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Ðàçðàáîòàíû èíúåêöèîííûå ôîðìû òðóäíîðàñòâîðèìîé ñóáñòàíöèè ïðîòèâîòóáåðêóë¸ç-

íîãî àíòèáèîòèêà ðèôàïåíòèíà. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ âîäîñîâìåñòèìûõ ôîðì ðèôàïåíòèíà èñ-

ïîëüçîâàíû áåëêè: ÷åëîâå÷åñêèé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ñóêöèíèëèðîâàííûé æåëàòèí

è êàçåèíàò íàòðèÿ. Âîäîñîâìåñòèìûå ôîðìû ðèôàïåíòèíà ïîëó÷àëè îñàæäåíèåì èëè ãî-

ìîãåíèçàöèåé. Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì îêàçàëñÿ ìåòîä óëüòðàçâóêîâîé ãîìîãåíèçàöèè,

ïîçâîëèâøèé ïîëó÷èòü óñòîé÷èâûå êîëëîèäíûå ñóñïåíçèè ñ ñîäåðæàíèåì ðèôàïåíòèíà

â âîäíîé ôàçå, äîñòèãàþùèì 9 – 10 ìã/ìë, òî åñòü ïðàêòè÷åñêè â 100 ðàç ïðåâûøàþùèì

åãî ðàñòâîðèìîñòü â âîäå. Ðàçáàâëåíèå ñóñïåíçèé ïðèâîäèëî ê äèññîöèàöèè àãðåãàòîâ,

îáðàçóþùèõñÿ â ïðîöåññå ñîëþáèëèçàöèè, è îáðàçîâàíèþ ïðîçðà÷íîãî ðàñòâîðà. Ðàçìåð

÷àñòèö ïðè ýòîì óìåíüøàëñÿ äî 10 – 20 íì, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ðàçìåðó ÷àñòèö â ðàñòâîðå

áåëêîâ òîé æå êîíöåíòðàöèè, ÷òî èñêëþ÷àåò âîçìîæíîñòü ýìáîëèè ïðè èíôóçèîííîì

ââåäåíèè ïîäîáíîé âîäîñîâìåñòèìîé ôîðìû ðèôàïåíòèíà. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäå-

òåëüñòâóþò î ïåðñïåêòèâíîñòè âûáðàííîãî ïîäõîäà ê ñîçäàíèþ èíúåêöèîííîé ôîðìû

ðèôàïåíòèíà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: áåëêè; êîìïëåêñîîáðàçîâàíèå; ðèôàïåíòèí; ñîëþáèëèçàöèÿ; òóáåðêóë¸ç.

Ðàçðàáîòêà èíúåêöèîííûõ ôîðì òðóäíîðàñòâîðè-

ìûõ ñóáñòàíöèé ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç íàèáîëåå àêòóàëü-

íûõ è ñëîæíûõ çàäà÷ ôàðìàöåâòè÷åñêîé òåõíîëîãèè.

Â òî æå âðåìÿ ïîâûøåíèå ðàñòâîðèìîñòè òàêèõ ñóá-

ñòàíöèé êðàéíå âàæíî, ïîñêîëüêó èìåííî ðàñòâîðè-

ìîñòü ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå çíà÷èìûõ ôàêòî-

ðîâ, îïðåäåëÿþùèõ áèîäîñòóïíîñòü è, â êîíå÷íîì

ñ÷åòå, ýôôåêòèâíîñòü è áåçîïàñíîñòü ëåêàðñòâåííûõ

âåùåñòâ. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé ïðîáëåìû èñïîëüçóþò ðàç-

ëè÷íûå ïîäõîäû, íàïðèìåð, õèìè÷åñêóþ ìîäèôèêà-

öèþ, ñîçäàíèå “ñàìîýìóëüãèðóþùèõñÿ ñèñòåì”

(SEDDS, SMEDDS) [1], äîáàâëåíèå âñïîìîãàòåëüíûõ

âåùåñòâ (ñîðàñòâîðèòåëåé, âîñêîâ, ÏÀÂ è ïð.) [2], ïî-

ëó÷åíèå íàíîêðèñòàëëîâ [3], òåõíîëîãèþ òâ¸ðäîé äèñ-

ïåðñèè [4 – 7]. Â òî æå âðåìÿ âñ¸ øèðå íà÷èíàåò ïðè-

ìåíÿòüñÿ ñîëþáèëèçàöèÿ ïðèðîäíûìè ñîåäèíåíèÿìè,

â ÷àñòíîñòè, áåëêàìè, òàê êàê îíè ìåíåå òîêñè÷íû,

÷åì ñèíòåòè÷åñêèå ÏÀÂ, è îáåñïå÷èâàþò áîëåå äëè-

òåëüíóþ ñòàáèëüíîñòü êîëëîèäíûõ ñèñòåì [8 – 22].

