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ВВЕДЕНИЕ 
 

Актуальность работы 

Злокачественные новообразования, определяемые как совокупность за-

болеваний, характеризующихся неконтролируемым ростом и распростране-

нием атипичных клеток, представляют собой одну из наиболее сложных про-

блем как с медицинской, так и с социально-экономической точек зрения. До-

статочно сказать, что они занимают второе место в структуре смертности насе-

ления в России, странах Европейского Союза и США [1, 2]. 

Последние годы были ознаменованы существенными достижениями в 

области хирургической онкологии, лучевой терапии и онкофармакологии [3], 

включая создание нового – иммунобиологического подхода в терапии 

опухолевых процессов [4]. При этом, в современной онкологии сохраняются 

серьезные фундаментальные и прикладные проблемы, позволяющие 

злокачественным опухолям сохранять свою актуальность и значимость, и 

требующие неординарных решений. Первая связана с тем, что 

злокачественная опухоль – это гетерогенная структура, состоящая из 

множества различных клеточных популяций [5]. Другая проблема – 

формирование резистентных фенотипов неоплазий, хараткеризующихся как 

нечувствительностью к цитотоксическим агентам, так и к проапоптотическим 

стимулам. Эти обстоятельства должны учитываться при разработке новых 

противоопухолевых агентов. Современные стратегии эффективной 

химиотерапии основаны на максимальном контроле опухолевой прогрессии, 

повышении продолжительности качественной жизни пациентов, снижении 

частоты и выраженности нежелательных эффектов противоопухолевх 

интервенций [6]. С этим связан и все возрастающий запрос на разработку 

новых, оригинальных молекул. 

Тридцать лет назад главным подходом к созданию новых 

антибластмных лекарственных средств были методы комбинаторного 

химического синтеза, позволявшие за счет оптимизации технологического 
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процесса получить множество веществ [7]. Однако, за последние годы тренд в 

области изыскания новых молекул сдвинулся в область более глубоко 

изучения свойств природных веществ. В частности, одна треть из двадцадки 

лидеров продаж на мировом рынке лекарств имеет природное происхождение 

[8, 9], в то время как лишь одна синтетическая молекула на 10000 вновь 

синтезированных становится лекарственным препаратом. 

Преимущества соединений природного происхождения обусловлены 

следующим. Во-первых, установлено, что натуральные вещества имеют 

большее эволюционное сродство к биологическим макромолекулам [10]. Во-

вторых, природные соединения с уникальной структурой могут быть 

источником молекулярных платформ для разработки менее токсичных / более 

эффективных (селективных) аналогов. Более того, современные технологии 

позволяют преодолеть многие трудности, связанные со структурной 

сложностью природных соединений [11]. В этой связи наше внимание привлек 

весьма широкий с позиций внутреннего структурного разнообразия класс 

кумариновых соединений – аминохроменов, у которых описаны уникальные 

фармакологические свойства.  

Степень разработанности темы исследования 

В нашей лаборатории было изучено полусинтетическое соединение ку-

марина 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-

4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноат. На модели гетеротопиче-

ских сингенных опухолей мышей (опухоль легких и меланома В16) в дозоза-

висимом режиме была установлена противоопухолевая активность соедине-

ния. Были вычислены эффективные подавляющие концентрации в культуре 

клеток опухолевой линии человеческого рака легких А549/АТСС, рассчитаны 

эффективные терапевтические дозы, позволяющие добиваться редукции и ре-

миссии опухолевого процесса [12-16]. 

Наряду со значительной антибластомной активностью коллективом ав-

торов также была установлена высокая безопасность системного перораль-
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ного применения соединения. В частности, коллеги определили, что производ-

ное хромена относится к малотоксичным соединениям, при курсовом введе-

нии не обладает аллергизирующим, иммуно-, генотоксическим, мутагенным и 

канцерогенным действием, не обладает репродуктивной токсичностью, что 

делает 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-

4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноат безусловно привлекатель-

ным как потенциальный кандидат в лекарственное средство. 

Вместе с этим, детального изучения механизма действия, а также фар-

макокинетики соединения при внутрижелудочном введении не проводилось, 

что обусловливает несомненную актуальность настоящего исследования. 

Цель работы 

Определить ведущие механизмы противоопухолевого действия соеди-

нения из группы производных 4-аминохромена АХ-554 на ксенографтной мо-

дели немелкоклеточного рака легких и в опытах in vitro, а также изучить си-

стемную кинетику, биодоступность и тканевую концентрацию соединения в 

легких при внутрижелудочном введении.  

Задачи исследования 

1. Разработать биологическую модель с использованием ксенографтной 

опухоли человека – немелкоклеточного рака легкого – и атимичных гумани-

зированных иммунодефицитных мышей для изучения фармакологических 

свойств соединения аминохромена АХ-554. 

2. Изучить влияние соединения 4-аминохромена АХ-554 на экспрессию 

рецепторной тирозинкиназы анапластической лимфомы (ALK) в ткани опу-

холи на ксенографтной модели человеческой опухоли легкого у гуманизиро-

ванных мышей BALB/c nu/nu при внутрижелудочном курсовом введении в 

различных терапевтических дозах. 

3. Оценить влияние соединения 4-аминохромена АХ-554 на тканевое со-

держание тубулина-бета III (TUBB3) в опухолевой ткани на на ксенографтной 

модели человеческой опухоли легкого у гуманизированных мышей BALB/c 
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nu/nu при внутрижелудочном курсовом введении в различных терапевтиче-

ских дозах, а также изучить влияние вещества на полимеризацию тубулина 

головного мозга быка в системе in vitro. 

4. Изучить влияние АХ-554 на тканевую концентрацию мезенхимально-

эпителиального трансформационного фактора (c-MET) в ткани опухоли на на 

ксенографтной модели человеческой опухоли легкого у гуманизированных 

мышей BALB/c nu/nu при введении в средней терапевтической дозе. 

5. Оценить влияние соединения 4-аминохромена АХ-554 на апоптоз опу-

холевых клеток немелкоклеточного ксенографтного рака легкого у гуманизи-

рованных мышей BALB/c nu/nu при введении в средней терапевтической дозе. 

6. Провести исследование системной кинетики АХ-554 при внутривен-

ном введении и биодоступности вещества и его тканевой концентрации в лег-

ких – при внутрижелудочном введении лабораторным кроликам. 

Научная новизна 

На платформе оригинальной ксенографтной модели человеческого не-

мелкоклеточного рака легкого с использованием в качестве акцептора атими-

ческих иммунодефицитных облученных мышей-самок BALB/c nu/nu с пере-

саженными человеческими лимфоцитами установлен механизм противобла-

стомного действия 2-аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]ди-

оксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноата (АХ-554) на 

основе 4-аминохромена. Адекватность разработанной модели поставленным в 

работе задачам подтверждена подавлением опухолевого роста и метастазиро-

вания ксенографтной опухоли на фоне системного применения исследуемого 

соединения в эффективных терапевтических дозах.  

При курсовом 7-суточном внутрижелудочном введении в средне-тера-

певтической дозе исследуемое вещество повышает при сравнении с контроль-

ными животными экспрессию каспазы-3 и снижает экспрессию Bcl-2, что 

свидетельствует об активации апоптоза опухолевых клеток. Наряду с актива-

цией апоптоза соединение индуцирует альтернативный путь гибели опухоле-
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вых клеток путем аутофагии, о чем свидетельствует уменьшение уровня экс-

прессии тирозинкиназы анаплатической лимфомы в опухолевой ткани на фоне 

курсового введения АХ-554. В совокупности, оба феномена доказывают по-

давление явлений опухолевой прогрессии.  

Исследуемое соединение 4-аминохромена АХ-554 подавляет процесс 

клеточного деления за счет снижения продукции структурного компонента 

микротрубочек – бета-тубулина класса 3, участвующего в процессе клеточ-

ного деления в гомогенате опухолевой ткани. Кроме того, при инкубации ту-

булина-мономера головного мозга быка с АХ-554 в концентрации 2х10-7 М на 

31,2% снижается скорость полимеризации тубулина.  

Установлено, что поскольку экспрессия c-MET/HGF в опытных и 

контрольных группах не обладает значимыми различиями, а также исходя из 

того, что образцы опухолевой ткани, использованные в формировании 

ксенографта не подвергались фармакологическому воздействию, 2-аминия-7-

(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3] диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбо-

нитрила N-ацетил-аминоэтаноат не вызывает формирования фармакорези-

стентности.  

При внутрижелудочном введении 2-аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-ме-

токси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-ами-

ноэтаноат в диапазоне доз от минимально-действующей до высшей терапев-

тической создает в крови и ткани легких концентрации, превышающие значе-

ние IC50, установленные в культуре клеток, сохраняющиеся более 5 часов. Со-

вокупность полученных данных свидетельствует о наличии в механизме дей-

ствия АХ-554 антипролиферативного, антиметастатического компонент, спо-

собности активировать программируемую гибель опухолевых клеток и, в со-

вокупности с ранее полученными данными о хронической токсичности веще-

ства, прогнозировать его относительную безопасность. 

Научно-практическая значимость работы 
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Разработана биологическая in vivo платформа для изучения фармаколо-

гических совойств перспективных лекарственных средств для лечения немел-

коклеточного рака легкого с использованием в качестве акцептора атимиче-

ских иммунодефицитных облученных мышей-самок BALB/c nu/nu с переса-

женными человеческими лимфоцитами. 

Получены исчерпывающие данные о влиянии соединения 4-аминохро-

мена АХ-554 на ключевые элементы опухолевой прогрессии (пролиферация, 

миграция, апоптотические процессы, формирование фармакорезистентности) 

немелкоклеточного рака легкого, позволяющие рассматривать вещество как 

перспективного кандидата в лекарственное средство. 

Разработана аналитическая методика определения 2-аминия-7-(диэти-

ламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбо-нит-

рила N-ацетил-аминоэтаноата в крови и ткани легких лабораторных живот-

ных, проведено исследование системной кинетики при внутривенном и внут-

рижелудочном введении, биодоступности и тканевой концентрации АХ-554 

при внутрижелудочном введении кроликам, обоснована целесообразность ис-

пользования пути введения внутрь при выборе способов и режимов введения 

лекарственного вещества. 

Методология и методы исследования 

Выполнение диссертационного исследования потребовало разработки 

технологии химического синтеза 2-аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-

бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэта-

ноата, а также создания биологической модели для исследования механизма 

действия АХ-554 в условиях воздействия вещества на ткани и клетки немел-

коклеточного рака легкого человека. Для реализации поставленной задачи ис-

пользовали 10-12 недельных атимичных мышей-самок BALB/c nu/nu, подверг-

нутых сублетальному облучению, с последующими трансплантацией челове-

ческих лимфоцитов и перевивкой фрагментов живой человеческой опухоли. 
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Влияние АХ-554 на процессы аутофагии оценили по уровню экспрессии 

и внутриклеточной концентрации рецепторной киназы анапластической лим-

фомы (PI3K/ALK) с помощью количественного твердофазного иммунофер-

ментного анализа. Антипролиферативное действие вещества изучено как с ис-

пользованием ксенографтной опухоли (определение уровня тубулина-бета 

класса 3 в раковых клетках), так и в модельной системе полимеризации тубу-

лина головного мозга белка при его инкубации с АХ-554 в IC50. Состояние 

программируемой гибели клеток опухоли животных, получавших АХ-554, 

оценивали методом иммунохистохимического определения экспрессии клю-

чевых сигнальных молекул апоптоза – Bcl-2 и каспазы-3. Антиметастатиче-

ский эффект оценивали путем подсчета количества метастатических очагов во 

внутренних органов животных – носителей человеческой опухоли. 

Извлечение АХ-554 из плазмы проводили путем жидкостно-жидкостной 

экстракцией этилацетатом с последующим упариванием органических вытя-

жек в вакууме досуха и последующей реэкстракцией аналита из твердого 

остатка подвижной фазой. Для количественного определения АХ-554 в виде 

2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диок-сол-5-ил)-4Н-хро-

мен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноата в пробах крови и гомогенатах 

легких был разработан метод ВЭЖХ с использованием внутреннего стандарта 

и масс-селективным детектированием аналита. Ионизация электроспреем 

(ESI) является наиболее «мягкой» и позволяет одновременно наблюдать как 

молекулярные ионы, так и продукты их глубоких фрагментаций при помощи 

настройки блока ионизации и источника ионов. 

Связь диссертации с основными научными темами 

Диссертация подготовлена при частичной финансовой и методической 

поддержке Федеральной целевой программы «Развитие фармацевтической и 

медицинской промышленности Российской Федерации на период до 2020 года 

и дальнейшую перспективу» (проект №14.N08.11.084 «Доклинические иссле-

дования лекарственного средства, действующего на рецепторные тирозинки-

назы ALK (киназа анапластической лимфомы) и Met, Бета-тубулин класс 3 
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(TUBB3), для лечения рака лёгких»), внутреннего гранта ФГАОУ ВО Первый 

МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский Университет) в 

рамках Федеральной программы «5-100». 

Важнейшие положения диссертационной работы используются в науч-

ной работе кафедры оперативной хирургии и топографической анатомии Ин-

ститута клинической медицины им. Н.В. Склифосовского ФГАОУ ВО Первый 

МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский университет), 

внедрены в исследовательский процесс лаборатории фармакологии и отдела 

химии, технологии и аналитического контроля синтетических лекарственных 

средств АО «Всесоюзный научный центр по безопасности биологически ак-

тивных вещест» (г. Старая Купавна Московской области). 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-

4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноат при курсовом 7-суточном 

внутрижелудочном введении гуманизированным иммунодефицитным мышам 

BALB/c nu/nu – носителям ксенографтного немелкоклеточного рака легкого в 

эффективных терапевтических дозах подавляет рост опухоли, сдерживает ме-

тастазирование, приводит к формированию ремиссии у 20% животных. 

2. В основе противоопухолевого эффекта соединения АХ-554 лежат не-

сколько механизмов: активация процессов гибели опухолевых клеток – ауто-

фагии, вследствие снижение экспрессии PI3K/ALK, апоптоза за счет подавле-

ния экспрессии каспазы-3 и активации Bcl-2; антипролиферативное действие, 

реализующееся как за счет снижения синтеза тубулина-бета 3 мономера в 

клетках опухоли, так и вследствие угнетения интенсивности его полимериза-

ции; предотвращение формирования фармакорезистентности, реализующееся 

по пути блокады экспрессии с-МЕТ в опухолевых клетках. 

3. На основе разработанного аналитического метода определена систем-

ная и тканевая кинетика соединения при внутривенном и внутрижелудочном 

введении. АХ-554 вне зависимости от введенной дозы быстро всасывается в 



 13 

системный кровоток, достигая пиковой концентрации в плазме к 2 часам. Аб-

солютная биодоступность АХ-554, введенного в виде субстанции, в дозах 37,4 

мг/кг (пропорциональна средне-терапевтической дозе для кролика) и 104,3 

мг/кг (соответствует высшей терапевтической дозе для кролика), составляет 

более 90%. Вещество создает действующую концентрацию в легких (Сmax) 9,2 

мкг/мл, достаточную для реализации терапевтического действия соединения, 

сохраняющуюся в течение 6,18 часов после регистрации пика. 

Степень достоверности 

Достоверность представленных в работе результатов подтверждается 

использованием в качестве предмета изучения фармацевтической субстанции 

2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хро-

мен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноата, полученной от разработчика с 

протоколом анализа серии 2с; применением линейных лабораторных живот-

ных BALB/c nu/nu, полученных из сертифицированного питомника SPF-

животных; выполнением всех манипуляций по забору опухолевого материала 

пациентов и его последующей трансплантации животных в строгом соответ-

ствие с утвержденным на заседании ЛЭК ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. 

Сеченова Минздрава России (Сеченовский Университет) протоколом диссер-

тационного исследования; формированием репрезентативных исследователь-

ских групп; использованием международно признанных и описанных в веду-

щих зарубежных периодических изданиях методов исследования, сертифици-

рованных диагностических систем, откалиброванных приборов и аппаратов; 

применением корректных методов статистической обработки полученных 

данных. 

Апробация диссертационной работы 

Апробация диссертационной работы проведена на совместном расши-

ренном заседании кафедр фармацевтической технологии и фармакологии Ин-

ститута фармации; оперативной хирургии и топографической анатомииИнсти-

тута клинической медицины им. Н.В. Склифосовского ФГАОУ ВО Первый 
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МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский Университет), 

протокол №1 от 24.08.2020 г.  

Результаты настоящего диссертационного проекта обсуждались и до-

кладывались на XXVI и XXVII Российском национальном конгрессе «Чело-

век и лекарство» (Москва, 2019, 2020), конференции «Исследования молодых 

ученых в решении актуальных проблем медицинской науки и практики» (Са-

мара, 2018), Всероссийской научно-практической конференции с междуна-

родным участием «Здоровье и образование в XXI веке» (Москва, 2019), Inter-

national Congress of Anatomy (London, 2019). 

Личный вклад автора 

Автор сформулировала идею и гипотезу настоящего диссертационного 

проекта, разработала его детализированный план. И.Р. Суслова в составе ис-

следовательского коллектива разработала методику получения субстанции ве-

щества АХ-554. Лично автором осуществлены все манипуляции с биологиче-

ским материалом пациентов, а также процедуры по формированию гетерото-

пической ксенографтной экспериментальной модели немелкоклеточного рака 

легкого. Лично автор регистрировала подлежащие анализу параметры состоя-

ния носителей опухоли и самой неоплазии. При непосредственном и включен-

ном участии диссертанта проведены иммуноферментный и иммуногистохи-

мический анализ образцов опухолевой ткани, получавшей фармакологическое 

воздействие, поставлены опыты по изучение динамики полимеризации тубу-

лина. Автор самостоятельно провела статистический анализ полученных ре-

зультатов, деятельно участвовала в подготовке рукописей публикаций и за-

явки на получение патента на изобретение. Перу автора принадлежит настоя-

щее диссертационное сочинение.  

Публикации по теме диссертационной работы 

По теме диссертационного исследования опубликовано 12 научных ра-

бот, из них: 3 статьи – в журналах, входящих в перечень ВАК при Минобрна-

уки России, 3 статьи – в журналах, индексируемых международными системой 
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цитирования Scopus и Web of Science, и 1 патент на изобретение Российской 

Федерации. 

Объём и структура работы 

Диссертационное исследование имеет традицинную структуру, со-

стояит из введения, главы 1 (литературного обзора), главы 2 с описанием ма-

териалов и методов исследования, трех глав с изложением полученных резуль-

татов, заключения, выводов и практических рекомендаций. 

