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(57) 1. Способ изготовления биологически актив-
ных препаратов из эмбриональных тканей, вклю-
чающий измельчение мягких эмбриональных тка-
ней, их гомогенизацию в дисперсионной среде на
основе воды до разрушения клеточных оболочек,
отделение неразрушенных клеточных элементов,
фракционирование супернатанта с выделением
целевого продукта со средней молекулярной мас-

сой менее 10 кДа, стерилизацию, разлив и укупор-
ку препарата, отличающийся тем, что целевой
продукт выделяют и одновременно с выделением
стерилизуют фракционированием супернатанта по
молекулярной массе непосредственно после от-
деления неразрушенных клеточных элементов.
2. Способ по п. 1, отличающийся тем, что супер-
натант после отделения неразрушенных клеточ-
ных элементов одновременно фракционируют и
стерилизуют ультрафильтрацией.
3. Способ по п. 1, отличающийся тем, что эм-
брионы перед измельчением мягких тканей замо-
раживают и размораживают.
4. Способ по п. 3, отличающийся тем, что эм-
брионы замораживают до температуры не ниже
-80°С.
5. Способ по п. 4, отличающийся тем, что эм-
брионы замораживают постепенно.
6. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в каче-
стве целевого продукта выделяют вещества со
средней молекулярной массой менее 5,0 кДа.

Изобретение относится к биохимической тех-
нологии получения на основе эмбриональных тка-
ней биологически активных препаратов с фикси-
рованными фармакологическими свойствами, не-
смотря на неопределенность их химического со-
става. Технологические процессы на основе изо-
бретения могут быть использованы в фармацев-
тической промышленности для изготовления не-
специфических био- (преимущественно цито- и,
наиболее предпочтительно, иммуно-) корректоров
и, в особенности, биостимуляторов широкого
спектра действия.

Потребность в препаратах такого типа явля-
ется массовой и систематически возрастает в свя-
зи с продолжающимся загрязнением природной
среды ксенобиотиками (в том числе – радионукли-
дами), появлением новых (типа ВИЧ) инфекций и
существенным ослаблением физических нагрузок
на большинство урбанизированного населения.

Поэтому технологические процессы изготов-
ления указанных препаратов должны удовлетво-
рять комплексу трудносовместимых требований. К
важнейшим из них относятся:

пригодность для коррекции физиологического
статуса человека в широком спектре возможных
патологий и причин их возникновения;

минимум противопоказаний к применению;
доступность для медицинских учреждений и

населения, зависящая преимущественно, во-
первых, от производительности технологических
процессов и затрат ресурсов на их осуществление
и, во-вторых, от стабильности целевого продукта
и, соответственно, его пригодности для длитель-
ного хранения с сохранением стерильности и фа-
рмакологических свойств.

Два первых требования могут быть в принци-
пе выполнены при использовании эмбриональных
тканей, взятых, в основном, из эмбрионов живот-
ных, в качестве общеизвестного и общепризнан-
ного ныне источника биологически активных ве-
ществ широкого спектра действия.

Например, из заявки Франции 2413912 на
группу изобретений "Лекарственные средства на
основе зародыша и способ их получения" извес-
тен способ получения биологически активных
средств на основе эмбриональной ткани, который
предусматривает измельчение и гомогенизацию
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мягких тканей эмбрионов животных в смеси с фи-
зиологическим раствором.

Биологически активные средства, полученные
описанным простейшим способом, были примене-
ны на сельскохозяйственных животных, что по-
зволило повысить их продуктивность на 7-15% в
сравнении с контролем.

Однако обремененность иммунодепрессанта-
ми и высокомолекулярными антигенами, допусти-
мая при использовании этих средств в животно-
водстве, не позволила получить заметный имму-
ностимулирующий эффект у людей. Кроме того,
биохимический состав описанного препарата су-
щественно колеблется от партии к партии и пото-
му он непригоден для длительного хранения.

Более совершенен способ получения биоло-
гически активных средств согласно Европейской
заявке 0249563 на изобретение "Экстракты заро-
дышевых тканей органов животных, пригодные
для инъекции человеку".  Этот способ,  наряду с
измельчением и гомогенизацией мягких тканей
эмбрионов животных, предусматривает удаление
нежелательных примесей при экстракции водо-
растворимых активных веществ.

Однако при этом в экстракт не переходят мно-
гие биологически активные вещества, что снижает
стимулирующий эффект при использовании целе-
вого продукта. Кроме того, экстракт подобно вы-
шеуказанному препарату, имеет биохимический
состав, который существенно колеблется от пар-
тии к партии, что также отражается на стабильно-
сти его фармакологических свойств при длитель-
ном хранении.