Ðèôàïåíòèí (Rp) — òðóäíîðàñòâîðèìûé ïðîòèâî-

òóáåðêóë¸çíûé àíòèáèîòèê, åãî ðàñòâîðèìîñòü â âîäå

íå ïðåâûøàåò 1 ìã/ìë [23, 24]. Áëàãîäàðÿ çíà÷èòåëü-

íûì ïðåèìóùåñòâàì (áîëåå âûñîêîé èíãèáèðóþùåé

àêòèâíîñòè â îòíîøåíèè M. tuberculosis è áîëåå äëè-

òåëüíîìó ïåðèîäó ïîëóâûâåäåíèÿ) ïî ñðàâíåíèþ ñ ðè-

ôàìïèöèíîì [25 – 31], Rp ÿâëÿåòñÿ îñíîâîé ñòàíäàðò-

íîé ñõåìû ëå÷åíèÿ ëåêàðñòâåííî-÷óâñòâèòåëüíûõ

ôîðì òóáåðêóë¸çà â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè

ÂÎÇ. Íåñìîòðÿ íà ïîïûòêè ïîâûøåíèÿ ðàñòâîðèìî-

ñòè Rp (ïîëó÷åíèå ñîëåé ñ ãàëîãåíîâîäîðîäíûìè êè-

ñëîòàìè èëè îäíîðîäíûõ ïî ñòðóêòóðå êðèñòàëëè÷å-

ñêèõ ôîðì, ñïëàâëåíèå ñ ïîëîêñàìåðàìè è ïîëèýòè-

ëåíãëèêîëÿìè) [32 – 34], èíúåêöèîííàÿ ôîðìà àíòè-

áèîòèêà äî ñèõ ïîð íå ñóùåñòâóåò, è îí âûïóñêàåòñÿ

òîëüêî â ôîðìå òàáëåòîê è êàïñóë, íàïðèìåð, priftin®

(Sanofi), ðèôàïåêñ® (Lupin Ltd).

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñòàëî èçó÷åíèå

âîçìîæíîñòè ïîëó÷åíèÿ âîäîñîâìåñòèìûõ ôîðì Rp

íà îñíîâå áåëêîâ: ÷åëîâå÷åñêîãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáó-

ìèíà (HSA), ñóêöèíèëèðîâàííîãî æåëàòèíà (SuccGel)

è êàçåèíàòà íàòðèÿ (CasNa).

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ðèôàïåíòèí (98,9 %, Luohe

Nanjiecun Pharmaceutical Group Pharmacy, Êèòàé), àëü-

áóìèí ÷åëîâå÷åñêèé ñûâîðîòî÷íûé (HSA, 20 % ðàñ-

òâîð, Baxter, Àâñòðèÿ), æåëàòèí ñóêöèíèëèðîâàííûé

(SuccGel, 4 % ðàñòâîð, B. Braun, Ãåðìàíèÿ), íàòðèÿ êà-

çåèíàò (CasNa, Sigma, ÑØÀ), à òàêæå äèõëîðìåòàí

(DCM, õ.÷., Õèììåä, Ðîññèÿ), ÄÌÑÎ (õ.÷., Õèììåä,

Ðîññèÿ), àöåòîíèòðèë (AcCN, ÷èñòûé äëÿ ÂÝÆÕ,

J. T. Baker, Íèäåðëàíäû).

Âîäîñîâìåñòèìûå ôîðìû Rp ïîëó÷àëè îñàæäåíè-

åì èëè ãîìîãåíèçàöèåé ñ ïîìîùüþ âûñîêîñêîðîñòíî-

ãî äèñïåðãàòîðà (Ultra-Turrax T18, IKA, Ãåðìàíèÿ), ãî-

ìîãåíèçàòîðà âûñîêîãî äàâëåíèÿ (Emulsiflex-C5,

Avestin, Êàíàäà) èëè óëüòðàçâóêîâîãî ãîìîãåíèçàòîðà

(Sonopuls HD2070, Bandelin, Ãåðìàíèÿ).

Ìåòîä îñàæäåíèÿ. Ðàñòâîð Rp â AcCN ïî êàïëÿì

ïðè ïåðåìåøèâàíèè äîáàâëÿëè â âîäíûé ðàñòâîð áåë-

êà, äàëåå ïåðåìåøèâàëè åãî åù¸ 3 ÷. Ïîëó÷åííóþ ñóñ-

ïåíçèþ ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ïîðèñòûé ñòåêëÿííûé

ôèëüòð (ïîð ¹ 1), äîáàâëÿëè â êà÷åñòâå êðèîïðîòåêòî-

ðà ìàííèò (1 %), çàìîðàæèâàëè è ëèîôèëèçèðîâàëè
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(ëèîôèëüíàÿ ñóøèëêà Alpha-Christ 2 – 4 LSC, Martin

Christ Gefriertrocknungsanlagen, Ãåðìàíèÿ).

Ìåòîä ãîìîãåíèçàöèè. Ðàñòâîð Rp â DCM äîáàâëÿ-

ëè â âîäíûé ðàñòâîð áåëêà è ãîìîãåíèçèðîâàëè. Çàòåì

ñóñïåíçèþ ïåðåìåøèâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ äëÿ óäàëåíèÿ

îðãàíè÷åñêîãî ðàñòâîðèòåëÿ, ôèëüòðîâàëè è ëèîôèëè-

çèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 1 – 5 % ìàííèòà, êàê óêàçàíî

âûøå.

Óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïðèâåäåíû â òàáë. 1. Êàæ-

äûì èç âûøåïåðå÷èñëåííûõ ìåòîäîâ â îäèíàêîâûõ óñ-

ëîâèÿõ ïîëó÷àëè ïî 3 ñåðèè îáðàçöîâ.

Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè. Ôèçèêî-õè-

ìè÷åñêèå ïàðàìåòðû îïðåäåëÿëè äëÿ îáðàçöîâ, ñîõðà-

íèâøèõ àãðåãàöèîííóþ óñòîé÷èâîñòü (ðåñóñïåíäèðóå-

ìîñòü) ïîñëå ëèîôèëèçàöèè. Óäîâëåòâîðèòåëüíûìè

ñ÷èòàëè îáðàçöû, êîòîðûå ïîñëå äîáàâëåíèÿ èñõîäíî-

ãî îáú¸ìà âîäû â ëèîôèëèçàò îáðàçîâûâàëè îäíîðîä-

íóþ êîëëîèäíóþ ñèñòåìó áåç âèäèìûõ àãðåãàòîâ è

îñàäêà, óñòîé÷èâóþ â òå÷åíèå íå ìåíåå 4 ÷ ïðè 4 °C.

