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Дорогие читатели и авторы!

Данный выпуск журнала «Безопасность и риск 
фармакотерапии» посвящен фундаментальным эта - 
пам создания новых лекарственных препаратов:  
доклиническим и клиническим исследованиям.

Доклинические исследования с использовани-
ем животных являются важным шагом перед пере-
ходом к клиническим испытаниям. Они позволяют 
получить представление о структуре лекарствен-
ного средства, способности его связывания с ми-
шенями, базовые представления о фармакоки-
нетике и различных видах токсичности. Если 
исследования имеют низкое качество дизайна 
и исполнения, это не только препятствует клини-
ческому внедрению новых лекарственных препа-
ратов, но и приводит к значительной трате ценных 
исследовательских ресурсов. В связи с этим осо-
бое внимание и время уделяется идентификации 
цели экспериментов и их планированию. 

При организации доклинических исследова-
ний необходимо соблюдать правила по этическо-

му обращению с животными. Принципиально важным сегодня является сокращение использования 
в исследованиях лабораторных животных в соответствии с концепцией 3R (замена, сокращение, 
улучшение — Replacement, Reduction, Refinement). При этом следует рассматривать возможность ис-
пользования новых альтернативных in vitro, in vivo и in silico методов оценки безопасности, которые 
при их надлежащей валидации и одобрении регуляторными органами в ближайшем будущем могут 
заменить существующие стандартные методы.

Несмотря на технологический прогресс при проведении доклинических экспериментов, осно-
вой для анализа соотношения «польза–риск» при применении нового лекарственного средства по-
прежнему являются клинические исследования. Действительно, хотя доклинические исследования 
отвечают на основные вопросы о безопасности препаратов, они не заменяют изучения способов 
и особенностей их взаимодействия с человеческим организмом. По мере того как разработчики пла-
нируют клиническое исследование, они обдумывают, чего они хотят достичь на каждой из различ-
ных фаз клинических исследований. Неудивительно, что более 41% фармпроизводителей считают, 
что на планирование необходимо затратить от 7 до 12 месяцев, а 21% — от 12 до 24 месяцев. 

Новые технологии, такие как методы дистанционного мониторирования и телекоммуникация, 
позволяют надеяться на открытие новой страницы в клинических исследованиях  — проведение 
децентрализованных клинических исследований, которые могут улучшить их доступность за счет 
переноса исследовательской деятельности в дома их участников. Неслучайно ключевые возможно-
сти децентрализованных клинических исследований признаны рядом регулирующих органов.

Повышение уровня и качества доклинических и клинических исследований неизбежно положи-
тельно отразится на эффективности и безопасности новых лекарственных препаратов и в конечном 
счете будет способствовать сохранению здоровья нации.

  
С уважением,

Ренад Николаевич АЛЯУТДИН,
главный редактор журнала
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АВТОРИТЕТНОЕ МНЕНИЕ

Проведение фармацевтических инспекций 
на соответствие требованиям GCP ЕАЭС в Российской 
Федерации является осознанной необходимостью
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Интервью | Interview

Алла ТРАПКОВА: 
«Проведение фармацев-
тических инспекций на 
соответствие требованиям 
GCP ЕАЭС в Российской 
Федерации является осо-
знанной необходимостью»

Alla TRAPKOVA: 
“Conducting 
pharmaceutical inspections 
in the Russian Federation 
to ensure compliance with  
the EAEU GCP requirements  
is an accepted necessity”

РЕЗЮМЕ

Проверка соответствия субъектов фармацевтического рынка требованиям надлежащих практик является 
неотъемлемой частью надлежащей регуляторной практики государств — членов Евразийского экономиче-
ского союза. Проведение фармацевтических инспекций на соответствие требованиям правил надлежащей 
клинической практики (Good Clinical Practice, GCP) предусмотрено Решением Совета Евразийской экономи-
ческой комиссии от 03.11.2016 № 78.
В интервью с Аллой Аркадьевной ТРАПКОВОЙ, заместителем генерального директора Федерального го-
сударственного бюджетного учреждения «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, представлена информация о значении, целях 
и правилах проведения фармацевтических инспекций на соответствие требованиям GCP.
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ABSTRACT

Inspections of pharmaceutical market participants to verify their compliance with good practice requirements are 
integral to good regulatory practices of the Member States of the Eurasian Economic Union (EAEU). The frame-
work for Good Clinical Practice (GCP) inspections is outlined in Decision No. 78 of the Council of the Eurasian 
Economic Commission of November 3, 2016.
This interview with Alla A. TRAPKOVA, Deputy General Director of the Scientific Centre for Expert Evaluation of 
Medicinal Products of the Ministry of Health of the Russian Federation, provides information on the importance, 
objectives, and rules of conducting GCP inspections.
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cinal products; Eurasian Economic Union
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– Алла Аркадьевна, чем вызвана необходи-
мость проведения фармацевтических инспек-
ций и какие основополагающие документы ре-
гламентируют этот процесс?

Требования надлежащих практик, таких 
как надлежащая практика производства (Good 
Manufacturing Practice, GMP), надлежащая ла-
бораторная практика (Good Laboratory Practice, 
GLP), надлежащая клиническая практика (Good 
Clinical Practice, GCP), надлежащая практи-
ка фармаконадзора (Good Pharmacovigilance 
Practice, GVP), утверждены соответствующими 
решениями Совета Евразийского экономическо-
го союза (ЕАЭС). Проверка соответствия субъ-
ектов фармацевтического рынка требованиям 
надлежащих практик является неотъемлемой 
частью надлежащей регуляторной практики го-
сударств — членов ЕАЭС.

Проведение фармацевтических инспек-
ций на соответствие требованиям GCP ЕАЭС 
заложено в Правилах регистрации и экспер-
тизы лекарственных средств для медицинско-
го применения, утвержденных Решением 
Совета Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 №  78. В частности, пунктом 36 
Правил регистрации и экспертизы лекарствен-
ных средств для медицинского применения 
предусматривается, что до подачи заявления 
на регистрацию лекарственного препарата 
заявитель проводит клинические исследова-
ния (как минимум одно исследование по усмот-
рению заявителя и по согласованию с уполно-
моченным органом) полностью или частично 
на территории ЕАЭС или при проведении экс-
пертизы регистрационного досье по решению 
уполномоченного органа назначается вне-
плановая инспекция одного из клинических 

центров, в которых проводилось клиническое 
исследование.

Таким образом, для заявителя существует 
возможность заменить проведение локального 
клинического исследования фармацевтической 
инспекцией на соответствие GCP ЕАЭС, которая 
может быть проведена как в рамках регистра-
ции, так и в отсроченный период — 3 года после 
регистрации.

Основным документом, регламентирующим 
проведение фармацевтических инспекций, яв-
ляются Правила проведения фармацевтических 
инспекций на соответствие одной из надлежа-
щих практик. В настоящее время в Союзе принят 
ряд документов, отражающих работу фарма-
цевтических инспекторатов:
• Решение Совета ЕАЭС от 03.11.2016 №  83 

«Об утверждении Правил проведения фар-
мацевтических инспекций» (в редакции 
от 08.02.2021);

• Решение Совета ЕАЭС от 03.11.2016 №  91 
«Об утверждении Порядка обеспечения 
проведения совместных фармацевтических 
инспекций»;

• Решение Совета ЕАЭС от 03.11.2016 № 82 «Об 
утверждении Общих требований к системе 
качества фармацевтических инспекторатов 
государств — членов Евразийского экономи-
ческого союза»;

• Решение Совета ЕАЭС от 03.11.2016 № 90 «Об 
утверждении Порядка формирования и веде-
ния реестра фармацевтических инспекторов 
Евразийского экономического союза».
Стоит, однако, отметить, что эти документы 

в основном направлены на проведение фарма-
цевтических инспекций на соответствие требо-
ваниям GMP ЕАЭС. Именно поэтому разработаны 
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Правила проведения инспекций GVP ЕАЭС, кото-
рые в настоящее время прошли общественное 
обсуждение и будут направлены для утвержде-
ния экспертным комитетом ЕЭК, а также Правила 
проведения инспекций GCP ЕАЭС, находящиеся 
на рассмотрении в рабочей группе по формиро-
ванию общих подходов к регулированию об-
ращения лекарственных средств в рамках ЕАЭС.

Правила проведения инспекций GVP ЕАЭС 
и Правила проведения инспекций GCP ЕАЭС 
войдут отдельными Приложениями к Решению 
Совета ЕАЭС № 83.

– Кто является уполномоченным органом 
и руководителем фармацевтического инспек-
тората по GCP? В чем вы видите роль ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России в проведении 
фармацевтических инспекций на соответствие 
требованиям GCP ЕАЭС?

В каждом государстве  — члене ЕАЭС опре-
деляется национальный уполномоченный ор-
ган, ответственный за проведение инспекций. 
Постановлением Правительства Российской 
Федерации от 14.07.2022 № 1255 Министерство 
здравоохранения Российской Федерации наде-
лено полномочиями по организации и (или) про-
ведению инспекций клинических исследований 
лекарственных препаратов для медицинско-
го применения на соответствие требованиям 
Правил GCP ЕАЭС, а также фармацевтических 
инспекций на соответствие требованиям GCP 
ЕАЭС и GLP ЕАЭС в период регистрации лекар-
ственного препарата.

Указанным постановлением одновремен-
но внесены изменения в перечень услуг, ко-
торые являются необходимыми и обязатель-
ными для предоставления федеральными 
органами исполнительной власти, органами 
государственных внебюджетных фондов, го-
сударственными корпорациями, наделенными 
в соответствии с федеральными законами пол-
номочиями по предоставлению государствен-
ных услуг в установленной сфере деятельности, 
и предоставляются организациями и уполномо-
ченными в соответствии с законодательством 
Российской Федерации экспертами, участву-
ющими в предоставлении государственных 
услуг. Перечень услуг утвержден постановле-
нием Правительства Российской Федерации 
от 06.05.2011 № 352.

В настоящее время Минздравом России 
подготовлен проект приказа, в котором предо-
ставление государственных услуг по проведе-
нию инспекций (проверок, фармацевтических 

инспекций) при проведении доклинических 
и клинических исследований лекарственных 
препаратов предусмотрено посредством наде-
ления ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России ука-
занными полномочиями.

Аналогичные подходы в организации предо-
ставления государственных услуг при обраще-
нии лекарственных средств использованы 
Минпромторгом России в приказе от 21.12.2015 
№  4184 «Об определении федерального бюд-
жетного учреждения «Государственный инсти-
тут лекарственных средств и надлежащих прак-
тик» Министерства промышленности и торговли 
Российской Федерации уполномоченным учре-
ждением на проведение инспектирования».

– Алла Аркадьевна, не является ли проведение 
фармацевтических инспекций дублированием 
контрольно-надзорных функций?

Как сказано выше, проведение фармацевтиче-
ских инспекций на соответствие требованиям GCP 
ЕАЭС является услугой, оказываемой в рамках 
проведения регистрационных процедур или в по-
стрегистрационный период в целях подтвержде-
ния достоверности данных клинических исследо-
ваний, представленных в регистрационном досье, 
и оценки возможных отклонений в проведении 
клинического исследования, способных повлиять 
на оценку соотношения «польза–риск» конкрет-
ного лекарственного препарата. Проведение фар-
мацевтических инспекций носит заявительный 
характер и осуществляется за счет заявителя, так 
как конечной целью является вывод лекарствен-
ного препарата в гражданский оборот с целью по-
лучения прибыли.

Контрольно-надзорная функция направлена 
на проверку деятельности субъекта обращения 
лекарственных средств и осуществляется в соот-
ветствии с Федеральным законом от 31.07.2020 
№  248-ФЗ «О государственного контроле (над-
зоре) и муниципальном контроле в Российской 
Федерации».

– Как будет осуществляться подготовка и ат-
тестация инспекторов?

Общие требования к системе качества фар-
мацевтических инспекторатов государств  — 
членов ЕАЭС определены Решением Совета 
ЕАЭС от 03.11.2016 № 82. Соответственно, каж-
дый инспекторат государства-члена разрабаты-
вает систему менеджмента качества, которая 
определяет требования к образованию, обуче-
нию, компетентности и структуре фармацевти-
ческого инспектората.
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– Каковы основные цели инспектирования 
на соответствие требованиям GCP ЕАЭС?

Цель проверки соблюдения правил надле-
жащей клинической практики ЕАЭС включает 
вопросы защиты прав и благополучия субъектов 
клинических исследований, качества и досто-
верности данных, получаемых в клиническом 
исследовании, а также этические аспекты.

В случае инспекций, связанных с регистра-
цией лекарственного препарата или завершен-
ными исследованиями, результатом инспекции 
являются рекомендации уполномоченному ор-
гану о том, позволяет ли качество представлен-
ных данных использовать их при оценке заявле-
ния на регистрацию лекарственного препарата 
с указанием выявленных несоответствий, кото-
рые могут непосредственно влиять на оценку 
соотношения «польза–риск» лекарственного 
препарата.

– По каким принципам будет осуществляться 
выбор организаций для инспектирования?

Основанием для рассмотрения необходи-
мости назначения инспекции клинического 
исследования является оценка данных реги-
страционного досье лекарственного препа-
рата с учетом возможных рисков и соблюдения 
условий пунктов 36–39 Правил регистрации 
и экспертизы лекарственных средств для меди-
цинского применения, утвержденных Решением 
Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 78.

Решение о необходимости проведения вне-
плановой инспекции выносится уполномочен-
ным органом (экспертной организацией) рефе-
рентного государства на основании комплексной 
оценки соответствующих факторов, указанных 
в пунктах 38 и/или 39 Правил регистрации 
и экспертизы лекарственных средств для меди-
цинского применения, утвержденных Решением 
Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 78, таких как:
• отсутствие информации об одобрении кли-

нического исследования независимым эти-
ческим комитетом;

• выявление фактов нарушения в получении ин-
формированного согласия или информации, 
представляемой субъектам исследования;

• отсутствие или недостаточность в протоколе 
и отчете о клиническом исследовании све-
дений, описывающих определение показа-
телей эффективности и (или) безопасности 
(относительно отбора, идентификации, обра-
ботки клинических образцов, условий коли-
чественного определения);

• выявление фактов, ставящих под сомнение 
достоверность сведений, представленных 
в регистрационном досье в отношении кли-
нического исследования лекарственного 
препарата (необоснованные или неясные 
различия конечных точек эффективности 
и безопасности в протоколе и отчете кли-
нического исследования; непоследователь-
ность, неточность или неполнота записи дан-
ных; изменения протокола не учитываются 
в других документах клинического иссле-
дования; большое количество пропущенных 
значений, способное повлиять на статистиче-
скую мощность исследования);

• неправдоподобность или несоответствие 
клинических данных (противоречивые ре-
зультаты по сравнению с известными ре-
зультатами других исследований, низкая 
частота сообщений о случаях серьезных 
нежелательных реакций и (или) неправдо-
подобные данные в пользу исследуемого 
препарата по сравнению с результатами 
других исследователей или других иссле-
дований, сомнительных (неправдоподобных 
или противоречивых) с медико-биологиче-
ской точки зрения результатов между иссле-
дованиями или между исследовательскими 
центрами) и др.
В любом случае решение о проведении фар-

мацевтической инспекции должно основывать-
ся на объективных факторах.

В заключение хотелось бы подчеркнуть, 
что становление фармацевтического инспекто-
рата для проведения инспекций на соответствие 
требованиям GCP ЕАЭС в Российской Федерации 
является осознанной необходимостью и будет 
осуществлено в кратчайшие сроки после при-
нятия соответствующих нормативных правовых 
документов Российской Федерации и ЕАЭС.
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РЕЗЮМЕ

Лекарственная гепатотоксичность составляет 15–18% от общего числа всех причин отзыва лекарственных 
препаратов из оборота при пострегистрационном применении. Стандартные доклинические исследования 
in vivo на лабораторных животных часто бывают нерелевантны из-за видоспецифичных различий с чело-
веком. Перспективной альтернативой является разработка методов доклинических исследований in vitro 
на клеточных культурах.
Цель работы — обзор современных клеточных моделей для определения лекарственной гепатотоксично-
сти in vitro.
Клетки, используемые для изучения механизмов гепатотоксичности in vitro, должны обладать специфичным 
метаболизмом и активностью ферментных и транспортных систем печени. Представлен обзор по основным 
клеточным культурам (первичные гепатоциты, бессмертные клеточные линии, гепатоцит-подобные клетки, 
полученные из стволовых клеток, и сокультуры из гепатоцитов и непаренхиматозных клеток) и конфигу-
рациям клеточных систем. Продемонстрировано, что совершенствование клеточных систем происходит 
в направлении увеличения продолжительности жизни и функциональной сохранности клеток, усложне-
ния конфигурации и клеточного состава с приближением к условиям in vivo. Установлено, что лекарствен-
ное повреждение печени может происходить вследствие образования химически активных метаболитов, 
развития оксидативного стресса, митохондриального повреждения, внутриклеточного накопления ток-
сических желчных кислот при ингибировании транспортеров, активации адаптивной иммунной системы.  
В связи с этим для исследования лекарственной гепатотоксичности применяют различные методики, в том 
числе инновационные технологии (одновременного многопараметрического скрининга, транскриптомики, 
протеомики, метаболомики) для получения, хранения и обработки большого объема данных. Клеточные 
модели могут использоваться не только для выявления лекарственной гепатотоксичности, но и для изу-
чения механизмов повреждения печени. Наиболее перспективными являются омик-технологии, создание 
сложных моделей с сокультивированием различных типов клеток и органы-на-чипе.

Ключевые слова: гепатотоксичность; лекарственное повреждение печени; исследования in vitro; клеточ-
ные культуры; клеточные модели; орган-на-чипе; омик-технологии; транскриптомика; протеомика; метабо-
ломика; доклинические исследования
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ABSTRACT

Drug-induced liver injury (DILI) is the reason for 15–18% of medicinal product recalls from the market. Since 
interspecies differences often limit the relevance of standard non-clinical tests in vivo, a promising alternative is 
to develop cell-based in vitro methods.
The aim of the study was to review current advances in cell modelling for the in vitro identification of DILI.
In vitro mechanistic studies of DILI require cells that exhibit activity specific to hepatic metabolising enzymes and 
transporters. This article reviews the main cell cultures (primary human hepatocytes, immortal cell lines, stem 
cell-derived hepatocyte-like cells, co-cultures of hepatocytes and non-parenchymal liver cells) and their config-
urations. The optimisation of cell systems is directed towards enhancing their viability, functionality, composi-
tional and configurational complexity, thus bringing them closer to in vivo models. Potential DILI causes include 
chemically reactive metabolites, oxidative stress, mitochondrial damage, intracellular accumulation of toxic bile 
acids resulting from transporter inhibition, and adaptive immune system activation. Accordingly, DILI studies rely 
on various methods, including innovative technologies for acquisition, storage, and analysis of large datasets (e.g. 
high-content screening, transcriptomics, proteomics, and metabolomics). Cell models are applicable to both DILI 
identification and mechanistic studies. Currently, the most promising technologies are omics, complex co-culture 
models, and organ-on-a-chip systems.

Key words: hepatotoxicity; drug-induced liver injury; in vitro studies; cell cultures; cell models; organ-on-a-chip; 
omics; transcriptomics; proteomics; metabolomics; non-clinical studies
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Введение
Лекарственная гепатотоксичность (ЛГТ) яв-

ляется одной из ведущих причин отзыва лекар-
ственных препаратов из гражданского оборота 
на пострегистрационном этапе (15–18% от об-
щего числа отзывов) [1]. Это не только актуаль-
ная проблема лекарственной безопасности, 
но и причина серьезного экономического ущер-
ба для фармацевтической отрасли: разработка 
нового лекарственного средства (ЛС) занимает 
до 10–15 лет и в среднем обходится в 1,4 млрд 
долларов [2, 3].

Доклинические исследования in vivo име-
ют высокую себестоимость, при их проведе-
нии необходимо неукоснительное соблюдение 
принципов этики, но основным их недостатком 
при исследовании гепатотоксичности являет-
ся несовпадение метаболизма и транспорта 
ЛС, связанное с межвидовыми гено- и феноти-
пическими различиями. Например, важнейшая 

изоформа цитохрома Р450 CYP3A, участву-
ющая у человека в метаболизме до 50% ЛС, 
обладает неодинаковой субстратной специ-
фичностью и выраженной вариабельностью ин-
дукции, достигающей 20–30-кратных различий 
у разных видов [4]. По данным разных авторов, 
от 38 до 51% веществ, оказывающих воздей-
ствие на печень у человека, не вызывают сход-
ных эффектов у лабораторных животных [5]. Это 
стало стимулом поиска альтернативных методов 
доклинических тестирований, из которых наи-
больший интерес представляют исследования 
на клеточных культурах.

Клетки — первый уровень организации, на ко-
тором можно оценить нарушение взаимодей-
ствия и структуры субклеточных компонентов 
и определить механизмы повреждений при воз-
действии различных факторов. Механизм лекар-
ственного повреждения печени может быть свя-
зан с непосредственным действием ЛС или его 
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метаболита, а также с накоплением токсичных 
веществ или желчных кислот в результате на-
рушения транспорта при ингибировании транс-
портеров [6], поэтому клетки для исследования 
гепатотоксичности in vitro должны обладать спе-
цифичным метаболизмом и активностью фер-
ментных и транспортных систем.

Цель работы  — обзор современных клеточ-
ных моделей для определения лекарственной 
гепатотоксичности in vitro.

Сверхтонкие срезы печени
Наиболее физиологически полная модель 

для исследования печени in vitro с воспроиз-
ведением ее архитектуры и сохранением всех 
межклеточных взаимодействий, с экспрессией 
генов, связанных с всасыванием, распределени-
ем, метаболизмом и выведением,  — это сверх-
тонкие срезы печени. На сверхтонких срезах 
печени проводились исследования последствий 
ингибирования различных клеточных путей 
(например, митохондриальное бета-окисление) 
[7], лекарственного ингибирования/индукции 
изоферментов CYP [8], функции печеночных 
транспортеров [9], механизмов ЛГТ, связанных 
с воспалительным стрессом, и определение по-
тенциальных биомаркеров повреждения печени 
[10]. Из-за сложности получения, низкой жизне-
способности и неравномерного распределения 
ЛС в срезах большого распространения данная 
методика не получила.

Клеточные культуры
Для моделирования ЛГТ используют первич-

ные гепатоциты, бессмертные клеточные ли-
нии, гепатоцит-подобные клетки, полученные 
из стволовых клеток, и совместные культуры 
(сокультуры) из гепатоцитов и непаренхима-
тозных клеток (НПК) [11]. Кроме выбора клеток 
для получения необходимых свойств модели 
важен способ выращивания или конфигурация 
модели.

Первичные гепатоциты человека считаются 
«золотым стандартом» для изучения процес-
сов в печени. Первичные гепатоциты получают 
из резецированных участков печени, из пече-
ночной ткани, не подходящей для трансплан-
тации, или приобретают в коммерческих кле-
точных банках. При посеве они приобретают 
полигональную форму и формируют плот-
ные межклеточные контакты. Обладают та-
кими функциональными характеристиками, 
как синтез альбумина, мочевины, активность 
цитохромов Р450 и транспортеров. Основными 

недостатками первичных гепатоцитов человека 
являются сложный путь получения, непродол-
жительный срок жизни и быстрая потеря функ-
циональной активности [6].

Для удлинения срока жизни клеток предло-
жена технология Upcyte®  — трансдукция генов, 
вызывающих пролиферацию клеток. Модифи-
цированные по технологии Upcyte® гепатоциты 
имеют улучшенную способность к пролифера-
ции по сравнению с первичными гепатоцитами 
и обладают активностью ферментов 1-й и 2-й фаз 
биотрансформации. Также у них хорошо сохра-
нена функция каналикулярных эффлюксных 
транспортеров, а при использовании в двухмер-
ной конфигурации «сэндвич» — экспрессия поли-
пептидных транспортеров органических анионов 
OATP1B1 и OATP2B1 (organic anion-transporting 
polypeptides, OATP), натрий таурохолат совмест-
но транспортирующего полипептида NTCP (Na+-
taurocholate co-transporting polypeptide) и транс-
портера органических катионов OCT1 (organic 
cation transporters, OCT) [12].

Бессмертные клеточные линии. В отличие 
от первичных гепатоцитов бессмертные клеточ-
ные линии доступны, легко культивируются, об-
ладают стабильным фенотипом и способностью 
неограниченно размножаться. Используются 
клеточные линии, полученные из гепатоцеллю-
лярной карциномы: HepG2, HepaRG, HuH7, Hep3B 
и THLE [13]. Клетки HepG2 обладают морфологи-
ей и некоторыми функциями гепатоцитов, секре-
тируют альбумин и α-фетопротеин, но обладают 
низкой экспрессией и активностью метаболиче-
ских ферментов и транспортеров, поэтому не мо-
гут использоваться для исследования токсич-
ности метаболитов ЛС [14]. Контролируемую 
экспрессию цитохрома P450 можно получить 
векторной трансфекцией, однако избыточная 
экспрессия может также исказить результат те-
ста. К общим недостаткам бессмертных клеточ-
ных линий относится их ограниченная метабо-
лическая и транспортная активность [14]. Есть 
сообщения, что при длительном выращивании 
у клеток линии HuH7 проявляется активность 
некоторых изоферментов Р430 и транспортеров, 
участвующих в переносе желчных кислот [15], 
но широкого распространения эта линия для ис-
следования лекарственного транспорта и мета-
болизма не получила.

Гепатоцит-подобные клетки получают 
из стволовых клеток эмбриона, мезенхималь-
ных стволовых клеток или индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток челове-
ка. Специальные протоколы выращивания 

https://www.multitran.com/m.exe?s=Na%2B-%D1%82%D0%B0%D1%83%D1%80%D0%BE%D1%85%D0%BE%D0%BB%D0%B0%D1%82+%D1%81%D0%BE%D0%B2%D0%BC%D0%B5%D1%81%D1%82%D0%BD%D0%BE+%D1%82%D1%80%D0%B0%D0%BD%D1%81%D0%BF%D0%BE%D1%80%D1%82%D0%B8%D1%80%D1%83%D1%8E%D1%89%D0%B8%D0%B9+%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BF%D0%B5%D0%BF%D1%82%D0%B8%D0%B4&l1=2&l2=1
https://www.multitran.com/m.exe?s=Na%2B-%D1%82%D0%B0%D1%83%D1%80%D0%BE%D1%85%D0%BE%D0%BB%D0%B0%D1%82+%D1%81%D0%BE%D0%B2%D0%BC%D0%B5%D1%81%D1%82%D0%BD%D0%BE+%D1%82%D1%80%D0%B0%D0%BD%D1%81%D0%BF%D0%BE%D1%80%D1%82%D0%B8%D1%80%D1%83%D1%8E%D1%89%D0%B8%D0%B9+%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BF%D0%B5%D0%BF%D1%82%D0%B8%D0%B4&l1=2&l2=1
https://en.wikipedia.org/wiki/Sodium
https://en.wikipedia.org/wiki/Taurocholate
https://en.wikipedia.org/wiki/Cotransport
https://en.wikipedia.org/wiki/Polypeptide
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позволяют получить зрелые клетки со свойства-
ми первичных гепатоцитов: синтез мочевины, 
жиров, секреция альбуминов и лекарственный 
метаболизм [16, 17].

Совместные культуры (сокультуры). Посколь-
ку токсическое воздействие на печень in vivo, 
как правило, затрагивает не один тип клеток, 
были разработаны совместные культуры (со-
культуры) из нескольких типов клеток. В каче-
стве сокультивируемых вместе с гепатоцитами 
используют НПК печени (синусоидальные эндо-
телиальные клетки, клетки Купфера, звездчатые 
клетки и холангиоциты), фибробласты и иммун-
ные клетки. Было показано, что при сокульти-
вировании с НПК фенотип первичных гепато-
цитов становится ближе к таковому in vivo [18, 
19]. Сокультуры изучены меньше, чем первичные 
гепатоциты, некоторые клетки, например звезд-
чатые и синусоидальные эпителиальные клет-
ки, плохо растут in vitro и теряют свои свойства 
через несколько дней [20]. Произвольно высеян-
ные совместные культуры разных типов клеток 
могут содержать монослойные участки с неоп-
тимальным межклеточным взаимодействием, 
что приводит к нестабильности и низкой функ-
циональности, поэтому для увеличения взаимо-
действия клеток разработаны протоколы выра-
щивания микроструктурированных сокультур 
(micropatterned co-cultures)  — структурирован-
ный последовательный посев культур, например 
первичных гепатоцитов и НПК [21].

К сокультурам можно отнести клеточную ли-
нию HepaRG — человеческие бипотентные клет-
ки-предшественники, полученные из опухоли 
печени, ассоциированной с гепатитом С, кото-
рые способны развиться в два фенотипа кле-
ток — гепатоцит-подобные и билиарные. Клетки 
HepaRG обладают стабильной во времени экс-
прессией и активностью метаболизирующих 
ферментов 2-й фазы и транспортеров, как у пер-
вичных гепатоцитов, и могут использоваться 
для исследования повторных доз ЛС. На клетках 
HepaRG проводились исследования механизмов 
токсического действия ЛС, вызывающих внутри-
печеночный холестаз и стеатоз, поскольку клет-
ки HepaRG обладают поляризацией, регуляцией 
экспрессии транспортеров, выработкой желч-
ных кислот (ЖК) и липогенезом [22].

Недавно появился новый способ продления 
жизни и функционирования первичных клеток — 
условное репрограммирование (conditional 
reprogramming). Это сокультивирование первич-
ных клеток с инактивированными фибробла-
стами мыши 3T3-J2 в присутствии ингибитора 

Rho-ассоциированной протеинкиназы (ROCK), 
что приводит к обретению первичными клетка-
ми характеристик стволовых при сохранении 
их способности к дифференцировке [23]. S.  Su 
и соавт. вырастили первичные гепатоциты, взя-
тые от пациентов с различными заболеваниями, 
используя метод условного репрограммирова-
ния, и получили увеличение продолжительности 
жизни с сохранением активности CYP и продук-
цией альбумина. Результаты исследования так-
же показали, что клетки более молодых пациен-
тов имели бóльшую продолжительность жизни 
и пролиферативную активность, а экспрессия 
альбумина в клетках, полученных от пациентов 
старшего возраста, была ниже [24].

Конфигурации клеточных 
систем для исследования 
гепатотоксичности

Продолжительность жизни и функциональ-
ная активность клеток зависят от конфигурации 
системы. Это обусловлено тем, что in vivo клетки 
находятся в постоянном многофакторном взаи-
модействии непосредственно с соседними клет-
ками, а также посредством сигнальных путей — 
с другими клетками и системами организма.

Двухмерные (2D) системы. 2D-система — это 
самая простая конфигурация, представляет 
собой слой клеток, высеянный на плотный 
субстрат, обработанный белками экстрацел-
люлярного матрикса (коллаген, фибронектин 
или матригель). Свойства первичных клеток 
при посеве в монослое очень быстро угасают. 
Для предотвращения быстрых изменений ис-
пользуют конфигурацию «сэндвич», в которой 
плотный монослой гепатоцитов расположен 
между слоями коллагена или специальной про-
слойки. Наличие с двух сторон каркаса стабили-
зирует клетки, происходит поляризация клеток 
с образованием базолатеральной, апикальной 
и каналикулярной поверхностей, улучшается 
секреция органических соединений, активность 
ферментов и транспортеров, имитируется би-
лиарная экскреция, а также удлиняется про-
должительность жизни первичных гепатоцитов 
по сравнению с обычным монослоем. Такая кон-
фигурация позволяет изучать гепатобилиарный 
транспорт ЛС, регуляцию транспортных белков, 
межлекарственное взаимодействие и гепато-
токсичность [25–28].

Модификацией системы «сэндвич» является 
микроструктурированное сокультивирование. 
D.R.  Berger и соавт. [29] предложили систему, 
в которой между мембранами были высеяны 
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островки из гепатоцит-подобных клеток в окру-
жении фибробластов. Такая сокультура имела 
преимущества в плане созревания гепатоцит-
подобных клеток, активности и продолжитель-
ности их функционирования по сравнению 
с теми же клетками, высеянными обычным ме-
тодом.

Трехмерные (3D) системы. Дальнейшее со-
вершенствование клеточных систем привело 
к созданию трехмерных моделей: сфероидов, 
систем, построенных с помощью биопечати, 
и органов-на-чипе.

Сфероиды  — это округлые конгломераты, 
образующиеся из гепатоцитов, помещенных 
в гелевую среду при определенных условиях. 
Сфероиды получаются из клеточных линий  — 
производных гепатомы, первичных гепатоцитов 
или гепатоцит-подобных клеток, полученных 
из стволовых. Чтобы преодолеть некроз, раз-
вивающийся в центре сфероида из-за наруше-
ния диффузии питательных веществ, кислорода, 
а также накопления ЖК при большом размере, 
используются методы унификации размеров 
сфероидов, например система «подвешенной 
капли» [30]. C.C. Bell и соавт. [31] провели в 6 ла-
бораториях сравнение моделей из первичных 
гепатоцитов, выращенных в конфигурациях 
«сэндвич» и сфероид. Были получены сходные 
результаты между лабораториями, показав-
шие более длительную стабильность экспрес-
сии белков и бóльшую чувствительность к ге-
патотоксичным ЛС в сфероидах по сравнению 
с двухмерной культурой. R. Kostadinova и соавт. 
[32] создали трехмерные модели печени чело-
века и крысы из гепатоцитов и НПК, включая 
эндотелиальные клетки сосудов и желчных 
протоков, клетки Купфера и звездчатые клетки. 
Архитектура и взаимодействие между разны-
ми типами клеток способствовали сохранению 
функции не только гепатоцитов, но и НПК до 3 ме-
сяцев (секреция альбумина, синтез мочевины, 
активность изоферментов CYP, транспортеров, 
синтез гликогена, ответ на воспалительные 
стимулы). Системы отличались более высокой 
чувствительностью к токсическим веществам 
по сравнению с двухмерными, что позволяло 
использовать дозы ЛС, близкие к терапевтиче-
ским, и проводить исследование повторных доз. 
Ответ на воздействие видоспецифичных гепа-
тотоксикантов (фенофибрат  — для грызунов, 
троглитазон — для человека) показал, что такие 
системы также могут использоваться для иссле-
дований видоспецифичной лекарственной ток-
сичности. S.U.  Vorrink и соавт. [33] определяли 

количественное изменение АТФ на сфероидах 
из первичных гепатоцитов при воздействии 
123 ЛС с наличием/отсутствием гепатотоксиче-
ских свойств; были показаны 69% чувствитель-
ность и 100% специфичность данной модели 
для определения ЛГТ.

Биопечать  — построение на 3D-принтере 
трехмерной каркасной конструкции из матрик-
са и клеток. I.  Ide и соавт. [34] создали с помо-
щью биопринтера сфероиды из сокультуры 
гепатоцитов и звездчатых клеток человека. 
Функциональность системы, определявшаяся 
по уровню АТФ, альбумина и мочевины, сохра-
нялась более 25 суток. В работе K.  Schmidt 
и соавт. [35] трехмерная матрица, распечатанная 
из дифференцированных клеток HepaRG, альги-
нат-желатинового гидрогеля, жидкого матриге-
ля и среды William’s E, использовалась для срав-
нительной оценки токсичности афлатоксина B1. 
Модель показала более длительное выживание 
и устойчивость клеток к токсину по сравнению 
с двухмерной системой, а также лучшее восста-
новление синтеза альбумина после 1 и 2 недель 
токсического действия.

Большая продолжительность жизни и по-
вышенная чувствительность к токсическим ве-
ществам позволяют рекомендовать системы 
трехмерной конфигурации для исследования 
хронической гепатотоксичности [31–35].

Печень-на-чипе. Достижения микрофлюидной 
инженерии позволили создавать миниатюрные 
клеточные системы in vitro  — органы-на-чипе. 
В этих чипах, или микрофизиологических пече-
ночных системах, отделения с различными тка-
нями могут взаимодействовать друг с другом по-
средством секреции молекул. Перфузия культур 
обеспечивает обмен питательными веществами, 
лучшее снабжение кислородом и напряжение 
сдвига потока. В системе образуются агрегации 
округлых клеток, сходных по строению с гепа-
тоцитами in vivo, с улучшенными и поддержи-
вающимися специфическими функциями пече-
ни. Для микрофлюидных систем используются 
первичные гепатоциты, гепатоцит-подобные 
клетки из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (iPSCs) и клетки HepG2 [36]. 
A.  Rubiano и соавт. сравнивали гепатотоксиче-
ские эффекты тровафлоксацина (фторхинолон) 
на сокультуру первичных гепатоцитов и клеток 
Купфера, выращенную в разных конфигурациях: 
«сэндвич», сфероиды и микрофизиологическая 
система [37]. Функциональность систем сравни-
валась по активности цитохрома CYP3A4 и про-
дукции альбумина, токсичность определялась 
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по высвобождению лактатдегидрогеназы (ЛДГ) 
и снижению активности цитохрома. В микрофи-
зиологической системе отмечена более высокая 
и длительная функциональная стабильность, 
а также более высокая чувствительность к ток-
сическому действию по сравнению с другими 
моделями.