Работа изложена на 128 страницах компьютерного текста, иллюстриро-

вана 23 рисунками, 11 таблицами, содержит приложение А. Библиографиче-

ский список состоит из выходных данных 232 литературных источников, из 

которых 225 – иностранных.  
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1. СОВРЕМЕННЫЕ ВОЗМОЖНОСТИ И ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬ-

ЗОВАНИЯ ВЕЩЕСТВ ПРИРОДНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ В КАЧЕ-

СТВЕ ПРОТИВООПУХОЛЕВЫХ АГЕНТОВ 

 

Вещества природного происхождения, особенно вторичные метаболиты 

растений и микроорганизмов в течение многих лет выступают в качестве ис-

точников создания лекарственных средств, при этом, открытие аспирина, мор-

фина, пенициллина, разделило исторические эпохи продолжительности и ка-

чества жизни на «до» и «после». Даже теперь, в так называемую эру рака, та-

кие природные агенты, как адриамицин и паклитаксел каждодневно применя-

ются в терапии злокачественных новообразований [17]. Помимо растений, 

произрастающих на суше, морская экосистема также рассматривается в насто-

ящее время как безграничный ресурс для новых и эффективных фармакологи-

ческих веществ [18]. Крупные достижения в области переработки и биотехно-

логий наряду с развитием аналитической химии, спектроскопии и высокоспе-

цифичных и чувствительных скрининговых методов открывают широкие го-

ризонты для использования биологических источников в создании эффектив-

ных лекарственных средств.  

Биофармакология как наука сравнительно молодая отрасль знаний, ис-

пользующая в качестве предмета для разработки лекарства биологический 

объект. За последние 20 лет были проведены широкомасштабные скрининго-

вые исследования, позволившие обнаружить вещества с противовирусный 

[19], антибактериальной [20], противогрибковой [21], противопаразитарной 

[22], противоопухолевой [23] и противовоспалительной [24] активностью. 

Кроме того, существенно пополнился выбор молекул для косметологии и пи-

щевой индустрии [25]. Были открыты и описаны эффективные средства для 

борьбы с антибиотикорезистентностью на основе уникальных химических 

структур [26]. При этом, следует подчеркнуть, что при анализе на долю мор-

ских растений приходится более 72% новых соединений [27]. 
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1.1 Химическая классификация веществ природного происхождения, об-

ладающих противоопухолевым действием 

Многочисленные попытки классифицировать вещества природного про-

исхождения по их химической структуре предпринимались [28-32], однако, 

следует заметить, что наиболее удобным подходом, с нашей точки зрения, яв-

ляется разделение их на алкалоиды, поликетиды, пептиды и карбогидраты.  

Алкалоиды представляют собой чрезвычайно разнообразную группу ве-

ществ, широко представленную в живой природе. Pelletier соавт. определили 

алкалоиды как «циклические органические соединения, содержащие азот в 

окисленном состоянии, который редко встречается среди живых организмов» 

[30]. В зависимости от химической структуры, биологической активности, 

пути биосинтеза и гетеро- или негетороциклического состава предложено не-

сколько классификаций алкалоидов [33]. В частности, Kumar et al. [34] разде-

лял алкалоиды на семь подклассов: пиридоакринные, индоловые, пирроловые, 

изохинолиновые, гуадининовые, аминоимидазолиновые и стероловые алкало-

иды [35, 36]. У алкалоидов описаны такие виды биологической активности, 

как цитотоксическая [37, 38], антилейкемическая [39], противомалярийная 

[40] и антимикробная [41].  

Поликетиды образуют очень разнообразный по структуре (макролиды, 

полиэфиры, полиолы и ароматические вещества) и активности класс природ-

ных веществ с фармакологическим действием. Будучи веществами, насыщен-

ными кислородом [35], они могут содержать множественные β-гидрокетоно-

вые или β-гидроксиальдегидные функциональные группы. По своей структуре 

они напоминают жирные кислоты: во-первых, поскольку синтезируется путем 

декарбоксилирующей конденсацией малонил-КоА и других коэнзимов, од-

нако, в случае с поликетидами, более, чем один тип мономера может быть ис-

пользован для конструкции ароматической группы или ароматического 

кольца. Во-вторых, так же как жирные кислоты поликетиды ассоциированы с 

большим числом естественных клеточных функций, вместе с тем поликетиды 
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более сложно синтезируемые молекулы [42, 43]. Поликетиды обладают про-

тивомикробной, противоопухолевой, противогрибковой, антипротозойной и 

нейротоксической активностью [35]. 

Терпены являются конечным продуктом биосинтеза, включаещего пяти-

углеродную изопреновую структуру. В зависимости от числе циклов терпены 

классифицируются на монотерпены, сесквитерпены, дитерпены, сестертер-

пены, тритерпены (стероиды) и тетратерпены (каротиноиды) [35, 44]. Терпе-

нам присуща цитотоксическая, антипролиферативная, противогрибковая и ан-

тимикробная активность [45]. 

Пептиды – источники азота и аминокислот представляют собой после-

довательности от 2 до 20 аминокислотных остатков и обладают целым рядом 

потенциальных биологически активных функций. Биоактивные пептиды мо-

гут приобретать активность и в случае разрушения материнской белковой мо-

лекулы [46]. Первый вид активности, открытый у пептидов, был связан с 

нейротоксическими свойствами молекулы; к настоящему времени у них опи-

саны кардиотоническое, противовирусное, кардиотоксическое и противомик-

робное действие [47]. В сочетании с великолепной способностью к связыва-

нию, низкой токсичностью помимо участка воздействия и высокой стабильно-

стью перечисленные фармакологические свойства делают пепетиды много-

обещающей мишенью для создания новых лекарственных средств [48]. В част-

ности, до 60% всех описанных биологических молекул относится к классу пеп-

тидов [49]. 

Карбогидраты, также весьма разнообразных класс природных биологи-

чески активных веществ. Среди них наибольшее распространение получили 

полисахариды и молекулы небольшого молекулярного веса, олигосахариды 

[35, 50]. Большим структурным разнообразием отличаются полисахариды, 

представляющие собой сложные последовательности моносахаристых остат-

ков [51]. Эти вещества чрезвычайно широко используются в производстве 

биогелей, систем доставки лекарственных веществ, ранозаживляющих систем, 
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тканевой инженерии и разработке мембран для гемодиализа. Кроме того, у по-

лисахаридов выявлены антимутагенные, антибластомные, гипохолестери-

немические и антикоагулянтняе свойства [52]. Природные олигосахариды по-

лучаются путем гидролиза полисахаридов и содержат от 10 до 12 моносаха-

ридных остатков, однако, в ряде случаев могут состоять из 30 и более элемен-

тов (как рамногалактуронаны) [53]. В силу своей сложной и гетерогенной 

структуры олигосахариды вовлечены в реализацию большого спектра биоло-

гических функций, при этом до настоящего времени не получено данных о 

противоопухолевом действии олигосахаридов [54]. 

К классу карбогидратов принадлежат и гликозиды. По химической 

структуре они имеют сахаристую и гликозидную связи между функциональ-

ными группировками. В связи с чем имеют сахаристую и агликоновую части 

в своем составе [55]. К этому же классу относятся гликозаминогликаны [56, 

57]. 

К карбогидратам принадлежат структурно и нуклеозиды. Среди них ци-

тарабин и гемцитабин имеют структурное подобие с цитозином, в связи с чем 

ингибируют синтез ДНК, встраиваясь в синтезирующуюся цепь ДНК и при-

водя к нарушению процесса удлинения цепи и ее фрагментации. 

 

1.2 Ключевые механизмы реализации противобластомного действия 

препаратов природного происхождения 

Нормальные клетки приобретают свойства злокачественности в резуль-

тате широкомасштабных генетических изменений, что и приводит к формиро-

ванию огромного количества типов злокачественных новообразований [58]. 

Вместе с тем, большинство типов опухолей обладают определенными общими 

признаками, которые должны учитываться при разработке эффективных про-

тивоопухолевых лекарственных средств. Hanahan and Weinberg идентифици-

ровали шесть главных таргетов в человеческих опухолях: самодостаточность 

в сигнализации роста, нечувствительность к ингибирующим рост сигналам, 
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избегание программируемой гибели (апоптоза), нелимитированный реплика-

тивный потенциал, поддерживающийся ангиогенез, инвазивность и метаста-

зирование [59]. В этой связи, в рамках настоящего обзора мы попытались ран-

жировать противоопухолевые вещества природного происхождения по прин-

ципу преимущественного механизма действия: ингибиторы роста и антитубу-

линовые агенты, индукторы апоптоза и аутофагии, антиангиогенные, веще-

ства, подавляющие миграцию, инвазию и метастазирование. Кроме того, боль-

шое значение сейчас придается препаратам – блокаторам митоген-активируе-

мых протеинкиназ (рис. 1). 

 

 
 

 

Рисунок 1. Основные направления реализации противоопухолевой активно-

сти веществ природного происхождения по [60] в ред. автора 

 

1.2.1 Ингибиторы роста и антитубулиновые агенты 

Микротрубочки являются составной частью цитоскелета и построены из 

белка тубулина. Основная функция описываемых компонентов заключается в 
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придании эукариотической клетке определенной формы, участие в транспорте 

молекул и внутриклеточной сигнализации, поддержке гомеостаза митохон-

дрий, обеспечение подвижности и внутриклеточного распределения органелл 

[61]. Помимо этого, система микротрубочек играет ключевую роль в клеточ-

ном делении, что делает ее важной мишенью для противоопухолевых лекар-

ственных средств [62]. Как мы уже говорили, микротрубочки составлены из 

гетерополимеров а-, у- и β-тубилина по принципу голова – хвост, образующих 

димеры. Эти димеры поляризованы в 13 протофиламентов, которые образуют 

полые прочные структуры. В связи с тем, что молекулы а- и β-тубилина свя-

зываются с 1 молекулой ГТФ перед димеризацией, поддержание равновесия 

между ди- и полмерной формами тубулина является энергозависимым (ГТФ) 

процессом. При этом молекулы, связанные с ГТФ полимеризуются, а ГДФ-

связанные молекулы тубулина остаются в свободной форме. Таким образом, 

ключевой молекулой, определяющей стабильность полимеризации тубулина, 

является ГТФ. В естественном состоянии микротрубочки и свободный тубу-

лин существуют в виде очень динамичной среды, подверженной внешним воз-

действиям [63]. Противоопухолевые вещества могут нарушать равновесное 

состояние микротрубочек, ингибируя митотическое веретено и действуя как 

антимитотические агенты [64]. Антимитотические средства, воздействующие 

на микротрубочки, можно разделить на дестабилизирующие и стабилизирую-

щие (рис. 1). Винка-алкалоиды (винбластин, винкристин, винорелбин, вин-

десин и винфлурин), криптофицины, халихондрины, эстрамустин, колхицин и 

комбрестатин относятся к дестабилизирующим миктротрубочки агентам, по-

скольку в высоких концентрациях они ингибируют полимеризацию микротру-

бочек. Паклитаксел, доцетаксел, эпотилоны и дискодермолиды ситмулируют 

полимеризацию микротрубок и потому относятся к стабилизирующим веще-

ствам [65, 66]. Вещества с подобным механизмом действия являются важными 

противоопухолевыми средствами и применяются для лечения рака молочной 

железы, легких и яичников [67-86]. 
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1.2.2 Индукторы апоптоза и аутофагии 

В живых организмах процесс программируемой клеточной гибели, зна-

менуя терминальную фазу клеточной жизни, вовлечен в различные явления, 

такие как морфогенез, поддержание тканевого гомеостаза и элиминацию по-

врежденных клеток. Дисфункция программируемой гибели клеток и накопле-

ние генетических ошибок позволяет злокачественным клеткам выживать и 

распространяться – мигрировать. Программируемая гибель может быть кате-

горизирована на три процесса: апоптоз, аутофагия, и вариантная форма 

апоптоза, называемая некропртозом [87, 88]. 

Апоптоз включает генетически запрограммированную элиминацию кле-

ток [89] и представляет собой один фундаментальных процессов развития, фи-

зиологии и гомеостаза. Любое нарушение в балансе про- и антиапоптотиче-

ских механизмов может сопровождаться широким спектром нарушений, в том 

числе и малигнизацией [90]. 

В организме млекопитающих в результате последних исследований 

идентифицированы две ведущих сигнальных системы, заканчивающихся ак-

тивацией каспаз и запуском апоптоза (рис. 1). К ним относится внутренний 

путь активации, митохондриальной гибели [91], и внешний путь активации, 

или путь гибели рецепторов [92]. Оба пути сходятся на активации каспазы-3 и 

последующих дефрагментации ДНК, деградации цитоскелета и ядерных бел-

ков, перекрестном связывании протеинов, формировании апоптозных телец, 

выработки лигандов – активаторов фагоцитирующих клеток и поглощении фа-

гоцитами [93]. При этом, внутренний путь запускается внутриклеточным 

стрессом, накоплением реактивных форм кислорода, радиоактивным излуче-

нием, редукцией факторов роста, снижением продукции цитокинов и воздей-

ствием цитотоксических лекарственных средств. Этот процесс контролиру-

ется семейством Bcl-2 протеинов [94], которые приводят к выходу цитохрома 

с из митохондрий в цитозоль, генерации апоптосомы – молекулярной плат-

формы для активации каспазы-9, которая в последующем активирует каспазы-

3 и 7. Во внешний путь не вовлекаются митохондрии, он запускается через 
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поверхностные клеточные рецепторы, такие как CD-95 (Apo-1, Fas), TRAIL, и 

рецепторы фактора некроза опухолей. 

Аутофагия, эволюционно законсервированный катаболический процесс, 

есть не что иное, как деградация клетки для очистки от поврежденных поверх-

ностных протеинов и органелл [95]. Часто аутофагия активируется реактив-

ными формами кислорода, гипоксией, недостатком питательных веществ, ле-

карственными стимулами или повреждением эндоплазматического ретику-

лума. Ведущими белковыми структурами, участвующими в аутофагии, явля-

ются рапамициновый комплекс 1 (mTORC1), фосфатидилинозитол-3-киназа 

(PI3K), киназа анапластической лимфомы (ALK), беклин-1 и р53 [96]. 

PI3K/AKT путь является таргетом mTOR киназы: когда PI3K/AKT активиро-

ваны, аутофагия ингибируется активной mTOR. И наоборот [97]. 

Иаспамид, циклический депсипептид индуцирует апоптоз Т-клеток [98, 

99] не только за счет активации каспазы-3 и ингибирования экспрессии Bcl-2, 

но также активации протеинов семейства Вах. Соединение CS5931 полипеп-

тидной природы продемонстрировало потенциальную противоопухолевую ак-

тивность по дозозависимой индукции апоптоза в клетках илеоцекальной коло-

ректальной аденокарциномы (НСТ-8) [100]. Было установлено, что в опухоле-

вых клетках соединение вызывает подавление клеточного цикла в фазу G2/М 

клеточного цикла, индуцирует высвобождение цитохрома с из митохондрий с 

последующей активацией каспаз-9 и 3. Новый алкалоид Monanchocidin A, изо-

лированный из морской губки, представляющий собой уникальный по хими-

ческой структуре поликетидный комплекс-предшественник омега-3 гидрокси-

жирных кислот, в микромолярных концентрациях показал высокую цитоток-

сическую активность в отношении ряда клеточных опухолевых линий – чело-

веческой лейкемии (ТНР-1), мышиной эпидермальной карциномы (JB6C141), 

человеческой эпителиоидной карциномы (HeLa) [101]. Противоопухолевой 

активностью обладают также производные тириндолениноны [102-104]. Пир-

ролоиминохиноновые алкалоиды макалувамины, как было недавно показано, 
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обладают высокой цитотоксической активностью в отношение некоторых ли-

ний человеческих опухолей как в опытах in vitro, так и in vivo [105, 106]. Они 

ингибируют топоизомеразу-2, а синтетические аналоги данных алкалоидов 

индуцируют апоптоз в клетках рака яичников, в дозозависимом режиме подав-

ляют апоптоз опухолевых клеток ксенографтных опухолей у атимических мы-

шей (BALB/c nu/nu) [107]. 

 

1.2.3 Ингибиторы ангиогенеза, миграции, инвазии и метастазирования 

Ангиогенез – это естественный физиологический процесс, охватываю-

щий не только пролиферацию, миграцию и морфогенез эндотелиальных кле-

ток в течение формирования новых кровеносных сосудов, но также ответ-

ственный за доставку кислорода и нутриентов [108]. Ангиогенез сопровождает 

органогенез, восстановление поврежденных тканей и органов, участвует в 

циклических процессах в матке и формировании плаценты во время беремен-

ности. В процессе канцерогенеза неоангиогенез обеспечивает опухолевый 

рост, а также циркуляцию опухолевых клеток через кровеносное русло в дру-

гие органы (метастазирование) [109]. Ангиогенез контролируется чрезвы-

чайно сбалансированным сочетанием стимулирующих и подавляющих стиму-

лов. Активация ангиогенеза начинается с дестабилизации существующего со-

судистого стволас последующей пролиферацией эндотелиальных клеток и 

формированием новой сосудистой трубки [110]. Ключевыми регуляторами ан-

гиогенных процессов являются эндотелиальный фактор роста сосудов (VEGF) 

и его рецептор (VEGFR-2, Flk-1/KDR). Образование новых сосудов сопряжено 

также с внеклеточными факторами, такими как ИЛ-8, ФНО, фактор роста фиб-

робластов 2 (FGF-2), тромбоцитарный фактор роста (PDGF), тромбоцитарный 

фактор роста эндотелия (PD-ECGF), ангиопоэтин-1, трансформирующий фак-

тор роста бета-1 (TGF-β1), трансформирующий фактор роста-альфа (TGF-α) и 

эпидермальный фактор роста (EGF) [111, 112]. В связи с этим, подавление 

VEGF-VEGFR2 сигнального пути представляется обоснованной стратегией 

для подавления опухолевого роста. Тем более, что VEGF гиперэкспрессирован 
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в ряде опухолевых клеток и является индуктором ангиогенеза, пролиферации, 

миграции и инвазии [113].  

Метастазирование представляется, пожалуй, одним из наиболее драма-

тичных процессов, сопровождающих канцерогенез и определяющих течение 

и клинический прогноз заболевания [114]. Изменения, влекущие метастатиче-

скую трансформацию опухолевых клеток, комплексны и многочисленны, но, 

при этом, ряд ключевых молекул определены. В отношении них возможно 

фармакологическое воздействие. Матриксные металлопротеазы (ММР), инте-

грины, ICAM-1 и экстрацеллюлярный матрикс вовлечены в метастазирование. 

ММP – семейство цинк-зависимых эндопептидаз, которое играет ведущую 

роль в деградации экстрацеллюлярного матрикса, инвазии и метастазировании 

опухоли. ММР2 и ММР9, разрушающие матрикс, - первые игроки, с которых 

начинается метастазирование [115]. Затем опухолевые клетки инфильтрируют 

строму и стенку сосуда и через этап экстравазации инвазируют новые ткани и 

органы [116]. 