Îáðàçöû áûëè îõàðàêòåðèçîâàíû ñ òî÷êè çðåíèÿ îá-

ùåãî ñîäåðæàíèÿ â íèõ Rp, ñîäåðæàíèÿ Rp â âîäíîé

ôàçå, ñðåäíåãî äèàìåòðà ÷àñòèö è èíäåêñà ïîëèäèñ-

ïåðñíîñòè. Îáùåå ñîäåðæàíèå Rp â ëèîôèëèçàòå è ñî-

äåðæàíèå Rp â âîäíîé ôàçå îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòî-

ìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì (ñïåêòðîôîòîìåòð Helios Zeta,

Thermo Fisher Scientific, CØÀ) ïî ïðåäâàðèòåëüíî ïî-

ñòðîåííûì êàëèáðîâêàì â ÄÌÑÎ (� = 482 íì;

À = 0,0193 � C; Ñ = 5 – 50 ìêã/ìë) èëè â âîäå

(� = 474 íì; À = 0,0198 � C; C = 5 – 50 ìêã/ìë). Äëÿ îï-

ðåäåëåíèÿ îáùåãî ñîäåðæàíèÿ ëèîôèëèçàò ðàñòâîðÿëè

â ÄÌÑÎ, îáðàáàòûâàëè 3 ìèí íà óëüòðàçâóêîâîé áàíå

(UC-02, Lab Companion, Êîðåÿ), îñàäîê îòäåëÿëè öåí-

òðèôóãèðîâàíèåì (13 200 îá/ìèí; 30 ìèí; öåíòðèôóãà

5415R, Eppendorf, Ãåðìàíèÿ) è ïðîâîäèëè îïðåäåëå-

íèå â ñóïåðíàòàíòå. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ Rp â

âîäíîé ôàçå ëèîôèëèçàò ðåñóñïåíäèðîâàëè â èñõîä-

íîì îáúåìå âîäû, îñàäîê îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíè-

åì (13200 îá/ìèí; 30 ìèí) è ïðîâîäèëè îïðåäåëåíèå â

ñóïåðíàòàíòå.

Ñðåäíèé äèàìåòð ÷àñòèö è èíäåêñ ïîëèäèñïåðñíî-

ñòè îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ôîòîí-êîððåëÿöèîííîé ñïåê-

òðîñêîïèè ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòîðà íàíî÷àñòèö

(Malvern Zetasizer NanoZS, Malvern Instruments, Âåëè-

êîáðèòàíèÿ).

Âñå èçìåðåíèÿ ïîâòîðÿëè 4 ðàçà. Ñåðèè áûëè ñî-

ïîñòàâëåíû ïî âûøåïåðå÷èñëåííûì õàðàêòåðèñòèêàì.

Äëÿ ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè êðèòåðèè Ôèøåðà è Êðó-

ñêàëà — Óîëëèñà, îðèåíòèðóÿñü íà óðîâåíü çíà÷èìî-

ñòè, ðàâíûé 0,05 [35].

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

HSA, æåëàòèí è êàçåèí øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â ìå-

äèöèíå è ôàðìàöåâòè÷åñêîé ïðîìûøëåííîñòè. HSA,

îñíîâíîé áåëîê ïëàçìû êðîâè, ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëü-

íûì ïåðåíîñ÷èêîì êàê ýíäîãåííûõ, òàê è ýêçîãåííûõ

âåùåñòâ [17]. Îí èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ëå÷åíèÿ øîêà, îæî-

ãîâ, â êà÷åñòâå ïëàçìîçàìåíèòåëÿ è ò.ä. [15]. Ñòðóêòó-

ðà HSA ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ãèáêî ñîåäèí¸ííûå äðóã ñ

äðóãîì 3 äîìåíà, ïî 2 ñóáäîìåíà â êàæäîì (ðèñ. 1).

Èçâåñòíî î 2 ó÷àñòêàõ, îáåñïå÷èâàþùèõ äîñòàòî÷íî

ïðî÷íîå ñâÿçûâàíèå ðàçëè÷íûõ ñîåäèíåíèé, ðàñïîëî-

æåííûõ â ñóáäîìåíàõ IIA è IIIA. Êîíúþãàòû èëè íàíî-

ðàçìåðíûå àãðåãàòû HSA èñïîëüçóþò êàê ñðåäñòâî

äîñòàâêè ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ. Íàèáîëåå èçâåñò-

íûé ïðèìåð ýôôåêòèâíîãî èñïîëüçîâàíèÿ HSA â êà÷å-

ñòâå íîñèòåëÿ òðóäíîðàñòâîðèìîé ñóáñòàíöèè — ýòî

ïðåïàðàò àáðàêñàí®, íàíîðàçìåðíûé êîìïëåêñ HSA ñ

ïàêëèòàêñåëîì [12 – 15]. Îïèñàíî òàêæå ñâÿçûâàíèå

íåêîòîðûõ ðèôàìèöèíîâ ñ HSA. Òàê, äëÿ ðèôàìèöèíà

SV, èñõîäíîãî ñîåäèíåíèÿ, èç êîòîðîãî ïîëó÷èëè ðè-

ôàìïèöèí è Rp, êîíñòàíòà ñâÿçûâàíèÿ ñ HSA ñîñòàâ-

ëÿåò ~ 106 ë/ìîëü, ïðè ýòîì ñòåõèîìåòðèÿ êîìïëåêñà

ïðèáëèçèòåëüíî ðàâíà 1, ÷òî ãîâîðèò î ñèëüíîì âçàè-

ìîäåéñòâèè áåëêà è àíòèáèîòèêà [16 – 19].