Поэтому нередко прибегают к искусственным
приемам воздействия на эмбриональную ткань в
надежде повысить эффективность и стабильность
целевых продуктов в качестве средств лечения и
профилактики иммунной системы человека.

Из числа аналогов такого типа к предлагае-
мому изобретению наиболее близок способ изго-
товления биологически активных препаратов на
основе эмбриональных тканей, известный из опи-
сания изобретения к патенту Украины 2164. Этот
способ предусматривает:

измельчение мягких эмбриональных тканей;
их гомогенизацию в дисперсионной среде на

основе воды до разрушения клеточных оболочек;
отделение (например, фильтрованием или

центрифугированием) неразрушенных клеточных
элементов;

гидролиз гомогената в присутствии консер-
ванта при температуре 4-45°С в течение времени
от двух суток до шести недель, причем тем доль-
ше, чем ниже температура;

термообработку гидролизата при температуре
60-120°С до денатурации балластных веществ;

отделение денатурированных термолабиль-
ных веществ и выделение из гидролизата термо-
стабильного целевого продукта со средней моле-
кулярной массой менее 10 кДа путем фракциони-
рования, выполняемого, например, ультрафильт-
рацией, или центрифугированием при ускорении
свыше 1500 g течение 20-40 мин, или диализом
через полупроницаемую пленку и/или гельфильт-
рацией;

стерилизацию, разлив и укупорку препарата.

Целевым продуктом при этом служит суперна-
тант, содержащий в качестве действующего нача-
ла смесь относительно низкомолекулярных тер-
мостабильных веществ неопределенного состава
со средней молекулярной массой в пределах 0,7-
10/0 кДа.

Однако описанный способ: обладает тем бо-
лее низкой производительностью, чем ниже тем-
пература гидролиза; связан с существенными
энергозатратами и - что особенно важно - не
обеспечивает стабильность качества целевого
продукта из-за принципиальной невозможности
надежного управления гидролизом. Поэтому в
гидролизате всегда присутствует весьма сложная
смесь химически и биохимически нестабильных
продуктов, преимущественно белковой природы.
Лишь некоторые из них, но далеко не все, удается
удалить термообработкой гидролизата и осажде-
нием денатурированных белков, которые негатив-
но влияют на стойкость целевого продукта при
хранении и которые (даже при молекулярной мас-
се менее 10 кДа) способны оказывать непредви-
денное побочное действие.

Соответственно, в основу изобретения поло-
жена задача путем усовершенствования приемов
подготовки сырья и уточнения условий его пере-
работки создать такой способ изготовления био-
логически активных препаратов из эмбриональных
тканей, который обеспечивал бы существенное
повышение стабильности фармакологических
свойств целевого продукта при повышении произ-
водительности процесса и сокращении затрат на
его осуществление.

Поставленная задача решена тем, что в спо-
собе изготовления биологически активных препа-
ратов из эмбриональных тканей, включающем
измельчение мягких эмбриональных тканей, их
гомогенизацию в дисперсионной среде на основе
воды до разрушения клеточных оболочек, отделе-
ние неразрушенных клеточных элементов, фрак-
ционирование супернатанта с выделением целе-
вого продукта со средней молекулярной массой
менее 10 кДа, стерилизацию, разлив и укупорку
препарата, согласно изобретению, целевой про-
дукт выделяют и одновременно с выделением
стерилизуют фракционированием супернатанта по
молекулярной массе непосредственно после от-
деления неразрушенных клеточных элементов.

Исключение гидролиза и изменение порядка
выполнения оставшихся операций обуславливают
не только существенное повышение производи-
тельности процесса и сокращение затрат, что бла-
гоприятно сказывается на доступности целевого
продукта для широких слоев населения экологи-
чески опасных территорий, но и практически ис-
ключает появление в целевом продукте неконтро-
лируемых примесей, возникших при гидролизе
сырья, и тем самым стабилизирует его фармако-
логические свойства.

Первое дополнительное отличие состоит в
том, что супернатант после отделения неразру-
шенных клеточных элементов одновременно
фракционируют и стерилизуют ультрафильтраци-
ей, которая представляет собой один из наиболее
эффективных процессов выделения из сложных
смесей веществ с заданным максимальным зна-
чением молекулярной массы и исключает бакте-
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риальное заражение целевого продукта при его
разливе и укупорке в стерильных условиях.