Исследования веществ, обладающих антиангиогенным и антиметастати-

ческим действием сейчас главным образом сфокусированы на соединениях, 

блокирующих протеазы, миграцию и пролиферацию эндотелиальных клеток, 

подавляющих экспрессию ангиогенных факторов роста или матриксных бел-

ков на поверхности эндотелиальных клеток (например, интегринов) [117]. По-

добные вещества, безусловно, обладают огромной ценностью как потенциаль-

ные противоопухолевые агенты. Следует особо подчеркнуть, что флора и фа-

уна – неисчерпаемые источники подобных соединений [118]. 

Циклодепсипептид геодиамолид Н дозозависимо ингибирует инвазию и 

миграционную активность человеческой линии опухоли молочной железы 

Hs578Т (в наномолярных концентрациях). Эффект связывают с модификацией 

актинового цитоскелета опухолевых клеток при отсутствии воздействия на не-

поврежденные клетки [118]. Насыщенный пролином октапептид стилиссамид 

Х в микромолярных концентрациях ингибирует миграцию аденокарциномы 
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HeLa в клеточных культурах и подавляет активность ММР-2, р50 и р65 в 

клетках человеческой фибросаркомы (НТ1080) [119, 120]. 

Бромотирозиновый алкалоид суберреамолин А в наномолярных концен-

трациях продемонстрировал высокую антимиграционную и антиинвазионную 

активность в отношении клеток высокометастазирующего фенотипа челове-

ческого рака молочной железы MDA-MB-231 [121]. У стероидного алкалоида 

кортистатин А установлена антиангиогенная активность. Вещество также по-

давляет миграцию и формирование эндотелиальных трубок под действием 

стимулирующих воздействий VEGF, bFGF в концентрации 2 нм [122]. Броми-

стый алкалоид аэроплизинин-1 ингибирует рост эндотелиальных клеток в 

культуре посредством активации апоптотического процесса, а также снижает 

экспрессию ММР-2 и урокиназы [123]. 

Макроциклические алкалоиды, содержащие спермидиноподобные 

структуры, мотупорамины А, В и С в культуре клеток ингибируют инвазию 

через базальную мембрану рака молочной железы MDA-231 и рака простаты 

РС-3. Наиболее активным блокатором миграции и ангиогенеза из трех пере-

численных является мотупорамин С. Соединение также изменяет архитекто-

нику цитоскелета, снижает активацию бета1-интегрина (отвечает за адгезию и 

инвазию опухолевых клеток) [124]. Другой макроциклический тетрамерный 

алкалоид бастадин 6 проявляет антиангиогенные свойства, обусловленные ин-

гибированием VEGF-, bFGF-зависимой пролиферации эндотелиоцитов с 20-

100 кратной большей селективностью в отношении человеческих фибробла-

стов [125]. Бастадины 9 и 16 в сочетании с бастадином 6 обнаружили мощный 

цитотоксический и антиангиогенный эффект в отношении мышиной мела-

номы В16 [125]. Представленные результаты заставили исследователей пред-

полагать у данных алкалоидов селективное антиэндотелиальное действие. Ин-

дольный алкалоид, изолированный из морского моллюска, фидианидин А су-

щественно подавляет миграционную активность некоторых опухолей живот-

ных в микромолярных концентрациях [126]. А бромопиролловый имидазоли-
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новый алкалоид скептрин подавляет клеточную подвижность в ряде опухоле-

вых культур вследствие редукции контрактильности и связывания к актину 

мономеру [127].  

Макролидные латрункулины А и В разрушают клеточные микрофила-

менты и обладают антимиграционной активностью в отношении высоко мета-

стазирующего человеческого рака простаты РС-3М-СТ+ и мышиной мела-

номы В16В15в, метастазирующей в головной мозг [128-130]. К этой же группе 

веществ относится и лаулималид, обладающий антипролиферативным дей-

ствием за счет анти-тубулиновой активности, цитотоксическими свойствами, 

способностью предотвращать формирование кровеносных сосудов и мигра-

цию эндотелиальных клеток [131]. 

Терпеноиды также обладают противоопухолевым действием, проявляю-

щимся в ингибировании пролиферации клеток человеческой гепатоцеллюляр-

ной карциномы (HerG2) в микромолярных концентрациях, подавлении кле-

точной адгезии, миграции и инвазии. Предпоалагют, что в основе активности 

могут лежать снижение экспрессии ядерного фактора капа-В, ММР-9 и VEGF 

[132, 133]. 

Другие представители терпенов, сифоленолы А и Е демонстрируют вы-

сокую антимиграционную активность  в отношении клеток метастазирующего 

рака молочной железы MDA-MB-231, а также формирование сосудов под 

действием VEGF и bFGF [134-136]. 

Природный сестертерпен, изолированный из морской губки, предотвра-

щает опухолевую интравазацию через лимфо-эндотелиальный барьер на трех-

мерной модели рака молочной железы [137, 138].  

 

1.2.4 Природные ингибиторы митоген-активирующих протеинкиназ 

Митоген-активирующие протеинкиназы (МАРК) – семейство фермен-

тов, специфические фосфорилирующих аминокислоты серин, треонин и тиро-

зин, и принимающих участие в регуляции многих биологических процессов в 
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опухолевой клетке, в частности, регулирующих дифференцировку, пролифе-

рацию, рост, клеточный цикл, миграцию, инвазию, метастазирование, энерге-

тический метаболизм и ангиогенез [139]. Представители семейства активиру-

ются рядом внешних факторов и передают внутриклеточные сигналы путем 

фосфорилирования и последующей активации мишеней, которые, в свою оче-

редь, достигают ядра и инициируют клеточный ответ [140] (рис. 2). Многими 

исследователями МАРК рассматриваются как усилители биологических сиг-

налов, передающие разноамплитудные импульсы на активирующие и подав-

ляющие каналы и отфильтровывающие низкоамплитудные шумы [141]. В опу-

холевых клетках зачастую наблюдается повышение экспрессии и функцио-

нальной активности МАРК. 

В организме млекопитающих наиболее изучены МАРК/ERK киназы 

(МАРК/ERK), протеинкиназа С (РКС), фосфоинозитид 3-киназа (PI3K)/АКТ, 

с-Jun N-терминальная киназа (JNK) и р38 (рис. 2) [142]. Как известно, клеточ-

ная пролиферация и дифференцировка контролируются эпидермальным фак-

тором роста; последний активирует рецепторные тирозинкиназы, участвую-

щие в аутофосфорилировании и работе Ras/Raf/MEK/ERK сигнального пути 

[143]. РКС из семейства серин/треониновых киназ участвует в синтезе белка, 

экспрессии генов, пролиферации клеток, их дифференцировке, а также опухо-

левом росте. При разнообразных злокачественных опухолях наблюдается ги-

перэкспрессия многих ферментов семейства РКС [144]. PI3K/АКТ играет важ-

ную роль в выживаемости клеток и выступает как один из ключевых регуля-

торов онкогенеза и апоптоза. Активация ферментной системы происходит под 

действием мембранных рецепторов (VEGFR, PDGFR) [145]. PI3K/АКТ – пер-

спективная мишень для разработки эффективных таргетных противоопухоле-

вых препаратов природного и полусинтетического происхождения. 
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Рисунок 2. Участие различных киназных систем в регуляции канцерогенеза 

по [60] в ред. автора 

 

Представители семейства JNK регулируют такие биологические про-

цессы, как канцерогенез и нейродегенерацию (рис. 2). Ферменты семейства 

чувствительны к стрессовым стимулам, в том числе цитокинам, гамма-излу-

чению, цитотоксическим вещества, ДНК-повреждающим агентам и реактив-

ным формам кислорода (РФК) [146]. МАРК семейства р38 участвуют в кле-

точной адаптации к внешним стимулам (стресс, воспаление) и регулируют 

клеточный ответ на ультрафиолетовое воздействие, осмотический шок, ише-

мию и гипоксию, повреждение ДНК [147]. Наконец, ERK5 – наиболее часто 

идентифицируемый фермент семейства участвует в опухолевой трансформа-

ции и росте посредством регуляции неоангиогенеза [148]. 

Нарушение регуляции киназ представляется одним из наиболее харак-

терных признаков опухолевого процесса [148]. Вследствие этого, на протяже-
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нии последних полутора десятилетий проводятся крупные исследования в об-

ласти выявления, разработки эффективных и безопасных ингибиторов ки-

назной активности [149]. Более 70 различных молекул, многие из которых 

принадлежат к продуктам живой природы, находятся на различных этапах 

изучения [150-152]. 

 

1.3 Кумарины – перспективный класс биологически активных веществ 

для поиска противоопухолевых средств 

Кумарин (С9Н6О2, 2Н-1-бензопиран-2-он) и его производные (рис. 3) 

чрезвычайно широко представлены представлены в растительном мире, а 

также могут быть получены синтетическим путем [153]. По химическому 

строения все они делятся на четыре большие класса: простые кумарины, такие 

как гепарин и скополетин, фуранокумарины, пиранокумарины и дикумарины 

[154-156]. Кумарины выделены из фруктов, листьев, стеблей, семян и корней 

представителей более 40 семейств растений [157-161].  

Кумарины обладают множеством биологических эффектов, среди них 

антиоксидантное действие [158], противомикробная  [161, 162] и противови-

русная [163] активность. Были показаны анксиолитические эффекты кумари-

нов [164], умбеллиферону и пимпенеллину присуща активность при нейродис-

трофических процессах, таких как болезни Альцгеймера [165]. Коллектив под 

руководством Kontogiorgis синтезировали производные кумаринов на основе 

азометина, у которых обнаружена противовоспалительная активность [166]. 

3,4-дигидро-2Н-бензотиазины пока зали обезболивающее действие на модели 

формалинового и кислотного отека конечности животного [168]. Другие ве-

щества класса обладают антиульцерогенным действием [169], спазмолитиче-

ской [170], антикоагулянтной [171], сосудорасширяющей [172], цитотоксиче-

ской и противоопухолевой активностью [173]. Вместе с тем, представителям 

кумаринов свойственны и нежелательные эффекты – гепатотоксичность, тош-

нота, нарушение стула и др. [174, 175]. 
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 Рисунок 3. Структура кумаринов, обладающих противоопухолевым действием по [167] в ред. автора 
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Многие представители класса обладают противоопухолевым эффектом 

[176-178]. Некоторые вещества также подавляют активность ферментов си-

стемы цитохрома Р450, тем самым, нарушая биологическую трансформацию 

многих канцерогенов [179]. 

 

1.3.1 Противоопухолевая активность натуральных кумаринов 

В целом ряде работ была показана противоопухолевая активность кума-

ринов в отношении рака молочной железы [175], толстой кишки [180], легких 

[180], яичников [181], гепатоцеллюлярной карциномы [182], мочевого пузыря 

[183], гемобластозов [184] и других опухолей как в исследованиях в культуре 

клеток, так и на живых объектах. Среди лидирующих механизмов действия 

описаны нейтрализация свободных радикалов и антиоксидантная активность 

[185], подавление клеточного цикла [186], взаимодействие с различными сиг-

нальными путями [187], ингибирование теломеразы и ангидразы [188, 189], 

антиангиогенная активность [190]. 

Так, Taniguchi et al. сообщили о наличии противоопухолевого эффекта у 

изолированных из листьев Rhizophora mucronata метоксиинофиллум Р, кало-

кумарина В и калофилолида в отношении клеток рака шейки матки и промие-

лоцитарного лейкоза с IC50 равной 3,8; 29,9 и 36,4 мкМ соответственно [191]. 

Также три эстерифицированных гемитерпеновых кумарина, изолированных 

из Artemisia armeniaca продемонстрировали цитотоксический эффект в отно-

шении клеток HL-60 и К562 (культура хронического миелолейкоза), причем, 

наивысший цитотоксический эффект арменина реализовывался посредством 

подавления клеточного цикла [192]. 

Клаузарин, нордентатин, дентатин и ксантоксилетин, выделенные путем 

дихлорметановой экстракции из корней Clausena harmandiana, обладают вы-

сокую цитотоксическую активность в отношении клеточных линий гепатоцел-

люлярной карциномы (HepG2), колоректального рака (НСТ116) и рака легкого 

(SK-LU-1) [193]. Кроме того, клаузарин также обнаружил выраженную анти-
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оксидантную активность на 2,2-дифенил-1-пикрилгидразил-гидратной мо-

дели. В рассмотренных случаях механизм фармакологического действия реа-

лизовывался посредством активации апоптоза [193].  

Помимо природных агентов был синтезирован ряд полусинтетических 

аналогов на основе природных кумаринов с улучшенными фармакологиче-

скими свойствами. Среди таковых синтетические производные скополетина 

показали многообещающую противоопухолевую активность в культурах кле-

ток человеческого рака молочной железы (линии MCF-7, MDA-MB-231) и ко-

лоректального рака (НТ29) [194]. В результате подавления клеточного цикла 

при нарастании концентрации веществ экспоненциально повышался цитоток-

сический эффект в отношении указанных опухолевых клеток. 

Используя биоизостерическую модель, Zang и соавт. синтезировали но-

вые противоопухолевые аналоги гиепарварина [191]. В своей работе авторы 

показали, что добавление элетроноакцепторной группировки к бензольному 

кольцу в молекуле 7((1-(4-флуоробензил)-1Н-1,2,3-триазол-4-ил)метокси)-

4Нхромен-4-он (рис. 3) повышает цитотоксические свойства молекулы в куль-

туре клеток человеческой гепатомы (QGY-7701) и толстокишечной карци-

номы (SW480) при сравнении со структурным предшественником [195]. Cui с 

коллегами, кроме того, установили антибластомное действие у трех кумари-

нов, синтезированных на основе трифенилэтилена, в основе которого лежит 

ингибирование ангиогенеза [196-198]. 

Антиангиогенные эффекты природных кумаринов описаны в целой се-

рии публикаций. Скополетин [199, 200], эскулетин [200], герниарин [201], де-

курсин и декурсинол [202], императорин [203], псоралидин [204] и др. (рис. 3) 

оказывают противоопухолевый эффект в том числе вследствие подавления 

неоангиогенеза. 

Pan с соавт. показали антиангиогенные и противоопухолевые эффекты 

скополетина в опытах в культурах клеток и на живых организмах. В исследо-

вании  авторов соединение снижало число сосудистых ветвей через 48 часов 

после инкубации хорионаллантоисной мембраны куриного яйца с 100 нмоль 
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скополетина. Кроме того, у вещества были обнаружены антимиграционный, 

антипролиферативный и антиэндотелиальный эффекты на модели индукции с 

помощью VEGF [205]. 

Декурсин и декурсинол в модельной системе на трансгенных эмбрионах 

рыбок данио подавляли рост сосудов за счет как блокады VEGFR2, так и 

вследствие подавления активности ряда МАРК, в частности, p-ERK и JNK 

[206]. 

Терапевтическое действие мармезина из группы фуранокумаринов вы-

ражается в значительном подавлении экспрессии и активности ММР-2 в ответ 

на активацию VEGF-А. Помимо прочего, мармезин в дозозависимом режиме 

подавляет миграцию злокачественных клеток, их пролиферацию и опухоле-

вую инвазию вследствие ингибирования клеточного цикла [207]. За счет по-

давления активации VEGF-А зависимого сигнального пути снижается актив-

ность таких важнейших внутриклеточных молекул, как FAK, Src, MEK, ERK. 

Akt, p70S6K [208]. 

В другом исследовании остол, колумбианадин и колумбианетина ацетат, 

выделенные из корней Angelicae pubescentis, обнаружили способность инги-

бировать продукцию и выделение фактор хемотаксиса моноцитов 1 типа (про-

воспалительный фактор), являющийся одним из важнейших регуляторов кле-

точной миграции [208]. Сесквитерпеновые кумарины, изолированные из Fer-

ula szwitziana продемонстрировали антиангиогенный и цитотоксический эф-

фект в отношении клеток человеческого колоректального рака (НТ-29) за счет 

подавления синтеза ангиопоэтина 1 и 2 [209]. Другой природный кумарин 

дафнетин (7,8-гидроксикумарин) ингибирует экспрессию вовлеченных в ан-

гиогенез сигнальных молекул MAPK, VEGFR2, ERK1/2, AKT, FAK и cSrc 

[210]. Муррангатин, выделенный из листьев Micromelum falcatum, ингибирует 

PI3K/AKT активность [211]. Ингибиторная активность в отношении ММР и 

VEGF обнаружена также у гальбановой кислоты [212], умбеллипренина [213], 

аураптена [214] и др. [215, 216]. 
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1.3.2 Антибластомные свойства полусинтетических и синтетических 

кумаринов 

Рассуждая об особенностях цитотоксического действия кумаринов сле-

дует обратить внимание на их относительную безопасность по сравнению с 

синтетическими антибластомными средствам [217, 218]. Применение методов 

фармацевтической химии позволило получить полусинтетические производ-

ные природных кумаринов, у которых в механизме действия снижаются пря-

мые цитотоксические свойства при сохранении или усилении таргетного воз-

действия на внутриклеточные сигнальные системы, участвующие в опухоле-

вой прогрессии при определенных типах злокачественных новообразований 

[219]. 

Недавно были синтезированы несколько сульфоновых производных ку-

маринов. На модели человеческой гепатоцеллюлярной карциномы соединения 

обнаружили способность снижать миграцию и метастазирование опухоли на 

фоне отсутствия прямого цитотоксического действия. Описанный эффект был 

обусловлен подавлением экспрессии ММР-2 [218]. 

Синтезированный кумарин из группы хроменов 2-оксо-2Н-хромен-6-

сульфонил продемонстрировал наиболее значимый антиангиогенный эффект 

из всех представителей группы вследствие подавления активности ММР-2 и 

ингибирования экспрессии CD105. 

Помимо биологических экспериментов были предприняты и довольно 

успешные попытки прогнозирования активности моделируемых молекул на 

основе хроменов при помощи технологий молекулярного докинга. В этих ра-

ботах из десятков соединений наибольшую потенциальную активность уда-

лось зарегистрировать у соединения I52 с нитрогруппировками. Это вещество 

за счет стереохимического соответствия с ионами цинка в сайте связывания 

цинк-содержащих протеинкиназ обеспечивало наиболее селективную блокаду 

ферментов. При этом, у 2-оксо-2Н-хромен-6-сульфонильного производного с 
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N-ацетилпиразолоновым заместителем в 6 положении был обнаружен опти-

мальный терапевтический противоопухолевый эффект с умеренным профи-

лем безопасности [218]. 