Æåëàòèí (÷àñòè÷íî ãèäðîëèçîâàííûé êîëëàãåí, â

àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êîòîðîãî ïðåîá-

ëàäàþò ãëèöèí, ïðîëèí è îêñèïðîëèí) òàêæå îáëàäàåò

ñâîéñòâàìè ýìóëüãàòîðà [36] è ìîæåò âûñòóïàòü â êà-

÷åñòâå ñðåäñòâà äîñòàâêè ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ.

Íàïðèìåð, íàíî÷àñòèöû íà îñíîâå æåëàòèíà îáåñïå-

÷èâàþò êîíòðîëèðóåìîå âûñâîáîæäåíèå Rp, áîëåå âû-

ñîêóþ ýôôåêòèâíîñòü ëå÷åíèÿ è ëó÷øèå ôàðìàêîêè-

íåòè÷åñêèå ïîêàçàòåëè ïî ñðàâíåíèþ ñ ïåðîðàëüíîé

ôîðìîé ýòîãî àíòèáèîòèêà [11, 20, 21]. SuccGel, ìåíåå

âÿçêèé ïî ñðàâíåíèþ ñ îáû÷íûì æåëàòèíîì, èñïîëü-

çóþò â êà÷åñòâå ïëàçìîçàìåíèòåëÿ [21]. Íàëè÷èå â åãî

ìîëåêóëàõ ñóêöèíèëüíîãî îñòàòêà ïðèâîäèò ê ïîÿâëå-

íèþ äîïîëíèòåëüíîãî îòðèöàòåëüíîãî çàðÿäà, ÷òî â

ïðèíöèïå ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ñòàáèëèçàöèè íàíî-

ñóñïåíçèè Rp.

Êàçåèí (âõîäÿùèé â ñîñòàâ êîðîâüåãî ìîëîêà ñëîæ-

íûé áåëîê èç ãðóïïû ôîñôîïðîòåèäîâ) èñïîëüçóþò

êàê ñòàáèëèçàòîð ïèùåâûõ è ëåêàðñòâåííûõ ýìóëüñèé.

CasNa — íàòðèåâàÿ ñîëü ñìåñè ðàçëè÷íûõ êàçåèíîâ

(�
s1

-, �
s2

-, �- è �-), ëó÷øå ðàñòâîðèìàÿ â âîäå, ÷åì ñàì

êàçåèí. Ìîëåêóëà êàçåèíà îáëàäàåò ÿðêî âûðàæåííû-

ìè àìôèôèëüíûìè ñâîéñòâàìè, ÷òî ñïîñîáñòâóåò

40 Õèìèêî-ôàðìàöåâòè÷åñêèé æóðíàë. Òîì 50, ¹ 6, 2016

Ò à á ë è ö à 1

Óñëîâèÿ ïîëó÷åíèÿ âîäîñîâìåñòèìûõ ôîðì ðèôàïåíòèíà

Ìåòîä Óñëîâèÿ Îðãàíè÷åñêàÿ ôàçà Âîäíàÿ ôàçà

Îñàæäåíèå 450 îá/ìèí; 3 ÷ Ðàñòâîð 20 ìã

Rp â 0,9 ìë

AcCN

12,5 ìë 3 %

HSA; 1 %

SuccGel èëè

1 % CasNa

Äèñïåðãèðîâà-

íèå

24 000 îá/ìèí;

2 ìèí

Ðàñòâîð 80 ìã

Rp â 0,9 ìë

DCM

12,5 ìë 3 %

HSA; 1 %

SuccGel èëè

1 % CasNa

Ãîìîãåíèçàöèÿ

âûñîêîãî äàâëå-

íèÿ

12 000 psi;

5 ìèí

Ðàñòâîð 150 ìã

Rp â 0,9 ìë

DCM

12,5 ìë 3 %

HSA; 1 %

SuccGel èëè

1 % CasNa

Óëüòðàçâóêîâàÿ

ãîìîãåíèçàöèÿ

70 Âò; 6 ìèí;

0 °C

Ðàñòâîð 200 ìã

Rp â 0,9 ìë

DCM

12,5 ìë 3 %

HSA; 1 %

SuccGel èëè

1 % CasNa



îáðàçîâàíèþ ìèöåëë, òàêæå ñòàáèëèçèðóþùèõñÿ ôîñ-

ôàòíûìè ãðóïïàìè è âêðàïëåíèÿìè ôîñôàòàòà êàëü-

öèÿ [37]. Îïèñàíà ìèöåëëÿðíàÿ ôîðìà ïðîòèâîîïóõî-

ëåâîãî ïðåïàðàòà ìèòîêñàíòðîíà íà îñíîâå êàçåèíà.

Ïîäîáíàÿ ìèöåëëà ñîñòîÿëà èç 15 – 60 ìîëåêóë êàçåè-

íà è âìåùàëà â ñåáÿ 90 – 360 ìîëåêóë ìèòîêñàíòðîíà

[11, 22].

Â äàííîì èññëåäîâàíèè âñå ïåðå÷èñëåííûå áåëêè

(HSA, SuccGel, CasNa) èñïîëüçîâàíû äëÿ ïîëó÷åíèÿ

âîäîñîâìåñòèìîé ôîðìû Rp. Ìîæíî áûëî îæèäàòü,

÷òî ñâîéñòâà ïîëó÷àåìîé âîäîñîâìåñòèìîé ôîðìû Rp

áóäóò âî ìíîãîì îïðåäåëÿòüñÿ ñâîéñòâàìè èñïîëüçóå-

ìîãî áåëêà, åãî ñïîñîáíîñòüþ ñâÿçûâàòü Rp è ñòàáèëè-

çèðîâàòü ñâîáîäíûé Rp. Î÷åâèäíî, ÷òî òåì áîëüøèì

áóäåò åãî ñîäåðæàíèå â ïðåïàðàòå. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ âî-

äîñîâìåñòèìûõ ôîðì Rp èñïîëüçîâàëè 2 ìåòîäà: îñàæ-

äåíèÿ è ãîìîãåíèçàöèè [36]. Â ïåðâîì ñëó÷àå âîäîñî-

âìåñòèìûå ôîðìû ïîëó÷àëè ïóò¸ì îñàæäåíèÿ àíòè-

áèîòèêà, ðàñòâîð¸ííîãî â AcCN, â âîäíûé ðàñòâîð

áåëêà; âî âòîðîì — ãîìîãåíèçàöèåé ñèñòåìû, ñîñòîÿ-

ùåé èç ðàñòâîðà Rp â DCM è âîäíîãî ðàñòâîðà áåëêà.

