єднують із розчином Хенкса з 2 % сироватки великої рогатої 

худоби до концентрації 1–2×106 клітин/мл. Підготовлену суспензію передають 

до використання у герметичному стерильному контейнері або піддають кріо-

консервуванню. 

4. Кріоконсервування культивованих мезенхімальних BMSCs. Процес 

кріоконсервування проводять аналогічно до процесу кріоконсервування ASCs. 

5. Контроль культивованих мезенхімальних BMSCs проводять аналогі-

чно контролю ASCs. 

Дані про виділення та застосування SC з’являються постійно. Останнім 

часом роботам щодо клінічного застосування SC присвячені тисячі наукових 

досліджень. 
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6.2.3. Приклади комерційних препаратів, що містять стовбурові клі-

тини 

 

В даний час регенераційна медицина, що використовує SC різного похо-

дження, активно розвивається. Існує можливість придбання препаратів SC у 

комерційних структур. Нижче наведено комерційні препарати на основі SC, які 

пропонуються як для терапії, так і для наукових досліджень. 

Компанія «Bone Therapeutic» (Бельгія) пропонує препарат «ALLOB», що 

отримується з кісткового мозку здорових донорів і перетворює їх на кістко-

утворюючі клітини. Продукт знаходиться на проміжній стадії клінічних випро-

бувань для пацієнтів з важкими переломами великої гомілкової кістки. «AL-

LOB» є алогенним препаратом, отриманим від здорових донорів, та виробля-

ється з можливістю масштабування. 

Компанія «Innovita Research» пропонує мезенхімальні SC із пуповинної 

крові. Усі виробничі етапи проводяться відповідно до вимог GMP. Препарати 

готові до внутрішньовенної інфузії, випускаються в ємності об’ємом 24 мл і 

вводяться в необхідній концентрації в розчині ДМСО-декстран з 15 %-вим роз-

чином альбуміну людини. У складі продукту міститься 100 млн. мезенхімаль-

них SC (CD45, CD13+, CD90+, CD105+). Продукт заморожений. Життєздат-

ність препарату після розморожування – 79 %. Продукт пропонується лише для 

наукових досліджень. 

Із мезенхімальних SC отримано низку продуктів: 

 для відновлення шкіри – регенерація фібробластів та кератиноцитів: 

«Apligraf®» (США), «JACE®» (Японія), «Holdem®», «Cure-Skin®», «Kaloderm®» 

(Південна Корея); 

 для відновлення суглобів та кісток: «MACI®», (США) – технологгія 

одержання передбачає аутологічне культивування хондроцитів на свинячій ко-

лагеновій мембрані, продукт складається з власних (аутологічних) клітин хво-

рого, які вирощуються і поміщаються на плівку, яка імплантується в область 

пошкодження хряща, проникає в тканину, забезпечує зниження больових від-

чуттів протягом 5 років; «Spherox®», «JACC®» (Японія), «Catogen®» (Австра-

лія), «Chondron®», «Cartistem®» (Південна Корея); 

 для відновлення серцевого м’яза – «HeartSheet®» (Японія) – аутологі-

чні скелетні міобласти, які застосовуються при тяжкій серцевій недостатності; 
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 «Hearticellgram®-AMI» (Південна Корея) – являє собою транспланта-

цію аутологічних SC, вирощених із власних клітин кісткового мозку пацієнта та 

введених у коронарні судини. Ефективність – близько 6 %. 

Mезенхімальні SC являють собою мультипотентні клітини, отримані з се-

рця, периферичної крові, пуповинної крові, м’язів, легень, кишечника, губчас-

тих кісток, нирок, печінки, підшлункової залози та інших тканин. Використання 

продуктів із мезенхімальних SC дозволяє розвивати регенераційну медицину та 

використовувати ці продукти для лікування серцевої недостатності, хронічних 

ран, регенерації зубів, нейродегенеративних захворювань. На моделі Альцгей-

мера у мишей трансплантація BMSCs приводила до зниження відкладень β-амі-

лоїду. З’являються роботи, присвячені можливості лікування системної черво-

ної вовчанки, травм спинного мозку, церебрального паралічу, ревматоїдного 

артриту, хвороби Крона, діабету 2-го типу. 