Полиорганные чипы. Микрофизиологические 
системы с клетками разных органов  — это сле-
дующий шаг в моделировании, приближающий 
условия in vitro к живому организму. Комбинация 
органов в модели зависит от целей исследова-
ния: фармакокинетика, метаболизм, токсичность, 
метастазирование опухолей и др. Полиорганные 
системы для исследования токсичности обыч-
но включают модель печени, поскольку многие 
ЛС метаболизируются печенью [38]. T.  Bricks 
и соавт. [39] для исследования метаболизма 
и транспорта фенацетина использовали систе-
му из клеток печени HepG2 и кишечника Caco-2. 
C. Oleaga и соавт. [40] в системе из клеток серд-
ца, мышц, печени и нейронов исследовали от-
вет на воздействие ЛС с известным токсическим 
потенциалом: доксирубицина, аторвастатина, 
вальпроевой кислоты, парацетамола, N-ацетил-
m-аминофенола,  — и показали соответствие 
реакции разных типов клеток известным дан-
ным по воздействию этих веществ на органы. 
Основные проблемы в использовании систем 
орган-на-чипе — высокая стоимость и сложность 
масштабирования для моделирования релевант-
ного взаимодействия между тканями.

Показатели гепатотоксичности 
in vitro

При определении повреждающего действия 
ЛС на печень проводят тесты in vitro по оценке 
общей цитотоксичности либо устанавливают 
конечные точки с учетом повреждающих меха-
низмов: образование химически активных ме-
таболитов и активных форм кислорода, ингиби-
рование транспортных белков или ферментов, 
повреждение митохондрий, эндоплазматический 
ретикулярный стресс, оксидативный стресс и др.

Показатели цитотоксичности. Оценка цито-
токсичности обычно используется как скрининг, 
позволяющий определить собственную токсич-
ность вещества как представителя определен-
ного класса, а также для исследования взаи-
мосвязи химической структуры и активности/
токсичности вещества. К методам оценки цито-
токсичности относят простой подсчет клеток, 
биохимическую оценку основных клеточных 
процессов или продуктов, оценку целостности 

мембраны как признака некроза или апоптоза, 
определение лизосомальной функции, клеточ-
ной морфологии, пролиферации, гепатоцеллю-
лярных маркеров (продукция мочевины и альбу-
минов, микроРНК122) [13, 41].

Цитотоксичность показывает высокую кор-
реляцию с системной толерантностью и общей 
токсичностью ЛС в исследованиях на лаборатор-
ных животных [42]. Определение цитотоксично-
сти является простым, недорогим и быстрым 
способом определения потенциально гепато-
токсичных ЛС, но не позволяет установить моле-
кулярные процессы при ЛГТ и не дает информа-
ции касательно непрямой идиосинкратической 
ЛГТ [13, 43, 44].

Образование активных метаболитов. Хими-
чески активные метаболиты образуются в печени 
в 1-ю фазу биотрансформации и могут стать при-
чиной истощения гепатопротекторных механиз-
мов, что, в свою очередь, приводит к развитию 
оксидативного стресса. Кроме того, ковалентно 
связываясь с белками, метаболиты могут вы-
звать их модификацию с появлением антигенных 
свойств, что приводит к каскаду событий с включе-
нием комплексного иммунного ответа при разви-
тии идиосинкратической ЛГТ [44]. Химически ак-
тивные метаболиты обычно определяются в тесте 
ковалентного связывания (количественная оценка 
радиоактивно меченого вещества, связавшегося 
с белками микросом) [45] или в тестах-ловушках, 
в которых используют вещества, способные ути-
лизировать электрофильные метаболиты путем 
связывания с образованием аддуктов, определя-
емых методом масс-спектрометрии [46].

Оксидативный стресс. Оксидативный стресс 
развивается при дисбалансе образования ак-
тивных форм кислорода (АФК) и антиоксидант-
ной активности клетки. Определяется оценкой 
количества АФК, уровня перекисного окисле-
ния липидов, истощения глутатиона и/или ак-
тивации путей стресса, например пути фактора 
NRF2 [47, 48].

Митохондриальная токсичность. Митохонд-
рии производят более 90% клеточной энер-
гии в форме АТФ и регулируют некоторые сиг-
нальные пути, в том числе некроза и апоптоза. 
Для выявления митохондриальной токсичности 
оценивают митохондриальный мембранный 
потенциал, резервную емкость окислительно-
го фосфорилирования, активность различных 
комплексов электронно-транспортной цепи ми-
тохондрий, бета-окисление жирных кислот, уро-
вень митохондриальной ДНК (мтДНК) и синтеза 
митохондриальных белков, митохондриальный 
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оксидативный стресс, изменение синтеза АТФ 
в глюкозо-галактозном тесте и др. [49].

Механизмы лекарственной митохондриаль-
ной токсичности разнообразны: тиазолидиндио-
ны, например, нарушают функцию митохондрий 
прямым ингибированием цепи транспорта элек-
тронов, а нестероидные противовоспалитель-
ные препараты (НПВП) могут прервать транспорт 
электрона при синтезе АТФ. При этом рассеива-
ется митохондриальный мембранный потенци-
ал и снижается или прекращается образование 
АТФ. Парацетамол, доксирубицин и этанол инду-
цируют оксидативный стресс через окислитель-
но-восстановительный цикл или образование 
АФК [50]. Прямое или непрямое ингибирование 
бета-окисления жирных кислот может вызвать 
накопление капель жира в гепатоцитах  — ми-
кровезикулярный стеатоз [51]. Лекарственная 
митохондриальная токсичность также может 
быть результатом повреждающего действия не-
которых ЛС на репликацию мтДНК [52] или инги-
бирования синтеза митохондриальных белков, 
например оксазолидинонами [53].

Глюкозо-галактозный тест проводят с исполь-
зованием клеточной линии HepG2. В отличие 
от первичных гепатоцитов в клетках HepG2 АТФ 
образуется двумя путями: гликолизом и окис-
лительным фосфорилированием. В глюкозо-га-
лактозном тесте на клетках HepG2 определяют 
токсическое воздействие ЛС на митохондрии, 
сравнивая образование АТФ в богатой галакто-
зой среде, в которой запускается путь окисли-
тельного фосфорилирования с образованием 
АТФ в клетках в богатой глюкозой среде, в кото-
рой преобладает гликолиз [54].

Повреждение митохондрий также оценивают 
по изменению митохондриального дыхания и вы-
свобождению молочной кислоты при гликолизе. 
Митохондриальное дыхание оценивается по из-
менению скорости потребления кислорода, а гли-
колиз  — по высвобождению молочной кислоты, 
которое определяется скоростью внеклеточного 
закисления [55]. В стресс-тестах могут измерять-
ся другие показатели, связанные с механизмом 
действия, например определение резервной био-
энергетической емкости [56]. Клеточные модели 
с длительным сроком жизни позволяют опреде-
лять нарушения репликации мтДНК или синте-
за белков, кодирующихся мтДНК. S.  Nadanaciva 
и соавт. [57] определяли нарушение синтеза бел-
ков митохондрий по соотношению комплекс IV / 
фратаксин методом иммунохроматографическо-
го анализа, которое уменьшается при подавле-
нии репликации мтДНК и синтеза белка.

Несмотря на имеющиеся сведения о ток-
сическом действии многих ЛС на функцию ми-
тохондрий in vitro, информации о корреляции 
действия митохондриальных токсикантов с из-
менениями in vivo не так много, возможно, в свя-
зи с высоким уровнем ложноположительных ре-
зультатов в тестах из-за использования высоких 
концентраций ЛС [58].

Лекарственный холестаз. Лекарственное хо-
лес татическое повреждение печени связано с на-
рушением транспорта и накоплением ЖК в клетке. 
Высокие концентрации ЖК обладают клеточной 
токсичностью и морфологически вызывают гепа-
тоцеллюлярное повреждение в отличие от клас-
сического клинического холестатического пора-
жения вследствие нарушения оттока [59].

Транспорт ЖК регулируется АТФ-зависимыми 
транспортерами, в частности транспортным бел-
ком BSEP (bile salt export pump). Предполагается, 
что ингибирование или подавление BSEP является 
основным механизмом развития лекарственного 
холестаза [60]. Для изучения взаимодействия ЛС 
с BSEP определяют изменения захвата производ-
ных таурохолевой кислоты в мембранные вези-
кулы с экспрессией BSEP при воздействии ЛС [61], 
однако это исследование не позволяет оценить 
активность метаболитов ЛС и взаимодействие 
с другими транспортерами. Поэтому более фи-
зиологически релевантным является исследо-
вание транспорта на культурах в конфигурации 
«сэндвич», в которых по клиренсу тестового 
субстрата определяют уровень ингибирования 
транспортеров, при этом наличие работающих 
ферментов позволяет также учитывать влияние 
активных метаболитов [62]. В частности, было 
показано, что метаболит троглитазона (препа-
рат отозван с фармацевтического рынка из-за 
способности вызвать идиосинкратическую ЛГТ) 
является более мощным ингибитором BSEP, чем 
сам троглитазон [63].

Следует отметить, что данные о связи ин-
гибирования BSEP с идиосинкратической ЛГТ 
получены в исследованиях in vitro, в которых 
использовались концентрации ЛС, значительно 
превышающие концентрации в сыворотке in vivo, 
поэтому существуют сомнения относительно 
их прогностической ценности. Более вероятно, 
что ингибирование BSEP является одним из фак-
торов стресса, способствующих иммунообу-
словленному повреждению печени у пациентов 
с имеющейся предрасположенностью [64].

Активация иммунной системы. Адаптивной 
иммунной системе придается важное значение 
в развитии идиосинкратической ЛГТ, поэтому 
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продолжается разработка систем, позволяющих 
оценить взаимодействие клеток печени с клетка-
ми, участвующими в формировании иммунного 
ответа. Для исследования активации иммунной 
системы в ответ на действие ЛС предлагается 
использовать сокультуру клеток печени с эн-
дотелиальными клетками печеночных синусов, 
клетками Купфера или звездчатыми клетками, 
поскольку известно, что они участвуют в иммун-
ном ответе в качестве антигенпрезентирующих 
клеток [32, 65]. M.O. Ogese и соавт. [66] изучали 
влияние на дендритные клетки надосадочной 
жидкости (супернатанта), полученной после 
воздействия гепатотоксичных ЛС на первичные 
гепатоциты. Результаты исследования показа-
ли, что супернатант, содержащий молекулярные 
фрагменты, связанные с повреждением, стиму-
лировал секрецию дендритными клетками про-
воспалительных цитокинов.

Инновационные технологии
Биотехнологические инновации в исследова-

нии ЛГТ in vitro включают технологии, позволяю-
щие осуществлять получение, хранение и обра-
ботку большого количества данных (Big Data).

Одновременный многопараметрический скри-
нинг (high-content screening, HCS). HCS  — это 
комбинация автоматизированной микроско-
пии с анализом изображений, позволяющая 
одновременно оценить комплекс параметров 
благодаря использованию флуоресцентных 
зондов-красителей. HCS позволяет одновре-
менно оценивать целый спектр показателей: 
от клеточной жизнеспособности, накопления 
активных форм кислорода или повреждения 
эндоплазматического ретикулума до призна-
ков развития холестаза, стеатоза или фосфоли-
пидоза. Для теста HCS используют первичные 
гепатоциты человека, клеточные линии, по-
лученные из опухолей, или гепатоцит-подоб-
ные клетки, полученные из стволовых клеток, 
а также сокультивированные клеточные систе-
мы [67]. Получение разнообразной информации 
на уровне отдельной клетки помогает углубить 
представление о механизме токсического дей-
ствия ЛС. P.J. O’Brien и соавт. одними из первых 
применили одновременный многопараметри-
ческий скрининг на клетках HepG2, исследуя 
243 ЛС с разной степенью гепатотоксичности 
[68]. Использовались 4 флуоресцентных кра-
сителя, позволявших оценивать площадь ядра, 
митохондриальный мембранный потенциал, 
проницаемость митохондриальной мембра-
ны и внутриклеточную концентрацию кальция. 

Определение токсического потенциала ЛС 
для человека показало 80% чувствительность 
и 90% специфичность при концентрации in vitro, 
равной 30-кратной максимальной эффективной 
концентрации.

Обычно HCS применяют на культурах в двух-
мерной конфигурации (монослой или «сэндвич»), 
но есть опыт получения и анализа изображений 
для HCS в трехмерной клеточной культуре [69]. 
HCS используется в фармацевтической инду-
стрии для скрининга потенциальных ЛС на пред-
мет гепатотоксичности и показал себя мощным 
инструментом прогнозирования ЛГТ на ранних 
этапах разработки благодаря высокой чувстви-
тельности по сравнению с общепринятыми ме-
тодами [70, 71].

Для улучшения прогностической силы в плане 
потенциальной гепатотоксичности и повышения 
чувствительности HCS применяют в комбинации 
с другими методами, такими как транскриптоми-
ка или метаболомика.

Омик-технологии. В последнее время при-
влекают внимание и бурно развиваются новые 
подходы оценки гепатотоксичности в клеточ-
ных системах in vitro на основании омик-тех-
нологий: транскриптомики (исследование 
совокупности транскриптов), протеомики (ис-
следование совокупности белков) и метаболо-
мики (исследование совокупности метаболитов). 
Омик-технологии генерируют огромное количе-
ство данных, которые отражают комплексность 
происходящих в биологическом объекте про-
цессов в ответ на воздействие ЛС.

Транскриптомика. Многие клеточные процес-
сы контролируются на уровне экспрессии генов, 
поэтому изменение совокупности транскриптов 
РНК в клетке позволяет судить об изменении 
экспрессии генов, то есть об активации процес-
сов в ответ на воздействие различных веществ. 
Определение матричных РНК (мРНК) является 
инструментом прогнозирования синтеза и ак-
тивности белков. Для обработки большого ко-
личества мРНК используются несколько мето-
дов: РНК-секвенирование, методы сериального 
и кэпового анализа экспрессии генов SAGE/CAGE 
(serial analysis of gene expression/cap analysis of 
gene expression), метод микрочипов. Метод SAGE 
основан на определении сотен фрагментов мРНК 
с последующим подсчетом специфичных фраг-
ментов в образце. Микрочипы — фиксированные 
на плотном субстрате молекулы олигонуклеоти-
дов или комплементарных ДНК, имеющие участки, 
способные гибридизироваться с определенными 
РНК, что позволяет проводить сортировку РНК 
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и оценку уровня их экспрессии. Тестируемые об-
разцы предварительно окрашиваются флуоро-
хромами, и количественная оценка проводится 
по интенсивности свечения с использованием 
флуоресцентной микроскопии. С помощью одно-
го чипа могут определяться сотни различных ге-
нов. Существуют также высокопроизводительные 
секвенаторы нового поколения, позволяющие 
быстро секвенировать большое количество генов 
[72]. Профиль экспрессии генов может использо-
ваться для сравнения фенотипа различных кле-
точных культур [73] или для классификации ме-
ханизма действия новых экспериментальных ЛС 
путем сравнения с характеристиками, получен-
ными в других исследованиях [74].

K.N. De Abrew и соавт., исследуя изменения 
транскриптома под влиянием препаратов с раз-
личным механизмом токсического действия, по-
казали, что изменение транскриптома отража-
ет специфичность механизма повреждающего 
действия [75]. B.R. Ware и соавт. сравнивали из-
менение профилей экспрессии генов первичных 
гепатоцитов, выращенных в микроструктуриро-
ванной сокультуре с фибробластами, при воз-
действии гепатотоксичных и негепатотоксич-
ных ЛС аналогичных фармакологических групп. 
Воздействие троглитазона и росиглитазона 
показало на 14 сутки инкубации различие экс-
прессии 628 генов по сравнению с контролем. 
При этом >75% транскриптов, участвующих 
в таких путях, как метаболизм жирных кислот 
и ЛС, оксидативный стресс, воспалительный от-
вет и коагуляционный каскад, были изменены 
под действием гепатотоксичного троглитазона.

Сходные изменения транскриптома были по-
лучены для других пар гепатотоксичных и неге-
патотоксичных аналогов [76]. Описаны модели 
in vitro для прогнозирования ЛГТ, основанные 
на токсикогеномных данных. H.J.  Cha и соавт., 
основываясь на изменении профилей экспрес-
сии генов при воздействии гепатотоксичных 
и негепатотоксичных НПВП, использовали 
клетки HepG2 для создания модели прогноза 
гепатотоксичности на основе избранных генов, 
показавших максимальные изменения при ток-
сическом воздействии. Валидация модели была 
проведена на 4 НПВП и показала 100% чувстви-
тельность и специфичность [77].

Протеомика. мРНК является промежуточным 
звеном между геном и синтезом белка, изменения 
транскриптома отражают реакцию на воздействие, 
но не всегда коррелируют с уровнем экспрессии 
белков. Посттрансляционная модификация белка 
может повлиять на его активацию, локализацию, 

стабильность, взаимодействие и передачу сиг-
налов. Протеомика, изучая совокупность белков 
в клетке в данный момент, дополняет данные 
транскриптомики в плане определения и оцен-
ки процессов, происходящих при токсическом 
действии. Для идентификации и количественной 
оценки белков используют иммунохимические 
методики, электрофорез, хроматографию и совре-
менные технологии с высокой пропускной способ-
ностью: микрочипы и масс-спектрометрию [78, 79]. 
М. Alvergnas с соавт., изучая изменение протеома 
первичных гепатоцитов человека при воздействии 
гепатотоксичного препарата безафибрат, опреде-
лили изменение экспрессии белков, участвующих 
в печеночном канцерогенезе и воспалительном 
ответе, при этом дополнительное воздействие 
предшественника глутатиона N-ацетилцистеина 
модифицировало набор белков, регулируемых 
безафибратом [80].

Метаболомика. Метаболомика изучает биохи-
мический профиль организма на уровне малых 
молекул: промежуточных и конечных продуктов 
обмена веществ, гормонов, сигнальных молекул. 
Метаболизм  — нижний уровень биомолекуляр-
ной организации системы, его динамика может 
меняться при минимальном воздействии, и дан-
ные, отражающие эти изменения, еще больше 
детализируют механизм токсического действия 
и ответную реакцию организма [81]. Для опре-
деления метаболитов используют комбинацию 
хроматографических методов с масс-спектро-
метрией либо ядерный магнитный резонанс 
[82]. Идентификация метаболитов проводится 
на основании данных собственных или общедо-
ступных баз данных по метаболомике.

A. Ruiz-Aracama и соавт. [83], исследуя на клет-
ках HepG2 изменение метаболома in vitro в ответ 
на гепатотоксичный 2,3,7,8-тетрахлородибензо-
диоксин, показали соответствие метаболиче-
ских изменений данным ранее проведенных 
исследований in vivo и in vitro. E. Krajnc и соавт. 
[84] при исследовании метаболома на клетках 
HuH7 и первичных гепатоцитах мышей опреде-
лили, что гепатотоксичный антидепрессант не-
фазодон нарушал глюконеогенез, анаэробный 
гликолиз и окислительное фосфорилирование, 
что указывало на наличие нескольких путей по-
давляющего действия ЛС на синтез АТФ.

Комбинирование метаболомики с другими 
омик-технологиями позволяет в еще большей 
степени детализировать пути и механизмы, ак-
тивирующиеся в ответ на токсическое воздей-
ствие. R.M. Rodrigues и соавт. [85] использовали 
транскриптомику и метаболомику для оценки 
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холестатической токсичности бозентана на клет-
ках HepaRG и определили генные изменения, 
связанные с активацией рецептора ядерного 
фарнезоида Х, и метаболические изменения, ука-
зывающие на митохондриальное повреждение.

Информация по токсической активности 
различных веществ, влиянию на геном, транс-
криптом, метаболом, получаемая из разных 
лабораторий, собирается в общедоступных 
базах данных  — MetabolomeXchange1, Human 
Metabolome Database2, GenomeNet3, NCBI4, 
Protein Information Resource (PIR)5 и др.

Рекомендации регуляторных 
органов по доклиническим 
исследованиям гепатотоксичности

Согласно руководству Европейского агент-
ства по лекарственным средствам (European 
Medicines Agency, EMA) по доклиническим иссле-
дованиям лекарственно-индуцированной гепа-
тотоксичности (редакция 2010 г.)6 исследования 
in vitro рекомендуется проводить как дополни-
тельные для уточнения механизма после выяв-
ления сигналов о гепатотоксичности ЛС in vivo 
на лабораторных животных или в дорегистра-
ционных клинических испытаниях. В последней 
редакции отмечена значимость показателей 
ответа на клеточный стресс, данных многопара-
метрического исследования клеток, изменений 
экспрессии генов и белков, а также биомаркеров 
клеточного повреждения или восстановления. 
В то же время эти методики не стандартизи-
рованы, имеют различный экспериментальный 
дизайн и не валидированы в плане чувстви-
тельности и/или специфичности для прогноза 
клинической безопасности. Также отмечена 
перспективность интегрированного анализа 
данных омик-технологий.

Отсутствие более позднего обновления ре-
комендаций, возможно, обусловлено наличием 
нескольких нерешенных вопросов, связанных 
с исследованиями in vitro. Это проблема вали-
дации и стандартизации методик, поскольку 
существует большой разброс данных между 
лабораториями. Другое затруднение состоит 
в том, что большинство клеточных систем под-
ходят для скрининга дозозависимой токсич-
ности, то есть эффективно выявляют прямую 

гепатотоксичность, но не отражают межле-
карственные взаимодействия и индивидуаль-
ные особенности человека. Также сохраняется 
проблема количественного переноса результа-
тов тестов in vitro на условия in vivo.

Заключение
За последние десятилетия достигнут значи-

тельный прогресс в разработке клеточных мо-
делей для исследования ЛГТ in vitro. Клеточные 
культуры совершенствуются в направлениях 
увеличения продолжительности жизни и сохран-
ности функций, повышения экспрессии фермен-
тов и транспортеров, усложнения конфигураций 
систем с имитацией канальцев и возможности 
сокультивирования паренхиматозных и непа-
ренхиматозных клеток.

Использование современных клеточных мо-
делей позволяет не только выявлять токсичность, 
но также изучать механизмы цитотоксичности, 
митохондриальной токсичности, нарушения об-
мена желчных кислот, клеточного стресса и дру-
гих процессов повреждения печени. Сделаны 
шаги в плане создания сложных клеточных си-
стем для изучения иммунных сигналов и путей, 
которым отводится большая роль в патогенезе 
идиосинкратической ЛГТ.

Широкое внедрение одновременного много-
параметрического скрининга (HCS) для изучения 
ЛГТ позволило быстро и производительно обраба-
тывать большие объемы данных. Высокая техно-
логичность омик-технологий открывает большие 
возможности в плане стандартизации методик, 
что позволит получать сопоставимые данные 
в разных лабораториях и более конкретно трак-
товать полученные результаты. Перспективными 
направлениями моделей для исследований in vitro 
представляются создание сложных систем со-
культивирования и органов-на-чипе, максимально 
приближающих условия к таковым in vivo, а также 
создание моделей in silico.

Увеличение количества и разнообразия полу-
чаемой в тестах in vitro информации и наличие 
инструментов для ее обработки представляются 
предвестниками если не прорыва, то существен-
ного шага вперед в плане детализации механиз-
мов и определения релевантных биомаркеров для  
доклинической диагностики гепатотоксичности.

1  http://www.metabolomexchange.org
2 https://hmdb.ca
3 https://www.genome.jp
4 https://www.ncbi.nlm.nih.gov
5 https://proteininformationresource.org
6 Reflection paper on non-clinical evaluation of drug-induced liver injury (DILI). EMEA/CHMP/SWP/150115/2006. EMA; 2010.
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РЕЗЮМЕ

Выбор высокой дозы является ключевым элементом методологии изучения общетоксического действия 
лекарственных средств, от которого зависят информативность результатов, соблюдение принципов этич-
ного рационального использования экспериментальных животных и корректность прогноза безопасности 
применения нового лекарственного средства у человека. Согласно данным литературы и опыту экспертной 
оценки результатов доклинических исследований, неправильный выбор высокой дозы является весьма рас-
пространенной ошибкой планирования токсикологических исследований, которая значительно сокращает 
или полностью лишает их информативности и не позволяет использовать для оценки безопасности при-
менения нового лекарственного средства у человека.
Цель работы: анализ актуальных регуляторных требований по выбору высокой дозы для исследований 
общетоксического действия лекарственных средств.
Проведенный анализ позволил предположить, что возможной причиной необоснованного выбора высо-
кой дозы в токсикологических исследованиях является неоднозначность интерпретации методических 
рекомендаций в случае отсутствия в них конкретного указания на нормирование предела верхней грани-
цы исследуемых токсических доз или достаточной определенности критериев выбора дозы. Соблюдение 
требований регуляторной токсикологии в отношении выбора доз и применение обоснованного алгоритма 
принятия решений являются необходимыми условиями корректного планирования доклинических иссле-
дований безопасности новых лекарственных средств.

Ключевые слова: доклинические исследования; выбор высокой дозы; безопасность лекарственных средств; 
общетоксическое действие
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ABSTRACT

High dose selection is a key methodological element in general toxicity studies of medicines. It determines the 
informative value of study results, the compliance with the principles of ethical and rational use of experimental 
animals, and the accuracy of predicting the safety of new medicines for human use. The literature data and the 
regulatory experience in evaluating preclinical study results suggest that the selection of an inappropriate high 
dose is a very common error in planning toxicity studies. This error leads to a significant or complete loss of the 
informative value of study results; the results become useless for assessing the safety of new medicinal products 
for human use.
The aim of this study was to analyse the current regulatory requirements for high dose selection for general 
toxicity studies of medicines.
The analysis suggests that unreasonably high doses may be selected for toxicity studies because methodological 
recommendations are prone to interpretation errors. Their potential for ambiguity stems from the absence of spe-
cific standardised upper limits for toxic doses or sufficiently clear dose selection criteria. Prerequisites for proper-
ly planning preclinical safety studies of new medicines include compliance with dose selection requirements of 
regulatory toxicology and implementation of a clinically and toxicologically sound decision-making algorithm.

Key words: preclinical studies; high dose selection; drug safety; general toxicity
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Введение
Одним из ключевых элементов методологии 

доклинических исследований безопасности ле-
карственных средств (ЛС) является выбор вы-
сокой дозы (ВД) для исследований общей ток-
сичности1, от которого зависит корректность 
и информативность полученных результатов 
и, в конечном счете, корректность прогноза без-
опасности для первого применения ЛС у челове-
ка. Несмотря на кажущийся рутинный характер 
выбора доз, неправильно подобранная доза ча-
сто является причиной проведения бесполезных 
неэтичных или избыточных исследований, воз-
никновения проблем при определении диапа-
зона безопасных доз и оценке потенциальных 
токсических эффектов.

Оценка безопасности нового лекарственного 
средства-кандидата — это итеративный динами-
ческий процесс с непрерывной обратной связью 
между доклиническими и клиническими исследо-

ваниями. Первоначальная доклиническая оценка 
безопасности ЛС дополняется доклиническими 
и клиническими данными, а оценка безопасности 
ЛС для человека становится более взвешенной 
в ходе клинической разработки [1, 2].

Подходы к определению величины эквива-
лентной дозы для человека подробно обсужда-
ются в статье Е.В. Шекуновой и соавт. [3]. Однако, 
прежде чем приступить к экстраполяции получен-
ных токсических и нетоксических доз от животных 
на человека, необходима уверенность, что про-
веденные исследования являлись достаточными 
для выявления токсических эффектов ЛС.

Цель работы — анализ регуляторных требо-
ваний по выбору высокой дозы для исследова-
ний общетоксического действия лекарственных 
средств.

В настоящей статье рассмотрены методи-
ческие рекомендации, относящиеся к разра-
ботке новых ЛС, представляющих собой малые 

1 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по доклиниче-
ским исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов».
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молекулы, поскольку методология доклиниче-
ских исследований высокомолекулярных соеди-
нений, вследствие специфичности их биологи-
ческих свойств и фармакологического действия, 
требует иных подходов и применения специаль-
ных рекомендаций. Актуальность обсуждаемого 
вопроса подтверждает опыт экспертизы докли-
нических исследований безопасности ЛС, про-
водимой в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России, 
а также научные публикации [1, 4].

Основная часть
В соответствии с регуляторными требовани-

ями и методическими рекомендациями2 стан-
дартные доклинические исследования без-
опасности ЛС проводятся in vivo в сочетании 
с исследованиями токсикокинетики или in vitro 
и включают исследования фармакологической 
безопасности, общетоксического действия 
при однократном и повторном введении, ге-
нотоксичности, канцерогенности, репродук-
тивной токсичности, местной переносимости, 
а также специфические исследования, выпол-
няемые при необходимости (иммунотоксич-
ность, иммуногенность, фототоксичность, гема-
тологическая совместимость, общетоксическое 
действие на неполовозрелых животных и др.). 
Доклинические исследования безопасности 
(токсикологические исследования и исследо-
вания фармакологической безопасности) про-
водятся строго в соответствии с правилами 
надлежащей лабораторной практики (Good 
Laboratory Practice, GLP) для гарантированно-
го обеспечения максимальной достоверности 
и воспроизводимости результатов. Целью ис-
следований токсичности при повторном введе-
нии является выявление токсического влияния 
ЛС на органы-мишени, зависимости «доза–эф-
фект», обратимости эффектов, связи токсиче-
ских эффектов с системной экспозицией.

Исследования общетоксического действия 
в сочетании с исследованиями токсикокинети-
ки являются базовыми, по результатам которых 
оценивают безопасность первого применения 
ЛС у человека. Эти исследования позволяют 
оценить потенциальные мишени токсического 
действия нового ЛС для клинического монито-
ринга потенциальных нежелательных явлений, 

характер и динамику токсических эффектов, 
уровень токсических доз, диапазон нетоксиче-
ских доз, определить безопасную стартовую 
дозу для первого применения ЛС у человека3.

Спектр биологических реакций, охватываю-
щий ряд возрастающих доз, показан на рисун-
ке 1 [5]. Для выбора ВД используют диапазон, 
включающий дозы, оказывающие минимальное 
(Lowest Observed Effect Level, LOEL), умеренное 
(Lowest Observed Adverse Effect Level, LOAEL) 
или выраженное токсическое действие (Frank 
Effect Level, FEL). Основные принципы токсиколо-
гии указывают на то, что выбранная доза в крат-
косрочных токсикологических исследованиях 
должна быть выше, чем в долгосрочных иссле-
дованиях [1, 2]. Вместе с тем по мере накопления 
информации о переносимости ЛС и клинического 
подтверждения его перспективности становится 
оправданным повышение ВД малотоксичных ЛС 
до уровня максимальной переносимой (МПД; 
maximum tolerable dose, MTD) или максимальной 
достижимой дозы (МДД; maximum feasible dose, 
MFD). В этом случае использование допустимо-
го максимального уровня ВД не рассматривает-
ся как избыточное и, напротив, свидетельствует 
о полноценности доклинической характеристи-
ки безопасности нового ЛС.

Общие токсические свойства изучают 
при од нократном и повторных введениях. В ис-
следованиях острой токсичности получают ток-
сикометрические параметры летальных (ЛД50) 
и максимальных переносимых доз (МПД), уста-
навливают причины гибели животных и оцени-
вают характер и динамику симптомов интокси-
кации.

В методических документах содержатся 
вполне определенные практические рекомен-
дации по планированию исследований обще-
токсического действия, которые, как прави-
ло, исключают их неверную интерпретацию. 
Так, например, в Руководстве по проведению 
доклинических исследований ЛС4 в разделе 
по исследованиям острой токсичности указа-
но, что для малотоксичных веществ, при не-
возможности определения ЛД50, максимальная 
используемая доза должна составлять не менее 
2 г/кг. В соответствии с современными методо-
логическими подходами проведение отдельных 

2 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 78 «О правилах регистрации и экспертизы лекар-
ственных средств для медицинского применения».
 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по доклиниче-
ским исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов».
3 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по доклиниче-
ским исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов».
4 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
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исследований токсичности при однократном 
применении не является строго необходимым, 
а сведения о дозолимитирующей токсичности 
при краткосрочном введении препарата могут 
быть получены из исследований токсичности 
при повторном введении или из исследований 
фармакодинамики, фармакокинетики или ток-
сикокинетики5. Исследования острой токсич-
ности, как правило, предоставляются к III фазе 
клинических исследований или раньше в слу-
чаях повышенного риска передозировки (если 
препарат разрабатывается для терапии боли, 
депрессии). Вместе с тем можно отметить мень-
шую определенность рекомендаций по выбору 
ВД для исследований хронической токсичности, 
которая может стать причиной неоднозначности 
их интерпретации. Так, например, в руководстве 
по проведению доклинических исследований 
лекарственных средств указано что «введение 
максимальной дозы предполагает выявление 
возможных токсических эффектов или гибель ча-
сти животных. Эта доза может быть определена 
из данных по острой токсичности. Минимальная 
доза должна быть близка к терапевтической 
дозе, рекомендуемой для клинического изуче-
ния, с учетом соответствующих коэффициентов. 
Третья доза является промежуточной»6.

Подобная оптимизация с целью получения 
максимальной пользы от исследований с мень-
шими затратами отражает общую тенденцию 
современной эволюции доклинических иссле-
дований и является одним из многочисленных 
примеров реализации концепции 3R (замена, со-
кращение, улучшение — Replacement, Reduction, 
Refinement) по рациональному этичному ис-
пользованию экспериментальных животных.

Выбор ВД является весьма сложной задачей, 
поскольку требует соблюдения баланса меж-
ду необходимостью максимального сохранения 
спектра потенциальных токсических эффектов 
и обеспечением выживаемости эксперимен-
тальных животных. Как показывает практика, 
в ходе проведения исследований хронической 
токсичности нередко требуется дополнительная 
корректировка ВД, чаще в сторону их снижения, 
вследствие избыточной токсичности и гибели жи-
вотных. Примеры рекомендаций, которые могут 
иметь неоднозначную интерпретацию, представ-
лены в таблице 1. Приведенные цитаты рекомен-
даций демонстрируют применение для выбора 
ВД критерия умеренной или минимальной ее 
токсичности. Подобный, кажущийся парадок-
сальным, подход, по-видимому, может оказаться 
одной из причин заниженного уровня ВД, которая 

Отсутствие
реакции

Адаптивная
физиологическая

реакция

Минимальная
реакция

Minimal response Moderate response Frank toxicity

Умеренная
реакция

Выраженная
токсичность

Adaptive
physiologic
response

No response

NOEL NOAEL LOEL LOAEL FEL

Основной диапазон доз
для выбора высокой дозы в хронических исследованиях

General range of high doses for chronic toxicity studies

Рис. 1. Спектр ответа в неклинических исследованиях (по R.J. Kociba [5], с изменениями). NOEL — уровень доз 
отсутствия каких-либо наблюдаемых эффектов; NOAEL — уровень доз отсутствия наблюдаемых токсических эф-
фектов; LOEL — уровень доз незначительных наблюдаемых токсических эффектов; LOAEL — уровень доз умерен-
ных наблюдаемых токсических эффектов; FEL — уровень доз выраженных наблюдаемых токсических эффектов

Fig. 1. Range of responses in non-clinical studies (adapted from R.J. Kociba [5]). NOEL, No Observed Effect Level; 
NOAEL, No Observed Adverse Effect Level; LOEL, Low Observed Effect Level; LOAEL, Low Observed Adverse Effect 
Level; FEL, Frank Effect Level

5 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по доклиниче-
ским исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов».
6 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012. 
944 с.
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не дает полного представления о спектре потен-
циальных токсических эффектов ЛС.

Рекомендуемый алгоритм выбора ВД (рис. 2) 
предусматривает 4 случая признания дозы 
в качестве высокой: если она соответствует 
МПД, МДД, дозе, обеспечивающей насыще-
ние экспозиции или превышает клиническую 
экспозицию в 50 и более раз7. Если не выпол-
няются эти условия, применяются варианты 
других решений с использованием критериев 

соотношения доз и экспозиции ЛС у человека 
и экспериментальных животных. В качестве 
достаточной ВД в исследованиях хронической 
токсичности при прочих равных условиях при-
нимается доза 1000  мг/кг массы тела живот-
ного, обеспечивающая не менее чем 10-крат-
ную клиническую экспозицию. Если не удается 
достичь целевой экспозиции у животных, ВД 
может быть увеличена до 2000 мг/кг и более, 
вплоть до МДД.

