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К настоящему времени достигнут пре-
дел развития базовых технологий получе-
ния факторов свертывания крови из плазмы 
крови человека. Их дальнейшее развитие не 
предполагает выхода за пределы частных 
усовершенствований технологий выделе-
ния и  очистки. В  связи с  этим, на  первый 
план выходят рекомбинантные факторы 
свертывания крови (РФСК), возможность 
модификации молекул которых, позволяет 
снизить интенсивность и частоту выработки 
ингибирующих антител, что открывает но-
вые перспективы развития заместительной 
терапии [11, 10]. 

Препараты РФСК относятся к  группе 
биотехнологических лекарственных пре-
паратов (БЛП), производство которых осу-
ществляется с  использованием технологии 
рекомбинантной ДНК – технологии контро-
лируемой экспрессии генов, кодирующих 
биологически активные белки в  прокари-
отах и  эукариотах, включая измененные 
клетки млекопитающих [9]. 

Ключевым аспектом производства БЛП 
является обеспечение постоянства выхо-
да целевого белка заданной молекулярной 

структуры, которая определяет фармацевти-
ческие свойства готового продукта [18]. Га-
рантией стабильности процесса получения 
БЛП, наряду с подтверждением качества го-
тового продукта, служит соблюдение совре-
менных требований к производству данного 
типа препаратов.

В первую очередь должна быть охарак-
теризована клеточная линия, которая в  по-
следующем будет использована для  полу-
чения соответствующего продукта. Знание 
основных биологических характеристик 
клеточной линии и их стабильность в тече-
ние установленного срока культивирования 
позволяет определить влияние процесса 
культивирования на производимый продукт, 
определяет требования и методы контроля. 

Клеточные культуры, полученные из 
клеток или тканей человека и  животных, 
должны быть исследованы на подлинность, 
бактериологическую стерильность, конта-
минацию посторонними агентами согласно 
утвержденным требованиям [2,3,4]. 

Система банков клеток ГБК (главного 
банка клеток) и РБК (рабочего банка клеток) 
является основой стабильности выпуска ле-
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карственного препарата соответствующего 
качества. ГБК, как правило, является про-
изводным от отобранного клеточного клона, 
содержащего экспрессирующую конструк-
цию. РБК получают размножением клеток 
из одной или более ампул ГБК [6].

Цель оценки экспрессирующей конструк-
ции – подтверждение того, что в клетку хозяи-
на введена нуклеотидная последовательность, 
соответствующая требуемому белку, и что она 
сохраняется в  клеточной культуре до конца 
продуктивного периода. Необходимость оцен-
ки экспрессирующей конструкции диктуется 
возможностью возникновения мутаций в по-
следовательности генов рекомбинантного 
белка, продуцируемого в живых клетках, что 
может изменять его свойства и привести к не-
гативным последствиям при использовании 
готового лекарственного препарата, получен-
ного на основе данного белка [1]. 

После длительного культивирования 
требуется собрать данные о  молекуляр-
ной целостности гена и  о фенотипических 
и  генотипических характеристиках клеток 
хозяина. Подтверждение генетической ста-
бильности штамма-продуцента должно за-
ключатся в  определении копийности гена, 
уровня и  постоянства экспрессии белка 
и  подтверждении подлинности структуры 
целевого продукта [9,2,5]. 

Таким образом, технология создания пре-
паратов РФСК должна быть основана на ва-
лидированной системе посевного материала, 
в  которой используется штамм-продуцент, 
соответствующий международным и  отече-
ственным требованиям, где требования к сы-
рью следует рассматривать как требования 
к  клеткам-продуцентам, банкам клеток, ро-
дительским клеткам, среде для  культивиро-
вания, а также характеристике экспрессиру-
ющей конструкции [9, 18, 6, 5].