Водночас існує думка, що незважаючи на оптимістичні повідомлення про 

результативність ін’єкцій SC в уражену зону міокарда, які вперше з’явилися 20 

років тому, в даний час ця ідея є досить сумнівною. В останні роки відзначаєть-

ся практично повна відсутність позитивного ефекту цієї процедури при серйоз-

них ризиках ускладнень. На думку Агладзе К. И. (2019), існують позитивні ре-

зультати вирощування відносно невеликих елементів міокарда, таких як сину-

совий вузол. 

Проте розвиток біотехнологічних досліджень із різним типом SC дозво-

ляє сподіватися в майбутньому на ефективність використання регенеративної 

медицини під час лікування важких захворювань різної етіології. 

 

6.3. Екзосоми у регенераційній медицині. Терапевтичний потенціал 

 

Екзосоми – позаклітинні везикули (60–200 нм), що секретуються клітина-

ми різного походження. Екзосоми вперше були описані у 1983-му році. Напри-

кінці 1990-х років було показано, що екзосоми беруть участь у регуляції імун-

них реакцій організму людини. У 2007-му році було показано, що численні   

міРНК і мРНК переносяться екзосомами у клітини мішені. При вивченні куль-

тури ембріональних SC було показано, що екзосоми здатні забезпечити горизо-

нтальне перенесення мРНК між клітинами. 

Утворенню екзосом передує «вп’ячування» мікродоменів плазматичної 

мембрани, покритих клатрином (клатрин – внутрішньоклітинний білок, основ-

ний компонент оболонки бульбашок, що утворюються при рецепторному ендо-
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цитозі). Потім ендосомний комплекс сортування забезпечує перетворення бу-

льбашок мембрани на ранні ендосоми, які транспортують убіквітиновані про-

дукти (убіквітин – невеликий консервативний білок еукаріотів, що бере участь 

у регуляції процесів внутрішньоклітинної деградації інших білків, а також у 

модифікації їх функцій; він присутній майже у всіх тканинах). Потім відбува-

ється повторне «вп’ячування» в ранні ендосоми і при цьому утворюються 

інтралюмінальні бульбашки, які накопичуються і дозрівають всередині ендосом 

– мультивезикулярні тільця. Мультивезикулярні тільця або перетворюються на 

лізосоми, де відбувається деградація їх вмісту, або зливаються з плазматичною 

мембраною (і в такому випадку їх називають екзоцитарними мультивезикуляр-

ними тільцями) при цьому інтралюмінальні бульбашки називають екзосомами, 

які вивільняються у позаклітинний простір.  

 

 

Рисунок 6.3 – Процес утворення екзосом [Lyu et al, 2020] 

 

Вивчення складу екзосом показало присутність у них таких компонентів:  

 білкових компонентів, які відображають їх походження з ендосом і  

відрізняються в залежності від типу клітин, з яких вони утворилися;  

 нуклеїнових кислот: екзосоми містять значну кількість міРНК і мРНК, 

а також можуть містити ДНК, які вони можуть переносити з клітини в клітину;  
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 ліпідні компоненти: екзосоми збагачені холестерином, сфінгомієлі-

ном, глікосфінголіпідами, фосфатидилсерином, фосфатидилхоліном.  

Ліпіди виконують не тільки структурну функцію в екзосомальних мем-

бранах, але й відіграють важливу роль у формуванні екзосоми через вивільнен-

ня у позаклітинне середовище. Особлива увага приділяється ефірним ліпідам 

(відносно маловивчений тип ліпідів), які беруть участь у транспортуванні через 

мембрани і містяться у великій кількості в деяких екзосомах. Обговорюється 

роль фосфатидилінозитів – мембранних фосфоліпідів, які допомагають регулю-

вати динаміку мембранного вивільнення екзосом, і як цей процес може бути 

пов'язаний з секреторною аутофагією. 

Екзосоми є функціональною ланкою для зв’язку з іншими клітинами. Ек-

зосоми – це трансортні контейнери, які переносять біологічно активний вміст 

(«вантаж»), наприклад, білки, генетичний матеріал та інші молекули. Ці кон-

тейнери переміщаються від вихідних клітин, проходячи через кровоносні суди-

ни або інші рідини організму, до клітин-мішеней. Екзосоми проникають через 

клітинні мембрани та впливають на різні органели всередині клітини-мішені. 