Таблица 1. Нормативные положения, касающиеся выбора высоких доз в исследованиях токсичности (цит. 
по L.A. Buckley и соавт. [2])

Table 1. Regulatory positions regarding high dose selection in toxicity studies (from L.A. Buckley et al. [2])

Нормативный документ
Regulatory document

Формулировка рекомендации, касающаяся выбора высоких доз
Recommendations on high dose selection quoted from the document

ICH S1C (R2). Dose 
selection for carcinoge-
nicity studies of pharma-
ceuticals. EMEA/CHMP/
ICH/383/1995. EMA; 2008

Прогнозируемый минимальный токсический эффект в исследованиях хронической токсично-
сти ... может быть оценен в 90-дневном исследовании подбора доз, в котором наблюдается 
минимальная токсичность, включающая снижение прироста массы тела ≤10% по сравнению 
с контролем; токсичность для органов-мишеней; признаки клинической патологии. Макси-
мальные дозы для исследований общей токсичности определяются по границам экспозиции 
или предельным дозам
Predicted to produce a minimum toxic effect over the course of the toxicity study … may be predicted 
from a 90-day range-finding study in which minimal toxicity is observed … factors to consider include: 
≤10% decrease in body weight gain relative to controls; target organ toxicity; significant alterations in 
clinical pathology. Maximum doses for general toxicity studies may be based on margins of exposure or 
limit doses

Chemical carcinogens: a 
review of the science and 
its associated principles. 
U.S. Interagency Staff 
Group on Carcinogens. 
Environ Health Perspect. 
1986;67:201–82

Наивысшая доза в исследовании хронической токсичности, достаточная для того, чтобы 
вызвать признаки минимальной токсичности без существенного изменения нормальной 
продолжительности жизни из-за эффектов, отличных от канцерогенности. Определяется 
в 90-дневном исследовании. При этом учитывают изменение массы тела и органов, клиниче-
скую патологию и наиболее отчетливые токсические, патологические или гистопатологиче-
ские конечные точки
Highest dose in chronic study just high enough to elicit signs of minimal toxicity without significantly 
altering normal lifespan due to effects other than carcinogenicity. Determined in a 90-day study. 
Considers alteration in body and organ weight, clinical pathology and more definitive toxic, pathologic 
or histopathologic endpoints

Toxicity test guideline for 
pharmaceuticals. Pp. 127 
(Chapter 5). Japan Ministry 
of Health and Welfare; 
1985

Наивысшей дозой для основного исследования канцерогенности является доза, которая 
в предварительном исследовании канцерогенности тормозит прирост массы тела не более 
чем на 10% и не вызывает ни летального исхода из-за токсических эффектов, ни заметных 
изменений общего состояния или лабораторных показателей
The dose in the preliminary carcinogenicity study that inhibits body weight gain ≤10% and causes 
neither death due to toxic effects nor remarkable changes in the general signs or laboratory findings is 
the highest dose to be used in the full-scale carcinogenicity study

Guideline on repeated 
dose toxicity. CPMP/
SWP/1042/99. EMA; 2010 

Высокая доза должна позволять идентифицировать токсичность для органов-мишеней 
или другую неспецифическую токсичность или соответствовать максимальной достижимой 
дозе. ... В идеале системная экспозиция препарата и/или основных метаболитов должна 
многократно превышать ожидаемую клиническую системную экспозицию. … Корректировка 
дозы необходима при чрезмерной токсичности или отсутствии токсических эффектов
Should enable identification of target organ toxicity or other non-specific toxicity, or until limited by 
volume of dose … Ideally, systemic exposure to the drug and/or principal metabolites should be a 
significant multiple of the anticipated clinical systemic exposure … Need for adjustment if unexpected 
toxicity or lack thereof

Rules governing medicinal 
products in the European 
Community. Vol. III. CHMP; 
1987

Максимальная доза должна вызывать минимальный токсический эффект, например потерю 
веса на 10% или замедление роста или минимальную токсичность для органов-мишеней, ... 
о чем свидетельствует нарушение физиологических функций и, в конечном счете, патологи-
ческие изменения
The top dose should produce a minimum toxic effect, for example a 10% weight loss or failure of 
growth, or minimal target organ toxicity ... as demonstrated by failure of physiologic functions and 
ultimately by pathological changes

7 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по доклиниче-
ским исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов».

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Buckley+LA&cauthor_id=19477212
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Buckley+LA&cauthor_id=19477212
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Рис. 2. Схема выбора высокой дозы для исследований общей токсичности

Fig. 2. Recommended high dose selection for general toxicity studies
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Согласно руководству Евразийской эконо-
мической комиссии8, для обоснования про-
ведения клинических исследований III фазы 
необходимо, как правило, определить дозо-
лимитирующую токсичность в эксперимен-
тах с предельной дозой, обеспечивающей 
50-кратное превышение экспозиции, с исполь-
зованием как минимум одного вида животных. 
В руководстве9 МПД определена как самая 
ВД, которая будет переносима в течение всего 
периода исследования. Безусловно, длитель-
ность эксперимента может оказывать влияние 
на величину МПД. Так, однократное введение 
препарата возможно в более высоких дозах, 
чем при повторном введении в исследовани-
ях субхронической и хронической токсичности. 
Согласно исследованию L.A. Buckley и соавт. [2], 
подходы к выбору дозы для доклинических ис-
следований безопасности фармацевтических 
препаратов должны учитывать необходимость 
демонстрации всего диапазона зависимости 
«доза–эффект», соотноситься с терапевтиче-
скими дозами для человека, а также учитывать 
клинические показания и фазу клинического 
исследования.

Согласно руководству10, ВД должна обес-
печить идентификацию токсичности для ор-
ганов-мишеней или другой неспецифической 
токсичности или ограничиваться максимально 
возможным объемом введения.

Одним из критериев «достаточности» дозы 
является использование в эксперименте на жи-
вотных МДД11. Предельные дозы для исследо-
ваний острой, субхронической и хронической 
токсичности в размере 1000 мг/кг/сут для гры-
зунов и негрызунов считаются достаточными 
в большинстве случаев, за исключением слу-
чаев низкой экспозиции препарата у животных 
по данным токсикокинетики. Согласно руко-
водству EMA12, при применении ВД экспозиция 
ЛС и (или) основных метаболитов должно зна-
чительно превышать ожидаемую системную 
экспозицию у человека. Промежуточная доза 
может определяться как среднее геометриче-
ское значение между высокой и низкой дозой. 

В процессе доклинического изучения безопас-
ности может потребоваться коррекция уровня 
доз при возникновении неожиданных токсиче-
ских реакций или, наоборот, при отсутствии ток-
сических эффектов.

Крайне важной является корректность до-
зирования ЛС у животных в исследованиях ток-
сичности. Экспериментальные лекарственные 
формы, используемые в доклинических исследо-
ваниях, должны обеспечивать биодоступность, 
достаточный диапазон и точность дозирова-
ния действующего вещества, его стабильность 
и однородность распределения в препарате. 
Тестируемое ЛС, как правило, вводят в виде 
смеси, рецептура которой может варьировать 
от простых растворов или суспензий до слож-
ных систем доставки. Для достижения ВД, со-
ответствующей международным нормативным 
требованиям, часто необходимо использовать 
рецептуру, содержащую высокую концентрацию 
действующего вещества. При этом, в зависимо-
сти от класса ЛС и относительного уровня его 
экспозиции у человека и животных, ВД может 
достигать 1000 или 2000 мг/кг/сут13.

Для разных способов введения и разных ви-
дов животных определены допустимые макси-
мальные объемы введения, поэтому этот фактор 
также может вызвать необходимость использо-
вания экспериментальной лекарственной фор-
мы с повышенным содержанием действующего 
вещества [6]. Как показывает опыт экспертизы 
доклинических исследований, разработчики 
достаточно часто уже на самых ранних этапах 
в токсикологических исследованиях исполь-
зуют лекарственную форму, предназначенную 
для клинического применения, вместо экспе-
риментальных лекарственных форм. Однако 
низкая дозировка действующего вещества 
или большое количество вспомогательных ве-
ществ в клинической лекарственной форме мо-
гут препятствовать достижению уровня дозы, 
достаточного для проявления токсического дей-
ствия у животных. Как следствие, при исполь-
зовании лекарственной формы, предназначен-
ной для клинического применения, не всегда 

8 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по доклиниче-
ским исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов».
9 Guidance on dose level selection for regulatory general toxicology studies for pharmaceuticals. London: LASA/NC3Rs; 2009.
10 Guideline on repeated dose toxicity. CPMP/SWP/1042/99. Rev 1 Corr*. EMA; 2010.
11 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по доклиниче-
ским исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов».
12 Guideline on repeated dose toxicity. CPMP/SWP/1042/99. Rev 1 Corr*. EMA; 2010.
13 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по доклиниче-
ским исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов».
 ICH guideline M3(R2) on non-clinical safety studies for the conduct of human clinical trials and marketing authorisation for 
pharmaceuticals. EMA/CPMP/ICH/286/1995. EMA; 2009.
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удается в полной мере охарактеризовать токси-
кологический профиль препарата.

В исследовании L.A. Buckley и соавт. [2] ав-
торы отмечают, что остается дискуссионным 
вопрос о корректности интерпретации токси-
кологических данных и оценке пользы и риска 
применения препарата у человека в случаях, 
когда часть нежелательных эффектов обуслов-
лена чрезмерным фармакологическим действи-
ем, которое превышает адаптационные возмож-
ности организма; в качестве примера приводят 
дозолимитирующий гипогликемический эффект 
инсулина. Кроме того, при оценке дозозависи-
мости токсических эффектов предполагается, 
что вероятность их появления связана с увели-
чением дозы выше терапевтического диапазо-
на, однако следует иметь в виду, что некоторые 
ЛС не вызывают токсических эффектов даже 
в 100-кратных клинических дозах. В таких слу-
чаях дозы, использованные в доклинических 
исследованиях, могут оказаться необоснован-
ными с точки зрения клинической значимости. 
Если в ходе токсикологического эксперимента 
не удается вызвать токсические эффекты, мо-
жет встать вопрос о релевантности выбора вида 
экспериментальных животных. Данная пробле-
ма может быть решена проведением токсико-
кинетических исследований, которые должны 
подтвердить достаточный уровень системной 
экспозиции препарата у животных14.

При выборе ВД следует представлять струк-
туру системы доклинических исследований 
в целом. Доклинические исследования пред-
ставляют собой комплексную систему взаимо-
связанных элементов, которая включает общие 
методологические подходы, стандартные экспе-
риментальные методы и критерии оценки фар-
макодинамики, фармакокинетики и токсично-
сти ЛС на тест-системах in vitro, in vivo и in silico, 
а также требования и нормативы, предъявляе-
мые к организации и проведению исследований 
и оформлению их результатов. Доклинические 
исследования безопасности нового ЛС пред-
ставляют условно обособленную часть общей 
системы, включающую полный комплекс иссле-
дований фармакологической и токсикологиче-
ской безопасности нового фармакологически 
активного вещества-кандидата, результаты ко-
торой используют для прогнозирования риска 
первого применения ЛС у человека.

Уникальность роли выбора ВД заключа-
ется в наиболее полном выявлении спектра 

потенциальных токсических эффектов и орга-
нов-мишеней токсического действия нового ЛС. 
Вместе с тем не менее важное значение для оцен-
ки безопасности нового ЛС имеет выбор низ-
кой дозы и всего диапазона исследуемых доз 
для наиболее обоснованного определения уров-
ня нетоксической дозы, не вызывающей неже-
лательных эффектов (NOAEL) или минимальной 
токсической дозы (LOEL), которые используют-
ся для вычисления безопасной стартовой дозы 
для первого применения ЛС у человека (рис. 1). 
Правильный выбор и своевременная корректи-
ровка диапазона доз базируется на результатах 
предварительных (оценочных) исследований 
по подбору доз. Изначально диапазон для наи-
большей широты охвата, как правило, включает 
не менее 3 доз с логарифмическими интервалами 
между дозами (например, 0,1–1–10–100 усл. ед. 
или 0,1–0,3–1–3–10 усл. ед.), что позволяет с вы-
сокой вероятностью определить характер, ди-
намику, дозозависимость токсических эффектов, 
а также их обратимость (в отставленных груп-
пах животных). Неудачно выбранный начальный 
диапазон и междозовый интервал нередко при-
водят к досадной для исследователя ситуации — 
невозможности определения максимального 
уровня нетоксической дозы и вынужденном ис-
пользовании для этой цели более низкого уровня 
доз, невыгодного для положительной характери-
стики безопасности нового ЛС.

Наше предположение о возможной причине 
неправильного выбора ВД, связанной с неодно-
значностью рекомендуемых критериев и их ин-
терпретации, для специалистов лекарственной 
токсикологии может показаться необоснованным, 
что весьма ожидаемо, поскольку токсикологи 
на практике убеждаются в неэтичности и психо-
логической пагубности экспериментов, сопрово-
ждающихся развитием тяжелых и терминальных 
состояний в исследованиях острой и хрониче-
ской токсичности. В связи с этим использование 
максимальных доз в рассмотренном алгорит-
ме и регуляторных требованиях по выбору ВД 
применимы исключительно для малотоксичных 
ЛС. Кроме того, использование в исследованиях 
чрезмерных токсических доз не дает полезной 
информации о безопасности ЛС для человека, 
поскольку развитие терминальных состояний 
является следствием необратимого поврежде-
ния гомеостаза, которое соответствует механиз-
му клинических случаев фатальных отравлений. 
Напротив, для адекватной оценки клинической 

14 Рекомендация Коллегии Евразийской экономической комиссии от 22.12.2020 № 33 «О Руководстве по изучению токсикокине-
тики и оценке системного воздействия в токсикологических исследованиях лекарственных препаратов».
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безопасности ЛС токсические эффекты у живот-
ных должны развиваться на фоне сохраненных 
адаптивных функций организма.

Безопасная стартовая доза рассчитывает-
ся на основании определения в исследованиях 
хронической токсичности дозы, не вызывающей 
развития нежелательных (токсических) эффек-
тов с учетом дополнительных факторов риска, 
пропорционально снижающих величину старто-
вой дозы. Такими дополнительными факторами 
риска являются, в частности, использование 
LOEL вместо NOAEL, недостаточная продолжи-
тельность эксперимента, неустановленный ме-
ханизм действия ЛС и др.

Релевантным видом животных для доклини-
ческих исследований считают вид, имеющий це-
левую мишень специфического фармакологиче-
ского действия ЛС и наиболее чувствительный 
к его действию. В соответствии с рекоменда-
циями Евразийской экономической комиссии15 
в токсикологических исследованиях использу-
ют тот вид животных, на котором был проде-
монстрирован фармакологический эффект ЛС.

График проведения доклинических иссле-
дований безопасности зависит от их значимо-
сти для конкретной стадии клинической раз-
работки. Так, результаты исследований острой 
токсичности в настоящее время могут быть 
представлены к III фазе клинических исследо-
ваний, а результаты исследований подострой 
и субхронической токсичности представляются 
к I и II фазам. Полномасштабные исследования 
хронической токсичности (до 6 мес. на грызу-
нах и до 9 мес. на негрызунах) представляются 
к III фазе или к моменту регистрации нового ЛС.

Тенденция будущей эволюции методологии 
доклинических исследований безопасности, 

вытекающая из концепции 3R, выражается 
в сокращении и рациональности использова-
ния экспериментальных животных, исключении 
летальных экспериментов в токсикологических 
исследованиях in vivo наряду с внедрением аль-
тернативных инновационных и высокотехноло-
гичных методов in vitro и in silico.

Заключение
Проведенный анализ позволил предполо-

жить, что причиной необоснованного выбора 
ВД в токсикологических исследованиях яв-
ляется неоднозначность интерпретации мето-
дических рекомендаций в случае отсутствия 
в них нормирования предела верхней границы 
токсических доз и недостаточной определен-
ности критериев выбора дозы по выраженно-
сти токсического действия, соотношению доз 
и экспозиции ЛС у экспериментальных живот-
ных и человека. При выборе ВД для изучения 
общетоксического действия ЛС необходимо 
пользоваться критериями и алгоритмом, при-
веденными в «Руководстве по доклиническим 
исследованиям безопасности в целях проведе-
ния клинических исследований и регистрации 
лекарственных препаратов»16.

Принципиальное значение для выбора ВД, 
обоснования релевантности доклинических ис-
следований и интерпретации результатов име-
ют данные токсикокинетических исследований, 
подтверждающие достижение достаточной 
системной экспозиции препарата у животных. 
Соблюдение требований регуляторной токсико-
логии в отношении выбора доз является необ-
ходимым условием корректного планирования 
базовых доклинических исследований безопас-
ности новых ЛС.
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РЕЗЮМЕ

Выявление нефротоксических свойств является актуальной задачей как на доклиническом этапе раз-
работки новых препаратов, так и при изучении возможностей оптимизации фармакотерапии. Основной 
проблемой при этом является поиск экспериментальной модели для оценки нефротоксичности лекарствен-
ных средств, наиболее приближенной к условиям in vivo.
Цель работы: сравнение чувствительности клеточных линий HEK293 и RPTEC, используемых в качестве 
экспериментальных моделей при оценке нефротоксического действия цефуроксима и цефепима.
Материалы и методы: в исследовании использовали клеточные линии HEK293 и RPTEC, которые культи-
вировали в планшетах с мембранными вставками диаметром пор 0,4 мкм. Для каждой клеточной линии 
проводили инкубацию с цефалоспоринами цефуроксимом и цефепимом, преимущественно выводящимися 
через почки, в течение 3 сут. Препараты добавляли в базальный отдел лунки планшета 2 раза/сут в следу-
ющих концентрациях: цефуроксим — 50 и 150 мкг/мл, цефепим — 30 и 120 мкг/мл. Через 24, 48 и 72 ч ин-
кубации с препаратами измеряли уровни экспрессии генов транспортеров органических анионов SLC22A6 
и SLC22A8 методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией. Признаком нефротоксиче-
ского действия цефалоспоринов считали активацию каспаз 3 и 7, которую оценивали с помощью флуори-
метрического теста, который проводили через 24, 48 и 72 ч после инкубации с препаратами.
Результаты: показано уменьшение экспрессии генов транспортеров органических анионов SLC22A6 
и SLC22A8 в обеих клеточных линиях при транспорте цефалоспоринов, причем в клеточной линии RPTEC 
оно наступало раньше, чем в клеточной линии HEK293. Активация каспаз 3 и 7 при инкубации клеток с це-
фуроксимом и цефепимом в низких концентрациях (50 и 30 мкм/мл соответственно) была отмечена только 
в клеточной линии RPTEC через 72 ч, а при инкубации с этими препаратами в высоких концентрациях (150 
и 120 мкг/мл соответственно) в клетках линии RPTEC она наблюдалась уже через 24 ч.
Выводы: клеточная линия RPTEC является более чувствительной к токсическому действию цефуроксима 
и цефепима в связи с более высоким уровнем экспрессии генов транспортеров лекарственных средств. По-
вышение концентрации цефалоспоринов уменьшает время активации каспаз 3 и 7 в этой клеточной линии. 
Экспериментальная модель на основе клеточной линии RPTEC является перспективной для проведения 
анализа нефротоксических свойств различных препаратов.
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ABSTRACT

Researchers need to identify the nephrotoxic properties of medicinal products both during preclinical develop-
ment and when exploring options to optimise pharmacotherapy. The main challenge is to find an experimental 
model for assessing drug-induced nephrotoxicity that reflects in vivo conditions as closely as possible.
The aim of the study was to compare the susceptibility of HEK293 and RPTEC cell lines used as experimental 
models for assessing the nephrotoxicity of cefuroxime and cefepime.
Materials and methods. The study investigated HEK293 and RPTEC cell lines cultured on plates with 0.4 µm 
pore membrane inserts. The cell lines were incubated for 3 days with cefuroxime and cefepime (cephalosporins 
excreted primarily by the kidneys). The medicinal products were added to the basal part of the well at concen-
trations of 50 and 150 µg/mL (cefuroxime) or 30 and 120 µg/mL (cefepime) twice a day. After incubating the 
cells with cefuroxime and cefepime for 24, 48, and 72 hours, the authors determined the expression levels 
of the SLC22A6 and SLC22A8 genes encoding organic anion transporters by a reverse transcription polymerase 
chain reaction. The authors considered caspase 3 and caspase 7 activation indicative of the nephrotoxic effect 
of cephalosporins; they evaluated this indicator by a fluorometric assay after 24, 48, and 72 hours of incubation.
Results. According to the study, the expression of the SLC22A6 and SLC22A8 genes decreased with cephalosporin 
transport in both cell lines. The decrease occurred in the RPTEC cell line earlier than in the HEK293 cell line. The 
authors observed caspase 3 and caspase 7 activation only in the RPTEC cell line after incubation with cefuroxime 
and cefepime at low concentrations (50 and 30 µg/mL, respectively) for 72 hours and at high concentrations (150 
and 120 µg/mL, respectively) for 24 hours.
Conclusions. The RPTEC cell line exhibits higher susceptibility to cefuroxime and cefepime toxic effects than 
the HEK293 cell line due to higher transporter gene expression. Higher cephalosporin concentrations accelerate 
caspase 3 and caspase 7 activation in the RPTEC cell line. The experimental model based on the RPTEC cell line 
is a promising tool for the analysis of the nephrotoxic properties of a wide range of medicinal products.

Key words: medicinal products; nephrotoxicity; cell lines; HEK293; RPTEC; organic anion transporters; cepha-
losporins; cefuroxime; cefepime
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Введение
Для достоверного прогнозирования нефро-

токсичности потенциальных фармакологиче-
ских агентов в исследованиях in vitro необходим 
научно обоснованный выбор конкретных кле-
точных мишеней, а также выявление надежных 
биомаркеров нефротоксичности [1]. Скрининг 
нефротоксических свойств лекарственных 
средств (ЛС) in vitro в настоящее время имеет 
низкий уровень связи с данными из клиниче-
ской практики фармакотерапии. Проксимальные 
почечные канальцы не только реабсорбируют 
глюкозу, альбумин и различные электролиты по-
средством специальных транспортеров, но так-
же участвуют в выведении ксенобиотиков (в том 
числе ЛС) в мочу, и именно этот сегмент нефро-
на является важной мишенью для нефротокси-
ческого повреждения. В связи с этим внимание 
исследователей нефротоксичности в последнее 
время привлечено к экспериментальным мо-
делям на основе линий эпителиальных клеток 
проксимальных почечных канальцев [2].

Существует несколько возможных механиз-
мов нефротоксического действия ксенобиоти-
ков. Так, транспорт отрицательно заряженных 
молекул посредством транспортеров орга-
нических анионов (organic anion transporters, 
ОАТ) осуществляется в обмен на анион дикар-
боновой кислоты, что замедляет функциониро-
вание цикла Креббса  — важного компонента 
энергетического обмена клетки. Таким образом, 
при транспорте анионов клетками прокси-
мальных канальцев возможно возникновение 
ишемических явлений, увеличивающих риск 
развития апоптоза [3]. Нефротоксическое дей-
ствие ксенобиотиков нередко определяется 
активностью ферментов, участвующих в их ме-
таболизме: в частности, нефротоксичность цис-
платина зависит от активности фермента глута-
тион-S-трансферазы [4]. Основными протеазами, 
участвующими в процессе апоптоза, являются 
каспазы. Каспазы 3 и 7  — эффекторные каспа-
зы митохондриального пути апоптоза, которые 
могут рассматриваться в качестве биомаркеров 
токсического действия ЛС [5].

Согласно рекомендациям по доклиниче-
ским исследованиям Управления по контролю 
за качеством продуктов питания и лекарствен-
ных средств (Food and Drug Administration, 
FDA)1 и Европейского агентства по лекарствен-
ным средствам (European Medicines Agency, 

EMA)2, в случае, когда почечный клиренс ис-
следуемого ЛС составляет более 25%, произво-
дитель обязан протестировать его на предмет 
сродства к почечным транспортерам. В качестве 
экспериментальных моделей для такого тести-
рования предлагается использовать клеточные 
линии HEK293, CHO, MDCK и др. Основной ха-
рактеристикой клеточных линий, используе-
мых в качестве моделей in vitro, является уро-
вень экспрессии и функциональной активности 
транспортеров, ферментов и других функци-
ональных белков, которые участвуют в транс-
порте ЛС. Несмотря на то что эти транспорте-
ры и ферменты достаточно хорошо изучены, 
современные клеточные модели in vitro плохо 
воспроизводят как морфологию, так и функцию 
почечных канальцев и, следовательно, не могут 
в должной степени продемонстрировать реак-
цию на повреждение нефротоксичными лекар-
ственными препаратами in vivo. В связи с этим 
в настоящее время исследователи нефроток-
сичности рассматривают в качестве перспек-
тивной клеточную линию RPTEC (renal proximal 
tubule epithelial cells), полученную из эпителия 
проксимальных почечных канальцев человека 
[6]. В отличие от вышеперечисленных клеточ-
ных линий, RPTEC имеет сходную морфологию 
с проксимальным эпителием in vivo, что позво-
ляет ожидать более высокую корреляцию по-
лученных результатов с данными клинических 
исследований [7].

Известно, что антибиотики семейства бе-
та-лактамов, в частности цефалоспорины, 
преимущественно выводятся через почки, 
что обосновывает проведение исследований 
нефротоксичности для данной группы препара-
тов. Цефалоспорины цефуроксим (II поколение) 
и цефепим (IV поколение) широко применяются 
в клинике и в повышенных дозировках могут 
вызывать нефротоксические эффекты [8].

Цель работы — сравнение чувствительности 
клеточных линий HEK293 и RPTEC, использу-
емых в качестве экспериментальных моделей 
при оценке нефротоксического действия цефу-
роксима и цефепима.

Задачи исследования:
1) изучить влияние концентрации и времени 

воздействия антибиотиков группы цефалоспо-
ринов на уровень экспрессии генов транспор-
теров органических анионов (OAT) в клеточных 
линиях НЕК293 и RPTEC;

1 In vitro drug interaction studies — cytochrome p450 enzyme- and transporter-mediated drug interactions. Guidance for industry. 
FDA-2017-D-5961. FDA; 2020.
2 ICH Guideline M12 on drug interaction studies. EMA/CHMP/ICH/652460/2022. EMA; 2022.
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2) изучить активацию каспаз 3 и 7 в клеточ-
ных линиях НЕК293 и RPTEC;

3) провести сравнение полученных результа-
тов для используемых клеточных линий.

Материалы и методы
Клеточная культура. Клеточная линия 

проксимальных почечных канальцев человека 
RPTEC, иммортализованная путем ретровирус-
ной трансфекции гена hTERT (вектор pLXSN), 
была получена из банка культур клеток ATCC 
(код: CRL-4031). Культура клеток почек эмбриона 
человека HEK293 была любезно предоставле-
на коллегами из НИИ канцерогенеза РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина РАМН.

Восстановление клеточной линии RPTEC 
производили по следующей методике: культу-
ральный флакон 25  см2, содержащий 10  мл 
культуральной среды DMEM/F12 (с добавле-
нием следующих веществ: рекомбинантный 
человеческий фактор роста EGF  — 10  нг/мл, 
трансферрин  — 5  мкг/мл, инсулин  — 5  мкг/мл, 
гидрокортизон  — 25  нг/мл, селенит натрия  — 
8,65 нг/мл (Gibco, CША)), помещали в инкубатор 
на 15–20 мин для достижения нейтрального 
значения pH (7,0–7,6), а также для предотвраще-
ния защелачивания среды в процессе восста-
новления клеток. Пробирку с клетками раз-
мораживали на водяной бане в течение 2 мин 
при температуре 37 °С. После размораживания 
флакон обрабатывали 70% этанолом и далее 
все действия проводили в асептических усло-
виях. Содержимое переносили в центрифужную 
пробирку, содержащую 9,0  мл культуральной 
среды, и центрифугировали при 250  g в тече-
ние 5–7  мин. Супернатант удаляли, клетки ре-
суспендировали в свежей среде. Полученную 
суспензию переносили в культуральный фла-
кон. Условия культивирования стандартные: 
37  °С и 5% СО2. В эксперименте использовали 
клетки 14–15 пассажей.

Культивирование. Клеточную линию 
HEK293 культивировали в 12-луночных планше-
тах с мембранными вставками с диаметром пор 
0,4 мкм (Costar® 12 mm Transwell®, 0.4 µm Pore 
Polyester Membrane Inserts). В качестве культу-
ральной среды использовали DMEM/F12 (Gibco, 
CША), 50 ед./мл гентамицина («ПанЭко», Россия) 
и 0,1  мг/мл пирувата натрия (Santa  Cruz, США) 
при 37  °С, 5% СО2 и относительной влажности 
80–85%. В экспериментах использовали культу-
ры в логарифмической фазе роста.

Клеточную линию RPTEC культивировали 
в 12-луночных планшетах c мембранными встав-
ками с диаметром пор 0,4 мкм (Costar® 12 mm 
Transwell®, 0.4 µm Pore Polyester Membrane 
Inserts). Количество клеток в каждой лунке со-
ставляло примерно 0,5×106. В качестве культу-
ральной среды использовали DMEM/F12 (Gibco, 
CША), 50  ед./мл гентамицина и 0,1  мг/мл пи-
рувата натрия (Santa Cruz, США) при 37  °С, 5% 
СО2 и относительной влажности 80–85%. В среду 
были добавлены: инсулин  — 5  мкг/мл, транс-
феррин — 5 мкг/мл, селенит натрия — 5 мкг/мл 
(Insulin–Transferrin–Sodium Selenite Supplement; 
Sigma-Aldrich, кат. № I1884), hEGF (Sigma-Aldrich, 
кат. № E9644) — 10 нг/мл, гидрокортизон — 25 нг/
мл (Sigma-Aldrich, кат. № H6909). Замена среды 
производилась через каждые 2–3 сут. Объем бу-
фера для апикального и базолатерального отде-
лов составил 0,5 и 1,5 мл соответственно (чтобы 
избежать разности гидростатических давлений).

Лекарственные препараты. Использовали 
субстанции цефалоспоринов: цефуроксим (USP 
Reference Standard, кат. №  1098209) и цефе-
пим (USP Reference Standard, кат. №  1097636). 
Субстанции растворяли в культуральной среде, 
концентрация препаратов в рабочем растворе 
составляла 50 и 150 мкг/мл для цефуроксима, 30 
и 120 мкг/мл — для цефепима. Рабочие раство-
ры добавляли в культуральную среду 2 раза/сут 
на протяжении 3  сут таким образом, что кон-
центрации конечных растворов составили 50 
и 150 мкг/мл для цефуроксима, 30 и 120 мкг/
мл — для цефепима. Выбранные концентрации 
цефалоспоринов примерно соответствуют ми-
нимальной и максимальной концентрации дан-
ных препаратов в крови в рамках применения 
их в терапевтических дозах3.

Полимеразная цепная реакция с обратной 
транскрипцией (ПЦР). Выделение тотальной 
РНК из клеток проводили с использованием 
реагента PureZOL (BioRad, США) по протоколу, 
рекомендованному производителем. Реакцию 
обратной транскрипции проводили в ампли-
фикаторе Biometra TOne 96G (Analytik Jena, 
Германия) в общем объеме 20 мкл по следующе-
му протоколу: в пробирку, находящуюся на льду, 
добавляли последовательно: 2  мкл тотальной 
РНК, 0,2  мкг гекса-праймеров, воды, обрабо-
танной диэтилпирокарбонатом (DEPC-treated 
water; Fermentas)  — до 12,5  мкл, затем пере-
мешивали и далее добавляли: 4  мкл 5х ПЦР-
буфера (Fermentas), 0,5 мкл (20 ед.) ингибитора 

3 Цефуроксим. https://www.vidal.ru/drugs/cefuroksim__14802
 Цефепим. https://www.vidal.ru/drugs/cefepime__22119

http://www.analytik-jena.de/en/life-science/products/cat/cat/kits.html
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РНКазы (RiboLock, Fermentas), 2 мкл 10 мM сме-
си dNTP (Fermentas), 1 мкл обратной транскрип-
тазы (RevertAid, Fermentas). После осторожного 
перемешивания инкубировали сначала 10  мин 
при 25 °С, а затем 60 мин при 42 °С. Для завер-
шения реакции инкубировали 10 мин при 72 °С. 
Во всех экспериментах проводили контрольную 
реакцию с использованием воды вместо РНК.

Полимеразную цепную реакцию для всех 
изучаемых генов проводили в термоциклере 
С1000 CFX96 (BioRad, США) по следующей схе-
ме: начальная денатурация при 94 °C в течение 
2  мин; отжиг праймеров при 60 °C, 30  с; син-
тез продукта при 72 °C, 30  с; заключительная 
выдержка после прохождения циклов 5  мин 
при 72  °C. Количество циклов варьировало 
в пределах 25–30 с в зависимости от изучаемо-
го гена. В качестве контроля использовали РНК 
вместо кДНК. Последовательности праймеров 
указаны в таблице 1. Нормирование экспрессии 
генов проводили по GAPDH в качестве гена «до-
машнего хозяйства», для анализа результатов 
количественной полимеразной реакции исполь-
зовали метод 2-ΔΔСt. В качестве отрицательного 
контроля использовали клеточную культуру 
без добавления препарата. Изменения активно-
сти генов в опытных образцах определяли отно-
сительно отрицательного контроля.

Флуориметрический тест на каспазы 3 и 7. 
Исследование проводили методом флуоримет-
рии с использованием коммерческого набо-
ра «The EarlyTox™ Caspase-3/7 R110 Assay Kit» 
(Molecular Devices, США). Набор обеспечивает 
возможность проведения одноступенчато-
го анализа активности двух каспаз благодаря 
флюорогенному субстрату (Ac-DEVD)2-R110, 
представляющему собой пептидный димер, 
который содержит сайты для гидролиза кас-
пазами 3 и 7. При гидролизе данного димера 
под действием каспаз происходило высвобо-
ждение флуоресцентного красителя родамина 
110, количество которого измеряли на план-
шетном флуориметре Cary Eclipse Fluorescence 
(Agilent Technologies).

Клетки высевали в количестве (20–25)×103  
(объем среды 0,1  мл) на лунку 96-луночного 
микропланшета для флуориметрии (Molecular 
Devices, США). Для прикрепления и роста клеток 
планшет инкубировали сутки при 37 °С и 5% СО2. 
Затем к клеткам добавляли препараты по мето-
дике, изложенной выше.

Приготовление буфера для анализа (все 
компоненты включены в коммерческий набор): 
флюорогенный субстрат (Ac-DEVD)2-R110 сме-
шивали с лизирующим буфером в соотноше-
нии 1:20 до конечной концентрации субстрата 
2  мМ. В каждую лунку добавляли по 100  мкл 
буфера для анализа. В результате объем раство-
ра в каждой лунке составлял 200 мкл, а конеч-
ная концентрация субстрата  — 50  мкмоль/л. 
Отрицательным контролем являлась культу-
ральная среда в отсутствие препарата. В каче-
стве холостой пробы использовали препараты 
с флуорогенным субстратом в отсутствие кле-
точной культуры. Далее образцы для анали-
за перемешивали на шейкере при 300 об/мин 
в течение 30 с и инкубировали 2 ч при комнат-
ной температуре.

Измерение флуоресценции проводили 
на планшетном флуориметре при следующих 
параметрах: длина волны — 490 нм, длина вол-
ны эмиссии — 520 нм. Результаты представляли 
с использованием программного обеспечения 
SoftMax Pro (Molecular Devices) в виде графика 
с использованием 4-параметрической аппрок-
симации кривой. Результаты люминесцентного 
анализа холостых проб использовали в качестве 
фоновых.

Для определения базовой активности ка-
спаз в клетках использовали результат лю-
минесцентного анализа проб отрицательного 
контроля. Положительным считали результат 
с флуоресценцией выше значений отрицатель-
ного контроля.

Статистическая обработка данных. Прово-
дили с помощью пакета программ Statistica 13 
(StatSoft, США). Различия в средних значени-
ях опыта по отношению к контролю на каждой 

Таблица 1. Последовательности праймеров для проведения полимеразной цепной реакции

Table 1. Primer sequences for the polymerase chain reaction

Ген
Gene

Прямой праймер (5’->3’)
Forward primer (5’->3’)

Обратный праймер (5’->3’)
Reverse primer (5’->3’)

ОАТ1 TTGTCCGAACCTCTCTTGCT CACAGGAACAGCACCGTAGA

ОАТ3 CTGAGCACCGTCATCTTGAA AGACCAACCAGCGTATGGAC

GAPDH GGATTTGGTCGTATTGGG GGAAGATGGTGATGGGATT
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временной точке рассчитывали с помощью 
ANOVA. Уровнем статистической значимости 
считали р<0,05. Для каждой концентрации пре-
парата проводили 3 независимых эксперимен-
та. В рамках данной работы провести большее 
количество экспериментов не представлялось 
возможным, что являлось ограничением иссле-
дования. Полученные результаты могут рассмат-
риваться в качестве предварительных.