Óñëîâèÿ ïîëó÷åíèÿ âîäîñîâìåñòèìûõ ôîðì áûëè îï-

ðåäåëåíû â ïðåäâàðèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìåòîäû â öåëîì âîñïðîèçâîäÿòñÿ,

ðàçëè÷èÿ ìåæäó ñåðèÿìè ñòàòèñòè÷åñêè íåçíà÷èìû

èëè çíà÷èìû, íî íåâåëèêè. Ïðè ýòîì ñòàòèñòè÷åñêè

äîñòîâåðíûì îêàçàëîñü ñõîäñòâî â ñîäåðæàíèè Rp, â

òî âðåìÿ êàê ðàçìåðû ÷àñòèö ðàçëè÷àëèñü ÷àùå. Íà-
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Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ïàðàìåòðû âîäîñîâìåñòèìûõ ôîðì Rp, ïîëó÷åííûõ ðàçíûìè ìåòîäàìè (ñðåäíåå çíà÷åíèå � äîâåðèòåëüíûé

èíòåðâàë)

Ìåòîä ïîëó÷åíèÿ Áåëîê
Îáùåå ñîäåðæàíèå

Rp, ìã/ìë

Ñîäåðæàíèå ñâÿçàííîãî

Rp, ìã/ìë

Ñðåäíèé äèàìåòð

÷àñòèö, íì

Èíäåêñ

ïîëèäèñïåðñíîñòè

Îñàæäåíèå HSA 1,13 � 0,03 0,647 � 0,022 404 � 11 0,252 � 0,013

SuccGel 1,14 � 0,04 0,262 � 0,006 4494 � 645 0,533 � 0,065

CasNa 1,04 � 0,03 0,671 � 0,026 203 � 3 0,346 � 0,024

Äèñïåðãèðîâàíèå HSA 4,90 � 0,07 0,755 � 0,013 1567 � 66 0,616 � 0,056

SuccGel 4,69 � 0,07 0,338 � 0,004 5309 � 1029 0,466 � 0,102

CasNa 4,38 � 0,14 0,548 � 0,013 2791 � 151 0,342 � 0,032

Ãîìîãåíèçàöèÿ

âûñîêîãî äàâëåíèÿ

HSA 6,58 � 0,11 0,666 � 0,010 290 � 5 0,186 � 0,017

SuccGel 6,66 � 0,13 0,333 � 0,003 6099 � 1149 0,690 � 0,114

CasNa 6,78 � 0,13 0,666 � 0,023 574 � 26 0,336 � 0,025

Óëüòðàçâóêîâàÿ

ãîìîãåíèçàöèÿ

HSA 9,93 � 0,14 0,673 � 0,014 453 � 15 0,239 � 0,013

SuccGel 9,43 � 0,14 0,332 � 0,005 7956 � 793 0,797 � 0,071

CasNa 10,13 � 0,18 0,681 � 0,018 648 � 8 0,233 � 0,011

à

á

Ðèñ. 1. Ìîäåëü ìîëåêóëû HSA ñ ó÷àñòêàìè ñâÿçûâàíèÿ (à ) è õèìè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà Rp (á ).



ïðèìåð, â ñëó÷àå HSA è CasNa îáùåå ñîäåðæàíèå Rp

ñîñòàâèëî (9,93 � 0,14) è (10,13 � 0,18) ìã/ìë, à ðàçìå-

ðû ÷àñòèö (453 � 15) è (648 � 8) íì, ñîîòâåòñòâåííî.

Ïî-âèäèìîìó, ýòî îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî îáðàçóþòñÿ àã-

ðåãàòû áåëêîâûõ ìîëåêóë, êîòîðûå ìîãóò èìåòü ïåðå-

ìåííûé ñîñòàâ. Ïîëó÷åííûå ëèîôèëèçàòû ñ ë¸ãêî-

ñòüþ ðåñóñïåíäèðîâàëèñü, îáðàçóÿ îäíîðîäíûå ñèñòå-

ìû, êîòîðûå îñòàâàëèñü òàêèìè â òå÷åíèå îêîëî 4 ÷

ïðè 4 °C. Íàèáîëüøàÿ óñòîé÷èâîñòü áûëà îòìå÷åíà ó

ñóñïåíçèé, ñòàáèëèçèðîâàííûõ CasNa (ïðè 4 °C îíè

îñòàâàëèñü îäíîðîäíûìè íå ìåíåå 4 ÷). Ýêñïåðèìåí-

òàëüíûå äàííûå ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2. Â ñèëó õîðî-

øåé ñõîäèìîñòè ìåæäó ñåðèÿìè îáðàçöîâ (ñòàòèñòè-

÷åñêè íåçíà÷èìûå èëè íåñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ)

âûáîðêè îáúåäèíÿëè è ðàññ÷èòûâàëè îáùèé äîâåðè-

òåëüíûé èíòåðâàë (ñîîòâåòñòâåííî, óæå íå äëÿ 4, à äëÿ

12 çíà÷åíèé).