Всі типи клітин здатні продукувати екзосоми, які відрізняються між собою тим 

«вантажем», який вони переносять. Екзосоми, які продукуються мезенхімаль-

ними SC, містить біологічно активні речовини, отримані з цих клітин, такі як 

протизапальні цитокіни, фактори росту, мРНК, міРНК та інші молекули. Осно-

вним застосуванням екзосом із мезенхімальних SC є лікування запальних про-

цесів. Екзосоми є частинками-месенджерами, які відповідають за зв’язок між 

клітинами. Ці клітини-месенджери здатні вивільняти фактори росту та інші біо-

логічно-активні речовини, переносити генетичну інформацію та білки у клітини 

всього організму, створюють шляхи зв’язку між клітинами. 

Екзосоми діляться на природні та штучні залежно від того, чи були вони 

штучно модифіковані. Серед природних виділяють екзосоми тваринного та ро-

слинного походження. Оскільки екзосоми продукуються як у нормальних, так і 

у пухлинних клітинах, екзосоми тваринного походження розділяють на норма-

льні та пухлинні. Майже всі типи нормальних клітин можуть продукувати екзо-

соми: ендотеліальні клітини пуповинної вени людини, мезенхімальні SC, Т і В-

клітини, макрофаги, дендритні клітини, природні кілери. Наприклад, мезенхі-

мальні SC являють собою плюрипотентні SC, здатні до самооновлення і різноп-

ланового диференціювання. Вони здатні не тільки адаптуватися до мікроото-

чення пухлини, але також мають потужну паракринну активність і секретують 

велику кількість екзосом. Дослідження показали, що екзосоми, які містять пак-
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ліаксел, мають значну інгібуючу дію на проліферацію клітинної лінії раку під-

шлункової залози людини in vitro і можуть виконувати функцію носіїв лікарсь-

ких засобів. Крім того показано, що екзосоми із мезенхімальних SC приймають 

участь у розвитку багатьох захворювань. Вони не тільки беруть участь у проце-

сах відновлення та пошкодження тканин, але й виявляють певну терапевтичну 

дію при серцево-судинних захворюваннях (таких як інфаркт міокарда), невро-

логічних захворюваннях, захворюваннях печінки. 

Використання екзосом дозволяє розширити арсенал терапевтичних про-

дуктів завдяки створенню ефективної системи доставки ліків – «drug delivery 

system». Проведені в останні роки різнопланові дослідження дозволили розро-

бити різні типи екзомальних drug delivery system з використанням кількох стра-

тегій: як фізичних, так хімічних процесів і підходів. Багато активних фармацев-

тичних субстанцій або біологічно активних речовин були або інкапсульовані в 

екзосоми, або з їх допомогою проводили модифікацію поверхні екзосоми, що 

продемонструвало суттєвий терапевтичний ефект при різних захворюваннях. 

Крім того, удосконалена структура, так звана «гібридна екзосома», була також 

успішно використана для покращення терапевтичного ефекту. Запропоновано 

гібридні екзосоми, отримані шляхом злиття наночастинок з екзосомами, напри-

клад, гібридна структура, отримана внаслідок злиття екзосом і ліпосом. Ці гіб-

ридні екзосоми були розроблені для отримання синергетичного ефекту при ви-

користанні у різних методах лікування. Для виробництва гібридних екзосома-

льних систем можна використовувати ряд методів, у тому числі екструзію, об-

робку ультразвуком, метод заморожування/відтаювання та ін. Екзосоми та їх 

гібридні структури продемонстрували такі переваги, як висока таргетність, не-

токсичність та біосумісність. 

Для того, щоб використання екзосом стало можливим, необхідний ком-

плекс методів культивування, виділення та очищення частинок. Екзосоми очи-

щають і переробляють у концентровану форму за допомогою ультрафільтрації 

або диференціального центрифугування з подальшим ультрацентрифугуванням 

у сахарозі. 

Для простої очистки екзосом доступні два методи диференційного 

центрифугування: у першому випадку використовують центрифугування, у 

другому – наномембранний концентратор. 

Навантажені АФІ екзосоми були отримані за допомогою фізичних проце-

сів, хімічної модифікації або методів клітинної інженерії. Що стосується мето-

дів фізичної інкапсуляції (електропорація, обробка ультразвуком, екструзія, ме-
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тод заморожування/відтаювання), то вони є простими методами і дозволяють 

інкапсулювати високомолекулярні речовини. Водночас необхідно враховувати 

умови проведення технологічних процесів, оскільки ці методи можуть призво-

дити до порушення цілісності екзосом і знижувати ефективність інкапсуляції. 