Результаты и обсуждение
Влияние цефуроксима и цефепима 
на экспрессию генов транспортеров ОАТ1 
и ОАТ3 в клеточных линиях HEK293 и RPTEC
Уровень экспрессии гена SLC22A6 (OAT1) 

в клетках линий HEK293 и RPTEC при инкубации 
с цефуроксимом в концентрациях 50 и 150 мкг/мл 
изменялся неравномерно (рис.  1). В клетках ли-
нии RPTEC экспрессия гена SLC22A6 при инкуба-
ции с цефуроксимом в концентрации 50 мкг/мл 
снижалась в среднем на 24,75% каждые сутки, 
в то время как в клетках линии HEK293 наблю-
далось снижение уровня экспрессии в среднем 
на 16,36% в сутки. Это можно объяснить, по-ви-
димому, более активным транспортом цефурок-
сима в клеточной линии RPTEC. Представленные 
на рисунке данные также свидетельствуют о том, 
что динамика понижения уровня экспрессии 

гена SLC22A6 статистически значимо зависит 
от концентрации ЛС.

При транспорте цефепима в концентрациях 
30 и 120 мкг/мл в обеих клеточных линиях наблю-
далось относительно равномерное понижение 
уровня экспрессии гена SLC22A6 (OAT1). При до-
бавлении цефепима в концентрации 120 мкг/мл 
понижение экспрессии гена более значительно, 
чем в концентрации 30 мкг/мл (рис. 2).

При транспорте цефуроксима в концен-
трации 50 мкг/мл понижение экспрессии гена 
SLC22A8 (OAT3) в клеточной линии RPTEC было 
более значительным, чем в HEK293 (рис. 3). 
При добавлении цефуроксима в концентрации 
150 мкг/мл в клеточной линии HEK293 происхо - 
дит резкое снижение экспрессии гена SLC22A8  
на вторые сутки.

При добавлении цефепима в концентра-
ции 30 мкг/мл снижение уровня экспрес-
сии гена SLC22A8 (OAT3) в клеточных линиях 
HEK293 и RPTEC происходило на вторые сутки 
(рис. 4). При инкубации с цефепимом в концен-
трациях 30 и 120 мкг/мл в клеточной линии 
PRTEC понижение уровня экспрессии генов 
SLC22A8 в среднем, соответственно, на 9,6 и 7,8% 
больше, чем в клеточной линии HEK293.

Как цефуроксим, так и цефепим вызыва-
ли статистически значимое снижение уровня 
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Рис. 1. Уровень экспрессии гена SLC22A6 (OAT1) относительно GAPDH в клеточных линиях HEK293 и RPTEC при 
инкубации с цефуроксимом в концентрациях 50 мкг/мл (А) и 150 мкг/мл (В). К — отрицательный контроль (кле-
точная культура без добавления препарата); данные представлены в формате M±SD (среднее ± стандартное 
отклонение, данные 3 экспериментов); * — уровень значимости р<0,05

Fig. 1. SLC22A6 (OAT1) gene expression levels in HEK293 and RPTEC cell lines upon incubation with 50 µg/mL (A) and 
150 µg/mL (B) of cefuroxime calculated using GAPDH as a reference gene. K shows negative controls (cells cultured 
without the medicinal product). Data are presented as M±SD (mean ± standard deviation of 3 experiments). Asterisks 
(*) indicate a significance level of p<0.05
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Рис. 2. Уровень экспрессии гена SLC22A6 (OAT1) относительно GAPDH в клеточных линиях HEK293 и RPTEC при 
инкубации с цефепимом в концентрации 30 мкг/мл (А) и 120 мкг/мл (В). К — отрицательный контроль (клеточная 
культура без добавления препарата); данные представлены в формате M±SD (среднее ± стандартное отклоне-
ние, данные 3 экспериментов); * — уровень значимости р<0,05

Fig. 2. SLC22A6 (OAT1) gene expression levels in HEK293 and RPTEC cell lines upon incubation with 30 µg/mL (A) and 
120 µg/mL (B) of cefuroxime calculated using GAPDH as a reference gene. K shows negative controls (cells cultured 
without the medicinal product). Data are presented as M±SD (mean ± standard deviation of 3 experiments). Asterisks 
(*) indicate a significance level of p<0.05
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Рис. 3. Уровень экспрессии гена SLC22A8 (OAT3) относительно GAPDH в клеточных линиях HEK293 и RPTEC при 
инкубации с цефуроксимом в концентрациях 50 мкг/мл (А) и 150 мкг/мл (В). К — отрицательный контроль (кле-
точная культура без добавления препарата); данные представлены в формате M±SD (среднее ± стандартное 
отклонение, данные 3 экспериментов); * — уровень значимости р<0,05

Fig. 3. SLC22A8 (OAT3) gene expression levels in HEK293 and RPTEC cell lines upon incubation with 50 µg/mL (A) and 
150 µg/mL (B) of cefuroxime calculated using GAPDH as a reference gene. K shows negative controls (cells cultured 
without the medicinal product). Data are presented as M±SD (mean ± standard deviation of 3 experiments). Asterisks 
(*) indicate a significance level of p<0.05
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экспрессии генов транспортеров SLC22A6 (OAT1) 
и SLC22A8 (OAT3) в обеих клеточных лини-
ях, причем для клеток линии RPTEC оно более 
выражено.

Влияние цефуроксима и цефепима 
на активность каспаз 3 и 7
Для оценки влияния цефалоспоринов на ак - 

тивацию каспаз в клеточных линиях HEK293  

и RPTEC методом флуориметрии проводи-
ли качественное сравнение базового уров-
ня флуоресценции в контрольных клетках 
с флуоресценцией в клетках, инкубировавших-
ся с цефалоспоринами. Результаты флуоримет-
рического теста на каспазы 3 и 7 в клеточных 
линиях HEK293 и RPTEC при инкубации с цефу-
роксимом (50 и 150 мкг/мл) и цефепимом (30 
и 120 мкг/мл) представлены в таблице 2.
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Рис. 4. Уровень экспрессии гена SLC22A8 (OAT3) относительно GAPDH в клеточных линиях HEK293 и RPTEC при 
инкубации с цефепимом в концентрациях 30 мкг/мл (А) и 120 мкг/мл (В). К — отрицательный контроль (кле-
точная культура без добавления препарата); данные представлены в формате M±SD (среднее ± стандартное 
отклонение, данные 3 экспериментов); * — уровень значимости р<0,05

Fig. 4. SLC22A8 (OAT3) gene expression levels in HEK293 and RPTEC cell lines upon incubation with 30 µg/mL (A) 
and 120 µg/mL (B) of cefepime calculated using GAPDH as a reference gene. K shows negative controls (cells cultured 
without the medicinal product). Data are presented as M±SD (mean ± standard deviation of 3 experiments). Asterisks 
(*) indicate a significance level of p<0.05
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Таблица 2. Влияние концентрации и времени воздействия цефуроксима и цефепима на активность каспаз 
3/7 в клеточных линиях НЕК293 и RPTEC

Table 2. Effects of cefuroxime and cefepime concentrations and exposure periods on caspase 3/7 activity in 
HEK293 and RPTEC cell lines

Название препарата
Name of the medicinal 

product

Концентрация 
препарата, мкг/мл
Concentration of the 

medicinal product, mg/mL

Клеточная линия HEK293
HEK293 cell line

Клеточная линия RPTEC
RPTEC cell line

24 ч
24 h

48 ч
48 h

72 ч
72 h

24 ч
24 h

48 ч
48 h

72 ч
72 h

Цефуроксим
Cefuroxime

50 – – + – – –

150 + + + + + +

Цефепим
Cefepime

30 – – – – – +

120 – + нет данных
no data

+ + +

Примечание. «–» — отсутствие активации каспаз 3/7; «+» — активация каспаз 3/7.
Note. –, no caspase 3/7 activation observed; +, caspase 3/7 activation observed.
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Результаты флуориметрического теста показы-
вают, что при стандартных концентрациях цефу-
роксима и цефепима (50 и 30 мкг/мл) в клеточной 
линии HEK293 не было отмечено активации каспаз 
в течение 72 ч, а в клеточной линии RPTEC акти-
вация наблюдалась только на третьи сутки инку-
бации с цефепимом. При высокой концентрации 
цефуроксима (150 мкг/мл) активация каспаз на-
блюдалась уже через 24 ч в обеих клеточных ли-
ниях. При повышенной концентрации цефепима 
(120 мкг/мл) в клеточной линии HEK293 активация 
каспаз выявлена на вторые сутки, а в клеточной 
линии RPTEC — уже на первые сутки. Полученные 
результаты свидетельствуют о более высокой чув-
ствительности клеточной линии RPTEC к токсиче-
скому действию цефалоспоринов по сравнению 
с клеточной линией HEK293. Время активации кас-
паз в обеих клеточных линиях зависело не только 
от периода инкубации с препаратом группы цефа-
лоспоринов, но также от концентрации препаратов.

Выводы
1. Клеточная линия RPTEC является более 

чувствительной, чем клеточная линия HEK293, 

к токсическому действию цефалоспоринов це-
фуроксима и цефепима, что коррелирует со 
статистически значимым повышенным уровнем 
экспрессии транспортеров ОАТ в клеточной ли-
нии RPTEC.

2. Активация каспаз 3/7, наблюдающа-
яся при инкубации в клеточных линиях 
НЕК293 и RPTEC, подтверждает инициацию апо-
птоза по митохондриальному пути.

3. В обеих клеточных линиях инкубация 
с цефуроксимом и цефепимом в высоких до-
зах (150 и 120 мкг/мл соответственно) вы-
зывает статистически значимое понижение 
уровня экспрессии генов транспортеров 
ОАТ1 и ОАТ3.

4. Инкубация с цефалоспоринами вызыва-
ет активацию каспаз 3 и 7 в клеточных линиях 
HEK293 и RPTEC только при повышенных кон-
центрациях препаратов.

Экспериментальная модель на основе  
клеточной линии RPTEC является пер-
спективной для проведения анали-
за нефротоксических свойств различных  
препаратов.
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РЕЗЮМЕ

Применяемые в клинической практике лекарственные средства для лечения нейродегенеративных забо-
леваний, в частности болезни Альцгеймера, в основном обладают компенсаторным усиливающим нейро-
трансмиттерный сигнал механизмом действия. Поиск новых препаратов, сочетающих когнитивно-стимули-
рующий, нейропротекторный и болезнь-специфический эффекты благодаря мультитаргетному механизму 
действия, в частности включающему предотвращение глутамат-индуцированного захвата кальция нейро-
нами и стабилизацию микротрубочек, представляется актуальной задачей.
Цель работы: поиск потенциальных лекарственных средств с нейропротекторным и корректирующим тау-
патию потенциалом в ряду новых тиурониевых солей на основе вицинальных диаминов.
Материалы и методы: изучена способность тиурониевых солей, новых производных тиомочевин, блоки-
ровать глутамат-индуцированный захват 45Са2+ синаптосомами мозга крыс линии Wistar. Проведена оценка 
влияния новых соединений на полимеризацию препарата тубулина и микротубулоассоциированных белков 
из мозга мышей линии C57bl в присутствии гуанозинтрифосфата по специфическому изменению светопогло-
щения при 355 нм, вызванному образованием микротрубочек (внутриклеточных структур, входящих в состав 
цитоскелета). Структуру образовавшихся микротрубочек анализировали после негативного контрастирова-
ния с помощью просвечивающей электронной микроскопии. Определение IC50 новых соединений и статисти-
ческую обработку результатов проводили с помощью стандартных программ (Excel и PRIZM GraphPad 6.02).
Результаты: разработан алгоритм скрининга ряда новых производных тиурониевых солей на основе ви-
цинальных диаминов и проведено изучение их биологической активности в тестах по влиянию на глу-
тамат-индуцированный захват кальция синаптосомами и на процессы сборки микротрубочек. Выявлены 
соединения, способные подавлять глутамат-индуцированный захват кальция синаптосомами, то есть об-
ладающие нейропротекторным потенциалом. Для ряда новых соединений обнаружена способность сти-
мулировать процессы ГТФ-зависимой сборки микротрубочек. Обнаружено соединение  — гидробромид 
изопропил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамата,  — в присутствии которого 
наблюдается образование микротрубочек нормальной структуры, что делает его перспективной основой 
для дальнейшей структурной оптимизации.

© Н.А. Лозинская, А.А. Морозов, Д.Р. Базанов, Е.Р. Милаева, Д.А. Арешидзе, П.Н. Шевцов, Л.Н. Петрова, Е.Ф. Шевцова, 2023
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Выводы: результаты проведенного исследования позволяют сделать вывод о перспективности химической 
модификации тиурониевых солей для создания эффективных нейропротекторов и стабилизаторов микро-
трубочек.
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ABSTRACT

Most of the medicinal products that are currently approved and used in clinical practice for neurodegenerative 
diseases, in particular Alzheimer’s disease, have a compensatory mechanism of action that enhances neurotrans-
mitter signalling. It is an urgent need to develop new medicinal products combining cognitive-enhancing, neuro-
protective, and disease-specific effects resulting from a multi-target mechanism of action including, in particular, 
prevention of glutamate-induced neuronal calcium uptake and stabilisation of microtubules.
The aim of this study was to search for potentially neuroprotective and tauopathy-alleviating medicines amongst 
new thiouronium salt derivatives based on vicinal diamines.
Materials and methods. The study investigated the ability of thiouronium salts to block glutamate-induced 45Ca2+ 

uptake by synaptosomes prepared from the brain of Wistar rats. The authors evaluated effects of these new 
compounds on polymerisation of a preparation of C57bl mouse brain tubulin and microtubule-associated proteins. 
The evaluation was carried out in the presence of guanosine triphosphate (GTP) and based on specific absorbance 
changes at 355 nm due to formation of microtubules. The authors analysed the structure of these microtubules, 
using negative staining followed by transmission electron microscopy. The IC50 determination and the statistical 
analysis were performed using standard software (Excel and PRISM 6.02).
Results. The authors developed a screening algorithm for a number of new thiouronium salt derivatives based 
on vicinal diamines and studied biological activity of these derivatives by the  effects on glutamate-induced 
calcium uptake by synaptosomes and on microtubule assembly processes. The  authors identified compounds 
suppressing glutamate-induced calcium uptake by synaptosomes, i.e. compounds with neuroprotective potential. 
In addition, a number of new compounds were able to stimulate GTP-dependent microtubule assembly processes. 
The authors observed formation of microtubules with a normal structure in the presence of isopropyl-N’-[2-(ben-
zoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrobromide and considered the compound a prom-
ising scaffold for further optimisation.
Conclusions. Chemical modification of thiouronium salts is a promising direction for developing effective neuro-
protectors and microtubule stabilisers.
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Введение
Ряд нейродегенеративных патологий, таких 

как мозговая ишемия, болезнь Альцгеймера, бо-
ковой амиотрофический склероз, сопровождает-
ся избыточной выработкой эндогенного глутама-
та в пресинаптических окончаниях, что оказывает 
токсическое действие на нейроны. Механизм эк-
сайтотоксичности, которую определяют как на-
рушение функционирования и гибель нейронов 
в результате пролонгированного или избыточно-
го воздействия возбуждающих аминокислот, 
в частности глутамата, в значительной степени 
связан с нарушением гомеостаза кальция внутри 
нейронов, приводящего к развитию ряда патоло-
гических процессов в нервной клетке [1]. Поиск 
ингибиторов глутамат-стимулированного вхо-
да кальция в нейроны может рассматриваться 
как перспективный подход к разработке новых 
нейропротекторов.

В последнее время значительное внимание 
уделяется разработке так называемых «бо-
лезнь-модифицирующих» препаратов как пер-
спективных лекарственных средств, в том числе 
при тяжелых неврологических заболеваниях [2]. 
Одним из таких направлений является создание 
стабилизаторов микротрубочек  — внутрикле-
точных структур, входящих в состав цитоскеле-
та, — способных компенсировать возрастающую 
при таупатии деполимеризацию микротрубочек. 
Агрегаты гиперфосфорилированного тау-белка 
являются основным компонентом характерных 
для болезни Альцгеймера нейрофибриллярных 
пучков. Компенсация лекарственными препа-
ратами утраченной в результате патологиче-
ского гиперфосфорилирования и агрегации 
способности тау-белка стабилизировать струк-
туру микротрубочек может обеспечить норма-
лизацию аксонального транспорта в нейронах, 
способствовать росту аксонов [3].

Тиурониевые и изотиурониевые соли (произ-
водные тиомочевин) представляют интерес 
как фармакологически активные соединения 
благодаря уникальной структуре, определяющей, 
с одной стороны, растворимость в воде за счет 

полярной солевой структуры, а с другой — обес-
печивающей биологическую активность за счет 
липофильных фармакофорных заместителей. 
Благодаря высокой вариативности структурных 
модификаций тиурониевые соли проявляют ши-
рокий спектр биологической активности [4]. Среди 
них можно выделить ингибиторы NO-синтазы 
[5, 6], соединения, обладающие антимикробным 
[6, 7], противоопухолевым действием [8–11], инги-
биторы Н2- и Н3-гистаминных рецепторов [12, 13]. 
Производные тиомочевин способны образовы-
вать стабильные комплексы с ионами различных 
металлов. Со способностью производных тиомо-
чевин к комплексообразованию с щелочноземель-
ными металлами, вероятно, связано их влияние 
на натрий-кальциевый обмен в клетках [14, 15]. 
Для ряда производных тетразамещенных тиуро-
ниевых солей была показана способность инги-
бировать активность NMDA-подтипа глутамат-
ных рецепторов и одновременно активировать 
AMPA-подтип глутаматных рецепторов, что может 
обуславливать когнитивно-стимулирующие свой-
ства таких соединений [16].

Цель работы — поиск потенциальных лекар-
ственных средств с нейропротекторным и тау-
патия-корректирующим потенциалом в ряду но-
вых производных тиурониевых солей на основе 
вицинальных диаминов.

Материалы и методы
Синтез тиурониевых солей на основе производ-

ных вицинальных диаминов. Производные тиурони-
евых солей были синтезированы в четыре стадии 
в соответствии со схемой, представленной на ри-
сунке 1. Реакцией бензальдегида с ацетатом аммо-
ния с последующим кислотным гидролизом был 
получен N-(2-амино-1,2-дифенилэтил)бензамид 
в соответствии с методикой, описанной в работе 
[17]. Далее реакцией с этил- и фенилизоциана-
тами, выбранными в качестве модельных, синте-
зированы тиомочевины, которые были проалки-
лированы с образованием тиурониевых солей1. 
Соединения, исследованные в работе, представ-
лены в таблице 1.

1 Лозинская НА. Синтетический дизайн в реакции ароматических альдегидов с аммиаком: дис. … канд. хим. наук. М.; 2003.
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Лабораторные животные. В эксперименте 
были использованы 9–10-дневные новоро-
жденные крысы линии Wistar и 2–3-месячные 
мыши линии C57bl, полученные из питомни-
ка филиала «Столбовая» ФГБУН «Научный 
центр биомедицинских технологий ФМБА». 
Используемые в исследовании манипуляции 

с животными были одобрены на заседании био-
этической комиссии ИФАВ РАН, протокол засе-
дания от 29.11.2019 № 41.

Животных содержали в стандартных усло-
виях в соответствии с Директивой 2010/63/EU 
Европейского парламента и совета Европейского 
союза от 22.09.2010 по охране животных, 

Таблица 1. Производные тиурониевых солей, исследованные в работе

Table 1. Thiouronium salt derivatives studied

Название соединения
Name of the compound

Код соединения
Code  

of the compound 

Заместители
Substituents

Этил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамат гидробромид
Ethyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrobromide 1а Ar = Ph, R = Et, 

R’ = Et, X = Br

Аллил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамат гидробромид
Allyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrobromide 1b Ar = Ph, R = Et, 

R’= All, X = Br

Бензил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамат гидрохлорид
Benzyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrochloride 1c Ar = Ph, R = Et, 

R’= Bn, X = Сl

н-Пропил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамат 
гидробромид
n-Propyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrobromide

1d Ar = Ph, R = Et, 
R’= nPr, X = Br

Изобутил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамат 
гидробромид
Isobutyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrobromide

1e Ar = Ph, R = Et, 
R’= iBu, X = Br

Изопропил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этилимидотиокарбамат 
гидробромид
Isopropyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-ethylimidothiocarbamate hydrobromide

1f Ar = Ph, R = Et, 
R’= iPr, X = Br

Пропил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-фенилимидотиокарбамат 
гидробромид
Propyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-phenylimidothiocarbamate hydrobromide

1g Ar = Ph, R = Ph, 
R’= nPr, X = Br

Этил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-фенилимидотиокарбамат гидробромид
Ethyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-phenylimidothiocarbamate hydrobromide 1h Ar = Ph, R = Ph, 

R’= Et, X = Br

Изопропил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-фенилимидотиокарбамат 
гидробромид
Isopropyl-N’-[2-(benzoylamino)-1,2-diphenylethyl]-N-phenylimidothiocarbamate hydrobromide

1i Ar = Ph, R = Ph, 
R’= iPr, X = Br

Примечание. Ar — арил; Ph — фенил; Et — этил; All — аллил; Bn — бензил; nPr — n-пропил; iBu — изобутил; iPr — изопропил.
Note. Ar, aryl; Ph, phenyl; Et, ethyl; All, allyl; Bn, benzyl; nPr, n-propyl; iBu, isobutyl; iPr, isopropyl.
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Рис. 1. Синтез новых производных тиурониевых солей на основе вицинальных диаминов. Ar  — арил; Ph  — 
фенил; Et — этил; All — аллил; Bn — бензил; nPr — н-пропил; iBu — изобутил; iPr — изопропил

Fig. 1. Synthesis of new thiouronium salt derivatives based on vicinal diamines. Ar, aryl; Ph, phenyl; Et, ethyl; All, allyl; 
Bn, benzyl; nPr, n-propyl; iBu, isobutyl; iPr, isopropyl
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2 Методика оценки влияния соединений на полимеризацию тубулина. СТП-14.621.21.0008.01-2015. ИФАВ РАН; 2015.  
https://ipac.ac.ru/docs/ckp/metod_6.pdf

используемых в научных целях, и в соответ-
ствии с санитарно-эпидемиологическими пра-
вилами СП 2.2.1.3218-14.

Изучение влияния производных тиурониевых 
солей на глутамат-индуцируемый захват кальция 
синаптосомами. P2-фракцию синаптосом выделя-
ли из мозга 9–10-дневных новорожденных крыс 
линии Wistar по стандартной методике Хайоша 
[18]. Первичный скрининг влияния соединений 
на индуцированную 200 мкМ глутаминовой кис-
лотой стимуляцию глутаматных рецепторов и по-
следующий захват радиоизотопа кальция 45Са2+ 
синаптосомами проводили при стандартной кон-
центрации тестируемого вещества 100 мкМ со-
гласно описанному ранее методу [19].

Для соединений, которые при концентрации 
100 мкМ ингибировали захват 45Са2+ в синапто-
сомы коры мозга более чем на 50%, была изу-
чена концентрационная зависимость их влияния 
на глутамат-индуцированный захват 45Са2+ си-
наптосомами и определена IС50 — концентрация 
вещества, при которой происходит 50%-инги-
бирование глутамат-индуцированного захвата 
45Са2+. Расчет IС50 проводили с помощью про-
граммы Prism 6.02 (GraphPad, США).

Оценка влияния соединений на полимериза-
цию тубулина и микротубуло ассоциированных 
белков (МАБ) и структуру полученных микротру-
бочек. Кору мозга мышей линии C57bl выделяли 
на холоде сразу после цервикальной трансло-
кации. Свежий мозг помещали на лед, очищали 
от оболочек и кровеносных сосудов и промывали 
охлажденным буфером «А»: 50мМ Tris-HCl, (pH = 
6,9), 2  мМ EGTA (этиленгликоль-бис (β-амино-
этиловый эфир)-N,N,N’,N’-тетрауксусная кислота). 
Выделенную мозговую ткань гомогенизировали 
в том же буфере с использованием гомогениза-
тора Potter S (Sartorius, Германия). Полученный 
гомогенат центрифугировали при 10000 g в тече-
ние 30 мин на центрифуге Avanti 25 (Beckman 
Coulter, США), ротор JA-14 для осаждения нераз-
рушенных клеток. Полученный осадок отбрасы-
вали, а супернатант центрифугировали повторно 
при 100 000  g в течение 60  мин при темпера-
туре 4  °С на ультрацентрифуге Optima MAX XP 
(Beckman Coulter, США), ротор TLA-120.

Полученный супернатант, представляющий 
собой цитозольную фракцию, обогащенную 
тубулином и микротубулоассоциированными 
белками (Тб+МАБ), использовали для дальней-
шей очистки путем проведения цикла сборки- 
разборки микротрубочек. Для этого суперна-

тант разбавляли буфером «А» до концентрации 
белка 30 мг/мл и полученный белковый раствор 
разбавляли в 2 раза буфером «Б»: 50 мМ Tris-HCl 
(рН = 6,9), 0,2 мМ GTP (гуанозинтрифосфат), 4 мМ 
MgCl2. Далее эту фракцию помещали в термостат 
при температуре 37 °С на 6 ч для формирования 
микротрубочек. После окончания срока инкуба-
ции супернатант центрифугировали на ультра-
центрифуге Optima MAX XP (Beckman), ротор 
TLA-120, 100 000 g, при температуре 28 °С в тече-
ние 1 ч для осаждения сформировавшихся ми-
кротрубочек. После центрифугирования супер-
натант отбрасывали, а осадок ресуспендировали 
в холодном буфере «А», объем которого в 10 раз 
меньше, чем объем экстракта при инкубации 
в термостате. Полученную взвесь инкубирова-
ли при температуре 0  °С в течение 30–60  мин 
для деполимеризации полученных микротру-
бочек. Суспензию, содержащую недеполиме-
ризовавшиеся микротрубочки, растворенные 
тубулин и МАБ, центрифугировали на ультра-
центрифуге Optima MAX XP (Beckman), ротор 
TLA-120, 100 000 g в течение 60 мин при 2–4 °С. 
Осадок, содержащий недеполимеризовавшиеся 
микротрубочки, отбрасывали, в супернатанте 
грубого препарата тубулина и МАБ определяли 
концентрацию белка методом Бредфорда, ис-
пользуя набор фирмы Био-Рад (Bio-Rad Protein 
Assay Kit, Bio-Rad, США), в соответствии с про-
токолом фирмы-изготовителя; аликвоты замора-
живали в жидком азоте и хранили при темпера-
туре –80 °С.

Влияние соединений на гуанозинтрифос-
фат-зависимую (ГТФ-зависимую) сборку ми-
кротрубочек из грубого препарата Тб+МАБ 
определяли в 384-луночных планшетах соглас-
но методике2. Процесс полимеризации иссле-
довали спектрофотометрически, регистрируя 
изменения во времени светопоглощения сус-
пензии при температуре 30  °С при длине вол-
ны λ = 355 нм на плашечном ридере Wallac 1420 
Victor (Perkin Elmer, Финляндия). Значения мак-
симальной скорости изменения светопоглоще-
ния (Vmax) на определенном отрезке времени 
определяли как производную изменения све-
топоглощения при длине волны 355  нм (A355) 
во времени: Vmax  = (dA355/dt)max (%) в отсутствие 
(контрольная проба) или в присутствии иссле-
дуемых соединений в концентрации 100  мкМ. 
Затем эти значения нормализовали: значение 0  
соответствовало нулевой скорости изменения 
светопоглощения, за 100% принимали скорость 
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Таблица 2. Влияние производных тиурониевых солей на глутамат-стимулированный захват ионов кальция 
синаптосомами

Table 2. Effects of thiouronium salt derivatives on glutamate-stimulated uptake of calcium ions by synaptosomes

Код соединений
Code of the compound

Заместители
Substituents

IC50, мкМ
IC50, µM

1a Ar = Ph, R = Et, R’= Et, X = Br 128,8 ± 11,8

1b Ar = Ph, R = Et, R’= All, X = Br 44,7 ± 7,2

1c Ar = Ph, R = Et, R’= Bn, X = Сl 40,7 ± 9,4

1d Ar = Ph, R = Et, R’= nPr, X = Br 24,5 ± 8,6

1e Ar = Ph, R = Et, R’= iBu, X = Br 19,5 ± 8,1

Примечание. IС50 — концентрации вещества, при которой происходит 50%-ное ингибирование глутамат-стимулированного захвата 
Са2+, данные представлены как M ± SD (среднее значение ± стандартное отклонение); Ar — арил; Ph — фенил; Et — этил; All — ал-
лил; Bn — бензил; nPr — n-пропил; iBu — изобутил.
Note. IС50 is the substance concentration required for 50% inhibition of glutamate-stimulated Ca2+ uptake; the data are presented as 
M ± SD (mean ± standard deviation). Ar, aryl; Ph, phenyl; Et, ethyl; All, allyl; Bn, benzyl; nPr, n-propyl; iBu, isobuthyl.

изменения светопоглощения в контрольных про-
бах, состав которых повторял состав опытных 
проб, но вместо соединений присутствовал рав-
ный объем растворителя диметилсульфоксида 
(ДМСО; ПанЭко, Россия). Все измерения проведе-
ны как минимум в трех повторах. Достоверность 
различий скоростей полимеризации в присут-
ствии соединений от скоростей в контрольных 
пробах определяли по непараметрическому 
критерию Манна–Уитни с использованием про-
граммы Prism 6.02 (GraphPad, США). Электронно-
микроскопическое исследование структуры 
образованных микротрубочек проводили мето-
дом негативного контрастирования [20] на элек-
тронном микроскопе Libra 120 (Carl Zeiss Meditec 
AG, Германия).

В работе использовали оборудование иссле-
довательской базы «Центр коллективного поль-
зования ИФАВ РАН» (FFSN-2021-0005).

Статистическая обработка результатов 
и определение IC50 методом нелинейной регрес-
сии проведены с использованием программы 
Prism 6.02 (GraphPad, США).

Результаты и обсуждение
Биологическая активность тиурониевых со-

лей 1а–1i была изучена на моделях эксайтоток-
сичности и полимеризации тубулина.

Оценка влияния на глутамат-стимулиро-
ванный захват ионов кальция в синаптосомы. 
Для первичной оценки нейропротекторных 
свойств соединений была использована мо-
дель эксайтотоксичности in vitro, позволяющая 
оценить способность полученных производ-
ных тиурониевых солей ингибировать глута-

мат-стимулированный Ca2+-захват по сравнению 
с контрольной пробой [18, 19]. В результате пер-
вичного скрининга были выделены активные со-
единения, которые при концентрации 100 мкМ 
ингибировали захват 45Са2+ в синаптосомы коры 
мозга более чем на 50%, затем для этих соеди-
нений-лидеров была определена IC50 (табл. 2).

Тиурониевые соли 1a–1e, содержащие этиль-
ный заместитель, являлись более эффективны-
ми ингибиторами глутамат-стимулированного 
захвата кальция синаптосомами, чем фенильные 
производные 1g–1i. Наибольшая биологическая 
активность была отмечена для соединений, со-
держащих 3–4 атома углерода в алкильной 
цепи. Дальнейшее увеличение длины цепи не-
целесообразно, так как растворимость подоб-
ных производных в воде и буферных растворах 
резко снижается, что делает проблематичным 
изучение их биологической активности in vitro. 
Вероятно, с пониженной растворимостью в воде 
связана и более низкая активность соединений, 
содержащих повышенное количество арома-
тических заместителей. Отметим, что замена 
фенильного заместителя в вицинальном диами-
не на гетероциклический либо введение в струк-
туру вицинального диамина дополнительных за-
местителей (например, метокси-групп) снижает 
активность полученных соединений. Этот факт 
позволяет предположить, что именно бензила-
минный фрагмент играет существенную роль 
в процессе связывания с глутаматным рецеп-
тором и тем самым влияет на ингибирующую 
способность данных веществ.

Таким образом, было найдено пять соеди-
нений, обладающих выраженной способностью 
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ингибировать глутамат-стимулированный за-
хват ионов кальция (табл. 2). Соединения 1d и 1e, 
IС50 которых составила 24,5 и 19,5 мкМ соответ-
ственно, могут быть использованы для дальней-
шей разработки новых нейропротекторов на их 
основе.

Оценка влияния производных тиурониевых 
солей на полимеризацию грубого препарата ту-
булина и МАБ, а также на структуру полученных 
микротрубочек. Первичный скрининг потенци-
альных стабилизаторов микротрубочек сре-
ди полученных соединений проводили in  vitro 
в системе ГТФ-зависимой полимеризации пре-
парата тубулина и МАБ согласно методике [20]. 
Была показана способность четырех произ-
водных тиурониевых солей этилендиаминов 
в концентрации 0,1  мМ стимулировать ГТФ-
зависимую полимеризацию (рис. 2).

В контрольной пробе (1% раствор ДМСО 
в отсутствие добавок производных тиуроние-
вых солей) наблюдался практически линейный 
рост светопоглощения при длине волны 355 нм 
в течение 2 ч (рис. 2, табл. 3), что является мар-
кером процесса полимеризации. Такая же ли-
нейная зависимость наблюдалась и для пробы 
с соединением 1f, содержащим три фенильных 
заместителя, но при этом максимальная скорость 
полимеризации превышала скорость полиме-
ризации в контрольной пробе почти в 1,5 раза. 
В то же время для соединений 1g, 1h и 1i, со-
держащих четыре фенильных заместителя, ки-
нетика процесса полимеризации, наблюдаемая 

Таблица 3. Влияние активных производных тиурониевых солей 1f–1i на скорость полимеризации препарата 
тубулина и микротубулоассоциированных белков при концентрации соединений 100 мкМ

Table 3. Effects of active thiouronium salt derivatives 1f–1i at 100 µM concentrations on the polymerisation rate of 
a preparation of tubulin and microtubule-associated proteins

Код соединения
Code of the compound

Заместители
Substituents

Скорость полимеризации, dA355/dt (% от контроля)
Polymerisation rate, dA355/dt (% of the control)

2–12 мин
2–12 min

50–70 мин
50–70 min

1f Ar = Ph, R = Et, R’= iPr, X = Br 118 ± 22 143 ± 10**

1g Ar = Ph, R = Ph, R’= nPr, X = Br 574 ± 16*** 75 ± 9*

1h Ar = Ph, R = Ph, R’= Et, X = Br 484 ± 39*** 67 ± 4**

1i Ar = Ph, R = Ph, R’= iPr, X = Br 522 ± 106** 73 ± 9*

Примечание. Данные представлены как M ± SD (среднее значение ± стандартное отклонение, число измерений n = 3; Ar — арил; 
Ph — фенил; Et — этил; iPr — изопропил, nPr — н-пропил.
* уровень значимости p ≤ 0,05, тест Манна–Уитни; ** p ≤ 0,01, тест Манна–Уитни; *** p ≤ 0,001, тест Манна–Уитни.
Note. The data are presented as M  ± SD (mean  ± standard deviation); n = 3 (number of measurements). Ar, aryl substituent; Ph, phenyl; 
Et, ethyl; iPr, isopropyl; nPr, n-propyl.
* p ≤ 0.05 (probability level), Mann-Whitney test; ** p ≤ 0.01, Mann-Whitney test; *** p ≤ 0.001, Mann-Whitney test.
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Рис. 2. Влияние производных тиурониевых солей 
1f, 1g, 1h, 1i на полимеризацию препарата тубулина 
и микротубулоассоциированных белков при концен-
трации соединений 100 мкМ. A355 — светопоглощение 
при длине волны 355 нм; данные представлены как 
M  ± SD (среднее значение  ± стандартное отклоне-
ние), область стандартных отклонений обозначена 
штриховкой

Fig. 2. Effects of thiouronium salt derivatives 1f, 1g, 
1h, and 1i (100 µM) on polymerisation of a preparation 
of tubulin and microtubule-associated proteins. A355 
denotes absorbance at 355 nm. The data are presented 
as M ± SD (mean ± standard deviation); the SD area is 
hatched
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на временнóм промежутке 2  ч, происходила 
в два этапа: на начальном этапе (до 12 мин) ско-
рость полимеризации более чем в 5 раз превы-
шала контроль, на втором этапе скорость поли-
меризации была незначительно ниже таковой 
в контрольной пробе.