Поскольку эндогенные факторы свер-
тывания крови являются гликопротеидами, 
основными клеточными линиями при про-
изводстве РФСК являются эукариотиче-
ские субстрат зависимые клетки BHK (Baby 
hamster kidney) – клетки почки новорожден-
ного хомячка, CHO (Chinese hamster ovary) – 
клетки яичника китайского хомячка и HEK 
(human embryonic kidney)  – эмбриональ-
ные клетки почки человека. Использование 
данных клеточных культур в качестве про-
дуцента, позволяет получать белки, облада-
ющие стабильной структурой с  необходи-
мой аминокислотной последовательностью 
и  профилем гликозилирования. В  таблице 
представлены особенности технологии пре-
паратов РФСК, зарегистрированных в Рос-
сийской Федерации.

Однако процесс культивирования эу-
кариотических клеток нуждается в  при-

менении культуральных сред, содержащих 
компоненты сыворотки животного проис-
хождения, что является источником допол-
нительного риска для  пациента в  отноше-
нии бактериальной, вирусной и  прионной 
безопасности, а также развития аллергиче-
ских реакций из-за остаточного содержания 
гетерологичных белков. В случае примене-
ния сред, содержащих потенциально опас-
ные компоненты, технология производства 
должна включать стадии очистки и  вирус-
ной/бактериальной элиминации [12].

Кроме того, в первые препараты РФСК 
в  качестве стабилизатора входил человече-
ский сывороточный альбумин (ЧСА). В по-
следующих препаратах, по  рекомендации 
Всемирной Федерации гемофилии (World 
Federation of Hemophilia) ЧСА был заменен 
на  соединения, основанные на  молекулах 
сахаров (сахароза, трегалоза, маннитол).

Поиск возможностей культивирования 
рекомбинантных клеток в  отсутствие сы-
воротки и животных белков привел к соз-
данию препаратов РСФК третьего поколе-
ния при производстве которых, в отличие 
от препаратов первого и  второго поколе-
ния, используют синтетические питатель-
ные среды DMEM/HAM F12, 199, RPMI 
с добавлением гидролизата сои, например 
пептонов из соевой муки, расщепленных 
ферментативно папаином. Подобные тех-
нологии часто бывают заявлены как «ос-
нованные на  безсывороточной среде». 
Однако, при крупномасштабном промыш-
ленном производстве, исходный клон кле-
ток зачастую размножают в  присутствии 
сыворотки до накопления большого коли-
чества клеточного пула с  высокой плот-
ностью монослоя клеток. Перед сбором 
продукта среду роста заменяют на  под-
держивающую среду, которая и  является 
безсывороточной, не содержащей живот-
ных белков. Таким образом, исключается 
нежелательное воздействие возможных 
гетерологичных белковых компонентов, 
однако все риски контаминации сохране-
ны, хотя и снижены.

В связи с этим остается актуальным ос-
вобождение от контаминации занесенны-
ми агентами невирусного происхождения 
(микоплазмы, бактерии, грибы), вирусная 
контаминация и  контаминация агентами, 
вызывающими трансмиссивную губчатую 
энцефалопатию (ТГЭ). Эффективные стра-
тегии должны включать контроль и испыта-
ния исходных материалов, сырья, реагентов 
и  вспомогательных веществ; испытания 
на  отсутствие занесенных агентов на  кри-
тичесикх этапах производства; валидиро-
ванные методики по инактивации/удалению 
контаминирующих агентов [13,14,8]. 
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Особенности технологии производства препаратов РСФК, зарегистрированных в РФ

Наиме-
нование 
МНН

Линия 
штамма-
продуцен-

та

Экспрессирующая 
конструкция

Наличие белков 
животного, 

человеческого 
происхождения 
в культуральной 

среде 

Способ 
очистки про-
дуцируемого 

белка

Способ вирусной 
инактивации

Стабилиза-
тор

Первого поколения

Октоког 
альфа СНО

Нуклеотидная 
последовательность 
эндогенного ФСК VIII 

+ фактор WF

Бычий сыворо-
точный альбу-
мин, инсулин, 
апротинин

Иммуноаф-
финная хро-
матография

Пастеризация
Человече-
ский сыво-
роточный 
альбумин

Второго поколения

Октоког 
альфа СНО

Нуклеотидная 
последовательность 
эндогенного ФСК VIII

Белки плазмы 
человека, инсу-

лин

Иммуноаф-
финная хро-
матография

Обработка 
с использованием 
растворителя/

детергента (ТБФ, 
тритон-100)