Ñîäåðæàíèå Rp. Íàèáîëåå âûñîêîå ñîäåðæàíèå Rp

â ñóñïåíçèè, äîñòèãàþùåå 9 – 10 ìã/ìë, òî åñòü ïðàê-

òè÷åñêè â 100 ðàç ïðåâûøàþùåå åãî ðàñòâîðèìîñòü â

âîäå (0,108 � 0,006) ìã/ìë, áûëî äîñòèãíóòî ìåòîäîì

óëüòðàçâóêîâîé ãîìîãåíèçàöèè. Íàèìåíåå ýôôåêòèâ-

íûì ìåòîäîì îêàçàëîñü îñàæäåíèå. Ñîäåðæàíèå Rp

ñîñòàâèëî âñåãî îêîëî 1 ìã/ìë, õîòÿ è ýòî çíà÷åíèå

ïðåâûøàåò åãî ðàñòâîðèìîñòü ïðèáëèçèòåëüíî â 10

ðàç (òàáë. 2). Èíòåðåñíî, ÷òî â ýòîì ñëó÷àå âëèÿíèå

ïðèðîäû áåëêà ïðàêòè÷åñêè íå âûðàæåíî. Äëÿ âñåõ èñ-

ñëåäîâàííûõ áåëêîâ íàèâûñøèé ðåçóëüòàò ïî ñîäåðæà-

íèþ Rp â óñòîé÷èâîé ñóñïåíçèè äîñòèãíóò ìåòîäîì

ãîìîãåíèçàöèè, îñîáåííî óëüòðàçâóêîâîé; íàèìåíåå

ýôôåêòèâíûì îêàçàëñÿ ìåòîä îñàæäåíèÿ.

Èíòåðåñíî òàêæå îòìåòèòü, ÷òî ñîäåðæàíèå â âîä-

íîé ôàçå (òî åñòü ôàêòè÷åñêè â ðàñòâîðå) Rp â îáðàç-

öàõ, ïîëó÷åííûõ ðàçíûìè ìåòîäàìè è ñ èñïîëüçîâàíè-

åì ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, îòëè÷àëîñü íå òàê çíà÷èòåëüíî è

ñîñòàâëÿëî 0,6 – 0,7 ìã/ìë äëÿ HSA è CasNaè �

0,3 ìã/ìë äëÿ æåëàòèíà, õîòÿ äàæå â ýòîì ñëó÷àå ðàñ-

òâîðèìîñòü Rp áûëà ïðåâûøåíà âòðîå ïðîòèâ åãî ðàñ-

òâîðèìîñòè â âîäå. Âîçìîæíî, â îòëè÷èå îò àëüáóìè-

íà, ìîëåêóëà æåëàòèíà íå îáëàäàåò ó÷àñòêàìè ñèëüíî-

ãî ñâÿçûâàíèÿ [16, 17].

Ðàçìåðû, ïîëèäèñïåðñíîñòü. ×àñòèöû íàèìåíü-

øåãî ðàçìåðà òàêæå ïîëó÷åíû ìåòîäàìè ãîìîãåíèçà-

öèè âûñîêîãî äàâëåíèÿ äëÿ HSA (280 – 300 íì) è óëüò-

ðàçâóêîâîé ãîìîãåíèçàöèè äëÿ CasNa (530 – 630 íì,

õîòÿ ñ áîëüøåé ïîëèäèñïåðñíîñòüþ). Î÷åâèäíî, ÷òî,

÷åì ìåíüøå ðàçìåð ÷àñòèö, òåì ñòàáèëüíåå ïîëó÷àå-

ìàÿ ñóñïåíçèÿ, îäíàêî ìåòîä óëüòðàçâóêîâîé ãîìîãå-

íèçàöèè âûèãðûâàåò ñ òî÷êè çðåíèÿ îáùåãî ñîäåðæà-

íèÿ Rp � 10 ïðîòèâ � 7 ìã/ìë. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ìå-

òîäîâ äèñïåðãèðîâàíèÿ è ãîìîãåíèçàöèè âûñîêîãî

äàâëåíèÿ óñòîé÷èâûå ñóñïåíçèè è ðåñóñïåíäèðóåìûå

ëèîôèëèçàòû ïîëó÷àëèñü ïðè ñîäåðæàíèè Rp íå áîëåå

5 è 7 ìã/ìë ñîîòâåòñòâåííî. Â ìåòîäå îñàæäåíèÿ êîë-

ëîèäíûå ñèñòåìû áûëè óñòîé÷èâûìè, íî ïîâûñèòü ñî-

äåðæàíèå Rp â ýòîì ñëó÷àå íå óäàâàëîñü èç-çà åãî

ìåíüøåé ðàñòâîðèìîñòè â AcCN, ïî ñðàâíåíèþ ñ

DCM.

×òî êàñàåòñÿ âîñïðîèçâîäèìîñòè ïðåäëîæåííûõ

ìåòîäîâ, òî íàèáîëüøèå ðàñõîæäåíèÿ íàáëþäàþòñÿ âî

âñåõ ìåòîäàõ â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ SuccGel. Âîç-

ìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî äëÿ ïîëó÷åíèÿ æåëàòèíà

èñïîëüçóåòñÿ ãèäðîëèç, â ðåçóëüòàòå ÷åãî åãî ñòðóêòó-

ðà îêàçûâàåòñÿ íåðåãóëÿðíîé è ðàçëè÷àåòñÿ îò ïàðòèè

ê ïàðòèè. Ðàñõîæäåíèÿ ïðîÿâëÿëèñü, ïðåæäå âñåãî, â

âûñîêèõ (âïëîòü äî âåëè÷èíû 0,797) çíà÷åíèÿõ èíäåê-
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Ðàñòâîðèìîñòü ñóáñòàíöèè ðèôàïåíòèíà â âîäå è âîäíûõ ðàñ-

òâîðàõ áåëêîâ

Ðàñòâîðèòåëü
Êîíöåíòðàöèÿ íàñûùåííîãî

ðàñòâîðà Rp*, ìã/ìë

Âîäà 0,108 � 0,006

HSA, 3 % âîäíûé ðàñòâîð 0,263 � 0,002

SuccGel, 1 % âîäíûé ðàñòâîð 0,137 � 0,001

CasNa, 1 % âîäíûé ðàñòâîð 0,140 � ,003

* p = 0,05; n = 10.