 Еще одна важная мишень, вовлеченная в экспрессию генов, участвую-

щих в ангиогенезе, пролиферации и метастазировании, а также фармакорези-

стентности к противоопухолевым средствам, - NF-κB [219]. Ингибирование 

фактора рассматривается как один из наиболее эффективных путей сдержива-

ния опухолевой прогрессии при многих онкологических процессах. В недавно 

проведенном исследовании был изучен противоопухолевый эффект 26 новых 

синтетических кумаринов на модели человеческой гепатоцеллюлярной карци-

номы в культуре клеток. Было установлено, что наиболее активным веще-

ством является 7-карэтоксиамино-2-оксо-2Н-хромен-4-ил метилпироллидин-

1-карбодитиоат, которое в зависимости от экспозиции и созданной концентра-

ции препятствовало связыванию NF-κB с ДНК и, тем самым, ингибировало 

экспрессию ряда генов, в частности циклина D1, Bcl-2, сурвивина, ММР-12 и 

с-Мус [219]. Кроме этого, соединение подавляло клеточную миграцию и ин-

вазию, вызванную CXCL12, цитокином, рекрутирующим клетки предше-

ственники гемопоэза из красного костного мозга.  

Современные методы анализа в ряду структура – активность и структура 

– токсичность позволяют с высокой предиктивной точностью предсказывать 

активность тех или иных молекул в отношении определенных форм злокаче-

ственных процессов. Так, для производных с арил-карбоксамидным и фениль-

ным заместителями в С-3 позиции, с 1,2,3-триазолильным, тригидроксильным 

и амино-заместителями в С-4 положении была спрогнозирована наибольшая 

активность в отношении рака легкого. 

Предварительные in vitro результаты выявили антипролиферативный 

эффект таким образом спрогнозированных изоксазолиновых производных ку-

маринов в отношении клеток человеческой меланомы (UACC 903) и асцитной 

карциномы Эрлиха [220]. 
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Одним из ключевых ферментов, контролирующих клеточную пролифе-

рацию и дифференцировку, является гистонная диацетилаза-1. На основе про-

гнозирования активности было установлено, что подавляющим действием в 

отношении энзима, обладают бензамидные производные кумаринов, из кото-

рых 4 соединения N-(4-((2-аминофенил)карбомоил) бензил)-2-оксо-2Н-хро-

мен-3-карбоксамида – наиболее активны. Их цитотоксический эффект реали-

зуется в микромолярных концентрациях в отношении клеточных линий 

HCT116, A2780, MCF7, PC-3, HL60 и A549 человеческих и животных опухо-

лей без негативного воздействия на неизмененные человеческие клетки [221].  

Еще одним интересным производным кумаринов является (Е)-2-(40ме-

токсибензилокси)-3-пренил-4-метокси-N-гидроксицинамид (ВМХ) – полу-

синтетический дериват остола и кумарина, обнаруженный в ряде растений, та-

ких как Cnidium monnieri L, Angelica archangelica L, Angelica pubescence M и 

др. Вещество подавляет пролиферацию клеток, миграцию и формирование эн-

дотелиальных трубок, VEGF-индуцированное образование сосудистых мик-

роветвей в культуре калоректального рака НСТ116. Также соединение угне-

тало рост и пролиферацию НСТ116 на ксенографтной модели опухоли [222]. 

Одним из богатых источников перспективных противоопухолевых 

средств являются производные скополетина. Сам алкалоид подавляет VEGF-

A, ERK1 и FGF-2 [223]. В сравнительно недавно проведенном исследовании 

было установлено, что три производных скополетина – 4-бромофенильные и 

4-хлорофенильные дериваты и 2-гидрокси-3-(пиперидин-1-ил)-пропокси)-6-

метокси-2Н-хромен-2-он ингибируют пролиферацию, миграцию и неоангио-

генез в опухолевой ткани за счет снижения активации ERK1/2 and Akt [224, 

225]. Luo с соавт. показали, что аналоги 3-арил-4-анилино/арилокси-2Н-хро-

мен-2-он значительно подавляли рост рака молочной железы посредством ин-

гибирования альфа эстрогеновых рецепторов и VEGFR-2 [225]. В другом ис-

следовании конъюгат кумарина с бензофеноном продемонстрировал актив-

ность в отношении асцитной карциномы Эрлиха и асцитной лимфомы Даль-

тона. 
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В более поздних работах Makowska и соавт. были опубликованы резуль-

таты изучения противоопухолевой активности серии 2-амино-2Н-хромен-3-

ил-1,3,5-триазиновых соединений. Среди них 4-[7-(диэтиламино)-2-имино-

2Н-хромен-3-ил]-6-(4-фенилпиперазин-1-ил)-1,3,5-триазин-2-амин об-нару-

живал наивысшее цитотоксическое действие в отношении ряда линий челове-

ческих злокачественных опухолей [226]. 

В нашей лаборатории было изучено полусинтетическое соединение ку-

марина 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-

4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноат. На модели гетеротопиче-

ских сингенных опухолей мышей (опухоль легких и меланома В16) в дозоза-

висимом режиме была установлена противоопухолевая активность соедине-

ния. Были вычислены эффективные подавляющие концентрации в культуре 

клеток опухолевой линии человеческого рака легких А549/АТСС, рассчитаны 

эффективные терапевтические дозы, позволяющие добиваться редукции и ре-

миссии опухолевого процесса [10-16]. 

Наряду со значительной антибластомной активностью коллективом ав-

торов также была установлена высокая безопасность системного перораль-

ного применения соединения. В частности, коллеги определили, что производ-

ное хромена относится к малотоксичным соединениям, при курсовом введе-

нии не обладает аллергизирующим, иммуно-, генотоксическим, мутагенным и 

канцерогенным действием, не обладает репродуктивной токсичностью, что 

делает 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-

4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноат безусловно привлекатель-

ным как потенциальный кандидат в лекарственное средство. 

Вместе с этим, детального изучения механизма действия, а также фар-

макокинетики соединения при внутрижелудочном введении не проводилось, 

что обусловливает несомненную актуальность настоящего исследования. 
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

По современным представлениям механизм противоопухолевого дей-

ствия потенциально активного фармакологического вещества может объяс-

няться воздействием на ведущие механизмы опухолевого роста и прогрессии: 

ингибированием роста и нарушением конденсации тубулина, индукцией 

апоптоза и аутофагии, подавлением миграции, инвазии и метастазирования. 

Кроме того, большое значение сейчас придается препаратам – блокаторам ми-

тоген-активируемых протеинкиназ, так назывемым таргетным антибластом-

ным агентам. 

Исходя из накопленных к настоящему времени сведений о фармаколо-

гии противоопухолевых хроменов – природных или полусинтетических кума-

ринов – при планировании настоящего исследования и выборе методов изуче-

ния механизма действия 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-

бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтано-

ата мы приняли во внимание то, что вещества рассматриваемого класса прак-

тически лишены прямой цитотоксичности, но, вместе с тем, нарушают про-

цессы роста и пролиферации малигнизированных клеток, инвазию и метаста-

зирование. 

 

2.1 Соответствие исследования требованиям гуманного обращения с жи-

вотными и иным биоэтическим установлениям 

Протокол диссертационного исследования был рассмотрен и утвержден 

на заседании Локального этического комитета ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. 

И.М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский университет) (протокол № от 

ноября 2019 года). 

Исследование выполняется согласно утвержденным стандартным  опе-

рационным процедурам (СОП) и в соответствии с требованиями, отражен-

ными в следующих документах: 
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1.  Федеральный Закон № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных 

средств» (действующая редакция). 

2.  Федеральный Закон № 52-ФЗ «О санитарно-эпидемиологическом 

благополучии населения» (действующая редакция). 

3.  Приказ Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав по-

требителей и благополучия человека № 224 от 19.07.2007 г. «О санитарно-эпи-

демиологических экспертизах, обследованиях, исследованиях, испытаниях и 

токсикологических, гигиенических и иных видах оценок». 

4. Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 

01.04.2016 г. №199н «Об утверждении правил надлежащей лабораторной 

практики». 

5. ГОСТ 33044-2014 «Принципы надлежащей лабораторной прак-

тики» (Национальный стандарт Российской Федерации).  

6. ГОСТ Р 56701-2015 «Лекарственные средства для медицинского 

применения. Руководство по планированию доклинических исследований без-

опасности с целью последующего проведения клинических исследований и 

регистрации лекарственных средств» (Национальный стандарт Российской 

Федерации). 

7. ГОСТ 33216-2014 «Руководство по содержанию и уходу за лабо-

раторными животными. Правила содержания и ухода за лабораторными гры-

зунами и кроликами» (Межгосударственный стандарт, соответствующий 

«Guidelines for accommodation and care of animals. Species-specific provisions for 

laboratory rodents and rabbits») от 01.07.2016 г. 

8. Руководство по проведению доклинических исследований лекар-

ственных средств. Часть первая / Под ред. А.Н. Миронова. – М.: Изд-во «Гриф 

и К», 2012. – 944 с. 

9. Директива Совета ЕС от 24 ноября 1986 г. о сближении Законов, 

постановлений и административных положений государств ЕС по вопросам 

защиты животных, используемых для экспериментальных и других научных 

целей (86/609/ ЕЕС) [227]. 
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2.2 Дизайн диссертационного исследования 

Дизайн настоящего диссертационного исследования представлен на рис. 

4. 

 
Рисунок 4. Дизан исследования 

 

Большое практическое и фундаментальное значение имела разработка 

адекватной модели неопзлазии, которая бы воспроизводила условия реальной 

клинической практики. Для этого на первом этапе работы мы разработали ксе-

нографтную модель немелкоклеточного рака легкого, в которой в качестве но-

сителя человеческой опухоли использовали гуманизированных иммунодефи-

цитных мышей с трансплантированными человеческими лимфоцитами.  

Животным – носителям опухолевой системы – в течение определенного 

времени внутрижелудочно вводили исследуемое вещество и референтные 

противоопухолевые препараты, оценивали динамику опухолевого процесса, 

метастазирования, а также в образцах опухоли определяли активность процес-

сов программируемой гибели злокачественных клеток, экспрессию тубулина-
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бета, фактора мезенхимальной трансформации и протеинкиназы анапластиче-

ской лимформы.  

В опытах in vitro изучили влияние различных концентраций АХ-554 на 

процесс полимеризации тубулина, с помощью молекулярного докинга опре-

делили сайт связывания АХ-554 с тубулином-мономером. 

На завершающем этапе работы разработали аналитическую методику 

определения действующего вещества в крови лабораторных животных, опре-

делили системную кинетику АХ-554 в крови крыс и кроликов при внутривен-

ном введении, биодоступность вещества при его внутрижелудочном введении. 

 

2.3 Характеристика исследуемого производного аминохромена и рефе-

рентных противоопухолевых препаратов 

Предметом исследования явилось соединение хромена 2-Аминия-7-(ди-

этиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбо-нит-

рила N-ацетил-аминоэтаноат (лабораторный шифр АХ-554, рис. 5), синтези-

рованное в АО «ВНЦ БАВ» (г. Старая Купавна, Россия)1 [227].  

 
Рисунок 5. Структурная формула соединения АХ-554 – 2-Аминия-7-(диэти-

ламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбо-нит-

рила N-ацетил-аминоэтаноата 

																																																								
1	Выражаем признательность руководству АО «ВНЦ БАВ» и лично проф. С.Я. Скачиловой за предо-
ставленную субстанцию АХ-554	
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Технология синтеза соединения описана нами ранее [10] и включает сле-

дующие этапы: 1) получение 2-аминохромена путем нагревания до 80°С и по-

следующего кипячения в течение 10-15 мин. смеси этанола, метокси-4,5-

метилен-диоксибензальдегида, 3-диэтиламинофенола и триэтиламина. 2-

аминохромен образуется при охлаждении, фильтрации, кристаллизации и 

последующей перекристаллизации; 2) получение 2-Аминия-7-(диэти-

ламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбо-нит-

рила N-ацетил-аминоэтаноат путем гомогенизации полученного 2-аминохро-

мена с N-ацетиламиноэтановой кислотой, нагревания и кипячения гомоге-

ната в присутствии этанола с последующим охлаждением, фильтрацией и 

кристаллизацией получившегося продукта химической реакции. Получен-

ное в результате соединение представляет собой светло-желтый мелкокри-

сталлический порошок с температурой плавления 144-146°С и ИК-спек-

тром, v см-1 3360, 3390, 3490 (NH), 2205 (CN), 1620,1640 (С=С), 1560, 1540 

(NHCO). 

 При изучении механизма действия АХ-554 в опытах на животных – но-

сителях ксенографтной модели рака легкого вещество вводили мышам внут-

рижелудочно с помощью полиэтиленового катетера и электронного програм-

мируемого двухканального инжектора производства «Kent Scientific» (США)	

в высшей (ВТД), средне-терапевтической (СТД) и минимально-действиующей 

дозах (МДД), определенных нами совместно с М.О. Дудиной [227]: МДД – 

21,2 мг/кг, СТД – 137,6 мг/кг и ВТД – 384,0 мг/кг. В желудок АХ-554 вводили 

в 1% крахмальном клейстере в объеме 0,5 мл. При проведении исследований 

в in vitro модельных системах применяли АХ-544 в от диапазоне от 10-9 до 10-

4 М, с учетом того, что средняя эффективная концентрация (IC50) составляет 

2х10-7 М. Раствор приготавливали ex tempore с использованием в качестве рас-

творителя подогретого физиологического раствора 0,9% хлорида натрия. 

В качестве референтных противоопухолевых препаратов на ксено-

графтной модели рака легкого использовали доксорубицин (Доксорубицин-
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Тева, лиофилизат для приготовления раствора для внутрисосудистого введе-

ния, 50 мг, серия 17С30LA, срок годности до 03.2022 г., Фармхеми, Нидер-

ланды) и цисплатин в эффективных противоопухолевых дозах, пропорцио-

нальных дозе АХ-554 по данным доклинических исследований. В in vitro опы-

тах в качестве положительного контроля применяли колхицин (Colchicine, 

субстанция, серия 64-86-8, чистота 99,8%, Merch-SIGMA-Aldrich, Германия). 

 

2.4 Животные, использованные для формирования модели ксенографта 

и при проведении фармакокинетических исследований 

В работе использованы 165 самок 10-12 недельных иммунодефицитных 

атимических мышей BALB/c nu/nu, полученных в питомнике SPF-животных 

ФГБУ «Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и 

Ю.А. Овчинникова РАН» (г. Пущино), 9 кроликов породы «Советская шин-

шилла» весом 2500-3000 г, полученных в виварии ФГАОУ ВО Первый МГМУ 

им. И.М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский университет). 

Иммунодефицитные животные на протяжении пребывания в виварии, 

при выполнении эксперимента пребывали в полимерных клетках, подключен-

ных к системе индивидуальной вентиляции с соблюдением условий естествен-

ного освещения, влажности 55-60% и температурного режима (24-26°С). 

Кормление мышей осуществляли автоклавированным кормом ФГБУ «Инсти-

тут биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчин-

никова РАН», стерильной питьевой водой. Подстил из автоклавированной 

стружки древесины лиственных пород дерева меняли еженедельно.  

Кролики содержались в стандартных условиях, соответствующих требо-

ваниям ГОСТ 33216-2014 «Руководство по содержанию и уходу за лаборатор-

ными животными. Правила содержания и ухода за лабораторными грызунами 

и кроликами». Кормление кроликов – комбикормом того же производителя. 

Животные потребляли водопроводную воду без ограничений в доступе. 
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2.5 Разработка ксенографтной гетеротопической модели немелкоклеточ-

ного рака легкого 

Для формирования ксенографтной модели немелкоклеточного челове-

ческого рака легкого использовали метод, описанный нами ранее [228]. Забор 

опухолевого материала для инокуляции животным осуществлялся интраопе-

рационно в онкологической клинике ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. Се-

ченова Минздрава России (Сеченовский университет). Перед интраопераци-

онным забором ткани опухоли добровольное информированное согласие на 

использование образцов биологических тканей в научных целях было полу-

чено у всех пациентов, чья опухолевая ткань применялась для формирования 

ксенографтной модели немелкоклеточного рака легкого. В табл. 1 представ-

лена характеристика пациентов, чей биологический материал использовали 

при формировании ксенографтов. Для целей исследования использовали об-

разцы тканей первичных опухолей без клинических и инструментальных при-

знаков метастазирования пациентов, не получавших химиотерапевтического 

воздействия в анамнезе. 

 

Таблица 1 – Характеристика пациентов – доноров опухолей легких, исполь-

зованных для формирования ксенографта 

Пол, возраст Гистологический вариант Метастазы Ксенографт 

Мужчина, 57 Аденокарцинома нет Не получен 

Мужчина, 63 Низкодифференцированный рак нет Не получен 

Женщина, 59 Аденокарцинома нет Получен 

 

Каждый фрагмент опухоли делился на три части: первая – предназна-

ченная для инокуляции – немедленно помещалась во флаконы «Эппендорф», 

содержащие модифицированную основную минимальную среду Дулбеко 

(Merch-SIGMA-Aldrich, Германия) без антибиотиков и бычьей сыворотки и 

хранилась при 4°С. Вторая часть замораживалась при температуре –86°С 
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для последующего иммуногистохимического исследования, третий фраг-

мент – фиксировали в 10% забуференном формалине для гистологического 

исследования. Для трансплантации использовали только немелкоклеточ-

ные формы рака легкого, экспрессирующие Bcl-2 и неэкспрессирующие 

или низкоэкспрессирующие каспазу-3. 

Кусочки опухоли, отобранные для перевивки, делили микрохирурги-

ческими ножницами (Precision Instruments, США) на мелкие фрагменты 

объеомо 0,8-5,0 мм3, и с помощью трансплантационной иглы 8-10 кусочков 

пересаживали подкожно в области наружной поверхности бедра задней ко-

нечности мыши (рис. 6). После увеличения размера опухоли в четыре раза 

по сравнению с исходно пересаженным объемом (по результатам измере-

ний электронным штангенциркулем) опухоль извлекали и процедуру по-

вторяли трижды. Ксенографт считали сформированным после гистологи-

ческого и ИГХ подтверждения идентичности опухоли первичному мате-

ринскому образцу. Животных – акцепторов ксенографтной опухоли перед 

финальной инокуляцией опухоли облучали в дозе 3,5 Гр на аппарате Рент-

ген-ТА 150/10 (ОАО «Спектр», Россия), после чего каждой мыши внутри-

брюшинно вводили приблизительно 5х107 клеток/мышь человеческих лим-

фоцитов. Лимфоциты получали из пакетов с лейкоцитарной массой и из-

вестным количеством лимфоцитов в 1 мл. 

   Формирование экспериментальных групп животных со сформиро-

ванным ксенографтом проводили при достижении опухоли размеров 100-

200 мм3. Каждая группа включала 15 животных со сформированным ксе-

нографтом. 5 отобранных случайным образом животных выводили из экс-

перимента на 21 сутки после окончания введения АХ-554 или референт-

ного препарата, опухоли извлекали и проводили лабораторные исследова-

ния. За оставшимися животными наблюдали, оценивая динамику роста 

опухоли и выживаемость в группах. Животным опытных групп вводили 

соединение АХ-554 внутрижелудочно в объеме 0,5 мл однократно в сутки  
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Рисунок 6. Этапы манипуляций в гуманизированными атимичными мы-

шами BALB/c nu/nu: а) и б) – трансплантация опухолевых фрагментов; в) 

и г) – измерения подкожной опухоли штангенциркулем; д) и е) – 

внутрижелудочное введение веществ 
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в течение 7 суток, референтные препараты – в соответствие с клиниче-

скими рекомендациями. Размер опухоли измеряли дважды в неделю, начи-

ная с первого дня после окончания введения исследуемого вещества и пре-

паратов сравнения, используя известную формулу [229, 230]. Вычисляли 

индекс торможения роста опухоли (ТРО). 