Сахароза

Октоког 
альфа ВНК

Нуклеотидная 
коследовательность 

ФСК VII

Эмбриональная 
телячья сыво-
ротка, инсулин

Иммуноаф-
финная хро-
матография + 
анионообмен-
ная хромато-

графия

Диафильтрация, 
стерилизующая 
фильтрация 

Маннитол

Октоког 
альфа ВНК

Нуклеотидная 
коследовательность 

ФСК VII

Эмбриональная 
телячья сыво-
ротка, инсулин

Иммуноаф-
финная хро-
матография + 
анионообмен-
ная хромато-

графия

Ультрафильтрация, 
стерилизующая 
фильтрация

Сахароза, 
маннитол

Морокто-
ког альфа СНО

Нуклеотидная 
последовательность 
ФСК VIII c делецией 

В домена

Эмбриональная 
телячья сыво-

ротка

Катионно-
обменная, 
иммуно-
аффинная, 

анионообмен-
ная хромато-

графия

Обработка 
с использованием 
растворителя/

детергента (ТБФ, 
тритон-100)

Сахароза

Нонаког 
альфа СНО

Нуклеотидная 
последовательность 

ФСК IX

Эмбриональная 
телячья сыво-

ротка

иммуно-
аффинная, 

анионообмен-
ная хромато-

графия

Тангенциальная 
фильтрация 

с тритоном-100
Сахароза

Нонаког 
альфа СНО

Нуклеотидная 
последовательность 

ФСК IX

Эмбриональная 
телячья сыво-

ротка

иммуно-
аффинная, 

анионообмен-
ная хромато-

графия

Тангенциальная 
фильтрация 

с тритоном-100
Сахароза

Третьего поколения

Октоког 
альфа СНО

Нуклеотидная 
последовательность 
эндогенного ФСК VIII 

+ фактор WF

Соевый гидро-
лизат без добав-
ления сыворот-
ки/компонен-тов 

сыворотки 
человеческого/
животного про-
исхождения 

Иммуноаф-
финная хро-
матография

Обработка 
с использованием 
растворителя/ 

детергента (ТБФ, 
тритон-100)

Трегалоза, 
маннитол

Морокто-
ког альфа СНО

Нуклеотидная 
последователь-ность 
эндогенного ФСК VIII 
с делецией В домена

Соевый гидро-
лизат без добав-
ления сыворот-
ки/компонентов 
сыворотки чело-

веческого/
животного про-
исхождения

Аффинная 
хроматогра-
фия на основе 
синтетическо-
го лиганда

Обработка 
с использованием 
растворителя/ 
детергента + 

нанофильтрация

 Сахароза
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Один из методов должен инактивировать 

или удалять оболочечные вирусы (ВИЧ, ви-
русы гепатита В и С), а другой метод – без-
оболочечные вирусы (вирус гепатита А). 

В соответствии с рекомендациями ВОЗ, 
стадия считается эффективной, если она 
обеспечивает редукцию патогенов в 104 раз 
и более [7].

Для большинства рекомбинантных пре-
паратов крови традиционным является ме-
тод обработки растворитель-детергент. Этот 
метод является неспецифическим и  позво-
ляет инактивировать все вирусы с липидной 
оболочкой: в частности ВИЧ, вирусы гепа-
тита С и В, а также возможные неизвестные 
вирусы с  липидной оболочкой. Применя-
емые детергенты ТВИН 80  или ТРИТОН 
Х-100 в  сочетании с  гидрофобным раство-
рителем три-н-бутилфосфатом разрушают 
липопротеиновые мембраны. Оставшиеся 
фрагменты нуклеиновой кислоты не об-
ладают патогенным действием. В  присут-
ствии детергента невозможны обратные 
соединения или регенерация мембран. Эф-
фективность данного метода зависит от тем-
пературы и времени воздействия. 