Âîäíûé

ðàñòâîð áåëêà

Îðãàíè÷åñêèé

ðàñòâîð

ðèôàïåíòèíà

Îñàæäåíèå èëè

ãîìîãåíèçàöèÿ

Óäàëåíèå

îðãàíè÷åñêîãî

ðàñòâîðèòåëÿ

Âîäîñîâìåñòèìàÿ

ôîðìà ðèôàïåíòèíà

Ìîëåêóëà ðèôàïåíòèíà â ðàñòâîðå

Ìîëåêóëà áåëêà â ðàñòâîðå

Êîìïëåêñ ðèôàïåíòèíà ñ áåëêîì

Ñòàáèëèçàöèÿ ÷àñòèö ðèôàïåíòèíà

áåëêîì

Ðèñ. 2. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå ïîëó÷åíèÿ è ñîñòàâà âîäîñîâìåñòèìûõ ôîðì Rp íà îñíîâå áåëêîâ.



ñà ïîëèäèñïåðñíîñòè — â ñëó÷àå SuccGel â ëþáîì ìå-

òîäå, îñîáåííî ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäà ãîìîãåíèçà-

öèè, îí îêàçûâàëñÿ âåñüìà çíà÷èòåëüíûì è ïðåâûøàë

àíàëîãè÷íûå çíà÷åíèÿ äëÿ ñèñòåì, ïîëó÷åííûõ ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì àëüáóìèíà è êàçåèíà. Îäíàêî è äëÿ íåãî

âûáîðêè ðåøåíî îáúåäèíèòü, ïîñêîëüêó èç-çà òàêîãî

áîëüøîãî ðàçáðîñà äîâåðèòåëüíûå èíòåðâàëû äëÿ âñåõ

ñåðèé â ëþáîì ñëó÷àå ïåðåêðûâàþòñÿ, è íåëüçÿ îäíî-

çíà÷íî ñóäèòü î äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé ìåæäó íèìè.

Ðàçáàâëåíèå ñóñïåíçèé â 10 – 50 ðàç (â çàâèñèìîñòè

îò îáùåãî ñîäåðæàíèÿ â íèõ Rp) âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïðè-

âîäèëî ê äèññîöèàöèè àãðåãàòîâ, îáðàçóþùèõñÿ â ïðî-

öåññå ñîëþáèëèçàöèè, è îáðàçîâàíèþ ïðîçðà÷íîãî

ðàñòâîðà. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ðàçìåð ÷àñòèö ïðè

ýòîì óìåíüøàëñÿ äî 10 – 20 íì, òî åñòü ñîîòâåòñòâî-

âàë ðàçìåðó ÷àñòèö â ðàñòâîðå áåëêîâ òîé æå êîíöåí-

òðàöèè. Òàêèì îáðàçîì, ïðè èíôóçèîííîì ââåäåíèè

ïîäîáíîé âîäîñîâìåñòèìîé ôîðìû Rp èñêëþ÷àåòñÿ

âîçìîæíîñòü ýìáîëèè.

Äîñòèãíóòûé ýôôåêò ïîâûøåíèÿ ðàñòâîðèìîñòè

Rp, ïî-âèäèìîìó, ìîæíî îáúÿñíèòü åãî ñâÿçûâàíèåì ñ

áåëêàìè (òî åñòü îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà òîé èëè

èíîé ïðèðîäû) è ñîëþáèëèçàöèåé èìè. Òàêæå ìîæíî

ïðåäïîëàãàòü ñóùåñòâîâàíèå â ñèñòåìå íàíî÷àñòèö Rp

(íà ÷òî óêàçûâàåò, íàïðèìåð, äîñòàòî÷íî âûñîêèé èí-

äåêñ ïîëèäèñïåðñíîñòè), îêðóæ¸ííûõ ìîëåêóëàìè

áåëêà è ñòàáèëèçèðîâàííûõ òàêèì îáðàçîì. Ïîäîáíûé

ìåõàíèçì áûë ïðåäëîæåí â ñëó÷àå ïðåïàðàòà àáðàê-

ñàí®, êîòîðûé ïîëó÷àþò ïî àíàëîãè÷íîé òåõíîëîãèè

[38]. Ïðåäïîëàãàåìàÿ ñõåìà îáðàçóþùåéñÿ ñèñòåìû

ïðèâåäåíà íà ðèñ. 2.

Ìîëÿðíîå ñîîòíîøåíèå ìåæäó îáùèì ñîäåðæàíè-

åì àíòèáèîòèêà è ñîäåðæàíèåì áåëêà â îáðàçöàõ ñ

íàèáîëüøèì êîëè÷åñòâîì Rp ðàâíî 28,08, à ìåæäó ñî-

äåðæàíèåì àíòèáèîòèêà â âîäíîé ôàçå è ñîäåðæàíèåì

áåëêà — 1,97. Íàïðîòèâ, â ñëó÷àå ïðåïàðàòà àáðàêñàí®

áîëåå 6 ìîëåêóë ïàêëèòàêñåëà ïðèõîäèòñÿ íà 1 ìîëå-

êóëó áåëêà â êîìïëåêñå [39]. Òî åñòü âîäîñîâìåñòèìàÿ

ôîðìà Rp ñóùåñòâóåò ïðåèìóùåñòâåííî çà ñ÷¸ò ñòàáè-

ëèçàöèè áåëêîì è, â ìåíüøåé ñòåïåíè, áëàãîäàðÿ êîì-

ïëåêñîîáðàçîâàíèþ.