Важным этапом работы явилось элек-
тронно-микроскопическое исследование с ис-
пользованием негативного контрастирования 
[21] структур, образованных в результате по-
лимеризации препарата тубулина и МАБ агре-
гатов (рис. 3). В контрольной пробе (рис. 3А) 
видны длинные, достаточно ровные и места-
ми заметно лежащие попарно микротрубоч-
ки. Это соответствует нормальной структуре 

микротрубочек. В пробе с этильным произ-
водным 1f с линейным нарастанием агрегатов 
(рис. 3В) наряду с нормальными микротрубоч-
ками видны спутанные (перекрученные) пучки 
нормальных по длине микротрубочек. В про-
бе с соединением 1g (рис. 3C) видны короткие 
фрагменты микротрубочек, некоторые микро-
трубочки скручены попарно (на рисунке по-
казаны толстыми стрелками). Таким образом, 
при введении соединения 1g наблюдается гру-
бое нарушение стандартной структуры микро-
трубочек. При введении в пробу соединений 1h, 
1i также отмечено образование аномальных 
структур  — пучков, sheet-структур, сетеподоб-
ных структур.

Рис. 3. Электронные микрофотографии структур, образованных в результате полимеризации in vitro препарата 
тубулина и микротубулоассоциированных белков в контрольной пробе в отсутствие производных тиурони-
евых солей (А), в присутствии соединений 1f (В) и 1g (С) в концентрации 100 мкМ. Стрелками обозначены 
микротрубочки (MT). Трансмиссионную электронную микроскопию (×10000) проводили после полимеризации 
тубулина in vitro

Fig. 3. Electron micrographs of structures formed as a result of in vitro polymerisation of a preparation of tubulin and 
microtubule-associated proteins in a control sample (A) and in the presence of 100 µM of 1f (B) or 1g (C). Microtu-
bules (MT) are indicated with arrows. Transmission electron microscopy (×10,000) was performed after in vitro tubulin 
polymerisation
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Таким образом, в ряду синтезированных нами 
производных тиурониевых солей выделены со-
единения, обладающие способностью стимули-
ровать полимеризацию тубулина. Электронно-
микроскопическое исследование методом 
не га тивного контрастирования получаемых в ре-
зультате ГТФ-зависимой полимеризации структур 
показало, что при введении в пробу соединений 
1g, 1h, 1i с четырьмя фенильными заместителя-
ми образуются структуры микротрубочек ано-
мального строения. Это не позволяет однознач-
но считать такие соединения перспективными 
для дальнейшей разработки на их основе ле-
карственных препаратов для лечения таупатий. 
В то же время в пробе с соединением 1f (изо-
пропил-N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]- 
N-этилимидотиокарбамат гидробромид) форми-
руются микротрубочки нормальной структуры на-
ряду с образованием агломератов в виде пучков. 
Можно предположить, что это соединение или его 
производные могут быть потенциальными стаби-
лизаторами микротрубочек в условиях таупатии.

Заключение
Проведено изучение биологической актив-

ности новых производных тиурониевых солей 
на основе вицинальных диаминов в тестах 
по влиянию на глутамат-индуцированный захват 
кальция синаптосомами и на процессы сборки 
микротрубочек. Показано, что гидробромиды 
аллил-, бензил-, изобутил- и н-пропил-N’-[2- 
(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-этили-
мидотиокарбаматов способны подавлять 
глутамат-индуцированный захват кальция си-
наптосомами, то есть обладают нейропротек-
торным потенциалом. Для ряда новых соеди-
нений обнаружена способность стимулировать 
процессы ГТФ-зависимой сборки микротру-
бочек. Выделено соединение-хит (изопропил- 
N’-[2-(бензоиламино)-1,2-дифенилэтил]-N-эти-
лими дотиокарбамат гидробромид), в присут-
ствии которого наблюдалось образование ми-
кротрубочек нормальной структуры, что делает 
его перспективной основой для дальнейшей 
оптимизации.
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РЕЗЮМЕ

Препараты эзомепразола, S-изомера омепразола, относят ко второму поколению ингибиторов протонной 
помпы и широко применяют в терапии кислотозависимых заболеваний пищевода, желудка и двенадца-
типерстной кишки (язвенная болезнь, гастроэзофагеальная рефлюксная болезнь и др.). Для расширения 
ассортимента отечественных препаратов эзомепразола с модифицированным высвобождением актуально 
изучение их безопасности и токсикокинетики.
Цель работы: сравнительное изучение безопасности и токсикокинетики нового лекарственного препарата 
эзомепразол, капсулы с модифицированным высвобождением, 40 мг (АО «Валента Фарм», Россия) в срав-
нении с препаратом Нексиум®, таблетки, покрытые пленочной оболочкой, 40 мг (АстраЗенека АБ, Швеция).
Материалы и методы: при изучении токсических свойств препарата эзомепразол, капсулы с модифици-
рованным высвобождением, 40 мг (АО «Валента Фарм», Россия), в сравнении с препаратом Нексиум®, та-
блетки, покрытые пленочной оболочкой, 40 мг (АстраЗенека АБ, Швеция), препараты вводили кроликам 
перорально (5 групп животных, по 8 самцов и 8 самок в каждой) в течение 28 сут в дозе 1 и 3 капсулы 
(таблетки) на животное (около 4,8 и 14,3 высших терапевтических доз (ВТД) соответственно). Проводили 
сравнительную оценку общетоксических свойств, местнораздражающего действия, фармакологической 
безопасности, влияния на иммунокомпетентные органы, генеративной токсичности, а также основных ток-
сикокинетических параметров (Сmax, Тmax, AUC0-24, MRT, Т1/2).
Результаты: препарат эзомепразол не оказывал токсического влияния, в том числе местнораздражающего 
и иммунотоксического действия. Подтверждена его фармакологическая безопасность при многократном 
пероральном введении в отношении сердечно-сосудистой, выделительной и дыхательной систем, печени. 
Исследуемый препарат не оказывал влияния на репродуктивную систему самцов и самок кроликов. Уста-
новлена доза, не оказывающая видимого нежелательного эффекта (NOAEL)  — 14,3 ВТД. Сравнительная 
оценка токсикокинетических параметров после однократного и многократного перорального введения 
продемонстрировала сопоставимость токсикокинетических профилей препарата эзомепразол с препара-
том Нексиум®.
Выводы: полученные данные свидетельствуют о наличии у исследуемого препарата эзомепразол благопри-
ятного профиля безопасности. Все оцениваемые в ходе исследований параметры препарата эзомепразол 
были сопоставимы с таковыми препарата Нексиум®. Учитывая положительный опыт применения препарата 
Нексиум® в клинической практике, данные, полученные относительно нового препарата эзомепразола, 
позволяют прогнозировать его аналогичную безопасность.
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ABSTRACT

Esomeprazole, the S-isomer of omeprazole, is a second-generation proton pump inhibitor widely used for acid-re-
lated diseases of the oesophagus, stomach, and duodenum (peptic ulcer, gastro-oesophageal reflux disease, etc.). 
Studies on esomeprazole safety and toxicokinetics (TK) are essential for increasing the number of modified-re-
lease esomeprazole products manufactured in Russia.
The aim of the study was to compare the safety and toxicokinetics of a new esomeprazole product, 40 mg mod-
ified-release capsules (Valenta Pharm JSC, Russia), and Nexium® 40 mg film-coated tablets (AstraZeneca AB, 
Sweden).
Materials and methods. This toxicity study involved oral administration of esomeprazole 40 mg modified-release 
capsules (Valenta Pharm JSC, Russia) and Nexium® 40 mg film-coated tablets (AstraZeneca AB, Sweden) to 5 
groups of rabbits (8 males and 8 females per group) for 28 days at a dose of 1 or 3 capsules, or tablets, correspond-
ing to approximately 4.8 or 14.3 maximum human therapeutic doses (MHTDs), respectively. Comparisons included 
general toxicity, local tolerance, safety pharmacology, effects on immune system organs, reproductive toxicity, 
and basic TK parameters (Cmax, Tmax, AUC0-24, MRT, and T1/2).
Results. No toxic effects, including local irritation and immunotoxicity, were observed for the  test product. 
The safety pharmacology testing demonstrated the safety of repeated oral administration of the test product for 
the cardiovascular, excretory, respiratory systems and the liver. The test product did not affect the reproduct-
ive system of male and female rabbits. The No Observed Adverse Effect Level (NOAEL) was determined to be 
14.3 MHTDs. According to the TK parameters evaluated after single and repeated oral administration, the test 
product and Nexium® demonstrated comparable TK profiles.
Conclusions. The study demonstrated a favourable safety profile for the test product. All the test product parame-
ters studied were comparable with those of Nexium®. Positive clinical experience with Nexium® supports the data 
obtained for the new esomeprazole product. The safety of these medicinal products may be considered similar.

Key words: esomeprazole; Nexium; proton pump inhibitors; safety; toxicokinetics; preclinical studies
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Введение
Ингибиторы протонной помпы (ИПП) являют-

ся современными мощными и эффективными 
средствами для лечения кислотозависимых за-
болеваний [1–3]. Препараты этой фармакологи-
ческой группы снижают секрецию соляной кис-
лоты в желудке за счет ингибирования фермента 
Н+/К+-АТФазы (протонной помпы) в париеталь-
ных клетках желудка [1, 4, 5]. К препаратам пер-
вого поколения ИПП, представляющим собой 
рацемические смеси, относят омепразол, панто-
празол, рабепразол, лансопразол. Эзомепразол, 
являющийся S-изомером омепразола, отно-
сят к ИПП второго поколения1 [3]. Разделение 
стереоизомеров позволило повысить антисе-
креторную активность и биодоступность эзо-
мепразола по сравнению с омепразолом [6], 
что связывают с особенностями метаболизма 
стереоизомеров в печени с участием фермент-
ных систем цитохрома Р450 [2, 7]. По мнению 
С.А. Курилович [8], эзомепразол обладает улуч-
шенной биодоступностью, замедленным выве-
дением, способностью создавать более высокие 
концентрации в крови и секреторных канальцах, 
обеспечивать более глубокое и продолжитель-
ное подавление секреции, а его меньшая под-
верженность метаболизму с помощью цитохро-
ма Р450 CYP2С19 обусловливает более стойкий 
и прогнозируемый клинический эффект по срав-
нению с ИПП первого поколения. В ряде иссле-
дований авторы подчеркивают преимущества 
применения эзомепразола в терапии различных 
кислотоустойчивых заболеваний как у взрослых, 
так и у детей [4, 5, 8, 9], отмечают его дозозави-
симую антисекреторную активность [8] и срав-
нивают особенности фармакокинетики у здо-
ровых добровольцев и при патологии, а также 
у пациентов различных возрастных групп [7, 10].

Распространенность кислотозависимых 
заболеваний пищевода, желудка и двенадца-
типерстной кишки (язвенная болезнь, гастро-
эзофагеальная рефлюксная болезнь и др.) 
сохраняется на достаточно высоком уровне 
как в Российской Федерации, так и за рубежом 
[11]. Дополнительным фактором риска разви-
тия таких заболеваний является широкое при-
менение нестероидных противовоспалитель-
ных препаратов, на фоне которых возможно 
возникновение симптоматических язв желудка 
и двенадцатиперстной кишки, их кровотечения 

и перфорации. Лечение этих заболеваний ассо-
циировано со значительными экономическими 
затратами. Применение эзомепразола является 
не только эффективным, но и экономически об-
основанным с точки зрения фармакоэкономиче-
ской оценки [11].

Первым зарегистрированным за рубежом, 
а затем и в Российской Федерации препаратом 
эзомепразола является Нексиум® («АстраЗенека 
АБ», Швеция), выпускаемый в виде пеллет, по-
крытых кишечнорастворимой оболочкой, и гра-
нул для приготовления суспензии для приема 
внутрь; лиофилизата для приготовления раство-
ра для внутривенного введения и в виде табле-
ток, покрытых оболочкой2. Особенностью этого 
препарата является мультипартикулярная систе-
ма доставки (multiunit particulate system, MUPS) — 
таблетка содержит более 1000 спрессован-
ных микропеллет с эзомепразолом, покрытых 
кислотоустойчивой оболочкой3. В Российской 
Федерации зарегистрированы и другие пре-
параты эзомепразола отечественных и зару-
бежных производителей в виде готовых лекар-
ственных форм для перорального применения: 
капсулы кишечнорастворимые и таблетки ки-
шечнорастворимые, покрытые (пленочной) обо-
лочкой4. Преимущество применения препаратов 
эзомепразола в виде капсул состоит в удобстве 
их проглатывания, обусловливающем предпо-
чтения пациентов по отношению к этой лекар-
ственной форме [12, 13]. Расширение ассорти-
мента отечественных препаратов эзомепразола 
с модифицированным высвобождением пред-
ставляется актуальной задачей.

Цель работы  — сравнительное изучение 
безопасности и токсикокинетики нового ле-
карственного препарата эзомепразол, капсу-
лы с модифицированным высвобождением, 
40 мг (АО «Валента Фарм», Россия) в сравнении 
с препаратом Нексиум®, таблетки, покрытые 
пленочной оболочкой, 40 мг («АстраЗенека АБ», 
Швеция).

Задачи исследования:
• провести сравнительный анализ токсических 

свойств тестируемого препарата и препарата 
сравнения при многократном применении;

• выявить возможные органы — мишени токси-
ческого действия;

• установить возможность обратимости вызы-
ваемых повреждений;

1 Оптимальная терапия кислотозависимых заболеваний. Lvrach.ru. 04.06.2021. https://www.lvrach.ru/2036/partners/15437973
2 https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=76fb29b1-d5a9-4f1c-a194-8a2b55197a0a
3 Оптимальная терапия кислотозависимых заболеваний. Lvrach.ru. 04.06.2021. https://www.lvrach.ru/2036/partners/15437973
4 https://grls.rosminzdrav.ru
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• провести сравнительную оценку местнораз-
дражающего действия;

• провести сравнительное изучение иммуно-
токсических свойств;

• провести сравнительное изучение фармако-
логической безопасности;

• провести сравнительное изучение потенци-
ального токсического влияния препаратов 
на генеративную функцию;

• провести сравнительную оценку токсикоки-
нетики препаратов при однократном и много-
кратном пероральном введении в двух дозах.

Материалы и методы
Животные. В эксперименте были использо-

ваны кролики новозеландской породы обоих 
полов (питомник АО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ»). 
Возраст животных к началу эксперимента соста-
вил 19–21 нед. Проведение исследований было 
одобрено на заседании биоэтической комиссии 
(БЭК) АО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ» (протокол 
БЭК от 16.01.2019 № 4.4/19).

Животных содержали в стандартных усло-
виях в соответствии с Директивой 2010/63/EU 
Европейского парламента и совета Европейского 
союза от 22.09.2010 по охране животных, ис-
пользуемых в научных целях, и в соответствии 
с санитарно-эпидемиологическими правилами 
СП 2.2.1.3218-14.

Кроликов содержали в индивидуальных бок-
сах с решетчатым полом без подстила, с зоной 
для отдыха (сплошной пол), снабженных ав-
томатической ниппельной системой поения. 
Минимальная площадь пола на одно животное 
соответствовала нормативной документации5. 
Животных содержали в контролируемых усло-
виях окружающей среды (16–22 °C и относитель-
ной влажности воздуха 30–70%, NH3≤10 мг/м3, 
CO2≤0,15 об.%). Световой режим составил 12 ч 
света и 12 ч темноты. Был установлен режим 
воздухообмена, обеспечивающий смену около 
15 объемов помещения в час.

Стандартный корм животные получали ad 
libitum, за исключением лишения корма на 4 ч 
перед эвтаназией и забором крови. Воду кроли-
ки получали без ограничений.

Исследуемые препараты. Тестируемый пре-
парат эзомепразол, капсулы с модифициро-
ванным высвобождением, 40 мг, производства 
АО «Валента Фарм», Россия (серия SF18000389). 

Препарат сравнения  — Нексиум®, таблетки, 
покрытые пленочной оболочкой, 40 мг произ-
водства «АстраЗенека АБ», Швеция, зарегистри-
рован в Российской Федерации (серия ZKRX). 
Плацебо тестируемого препарата  — капсулы 
Vcaps® производства «Капсугель», Франция (се-
рия 53496191).

Способ введения и выбор доз. Согласно 
инструкции по медицинскому применению 
препарата Нексиум®, высшая терапевтическая 
доза (ВТД) для человека составляет 40 мг/сут, 
или 0,67 мг/кг при средней массе тела человека 
60 кг. В пересчете на организм кролика с учетом 
разницы в площади поверхности тела ВТД со-
ставила6: 0,67 мг/кг × 3,1 (коэффициент пересче-
та для кролика) = 2,1 мг/кг. Соответственно, ВТД 
для кроликов составляет 2,1 мг/кг, или 8,4 мг 
на кролика массой тела 4000 г.

Введение препарата осуществляли без на-
рушения целостности его лекарственной фор-
мы, поскольку действующее вещество иссле-
дуемого препарата разрушается в агрессивной 
среде желудка, и поэтому оно заключено 
в кислотоустойчивую капсулу. Таким образом, 
в исследовании не представлялось возмож-
ным вводить экспериментальным животным 
препарат с нарушенной целостностью лекар-
ственной формы. Соответственно, при введе-
нии 1 капсулы (таблетки) 40 мг кролик массой 
тела 4 кг получал дозу, превышающую ВТД 
приблизительно в 4,8 раза. Данная доза была 
использована как минимальная тестируе-
мая. В максимальной дозе кролики получали 
3 капсулы (или таблетки), что соответствует 
примерно 14,3 ВТД. Группа контроля получала 
плацебо: 3 капсулы на животное. Препараты 
вводили животным в неизмененном виде, пе-
рорально, один раз в день с помощью таблет-
кодавателей.

Дизайн исследования по оценке безопасно-
сти. Дизайн исследования был построен с уче-
том современных норм биоэтики и соблюдения 
основных принципов 3R (Replacement, Reduc-
tion, Refinement — замена, сокращение, улучше-
ние) с использованием минимального количе-
ства животных [14].

В ходе исследования кроме сравнительной 
оценки общетоксических свойств и местнораз-
дражающего действия исследуемых препаратов 
были изучены фармакологическая безопасность 

5 Белозерцева ИВ, Блинов ДВ, Красильщикова МС, ред. Руководство по содержанию и использованию лабораторных животных. 
М.: ИРБИС; 2017.
6 Estimating the maximum safe starting dose in initial clinical trials for therapeutics in adult healthy volunteers. Guidance for industry. 
U.S. Department of Health and Human Services Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and Research (CDER); 2005.
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(в отношении выделительной, сердечно-сосуди-
стой, дыхательной системы, печени), влияние 
на иммунокомпетентные органы с целью вы-
явления возможного иммунотоксического дей-
ствия7, возможная генеративная токсичность, 
а также был проведен забор образцов крови 
для изучения основных токсикокинетических 
параметров.

В исследование было включено пять групп 
животных, по 8 самцов и 8 самок в каждой. 
Животные 1-й группы получали плацебо тести-
руемого препарата, 2-й группы — тестируемый 
препарат эзомепразол в дозе 1 капс./животное, 
3-й группы  — тестируемый препарат эзомепра-
зол в дозе 3 капс./животное, 4-й группы — пре-
парат сравнения Нексиум® в дозе 1 табл./живот-
ное, 5-й группы — препарат сравнения Нексиум® 
в дозе 3 табл./животное.

Препараты вводили перорально, 1 раз/сут 
в течение 28 сут ежедневно. Период отсрочен-
ного наблюдения — 28 сут. На протяжении всего 
эксперимента осуществляли еженедельный 
осмотр животных, взвешивание.

На 27 и 56 сут эксперимента проводили кли-
нический анализ крови на гематологическом ана-
лизаторе Mythic 18 Vet (Orphee SA, Швейцария). 
Определяли количество эритроцитов, уровень 
гемоглобина, гематокрит, количество лейкоцитов, 
количество тромбоцитов, лейкоцитарную фор-
мулу. Измерение параметров гемостаза прово-
дили на коагулометре АПГ4-02-П (ООО «ЭМКО», 
Россия). На 27 и 56 сут определяли протромби-
новое время (ПВ) и активированное частичное 
тромбопластиновое время (АЧТВ).

Биохимические показатели крови опреде-
ляли (28 и 56 сут) на биохимическом анализа-
торе Random Access А-25 (BioSystems, Испания) 
с использованием реагентов фирмы BioSystems 
(Испания) и в соответствии с инструкция-
ми производителя. Оцениваемые параметры 
в сыворотке крови: трансаминазы (аланиновая 
(АЛТ) и аспарагиновая (АСТ) (Ед/л)), креатинин 
(мкмоль/л), мочевина (ммоль/л), альбумин (г/л), 
щелочная фосфатаза (Ед/л), общий белок (г/л), 
триглицериды (ммоль/л), холестерин (ммоль/л), 
отношение альбумины/глобулины (расчетные 
значения), общий билирубин (мкмоль/л), гло-
булин (расчетные значения), глюкоза (ммоль/л), 
креатинкиназа (Ед/л), лактатдегидрогеназа 
(Ед/л).

На 27 и 56 сут было проведено исследова-
ние физико-химического состава мочи с помо-
щью диагностических тест-полосок (West Medica 
Produktions- und Handels- GmbH) и мочевого 
анализатора DocUReader2 (77 Elektronika Kft., 
Венгрия). Оценивали следующие параметры: 
глюкоза, рН, билирубин, уробилиноген, белок, 
удельный вес, лейкоциты, кровь, кетоны, нитриты.

Биохимический анализ мочи производили 
на 27 и 56 сут на биохимическом анализаторе 
Random Access А-25 (BioSystems, Испания) с ис-
пользованием реагентов компании BioSystems 
(Испания) и в соответствии с инструкция-
ми производителя. Оценивали креатинин 
(мкмоль/л) и мочевину (ммоль/л).

Регистрацию параметров электрокардио-
граммы (ЭКГ), частоту сердечных сокращений 
(ЧСС), артериальное давление (АД) и частоту 
дыхательных движений (ЧДД) проводили на 27 
и 56  сут. Для регистрации ЭКГ животное было 
предварительно наркотизировано. Регистрацию 
ЭКГ проводили с помощью компьютерного элек-
трокардиографа для ветеринарии «Поли-спектр-
8В» (ООО «Нейрософт», Россия). ЭКГ проанализи-
рована в отведении II. Оценивались следующие 
показатели: ЧСС, RR (мс), P (мс), PQ (мс), QRS (мс), 
QT (мс). Регистрацию АД и ЧДД проводили с помо-
щью прибора «Монитор пациента IM-10» произ-
водства ЗАО «Ист Медикал», Москва.

Эвтаназию животных осуществляли посред-
ством передозировки анестетика (Золетил® 50, 
внутривенно). Четыре самца и четыре самки 
из каждой группы были подвергнуты эвтаназии 
на 29 сут эксперимента, оставшиеся — на 57 сут 
эксперимента.

Патоморфологическое исследование. После 
эвтаназии животные были тщательно обследо-
ваны на предмет внешних патологических при-
знаков. Органы, извлеченные при некропсии, 
были взвешены. Проведено гистологическое ис-
следование следующих органов: аорта, сердце, 
трахея, легкие с бронхами, тимус, желудок, тон-
кая кишка, толстая кишка, поджелудочная же-
леза, печень, селезенка, почки, мочевой пузырь, 
надпочечники, семенники (самцы), придатки се-
менника (самцы), яичники (самки), матка (самки), 
подчелюстные и желудочные лимфатические 
узлы, щитовидная железа, головной мозг.

Для оценки местнораздражающего дей-
ствия препаратов при проведении процедуры 

7 OECD (2008) Repeated Dose 28-Day Oral Toxicity Study in Rodents No 407.
 ГОСТ Р 58173-2018 Средства лекарственные для медицинского применения. Исследования иммунотоксичности лекарственных 
средств, предназначенных для человека.
 ICH S8 Immunotoxicity studies for human pharmaceuticals. CHMP/167235/2004. EMA; 2006.



Preclinical Evaluation of Esomeprazole Safety and Toxicokinetics

Kosman V.M., Karlina M.V., Mazukina E.V., Globenko A.A., Jain E.A., Makarova M.N., Makarov V.G. 

181Safety and Risk of Pharmacotherapy. 2023. Vol. 11, No. 2

нек ропсии были визуально оценены отклонения 
во внешнем виде органов желудочно-кишечно-
го тракта, а также проведена гистологическая 
оценка тканей, непосредственно контактиро-
вавших с исследуемыми объектами.

Для изучения возможного иммунотокси-
ческого действия у всех животных оценивали 
общее количество лейкоцитов в крови, лейко-
формулу, абсолютные дифференциальные по-
казатели лейкоцитов, уровень глобулинов, про-
водили патоморфологическое исследование 
лимфоидных органов (тимус, селезенка, подче-
люстные и желудочные лимфатические узлы), 
анализировали массовые коэффициенты орга-
нов (тимус, селезенка)8.

В рамках изучения общетоксических свойств 
исследуемых препаратов произведена оценка 
фармакологической безопасности:
• в отношении выделительной системы (поч-

ки): анализ мочи (общий и биохимический); 
массовые коэффициенты и гистологический 
анализ почек;

• в отношении печени: биохимический анализ 
крови — АЛТ, АСТ, билирубин, щелочная фос-
фатаза, креатинин, мочевина, общий белок, 
альбумины, глобулины, холестерин, коагуло-
грамма — ПВ и АЧТВ; массовые коэффициен-
ты и гистологический анализ печени;

• в отношении сердечно-сосудистой системы: 
биохимический анализ крови (креатининкина-
за, АСТ, АЛТ, ЛДГ), ЭКГ, ЧСС, АД; массовые ко-
эффициенты и гистологический анализ сердца;

• в отношении дыхательной системы: ЧДД; 
массовые коэффициенты и гистологический 
анализ легких.
Для изучения генеративной токсичности у жи-

вотных, подлежащих эвтаназии на 29 сут экспе-
римента, и у животных, подлежащих эвтаназии 
на 57 сут эксперимента, были проведены: патомор-
фологическое исследование органов репродук-
тивной системы (семенники, придатки семенников, 
яичники, матка); оценка массовых коэффициентов 
семенников и яичников; оценка морфофункцио-
нального состояния сперматозоидов9.

При проведении некропсии у животных из-
влекали придатки семенников (эпидидимисы), 

максимально отделяя их от брыжейки. Далее эпи-
дидимис левого семенника помещали на предмет-
ное стекло и, зажав браншами пинцета, надрезали 
обе его доли, после чего придаток (с надрезан-
ными долями) помещали в пробирку и заливали 
3 мл PBS (фосфатно-солевой буфер, температура 
37  °С). Затем производили инкубацию при 37  °С 
и 5% содержании СО2 в течение 15 мин в CO2-
инкубаторе Shellab 3517-2 (Sheldon Manufacturing, 
США). После чего производили оценку спермо-
граммы по следующим показателям: концентра-
ция сперматозоидов (×106/мл), характер движения 
(доля подвижных и неподвижных сперматозои-
дов), жизнеспособность и зрелость: соотношение 
живых, мертвых и незрелых сперматозоидов (по 
результатам гипоосмотического теста).

Токсикокинетическое исследование. Кровь за-
бирали у 4 самцов и 4 самок из каждой группы 
№ 2–5 на 1–2, 14–15 и 28–29 сут эксперимента 
на следующих временных точках: до введения 
препаратов, через 30 мин, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 и 24 ч 
после введения препаратов.

Определение содержания эзомепразола в био-
логических образцах (плазме крови кроликов) 
выполнено методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии с ультрафиолетовым де-
тектированием (ВЭЖХ-УФ) с помощью предвари-
тельно разработанной методики. Анализ выполнен 
с использованием колонки Luna C18 (2) 4,6×150 мм, 
размер частиц сорбента 5 мкм (Phenomenex, США) 
в градиентом режиме элюирования смесью 0,03% 
раствора трифторуксусной кислоты и ацетонитри-
ла (от 10 до 50% ацетонитрила в составе элюен-
та за 10 мин), скорость подачи элюента 1 мл/мин, 
дозируемый объем проб 20  мкл, длина волны 
детектирования 300 нм, температура термостата 
колонок комнатная. Подготовка проб к анализу 
включала осаждение белков плазмы крови ацето-
нитрилом (в объемном соотношении 1:3) с после-
дующей заменой растворителя. Биоаналитическая 
методика была валидирована в соответствии 
с рекомендациями10 в диапазоне концентраций  
50–30000 нг/мл по показателям: селективность, 
нижний предел количественного определе-
ния (НПКО), калибровочный диапазон, точность 
и прецизионность. По всем валидационным 

8 ICH S8. Immunotoxicity studies for human pharmaceuticals. CHMP/167235/2004. ЕМА; 2006.
 ГОСТ Р 58173-2018. Средства лекарственные для медицинского применения. Исследования иммунотоксичности лекарственных 
средств, предназначенных для человека.
9 ICH S5 (R3). Guideline on reproductive toxicology: detection of toxicity to reproduction for human pharmaceuticals. EMA/CHMP/
ICH/544278/1998. EMA; 2020.
10 ICH Q2A. Text on validation of analytical procedures. ICH harmonised tripartite guideline. Geneva; 1994.
 ICH Q2B. Validation of analytical procedures: methodology. Geneva; 1996.
 Bioanalytical method validation. Guidance for industry. FDA; 2018.
 Guideline on bioanalytical method validation. EMEA/CHMP/EWP192217/2009. EMA; 2011.
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параметрам получены удовлетворительные ре-
зультаты, что свидетельствовало о возможности 
дальнейшего использования методики для изуче-
ния токсикокинетики препаратов на кроликах.

Анализ данных. Для всех данных была при-
менена описательная статистика: данные про-
верены на соответствие закону нормального 
распределения (по критерию Шапиро–Уилка), 
рассчитаны среднее значение и стандарт-
ная ошибка среднего (M±SEM) или медиана 
и квартильный размах (Me(Q1;Q3)). Для оценки 
межгрупповых различий данных с признака-
ми нормального распределения был исполь-
зован однофакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) с последующим межгрупповым срав-
нением с использованием теста Тьюки (post-hoc 
Tukey’s test). Для оценки данных, не подчиня-
ющихся закону нормального распределения, 
был применен критерий Краскела–Уоллиса. 
Различия были определены при уровне значи-
мости p=0,05. Статистический анализ выполнен 
с помощью программного обеспечения Statistica 
10.0 (StatSoft, США).

Токсикокинетические параметры (макси-
мальная концентрация Сmax, время достиже-
ния максимальной концентрации Тmax, площадь 
под кривой «концентрация–время» AUC, сред-
нее время удерживания MRT, период полувы-
ведения T1/2 и показатель скорости всасывания 
Сmax/AUCt) рассчитаны внемодельным методом 
статистических моментов [15] с использовани-
ем приложения PKSolver для Microsoft Office 
Excel.

Результаты
Токсические свойства
Средняя масса тела кроликов на начало 

эксперимента составляла: 4092±28 г (самцы) 
и 3976±87 г (самки). На протяжении периода 
введения препаратов и плацебо регистрирова-
ли физиологический прирост массы тела у сам-
цов и самок кроликов всех групп. Влияния пре-
паратов на динамику массы тела не установлено. 
Клиническая картина интоксикации отсутство-
вала на протяжении всего периода наблюдения.

Результаты биохимического и клиниче-
ского анализов крови не выявили клинически 
значимого влияния препаратов на все иссле-
дуемые параметры. Показатели гемостаза 

находились в границах физиологических норм 
для всех групп экспериментальных животных. 
По результатам общего и биохимического ана-
лиза мочи отклонений от нормы не выявлено. 
Исследуемые препараты не оказали влияния 
на ЭКГ, ЧСС, а также на АД и ЧДД. Наиболее 
значимые параметры представлены в таб-
лице  1 «Основные показатели клинического 
и биохимического анализов крови и мочи кро-
ликов, получавших препараты эзомепразола» 
(опубликована на сайте журнала11) и в табли-
це  2 «Основные параметры электрокардио-
граммы и артериального давления кроликов, 
получавших препараты эзомепразола» (опуб-
ликована на сайте журнала12).

На 29 и на 57 сут эксперимента при пато-
логоанатомическом исследовании у всех жи-
вотных в исследованных органах макроско-
пически видимых изменений не обнаружено. 
Гистологическое строение этих органов так-
же соответствовало норме. При анализе 
массовых коэффициентов органов кроликов 
(табл.  3 «Массовые коэффициенты основных 
органов кроликов, получавших препараты эзо-
мепразола», опубликована на сайте журнала13) 
было установлено, что исследуемые препараты 
не оказали влияния на оцениваемые показатели 
ни на 29, ни на 57 сут эксперимента.

Местнораздражающее действие. На 29 и на  
57 сут эксперимента у всех животных в месте 
введения (желудок) и в кишечнике макроско-
пически видимых изменений не обнаружено. 
Гистологическое строение желудка, тонкой 
и толстой кишки соответствовало норме.

Иммунотоксические свойства. Отличий от кон - 
троля по параметрам клинического и биохи-
мического анализа крови (табл. 1, опубли-
кована на сайте журнала14), массовым ко-
эффициентам тимуса и селезенки (табл. 3, 
опубликована на сайте журнала15) выявлено 
не было. Гистологическое строение лимфоидных 
органов (тимус, селезенка, околоушные лимфа-
тические узлы) у всех животных соответствова-
ло норме. По совокупности полученных данных 
был сделан вывод об отсутствии иммунотокси-
ческого действия при курсовом введении пре-
паратов в исследуемом диапазоне доз ни после 
окончания введения, ни после окончания отсро-
ченного наблюдения.

11 https://doi.org/10.30895/2312-7821-2023-11-2-342-tabl1
12 https://doi.org/10.30895/2312-7821-2023-11-2-342-tabl2
13 https://doi.org/10.30895/2312-7821-2023-11-2-342-tabl3
14 https://doi.org/10.30895/2312-7821-2023-11-2-342-tabl1
15 https://doi.org/10.30895/2312-7821-2023-11-2-342-tabl3
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Результаты оценки фармакологической безо-
пасности исследуемых препаратов при мно - 
гократном пероральном введении свидетель-
ствуют об отсутствии нефротоксического, гепа-
тотоксического, кардиотоксического действий 
и влияния на дыхательную систему самцов 
и самок кроликов (наиболее значимые результа-
ты представлены в таблицах 1 и 2, опубликова-
ны на сайте журнала16).

Генеративная токсичность. Исследуемые 
препараты не оказали влияния на репродук-
тивную систему самцов и самок кроликов. 
Морфофункциональное состояние сперматозои-
дов самцов, получавших исследуемые препара-
ты, не отличалось от данных контрольной груп-
пы животных (табл. 4 «Морфофункциональное 
состояние сперматозоидов кроликов, получав-
ших препараты эзомепразола», опубликована 
на сайте журнала17).

Таким образом, данные, полученные в ходе 
оценки общетоксических свойств препаратов 
эзомепразола, свидетельствовали об отсутствии 
нежелательных реакций при многократном при-
менении препаратов в дозе, превышающей ВТД 
приблизительно в 14,3 раза.

Исследование токсикокинетики
Разработка и валидация биоаналитической 

методики. Эзомепразол  — (S)-5-Метокси-2-[(4-
метокси-3,5-диметилпиридин-2-ил)метилсуль-
финил]бензимидазол (рис. 1), ингибитор про-
тонного насоса.

На основании данных литературы [16–18] 
для определения эзомепразола в плазме кро-
ви кроликов был выбран метод обращенно-фа-
зовой ВЭЖХ-УФ. С учетом экспериментальных 
возможностей конкретной лаборатории были 
подобраны оптимальные хроматографиче-
ские условия и процедура пробоподготовки. 
Основные валидационные параметры разрабо-
танной методики представлены в таблице 5.

По всем критериям получены результаты, 
свидетельствующие о специфичности, линей-
ности, прецизионности и достаточно высокой 
чувствительности разработанной методики, 
что подтвердило возможность ее дальнейшего 
использования для изучения токсикокинетики 
препаратов эзомепразола.

Оценка токсикокинетики. Кинетика эзоме-
празола в плазме крови после однократного 
и многократного (в течение 14 и 28 сут) введения 
препаратов в двух дозах имела форму кривой, 
характерную для лекарственных форм, приме-
няемых перорально (рис. 2–4). В нулевой точке 
(перед введением препаратов) исследование 
проб плазмы крови всех кроликов не выявило 
наличия определяемого соединения; значения 
концентраций аналита ниже НПКО принимали 
равными нулю.