Второе дополнительное отличие, которое мо-
жет быть использовано согласно изобретению как
независимо от первого, так и в сочетании с пер-
вым дополнительным отличием, состоит в том,
что эмбрионы перед отделением и измельчением
мягких тканей замораживают и размораживают.
Уже было установлено, что охлаждение до при-
мерно +4°С и выдерживание при этой температу-
ре изолированных мягких тканей теплокровных
животных способствует подавлению в них процес-
сов синтеза, сохранению достаточной активности
окислительно-восстановительных процессов и
интенсификации катаболических процессов (см.,
например: Тканевая терапия (коллектив авторов) /
Под ред. Н.А. Пучковской. - К.: Здоровье, 1975. - С.
5, абзац 6-й сверху; с. 6, абзац 5-й сверху; с. 12).
Однако нам (по имеющимся у нас данным - впер-
вые) удалось экспериментально установить, что
замораживание эмбрионов, то есть их перевод в
твердое состояние, и размораживание перед от-
делением мягких тканей для последующего из-
мельчения способствует, как можно увидеть да-
лее в примерах, заметному росту биологической
активности целевого продукта.

Третье дополнительное (ко второму) отличие
состоит в том, что эмбрионы замораживают до
температуры не ниже –80°С, поскольку заморажи-
вание до более низких температур не влияет на
повышение биологической активности целевого
продукта, существенно удлиняет размораживание
и снижает производительность процесса.

Четвертое дополнительное (к третьему) отли-
чие состоит в том, что эмбрионы замораживают
постепенно, то есть при плавном понижении тем-
пературы. Это также способствует повышению
активности целевого продукта.

Пятое дополнительное отличие, которое мо-
жет быть использовано, согласно изобретению,
как независимо от любого из указанных выше до-
полнительных отличий, так и в сочетании с любым
из них или с их произвольной совокупностью,  со-
стоит в том, что в качестве целевого продукта вы-
деляют вещества со средней молекулярной мас-
сой менее 5,0 кДа. Как показали исследования,
целевой продукт с указанной характеристикой
обладает вполне достаточной (имму-
но)стимулирующей активностью при практически
полном отсутствии побочных реакций.

Далее сущность изобретения поясняется:
описанием предложенного способа в общем виде;
перечнем и нормативными значениями контроли-
руемых показателей качества целевого продукта;
описанием метода сравнительных испытаний
биологической активности целевого продукта; кон-
кретными примерами осуществления изобрета-
тельского замысла и результатами оценки целе-
вых продуктов.

Предложенный способ в общем виде преду-
сматривает:

отбор эмбрионов сельскохозяйственных жи-
вотных (обычно у коров и, возможно, овец или
свиней в первой половине беременности) в убой-
ных цехах предприятий мясной промышленности;

предварительную обработку отобранных эм-
брионов, в том числе: обязательную обработку, то

есть отделение плаценты, обескровливание
(обычно через неперевязанную пуповину), обмыв-
ку проточной водой для удаления следов около-
плодной жидкости и крови и помещение обескров-
ленных и обмытых эмбрионов в холодильную ка-
меру с температурой не выше 12°С (обычно на
срок не более суток) и возможную дополнитель-
ную обработку: замораживание (в частности, сту-
пенчатое) до температуры ниже 0°С (но предпоч-
тительно не ниже -80°С) эмбрионов после обес-
кровливания и обмывки и их размораживание;

отделение головы, копыт, желчного пузыря (с
осторожностью), желудка и кишечника;

отделение мягких тканей от костей;
измельчение мягких тканей (обычно на кут-

терах);
гомогенизацию измельченных мягких тканей в

дисперсионной среде на основе воды (обычно в
изотоническом растворе) до разрушения клеточ-
ных оболочек (с использованием аппаратов типа
"коллоидная мельница");

отделение неразрушенных клеточных элемен-
тов и элементов волокнистых тканей (например,
центрифугированием при 1-80 тыс. об/мин, или
фильтрованием, как правило, на вакуумном нутч-
фильтре);

одновременное выделение целевого продукта
со средней молекулярной массой менее 10 (пред-
почтительно менее 5) кДа и его стерилизацию
фракционированием супернатанта с использова-
нием средств, служащих "бактериальными фильт-
рами" (предпочтительно с использованием воло-
конных ультрафильтрационных установок);

разлив и укупорку целевого продукта (обычно
- в стеклянные ампулы) в стерильных условиях.

В случаях использования апирогенной дис-
тиллированной воды в качестве дисперсионной
среды для приготовления гомогената, в целевой
продукт перед разливом добавляют хлорид на-
трия до достижения изотонической точки.