У всех животных осуществляли контроль болевого синдрома с исполь-

зованием мимческой шкалы оценки боли [231, 232]. Всем животным с умерен-

ным болевым синдромом вводили внутрижелудочно кетопрофен (К1751, 

Merch-SIGMA-Aldrich, Германия) в дозе 100 мг/кг внутрижелудочно дважды 

в сутки [233]. Животных с тяжелым неконтролируемым болевым синдромом 

выводили из эксперимента под эфирным обезболиванием. Опухоли забирали 

для проведения иммуноферментного и ИГХ исследования. Внутренние ор-

ганы извлекали и изучали на предмет обнаружения и подсчета количества ме-

тастазов. 

 

2.6 Иммуноферментный метод исследования 

Влияние АХ-554 на уровень экспрессии рецепторной формы тирозинки-

назы PI3K/ALK, тубулина-бета 3 и с-ММЕТ в клетках немелкоклеточного рака 

легкого изучили в опухолевой ткани ксенографтных узлов на 21 сутки после 

окончания введения исследуемого соединение или референтных препаратов 

методом количественного иммуноферменого твердофазного анализа по прин-

ципу «сэендвич» с использованием диагностического набора Mouse ALK tyro-

sine kinase receptor (ALK) ELISA Kit (Abbexa, США, каталожный № 

abx515274), диагностического набора Mouse tubuline beta 3 ELISA Kit 

(Cusabio, США), диагностического набора Mouse Hepatocyte Growth Factor / c-

MET ELISA Kit (Cusabio, США) и автоматического анализатора (ридера) Stat-

fax 4200 (США). 

На первом этапе для приготовления тканевого гомогента 100 мг опухо-

левой ткани, после промывки забуференным физиологическим раствором го-

могенизировали с таким же количеством фосфатного буфера и замораживали 
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до -20°C. Трехкратное размораживание и замораживание приводило к разру-

шению цитоплазматических мембран и выходу клеточного содеаржимого в 

окружающее пространство. После центрифугирования образцов при 5000 

об./мин. при температуре температуре 4-6°С отбирали аликвоты, которые хра-

нили при -80°С до проведения количественного исследования.  

 

2.7 Иммуногистохимическое исследование 

Антиапоптотическую активность АХ-554 изучали по уровню экспрес-

сии регуляторов апоптоза – каспазы-3 и Bcl-2 в ткани немелкоклеточного рака 

легкого, извлеченного у животных, получавших курсовую терапию соедине-

нием хромена методом иммуногистохимии (ИГХ). Опухолевый узел у живот-

ных извлекали, фиксировали в 4% растворе забуференного формалина в тече-

ние ночи при температуре 4 оС, затем, с целью криопротекции выдерживали в 

30% растворе сахарозы в физиологическом 0,9% растворе хлорида натрия. Го-

товили срезы 30 нм в корональной проекции на криостате-микротоме (Leica 

SM 2000 R; “Leica”, Германия). Применяли авидин-биотиновый пероксидаз-

ный метод. После промывания срезов в физиологическом 0,9% растворе хло-

рида натрия, их помещали на 10 мин при комнатной температуре в ванночки 

в 0,3% раствором перекиси водорода в физиологическом 0,9% растворе хло-

рида натрия для инактивации эндогенных пероксидаз.  

После промывания в физиологическом 0,9% растворе хлорида натрия 

срезы инкубировали в специальном растворе (10% нормальная козья сыво-

ротка (ab138579 Abcam, Cambridge, Великобритания), 0,3% тритон Х в физио-

логическом 0,9% растворе хлорида натрия) на 30 мин при температуре 37 оС. 

После этого срезы обрабатывали первичными антителами к каспазе-3 (Rabbit 

Polyclonal Anti-Caspase 3 (разведение 1:100) клон ES87, “Genetex”, Германия) 

и Bcl-2 (Rabbit Polyclonal IgG Bcl-2 Antibody (C21), “Santa Cruz”, США) на 1 

час при температуре 37 оС с последующей инкубацией в течение ночи при тем-

пературе 4 оС. После промывания срезы инкубировали в goat anti-rabbit IgG 

(1:200; Abcam, Cambridge, Великобритания) в течение 1 часа при температуре 
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37оС. Цветная реакция проводилась в присутствии 0,05% диаминобензидина 

тетрахлорида и 0,03% перекиси водорода в физиологическом 0,9% растворе 

хлорида натрия при рН 7,4. Оценка проводилась по известной шкале с исполь-

зованием светового микроскопа «OLYMPUS» (Япония). 

 

2.8 In vitro метод изучения влияния АХ-554 на полимеризацию тубулина 

Влияние 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диок-

сол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбо-нитрила N-ацетил-аминоэтаноата на полимери-

зацию тубулина изучили при его инкубации в IC50 с использованием in vitro 

модели. Тубулин головного мозга быка (чистота 99%, 2 мг/мл, Cytoskeleton 

Inc., США) помещался в 100 мкл тубулинового буфера (80 мМ натриевых тру-

бок, рН 6,9, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ хлорида магния, 1 мМ ГТФ и 5% глицерол) при 

0оС, затем смесь помещалась в предподогретые до 37оС лунки 96-ячеечного 

планшета, содержащие исследуемое вещество и референтный препарат. Реак-

ция полимеризации запускалась подогреванием смеси до 37оС с ежеминутным 

мониторированием массы турбидиметрически при длине волны 340 нм на про-

тяжении 45 мин при помощи микропланшетного ридера.   

 

2.9 Аналитический метод определения АХ-554 в крови и легких живот-

ных 

Для ответа на вопрос о накоплении исследуемого вещества в легочной 

ткани провели фармакокинетическое исследование. При исследовании фарма-

кокинетики у кроликов породы «Советская шиншилла» (не менее, чем по 5 

голов в группе) АХ-554 вводили внутрижелудочно однократно через желудоч-

ный зонд в среднетерапевтической дозе, рассчитанной, на основании значений 

показателя ЛД50, определенного на крысах при исследуемом пути введения с 

учетом биологического переноса дозы, а также исходя из результатов иссле-

дования специфической фармакологической активности, диспергированной в 

1% крахмальном клейстере объемом 1,0 мл, допустимом [15] для данного вида 

животных [15]. 
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Извлечение АХ-554 из плазмы проводили путем жидкостно-жидкостной 

экстракцией этилацетатом с последующим упариванием органических вытя-

жек в вакууме досуха и последующей реэкстракцией аналита из твердого 

остатка подвижной фазой. Для количественного определения АХ-554 в виде 

2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диок-сол-5-ил)-4Н-хро-

мен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноата в пробах крови и гомогенатах 

легких был разработан метод ВЭЖХ с использованием внутреннего стандарта 

и масс-селективным детектированием аналита. Ионизация электроспреем 

(ESI) является наиболее «мягкой» и позволяет одновременно наблюдать как 

молекулярные ионы, так и продукты их глубоких фрагментаций при помощи 

настройки блока ионизации и источника ионов. 

Подготовка плазмы крови осуществлялась методом жидкостно-жид-

костной экстракцией АХ-554 и IS этилацетатом. В пробирку Эппендорфа 4 мл 

отбирали 500 мкл плазмы, последовательно добавляли 5 мкл раствора IS (100,0 

мкг/мл), 50 мкл 0.1 М раствора гидроксида натрия 3 мл этилацетата. Смесь 

перемешивали на аппарате для встряхивания жидкости 10 мин, затем центри-

фугировали при 10000 об/мин в течение 5 мин. В чистую пробирку на 4 мл 

отбирали 2,4 мл органического слоя и упаривали в испарителе-концентраторе 

в течение 30 мин при температуре 40ºС.  

Сухой остаток после экстракции АХ-554 и IS экстрагировали 150 мкл 

подвижной фазы, центрифугировали при 13000 об/мин в течение 2 мин и вво-

дили в хроматографическую систему. Для хроматографического разделения 

использовали колонку Intersil CN-3 (150×4,6 мм, 5 мкм). Режим работы насоса: 

изократический, скорость потока 1 мл/мин. Общее время анализа – 7,5 мин. 

Режим регистрации масс-спектров: ионизация ESI (детекция по катиону), тем-

пература источника 350 °С, газ-небулайзер – азот, поток газа 50 л/мин, иони-

зирующее напряжение 3 кВ, напряжение на линзе префильтра 75 В, сканиро-

вание по выбранным ионам со скоростью 2 скан/с. Объем вводимой пробы – 

50 мкл. 
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2.10 Статистические методы анализа полученных результатов 

Полученные результаты представлены в виде средних величин (средние 

арифметические или медианы) со среднеквадратическими отклонениями. При 

сравнении количественных величин использовали одномерную дисперсию 

(критерий Колмогорова-Смирнова) для проверки гипотезы нормальности рас-

пределения, после чего применяли критерии Тьюки или Ньюмена-Кейлса. 

Анализ выживаемости животных проводили построением соответствующих 

кривых с их последующим анализом методом Каплана-Мейера. 

В расчетной части применяли программные пакеты SPSS (IBM Inc., 

США) и BioStat, персональный компьютер iMac (Apple, США). 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

3. МЕХАНИЗМЫ ПРОТИВООПУХОЛЕВОГО ДЕЙСТВИЯ АХ-554 В 

ОТНОШЕНИИ КСЕНОГРАФТНОГО НЕМЕЛКОКЛЕТОЧНОГО РАКА 

ЛЕГКОГО 

 

На первом этапе исследования оценили терапевтическую эффектив-

ность соединения АХ-554 в опытах на животных – носителях ксенографтной 

человеческой опухоли легкого – немелкоклеточного рака в сравнении с рефе-

рентными противобластомными средствами – доксорубицином и цисплати-

ном.  

 

3.1 Результаты исследования противоопухолевой и антиметастатиче-

ской активности АХ-554 на модели гетеротопического ксенографта рака 

легкого 

Для обоснования биологической эквивалентности разработанной нами в 

рамках настоящего диссертационного проекта in vivo платформы для исследо-

вания фармакологической активности противоопухолевых лекарственных 

средств помимо механизма действия АХ-554 изучили и терапевтические эф-

фекты соединения в отношении ксенографтного немелкоклеточного рака лег-

кого при внутрижелудочном введении вещества мышам – носителям опухоли 

в течение семи суток в эффективных терапевтических дозах, опредереленных 

ранее в нашей лаборатории совместно с М.О. Дудиной [11, 247]. 

В группе контрольных BALB/c nu/nu мышей-самок гетеротопическая 

размер опухолевого узла через один день после окончания ложно-терапевти-

ческого курса с применением сопоставимых объемов 0,9% раствора хлорида 

натрия был равен 1209±95 мм3, через неделю – 7724±356 мм3, а через 21 день 

наблюдения – 8468±579 мм3. Масса извлеченного опухолевого узла, экстирпи-

рованного на 22 день наблюдения достигала в среднем 9,9 г. На всем протяже-

нии наблюдения наблюдали програссирование роста опухоли (таблица 2). 
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Референтный противоопухолевый антибиотик доксорубицин изучен в 

трех дозах. Во всех дозах препарат подавлял рост ксенографта рака легкого 

человека более, чем на половину по истечение недельного периода наблюде-

ния и, следовательно, оказывал значимый противоопухолевый эффект на ис-

следуемой in vivo платформе. При этом необходимо отметить особенность ре-

ализации действия препарата сравнения, заключающуюся в снижении эф-

фекта доксорубицина ко второй неделе после прекращения его введения пре-

парата. 

 

Таблица 2. Значения индекса ТРО для АХ-554 и референтных лекарственных 

средств при внутрижелудочном введении атимичным гуманизированным мы-

шам nu/nu BALB/c с подкожным ксенографтом рака легкого (1, 7 и 14 сутки 

после отмены экспериментальной терапии 

№ 

п/п 
Группа 

Доза, 

мг/кг/сут 

ТРО, % 

1 сут 7 сут 14 сут 

1 Контроль - 0 0 0 

2 Доксорубицин 

60,2 32 60 41 

113,3 45 66 58 

166,4 59 71 64 

3 Цисплатин 

4,5 49 49 51 

5,3 65 72 75 

6,0 92 97 97 

4 АХ-554 

21,2 21 34 42 

137,6 47 53 64 

384,0 70 71 75 

Примечение: Данные по контролю, доксорубицину и цисплатину получены 

совместно с к.м.н. М.О. Дудиной [227] 

 

В качестве второго референтного противоопухолевого препарата мы 

выбрали средство из группы платиноидов цисплатин, широко назначаемый 
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при неоплазиях легкого. Особенностью фармакологического эффекта этого 

препарата на рассматриваемой модели было накопительное действие, прояв-

лявшееся в сохранении темпов редукции опухоли (оцениваемых по значению 

индекса ТРО) на всем протяжении наблюдения после отмены референтного 

средства. Формирующийся при этом мощный антиметастатический эффект 

позволил на 80% сократить частоту метастазирования в исследуемой группе 

животных. 

Внутрижелудочное курсовое введение в течение 7 суток АХ-554 жи-

вотным – носиетлям опухоли приводило к формированию значимого терапев-

тического эффекта во всех исследуемых группах (в зависимости от вводимой 

дозы). Об эффективности АХ-554 даже в минимально-действующей дозе (21,2 

мг/кг/сут) говорило то, что через неделю после завершения терапевтического 

воздействия значение индекса ТРО принимало значение 34%. Эскалация вво-

димой суточной дозы до 137,6 мг/кг (средняя терапевтическая доза) сопровож-

далось замедлением роста опухоли (инекс ТРО = 53). Максимальный противо-

опухолевый эффект (индекс ТРО = 70) достигался в суточной дозе 384,0 мг/кг 

(высшая терапевтическая доза). В группах животных, получавших АХ-554, на 

всем протяжении периода наблюдения (21 сутки после окончания курсового 

введения) регистрировали сокращение размеров гетеротопического опухоле-

вого узла  (таблица 2), что подтверждает наличие той же особенности реали-

зации действия соединения, что и в случае с цисплатином. Также в исследуе-

мых группах отмечали статистически значимое уменьшение интенсивности 

метастазирования, достигавшее наименьших значений в группе мышей, полу-

чавших СТД и ВТД АХ-554. 

Помимо динамики величины и массы опухолевого узла важнейшим по-

казателем терапевтической эффективности противоопухолевого средства яв-

ляется увеличение выживаемости, которую изучали на 10 случайным образом 

выбранных мышах до 90 суток или до момента гибели (что наступало ранее) 

(рисунок 7). Все исследуемые препараты сравнения увеличивали продолжи-

тельность жизни экспериментальных иммунодефицитных гуманизированных 
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мышей с ксенографтом опухоли легкого человека. При этом наибольшая сред-

няя продолжительность жизни отмечена в группе животных, получавших СТД 

и ВТД цисплатина [227] – в обоих случая она была рассчитана прогностически 

– 91 и 167 дней, поскольку препарат вызывал выздоровление 40% и ремиссию 

у 30% животных в ВТД и ремиссию в 40% животных при введении в СТД.  

 
Рисунок 7. Кривая выживаемости животных через 21 день после отмены спе-

цифической противоопухолевой терапии (Данные по контролю, доксоруби-

цину и цисплатину получены совместно с к.м.н. М.О. Дудиной [227]) 

 

Вещество АХ-554 также увеличивало опухолеспецифическую выжива-

емость животных, причем в группе СТД АХ-554 показатель выживаемости со-

ставил 73 суток, а у животных, получавших в течение 7 суток внутрижелу-

дочно ВТД АХ-554 – 78 суток, что в обоих случаях превышает продолжитель-

ность жизни мышей контрольной группы более, чем на 50%. При изучении 

частоты ремиссий и выздоровлений при использовании [227] АХ-554 в СТД и 

ВТД, частота ремиссии составила 20%. 
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3.2 Результаты исследования влияния АХ-554 на тканевую экспрессию 

рецепторной тирозинкиназы (ALK) в опухоли 

Изучили влияние курсового 7-суточного введения на тканевую экспрес-

сию рецепторной тирозинкиназы анапластической лимфомы в ткани ксено-

графтной карциномы легкого у атимичных гуманизированных мышей-самок 

(рисунок 8). 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-

ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-амино-этаноат изучен в трех тера-

певтических дозах – ВТД, СТД, МДД. Концентрация биомишени в ткани ис-

следована на 21 сутки после трансплантации опухолевых фрагментов. 

 
Примечание: * - различия при сравнении с контрольными животными и жи-

вотными интактной группы статистически значимы при р<0,05; А - различия 

при сравнении с животными, получающими АХ-554 в двух других дозах ста-

тистически значимы при р<0,05 (ANOVA, критерий Ньюмена-Кейлса) 

Рисунок 8. Уровни ALK в гомогенате опухолевой ткани на фоне 7-суточного 

введения АХ-554 в терапевтических дозах 
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У животных контрольной серии уровень фермента повышался при срав-

нении с легкими интактных животных более, чем в 40 раз. Внутрижелудочное 

введение вещества АХ-554 оказывало дозозависимый эффект, направленный 

на снижение уровня биологической мишени в опухолевой ткани: при введении 

в МДД концентрация ALK в опухоли равнялась в среднем 4,67 нг/мл, при вве-

дении в СТД – 2,81, а при введении в ВТД – 1,17 нг/мл, что приближалось к 

значениям, полученным у интактных животных. 

Известно, что ведущими белковыми структурами, участвующими в 

аутофагии, являются рапамициновый комплекс 1 (mTORC1), фосфатидилино-

зитол-3-киназа (PI3K), киназа анапластической лимфомы (ALK) и некоторые 

другие [156]. PI3K/AKT путь является таргетом mTOR киназы: когда 

PI3K/AKT активированы, аутофагия ингибируется активной mTOR. И наобо-

рот, подавление активности PI3K/AKT сигнального пути ведет к активации 

аутофагии. Аутофагия, эволюционно законсервированный катаболический 

процесс, есть не что иное, как деградация клетки для очистки от поврежден-

ных поверхностных протеинов и органелл. Часто аутофагия активируется ре-

активными формами кислорода, гипоксией, недостатком питательных ве-

ществ, лекарственными стимулами или повреждением эндоплазматического 

ретикулума. Полученные результаты свидетельствуют о том, что АХ-554 при-

водит к активации аутофагии опухолевых клеток, что может рассматриваться 

как один из механизмов действия соединения. 