Содержание эзомепразола в плазме крови 
после перорального введения тестируемого 

16 https://doi.org/10.30895/2312-7821-2023-11-2-342-tabl1
 https://doi.org/10.30895/2312-7821-2023-11-2-342-tabl2
17 https://doi.org/10.30895/2312-7821-2023-11-2-342-tabl4
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Рис. 1. Структурная формула эзомепразола

Fig. 1. Structural formula of esomeprazole

Таблица 5. Валидационные параметры методики 
определения эзомепразола в плазме крови кроликов

Table 5. Validation parameters for esomeprazole assay 
in rabbit plasma

Параметр
Parameter

Значение
Value

Калибровочный диапазон, нг/мл
Calibration range, ng/mL 50–30000 

Уравнение регрессии*
Regression equation* Y=13,819X–105

Коэффициент корреляции r
Correlation coefficient r 0,995

НПКО, нг/мл
LLOQ, ng/mL 50

Точность / Accuracy, %
30000 нг/мл (ng/mL)
12000 нг/мл (ng/mL)
150 нг/мл (ng/mL)
50 нг/мл (ng/mL)

0,1
1,8
5,5
19,0

Прецизионность / Precision, %
30000 нг/мл (ng/mL)
12000 нг/мл (ng/mL)
150 нг/мл (ng/mL)
50 нг/мл (ng/mL)

0,4
0,2
9,0
5,7

Примечание. НПКО — нижний предел количественного опре-
деления.
* Y — площадь пика эзомепразола, X — концентрация эзоме-
празола, нг/мл.
Note. LLOQ, lower limit of quantification.
* Y, esomeprazole peak area; X, esomeprazole concentration 
(ng/mL).
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препарата достигало максимума через 3–4 ч по-
сле введения как в дозе 1 капс./животное, так 
и в дозе 3 капс./животное. Для препарата срав-
нения максимальное содержание аналита в плаз-
ме крови кроликов наблюдали через 1–2 ч после 
введения. Затем концентрация постепенно сни-
жалась. Через 10 ч после введения содержание 

действующего вещества в плазме крови соста-
вило около 8–13% (после однократного вве-
дения), 8–35% (после многократного введения 
в течение 14 сут) и 23–24% (после многократно-
го введения в течение 28 сут) от его максималь-
ного уровня; через 24 ч после введения аналит 
не был обнаружен ни в одной пробе.
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Рис. 2. Кривые «концентрация–время» изменения содержания эзомепразола в плазме крови после однократ-
ного перорального введения тестируемого препарата эзомепразол и препарата сравнения Нексиум® в дозах 
1 капс. (табл.) на животное (А) и 3 капс. (табл.) на животное (B) в линейных координатах (количество животных 
n=8, среднее значение и стандартная ошибка среднего M±SEM)

Fig. 2. Concentration–time curves of esomeprazole in rabbit plasma after single oral administration of the test prod-
uct esomeprazole and the reference product Nexium® in a dose of 1 capsule/tablet (A) and 3 capsules/tablets (B) per 
animal in linear coordinates (n=8 animals; M± SEM, mean and standard error of the mean)

Рис. 3. Кривые «концентрация–время» изменения содержания эзомепразола в плазме крови после многократ-
ного (на 14 сут) перорального введения тестируемого препарата эзомепразол и препарата сравнения Некси-
ум® в дозах 1 капс. (табл.) на животное (А) и 3 капс. (табл.) на животное (В) в линейных координатах (количество 
животных n=8, среднее значение и стандартная ошибка среднего M±SEM)

Fig. 3. Concentration–time curves of esomeprazole in rabbit plasma after repeated oral administration (Day 14) of 
the test product esomeprazole and the reference product Nexium® in a dose of 1 capsule/tablet (A) and 3 capsules/
tablets (B) per animal in linear coordinates (n=8 animals; M± SEM, mean and standard error of the mean)

A

A

B

B
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Обобщенные данные по токсикокинетиче-
ским параметрам, полученным для исследован-
ных препаратов за весь период эксперимента, 
представлены в таблице 6.

Обсуждение
Результаты проведенного исследования сви-

детельствуют о сопоставимости профиля без-
опасности и токсикокинетических параметров 
воспроизведенного лекарственного препарата 
эзомепразол и препарата Нексиум®. Результаты 
оценки токсических свойств показали, что ис-
следуемые препараты при многократном перо-
ральном введении в течение 28 сут в дозе, кото-
рая многократно превышала терапевтическую, 
не оказали токсического действия на организм 
лабораторных животных. Не было выявлено 
местнораздражающего действия исследуемых 
препаратов на слизистую оболочку желудка 
и кишечника. По данным проведенного иссле-
дования установлена доза, не оказывающая ви-
димого нежелательного эффекта (no observed 
adverse effect level, NOAEL) — 14,3 ВТД.

В ходе проведенного исследования кро-
ме сравнительной оценки общетоксических 
свойств и местнораздражающего действия было 
изучено влияние воспроизведенного препарата 
эзомепразол и препарата сравнения Нексиум® 
на иммунокомпетентные органы с целью 

выявления возможного иммунотоксического 
действия18. Полученные результаты позволили 
заключить, что при введении в дозах, соответ-
ствующих примерно 4,8 и 14,3 ВТД в течение 
28  сут, препараты не оказали иммунотоксиче-
ского действия.

Результаты оценки фармакологической без-
опасности исследуемых препаратов при много-
кратном пероральном введении свидетель-
ствовали об отсутствии нефротоксического, 
гепатотоксического, кардиотоксического дей-
ствий и влияния на дыхательную систему кро-
ликов. Исследуемые препараты не оказали 
влияния на репродуктивную систему самцов 
и самок кроликов.

По результатам сравнительной оценки токси-
кокинетики после однократного и многократно-
го (в течение 14 и 28 сут) введения исследуемых 
препаратов не выявлено зависимости токсико-
кинетических параметров от пола животных. 
В целом, полученные данные не позволили уста-
новить закономерностей, свидетельствующих 
о накоплении действующего вещества при дли-
тельном приеме как тестируемого препарата, 
так и препарата сравнения.

Наиболее устойчивые различия выявлены 
для параметра Тmax — в большинстве случаев раз-
личия этого параметра для тестируемого пре-
парата и препарата сравнения статистически 

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 э
зо

м
еп

ра
зо

ла
, н

г/
м

л
Es

om
ep

ra
zo

le
 c

on
ce

nt
ra

tio
n,

 n
g/

m
L

Время, ч 
Time, h

0

100

200

300

400

500

600

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

тестируемый препарат / test drug
препарат сравнения / reference drug

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 э
зо

м
еп

ра
зо

ла
, н

г/
м

л
Es

om
ep

ra
zo

le
 c

on
ce

nt
ra

tio
n,

 n
g/

m
L

Время, ч 
Time, h

0

100

200

300

400

500

600

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

тестируемый препарат / test drug
препарат сравнения / reference drug

Рис. 4. Кривые «концентрация–время» изменения содержания эзомепразола в плазме крови после многократ-
ного (на 28 сут) перорального введения тестируемого препарата эзомепразол и препарата сравнения Некси-
ум® в дозах 1 капс. (табл.) на животное (А) и 3 капс. (табл.) на животное (Б) в линейных координатах (количество 
животных n=8, среднее значение и стандартная ошибка среднего M±SEM)

Fig. 4. Concentration–time curves of esomeprazole in rabbit plasma after repeated oral administration (Day 28) of 
the test product esomeprazole and the reference product Nexium® in a dose of 1 capsule/tablet (A) and 3 capsules/
tablets (B) per animal in linear coordinates (n=8 animals; M± SEM, mean and standard error of the mean)

A B

18  ICH S8 Immunotoxicity studies for human pharmaceuticals. CHMP/167235/2004. EMA; 2006.
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Таблица 6. Сводная таблица основных токсикокинетических параметров (количество животных n=8, самцы + 
самки)

Table 6. Summary table of the main toxicokinetic parameters (n=8 animals, males and females)

Сутки 
введе-

ния
Day of 

adminis-
tration

Препарат
Medicinal 
product

Доза, на 
животное
Dose per 
animal

Значения токсикокинетических параметров
Values of pharmacokinetic parameters

Сmax, нг/мл
Сmax, ng/mL

Тmax, ч
Тmax, h

AUC0-24, ч×нг/мл
AUC0-24, h×ng/mL

MRT, ч
MRT, h

Т1/2, ч
Т1/2, h

Сmax/AUC0-24

1

Эзомепразол
Esomeprazole

1 капс.
1 capsule 264,38±55,19& 2,88±0,23& 1081, 

69±147,54& 10,96±2,19 7,23±1,68 0,24±0,03

3 капс.
3 capsules 261,25±31,01 2,63±0,38& 1154,75±80,30 9,51±1,91 7,60±1,73 0,23±0,02

Нексиум®
Nexium®

1 табл.
1 tablet 125,00±8,70* 1,25±0,16 433,56±33,74* 11,28±2,59 7,62±1,86 0,30±0,03

3 табл.
3 tablets 436,25±106,15 1,75±0,25 1177,22±143,67 9,62±2,80 7,26±2,63 0,35±0,07

14

Эзомепразол
Esomeprazole

1 капс.
1 capsule 278,38±31,81 3,00±0,53 1299,63±202,87 7,51±1,28*,& 4,39±0,99* 0,23±0,02

3 капс.
3 capsules 281,00±37,00 2,75±0,25& 1402,66±134,25 15,19±3,38& 10,16±2,63 0,20±0,02

Нексиум®
Nexium®

1 табл.
1 tablet 180,38±35,04 2,00±0,27 912,69±101,73# 13,39±1,81* 7,85±1,48 0,20±0,02

3 табл.
3 tablets 285,63±50,95 2,00±0,33 1076,38±114,10 6,69±0,82 4,10±0,65 0,25±0,03

28

Эзомепразол
Esomeprazole

1 капс.
1 capsule 244,38±45,19 3,13±0,23& 968,91±82,00 10,15±0,89 6,42±0,90 0,24±0,03

3 капс.
3 capsules 238,63±37,88& 2,75±0,25& 1123,91±106,04$ 9,50±1,28&,$ 6,27±0,96$ 0,21±0,02&

Нексиум®
Nexium®

1 табл.
1 tablet 154,25±13,55*,# 1,38±0,18$ 780,16±117,02*,# 10,48±1,72* 6,41±1,45 0,21±0,02*

3 табл.
3 tablets 453,00±69,06#,$ 2,00±0,33 1578,97±261,26$ 5,60±0,79 3,73±1,04 0,30±0,04

Примечание. Данные представлены в формате M±SEM — среднее значение и стандартная ошибка среднего; Сmax — максимальная 
концентрация; AUC — площадь под кривой «концентрация–время» в интервале дозирования 0–24 ч; MRT — среднее время удер-
живания; T1/2 — период полувыведения.
& Статистически значимые отличия от групп, получавших препарат сравнения в эквивалентных дозах, в один день введения, уро-
вень значимости p<0,05, t-критерий Стьюдента.
* Статистически значимые отличия минимальной дозы от максимальной при сравнении одного препарата в один день введения, 
p<0,05, t-критерий Стьюдента.
# Статистически значимые отличия при сравнении одного препарата в одной дозе на сроках введения (14 и 28 сут) по сравнению 
с 1 сут введения, p<0,05, t-критерий Стьюдента.
$ Статистически значимые отличия на 28 сут при сравнении одного препарата в одной дозе с данными на 14 сут, p<0,05, t-критерий 
Стьюдента.
Note. Data are presented as M±SEM (mean and standard error of the mean). Сmax, maximum concentration; AUC, area under the curve 
from 0 to 24 hours; MRT, mean retention time; T1/2, half-life time.
& Statistically significant differences from the groups receiving the reference product in equivalent doses on the same day of 
administration, probability level p<0.05, Student’s t-test.
* Statistically significant differences between the groups receiving the minimum dose and the maximum dose of the same medicinal 
product on the same day of administration, p<0.05, Student’s t-test.
# Statistically significant differences between the groups after single and repeated administration (days 14 and 28 versus day 1) of the 
same medicinal product in the same dose, p<0.05, Student’s t-test.
$ Statistically significant differences between the groups receiving the same dose of the same medicinal product on day 28 versus day 
14, p<0.05, Student’s t-test.
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значимы и имели одинаковое направление 
изменения: для тестируемого препарата ха-
рактерно увеличение времени достижения 
максимальной концентрации по сравнению 
с препаратом сравнения. Известно, что харак-
терной особенностью пищевого поведения 
кроликов является копрофагия [19], проявляю-
щаяся в существенных колебаниях значений рН 
желудочного сока (примерно от 1,9–2,0 до 4,0–
5,0 и выше) [20]. Это может приводить к не-
одинаковому высвобождению действующего 
вещества из готовых лекарственных форм ис-
следуемых препаратов в желудочно-кишечном 
тракте кроликов в связи с особенностями по-
ведения вспомогательных веществ в условиях 
изменения рН и, как следствие, обусловливать 
выявленные различия токсикокинетических 
параметров. В ряде случаев выявлены также 
достоверные отличия параметров Сmax и AUC0-24 
при сопоставлении данных для препарата срав-
нения в двух исследованных дозах. Различия 
в расчетных параметрах (MRT, Т1/2 и др.), выяв-
ленные для некоторых пар данных, носили раз-
нонаправленный характер, не коррелировали 
с изменением введенной дозы исследованных 
препаратов и не позволили выявить устойчи-
вых закономерностей на разных сроках введе-
ния. Можно предположить случайный характер 
таких различий, связанных, в том числе, с инди-
видуальными особенностями животных.

В целом полученные данные сопоставимы 
с результатами, известными для человека, со-
гласно которым эзомепразол достаточно быстро 
всасывается из желудочно-кишечного тракта  — 
Tmax составляет примерно 0,5–2,5 ч после приема, 
при ежедневном приеме 1 раз/сут эзомепразол 
полностью выводится из плазмы крови во время 
интервала между приемами и не кумулирует [10, 
16, 17, 20–23]. Схожие данные получены для не-
которых видов лабораторных животных — собак 
и крыс [18, 24, 25].

При однократном введении тестируемого 
препарата и препарата сравнения в исследо-
ванном диапазоне доз средние максимальные 
концентрации эзомепразола в плазме кро-
ви кроликов составили около 125–440 нг/мл, 
при многократном введении в течение 14 сут — 
180–280 нг/мл, при многократном введении 
в течение 28 сут  — 150–450 нг/мл. Уровни 
концентраций эзомепразола в плазме крови 
не являются токсичными, поскольку проявлений 
токсических эффектов препаратов не наблю-
дали. Данные уровни концентраций сопостави-
мы, но не превышали концентрации, которые 

достигались у человека при приеме терапевти-
ческих доз (по различным данным, после прие-
ма 5–40 мг эзомепразола значения Сmax состав-
ляли примерно от 100 нг/мл до 1,6–1,8 мкг/мл [7, 
10, 16, 17, 21–23]), что может быть связано с раз-
личиями пищеварительных систем и метаболиз-
ма человека и кроликов. Также этот факт может 
свидетельствовать об ограниченной системной 
доступности эзомепразола и преимуществен-
ной реализации его действия в париетальных 
клетках желудка, что в конечном итоге обуслов-
ливает низкую токсичность препарата при при-
еме высоких доз.

Заключение
Проведенное экспериментальное исследо-

вание безопасности и токсикокинетики нового 
лекарственного препарата эзомепразол, кап-
сулы с модифицированным высвобождением, 
40  мг (АО «Валента Фарм», Россия), в сравне-
нии с препаратом Нексиум®, таблетки, покры-
тые пленочной оболочкой, 40 мг («АстраЗенека 
АБ», Швеция), позволило сделать следующие 
выводы.

1. При многократном пероральном введении 
кроликам в дозах 1 и 3 капс./животное (пример-
но 4,8 и 14,3 ВТД соответственно) тестируемый 
препарат и препарат сравнения не оказали ток-
сического влияния и местно-раздражающего 
действия, не было обнаружено признаков, сви-
детельствующих о наличии иммунотоксических 
реакций. По результатам оценки фармакологи-
ческой безопасности исследуемых препаратов 
установлено отсутствие нефротоксического, 
гепатотоксического, кардиотоксического дей-
ствий и влияния на дыхательную систему экспе-
риментальных животных. Показано отсутствие 
влияния исследуемых препаратов на репро-
дуктивную систему самцов и самок кроликов. 
По данным проведенного исследования уста-
новлена NOAEL — 14,3 ВТД.

2. Сравнительная оценка токсикокинетических 
параметров тестируемого препарата и препарата 
сравнения после однократного и многократного 
перорального введения в дозах 1 и 3 капс. (табл.)/
животное (примерно 4,8 и 14,3 ВТД соответствен-
но) продемонстрировала сопоставимость их ток-
сикокинетических профилей.

Полученные данные свидетельствуют о на-
личии у тестируемого препарата благоприят-
ного профиля безопасности. Все оцениваемые 
в ходе исследований параметры препарата 
эзомепразол (АО «Валента Фарм», Россия) были 
сопоставимы с таковыми препарата Нексиум® 
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(«АстраЗенека АБ», Швеция). Учитывая положи-
тельный опыт применения препарата Нексиум® 
в клинической практике, данные, полученные 

относительно нового воспроизведенного препа-
рата эзомепразола, позволяют прогнозировать 
его аналогичную безопасность.
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РЕЗЮМЕ

Для лечения туберкулеза используют различные схемы лечения с применением противотуберкулезных 
препаратов. Разработано новое оригинальное противомикробное средство тиозонид, оказывающее бакте-
риостатическое действие на штаммы Mycobacterium tuberculosis H37Rv, СN-37, CN-40 и MS-115.
Цель работы: изучение эмбриотоксического, фетотоксического и тератогенного действия препарата тиозо-
нид у беременных кроликов.
Материалы и методы: исследование проведено на 66 беременных самках кроликов (4 группы по 16–17 жи-
вотных). Тиозонид вводили кроликам перорально с 6 по 19 сут беременности в дозах 20,6 мг/кг (терапев-
тическая доза, ТД), 103 мг/кг (5 ТД), 206 мг/кг (10 ТД). В качестве контрольного вещества использовали 1% 
раствор крахмала. После проведения плановой эвтаназии у беременных самок оценивали макроскопиче-
ски органы репродуктивной системы, проводили гистологическое исследование плаценты. Живые плоды 
осматривали на наличие аномалий развития, определяли развитие скелета по модифицированной методи-
ке Доусона и проводили гистологическое исследование внутренних органов.
Результаты: у беременных самок на фоне применения тиозонида во всех исследуемых дозах признаков 
интоксикации не выявлено, гибель животных отсутствовала. Результаты макроскопического и гистологиче-
ского исследований свидетельствовали об отсутствии патологических изменений репродуктивных органов 
самок. При оценке показателей эмбриотоксического и фетотоксического действия отличий между плодами 
в группах животных, получавших препарат в различных дозах, и в контрольной группе не выявлено. Анома-
лий развития у плодов не зарегистрировано. При исследовании развития скелета и состояния внутренних 
органов плодов отличий от нормы и межгрупповых отличий не обнаружено. У одной беременной самки, 
получавшей тиозонид в дозе 206 мг/кг, была обнаружена гибель всех плодов с поздней резорбцией. C уче-
том данного факта дозой, не оказывающей видимых побочных эффектов (NOAEL), целесообразно считать 
103 мг/кг (5 ТД).
Выводы: препарат тиозонид не оказывает эмбриотоксического, фетотоксического и тератогенного действия.

Ключевые слова: туберкулез; тиозонид; противотуберкулезный препарат; кролики; беременность; эмбрио-
токсичность; фетотоксичность, тератогенность
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ABSTRACT

Several treatment regimens with antituberculosis medicinal products are available for tuberculosis. Thiozonide is 
a newly developed original antimicrobial agent that exhibits bacteriostatic activity against Mycobacterium tuber-
culosis strains H37Rv, CN-37, CN-40, and MS-115.
The aim of the study was to investigate the embryotoxic, foetotoxic, and teratogenic effects of thiozonide in 
pregnant rabbits.
Materials and methods. The study involved 66 pregnant rabbits (4 groups of 16–17 animals each). The rabbits 
received oral thiozonide from day 6 to day 19 of gestation at doses of 20.6 mg/kg (1 TD (therapeutic dose)), 
103 mg/kg (5 TDs), and 206 mg/kg (10 TDs). The control group received a 1% starch solution. The authors con-
ducted a macroscopic examination of the reproductive organs and a histological evaluation of the placenta in 
eutha nised pregnant rabbits. Live foetuses underwent a check for developmental abnormalities, a skeletal devel-
opment evaluation with a modified Dawson’s method, and a histologic examination of the internal organs.
Results. The study showed no clinical signs of toxicity and no mortality associated with thiozonide in pregnant 
rabbits across all dose groups. Macroscopic and histological examinations revealed no pathological changes 
in the reproductive organs of pregnant rabbits. The evaluation of embryotoxic and foetotoxic effects did not 
identify any differences between the foetuses of the animals assigned to different doses of thiozonide and the 
control group. The authors found no developmental abnormalities in the foetuses. Examinations of foetal skele-
ton development and internal organ condition identified no differences between the groups and no abnormal-
ities. The authors registered the death of all foetuses (late resorption) in one rabbit from the 206 mg/kg group. 
Therefore, the 103 mg/kg dose (5 TDs) was selected as a reasonable No Observed Adverse Effect Level (NOAEL).
Conclusions. Thiozonide has no embryotoxic, foetotoxic, or teratogenic effects.

Key words: tuberculosis; thiozonide; antituberculosis medicinal product; rabbits; pregnancy; embryotoxicity; 
foetotoxicity; teratogenicity
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Введение
Туберкулез (ТБ) занимает второе место 

по смертности в мире среди инфекционных 
заболеваний. С 2020 г. смертность от туберку-
леза начала расти впервые за долгое время1. 
С 2020 по 2021 г. увеличилось число случаев 
туберкулеза с множественной лекарственной 
устойчивостью (МЛУ-ТБ)2. Однако, по данным 
Министерства здравоохранения Российской 
Федерации, к концу 2019 г. смертность от ТБ 
снизилась до национального минимума (5,1%), 
в то время как в Советском Союзе этот показа-
тель составлял 7,7%3. Ожидается дальнейшее 
снижение смертности от ТБ при выполнении 
условия преждевременного выявления случаев 
заболевания [1]. Тем не менее Россия находится 
в первой тройке стран с ростом числа больных 
с МЛУ-ТБ4.

Проблема формирования МЛУ-ТБ, остро сто-
ящая во всем мире, обусловлена длительностью 
лечения ТБ (до двух лет), высокой стоимостью 
лекарственных препаратов, низкой переноси-
мостью противотуберкулезных препаратов ре-
зервного ряда, а также необходимостью прове-
дения интенсивной химиотерапии [2]. Поэтому 
разработка, исследования и внедрение новых 
противотуберкулезных препаратов с высокой 
активностью и низкой токсичностью остается 
актуальной задачей. Перспективным канди-
датом для лечения ТБ является оригинальный 
препарат тиозонид (АО «Фарм-Синтез», Россия) 
химическое название ({1R,2S + 1S,2R}-1-(6-
бром-2-хлор-хинолил-3-ил)-4-(диметиламино)-
2-(нафталин-1-ил)-1-фенилбутан-2-ол), син-
тетическое противомикробное средство 
для перорального применения [3]. Оказывает 
бактериостатическое действие на чувствитель-
ные штаммы Mycobacterium tuberculosis типа 
H37Rv и на штаммы СN-37, CN-40 и MS-115, 
резистентные к препаратам первой линии [4]. 
Предполагается, что под воздействием тиозони-
да блокируется специфический бактериальный 
фермент, отвечающий за синтез АТФ в клетке 
M. tuberculosis [5].

Особое внимание на этапе доклинических 
и клинических исследований уделяется влия-
нию исследуемого препарата на организм 

беременных и плода. Многие антибактери-
альные препараты, применяемые в том чис-
ле для лечения туберкулеза, могут оказывать 
тератогенное действие. Их применение у бе-
ременных в клинической практике ограничено 
или запрещено [6]. Лекарственные препараты 
в зависимости от их тератогенных свойств ранее 
подразделялись на категории в соответствии 
с правилами маркировки препаратов, отпускае-
мых по рецепту, установленных Управлением 
по контролю за качеством продуктов пита-
ния и лекарственных средств (Food and Drug 
Administration, FDA)5:
• категория A  — отсутствие риска в исследо-

ваниях на людях, исследования не показали 
риска для плода в первом триместре бере-
менности и в более поздних триместрах;

• категория B  — исследования на животных 
не показали риска для плода, адекватных ис-
следований у беременных женщин нет;

• категория C  — исследования на животных 
показали негативное воздействие на плод, 
хорошо контролируемых исследований 
на людях нет, потенциальная польза может 
оправдывать применение препарата у бере-
менных женщин;

• категория D — имеются риски для плода че-
ловека, основанные на данных исследова-
ний на людях, потенциальная польза может 
оправдывать применение препарата у бере-
менных женщин;

• категория X — противопоказан при беремен-
ности, исследования на животных и людях 
продемонстрировали аномалии плода.
В 2014 г. вступили в силу новые рекоменда-

ции FDA по маркировке лекарственных средств, 
упраздняющие буквенную систему классифи-
кации оценки потенциального риска для бе-
ременных и кормящих женщин6. Тем не менее 
представленная классификация удобна для срав-
нительной оценки рисков клинического примене-
ния отдельных лекарственных средств.

В таблице 1 представлены примеры принад-
лежности ряда антибиотиков к перечисленным 
категориям [6].

Проявление тератогенных эффектов может 
быть различным. Например, в исследовании 

1 Всемирный день борьбы с туберкулезом 2022 г. https://www.who.int/ru/campaigns/world-tb-day/2022
2 Туберкулез. https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/tuberculosis
3 Туберкулез. https://zdrav.expert/index.php/Статья:Туберкулез
4 Там же.
5 Labeling and prescription drug advertising: content and format for labeling for human prescription drugs. FDA; 1979.
6 Content and Format of Labeling for Human Prescription Drug and Biological Products; Requirements for Pregnancy and Lactation 
Labeling. FDA-2006-N-0515 (formerly Docket No. 2006N-0467). FDA; 2014.
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Таблица 1. Категории антибактериальных препаратов в зависимости от тератогенных свойств (адаптиро-
вано из [6])

Table 1. Categories of antibacterial medicinal products according to teratogenic properties (adapted from [6])

Название группы препаратов или препарата
Antibacterial medicinal products (group of products)

Категория в зависимости от тератогенных свойств*
Category according to teratogenic properties*

Аминогликозиды / Aminoglycosides D

Бедаквилин / Bedaquiline B

Изониазид / Isoniazid C

Клиндамицин / Clindamycin B

Пиразинамид / Pyrazinamide C

Рифампицин / Rifampicin C

Тетрациклины / Tetracyclines D

Тигециклин / Tigecycline D

Цефалоспорины / Cephalosporins B

Этамбутол / Ethambutol B

Примечание. В — исследования на животных не показали риска для плода, адекватных исследований у беременных женщин нет; 
С — исследования на животных показали негативное воздействие на плод, хорошо контролируемых исследований на людях нет, 
потенциальная польза может оправдывать применение препарата у беременных женщин; D — имеются риски для плода чело-
века, основанные на данных исследований на людях, потенциальная польза может оправдывать применение препарата у бере-
менных женщин.
* В соответствии с классификацией Управления по контролю за качеством продуктов питания и лекарственных средств (Food and 
Drug Administration)7.
Note. В: animal reproduction studies have failed to demonstrate a risk to the foetus, and there are no adequate and well-controlled 
studies in pregnant women. С: animal reproduction studies have shown an adverse effect on the foetus, and there are no adequate and 
well-controlled studies in humans, but potential benefits may warrant use of the medicinal product in pregnant women despite poten-
tial risks. D: there is positive evidence of human foetal risk based on adverse reaction data from investigational or marketing experi-
ence or studies in humans, but potential benefits may warrant use of the medicinal product in pregnant women.
* According to the Food and Drug Administration classification7.

7 Labeling and prescription drug advertising: content and format for labeling for human prescription drugs. FDA; 1979.
8 ICH S5 (R3) Guideline on reproductive toxicology: Detection of Toxicity to Reproduction for Human Pharmaceuticals. EMA/CHMP/
ICH/544278/1998. EMA; 2020.

J.S.  Steen и соавт. [7] введение рифампицина 
крысам и мышам в период с 1 по 12 сут беремен-
ности в дозе, в 15 раз превышающей дозу для че-
ловека, приводило к анэнцефалии, расщепле-
нию позвоночника и неба, тогда как у кроликов 
доза, в 20 раз превышающая дозу для челове-
ка, которую вводили с 6 по 15 сут беременно-
сти, не повлияла на развитие плода. Описана 
связь между применением рифампицина в пе-
риод беременности и кровотечением у новоро-
жденных [8]. Препараты группы тетрациклинов 
проникают через гематоплацентарный барьер 
и при использовании матерью в третьем триме-
стре беременности могут вызывать необрати-
мые изменения цвета костей и зубов у ребенка. 
Препараты группы аминогликозидов при при-
менении во время беременности могут вызы-
вать необратимую двустороннюю врожденную 
глухоту у ребенка [6, 9].

Вышеперечисленные примеры подчерки-
вают важность и необходимость исследования 
новых противотуберкулезных средств на пред-
мет их тератогенного действия. Исследования 
эмбрио- и фетотоксичности являются неотъем-
лемой частью общей программы доклинических 
исследований новых лекарственных средств. 
Согласно современным требованиям в качестве 
тест-системы необходимо использовать не ме-
нее двух видов животных, как правило, крыс 
и кроликов8.

Цель работы — изучение эмбриотоксическо-
го, фетотоксического и тератогенного действия 
препарата тиозонид у беременных кроликов.

Материалы и методы
Животные. Для проведения эксперимента 

использовали 80 половозрелых ранее нерожав-
ших самок (4 группы по 20 самок) и 40 самцов 
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кроликов породы Советская шиншилла в воз-
расте 6 мес. (ФГУП ОПХ «Манихино», Московская 
область). Самцы использовались только для опло-
дотворения самок. По результатам диагностики 
беременности и патоморфологического иссле-
дования животных беременность наступила 
у 66 самок: в группе 1 — у 17 самок, в группе 2 — 
у 16 самок, в группе 3 — у 17 самок и в группе 4 — 
у 16 самок. Самки, у которых беременность 
не наступила, были исключены из статистиче-
ского анализа. Проведение исследования было 
одобрено на заседании биоэтической комиссии 
АО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ» (протокол заседа-
ния БЭК от 12.01.2022 № 2.1/22). Животных со-
держали в стандартных условиях в соответствии 
с Руководством по содержанию и использова-
нию лабораторных животных9 и Директивой 
2010/63/EU10. Кроликов размещали индивиду-
ально в решетчатых клетках со сплошным дном 
и индивидуальной кормушкой и поилкой, в каче-
стве подстила использовались древесные грану-
лы. Температура в помещении вивария 15–22 °C, 
влажность >45%, световой режим 12 ч темноты 
и 12 ч света. Кролики получали полнорацион-
ный комбикорм и воду ad libitum.

Исследуемый препарат. Тестируемый препа-
рат тиозонид, капсулы, 100 мг для перорального 
применения (производитель АО «Фарм-Синтез», 
Россия; серия 7010721). В качестве контрольно-
го вещества использовали 1% раствор крахмала 
(носитель для тестируемого препарата).

Выбор доз и способ введения. Терапевтиче-
ская доза (ТД) препарата для человека сос-
тавляет 400  мг/сут (4 капсулы по 100 мг) или  
400 мг/60 кг ≈ 6,7 мг/кг массы тела. ТД для кро-
лика с учетом метаболических коэффициентов11 
составила:

   ТД для кролика = (6,7 × 37) / 12 ≈ 20,6 мг/кг, (1)

где 6,7 мг/кг — ТД в сутки для человека; 37 — ме-
таболический коэффициент для человека; 12  — 
метаболический коэффициент для кролика.

В данном исследовании был изучен 
следующий диапазон доз: 20,6 мг/кг (ТД), 

103 мг/кг (5  ТД), 206 мг/кг (10  ТД). Препарат 
вводили самкам в виде суспензии капсуль-
ной массы в носителе (1% раствор крахма-
ла) 1  раз/сут перорально шприцом без иглы 
в объемах от 0,6 до 5,6 мл/кг. Контрольное ве-
щество вводили животным в объеме 5,6 мл/кг.

Дизайн исследования. Дизайн исследования 
был подготовлен в соответствии с рекомендаци-
ями ICH S5 (R3)12 и Руководства по проведению 
доклинических исследований лекарственных 
средств13. Всего было сформировано 4 груп-
пы по 20 самок: животные группы  1 получали 
контрольное вещество (1% раствор крахмала), 
животные групп 2–4  — тестируемый препарат 
тиозонид в дозах 20,6, 103 и 206 мг/кг соответ-
ственно.

Первым этапом эксперимента являлось 
оплодотворение самок для получения не ме-
нее 16  беременных самок на группу14. После 
регистрации спаривания и определения 1 сут 
беременности (день садки), самкам с 6 сут (им-
плантация яйцеклетки) по 19 сут беременности 
перорально вводили исследуемый препарат 
и контрольное вещество. На протяжении всего 
эксперимента ежедневно осуществляли клини-
ческое наблюдение за животными, массу тела 
регистрировали 2 раза в неделю. В интерва-
ле с 15 по 19 сут после спаривания проводили 
оценку наличия беременности, включающую 
в себя пальпацию брюшной полости и проведе-
ние ультразвукового исследования с помощью 
аппарата Mindray DP-50 (Mindray, Китай).

Эвтаназию беременных самок всех групп 
осуществляли на 28–29 сут беременности с по-
мощью передозировки анестетиков (пропофол 
в дозе 9  мг/кг внутривенно, затем Риделат®-С 
4  мг/кг внутривенно) с последующим извлече-
нием жизненно важных органов. Выбранный 
способ эвтаназии соответствует указаниям 
Директивы 2010/63/EU.

Патоморфологическое и гистологическое ис-
следование. После проведения плановой эвта-
назии проводили макроскопическое исследо-
вание органов репродуктивной системы самок, 

9 Белозерцева ИВ, Блинова ДВ, Красильщикова МС, ред. Руководство по содержанию и использованию лабораторных животных. 
М.: ИРБИС, 2017.
10 Директива 2010/63/EU Европейского парламента и Совета Европейского союза по охране животных, используемых в научных 
целях. СПб.; 2012.
11 Estimating the Maximum Safe Starting Dose in Initial Clinical Trials for Therapeutics in Adult Healthy Volunteers. Guidance for 
Industry. FDA; 2005.
12 ICH S5 (R3) Guideline on reproductive toxicology: Detection of Toxicity to Reproduction for Human Pharmaceuticals. EMA/CHMP/
ICH/544278/1998. EMA; 2020.
13 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч.1. М: Гриф и К; 2012.
14 ICH S5 (R3) Guideline on reproductive toxicology: Detection of Toxicity to Reproduction for Human Pharmaceuticals. EMA/CHMP/
ICH/544278/1998. EMA; 2020.
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выполняли подсчет количества желтых тел 
в обоих яичниках, количества мест имплантации, 
количества живых и мертвых плодов с опреде-
лением ранней или поздней резорбции. Все 
живые плоды осматривали с целью выявления 
возможных аномалий развития, определяли пол, 
массу тела, краниокаудальный размер. По за-
вершении осмотра плоды были эвтаназированы 
путем внутримышечного введения препарата 
Риделат®-С в дозе 4 мг/кг с последующим из-
влечением внутренних органов.

У половины плодов определяли состоя-
ние и уровень развития скелета по методике 
Доусона, модифицированной в отделе эмбри-
ологии НИИЭМ АМН СССР15 [10]. Для макро-
скопического исследования скелета были вы-
полнены цифровые фотографии тотальных 
препаратов плодов в режиме макросъемки 
в двух проекциях на фотоаппарате Canon Power 
Shot SX260HS (Canon, Япония) с разрешением 
12,1 Мпикс. Отмечали степень развития, фикси-
ровали возможные аномалии скелета (сращен-
ные, удвоенные, дефектные позвонки и ребра), 
задержку/снижение оссификации, число точек 
окостенения в различных костных образовани-
ях. Уровень оссификации оценивали по глубине 
окраски отделов: костей черепа, грудного отде-
ла, грудных и тазовых конечностей, включая 
кости поясов конечностей. Оценивали наличие/
отсутствие оссификации подъязычной кости 
и костей грудины; фиксировали число оссифи-
цированных позвонков хвоста, пястных костей 
и костей плюсны, проксимальных и дистальных 
фаланг каждой конечности.