Тепловой способ вирусной инактива-
ции применяется для  воздействия на  обо-
лочечные вирусы (ВИЧ, гепатиты В и С) и 
на  вирусы, не имеющие оболочек (гепатит 
А, парвовирус В19). Эффективность дан-
ной вирусной инактивации зависит от ком-
бинации нескольких факторов воздействия 
на  вирус: температурный режим, экспози-
ция установленной температуры, физиче-
ское состояние препарата, содержание соли, 
природа и концентрация стабилизатора . Те-
пловой режим варьируют от 80°С до 100°С, 
экспозиция от 30 минут до 72 часов. В на-
стоящее время практически всеми фирмами 
применяется т.н. «тепловой шок»: темпера-
турный режим 100°С в  течение 30  минут. 
Частным случаем теплового способа явля-
ется метод пастеризации  – тепловая обра-
ботка при температуре 600С. 

Помимо метода растворитель/детергент 
и тепловой обработки третьим неспецифи-
ческим методом инактивации вирусов яв-
ляется нанофильтрация. Стадия нанофиль-
трации может быть включена как основной 
метод вирусной инактивации, так и для осу-
ществления дополнительного уровня ви-
русной безопасности. Степень удаления 
вирусов зависит от размера пор использу-
емого фильтра. В  методе нанофильтрации 
используются фильтры с размерами пор от 
15 до 35 нм. Так, на конечной стадии очист-
ки препарата «РеФакто» применяли фильтр 
Viresolve-180  –тангенциальный вариант 
компании Millipore Corp, США. Метод на-
нофильтрации обладает очевидными пре-

имуществами: отсутствие контаминации со 
стороны химических реактивов, отсутствие 
денатурирования белков. 

Для получения высокоочищенного про-
дукта в  процессе производства чаще всего 
используются аффинная и  ионообменная 
хроматография.

Наиболее часто используют ионообмен-
ную хроматографию. Разработано множе-
ство вариантов технологий с использовани-
ем анионо- и катионообменников, например, 
на основе DEAE-сефарозы, Q-сефарозы, СМ-
сефарозы, SP-сефарозы, DEAE-сферосила, 
сефакрила S-300 и других.

Аффинную хроматографию, основанную 
на специфическом взаимодействии с лиганда-
ми также используют для oчистки продукта. 

Для проведения этой стадии традицион-
но используют моноклональные антитела, 
но сорбенты на их основе обладают рядом 
существенных недостатков: oграниченным 
сроком службы, относительно медленной 
скоростью адсорбции целевого белка. Кро-
ме того, при элюции целевого белка проис-
ходит уменьшение количества иммобилизо-
ванных антител. Наилучшей альтернативoй 
традиционным иммуносoрбентам являются 
аффинные сорбенты с иммобилизованными 
пептидомиметиками или не биологически-
ми синтетическими лигандами [17,16]. 

Так, на  стадии аффинной хроматогра-
фии моноклональные антитела могут быть 
заменены синтетическим лигандом, пред-
ставляющим собой полипептид, разрабо-
танным для устранения потенциального за-
ражения мышиным вирусом [15]. 

Такие сорбенты в  наименьшей степени 
подвержены деградации ферментами и  не 
загрязняют продукт иммуногенными био-
полимерами и  наилучшим образом подхо-
дят для очистки белков фармацевтического 
применения. 

Таким образом, по  типу используемых 
клеток-продуцентов, стабилизаторов и  со-
става питательных сред, а  также способов 
инактивации препараты РФСК подразделя-
ют на три поколения, отличия в технологии 
производства которых представлены в  та-
блице. Последнее (третье) поколение наи-
более полно отвечает современным требо-
ваниям к  качеству и безопасности данного 
типа лекарственных средств. 
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