 

3.3 Результаты определения тканевой концентрации тубулина бета III в 

опухоли на фоне курсового введения АХ-554 

Изучили влияние курсового 7-суточного введения на тканевую концен-

трацию структурного онкогена – тубулина бета подкласса 3 в ткани немелко-

клеточного ксенографтного рака легкого (рисунок 9). 2-Аминия-7-(диэти-

ламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбо-нит-

рила N-ацетил-аминоэтаноат изучен в трех терапевтических дозах – ВТД, 



 59 

СТД, МДД. Концентрация биологической мишени в ткани исследована на 21 

сутки после трансплантации опухолевых клеток. 

 

 
Примечание: * - различия при сравнении с контрольными животными и жи-

вотными интактной группы статистически значимы при р<0,05; А - различия 

при сравнении с животными, получающими АХ-554 в двух других дозах ста-

тистически значимы при р<0,05 (ANOVA, критерий Ньюмена-Кейлса) 

Рисунок 9. Содержание TUBB3 в гомогенате опухолевой ткани 

ксенографтного рака легкого на фоне 7-суточного введения АХ-554 в терапев-

тических дозах 

 

У животных контрольной серии уровень структурного онкогена повы-

шался при сравнении с легкими интактных животных более, чем в 20 раз. 

Внутрижелудочное введение АХ-554 оказывало дозозависимый эффект, 

направленный на снижение уровня биологической мишени в опухолевой 

ткани: при введении в МДД концентрация тубулина-бета 3 в опухоли равня-

лась в среднем 13,5 нг/мл, при введении в СТД – 9,2, а при введении в ВТД – 
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3,4 нг/мл, что приближалось к значениям, полученным у интактных животных. 

Полученные результаты говорят о способности 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-

(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбо-нитрила N-ацетил-

аминоэта-ноата подавлять процесс деления опухолевых клеток в силу блоки-

рования образования микротрубочек, необходимых для расхождения ДНК. 

 

3.4 Влияние АХ-554 в диапазоне концентраций на полимеризацию тубу-

лина в опытах in vitro 

В специально созданной модельной системе изучили влияние различ-

ных концентраций АХ-554 на процесс полимеризации тубулина головного 

мозна быка. 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-

ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-амино-этаноат исследовали в кон-

центрации 2х10-7 М, которая соответствовала IC50, установленной на клеточ-

ной культуре человеческой аденокарциномы легкого А547/АТСС [15].  На ри-

сунке 10 представлены результаты проведенных экспериментов. 

 

    
Рисунок 10. Динамика полимеризации тубулина в in vitro модельной системе 
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При инкубации мономерного тубулина головного мозга быка с 2-

аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хро-

мен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноатом в концентрации 2х10-7 М 

наблюдали отставание начала процесса полимеризации в среднем на 4 мин по 

сравнению с контрольными опытами. Интенсивность полимеризации тубу-

лина на всем протяжении наблюдения была снижена и к концу опыта соста-

вила 68,8% от контрольных значений. 

Таким образом, на основании проведенных исследований мы можем 

сделать заключение, что АХ-554 в терапевтических дозах и эффективной кон-

центрации снижает как синтез тубулина-бета 3 в опухолевых клетках, так и 

его полимеризацию, что приводит к нарушению процессов клеточного деле-

ния.  

 

3.5 Результаты исследования экспрессии с-MET в ткани опухоли под 

действием АХ-554 

Изучили влияние курсового 7-суточного введения на тканевое содержа-

ние с-МЕТ (мезенхимально-эпителиальный фактор трансформации) в ткани 

ксенографтной опухоли легкого (рисунок 11) по уровню продукта его актива-

ции – HGF. 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диок-сол-5-

ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноат изучен в средней те-

рапевтической дозе. Концентрация биологического маркера в опухолевой 

ткани исследована на 21 сутки после трансплантации опухолевых клеток. 

У животных контрольной серии уровень онкогена повышался при срав-

нении с легкими интактных животных, в 2 раза. Внутрижелудочное введение 

АХ-554 в средней терапевтической дозе оказывало снижающий эффект при 

этом статистических различий ни с контролем, ни с интактными животными 

получено не было. 
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Примечание: * - различия при сравнении с интактными животными значимы 

при р<0,05 (ANOVA, критерий Ньюмена-Кейлса) 

Рисунок 11. Уровни HGF в гомогенате опухолевой ткани на фоне 7-суточного 

введения АХ-554 в средне-терапевтической дозе 

 

По современным представлениям экспрессия мезенхимального транс-

формирующего фактора опухолевыми клетками свидетельствует о формиро-

вании фармакорезистентности ткани опухоли к классическим, в первую оче-

редь, химиотерапевтическим средствам. Двукратное увеличение экспрессии в 

ксенографтной опухоли по сравнению с легкими интаткных животных не мо-

жет служить доказательством развивающейся фармакорезистентности в силу 

того, что материал опухоли был получен из первичных опухолевых узлов па-

циентов, ранее не получавших специфического лекарственного воздействия. 

Полученные результаты влияния АХ-554 на экспрессию маркера в опухолевой 
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личий концентрации продукта активации с-МЕТ в группе животных, получав-

ших АХ-554 при их сравнении ни с интактными, ни с контрольными живот-

ными. 

 

3.6 Исследование влияния АХ-554 на активность программируемой ги-

бели клеток ксенографтной опухоли 

Как известно, апоптоз включает генетически запрограммированную 

элиминацию клеток [89] и представляет собой один из фундаментальных про-

цессов развития, физиологии и гомеостаза. Любое нарушение в балансе про- 

и антиапоптотических механизмов может сопровождаться широким спектром 

нарушений, в том числе и малигнизацией. В организме млекопитающих в ре-

зультате последних исследований идентифицированы две ведущих сигналь-

ных системы, заканчивающихся активацией каспаз и запуском апоптоза. К 

ним относится внутренний путь активации, митохондриальной гибели [91], и 

внешний путь активации, или путь гибели рецепторов [92]. Оба пути сходятся 

на активации каспазы-3 и последующих дефрагментации ДНК, деградации ци-

тоскелета и ядерных белков, перекрестном связывании протеинов, формиро-

вании апоптозных телец, выработки лигандов – активаторов фагоцитирующих 

клеток и поглощении фагоцитами. При этом, внутренний путь запускается 

внутриклеточным стрессом, накоплением реактивных форм кислорода, радио-

активным излучением, редукцией факторов роста, снижением продукции ци-

токинов и воздействием цитотоксических лекарственных средств. Этот про-

цесс контролируется семейством Bcl-2 протеинов [94], которые приводят к вы-

ходу цитохрома с из митохондрий в цитозоль, генерации апоптосомы – моле-

кулярной платформы для активации каспазы-9, которая в последующем акти-

вирует каспазы-3 и 7. Во внешний путь не вовлекаются митохондрии, он за-

пускается через поверхностные клеточные рецепторы, такие как CD-95 (Apo-

1, Fas), TRAIL, и рецепторы фактора некроза опухолей. 
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В этой связи активация апоптотического процесса в клетках опухоли мо-

жет рассматриваться как ведущий механизм противоопухолевого действия 

кандидата в лекарственное средство. 

Влияние 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диок-

сол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноата на процессы 

программируемой гибели опухолевых клеток немелкоклеточного рака легкого 

изучили на ксенографтной модели при курсовом внутрижелудочном семису-

точном введении соединения мышам-акцепторам опухоли в среднетерапевти-

ческой дозе 137,6 мг/кг/сутки. На 21 сутки после прекращения введения у вы-

веденных из эксперимента мышей срезы извлеченных опухолей окрашивали 

anti-Caspasa-3 и anti-Bcl-2 антителами и изучили интенсивность позитивного 

окрашивания препаратов животных интактной группы, контрольных мышей 

(не получавших никакого специфического лечения) и животных, подвергну-

тых терапии АХ-554. Результаты представлены на рисунках 12 и 13 и в таб-

лице 3. 

 

Таблица 3. Интенсивность положительной реакции клеток немелко-клеточ-

ного рака легкого при окрашивании антителами к каспазе 3 и Bcl-2 на фоне 

курсового введения АХ-554 

№ 

п/п 
Экспериментальная группа n 

Интенсивность окрашивания, %, 

М±MSE 

Bcl-2 Каспаза-3 

1. Интактные легкие  26,4±2,3 13,5±1,7 

2. Нелеченная опухоль (контроль)  
59,4±3,2* 

p=0,001 

3,8±1,2* 

p=0,001 

3. АХ-554 137,6 мг/кг/сут  
12,6±1,5а 

p=0,001 

37,9±2,1а 

p=0,001 

Примечание: * - различия при сравнении с интенсивностью окрашивания препаратов ин-

тактных легких срастистически достоверны (ANOVA, критерий t Стьюдента); а – различия 

при сравнении с интактными легкими [15] и с препаратами животных, не получавших спе-

цифической терапии достоверны (ANOVA, критерий Тьюки)  
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Рисунок 12. Экспрессия каспазы-3 в препаратах интактных легких (А), немел-

коклеточного ксенографтного рака легкого в отсутствии специфического ле-

чения (Б),  немелкоклеточного ксенографтного рака легкого на фоне курсового 

лечения АХ-554 (В), ИГХ, х500 
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Рисунок 13. Экспрессия Bcl-2 в препаратах интактных легких (А), немелко-

клеточного ксенографтного рака легкого в отсутствии специфического лече-

ния (Б),  немелкоклеточного ксенографтного рака легкого на фоне курсового 

лечения АХ-554 (В), ИГХ, х500 
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Интактные легкие мышей BALB/c nu/nu характеризуются низкой экс-

прессией маркера апоптотической активности каспазы-3 и умеренной экспрес-

сией антиапоптотического Bcl-2, что отражает сбалансированное состояние 

клеточной популяции высокодифференцированных клеток. Малигнизирован-

ные клетки опухолевой ткани через 28 суток после трансплантации животным-

акцепторам характеризуются подавлением апоптотической активности, что 

проявляется в негативном окрашивании клеток на каспазу-3 и высокой экс-

прессией Bcl-2. 

Курсовое внутрижелудочное введение 2-аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-

метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-

аминоэтаноата в средне-терапевтической дозе сопровождалось значительным 

повышением экспрессии каспазы-3 опухолевыми клетками на фоне снижения 

интенсивности окрашивания препаратов опухоли на Bcl-2. Полученные 

результаты доказывают наличие апоптогенного компонента в механизме 

действия исследуемого соединения АХ-554. 
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4. СИСТЕМНАЯ КИНЕТИКА И БИОДОСТУПНОСТЬ АХ-554. ТКАНЕ-

ВАЯ КОНЦЕНТРАЦИЯ ВЕЩЕСТВА В ЛЕГКИХ 

 

4.1 Системная кинетика АХ-554 при внутривенном введении кроликам 

Индивидуальные значения концентраций АХ-554 при его внутривенном 

введении кроликам в минимально-действующей дозе, соответствующей с уче-

том биологического переноса 5,8 мг/кг однократно, приведены в приложении 

А. Усредненная кривая концентрация-время для АХ-554 в дозе 5,8 мг/кг при-

ведена на рисунке 14. Результаты расчета фармакокинетических параметров 

представлены в таблице 4.   

 
Рисунок 14.  Фармакокинетическая кривая АХ-554 при однократном внутри-

венном введении кроликам в дозе 5,8 мг/кг в линейных координатах  

 

Полученные результаты свидетельствуют о корректности выбранного 

дизайна исследования: на конечной точке АХ-554 в плазме крови даже при 

введении в минимально-действующей дозе определялась у 6 из 6 животных,  

отношение AUC0-t/AUC0-∞ составило 98,4% (допустимое значение – более 

80%). Уравнение зависимости концентрации АХ-554 от времени имело вид:  

С=2,13 х е-1,15 t+0,9 х е-0,07t 

Измеренная максимальная концентрация АХ-554 в плазме была равна 

2,51 мкг/мл, AUC0-t – 24,11 мкг/мл/ч, AUC0-∞ - 24,78 мкг/мл/ч. Период полу-

выведения составил 3,89 ч. Кажущийся объем распределения был равен 3,2 

л/кг,  общий клиренс  – 2,7 л/кг/ч.  

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

0 5 10 15 20 25

С,
	м
кг
/м

л



 68 

Таблица 4. Значения фармакокинетических показателей АХ-554 в плазме 

крови при внутривенном введении вещества кроликам в дозе 5,8 мг/кг 
Индекс Измерительная единица Результат измерения 

Cmax мкг/мл 2,51 

AUC0-t мкг×ч/мл 24,11 

AUC0-∞ мкг×ч/мл 24,78 

AUC0-t/AUC0-∞ % 97,8 

MRT ч 6,2 

Vss л/кг 7,7 

kel ч-1 0,29 

t1/2 ч 3,91 

Tmax ч 2,71 

Cl мл/кг/ч 2,7 

 

Индивидуальные значения концентраций соединения АХ-554 при его 

внутривенном введении кроликам в средне-терапевтической дозе, соответ-

ствующей с учетом биологического переноса 37,4 мг/кг однократно, приве-

дены в приложении А. Усредненная кривая концентрация – время для АХ-554 

в дозе 37,4 мг/кг приведена на рисунке 15. Результаты расчета фармакокине-

тических параметров представлены в таблице 5.  

 
Рисунок 15. Фармакокинетические кривые АХ-554 при однократном внутри-

венном введении кроликам в дозе 37,4 мг/кг в линейных координатах  

 

Уравнение зависимости концентрации АХ-554 от времени имело вид:  

0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20

0 5 10 15 20 25

С,
	м
кг
/м

л



 69 

С=13,7 х е-1,17 t+1,28 х е-0,09t 

Измеренная максимальная концентрация АХ-554 в плазме была равна 

16,57 мкг/мл, AUC0-t – 126,91 мкг/мл/ч, AUC0-∞ - 128,14 мкг/мл/ч. Период по-

лувыведения составил 3,02 ч. Кажущийся объем распределения был равен 

4,3 л/кг,  общий клиренс  – 2,9 л/кг/ч.  

 

Таблица 5. Значения фармакокинетических показателей АХ-554 в плазме 

крови при внутривенном введении кроликам в дозе 37,4 мг/кг 
Индекс Измерительная единица Результат измерения 

Cmax мкг/мл 16,57 

AUC0-t мкг×ч/мл 126,91 

AUC0-∞ мкг×ч/мл 128,14 

AUC0-t/AUC0-∞ % 99,2 

MRT ч 5,9 

Vss л/кг 7,5 

kel ч-1 0,29 

t1/2 ч 3,02 

Tmax ч 3,32 

Cl мл/кг/ч 2,9 

 

Индивидуальные значения концентраций соединения 4-аминохромена 

АХ-554 при его внутривенном введении кроликам в высшей терапевтической 

дозе, соответствующей с учетом биологического переноса 104,3 мг/кг одно-

кратно, приведены в приложении А. Усредненная кривая концентрация-время 

для АХ-554 в дозе 104,3 мг/кг приведена на рисунке 16. Результаты расчета 

фармакокинетических параметров представлены в приложении А, а их значе-

ния представлены в таблице 6.   

Уравнение зависимости концентрации АХ-554 от времени имело вид:  

С=46 х е-1,12 t+3,92 х е-0,08t 
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Измеренная максимальная концентрация АХ-554 в плазме была равна 55,7 

мкг/мл, AUC0-t – 311,33 мкг/мл/ч, AUC0-∞ - 313,48 мкг/мл/ч. Период полувыве-

дения составил 3,01 ч. Кажущийся объем распределения был равен 3,9 л/кг,  

общий клиренс  – 2,7 л/кг/ч. 

 
Рисунок 16.  Фармакокинетические кривые АХ-554 при однократном внутри-

венном введении кроликам в дозе 104,3 мг/кг в линейных координатах  

 

Таблица 6. Значения фармакокинетических показателей АХ-554 в плазме 

крови при внутривенном введении на ее основе кроликам в дозе 104,3 мг/кг 
Индекс Измерительная единица Результат измерения 

Cmax мкг/мл 55,7 

AUC0-t мкг×ч/мл 311,33 

AUC0-∞ мкг×ч/мл 313,48 

AUC0-t/AUC0-∞ % 99,1 

MRT ч 6,1 

Vss л/кг 7,2 

kel ч-1 -0,29 

t1/2 ч 4,32 

Tmax ч 3,02 

Cl мл/кг/ч 2,7 

 

Определение фармакокинетических параметров при внутривенном вве-

дении в трех терапевтических дозах необходимо для решения вопроса о ли-

нейности фармакокинетики потенциального лекарственного средства при его 

0

10

20

30

40

50

60

0 5 10 15 20 25

С,
	м
кг
/м

л



 71 

системном введении. Гипотезу линейности определили для зависимости Cmax 

и AUC0-t от вводимой дозы АХ-554. Результаты представлены на рисунке 17. 

 

 
Рисунок 17. Линейность изменения максимальной измеренной концентрации  

и AUC0-t АХ-554 в плазме крови кроликов при внутривенном введении в дозах 

5,8; 37,4 и 104,3 мг/кг 

 

Таким образом, при внутривенном введении кроликам доказана линей-

ность изменения основных фармакокинетических параметров 2-Аминия-7-

(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-

карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноата. 
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4.2 Биодоступность и кинетика АХ-554 при внутрижелудочном введении 

кроликам 

Поскольку преимущественным путем введения АХ-554 является путь 

введения внутрь, на следующем этапе нашего исследования изучили систем-

ную кинетику 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d] [1,3]диок-

сол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноата при внутриже-

лудочном введении кроликам. 

Индивидуальные значения концентраций АХ-554 при его внутрижелу-

дочном введении кроликам в минимально-действующей дозе, соответствую-

щей с учетом биологического переноса 5,8 мг/кг однократно, приведены в при-

ложении А. Усредненная кривая концентрация-время для АХ-554 в дозе 5,8 

мг/кг приведена на рисунке 18. Результаты расчета фармакокинетических па-

раметров представлены  в таблице 7.   

 
Рисунок 18.  Фармакокинетические кривые АХ-554 при однократном внутри-

желудочном введении кроликам в дозе 5,8 мг/кг в линейных координатах 

 

Полученные результаты свидетельствуют о корректности выбранного 

дизайна исследования: на конечной точке АХ-554 в плазме крови даже при 

введении в минимально-действующей дозе определялась у 6 из 6 животных,  

отношение AUC0-t/AUC0-∞ составило 98,4% (допустимое значение – более 

80%). 

Уравнение зависимости концентрации АХ-554 от времени имело вид:  
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С=2,25 х е-1,15 t+0,76 х е-0,07t 

Измеренная максимальная концентрация АХ-554 в плазме была равна 

2,41 мкг/мл, AUC0-t – 20,95 мкг/мл/ч, AUC0-∞ - 21,88 мкг/мл/ч. Период полувы-

ведения составил 4,77 ч. Кажущийся объем распределения был равен 3,3 л/кг,  

общий клиренс  – 3,0 л/кг/ч. Абсолютная биодоступность составила 97,5%. 