У оставшихся плодов изучали состояние 
внутренних органов (головной мозг, сердце, 
легкие, желудок, кишечник, печень, почки, се-
менники, яичники) путем гистологического ис-
следования препаратов по методике Вильсона 
в модификации отдела эмбриологии НИИЭМ 
АМН СССР16. Извлеченные органы фиксирова-
ли в 10% растворе нейтрального формалина 
в течение 24 ч [11]. Материал проходил стан-
дартную обработку с целью изготовления гисто-
логических препаратов с толщиной серийных 
парафиновых срезов 5–7 мкм [12]. Для микро-
скопического исследования срезы окрашивали 
гематоксилином и эозином. Кроме того, гисто-
логическому исследованию была подвергнута 
плацента самок. Анализ гистологических препа-
ратов проводили при помощи светооптического 

микроскопа Accu-Scope® 3000-LED Microscope 
Series (Accu-Scope, США) при увеличении 40, 
100 и 400. Микрофотографирование прово-
дилось при помощи цифровой фотокамеры 
ToupCam UCMOS05100KPA (Китай) и программ-
ного обеспечения ToupView 3.7.7892 (Китай).

Анализ данных. Статистический анализ дан-
ных выполняли с помощью лицензированного 
программного обеспечения Prism 9.1.1 (GraphPad 
Software, США). Для оценки данных с признака-
ми нормального распределения использовали 
однофакторный дисперсионный анализ  — тест 
Брауна–Форсайта и однофакторный тест ANOVA 
по Уэлчу (Brown–Forsythe and Welch’s ANOVA 
tests), post-hoc тест Даннета (post-hoc Dunnett’s 
test) — и двухфакторный дисперсионный анализ 
(two-way ANOVA tests) с последующим post-hoc 
тестом Даннетта. Для анализа данных, не под-
чиняющихся закону нормального распределе-
ния, использовали критерий Краскела–Уоллиса 
(Kruskal–Wallis test) с дальнейшим применением 
post-hoc теста Данна (Dunn’s test). Оценку рас-
пределения по полу у живых плодов проводили 
с помощью точного критерия Фишера. Различия 
определяли при уровне значимости р<0,0517.

Результаты и обсуждение
Результаты клинического наблюдения и ана-

лиза данных массы тела беременных самок по-
казали, что на всех сроках беременности, в том 
числе в дни перорального введения исследуе-
мых препаратов, клинических признаков раз-
вития интоксикации отмечено не было, наблю-
дался равномерный прирост массы тела во всех 
группах. Гибель животных в эксперименте от-
сутствовала.

При анализе данных, полученных после пла-
новой эвтаназии на 28–29  сут эксперимента, 
у беременных самок, которым вводили препарат 
тиозонид во всех исследуемых дозах, не было 
выявлено статистически значимых отличий 
от животных контрольной группы по количе-
ству желтых тел, количеству мест имплантации, 
количеству живых и мертвых плодов с ранней 
и поздней резорбцией. При оценке показателей 
эмбриотоксического действия (разность между 
количеством желтых тел в яичниках и количе-
ством мест имплантации в матке) и фетотокси-
ческого действия (разность между количеством 
мест имплантации в матке и количеством живых 
плодов) статистически значимых отличий между 

15 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
16 Там же.
17 Montgomery DC. Design and Analysis of Experiments. Hoboken, NJ: John Wiley & Sons, Inc; 2017.
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животными в исследуемых группах также не вы-
явлено. Во всех группах у плодов не зарегистри-
ровано аномалий развития (табл. 2). Целостность 
всех плодов была сохранена, анатомическое 
строение соответствовало норме. Голова, хвост, 
грудные и тазовые конечности полностью сфор-
мированы, по 4 пальца на каждой тазовой ко-
нечности и по 5 пальцев на каждой грудной ко-
нечности с зачатками когтей. Волосяной покров 
отсутствовал, веки сомкнуты плотно, наруж-
ный слуховой проход закрыт ушной раковиной. 
Соотношение самцов и самок среди исследо-
ванных плодов во всех группах было практиче-
ски идентично и составило примерно 1:1, пока-
затели массы тела и краниокаудальный размер 
статистически не отличались между группами 
(табл. 3).

Необходимо отметить, что после эвтаназии 
была обнаружена гибель всех плодов с поздней 

резорбцией у одной беременной самки из груп-
пы 4, получавшей тиозонид в дозе 206 мг/кг. Это 
не повлияло на результаты статистического ана-
лиза, тем не менее данный факт может являться 
биологически значимым эффектом. Клиническое 
наблюдение за самкой не выявило отклонений 
от нормы ни по одному из регистрируемых по-
казателей на протяжении всего эксперимен-
та. Причиной пренатальной смертности могли 
явиться эндокринные факторы, такие как низ-
кий уровень прогестерона и эстрадиола [13], 
определение которых не предусмотрено в стан-
дартных протоколах исследований. Важным 
фактором, влияющим на течение беременности 
и смертность плодов, является стресс, который 
нельзя исключить у лабораторных животных 
в связи с проводимыми с ними манипуляциями 
[14]. Поскольку данный случай был выявлен у жи-
вотного из группы, получавшей максимальную 

Таблица 2. Показатели эмбрио- и фетотоксического действия препарата тиозонид в исследовании на беремен-
ных кроликах

Table 2. Embryotoxic and foetotoxic effects of thiozonide observed in pregnant rabbits

Показатель
Parameter

Характеристика групп
Characteristics of groups 

Группа 1
Group 1

n=17

Группа 2
Group 2

n=16

Группа 3
Group 3

n=17

Группа 4
Group 4

n=16

1% раствор 
крахмала

1% starch solution

Тиозонид 20,6 мг/кг
Thiozonide,  
20.6 mg/kg

Тиозонид 103 мг/кг
Thiozonide,  
103 mg/kg

Тиозонид 206 мг/кг
Thiozonide,  
206 mg/kg

Количество желтых тел
Corpora lutea 9,0 (7,5;10,0) 8,5 (7,25;9,75) 8,0 (4,50;9,0) 9,0 (8,0;10,75)

Количество мест имплантации
Implantation sites 8,0 (7,00;9,0) 8,0 (6,0;8,0) 7,0 (6,0;8,0) 7,5 (6,0;9,0)

Количество живых плодов
Live foetuses 8,0 (6,5;9,0) 8,0 (6,0;8,0) 7,0 (4,50;8,0) 7,0 (2,75;8,75)

Количество погибших плодов
Dead foetuses 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,75)

Количество ранних резорбций
Early resorptions 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,0)

Количество поздних резорбций
Late resorptions 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,0)

Предимплантационная смертность
Pre-implantation mortality 1,0 (0,0;1,0) 0,0 (0,0;2,0) 1,0 (0,0;1,0) 2,0 (0,0;3,0)

Постимплантационная смертность
Postimplantation mortality 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,0)

Количество плодов с внешними 
аномалиями
Foetuses with external abnormalities

0 0 0 0

Примечание. Данные представлены в формате Me (Q1;Q3) — медиана и квартильный размах; n — количество животных в группе.
Note. Results are presented as the median and quartile range (Me (Q1;Q3)). n, number of animals per group.
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дозу, нельзя исключить и негативное влияние 
тестируемого препарата. C учетом обнаружен-
ного факта дозой, не оказывающей видимых 
побочных эффектов (No Observed Adverse Effect 
Level, NOAEL), в данном исследовании целе-
сообразно считать 103 мг/кг, что эквивалентно 
5 ТД. На основании полученных данных препа-
рат тиозонид по тератогенным свойствам может 
быть отнесен к категории B18.

При макроскопическом исследовании па-
тологических изменений в матке и яичниках 
не отмечали, анатомия и физиология половых 
органов самок соответствовали стадии бере-
менности. Матка была значительно увеличена 
в объеме, хорошо прощупывались развитые пло-
ды. Эндометрий был утолщен, гиперемирован, 
маточные железы увеличены. Просматривалась 
хорошо развитая сосудистая сеть. Яичники были 
без патологических изменений.

Гистологическое строение плаценты соот-
ветствовало сроку беременности и не отлича-
лось от нормы у самок всех групп. Децидуальная 
зона была представлена обширными участками 
некроза, очагами кальцификации, массивными 
кровоизлияниями и тромбами в мелких сосу-
дах (рис. 1). Таким образом, введение тестируе-
мого препарата тиозонид во всех исследуемых 

дозах не приводило к патологическим измене-
ниям репродуктивных органов самок кролика.

При исследовании скелета плодов отличий 
от нормы и межгрупповых отличий не обнаруже-
но. Развитие костных тканей нормальное. В че-
репе отчетливо просматривались лобные и те-
менные кости, решетчатая кость, кости нижней 
челюсти. Затылочная, клиновидная и чешуйча-
тые кости находились на начальных стадиях око-
стенения и были плохо различимы. Большинство 
костей лицевой части черепа и верхняя челюсть 
на этом этапе развития не кальцифицированы 
и при данной окраске не выявлялись.

Позвоночник плодов не окостеневший, 
за исключением поперечных отростков позвон-
ков в шейном, грудном и поясничном отделах. 
Позвонки крестца и хвостового отдела полно-
стью хрящевые. Ребра  — частично окостенев-
шие, частично хрящевые. Грудина — полностью 
хрящевая.

Пояс грудных конечностей был представлен 
хорошо сформированными лопаткой и ключи-
цей. В поясе тазовых конечностей просматрива-
лась только подвздошная кость. Отчетливо про-
сматривались кости конечностей (рис. 2).

При гистологическом исследовании го-
ловного мозга и внутренних органов плодов 

Таблица 3. Масса тела, краниокаудальный размер, распределение по полу плодов кроликов (после плановой 
эвтаназии самок кроликов на 28–29 сут беременности)

Table 3. Foetal body weight, craniocaudal size, and sex (after scheduled euthanasia of pregnant rabbits on gestation 
day 28–29)

Показатель
Parameter

Характеристика групп
Characteristics of groups

Группа 1
Group 1
n=130

Группа 2
Group 2
n=116

Группа 3
Group 3
n=105

Группа 4
Group 4

n=99

1% раствор 
крахмала

1% starch solution

Тиозонид 20,6 мг/кг
Thiozonide, 20.6 

mg/kg

Тиозонид 103 мг/кг
Thiozonide, 103 

mg/kg

Тиозонид 206 мг/кг
Thiozonide, 206 

mg/kg

Масса тела*, г
Body weight*, g

32,35 
(29,740;35,923)

30,77 
(27,075;34,995)

33,73
(29,365;37,505)

31,50 
(27,600;34,080)

Краниокаудальный размер*, мм
Craniocaudal size*, mm 84 (80,0;90,0) 85 (80,0; 87,8) 84 (79,0;88,5) 85 (82,0;89,0)

Распределение плодов по полу, 
самцы/самки
Foetal sex ratio, male/female

61/69 60/56 54/51 47/52

Примечание. n — количество животных в группе.
* Данные представлены в формате Me (Q1;Q3) — медиана и квартильный размах.
Note. n, number of animals per group.
* Results are presented as the median and quartile range (Me (Q1;Q3)).

18 Labeling and prescription drug advertising: content and format for labeling for human prescription drugs. FDA; 1979.
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животных (сердца, легких, желудка, кишечника, 
печени, почек, семенников и яичников) во всех 
изученных группах патологических измене-
ний морфологии органов и тканей не выявлено. 
Репрезентативные микрофотографии органов 
плодов контрольной группы животных и груп-
пы животных, получавших тиозонид в дозе 
206 мг/кг, представлены на рисунке 3.

Анализ данных патоморфологического ис-
следования плодов кроликов показал, что в груп-
пах животных, получавших тиозонид во всех 
исследуемых дозах, и у животных контрольной 
группы патологические изменения архитектони-
ки органов отсутствовали.

Заключение
Результаты проведенного исследования 

свидетельствуют о том, что тестируемый пре-
парат тиозонид (АО «Фарм-Синтез», Россия) 
при многократном пероральном введении 

в диапазоне доз 20,6–103 мг/кг беременным 
самкам кроликов не оказывает эмбрио-, фето-
токсического и тератогенного действия. В груп-
пе животных, получавшей тиозонид в макси-
мальной исследуемой дозе 206 мг/кг, у одной 
самки во время эвтаназии была обнаружена 
гибель всех плодов с поздней резорбцией. 
Клиническое наблюдение за самкой не выяви-
ло отклонений от нормы на протяжении всего 
эксперимента, тем не менее нельзя исключить 
негативного влияния на организм беременных 
тестируемого препарата в высокой дозе. C уче-
том обнаруженного факта дозой, не оказыва-
ющей видимых побочных эффектов (NOAEL), 
в данном исследовании целесообразно считать 
103 мг/кг, что эквивалентно 5 ТД.

На основании полученных данных пре-
парат тиозонид по действию, оказывае-
мому на организм беременных самок кро-
лика, может быть отнесен к категории B 

Рис. 1. Гистологическое исследование плаценты. (А) Плацента самки кролика из контрольной группы животных. 
(B) Плацента самки кролика из группы животных, получавших тиозонид в дозе 206 мг/кг. Окраска гематокси-
лином и эозином

Fig. 1. Placental histology: (А) the placenta of a rabbit from the control group; (B) the placenta of a rabbit from the 
206 mg/kg thiozonide group. Haematoxylin and eosin staining

Рис. 2. Макроскопическое исследование развития скелета. (А) Скелет плода кролика из контрольной группы 
животных. (В) Скелет плода кролика из группы животных, получавших тиозонид в дозе 206 мг/кг

Fig. 2. Macroscopic study of skeletal development: (А) a foetal skeleton from the control group; (В) a foetal skeleton 
from the 206 mg/kg thiozonide group

A

A

B

B
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Рис. 3. Микрофотографии образцов тканей плодов животных из контрольной группы (индекс 1) и из группы 
получавших тиозонид в дозе 206 мг/кг (индекс 2) соответственно: A1 и A2 — головной мозг; B1 и B2 — миокард; 
C1 и C2 — легкие; D1 и D2 — желудок; E1 и E2 — кишечник; F1 и F2 — печень; G1 и G2 — почки; H1 и H2 — 
семенник; I1 и I2 — яичник. Окраска гематоксилином и эозином

Fig. 3. Micrographs of foetal tissue samples from the control group (index 1) and the 206 mg/kg thiozonide group 
(index 2): A1 and A2, brain; B1 and B2, myocardium; C1 and C2, lung; D1 and D2, stomach; E1 and E2, intestine; F1 and 
F2, liver; G1 and G2, kidney; H1 and H2, testis; I1 and I2, ovary. Haematoxylin and eosin staining
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(исследования на животных не показали 
риска для плода, адекватных исследований 
у беременных женщин нет) и рекомендован 

для проведения дополнительных клиниче-
ских исследований с участием беременных  
женщин.
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Идиосинкратическая лекарственная 
гепатотоксичность — от патогенеза к снижению риска
И.А. Мазеркина

 Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

 Контактное лицо: Мазеркина Ирина Анатольевна mazerkina@expmed.ru

РЕЗЮМЕ

Идиосинкратическая лекарственная гепатотоксичность (иЛГТ) — редкое и труднопрогнозируемое ослож-
нение лекарственной терапии, в тяжелых случаях приводящее к смерти пациента или вызывающее необ-
ходимость пересадки печени.
Цель работы — обзор современных представлений об иммунном патогенезе иЛГТ и возможностях прогно-
зирования и предупреждения риска его развития.
Печень обладает высокой иммунотолерантностью, что обеспечивается комплексом механизмов с участи-
ем различных клеток (антигенпрезентирующих клеток, Т-лимфоцитов), цитокинов и других молекул, пре-
пятствующих развитию иммунных ответных реакций при попадании в организм ксенобиотиков. Показано, 
что идиосинкратическое лекарственное повреждение печени развивается при комбинации нескольких 
взаимоусиливающих неблагоприятных факторов, нарушающих иммунотолерантность печени на разных 
уровнях. К ним относят химические свойства лекарственных средств, определяющие их гепатотоксичность, 
и индивидуальные особенности организма, в том числе генетически обусловленное строение и функциони-
рование компонентов адаптивной иммунной системы. Многофакторность и разноуровневость патогенеза 
иЛГТ не позволяет определить биомаркер риска для конкретного лекарственного средства. Анализ данных 
литературы показал, что на доклиническом этапе снизить риск гепатотоксичности препарата-кандидата 
и/или метаболита может оценка его способности вызывать повреждение митохондрий, образовывать не-
ковалентные связи, активные формы кислорода, участвовать в высвобождении молекулярных паттернов, 
ассоциированных с повреждением (DAMPs). Ассоциации иЛГТ при применении некоторых лекарственных 
средств с полиморфизмами генов у пациентов благодаря высокой отрицательной прогностической ценно-
сти могут использоваться в клинической практике для исключения иЛГТ или выявления гепатотоксично-
го лекарственного средства при полипрагмазии. Перспективным представляется выявление комбинаций 
нескольких аллелей, ассоциированных с повышенным риском развития иЛГТ, что повысит прогностическую 
ценность генных исследований и может быть использовано в персонализированной медицине.
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ABSTRACT

Idiosyncratic drug-induced liver injury (iDILI) is a rare and poorly predictable adverse drug reaction that may lead 
to death or liver transplantation in severe cases.
The aim of the study was to review contemporary concepts of the immune-mediated pathogenesis of iDILI and 
possible ways to predict and prevent the risk of developing this condition.
The liver is characterised by high immune tolerance due to a complex of mechanisms involving various cells 
(antigen-presenting cells, T-cells), cytokines, and other molecules, which prevents severe immune responses to 
xenobiotics entering the body. Previous research has shown that iDILI results from a combination of multiple 
synergistic unfavourable factors that impair liver immune tolerance at different levels. These factors include 
the hepatotoxicity-associated chemical properties of medicines and the individual characteristics of the patient, 
including the genetically determined structure and function of the adaptive immune system components. Since 
iDILI has a multilevel and multifactor pathogenesis, it is difficult to determine a risk biomarker for a particular 
medicine. According to the literature review, the risk of hepatotoxicity of a drug candidate and/or a metabolite 
can be reduced at the preclinical level by assessing the ability to cause mitochondrial damage, form non-covalent 
bonds, produce reactive oxygen species, and release damage-associated molecular patterns (DAMPs). The asso-
ciation of iDILI with gene polymorphisms in patients receiving certain medicines has a high negative predictive 
value and can be used in clinical practice to rule out iDILI or identify hepatotoxic medicinal products in polyphar-
macy. The identification of the allele combinations associated with an increased risk of iDILI seems promising for 
enhancing the predictive value of genetic studies and may be used in personalised medicine.

Key words: idiosyncrasy; drug-induced hepatotoxicity; iDILI; pathogenesis of idiosyncratic drug-induced hepa-
totoxicity; immune tolerance; T-cells; signalling pathway activation; genetic risk factors; human leukocyte 
antigen; HLA
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Введение
Идиосинкратическая лекарственная гепато-

токсичность (иЛГТ) может стать причиной тяже-
лых гепатоцеллюлярных повреждений, приво-
дящих к летальному исходу или необходимости 
трансплантации печени. В США и ряде европей-
ских стран иЛГТ стала основанием для запрета 
применения или ограничения показаний к при-
менению нимесулида (нестероидное противо-
воспалительное средство), троглитазона (про-
тиводиабетическое средство), ксимелагатрана 
(антикоагулянтное средство), мипомерсена (ги-
полипидемическое средство) и других лекар-
ственных средств [1–3].

Идиосинкратическое лекарственное повре-
ждение печени, в отличие от прямого, имеет 
более продолжительный латентный период, 
не воспроизводится в общепринятых тестах 
на токсичность in vivo и не обладает прямой 
дозозависимостью [4]. Низкая частота разви-
тия иЛГТ в общей популяции, около 1:1000  — 
1:10000, снижает вероятность ее выявления 
в дорегистрационных клинических исследо-
ваниях [5]. Значительным шагом вперед в пла-
не недопущения лекарственных средств (ЛС) 
с потенциалом идиосинкратической гепато-
токсичности на фармацевтический рынок было 
внедрение в дорегистрационные клинические 
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исследования мониторинга гепатоцеллюлярных 
повреждений печени1, основанного на выявле-
нии их связи с изменениями показателей ряда 
биохимических маркеров. Обнаруженная зако-
номерность, получившая название закон Хая 
(Hy’s Law), заключается в присоединении к при-
знакам повреждения печени (повышение актив-
ности трансаминаз) повышение уровня общего 
билирубина (выше 2  верхних границ нормы) 
при отсутствии других явных причин его повы-
шения (гепатит, обструкция желчных путей) [6]. 
Если при проведении дорегистрационных кли-
нических исследований регистрируется один 
случай, соответствующий критериям закона Хая, 
это вызывает настороженность, а два случая 
считаются прогностически значимым фактором 
гепатотоксичного потенциала у ЛС при его при-
менении в большой популяции.

Клинические испытания являются послед-
ним этапом разработки ЛС, к этому времени уже 
затрачены значительные ресурсы, и важным 
направлением поиска является выявление фак-
торов, которые позволили бы исключить потен-
циально гепатотоксичное ЛС на более раннем 
этапе. Ключевым моментом для определения 
потенциала ЛС вызывать идиосинкратическое 
повреждение печени является понимание лежа-
щих в его основе патогенетических процессов. 
При прямой лекарственной гепатотоксичности 
клеточный стресс от непосредственного воздей-
ствия ЛС и/или его метаболитов запускает ме-
ханизмы дезактивации и адаптации, что в итоге 
приводит к некрозу или апоптозу. Пути идиосин-
кратического лекарственного повреждения пе-
чени сложнее: при иЛГТ так же, как и при прямой 
лекарственной гепатотоксичности, имеет место 
повреждающее действие ЛС или метаболита 
на клетки печени, но ведущая роль отводится 
реакции на эти повреждения со стороны адап-
тивной иммунной системы [7].

Цель работы  — обзор современных пред-
ставлений об иммунном патогенезе идиосинкра-
тического лекарственного повреждения печени 
и возможностях прогнозирования и предупре-
ждения риска его развития.

Механизмы развития иЛГТ
Предрасположенность к развитию иЛГТ 

связывают с разными факторами, такими 
как пожилой возраст, женский пол и генетиче-
ские особенности, ни один которых не является 
прогностически значимым [7–10].

В настоящее время основной механизм раз-
вития иЛГТ связывают с адаптивной иммунной 
системой. В клиническом течении иЛГТ присут-
ствуют общие черты с идиосинкратическими 
повреждениями других систем. Чаще всего иЛГТ 
развивается через 1–3 мес. после начала прие-
ма ЛС и при повторном назначении латентный 
период укорачивается, однако в некоторых слу-
чаях реакция развивается после первого при-
ема или не развивается при повторном назна-
чении у одного и того же пациента [8, 9]. Также 
типичным считается отсутствие прямой дозо-
зависимости, однако иЛГТ редко развивается 
при применении ЛС в дозах менее 10 мг/сут [10]. 
Имеются данные, что применение ингибиторов 
иммунных контрольных точек может повысить 
риск иЛГТ [11]. Самый значимый фактор риска, 
указывающий на иммунный механизм,  — ассо-
циация иЛГТ при использовании некоторых ЛС 
с определенными гаплотипами человеческо-
го лейкоцитарного антигена (human leuсocyte 
antigen, HLA), однако при этом у большинства 
носителей таких «гаплотипов риска» развития 
иЛГТ не происходит [12].

Печень является иммунотолерантным ор-
ганом, что означает наличие механизмов, пре-
пятствующих выраженной иммунной реакции 
на воспалительные молекулы и патогены, попа-
дающие в нее через желудочно-кишечный тракт. 
Избежать значительных повреждений печени 
в результате активации адаптивной иммунной 
системы при попадании в организм ксенобио-
тиков позволяет комплекс проверяющих и огра-
ничительных механизмов с участием различных 
клеток (например, регуляторных Т-лимфоцитов), 
цитокинов и других молекул, включая моле-
кулы иммунных контрольных точек: бе лок 
запрограммированной клеточной гибели  1  
(programmed cell death protein 1, PD-1) и цитоток-
сический Т-лимфоцит-ассоциированный проте-
ин 4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, 
CTLA-4). Сбой на каком-то этапе и приводит 
к возникновению идиосинкратического повре-
ждения печени [13–15].

Главными исполнительными клетками адап-
тивного иммунного ответа в организме являют-
ся цитотоксические клетки CD8+ (Т-киллеры) 
и В-клетки, которые после активации становят-
ся плазматическими клетками, продуцирующи-
ми антитела. Иногда при иЛГТ определяются 
антитела к ЛС или аутоантитела, но гистоло-
гические данные указывают, что преобладает 

1 Drug-induced liver injury: Premarketing clinical evaluation. Guidance for industry. FDA; 2009.
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иммунное повреждение с участием клеток 
CD8+ [16]. Регуляция адаптивного иммунного 
ответа осуществляется с участием клеток CD4+ 
(Т-хелперов) [9, 13, 14]. Схема иммунного меха-
низма развития иЛГТ представлена на рисунке 1.

Для активации регулирующих клеток CD4+ 
необходимо три сигнала, в том числе с участием 
клеток врожденной иммунной системы [9].

1 сигнал: модификация ЛС, формирование нео-
антигена и его связывание с главным комплексом 
гистосовместимости класса II антигенпрезен-
тующих клеток (АПК). К АПК относятся клетки, 
экспрессирующие главный комплекс гистосов-
местимости (major histocompatibility complex, 
MHC, он же HLA) класса II (MHCII): дендритные 
клетки, В-лимфоциты, эпителиальные клетки 
печеночных синусов и макрофаги. Химически 
активные вещества (метаболиты, образовавши-
еся под воздействием изоферментов цитохрома 
Р450 или других, активные формы кислорода, 

в некоторых случаях  — сами ЛС), связываясь 
с белками клеток печени или другими макро-
молекулами, могут их модифицировать с об-
разованием неоантигенов. Модифицированные 
молекулы-неоантигены могут быть восприняты 
как чужеродные и захвачены АПК для дальней-
шей их презентации лимфоцитам. Образование 
неоантигенов происходит преимущественно 
в гепатоцитах, так как АПК имеют мало фермен-
тов. Для того чтобы быть презентированными 
иммунной системе в комплексе MHCII, неоан-
тигены должны попасть из гепатоцитов в АПК. 
Нео антигены могут попасть из гепатоцитов в АПК 
двумя путями. АПК может фагоцитировать гепа-
тоцит, находящийся в процессе апоптоза или по-
гибший в результате токсического действия ЛС. 
Такой путь малопродуктивен, поскольку об-
новление гепатоцитов происходит достаточно 
медленно, а большинство ЛС, вызывающих иЛГТ, 
обладают слабой цитотоксичностью. Более 
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Рис. 1. Механизм идиосинкратического лекарственного повреждения печени (объяснения в тексте). ЛС — ле-
карственное средство; АПК — антигенпрезентирующая клетка; DAMPs — молекулярные паттерны, связанные 
с повреждением; MHC I — главный комплекс гистосовместимости класса I; MHC II — главный комплекс гисто-
совместимости класса II

Fig. 1. Mechanism of idiosyncratic drug-induced liver injury (see explanations in the text). MP, medicinal product; APC, 
antigen-presenting cell; DAMPs, damage-associated molecular patterns; MHC, major histocompatibility complex
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вероятный путь  — попадание модифициро-
ванных белков из гепатоцитов в АПК в экзосо-
мах. В АПК белки-неоантигены расщепляются 
на пептиды и в качестве составной части MHCII 
презентируются клеткам CD4+, у которых экс-
прессирован рецептор, способный распознать 
такой пептид.

2 сигнал: экспрессия на АПК костимулиру-
ющих молекул. Костимулирующие молекулы, 
такие как CD80, CD86 и CD40, образуют связи 
с корецепторами CD4+. В этом участвуют вы-
свобожденные в межклеточное пространство 
или на поверхность клеток фрагменты молеку-
лярных паттернов, связанных с повреждением 
(damage-associated molecular patterns, DAMPs). 
Появление DAMPs происходит при нарушениях, 
вызванных действием активных метаболитов, 
митохондриальным повреждением, ингиби-
рованием помпы выведения желчных кислот 
(bile salt export pump, BSEP), реакцией на не-
свернутые белки (unfolded protein response, 
UPR), оксидативным стрессом. В соответствии 
с гипотезой опасности (danger hypothesis) [17] 
для возникновения иммунного ответа необ-
ходима совместная стимуляция запускающих 
механизмов с участием DAMPs, появление ко-
торых сигнализирует о повреждении, то есть 
иммунная система будет игнорировать чу-
жеродное вещество, пока оно не вызвало 
повреждение или клеточный стресс. DAMPs 
через рецепторы, распознающие паттерны 
(pattern recognition receptors, PRRs), такие 
как Toll-подобный рецептор, активируют АПК, 
что приводит к экспрессии на АПК костимули-
рующих молекул. К DAMPs относятся белки 
теплового шока, хроматин-связанные белки 
группы высокой мобильности B1 (high mobility 
group box 1 protein, HMGB1), фрагменты ДНК 
и РНК и др. [18]. Основным средством переме-
щения DAMPs из мест образования к иммун-
ным клеткам являются экзосомы [19].

3 сигнал: продукция цитокинов. Выделение 
цитокинов из умерших или находящихся 
в состоянии стресса клеток является сигна-
лом для активации и пролиферации клеток 
CD4+, тип и количество цитокинов определяет, 
какой тип Т-хелпера производить. Т-хелперы 
имеют разные функции: клетки Th1 активиру-
ют адаптивный клеточный ответ (клетки CD8+), 
клетки Th2  — адаптивный гуморальный ответ 
(образование антител), клетки Th17 обладают 
провоспалительным действием, регулирую-
щие Т-клетки обеспечивают иммунную толе-
рантность. АПК могут активировать клетки 

CD4+ Treg, которые подавляют иммунный ответ, 
а также могут высвобождать подавляющие им-
мунный ответ цитокины, такие как интерлейкин 
(ИЛ) 10 [9].

Белки, модифицированные в гепатоцитах ак-
тивными метаболитами ЛС, могут быть презенти-
рованы на поверхности гепатоцитов в комплек-
се с MHCI (в отличие от АПК все ядерные клетки 
имеют MHCI). Комплекс MHCI/пептид связыва-
ется с рецепторами клеток CD8+, что приводит 
к цитотоксическому иммунному ответу. Однако 
до тех пор, пока пептиды, модифицированные 
ЛС, не будут распознаны рецепторами MHCII, 
MHCI и T-хелперов, полноценного адаптивного 
иммунного ответа и значимого повреждения пе-
чени не произойдет.

Не все ЛС, вызывающие идиосинкратиче-
ские реакции, при биотрансформации образуют 
активные метаболиты. Существует концепция 
p-i  — фармакологическое взаимодействие ЛС 
с антиген-специфичными иммунными рецепто-
рами (pharmacological interaction with immune 
receptors), согласно которой некоторые ЛС мо-
гут нековалентно связываться с MHC и быть пре-
зентированы Т-клеткам через их рецепторы [20]. 
Например, ксимелагатран не образует метабо-
литов, однако может вызывать иЛГТ [21]. Также 
есть свидетельства ассоциации иЛГТ со специ-
фичными Т-клеточными рецепторами [22].

Другие механизмы развития иЛГТ — образо-
вание активных метаболитов и активных форм 
кислорода, нековалентное связывание, инги-
бирование помпы выведения желчных кислот 
(BSEP), отклик на неструктурированные белки 
(unfolded protein response), повреждение мито-
хондрий — являются дополняющими факторами 
развития идиосинкратической реакции, участ-
вуя в образовании модифицированных белков 
и DAMPs [23].

Пути снижения риска развития иЛГТ
Доклинические исследования
Исследования in vitro. В исследованиях in 

vitro используют различные клеточные культу-
ры, выращенные в различных конфигураци-
ях, для проведения скрининга ЛС на наличие 
общей цитотоксичности, возможности уча-
стия ЛС в образовании активных метаболитов 
и активных форм кислорода, в нековалентном 
связывании с MHC, способности ЛС вызывать 
повреждение митохондрий, взаимодейство-
вать с транспортерами и ферментами, а также 
участвовать в межлекарственном взаимодей-
ствии на уровне транспортеров и ферментов, 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A5%D1%80%D0%BE%D0%BC%D0%B0%D1%82%D0%B8%D0%BD
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в образовании DAMPs, в отклике на неструк-
турированные белки и др. [23]. Следует отме-
тить, что эти свойства определяются у ЛС с уже 
известным идиосинкратическим потенциалом 
для подтверждения их роли в развитии иЛГТ, 
и данные таких исследований не являются 
прогностическими.

Шагом вперед в исследованиях иЛГТ in vitro 
стало определение сигнализации между клет-
ками печени и иммунной системы. M.O. Ogese 
и соавт. [24] при изучении воздействия раз-
личных ЛС с идиосинкратическим гепато-
токсическим потенциалом (амоксициллин, 
флуклоксациллин, нитрозо-сульфаметокса-
зол, изониазид) на культуре первичных гепа-
тоцитов показали, что транспортированные 
в экзосомах модифицированные белки из гепа-
тоцитов фагоцитировались дендритными клет-
ками, вызывая выделение различных цитоки-
нов, и вызывали активацию наивных Т-клеток. 
Ранее B.D. Cosgrove и соавт. [25] в исследовани-
ях на клеточных моделях было продемонстри-
ровано, что одновременное воздействие ЛС, 
имеющих потенциал вызывать иЛГТ, с липоса-
харидами и/или цитокинами (фактор некроза 
опухоли TNFα, гамма-интерферон (IFNγ), ИЛ1α 
и ИЛ6) приводит к синергизму цитотоксическо-
го действия. Авторы предложили для скрининга 
потенциала идиосинкратической гепатотоксич-
ности, связанной с воспалением, использо-
вать воздействие комбинации ЛС и смеси ци-
токинов на первичные гепатоциты человека. 
S. Oda и соавт. [26] разработали систему in vitro 
с использованием мононуклеарных клеток пе-
риферической крови (hPBMCs) как источника 
иммунных клеток при совместном культивиро-
вании с клетками HepG2 для прогнозирования 
потенциала ЛС вызывать иЛГТ.

Перспективным для прогнозирования раз-
вития иЛГТ представляется использование 
технологий Big Data: транскриптомики [27, 28], 
протеомики [29], метаболомики [30]. Эти техно-
логии позволяют получить большое количество 
данных, отражающих изменения, происходящие 
в клетке при воздействии различных веществ, 
на уровне транскрипции, синтеза белков и ме-
таболизма.

Исследования in vivo. Модели гепатотоксич-
ности на лабораторных животных не всегда 
релевантны даже при исследовании прямой 
ЛГТ вследствие межвидовых различий [31]. Тем 
не менее есть несколько моделей, позволяющих 
исследовать механизмы иЛГТ.

Модель с подавлением иммунной толерант-
ности была разработана на основе гипотезы, 
что иммунная толерантность предупреждает 
повреждение печени при воздействии антиге-
нов и в патогенезе иЛГТ нарушение иммунной 
толерантности играет одну из главных ролей. 
Для таких исследований используют мышей 
с нокаутированным геном PD-1 с добавлени-
ем антител к CTLA-4 для подавления иммун-
ного ответа. Так, в исследовании I.G.  Metushi 
и соавт. [31] у мышей с нокаутированным геном 
PD-1 препарат амодиахинин вызывал более тя-
желое повреждение печени, чем у мышей дико-
го типа, у которых нарушения функции печени 
проходили самопроизвольно. Дополнительное 
подавление антителами цитотоксического 
CTLA-4, который играет одну из ведущих ро-
лей в иммунотолерантности, приводило к раз-
витию более тяжелых повреждений печени, 
сходных с иЛГТ у человека. Отмечалось уве-
личение количества Т-клеток CD8+ и макрофа-
гов, а также регуляторных Т-клеток, вероятно, 
с целью подавления повреждения. В дальней-
шем это привело к уменьшению количества 
Т-клеток CD8+ и уменьшению повреждения [32]. 
Использование этой модели позволяет проде-
монстрировать участие нескольких факторов 
в повреждении клеток печени при иЛГТ, а так-
же способность иммунной системы восстанав-
ливать иммунную толерантность. В другом 
исследовании на мышах с нарушенной иммуно-
толерантностью за счет обеднения клеток-су-
прессоров миелоидного происхождения было 
показано, что гепатотоксичность галотана раз-
вивается по иммуноаллергическому механизму 
с образованием антител [33].