В целевой продукт, закладываемый на дли-
тельное хранение, может быть добавлен подхо-
дящий консервант, например хинозол, в достаточ-
ном для достижения антисептического эффекта и
фармакологически приемлемом количестве, в
частности, около 0,8-1,0 г/л. Кроме того, такой
продукт может быть дополнительно стерилизован
любым из известных способов.

В целевом продукте, в соответствии с утвер-
жденной в 1994 г. Фармакопейным комитетом Ми-
нистерства здравоохранения Украины Временной
фармакопейной статьей ВФС 42У "Эрбисол для
инъекций (Erblsolum pro injectыonibus)", контроли-
руют методами, предусмотренными "Государст-
венной фармакопеей" и обозначаемой далее ГФ:

прозрачность (препарат должен выдерживать
сравнение с эталонным раствором 1; ГФ XI, вып.
1, с. 198);

цветность (окраска препарата не должна быть
интенсивнее эталона 3а; ГФ XI, вып. 1, с. 194),
причем препарат без консервантов практически
бесцветен, а при использовании хинозола имеет
желтокоричневый цвет;

рН от 6,5 до 7,5 (при потенциометрическом
определении; ГФ XI, вып. 1, с. 113);

механические включения (препарат должен
выдерживать требования, указанные во Времен-
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ной инструкции по контролю инъекционных рас-
творов на механические включения И 42-3-85);

стерильность (препарат должен быть стери-
лен при определении методом мембранной филь-
трации; ГФ XI, вып. 2, с. 187);

токсичность (препарат должен быть нетокси-
чен in vivo при внутривенном введении лабора-
торным животным в дозе 0,5 мл/кг и наблюдении в
течение 48 часов; ГФ XI, вып. 2, с. 182);

пирогенность (препарат должен быть апиро-
генен in vivo при внутривенном введении лабора-
торным животным в дозе 0,5 мл/кг смеси, приго-
товленной в соотношении по объему 1/1 из испы-
туемого образца и 0,9 % изотонического раствора
хлорида натрия для инъекций, при наблюдении в
течение 48 часов; ГФ XI, вып. 2, с. 183);

содержание белков (при обработке 1 мл пре-
парата 1 мл 5% раствора трихлоруксусной кисло-
ты и перемешивании раствор должен оставаться
прозрачным, что свидетельствует об отсутствии
белков);

содержание пептидов в 1 мл препарата - от
1,0 до 3,0 мг/мл (по биуретовой реакции);

сухой остаток - от 14 до 20 мг/мл (при высу-
шивании до постоянной массы 10 мл препарата
при температуре от 100 до 105°С);

биологическую активность, которая при опре-
делении описанным ниже методом, должна быть
не ниже 3 единиц.

Биологическую активность полученного веще-
ства определяют по поглощению красителя (нит-
росиний тетразолий) макрофагами под влиянием
целевого продукта. Для этого из брюшной полости
мышей или крыс вымывают физиологическим или
буферным раствором клеточный пул, содержащий
до 30% фагоцитирующих клеток. Полученную
смесь вносят во флаконы из стекла с плоским
дном и инкубируют в термостате при 37°С не ме-
нее 1 часа. После этого флаконы трижды промы-
вают физиологическим или буферным раствором
для удаления неприлипших клеток.

Далее вносят в одну часть флаконов порцию
жидкости, состоящей соответственно из 0,5/0,5/1
частей физиологического раствора, целевого про-
дукта и 0,1% раствора красителя, а в другую часть
флаконов - порцию жидкости, состоящей соответ-
ственно из 1/1 частей физиологического раствора
и 0,1% раствора красителя. Клетки с указанной
экспериментальной и контрольной смесями инку-
бируют в течение 1 часа, затем снова трижды
промывают для удаления остатков красителя. Во
флаконы с отмытыми клетками добавляют диме-
тилсульфоксид и 2М едкую щелочь в соотношении
1:1. Через 10-15 мин измеряют оптическую плот-
ность раствора при длине волны 630 нм.

Биологическую активность оценивают соот-
ношением оптических плотностей в эксперименте
и контроле.

Пример 1
Для получения целевого продукта были взяты

эмбрионы свиней и крупного рогатого скота (далее
- КРС).

После обязательной предварительной обра-
ботки: отделения плаценты, обескровливания,
обмывки проточной водой для удаления следов
околоплодной жидкости и крови и суточного вы-
держивания обескровленных и обмытых эмбрио-

нов в холодильной камере при температуре около
4°С - отделили головы, копыта, желчные пузыри,
части желудочно-кишечного тракта и мягкие ткани
от костей.