Ýòîò âûâîä ïîäòâåðæäàþò òàêæå äàííûå ïî âëèÿ-

íèþ áåëêîâ íà ðàñòâîðèìîñòü Rp â óñëîâèÿõ äëèòåëü-

íîé èíêóáàöèè ðàñòâîðîâ, ñîäåðæàùèõ áåëêè è Rp â

êîëè÷åñòâå, ïðåâûøàþùåì åãî ðàñòâîðèìîñòü. Äåéñò-

âèòåëüíî, áåç äîïîëíèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ áåëêè

ëèøü íåçíà÷èòåëüíî ïîâûøàëè êîíöåíòðàöèþ Rp â

âîäíîé ôàçå, ðàñòâîðèìîñòü ñóáñòàíöèè â ïðèñóòñò-

âèè HSA âîçðàñòàëà â 2,5 ðàçà, SuccGel è CasNa âûçû-

âàëè ëèøü íåçíà÷èòåëüíîå å¸ ïîâûøåíèå (òàáë. 3).

Òàêæå áûëà èçó÷åíà ñêîðîñòü ðàñòâîðåíèÿ ñóáñòàí-

öèè Rp â ñðàâíåíèè ñ åãî âîäîñîâìåñòèìîé ôîðìîé íà

îñíîâå HSA (â ôîñôàòíîì ñîëåâîì áóôåðå ñ pH = 7,4

ïðè òåìïåðàòóðå 37 °C). Î÷åâèäíî (ðèñ. 3), ÷òî è äëÿ

ñóáñòàíöèè Rp, è äëÿ åãî âîäîñîâìåñòèìîé ôîðìû

ïðåäåë ðàñòâîðèìîñòè â âîäíîé ôàçå äîñòèãàåòñÿ äîñ-

òàòî÷íî áûñòðî. Îäíàêî â ñëó÷àå ñóáñòàíöèè ðàâíî-

âåñíàÿ êîíöåíòðàöèÿ Rp (îêîëî 0,1 ìã/ìë) äîñòèãàåòñÿ

çà íåñêîëüêî ÷àñîâ, â òî âðåìÿ êàê äëÿ âîäîñîâìåñòè-

ìîé ôîðìû ðàâíîâåñíàÿ êîíöåíòðàöèÿ Rp (îêîëî

0,6 ìã/ìë) äîñòèãàåòñÿ çà íåñêîëüêî ìèíóò.

Ìåòîäîì ÂÝÆÕ (õðîìàòîãðàô ìîäåëè 1200, Agilent

Technologies, ÑØÀ) áûëà ïîäòâåðæäåíà ñîõðàííîñòü

ðèôàïåíòèíà. Êîëè÷åñòâî ïðèìåñåé â âîäîñîâìåñòè-

ìîé ôîðìå è ñóáñòàíöèè îòëè÷àëîñü íåñóùåñòâåííî

(ðèñ. 4).
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Ðèñ. 3. Ñêîðîñòü ðàñòâîðåíèÿ Rp èç åãî ñóáñòàíöèè (1 ) è âîäî-

ðàñòâîðèìîé ôîðìû íà îñíîâå HSA (2 ).

1 2 3 4 5 6 7 8

Ðèñ. 5. Äàííûå íàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà íà ïðèìåðå HSA:

1 – 6 — HSA â îáðàçöàõ âîäîñîâìåñòèìîé ôîðìû Rp; 7 – 8 —

àïòå÷íûé HSA.



Áåëîê òàêæå íå ïðåòåðïåâàåò èçìåíåíèé â õîäå ïî-

ëó÷åíèÿ ïðåïàðàòà, êàê ïîêàçàë íàòèâíûé ýëåêòðîôî-

ðåç (ðèñ. 5).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ïåð-

ñïåêòèâíîñòè âûáðàííîãî ïîäõîäà ê ñîçäàíèþ èíúåê-

öèîííîé ôîðìû Rp. Â ðàìêàõ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ

íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì îêàçàëñÿ ìåòîä óëüòðàçâóêî-

âîé ãîìîãåíèçàöèè âîäíîé ñóñïåíçèè Rp â ïðèñóòñò-

âèè HSA èëè CasNa. Ýòîò ìåòîä ïîçâîëèë äîñòè÷ü

íàèáîëüøåãî ñîäåðæàíèÿ Rp â âîäíîé ôàçå (äî

10 ìã/ìë) ïðè ñîõðàíåíèè îäíîðîäíîñòè è óñòîé÷èâî-

ñòè êîëëîèäíîé ñèñòåìû.
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USE OF PROTEINS FOR INCREASING AQUEOUS SOLUBILITY OF RIFAPENTINE
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Development of parenteral formulations for poorly soluble drug substances is among key problems of the pharmaceutical technology. In the present study,

parenteral forms of poorly soluble antituberculous antibiotic rifapentine were obtained using human serum albumin, succinylated gelatin, and sodium casei-

nate as solubilizing excipients. These formulations were produced via precipitation or homogenization. The best result – stable colloidal suspensions contai-

ning up to 9 – 10 mg/mL rifapentine (100 times higher than the aqueous solubility of parent substance) – were obtained by ultrasonic homogenization. Note

that dilution of these suspensions led to dissociation of the aggregates and formation of clear solutions with a particle size of 10 – 20 nm, which means that

the proposed formulation is safe and will not cause embolizaion of blood vessels upon infusion. On the whole, the obtained results suggest that the use of pro-

teins for solubilization of rifapentine is a promising approach to the development of the parenteral formulation of this antibiotic.

Keywords: antibiotics; tuberculosis; rifapentine; proteins; complexation; solubilization.
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