 

Таблица 7. Значения фармакокинетических показателей АХ-554 в плазме 

крови при внутрижелудочном введении кроликам в дозе 5,8 мг/кг 
Индекс Измерительная единица Результат измерения 

Cmax мкг/мл 2,41 

AUC0-t мкг×ч/мл 20,95 

AUC0-∞ мкг×ч/мл 21,88 

AUC0-t/AUC0-∞ % 98,7 

MRT ч 6,3 

Vss л/кг 7,1 

kel ч-1 0,30 

t1/2 ч 4,77 

Tmax ч 2,32 

Cl мл/кг/ч 3,0 

 

Индивидуальные значения концентраций АХ-554 при его внутрижелу-

дочном введении кроликам в средне-терапевтической дозе, соответствующей 

с учетом биологического переноса 37,4 мг/кг однократно, приведены в прило-

жении А. Усредненная кривая концентрация-время для АХ-554 в дозе 37,4 

мг/кг приведена на рисунке 19. Результаты расчета фармакокинетических па-

раметров представлены в таблице 8.   

Уравнение зависимости концентрации АХ-554 от времени имело вид:  

С=11,7*е-1,15 t+2,8* е-0,12 t 
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Рисунок 19.  Фармакокинетические кривые АХ-554 при однократном внутри-

желудочном введении кроликам в дозе 37,4 мг/кг в линейных координатах  

 

Измеренная максимальная концентрация АХ-554 в плазме была равна 

13,87 мкг/мл, AUC0-t – 119,03 мкг/мл/ч, AUC0-∞ - 119,96 мкг/мл/ч. Период по-

лувыведения составил 5,21 ч. Кажущийся объем распределения был равен 4,0 

л/кг,  общий клиренс  – 3,2 л/кг/ч. Общая биодоступность составила 91,6%. 

 

Таблица 8. Значения фармакокинетических показателей АХ-554 в плазме 

крови при внутрижелудочном введении кроликам в дозе 37,4 мг/кг 
Индекс Измерительная единица Результат измерения 

Cmax мкг/мл 13,87 

AUC0-t мкг×ч/мл 119,03 

AUC0-∞ мкг×ч/мл 119,96 

AUC0-t/AUC0-∞ % 98,6 

MRT ч 6,0 

Vss л/кг 7,2 

kel ч-1 0,28 

t1/2 ч 5,21 

Tmax ч 2,84 

Cl мл/кг/ч 3,2 

 

Индивидуальные значения концентраций АХ-554 при его внутрижелу-

дочном введении кроликам в высшей терапевтической дозе, соответствующей 
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с учетом биологического переноса 104,3 мг/кг однократно, приведены в при-

ложении А. Усредненная кривая концентрация – время для АХ-554 в дозе 

104,3 мг/кг приведена на рисунке 20. Результаты расчета фармакокинетиче-

ских параметров представлены в таблице 9.  

 
Рисунок 20.  Фармакокинетические кривые АХ-554 при однократном внутри-

желудочном введении кроликам в дозе 104,3 мг/кг в линейных координатах 

 

Уравнение зависимости концентрации АХ-554 от времени имело вид:  

С=46*е-1,13 t+3,2* е-0,09 t 

Измеренная максимальная концентрация АХ-554 в плазме была равна 

51,2 мкг/мл, AUC0-t – 287,53 мкг/мл/ч, AUC0-∞ - 285,43 мкг/мл/ч. Период полу-

выведения составил 5,42 ч. Кажущийся объем распределения был равен 4,2 

л/кг,  общий клиренс  – 2,8 л/кг/ч. Абсолютная биодоступность при введении 

в высшей терапевтической дозе составила 90,7%. 

Определение фармакокинетических параметров 2-Аминия-7-

(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диок-сол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбо-

нитрила N-ацетил-аминоэтаноата при внутрижелудочном введении в трех те-

рапевтических дозах необходимо для решения вопроса о линейности фарма-

кокинетики вещества при его внутрижелудочном введении. Гипотезу линей-

ности при данном пути введении определили для зависимости Cmax и AUC0-t от 

вводимой дозы АХ-554. Результаты представлены на рисунке 21. 
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Таблица 9. Значения фармакокинетических показателей АХ-554 в плазме 

крови при внутрижелудочном введении кроликам в дозе 104,3 мг/кг 
Индекс Измерительная единица Результат измерения 

Cmax мкг/мл 51,2 

AUC0-t мкг×ч/мл 287,53 

AUC0-∞ мкг×ч/мл 295,43 

AUC0-t/AUC0-∞ % 97,3 

MRT ч 6,4 

Vss л/кг 8,1 

kel ч-1 -0,31 

t1/2 ч 5,42 

Tmax ч 2,93 

Cl мл/кг/ч 5,1 

 

  
 

Рисунок 21. Линейность изменения максимальной измеренной концентрации 

и AUC0-t АХ-554 в плазме крови кроликов при внутрижелудочном введении в 

дозах 5,8; 37,4 и 104,3 мг/кг 

Таким образом, при внутрижелудочном введении также обоснована ли-

нейность изменения основных фармакокинетических параметров АХ-554 в 

виде ФС у кроликов. 
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4.3 Тканевая концентрация АХ-554 в ткани легкого при однократном 

внутрижелудочном введении 

Индивидуальные значения концентраций АХ-554 в ткани легких при его 

внутрижелудочном введении кроликам в средне-терапевтической дозе, соот-

ветствующей с учетом биологического переноса 37,4 мг/кг однократно, при-

ведены в приложении А. Усредненная кривая концентрация – время для АХ-

554 для ткани легких приведена на рисунке 22. Результаты расчета фармако-

кинетических параметров представлены в таблице 10.  

 

 
Рисунок 22.  Фармакокинетические кривые АХ-554 в ткани легких при одно-

кратном внутрижелудочном введении кроликам в дозе 37,4 мг/кг  

 

Уравнение зависимости концентрации АХ-554 от времени имело вид:  

С=17,3 х е-1,15 t+2,8 х е-0,12t 

Измеренная максимальная концентрация АХ-554 в ткани легких была 

равна 9,2 мкг/мл, AUC0-t – 88,61 мкг/мл/ч, AUC0-∞ - 89,34 мкг/мл/ч. Среднее 

время удержания составило 6,18 ч. Кажущийся объем распределения был 

равен 7,4 л/кг,  общий клиренс достигал – 3,6 л/кг/ч.  
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Таблица 10. Значения фармакокинетических показателей АХ-554 в ткани лег-

ких при внутрижелудочном введении кроликам в дозе 37,4 мг/кг 

Индекс Измерительная единица Результат измерения 

Cmax мкг/мл 9,20 

AUC0-t мкг×ч/мл 88,61 

AUC0-∞ мкг×ч/мл 89,34 

AUC0-t/AUC0-∞ % 99,1 

MRT ч 6,18 

Vss л/кг 7,4 

kel ч-1 0,21 

Cl мл/кг/ч 3,6 

 

Таким образом, при внутрижелудочном введении 2-Аминия-7-

(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диок-сол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбо-

нитрила N-ацетил-аминоэтаноат в диапазоне доз от минимально-действующей 

до высшей терапевтической создает в крови и ткани легких концентрации, 

превышающие значение IC50, установленные в культуре клеток, 

сохраняющиеся более 5 часов. 
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5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Как известно, вещества природного происхождения в течение многих 

лет выступают в качестве источников создания лекарственных средств. Даже 

теперь, в так называемую эру рака, такие природные агенты, как адриамицин 

и паклитаксел каждодневно применяются в терапии злокачественных новооб-

разований [17]. Помимо растений, произрастающих на суше, морская экоси-

стема также рассматривается в настоящее время как безграничный ресурс для 

новых и эффективных фармакологических веществ [18]. Крупные достижения 

в области переработки и биотехнологий наряду с развитием аналитической хи-

мии, спектроскопии и высокоспецифичных и чувствительных скрининговых 

методов открывают широкие горизонты для использования биологических ис-

точников в создании эффективных лекарственных средств. Биофармакология 

как наука – сравнительно молодая отрасль знаний, использующая в качестве 

предмета для разработки лекарства биологический объект. За последние 20 лет 

были проведены широкомасштабные скрининговые исследования, позволив-

шие обнаружить вещества с противовирусный [19], антибактериальной [20], 

противогрибковой [21], противопаразитарной [22], противоопухолевой [23] и 

противовоспалительной [24] активностью.  

Как известно, нормальные клетки приобретают свойства злокачествен-

ности в результате многоэтапных генетических мутаций, что и приводит к 

формированию огромного количества типов злокачественных новообразова-

ний [58]. Вместе с тем, большинство видов опухолей обладают определен-

ными общими признаками, которые должны учитываться при разработке эф-

фективных противоопухолевых лекарственных средств. Hanahan and Weinberg 

идентифицировали шесть главных таргетов в человеческих опухолях: самодо-

статочность в сигнализации роста, нечувствительность к ингибирующим рост 

сигналам, избегание программируемой гибели (апоптоза), нелимитированный 

репликативный потенциал, поддерживающийся ангиогенез, инвазивность и 

метастазирование [59]. 
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Среди большого многообразия природных веществ одним из наиболее 

перспективных классов соединений, среди которых уже выделен целый ряд 

молекул с противоопухолевой активностью, являются кумарины. В свою оче-

редь, в структуре кумаринов естественные и полусинтетические хромены об-

ладают антипролиферативным, антиангиогенных и антиметастатическим дей-

ствием при отсутствии прямой цитотоксичности.  

В нашей лаборатории ранее был разработан метод получения и изучено 

полусинтетическое соединение кумарина 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-ме-

токси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-ами-

ноэтаноат. На модели гетеротопических сингенных опухолей мышей (опухоль 

легких и меланома В16) в дозозависимом режиме была установлена противо-

опухолевая активность соединения. Были вычислены эффективные подавляю-

щие концентрации в культуре клеток опухолевой линии человеческого рака 

легких А549/АТСС, рассчитаны эффективные терапевтические дозы, позволя-

ющие добиваться редукции и ремиссии опухолевого процесса [10-16]. 

Наряду со значительной антибластомной активностью нами также была 

установлена высокая безопасность системного перорального применения со-

единения. В частности, коллеги определили, что производное хромена отно-

сится к малотоксичным соединениям, при курсовом введении не обладает ал-

лергизирующим, иммуно-, генотоксическим, мутагенным и канцерогенным 

действием, не обладает репродуктивной токсичностью, что делает 2-аминия-

7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-кар-

бонитрила N-ацетил-аминоэтаноат безусловно привлекательным как потенци-

альный кандидат в лекарственное средство. Вместе с этим, детального изуче-

ния механизма действия, а также фармакокинетики соединения при внутриже-

лудочном введении не проводилось, что обусловливает несомненную актуаль-

ность настоящего исследования. 

Исходя из накопленных к настоящему времени сведений о фармаколо-

гии противоопухолевых хроменов – природных или полусинтетических кума-



 81 

ринов – при планировании настоящего исследования и выборе методов изуче-

ния механизма действия 2-аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-

бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтано-

ата мы приняли во внимание то, что вещества рассматриваемого класса прак-

тически лишены прямой цитотоксичности, но, вместе с тем, нарушают про-

цессы роста и пролиферации малигнизированных клеток, инвазию и метаста-

зирование. 

При изучении механизма действия АХ-554 в опытах на животных – но-

сителях ксенографтной модели рака легкого вещество вводили мышам внут-

рижелудочно в высшей, средне-терапевтической и минимально-действиую-

щей дозах, определенных нами совместно с М.О. Дудиной [227]: МДД – 21,2 

мг/кг, СТД – 137,6 мг/кг и ВТД – 384,0 мг/кг. При проведении исследований в 

in vitro модельных системах применяли АХ-544 в от диапазоне от 10-9 до 10-4 

М, с учетом того, что средняя эффективная концентрация (IC50) составляет 

2х10-7 М.  

Для формирования ксенографтной модели немелкоклеточного челове-

ческого рака легкого использовали метод, описанный нами ранее [228]. 

Формирование экспериментальных групп животных со сформированным 

ксенографтом проводили при достижении опухоли размеров 100-200 мм3. 

Каждая группа включала 15 животных со сформированным ксенографтом. 

5 отобранных случайным образом животных выводили из эксперимента на 

21 сутки после окончания введения АХ-554 или референтного препарата, 

опухоли извлекали и проводили лабораторные исследования. За оставши-

мися животными наблюдали, оценивая динамику роста опухоли и выжива-

емость в группах.  

Соответствие разработанной нами на первом этапе исследования ксе-

нографтной модели реальной клинической практике изучили при парал-

лельном лечении опухоли введением животным-акцепторам помимо ис-

следуемого АХ-554 также референтных препаратов доксорубицина и 

цисплатина.  
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Исследуемое вещество АХ-554 при внутрижелудочном введении в трех 

исследуемых дозах продемонстрировало наличие значимого противоопухоле-

вого эффекта, сопоставимого с действием противоопухолевого антибиотика и 

препарата платины. При введении в течение 7 суток в минимально-действую-

щей дозе 21,2 мг/кг индекс ТРО на 7 сутки после прекращения лечения – 

наиболее чувствительный индикатор эффективности – составлял 34%. Однако 

при увеличении дозы до средней терапевтической – 137,6 мг/кг/сутки значе-

ние индекса к 7 суткам составляло 53, а высшей терапевтической дозе – 70 

[227]. Также для 2-аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диок-

сол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-аце-тиламиноэтаноата присуща зако-

номерность, описанная для цисплатина, а именно сохраняющийся после от-

мены цитостатический эффект, проявляющийся в углублении противоопухо-

левой активности, и прогрессирующего уменьшения массы и объема опухоли. 

АХ-554 в средней и высшей терапевтических дозах оказывало заметное анти-

метастатическое действие в виде снижения частоты метастазирования и сред-

него числа поверхностных метастазов [227]. При изучении частоты ремиссий 

и выздоровлений при использовании АХ-554 в СТД и ВТД, частота ремиссии 

составила 20%. 

Система микротрубочек играет ключевую роль в клеточном делении, 

что делает ее важной мишенью для противоопухолевых лекарственных 

средств [62]. Они составлены из полимеризованных гетерополимеров а-, у- и 

β-тубилина, образующих 13 протофиламентов. В естественном состоянии 

микротрубочки и свободный тубулин существуют в виде очень динамичной 

среды, подверженной внешним воздействиям [63]. Противоопухолевые веще-

ства могут нарушать равновесное состояние микротрубочек, ингибируя мито-

тическое веретено и действуя как антимитотические агенты [64]. Антимитоти-

ческие средства, воздействующие на микротрубочки, можно разделить на де-

стабилизирующие и стабилизирующие. 
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На ксенографтной модели немелкоклеточного рака легкого внутрижелу-

дочное введение АХ-554 животным-носителям опухоли оказывало дозозави-

симый эффект, направленный на снижение уровня биологической мишени в 

опухолевой ткани: при введении в МДД концентрация TUBB3 в опухоли рав-

нялась в среднем 13,5 нг/мл, при введении в СТД – 9,2, а при введении в ВТД 

– 3,4 нг/мл, что приближалось к значениям, полученным у интактных живот-

ных. Полученные результаты говорят о способности 2-Аминия-7-(диэти-

ламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила 

N-ацетил-аминоэтаноата подавлять процесс деления опухолевых клеток в 

силу блокирования образования микротрубочек, необходимых для расхожде-

ния ДНК. 

При инкубации мономерного тубулина головного мозга быка с АХ-554 

в концентрации 2х10-7 М наблюдали отставание начала процесса полимериза-

ции в среднем на 4 мин по сравнению с контрольными опытами. Интенсив-

ность полимеризации тубулина на всем протяжении наблюдения была сни-

жена и к концу опыта составила 68,8% от контрольных значений. 

Таким образом, на основании проведенных исследований мы можем 

сделать заключение, что АХ-554 в терапевтических дозах и эффективной кон-

центрации снижает как синтез тубулина-бета 3 в опухолевых клетках, так и 

его полимеризацию, что приводит к нарушению процессов клеточного деле-

ния. 

В живых организмах процесс программируемой клеточной гибели, зна-

менуя терминальную фазу клеточной жизни, вовлечен в различные явления, 

такие как морфогенез, поддержание тканевого гомеостаза и элиминацию по-

врежденных клеток. Дисфункция программируемой гибели клеток и накопле-

ние генетических ошибок позволяет злокачественным клеткам выживать и 

распространяться – мигрировать. Программируемая гибель может быть кате-

горизирована на три процесса: апоптоз, аутофагия, и вариантная форма 

апоптоза, называемая некропртозом [87, 88]. 
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Аутофагия, эволюционно законсервированный катаболический процесс, 

есть не что иное, как деградация клетки для очистки от поврежденных поверх-

ностных протеинов и органелл [95]. Часто аутофагия активируется реактив-

ными формами кислорода, гипоксией, недостатком питательных веществ, ле-

карственными стимулами или повреждением эндоплазматического ретику-

лума. Ведущими белковыми структурами, участвующими в аутофагии, явля-

ются рапамициновый комплекс 1 (mTORC1), фосфатидилинозитол-3-киназа 

(PI3K), киназа анапластической лимфомы (ALK), беклин-1 и р53 [96]. 

PI3K/AKT путь является таргетом mTOR киназы: когда PI3K/AKT активиро-

ваны, аутофагия ингибируется активной mTOR. И наоборот [97]. 

На ксенографтной модели в опухолевой ткани человека изучили экс-

прессию фермента PI3K/ALK. У животных контрольной серии уровень фер-

мента повышался при сравнении с легкими интактных животных более, чем в 

40 раз. Внутрижелудочное введение вещества АХ-554 оказывало дозозависи-

мый эффект, направленный на снижение уровня биологической мишени в опу-

холевой ткани: при введении в МДД концентрация ALK в опухоли равнялась 

в среднем 4,67 нг/мл, при введении в СТД – 2,81, а при введении в ВТД – 1,17 

нг/мл, что приближалось к значениям, полученным у интактных животных. 

Следовательно подавление активности PI3K/ALK сигнального пути приводит 

к активации аутофагии опухолевых клеток. 

По современным представлениям экспрессия мезенхимального транс-

формирующего фактора опухолевыми клетками свидетельствует о формиро-

вании фармакорезистентности ткани опухоли к классическим, в первую оче-

редь, химиотерапевтическим средствам. Двукратное увеличение экспрессии в 

ксенографтной опухоли по сравнению с легкими интаткных животных не мо-

жет служить доказательством развивающейся фармакорезистентности в силу 

того, что материал опухоли был получен из первичных опухолевых узлов па-

циентов, ранее не получавших специфического лекарственного воздействия. 

Полученные результаты влияния АХ-554 на экспрессию маркера в опухолевой 
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ткани доказывают это наше предположение: нами не получено значимых от-

личий концентрации продукта активации с-МЕТ в группе животных, получав-

ших АХ-554 при их сравнении ни с интактными, ни с контрольными живот-

ными. 