Затем мягкие ткани измельчили на куттере с
отверстиями в решетке диаметром 3 мм и фарш
дважды пропустили через коллоидную мельницу
для гомогенизации с использованием апирогенной
дистиллированной воды в качестве дисперсион-
ной среды.

Гомогенат отцентрифугировали в течение
15 мин при 3 тыс. об/мин для отделения неразру-
шенных клеточных элементов и элементов волок-
нистых тканей, осадок передали на утилизацию, а
в надосадочную жидкость добавили хлорид на-
трия до его конечной концентрации 0,9 % и смесь
подвергли стерилизующей ультрафильтрации для
выделения целевого продукта со средней молеку-
лярной массой менее 10 кДа.

Далее описанным выше методом определили
биологическую активность, которая для продукта,
полученного из свиных эмбрионов, оказалась в 5,0
раз, а из эмбрионов КРС - в 4,0 раза выше кон-
троля.

После контроля прозрачности, цветности, рН,
механических включений, стерильности, токсично-
сти, пирогенности и содержания белков, пептидов
и сухого остатка, которые соответствовали нор-
мам вышеупомянутой Временной фармакопейной
статьи ВФС 42У "Эрбисол для инъекций", целевой
продукт в стерильных условиях разлили и укупо-
рили в стеклянные ампулы.

Пример 2
Для получения целевого продукта были взяты

свежие и замороженные эмбрионы КРС.
Целевой продукт из свежих эмбрионов

(ЦПСЭ) был получен в основном так, как описано
в примере 1, с теми отличиями, что перед отделе-
нием мягких тканей их не выдерживали в холо-
дильнике и что при стерилизующей ультрафильт-
рации в качестве целевого продукта были выде-
лены вещества со средней молекулярной массой
до 5 кДа.

Для получения целевого продукта из заморо-
женных эмбрионов (ЦПЗЭ) способ, описанный в
примере 1, был дополнен такими операциями, как
замораживание обескровленных и обмытых эм-
брионов в скороморозильной камере до темпера-
туры около –40°С, выдерживание при этой темпе-
ратуре в течение 48 часов и их самопроизвольное
размораживание при комнатной температуре. Как
и в примере 1, при стерилизующей ультрафильт-
рации в качестве целевого продукта были выде-
лены вещества со средней молекулярной массой
до 10 кДа.

Биологическая активность ЦПСЭ оказалась в
7,8, а ЦПЗЭ - в 10,8 раза выше контроля.

Пример 3
Для получения целевого продукта были взяты

эмбрионы КРС, постепенно (при понижении тем-
пературы со скоростью –2°С/час) замороженные
до -80°С в морозильнике, снабженном регулято-
ром температуры, а затем разморожены при ком-
натной температуре.

ЦПЗЭ был получен, как указано в примере 2, с
использованием при гомогенизации пригодного



35631

5

для инъекций 0,9 % изотонического раствора хло-
рида натрия.

Биологическая активность ЦПЗЭ оказалась в
11,0 раз выше контроля.

Пример 4
Для получения целевого продукта были взяты

эмбрионы КРС, постепенно (при понижении тем-
пературы со скоростью -2,5°С/час) замороженные
до -90°С в морозильнике, снабженном регулято-
ром температуры, а затем разморожены при ком-
натной температуре.

ЦПЗЭ был получен, как указано в примере 2, с
использованием при гомогенизации пригодного
для инъекций 0,9% изотонического раствора хло-
рида натрия.

Биологическая активность ЦПЗЭ оказалась в
10,8 раза выше контроля.

Пример 5
Для получения целевого продукта были взяты

эмбрионы КРС, из которых описанным выше спо-

собом-прототипом с использованием гидролиза
гомогената в присутствии консерванта (хинозола)
при температуре 40°С в течение трех суток, тер-
мообработки гидролизата при температуре 120°С
до денатурации балластных веществ, отделения
денатурированных термолабильных веществ и
ультрафильтрации гидролизата с получением це-
левого продукта со средней молекулярной массой
менее 10 кДа.

Его биологическая активность была всего в
2,3 раза выше контроля.

Промышленная применимость предложенного
способа обоснована как стабильностью показате-
лей качества (и особенно - биологической актив-
ности, которая во всех случаях более, чем в 4 ра-
за выше контроля), так и сокращением расхода
энергии в среднем на 15% и возможностью вы-
полнения всего технологического цикла не более,
чем за 60 часов (обычно - за сутки).
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