Хімічна модифікація приводить до мінімальних змін структури екзосом. Ефек-

тивним є використання методів клітинної інженерії. Методи інкапсуляції необ-

хідно обирати залежно від структури препарату. Гідрофобні АФІ можуть про-

никати у екзосоми шляхом змішування та за рахунок гідрофобної взаємодії між 

лікарським засобом та ліпідним бішаром екзосоми. Однак гідрофільні АФІ не 

можуть проникати через ліпідний бішар і у такому випадку можна використо-

вувати хімічні реакції між АФІ та поверхнею екзосоми. Для гідрофільних АФІ 

можна також використовувати методи електропорації, обробки ультразвуком 

або використання тиску. 

Характеристику екзосомальних препаратів проводять методом електрон-

ної мікроскопії або за допомогою виявлення маркерів екзосом типів CD9, 

CD71, CD80, CD81, тетроспанінів, білків теплового шоку та ін. 

На відміну від терапії SC, екзосомальна терапія не вимагає використання 

донорських клітин в організмі. Натомість екзосоми виділяються з донорських 

мезенхімальних SC. Всередині екзосом містяться ліпіди, мРНК, міРНК, сигна-

льні цитокіни та білки. Екзосомальну терапію можна проводити за допомогою 

внутрішньовенних ін’єкцій або прямої ін’єкції в місце лікування. 

Екзосоми та стовбурові клітини. Мезенхімальні SC здатні до самооно-

влення та можуть бути виділені з різних тканин. Вони широко представлені у 

клінічних випробуваннях завдяки їхнім різноманітним біологічним функціям, у 

тому числі диференціювання, відновлення тканин, протизапальні та імуномо-

дулюючі властивості. Екзосоми, отримані з мезенхімальних SC, вперше дослі-

джені у 2010-му році. Показана їхня здатність продукувати більшу кількість ек-

зосом, ніж інші клітини. 

Екзосоми беруть участь у міжклітинних комунікаціях і ряд дослідників 

припускає, що вони є паракринними факторами мезенхімальних SC. Паракрин-

ні фактори – це різні групи гормонів, факторів росту, цитокінів та інших спо-

лук, які здатні впливати на сусідні клітини. Екзосоми секретуються багатьма 

типами клітин, включаючи Т і В-клітини, ракові клітини та SC.  

Розглянемо кілька прикладів використання екзосом як drug delivery 

system. В останні роки проведені клінічні випробування екзосом як носіїв тера-

певтичних агентів. Проведено оцінку безпеки CD24-екзосом у пацієнтів з інфе-
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кцією COVID-19. Препарат являє собою біологічний терапевтичний агент на 

основі екзосом, які несуть CD24.  

CD24, або переносник сигналу CD24 – це глікопротеїн, який у людини 

кодується геном CD24. CD24 складається з короткої пептидної частини розмі-

ром 27–30 амінокислотних залишків і ГФІ-якоря (глікозилфосфатидилінозіол – 

глікопептид, який може приєднуватися до С-кінця білка в процесі посттрансля-

ційної модифікації), який утримує його в клітинній мембрані. CD24 – найваж-

ливіший компонент при більшості видів пухлин людини, він відіграє важливу 

роль у контролі гомеостатичної проліферації Т-клітин, може регулювати запа-

льний процес в організмі.  

У лютому 2022 року в Ізраїльському клінічному центрі ім. Сураскі проф. 

Надиром Арбером було заверщено дослідження унікального препарату проти 

коронавірусної хвороби. У 1-ій фазі клінічного дослідженні (для оцінки безпеч-

ності) брали участь пацієнти з помірною та тяжкою інфекцією COVID-19 з ци-

токіновим штормом у легенях, який є основною причиною погіршення, що при-

зводить до летального результату. Досліджуваний препарат являв собою екзо-

соми EXO-CD24 (природні нанорозмірні везикули, секретовані клітинами лю-

дини), виділені з клітин 293-TREx™, які були сконструйовані для надекспресії 

CD24. Досліджуваний препарат у 0,9 % розчині натрію хлориду розпилювали 

шляхом інгаляції протягом 5 днів. 29 з 30 пацієнтів, які отримували лікування 

EXO-CD24, були виписані додому. Розроблений препарат – засіб цільової тера-

пії. Перевагою препарату є не системне введення, а введення безпосередньо в 

легені, де він пригнічує шляхи виникнення цитокінового шторму і перешко-

джає множинному виробленню цитокінів. 