Курсовое внутрижелудочное введение 2-Аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-

метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-

аминоэтаноата в средне-терапевтической дозе сопровождалось значительным 

повышением экспрессии каспазы-3 опухолевыми клетками на фоне снижения 

интенсивности окрашивания препаратов опухоли на Bcl-2. Полученные 

результаты доказывают наличие апоптогенного компонента в механизме 

действия исследуемого соединения АХ-554. 

С помощью метода иммуногистохимии нам также удалось установить, 

что курсовое внутрижелудочное введение 2-аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-ме-

токси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-ами-

ноэтаноата в средне-терапевтической дозе сопровождалось значительным по-

вышением экспрессии каспазы-3 опухолевыми клетками на фоне снижения 

интенсивности окрашивания препаратов опухоли на Bcl-2. Полученные 

результаты доказывают наличие апоптогенного компонента в механизме 

действия исследуемого соединения АХ-554. 

На заключительном этапе работы изучили системную кинетику АХ-554 

при внутривенном введении, а также биодоступность и концентрацию 

вещества в легочной ткани животных внутрижелудочном введения 

соединения. 

Анализируя фармакокинетические кривые АХ-554 в плазме, можно от-

метить следующее. Биэкспоненциальный характер фармакокинетической кри-

вой свидетельствовал о наличии, как минимум, двух механизмов элиминации 

АХ-554 из кровотока как при внутривенном, так и при внутрижелудочном вве-

дении. Альфа-фаза элиминации, характеризующаяся весьма коротким перио-

дом полувыведения, может быть связана с быстрым поступлением препарата 

в ткани, а также связыванием с различными органическими соединениями. В 
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бета-фазу снижение концентрации АХ-554, вероятно, обусловлено более мед-

ленными метаболическими превращениями и почечной экскрецией не связан-

ного с белками вещества в условиях установившегося квазистационарного со-

стояния. При введении ФС АХ-554 кроликам внутривенно и внутрижелудочно 

в дозах, пропорциональных минимально-действующей, средне-терапевтиче-

ской и высшей терапевтической установлена линейная зависимость между 

введенными дозами и фармакокинетическими параметрами Сmax и AUC0-t. 

При внутрижелудочном введении АХ-554 вне зависимости от введенной 

дозы быстро всасывается в системный кровотоr, достигая пиковой концентра-

ции в плазме к 2 часам. Абсолютная биодоступность АХ-554, введенного в 

виде фармацевтической субстанции, составила для введенной дозы 5,8 мг/кг 

(соответствует минимально-действующей) 97,5%, для дозы 37,4 мг/кг (соот-

ветствует средне-терапевтической дозе) – 91,6%, для высшей терапевтической 

дозы (в пересчете на кролика 104,3 мг/кг) – 90,7%. Следовательно, биодоступ-

ность АХ-554 в виде фармацевтической субстанции при внутрижелудочном 

введении, составляет более 90%. Соединение при внутрижелудочном введе-

нии накапливается в ткани лекгих и определяется более 5 ч в концентрациях, 

превышающих IC50. 
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5.1 Итоги выполнения диссертационного исследования 

На оригинальной ксенографтной модели человеческого немелкоклеточ-

ного рака легкого с использованием в качестве акцептора атимических имму-

нодефицитных облученных мышей-самок BALB/c nu/nu с пересаженными че-

ловеческими лимфоцитами установлен механизм противобластомного дей-

ствия 2-аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-

4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэта-ноата (АХ-554) на основе 4-

аминохромена. При курсовом 7-суточном внутрижелудочном введении в 

средне-терапевтической дозе исследуемое вещество активирует апоптоз и 

аутофагию опухолевых клеток. Исследуемое соединение 4-аминохромена АХ-

554 подавляет процесс клеточного деления за счет снижения продукции и по-

лимеризации бета-тубулина класса 3. Соединение 2-аминия-7-(диэтиламино)-

4-(4-метокси-бензо[d][1,3] диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-аце-

тил-аминоэтаноат не вызывает формирования фармакорезистентности. При 

внутрижелудочном введении в диапазоне доз от минимально-действующей до 

высшей терапевтической создает в крови и ткани легких концентрации, пре-

вышающие значение IC50, установленные в культуре клеток, сохраняющиеся 

более 5 часов. Совокупность полученных данных свидетельствует о наличии 

в механизме действия АХ-554 антипролиферативного, антиметастатического 

компонент, способности активировать программируемую гибель опухолевых 

клеток и, в совокупности с ранее полученными данными о хронической ток-

сичности вещества, прогнозировать его относительную безопасность. 
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5.2 Перспективы дальнейшего развития темы диссертации 

В свете полученных результатов наиболее перспективными направлени-

ями развития темы настоящего диссертационного исследования являются 

фундаментальное и прикладное. В рамках первого было бы чрезвычайно акту-

альным и важным изучить активность и механизмы противоопухолевого дей-

ствия АХ-554 на других моделях злокачественных новообразований, пред-

ставляющих большую проблему с точки зрения выбора оптимальных химио-

терапевтических стратегий. Кроме того, не останавливаясь на имеющихся све-

дениях о точках приложения действия 2-аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-ме-

токси-бензо[d][1,3] диоксол-5-ил)-4Н-хро-мен-3-карбонитрила N-ацетил-ами-

ноэтаноата большой научных интерес представляет исследование влияния ве-

щества и на другие важнейшие внутриклеточные сигнальные пути, в частно-

сти опосредуемые семейством киназ МАРК. 

Прикладная перспектива полученных результатов видится в продолже-

нии исследований готовой лекарственной формы АХ-554, позиционирование 

вещества как кандидата в отечетсвенное лекарственное средство для лечения 

чувствительных форм немелкоклеточного рака легких. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Для изучения фармакологических свойств АХ-554 и других перспек-

тивных противоопухолевых молекул в опытах in vivo, максимально прибли-

женных к условиям человеческого организма, разработана уникальная биоло-

гическая платформа ксенографтной модели человеческого немелкоклеточного 

рака легкого с использованием в качестве акцептора гуманизированных ати-

мических иммунодефицитных мышей-самок BALB/c nu/nu с пересаженными 

человеческими лимфоцитами. 

2. При внутрижелудочном курсовом 7-суточном введении в дозах 21,2 

мг/кг, 137,6 мг/кг и 384,0 мг/кг, соответствующих минимально-действующей, 

средне-терапевтической и высшей терапевтической, АХ-554 ингибирует на 

25% и более рост ксенографтной опухоли, подавляет ее метастазирование; в 

высшей терапевтической дозе вызывает ремиссию злокачественного процесса 

у 4 животных из группы(20% наблюдений, р=0,005). Установлено, что 2-

аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хро-

мен-3-карбонитрила N-ацетил-аминоэтаноат не вызывает формирования хи-

миорезистентности. 

3. При курсовом 7-суточном внутрижелудочном введении в средне-те-

рапевтической дозе 137,6 мг/кг АХ-554 повышает при сравнении с контроль-

ными животными экспрессию каспазы-3 до 37,9±2,1 (в 10 раз)и снижает экс-

прессию Bcl-2 до 12,6±1,5 (в 4,8 раза)и, тем самым, активирует апоптоз опу-

холевых клеток немелкоклеточной карциномы легкого.  

4. Внутрижелудочное семисуточное введение АХ-554 сопровождается 

дозозависимым подавлением экспрессии рецепторной тирозинкиназы анапла-

стической лимфомы (PI3K/ALK) в опухолевых клетках: в среднем до 1,17 

нг/мл в ВТД, до 2,81 нг/мл в СТД и до 4,67 нг/мл в МДД, что доказывает спо-

собность вещества активировать процессы аутофагии опухолевых клеток, и, 

таким образом, тормозить опухолевую прогрессию.  
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5. В основе антипролиферативного действия 2-аминия-7-(диэтиламино)-

4-(4-метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацети-

ламиноэтаноата лежит снижение продукции структурного компонента микро-

трубочек – бета-тубулина класса 3 в диапазоне от 3,4 нг/мл до 13,5 нг/мл в 

зависимости от вводимой дозы. Инкубация АХ-554 в эффективной противо-

опухолевой концентрации 2х10-7 М в препарате тубулина-мономера головного 

мозга быка на 31,2% ингибирует скорость полимеризации тубулина (р=0,001 

при сравнении с группой контроля).  

6. При внутрижелудочном введении 2-аминия-7-(диэтиламино)-4-(4-

метокси-бензо[d][1,3]диоксол-5-ил)-4Н-хромен-3-карбонитрила N-ацетил-

аминоэтаноат в диапазоне доз от минимально-действующей до высшей тера-

певтической биодоступность вещества превышает 90%; при этом на фоне вве-

дения СТД вещества в крови и ткани легких создаются концентрации равные 

13,78 и 9,20 мкг/мл соответственно, превышающие значение IC50, установлен-

ные в культуре клеток, сохраняющиеся в крови – более 5 часов и в ткани лег-

ких – более 6,18 часов. 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

 

1. Для изучения фармакологических свойств перспективных веществ, 

обладающих противоопухолевой активностью, может быть использована био-

логическая in vivo платформа, представляющая собой атимических иммуноде-

фицитных мышей-самок BALB/c nu/nu, гуманизированных путем 

сублетальным облучением с последующей трансплантацией человеческих 

лимфоцитов и гетеротопической инокуляцией опухолевой ткани. 

2. При планировании доклинических исследований противоопухолевой 

активности готовой лекарственной формы АХ-554 рекомендуется использо-

вать внутрижелудочный путь введения, позволяющий достигать оптимальных 

показателей терапевтической эффективности и создавать эффективные кон-

центрации в плазме крови и органе-мишени.  
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ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ И СОКРАЩЕНИЙ 
	
ВТД – высшая терапевтическая доза 

ИГХ – иммуногистохимия 

ИФА – иммуноферментный анализ 

МДД – минимально-действующая доза 

СТД – средне-терапевтическая доза 

ТРО – торможение роста опухоли 

IC50 – эффективная подавляющая концентрация 

TUBB3 – тубулин-бета 3 
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Приложение А 
Таблица А1 – Индивидуальные значения концентраций АХ-554 в плазме крови экспериментальных животных (кроликов) при однократном 

внутривенном введении в дозе 5,8 мг/кг 

№ животного 
Значение концентрации на временной точке, мкг/мл 

0 0,25 0,5 1 2 3 4 6 8 12 16 24 

1 <НПКО 2,9 2,6 2,5 1,8 1,5 1,3 0,4 0,23 0,06 0,03 <НПКО 

2 <НПКО 2,5 2,3 2,3 2 1,9 1,6 0,51 0,26 <НПКО <НПКО <НПКО 

3 <НПКО 2,7 2,4 2,1 1,7 1,6 1,4 0,47 0,22 0,12 0,08 <НПКО 

4 <НПКО 2,8 2,5 2,2 2,3 1,5 1,2 0,39 0,18 <НПКО <НПКО <НПКО 

5 <НПКО 2,8 2,6 2,5 2,4 2,1 1,7 0,57 0,25 0,18 0,03 <НПКО 

6 <НПКО 2,9 2,6 2,4 1,9 1,8 1,7 0,38 0,28 0,1 0,02 <НПКО 

Mean - 2,77 2,50 2,33 2,02 1,73 1,48 0,45 0,24 0,08 0,03 - 
SD - 0,06 0,05 0,07 0,11 0,10 0,09 0,03 0,01 0,03 0,01 - 
СV, % - 5,4 5,1 7,0 13,8 13,9 14,4 16,9 14,8 29,3 18,7 - 
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Таблица А2 – Индивидуальные значения концентраций АХ-554 в плазме крови экспериментальных животных (кроликов) при однократном 

внутривенном введении в дозе 37,4 мг/кг 

№ животного 
Значение концентрации на временной точке, мкг/мл 

0 0,25 0,5 1 2 3 4 6 8 12 16 24 

7 <НПКО 17,3 16,7 14,7 10,5 8,3 7,7 2 0,5 0,08 0,05 <НПКО 

8 <НПКО 15,9 12,9 11,5 12,8 10,9 9,6 3,7 0,4 0,07 0,07 <НПКО 

9 <НПКО 16,7 15,9 13,8 13,1 12,2 11,1 3,6 0,8 0,17 0,04 <НПКО 

10 <НПКО 18,4 16,1 15,4 14,6 13,5 11,4 2,9 0,9 0,21 0,03 <НПКО 

11 <НПКО 15,3 14,4 12,1 9,9 7,2 5,3 1,6 0,6 0,05 0,03 <НПКО 

12 <НПКО 17 15,9 15,3 12,7 11,4 10,3 2,9 0,6 0,11 0,07 <НПКО 

Mean - 16,77 15,32 13,80 12,27 10,58 9,23 2,78 0,63 0,12 0,05 - 

SD - 0,44 0,57 0,68 0,71 0,98 0,95 0,34 0,08 0,03 0,01 - 

СV, % - 6,5 9,18 12,4 12,1 22,5 25,3 13,8 29,4 23,5 37,0 - 
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Таблица А3 – Индивидуальные значения концентраций АХ-554 в плазме крови экспериментальных животных (кроликов) при однократном 

внутривенном введении в дозе 104,3 мг/кг 

№ животного 
Значение концентрации на временной точке, мкг/мл 

0 0,25 0,5 1 2 3 4 6 8 12 16 24 

13 <НПКО 49,4 42,1 38,4 35,8 27,3 20,6 5,5 1,3 0,18 0,12 <НПКО 

14 <НПКО 63,8 47,6 43,6 42,6 36,4 28,9 7,5 1,9 0,27 0,21 <НПКО 

15 <НПКО 56,5 51,4 48,5 43,5 34,1 30,5 8,1 2,1 0,33 0,15 <НПКО 

16 <НПКО 56,5 55,4 44,4 39,9 38,5 35,3 9,2 2,3 0,32 0,1 <НПКО 

17 <НПКО 40,6 38,3 34 30,7 28 21,5 6,9 1,6 0,24 0,12 <НПКО 

18 <НПКО 55,9 40,5 37,5 32,6 28,1 27,8 7,3 1,8 0,17 0,14 <НПКО 

Mean - 53,78 45,88 41,07 37,52 32,07 27,43 7,42 1,83 0,25 0,14 - 

SD - 3,23 2,74 2,18 2,17 1,99 2,28 0,50 0,15 0,03 0,02 - 

СV, % - 13,8 14,6 13,0 14,2 15,2 20,3 16,6 19,4 27,8 14,2 - 
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Таблица А4 – Индивидуальные значения концентраций АХ-554 в плазме крови экспериментальных животных (кроликов) при однократном 

внутрижелудочном введении в дозе 5,8 мг/кг 

№ животного 
Значение концентрации на временной точке, мкг/мл 

0 0,25 0,5 1 2 3 4 6 8 12 16 24 

19 <НПКО 0,4 1,4 2,2 2,4 2,2 1,8 1,2 0,45 0,11 0,05 <НПКО 

20 <НПКО 0,3 1,2 1,8 2,3 2,1 1,5 1 0,28 0,1 <НПКО <НПКО 

21 <НПКО 0,4 1,6 2,4 2,7 2,4 2,3 1,7 0,57 0,14 0,08 <НПКО 

22 <НПКО 0,5 1,5 2,3 2,5 2,5 2,2 1,8 0,61 0,13 0,09 <НПКО 

23 <НПКО 0,4 1,4 1,9 2,4 1,8 1,5 1,3 0,39 0,1 0,06 <НПКО 

24 <НПКО 0,4 1,5 2 2,5 2,3 1,7 1,1 0,48 0,13 <НПКО <НПКО 

Mean - 0,40 1,43 2,10 2,47 2,22 1,83 1,35 0,46 0,12 0,06 - 

SD - 0,03 0,06 0,10 0,06 0,10 0,2 0,13 0,05 0,01 0,01 - 

СV, % - 15,8 9,5 11,3 5,5 11,2 18,8 24,2 25,9 14,6 27,6 - 
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Таблица А5 – Индивидуальные значения концентраций АХ-554 в плазме крови экспериментальных животных  (кроликов) при однократном 

внутрижелудочном введении в дозе 37,4 мг/кг 

№ животного 
Значение концентрации на временной точке, мкг/мл 

0 0,25 0,5 1 2 3 4 6 8 12 16 24 

25 <НПКО 2 8,2 12,1 13,4 13 8,7 6,3 2,34 0,54 <НПКО <НПКО 

26 <НПКО 2,2 7,9 10,6 14,6 11,6 11,7 8,4 3,15 0,72 0,36 <НПКО 

27 <НПКО 2,4 8,9 15,2 15,7 14 13,3 7,5 2,17 0,83 0,41 <НПКО 

28 <НПКО 2,3 8,6 14,7 13,4 13,3 11,8 9,6 3,5 0,63 0,3 <НПКО 

29 <НПКО 2,4 7,6 10,5 13,7 13,3 9,9 5,8 2,1 0,47 0,24 <НПКО 

30 <НПКО 2,3 8,4 12,9 11,6 13,4 11,3 7,7 2,77 0,77 0,35 <НПКО 

Mean - 2,27 8,27 12,67 13,73 13,10 11,12 7,55 2,67 0,66 0,32 - 

SD - 0,06 0,19 0,81 0,56 0,33 0,66 0,56 0,23 0,06 0,03 - 

СV, % - 6,6 5,7 15,7 9,9 6,1 14,5 18,3 21,2 20,9 21,0 - 
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Таблица А6 – Индивидуальные значения концентраций АХ-554 в плазме крови экспериментальных животных  (кроликов) при однократном 

внутрижелудочном введении в дозе 104,3 мг/кг 

№ животного 
Значение концентрации на временной точке, мкг/мл 

0 0,25 0,5 1 2 3 4 6 8 12 16 24 

31 <НПКО 6,6 23,5 35,4 50,8 41,7 32,7 20,5 7,1 1,6 0,8 <НПКО 

32 <НПКО 6,8 24,9 37,6 53,6 44,9 29,8 19,7 6,9 1,2 0,5 <НПКО 

33 <НПКО 7,3 26,3 40,4 55,8 45,8 36,4 24,3 8,3 2,4 1,2 <НПКО 

34 <НПКО 6,7 24,1 34,6 44,6 39,4 35,7 25,7 9,2 2,7 1,4 <НПКО 

35 <НПКО 5,9 22,6 33,8 50,7 43,6 33,8 21,7 7,6 1,8 0,9 <НПКО 

36 <НПКО 6,9 25,6 37,9 51,4 41,7 33,3 19,4 7,8 1,9 1,8 <НПКО 

Mean - 6,70 24,50 36,62 51,15 42,85 33,62 21,88 7,82 1,93 1,10 - 

SD - 0,19 0,56 1,01 1,54 0,97 0,96 1,05 0,34 0,22 0,19 - 

СV, % - 6,9 5,6 6,7 7,3 5,5 6,9 11,8 10,8 28,8 29,0 - 
 
 

 

 