Клінічні дослідження, присвячені створенню препаратів для лікування 

пацієнтів віком 18–75 років з інфекцією COVID-19, проводяться в Індонезії 

(Джакарта). Розробники виходили з того, що всі типи клітин можуть продуку-

вати екзосоми, але їх відрізняє внутрішній вміст. Екзосоми, які продукуються 

мезенхімальними SC, містять біологічно активний «вантаж» отриманий з цих 

клітин, а саме: протизапальні цитокіни, фактори росту, мРНК, міРНК. Клітини-

мішені являють собою клітини імунної системи, інфіковані клітини та клітини-

попередники з інфікованих органів. На імунні клітини-мішені протизапальні 

цитокіни діють як імуномодулятори, полегшуючи гіперзапалення. В інфікова-

них клітинах міРНК запобігає реплікації вірусу шляхом інгібування експресії 

РНК вірусу SARS-CoV-2. У клітинах-попередниках легень та інших інфікова-

них органах фактори росту працюють, щоб стимулювати процеси синтезу біл-
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ка, які направлені на регенерацію органів. У цьому дослідженні екзосоми, які 

продукуються мезенхімальними SC, тестуються як адьювант у комплексі зі 

стандартними ліками при терапії COVID-19. Екзосоми вводять внутрішньовен-

но двічі на день на 1-ий, 7-ий і 14-ий день. У дослідженні, запланованому на 

період з 1 липня 2021 року по 31 грудня 2022 року, приймають участь 60 учас-

ників з помірною важкістю перебігу COVID-19. 

Останнім часом клінічні випробування препаратів на основі екзосом на-

бирають обертів (табл. 6.1). Предметом цих досліджень є екзосоми, виділені з 

трьох основних джерел: дендритних клітин, мезенхімальних SC та пухлинних 

клітин пацієнта.  

 

Таблиця 6.1 – Напрямки клінічних досліджень екзосомальних препаратів 

Захворювання 
Джерело  

екзосом 

Спосіб 

введення 

Кіл-ть 

пацієнтів 

Фаза клі-

нічних до-

сліджень 

Рік 

прове-

дення 

Меланома Незрілі дендри-

тні клітини 

п/шк, 

в/шк 

15 1 фаза 2000 

Недрібноклітинний 

рак легень 

Зрілі дендритні 

клітини, інду-

ковані rIFN-γ 

в/шк 22 2 фаза 2010 

Хронічне захворю-

вання нирок 

Алогенні мезе-

нхімальні SC 

в/в, в/а 40 2/3 фаза 2014 

Цукровий діабет  

1-го типу 

Алогенні мезе-

нхімальні SC 

в/в 14 1 фаза 2014 

Злоякісний асцит 

та плеврит 

Пухлинні клі-

тини 

інфузійно 30 2 фаза 2013 

Злоякісний плев-

рит 

Пухлинні клі-

тини 

в/в 90 2 фаза 2016 

Бронхолегенева 

дисплазія 

Алогенні мезе-

нхімальні SC 

в/в 18 1 фаза 2019 

Гострий ішемічний 

інсульт 

Алогенні мезе-

нхімальні SC 

в/в 5 1/2 фаза 2019 

Метастатичний рак 

підшлункової зало-

зи 

Алогенні мезе-

нхімальні SC 

в/в 28 1 фаза 2020 
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Захворювання 
Джерело  

екзосом 

Спосіб 

введення 

Кіл-ть 

пацієнтів 

Фаза клі-

нічних до-

сліджень 

Рік 

прове-

дення 

Пухлина товстої 

кишки 

Рослинне похо-

дження 

per os 35 1 фаза 2011 

Мукозит порожни-

ни рота 

Рослинне похо-

дження (вино-

град) 

per os 60 1 фаза 2012 

Примітка. в/шк – внутрішньошкірно, п/шк – підшкірно, в/в – внутрішньо-

венно, в/а – внутрішньоартеріально; per os – перорально. 

 

Основна маса робіт з вивчення екзосом у складі drug delivery system про-

водиться у доклінічних дослідженнях як in vitro, так і in vivo. Отримано обна-

дійливі результати при лікуванні серцево-судинних, ракових, шкірних захво-

рювань, нейрорегенерації, захворювань кісток, очей, алопеції, Альцгеймера та 

ін. Розпочато різнопланові дослідження гібридних екзосом. Гібридні drug deli-

very system також досліджувалися на предмет лікування раку. Наприклад, син-

тезували гібридну структуру на основі екзосом, отриманих методом генної ін-

женерії, і термочутливих ліпосом, із інкапсульованим протипухлинним агентом 

для терапії раку – доцетаксел. Екзосоми виділяли з фібробластів, що експресу-

ють CD47 і гранулоцитарно-макрофагальний колонієстимулюючий фактор. Гі-

бридні структури були отримані методом заморожування/відтаювання. Автори 

відмітили ефективність препарату при лікуванні раку у мишей. З метою підви-

щення ефективності протиракової терапії можливо завантаження у екзосоми  

кількох АФІ, що сприяє покращенню фармакокінетики та зниженню побічних 

ефектів. Як АФІ використовують різні протипухлинні препарати: доцетаксел, 

паклітаксел, доксорубіцин та ін. 

Підсумок. Розробка систем доставки лікарських препаратів один із най-

важливіших напрямів сучасної фармації. Безперечним успіхом медичної науки 

сьогодні є група лікарських препаратів на основі наночастинок, зокрема ліпо-

сом. Сьогодні світова фармацевтична промисловість виробляє більше 50-ти лі-

посомальних лікарських форм, і їх кількість постійно збільшується. Успіхом лі-

посомальних технологій є отримання вакцин та ад’ювантів на основі ліпосома-

льних наночастинок. Створення лікарських засобів на основі екзосом є наступ-

ним кроком на шляху створення нового покоління drug delivery system. Екзосо-

ми та їх гібридні структури показали ряд переваг, таких як: висока направле-
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ність та специфічність терапевтичної дії, нетоксичність продуктів та висока біо-

сумісність. 

Технології отримання та інкапсуляції екзосом близькі до ряду технологі-

чних етапів виробництва ліпосом, таких як обробка ультразвуком, заморожу-

вання/відтаювання, екструзія та ін. Крім того для стабілізації цих двох видів ча-

стинок застосовується кріоконсервація та сублімація із застосуванням кріопро-

текторів, наприклад, дисахарів (трегалози чи сахарози). Розробка та застосу-

вання гібридів екзосом і ліпосом також підтверджує перспективність обох 

форм. Водночас технології отримання екзосом, їх гібридів та методів інкапсу-

ляції АФІ в екзосоми потребують значного доопрацювання, оскільки інкапсу-

ляція АФІ в екзосоми обмежена. Крім того, необхідно зменшити пошкодження 

цілісності мембрани екзосом у ході технологічних процесів. Відкритим питан-

ням сьогодні є стандартизація методів культивування клітин для отримання ек-

зосом, розробка доступних методів характеристики готового препарату. Допоки 

ці питання не будуть вирішені виникають труднощі масового виробництва та 

використання препаратів екзосом та їх гібридів у клінічній практиці. 

Дані доклінічних та клінічних випробувань екзосомальних препаратів де-

монструють перспективність розвитку цього напряму. Водночас привертає ува-

гу той факт, що розпочаті у 2000-му році різнопланові клінічні випробування, 

що тривають до сьогодні, досі не привели до створення комерційних препара-

тів. Проте існує надія на можливість масового виробництва як самих екзосом, 

так і drug delivery system на їх основі в майбутньому. 

 

Контрольні запитання 

1. Якими питаннями займається регенеративна медицина? 

2. Дайте класифікацію стовбурових клітин за здатністю до регенерації. 

3. Дайте класифікацію стовбурових клітин за здатністю до дифферен-

ціювання. 

4. Дайте класифікацію стовбурових клітин за стадіями їх еволюційного 

розвитку. 

5. У чому переваги та недоліки ембріональних стовбурових клітин? 

6. У чому переваги та недоліки фетальних стовбурових клітин? 

7. Назвіть види постнатальних стовбурових клітин. У чому їх переваги 

та недоліки? 

8. Назвіть можливі джерела одержання мезенхімальних стовбурових клі-

тин. Які з них мають найбільше практичне значення? 
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9. Опишіть процес одержання стовбурових клітин із жирової тканини 

людини. 

10. Опишіть процес одержання стовбурових клітин із кісткового мозку 

людини. 

11. Які продукти на основі стовбурових клітин представлені на ринку? 

12. Які клітини є продуцентами екзосом? 

13. Навести класифікацію екзосом, їхню структуру та склад. 

14. Опишіть основні види drug delivery system на сонові екзосом. 
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