Гуманизированные модели мышей: 1) мо-
дели мышей с гуманизированными тканями, 
в которых иммунодефицитным мышам под-
саживают клетки печени человека [34, 35]; 2) 
трансгенные мыши с интегрированными чело-
веческими генами [36]. Основной проблемой 
таких моделей остается экспрессия челове-
ческих генов в организме мышей, что может 
привести к непредсказуемой регуляции раз-
личных процессов и затрудняет использова-
ние гуманизированных моделей для прогно-
зирования развития нарушений у человека. 
Прогностическое значение таких моделей 
для клинической практики также низкое, по-
скольку их дизайн основан на наличии пред-
расположенности к конкретным видам повре-
ждений [37].
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Механизм развития идиосинкратическо-
го повреждения является многофакторным 
и связан с индивидуальными особенностями 
иммунной системы, поэтому вызывает сомне-
ние существование маркера, который позволил 
бы определить in vitro идиосинкратический ге-
патотоксический потенциал нового ЛС с учетом 
индивидуальных особенностей.

Тем не менее доклинические исследования 
имеют важное значение для понимания меха-
низмов повреждений, сигналов, метаболизма 
и восстановления при иЛГТ. Скрининг in vitro 
позволяет исключить из ЛС-кандидатов веще-
ства с высоким цитотоксическим потенциалом, 
способностью образовывать высокоактивные ме-
таболиты и вызывать повреждение митохондрий.

Генетические исследования
Индивидуальные особенности любого звена 

функционирования иммунной системы, в том 
числе генетически обусловленные, могут быть 
факторами риска нарушения иммунотолерант-
ности и развития иЛГТ. Подробный обзор о роли 
генетических факторов в развитии иЛГТ пред-
ставлен C. Stephens и соавт. [38].

В работах по исследованию полиморфизма 
генов, вовлеченных в разные звенья процесса 
развития гепатотоксичности, первой мишенью 
стали гены, кодирующие ферменты процес-
сов биотрансформации и нейтрализации ЛС. 
Выводы таких исследований были противоречи-
вы. Например, в работе К. Pachkoria и соавт. [39] 
генотипирование 60 пациентов, у которых были 
обнаружены поражения печени при применении 
различных ЛС, не выявило аллелей гена цитохро-
ма Р450 CYP2C9, ассоциированных с гепатоток-
сичностью. В других исследованиях, напротив, 
была выявлена ассоциация гепатотоксичности 
некоторых ЛС (вальпроевая кислота, эфавиренц, 
противотуберкулезные средства) с определен-
ными аллелями CYP [40–42]. Результаты иссле-
дования ассоциаций лекарственной гепатоток-
сичности с полиморфизмом ферментов II фазы 
биотрансформации и транспортеров также были 
неоднозначны [43–48]. Частично это можно объ-
яснить небольшим размером выборок и их этни-
ческой неоднородностью.

При изучении ассоциаций между лекарствен-
ной гепатотоксичностью и полиморфизмом ге-
нов HLA, в том числе у различных этнических 
групп, была выявлена ассоциация полиморфиз-
ма гена HLAI с гепатотоксичностью препаратов 
триметоприм+сульфаметоксазол [49], тикло-
пидин [50], а также при применении растения 

Polygonum multiflorum у китайцев [51, 52]. С по-
лиморфизмом гена HLAII ассоциировалась ге-
патотоксичность препарата амоксициллин+кла-
вулановая кислота [53]. Также была показана 
ассоциация полиморфизма гена ИЛ-10 с лекар-
ственной гепатотоксичностью при применении 
диклофенака [54].

Полногеномный поиск ассоциаций. Значи-
тельным шагом вперед в исследовании связи 
генетических факторов с иЛГТ стала возмож-
ность проведения полногеномного поиска ассо-
циаций (genome-wide association study, GWA), 
позволяющего изучать полиморфизм одно-
го нуклеотида (single-nucleotide polymor-
phism, SNP). Полногеномный поиск ассоциа-
ций основан на технологии с использованием 
SNP-микрочипов и позволяет анализировать 
большое количество однонуклеотидных по-
лиморфизмов одновременно без предвари-
тельного выбора локального гена [55]. Эти 
исследования не подтвердили ассоциации по-
лиморфизма генов, участвующих в метаболиз-
ме, с предрасположенностью к лекарственной 
гепатотоксичности, за исключением ассоциации 
генотипа медленного ацетилирования с гепато-
токсичностью противотурберкулезного лечения 
у тайских пациентов [56].

Полногеномные исследования ассоциаций 
выявили значительное количество ассоциаций 
полиморфизма гена HLA обоих классов с иЛГТ. 
Для HLAI были определены ассоциации сле-
дующих полиморфизмов с развитием иЛГТ: 
A*02:01  — амоксициллин+клавулановая кислота 
[57], A*31:01 — карбамазепин [58], A*33:01 — тер-
бинафин, фенофибрат, тиклопидин [59], B*35:02 — 
миноциклин [60], B*39:01  — инфликсимаб [61], 
B*57:01 — флуклоксациллин [62, 63]. Аналогичные 
ассоциации определены для HLAII: DRB1*07  — 
ксимелагатран [64], DRB1*07:01 — лапатиниб [65, 
66], DRB1*15:01-DQB1*06:02 — люмиракоксиб [67], 
DRB1*16:01-DQB1*05:02 — флупиритин [68].

E.T. Cirulli и соавт. при исследовании пациен-
тов разных этнических групп с лекарственной 
гепатотоксичностью (n=2048, контроль n=12429) 
была показана ассоциация иЛГТ, развившей-
ся при применении различных ЛС, с полимор-
физмом rs2476601 гена PTPN22, кодирующего 
протеиновую тирозинфосфатазу [69], которой 
отводится важная воль в регуляции активации 
Т-клеток и эффекторного ответа [70].

Установленные ассоциации подтвержда-
ют роль иммунных механизмов в развитии 
иЛГТ. Следует отметить, что большинство ал-
лелей, ассоциированных с повышенным риском 
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развития иЛГТ, имеют слабую положительную 
прогностическую ценность, что подтверждает 
многофакторность патогенеза иЛГТ. Это дела-
ет нецелесообразным рутинное генетическое 
тестирование с целью выявления риска при на-
значении ЛС [71]. С другой стороны, генетиче-
ские факторы риска развития иЛГТ имеют высо-
кую отрицательную прогностическую ценность 
и поэтому их исследование может быть по-
лезным в клинических ситуациях, когда необхо-
димо исключить или подтвердить диагноз иЛГТ 
[72], а также для выявления препарата — наибо-
лее вероятного гепатотоксиканта при одновре-
менном назначении нескольких ЛС.

Заключение
В настоящее время имеется значительная 

доказательная база иммунного механизма раз-
вития иЛГТ. Иммунная толерантность печени 
осуществляется за счет нескольких механизмов, 
на разных уровнях предохраняющих печень 
от развития повреждения в результате актива-
ции адаптивной иммунной системы. Ослабление 
иммунной толерантности с развитием иЛГТ мо-
жет произойти при совпадении нескольких не-
благоприятных факторов, связанных как с хими-
ческими свойствами ЛС, так и с генетическими 
особенностями пациента.

На этапе доклинических исследований сни-
зить риск гепатотоксичности новых ЛС позволя-

ет изучение общей токсичности ЛС-кандидата, 
выявление его способности образовывать ак-
тивные метаболиты и активные формы кисло-
рода, участвовать в высвобождении DAMPs, вы-
зывать повреждение митохондрий, способности 
образовывать нековалентные связи, взаимодей-
ствовать с транспортерами, а также изучение 
межлекарственного взаимодействия на уровне 
транспортеров и ферментов.

Клинические исследования генетических 
особенностей пациентов, у которых наблю-
далась иЛГТ, позволяют определить аллели, 
ассоциированные с повышенным риском идио-
синкратического повреждения печени. Однако 
их результаты имеют слабую положительную 
прогностическую ценность из-за многофактор-
ности патогенеза иЛГТ. В то же время их высо-
кая отрицательная прогностическая ценность 
может использоваться в клинике для исключе-
ния иЛГТ или для выявления гепатотоксичного 
ЛС при полипрагмазии. От полногеномных ис-
следований ассоциаций можно ожидать выявле-
ния комбинаций нескольких аллелей, ассоции-
рованных с повышенным риском развития иЛГТ, 
что увеличит положительную прогностическую 
ценность и сможет использоваться в персона-
лизированной медицине. Изучение механизмов 
развития иЛГТ также может стать шагом к раз-
работке ЛС, способных остановить идиосинкра-
тическую реакцию.
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РЕЗЮМЕ

В последние годы значительно увеличилось количество пациентов со злокачественными новообразовани-
ями, получающих терапию ингибиторами иммунных контрольных точек (иИКТ), включая препарат пембро-
лизумаб, блокирующий белок запрограммированной клеточной гибели-1 (PD-1). Одним из важных аспектов 
при проведении клинических исследований с применением иИКТ является оценка риска развития иммуно-
опосредованных нежелательных явлений (иНЯ).
Цель работы: оценка безопасности биоаналога пембролизумаба (BCD-201, Пемброриа) в сравнении с ре-
ферентным препаратом на основании результатов клинического исследования I фазы и имеющихся данных 
медицинской литературы.
Материалы и методы: проведено двойное слепое рандомизированное контролируемое клиническое ис-
следование I фазы BCD-201-1 с участием пациентов с распространенными формами меланомы и немел-
коклеточного рака легкого (n=131), которым проводилась терапия препаратом BCD-201 (Пемброриа) либо 
референтным препаратом Китруда® внутривенно в дозе 200 мг каждые 3 недели до достижения 24 недель 
терапии или прогрессии заболевания, или до развития признаков неприемлемой токсичности. Пациенты 
были рандомизированы в соотношении 1:1 в одну из двух групп (биоаналога или референтного препарата 
пембролизумаба). На момент написания статьи результаты исследования остаются заслепленными, данные 
по группам терапии представлены в маскированном виде.
Результаты: в исследовании доказана эквивалентность показателей фармакокинетики и сопоставимость 
профилей безопасности биоаналога пембролизумаба и референтного препарата. Оба препарата характе-
ризовались хорошей переносимостью; частота иНЯ любой степени тяжести была сопоставима между груп-
пами терапии (21,2% в группе 1 и 21,5% в группе 2). Большинство иНЯ были легкой и умеренной степени 
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тяжести, за исключением случая диареи и иммуноопосредованного энтероколита 3-й степени тяжести у од-
ного субъекта исследования. Статистически значимые отличия по медиане времени до развития иНЯ между 
группами терапии отсутствовали (р=0,22, двусторонний критерий Уилкоксона).
Выводы: в рамках проанализированного периода двойного слепого исследования BCD-201-1 проде-
монстрированы схожие характеристики безопасности препаратов Пемброриа и Китруда®, согласующиеся 
с опубликованными данными по референтному препарату. Информация о соответствии профилей безопас-
ности биоаналога пембролизумаба и референтного препарата при длительном применении будет получена 
в продолжающихся клинических исследованиях.

Ключевые слова: Пемброриа; пембролизумаб; биоаналог; PD-1-ингибитор; иммуноопосредованные неже-
лательные явления; иммуноопосредованные нежелательные реакции; ингибиторы иммунных контрольных 
точек; иммунотерапия; клинические исследования
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ABSTRACT

In recent years, there has been a significant increase in the number of patients with malignancies treated with 
immune checkpoint inhibitors (ICIs), including the anti-programmed cell death protein 1 (anti–PD-1) agent pem-
brolizumab. One of the important aspects of conducting clinical trials with ICIs is the assessment of the risk of 
developing immune-related adverse events (irAEs).
The aim of the study was to evaluate the safety of a pembrolizumab biosimilar (BCD-201, Pembroria) compared 
with a reference medicinal product using the results of a phase I clinical trial and the available medical literature.
Materials and methods. A phase I double-blind, randomised, controlled clinical trial (BCD-201-1) has been con-
ducted in patients with advanced melanoma and non-small-cell lung cancer (n=131). Patients were randomly 
allocated in a 1:1 ratio to receive either BCD-201 (Pembroria) or the reference medicinal product (Keytruda®), 
administered intravenously at a dose of 200 mg every 3 weeks for up to 24 weeks or until disease progression 
or unacceptable toxicity is observed. Since the trial results remain blinded at the time of this writing, treatment 
group data are masked.
Results. The study demonstrated the equivalence of pharmacokinetics and comparable safety profiles of pem-
brolizumab biosimilar and reference medicinal products. Both medicinal products were well tolerated; the fre-
quency of all-grade irAEs was comparable between treatment groups (21.2% in Group 1 vs 21.5% in Group 2). Most 
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irAEs were mild to moderate, with the exception of a case of Grade 3 diarrhoea and immune-mediated entero-
colitis in one study subject; there were no statistically significant differences in the median time to development 
of irAEs between treatment groups (Р=0.22, two-sided Wilcoxon test).
Conclusions. The analysed period of the BCD-201-1 trial demonstrated comparable safety characteristics of Pem-
broria and Keytruda®, which is consistent with the published safety data on the latter. Information on the sim-
ilarity of long-term safety profiles of the pembrolizumab biosimilar and the reference medicinal product will be 
obtained from ongoing clinical trials.

Key words: Pembroria; pembrolizumab; biosimilar; PD-1 inhibitor; immune-related adverse events; immune-me-
diated adverse reactions, immune-checkpoint inhibitors; immunotherapy; clinical trials
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Введение
В настоящее время широкое распростране-

ние получила иммунотерапия злокачественных 
новообразований с применением так называе-
мых ингибиторов иммунных контрольных точек 
(иИКТ). В клинической практике лидирующие 
позиции занимают моноклональные антитела, 
вырабатываемые против белка запрограммиро-
ванной клеточной гибели-1 (programmed cell 
death protein 1, PD-1), его лиганда (programmed 
cell death ligand 1, PD-L1) и гликопротеина 
цитотоксических T-лимфоцитов 4 (cytotoxic 
T-lymphocyte-associated protein 4, CTLA-4). 
Они используются не только для лечения 
поздних стадий онкологических заболева-
ний, но и для неоадъювантной/адъювантной 
терапии [1]. Применение препаратов группы 
иИКТ позволило достичь существенного уве-
личения общей выживаемости у пациентов 
с различными видами злокачественных ново-
образований, включая меланому, немелкокле-
точный рак легкого (НМРЛ), почечно-клеточный 
рак, гепатоцеллюлярный рак и уротелиальный 
рак [2–6]. Вместе с тем повышение активности 
иммунной системы с целью преодоления им-
мунной толерантности к опухолевым клеткам 
может сопровождаться развитием нежелатель-
ных явлений (НЯ), не характерных для других 
групп противоопухолевых препаратов, извест-
ных как иммуноопосредованные нежелатель-
ные явления (иНЯ), которые могут затрагивать 
практически любые органы и системы органов. 
Большинство иНЯ проявляются симптомами 
легкой и средней степени тяжести, потенци-
ально управляемы и хорошо поддаются лече-
нию, однако в некоторых случаях иммуноо-
посредованная токсичность может не только 
быстро и серьезно ухудшить состояние паци-

ента, что ведет к прекращению иммунотерапии, 
но и создает угрозу летального исхода [7].

Изучение механизмов, лежащих в основе 
иНЯ, а также прогностических факторов разви-
тия НЯ высокой степени тяжести необходимо 
для достижения максимальной пользы противо-
опухолевого лечения при снижении риска раз-
вития неблагоприятных последствий иммуно-
терапии. В статье обсуждаются характеристики 
иНЯ при терапии иИКТ в целом и пембролизу-
мабом в частности, в том числе на примере при-
менения биоаналога пембролизумаба (монокло-
нальное антитело к PD-1 рецептору), а также 
рекомендуемая для препаратов данной группы 
стратегия мер минимизации рисков.

Характеристика иНЯ при терапии иИКТ
Эпидемиология. Частота и степень тяже-

сти отдельных иНЯ различается в зависимо-
сти от типа препарата (анти-PD-1/PD-L1, ан-
ти-CTLA-4), а также от режима терапии (введение 
одного препарата или комбинации иИКТ, режим 
дозирования и длительность терапии). Ранее вы-
полненные систематические обзоры показали, 
что частота иНЯ была выше у пациентов, полу-
чавших препараты анти-CTLA-4 (53,8%), по срав-
нению с пациентами, получавшими препараты 
анти-PD-1 (26,5%) или анти-PD-L1 (17,1%) [8]. 
При назначении препаратов анти-CTLA-4 иНЯ 
3–4-й степеней тяжести (от тяжелых до жизне-
угрожающих) наблюдались чаще (31%) по срав-
нению с анти-PD-1 препаратами (10%) [9].

Наиболее часто отмечали иНЯ со стороны 
кожи, желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), пече-
ни, органов эндокринной системы и легких [10]. 
Согласно результатам анализа объединенных 
данных клинических исследований (КИ) медиа-
на времени до развития иНЯ составляет обычно 
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2–16 недель, однако описаны случаи развития 
иНЯ в течение нескольких суток [10], спустя 
один год [11] или через несколько лет от начала 
терапии иИКТ [10].

Особое значение при разработке стратегии 
минимизации рисков имеют иНЯ с летальным 
исходом. По данным литературы, частота иНЯ, 
заканчивающихся летальным исходом, зависит 
от типа мишени иИКТ. Согласно результатам 
метаанализа данных за 2009–2018 гг. (Vigilyze/
Vigibase, база данных Всемирной организации 
здравоохранения), в котором было рассмотре-
но 613 случаев смерти, связанных с иммуно-
опосредованными нежелательными реакциями 
(иНР) [7], частота летальных исходов при при-
менении препаратов анти-PD-1 составила 0,36%, 
для анти-PD-L1  — 0,38%, для анти-CTLA-4  — 
1,08%, для комбинации препаратов анти- 
PD-1/PD-L1 и анти-CTLA-4  — 1,23% [7]. К наи-
более частым иНР, приводившим к летальному 
исходу при терапии препаратами анти-CTLA-4, 
относился колит и другие иНР с поражением ЖКТ, 
при применении препаратов анти-PD-1/PD-L1 — 
пневмонит, гепатит, иНР с поражением нерв-
ной системы. Поражение сердца регистрирова-
лось редко, однако частота летальных исходов 
в случае развития этого вида иНР была самой 
высокой. Так, среди пациентов с миокардитом 
частота летальных исходов составила 39,7%, 
в то время как при колите и эндокринопатиях — 
5 и 2% соответственно [7].

В ряде исследований была продемонстри-
рована корреляция между отдельными иНЯ 
и улучшением противоопухолевого ответа. Это 
позволяет предположить, что некоторые иНЯ 
могут служить положительным прогностиче-
ским маркером степени противоопухолевой 
активации иммунитета, инициированной иИКТ 
[10]. Согласно опубликованным данным, разви-
тие иНР при терапии анти-PD-1/PD-L1 препа-
ратами ассоциировано с улучшением показа-
телей общей и беспрогрессивной выживаемости 
у пациентов с НМРЛ, меланомой, почечно-кле-
точным раком, уротелиальной карциномой, ра-
ком желудка. С другой стороны, были получены 
противоречивые данные в отношении взаимо-
связи иНЯ, индуцированных препаратами ан-
ти-CTLA-4, с эффективностью противоопухоле-
вого лечения [12].

Механизмы развития иНЯ. Патофизиология 
иНЯ остается недостаточно изученной. 
Определенный вклад в понимание сложных ме-
ханизмов иНЯ внесли результаты, полученные 
в доклинических, трансляционных исследова-

ниях и КИ, а также имеющиеся данные по ауто-
иммунным и аутовоспалительным процессам. 
Можно выделить основные механизмы развития 
иНЯ.

1. Нарушение препаратами группы иИКТ 
регуляторных механизмов иммунной толе-
рантности, обеспечивающих защиту организма 
от аутоиммунных нарушений посредством по-
вышения продукции аутоантител и аутореактив-
ных Т-клеток [13, 14].

2. Опосредованная Т-клетками активация 
В-клеток и стимуляция секреции иммуногло-
булинов (антитело-опосредованные наруше-
ния). Данный механизм может лежать в основе 
развития нарушений со стороны щитовидной 
железы и гипофиза, опосредованных аутоанти-
телами [15].

3. Цитотоксическое Т-клеточное поврежде-
ние здоровых тканей и органов за счет кросс-
презентации общего с опухолевым антигена. 
Примерами иНР, для которых предполагается 
данный механизм, являются фульминантные 
миокардиты у пациентов, экспрессирующих спе-
цифичный для клеток мышечной ткани антиген, 
а также витилиго при аутоиммунном поврежде-
нии меланоцитов [16, 17].

4. Прямое повреждение здоровых тканей, 
экспрессирующих лиганды иИКТ (нецелевой эф-
фект). Данный иммунный механизм поврежде-
ния характерен для тканей щитовидной железы 
и гипофиза [18].

5. Повышение продукции T-лимфоцитами 
(Th1 и Th17) воспалительных цитокинов, вызы-
вающих повреждение нормальных тканей ор-
ганизма. Характерно для иммуноопосредован-
ных нарушений со стороны ЖКТ, в особенности 
для колита [19].

6. Влияние некоторых бактериальных штам-
мов кишечной микробиоты может способство-
вать смещению иммунного ответа в сторону 
активации или подавления воспалительной ре-
акции, что способствует повышению или сниже-
нию риска развития определенных типов иНР 
(колит, эндокринопатии, иНЯ со стороны крови 
и лимфатической системы) [13, 20].

Факторы риска развития иНЯ. В настоящее 
время нет клинически верифицированных био-
маркеров для прогнозирования развития иНЯ. 
На основании имеющихся данных можно вы-
делить факторы риска, в отношении которых 
имеются доказательства их влияния на частоту 
или степень тяжести развития иНЯ.

Индивидуальные факторы риска: соматическая 
конституция (саркопения и снижение мышечной 
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массы тела ассоциировано с более высоким рис-
ком) [21]; пол (женский пол предположительно 
связан с более высоким риском); тип опухоли 
(например, метаанализ 48 КИ показал, что паци-
енты с меланомой имеют более высокую частоту 
развития иНЯ со стороны кожи и ЖКТ и более 
низкую  — со стороны респираторной системы) 
[22]; сопутствующая патология (предшествую-
щие аутоиммунные заболевания, некоторые ви-
русные заболевания, в частности, папилломави-
русная инфекция) [23, 24]; наличие аутоантител 
до лечения (например, аутоантитела к тирео-
идной пероксидазе [25], ревматоидный фактор 
[26], аутоантитела к рецепторам ацетилхолина 
[27]); нарушения кишечной микрофлоры (повы-
шенная колонизация Faecalibacterium и другими 
бактериями типа Firmicutes связана с лучшим от-
ветом на терапию и повышенным риском имму-
ноопосредованного колита) [28].

Имеет значение и генетическая предрасполо-
женность — генотип HLA (human leucocyte antigen), 
который является одним из основных генетиче-
ских факторов развития большинства иммуноза-
висимых заболеваний. Например, было показа-
но, что носительство ряда аллелей HLA связано 
с большей частотой развития иммуноопосредо-
ванных артрита [29], кожного зуда, колита [30].

Безопасность применения иИКТ у пациентов 
с сопутствующими аутоиммунными заболева-
ниями (АИЗ) была изучена в ряде исследований. 
По результатам ретроспективного исследова-
ния, включавшего 123 пациента с сопутствую-
щими (предсуществующими) АИЗ, получавших 
терапию иИКТ, у 60% пациентов отмечалось раз-
витие иНЯ, при этом наблюдалось как обостре-
ние сопутствующего АИЗ (25,2%), так и развитие 
новых иНЯ (35%) [31]. Схожие результаты были 
получены в проспективном исследовании с ис-
пользованием данных французского регистра 
тяжелых НЯ при применении иммуномодули-
рующих моноклональных антител в онкологии 
REISAMIC [32]. Следует отметить, что наличие 
сопутствующих АИЗ не является абсолютным 
противопоказанием к терапии иИКТ, а показате-
ли общей выживаемости при их использовании 
у этой категории пациентов сопоставимы с та-
ковыми для других групп [32, 33].

Сопутствующая противоопухолевая терапия. 
Результаты ряда исследований свидетельству-
ют о повышении частоты иНЯ при терапии иИКТ 
одновременно с проведением лучевой терапии, 
особенно высокодозной [34]. Одновременная 

или последовательная терапия ингибиторами 
тирозинкиназ в сочетании с иИКТ, например 
применение комбинации вемурафениба с ипи-
лимумабом [35], а также анти-PD-1/PD-L1 с кри-
зотинибом, сопровождалась повышенным рис-
ком развития тяжелых иммуноопосредованных 
гепатотоксических реакций [36]; применение 
комбинации ниволумаба с осимертинибом  — 
иммуноопосредованных интерстициального 
пневмонита, колита, гепатита [37].

Иная сопутствующая терапия. Ингибиторы 
протонной помпы, нестероидные противовоспа-
лительные средства и ряд других лекарственных 
препаратов могут повышать риск развития имму-
ноопосредованного интерстициального нефрита 
посредством возможного образования гаптена 
с тубулярными антигенами; известно, что анти-
биотики повышают частоту иммуноопосредован-
ных диареи и колита [38–40].

Терапия и меры минимизации риска иНЯ. Меры 
минимизации рисков развития иНЯ направлены 
на информирование медицинских работников 
о современных методах предотвращения и вы-
явления данных осложнений, оказания меди-
цинской помощи в случае их развития, а также 
об особенностях выбора индивидуального под-
хода к мониторингу состояния пациента с уче-
том знаний об индивидуальных факторах риска 
развития иНЯ. В настоящее время подробные 
рекомендации разработаны как онкологическим 
сообществом, включая Российское общество 
клинической онкологии (RUSSCO) [41], Общество 
специалистов поддерживающей терапии в он-
кологии (RASSC)1, Европейское общество меди-
цинской онкологии (European Society for Medical 
Oncology, ESMO) [42], Национальную всеобщую 
онкологическую сеть (National Comprehensive 
Cancer Network, NCCN)2 и др., так и специалиста-
ми Европейского альянса ревматологических 
ассоциаций (European Alliance of Associations 
for Rheumatology, EULAR) [43], что подчерки-
вает важность междисциплинарного подхода 
в терапии иНЯ. При этом должно тщательно 
оцениваться соотношение пользы и риска при-
менения препарата для пациента, учитывая 
течение основного заболевания. В одних слу-
чаях при развитии тяжелых иНЯ терапия иИКТ 
должна быть полностью отменена, в других  — 
возможно возобновление терапии после разре-
шения иНЯ.

Принципы лечения иНЯ схожи с таковыми 
при терапии острого аутоиммунного воспаления. 

1 https://rassc.org/ru/recommendations/prochie/77-protokol-korrektsii-disimmunykh-oslozhnenij
2 https://www.nccn.org/guidelines/guidelines-detail?category=3&id=1486
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Чаще всего для управления иНЯ назначают глюко-
кортикоиды и прерывание терапии иИКТ. Согласно 
рекомендациям RUSSCO [41], при лечении всех 
иНЯ используется ступенчатый подход. Начальная 
ступень выбирается исходя из тяжести развивше-
гося иНЯ, переход на более высокие ступени осу-
ществляется при неэффективности проводимой 
терапии. В случае развития иНЯ тяжелой степени 
(3–4-й степени тяжести) в большинстве случа-
ев рекомендуется приостановка терапии иИКТ 
и назначение глюкокортикоидов в высоких дозах 
(преднизолон 1–2 мг/кг/сут внутрь или внутривен-
но либо эквивалентная терапия).

Для терапии отдельных видов иНЯ и в случае 
тяжелых, рефрактерных к глюкокортикоидам 
иНЯ могут применяться иммуномодуляторы, ко-
торые чаще используются в ревматологии (ан-
ти-интерлейкин-6 (ИЛ-6), анти-фактор некроза 
опухоли альфа (ФНО-альфа), микофенолата мо-
фетил и др.). Инфликсимаб (анти-ФНО-альфа) 
может быть успешно использован для лечения 
колита и миокардита, но не рекомендуется 
при гепатите ввиду собственной гепатотоксич-
ности [44]. В некоторых случаях может быть 
эффективным применение ритуксимаба (ан-
ти-CD20 антитела), в особенности при разви-
тии миастении гравис и энцефалита [45–47]. 
Зафиксированы случаи успешного применения 
алемтузумаба (анти-CD52 антитела), вызываю-
щего деплецию Т-клеток, и абатацепта (агониста 
CTLA-4) для лечения рефрактерного миокарди-
та [47, 48]. Ведолизумаб (анти-α4β7-интегрин) 
рассматривался как альтернатива для лече-
ния пациентов с колитом [17]. Рекомендуется 
внутривенное введение иммуноглобулинов 
при лечении тяжелых миокардитов, буллезных 
дерматитов и синдрома Стивенса–Джонсона, 
токсического эпидермального некролиза, мио-
зита, поражения нервной системы и тяжелых 
пневмонитов. При развитии синдрома высвобо-
ждения цитокинов может быть эффективно на-
значение анти-ИЛ-6 терапии (тоцилизумаб). Есть 
данные успешного применения анти-ИЛ-6 и ан-
ти-ИЛ-17 терапии при иНЯ со стороны кожи, та-
ких как псориазоформный дерматит [49].

При иммуноопосредованных эндокрино-
патиях, которые крайне редко могут угрожать 
жизни пациента, таких как гипотиреоз, может 
потребоваться только заместительная гормо-
нальная терапия [41].

Важным элементом стратегии управления 
рисками является информирование пациен-
тов и медицинских работников обо всех важ-
ных ранних симптомах и признаках развития 

иНЯ при применении препаратов группы иИКТ 
при помощи специальных информационных ма-
териалов (брошюры для медицинских работни-
ков и пациентов) [50]. С учетом обратимости иНЯ 
в большинстве случаев при своевременном выяв-
лении и принятии эффективных мер данные под-
ходы являются важными условиями обеспечения 
применения препаратов группы иИКТ при превы-
шении пользы над сопряженными рисками.

Возможность контролируемого изучения 
распространенности и особенностей течения 
иНЯ предоставляют КИ иИКТ. В связи с этим в КИ 
с применением иИКТ, включая биоаналогичные 
препараты, важен тщательный мониторинг иНЯ.

Цель работы  — оценка безопасности био-
аналога пембролизумаба (BCD-201, Пемброриа) 
в сравнении с референтным препаратом 
на основании результатов собственного клини-
ческого исследования BCD-201-1 и имеющихся 
данных медицинской литературы.

Материалы и методы
В двойное слепое рандомизированное конт-

ролируемое исследование I фазы BCD-201-1  
препарата Пемброриа (BCD-201, биоаналог 
пембролизумаба; АО «БИОКАД») в сравнении 
с референтным препаратом Китруда® (действу-
ющее вещество пембролизумаб; ООО «МСД 
Фармасьютикалс») был включен 131 пациент 
с распространенными формами меланомы 
(n=91) и НМРЛ (n=40). Исследование проводи-
ли на базе 15 центров в период с 08.02.2021 
по 12.10.2022 (дата завершающего визита по-
следнего пациента). Пациенты были рандомизи-
рованы в соотношении 1:1 в группу препарата 
BCD-201 или референтного препарата Китруда®.

Пациенты получали терапию препаратом 
Пемброриа или препаратом Китруда® вну-
тривенно в дозе 200 мг каждые 3 недели 
до достижения 24 недель терапии или прогрес-
сии заболевания, или до развития признаков 
неприемлемой токсичности. После этого паци-
енты по усмотрению исследователя могли про-
должить терапию пембролизумабом до 2 лет. 
Информация о конкретной терапии (Пемброриа 
или Китруда®), которую получали пациенты 
группы 1 и группы 2, на момент написания ста-
тьи скрыта от врачей и субъектов исследования, 
а также лиц, принимающих непосредственное 
участие в проведении исследования.

От каждого пациента было получено добро-
вольное информированное согласие на включе-
ние результатов их обследования и лечения в дан-
ное исследование. Клиническое исследование  
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3 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении Правил проведения исследова-
ний биологических лекарственных средств Евразийского экономического союза».
4 Guideline on similar biological medicinal products containing monoclonal antibodies — non-clinical and clinical issues. EMA/CHMP/
BMWP/403543/2010. EMA; 2012.

BCD-201-1 проводили в соответствии с утвер-
жденным протоколом (получено разрешение 
Министерства здравоохранения Российской 
Федерации на проведение клинического ис-
следования от 24.12.2020 №  721), этическими 
принципами, изложенными в Хельсинкской де-
кларации Всемирной медицинской ассоциации, 
в соответствии с правилами Надлежащей кли-
нической практики (GCP) и другими применимы-
ми регуляторными требованиями Российской 
Федерации. Протокол, а также информация 
для субъекта и форма информированного со-
гласия были рассмотрены и одобрены этиче-
скими комитетами каждого из участвующих 
в исследовании центров до начала проведения 
исследования.

Необходимо отметить, что сопоставление 
профилей безопасности препаратов Пемброриа 
и Китруда® было проведено после подтвер-
ждения эквивалентности фармакокинетических 
свойств сравниваемых препаратов. По результа-
там изучения концентраций пембролизумаба 
в крови пациентов после первого введения пре-
парата в рамках исследования BCD-201-1 значе-
ния 90% доверительного интервала для отноше-
ний средних геометрических значений AUC(0-504) 
(суммарная площадь под кривой «концентрация 
лекарственного вещества  — время» в интерва-
ле времени от 0 до 504 ч) и Cmax (максимальная 
концентрация пембролизумаба) для биоана-
лога и референтного препарата были в интер-
вале 80,00–125,00%. Полученные результаты 
соответствуют требуемым границам согласно 
Правилам проведения исследований биологи-
ческих лекарственных средств ЕАЭС3 и руко-
водству EMA/CHMP/BMWP/403543/20104.

Методы оценки иНЯ. Обследование пациен-
тов с целью оценки безопасности (в том числе 
для выявления иНЯ), проводимое в КИ BCD-201-1, 
включало регулярный физикальный осмотр 
на плановых визитах, контроль клинического, 
биохимического анализов крови (перед каждым 
введением исследуемого препарата Пемброриа 
или препарата Китруда® и на неделе 25), общего 
анализа мочи (на неделях 4, 10, 16, 22 и 25), вы-
полнение электрокардиограммы (на неделях 4, 
10, 16 и 25). Биохимический анализ крови вклю-
чал следующие показатели: глюкоза, общий би-
лирубин, аланиновая трансаминаза (АЛТ), ас-
парагиновая трансаминаза (АСТ), общий белок, 

мочевина, креатинин, лактатдегидрогеназа 
(ЛДГ). Для выявления иммуноопосредованных 
эндокринопатий с поражением щитовидной же-
лезы дополнительно было предусмотрено опре-
деление уровня тиреотропного гормона (ТТГ) 
на этапе скрининга и на неделях 1, 4, 10, 16 и 25.

В основе анализа данных по безопасности 
терапии была оценка доли пациентов с различ-
ными видами НЯ, включая иНЯ с учетом их ха-
рактера, тяжести, причинно-следственной связи 
с введением исследуемого препарата. В качестве 
НЯ оценивались все неблагоприятные субъектив-
ные и объективные изменения состояния паци-
ента, включая отклонения лабораторных показа-
телей и результатов инструментальных методов 
исследования, клинические проявления, измене-
ние течения сопутствующей патологии.

Кодирование определенных категорий НЯ 
проводилось в соответствии с классом систем 
органов (system organ class, SOC) и предпочти-
тельными терминами (preferred term, PT) по ме-
дицинскому словарю регуляторной деятельно-
сти (Medical dictionary for regulatory activities, 
MedDRA) версии 25.1. Степень тяжести НЯ и ла-
бораторных отклонений определялась исследо-
вателем в соответствии с NCI CTCAE (National 
Сancer Institute Common Terminology Criteria for 
Adverse Events) v5.0.

Статистическая обработка данных по без-
опасности. Анализ параметров безопасности 
был проведен с помощью методов описатель-
ной статистики. Статистическая обработка по-
лученных данных производилась с помощью 
программной среды SAS 9.4 и Python версии 
3.7 и выше.

Результаты и обсуждение
Обе группы пациентов (группа 1 и группа 2) 

были сопоставимы по основным демографиче-
ским показателям (табл. 1).

Таким образом, в обеих группах преоблада-
ли пациенты в возрасте 60 лет и старше. Среди 
пациентов с меланомой было равномерное 
распределение по половой принадлежности, 
с НМРЛ — преобладали пациенты мужского пола. 
Большинство субъектов относилось к европео-
идной расе.

Бóльшая часть субъектов с НМРЛ была вклю-
чена в исследование с первично метастатиче-
ским заболеванием: 70,8% (17/24) субъектов  
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в группе 1 и 62,5% (10/16) субъектов в груп-
пе  2. У большинства субъектов с меланомой 
в обеих группах (81,4% (35/43) субъектов 
в группе 1 и 81,3% (39/48) субъектов в группе 2) 
на момент скрининга была зафиксирована ста-
дия заболевания M1c в соответствии с класси-
фикацией AJCC (American Joint Committee on 
Cancer Classification) 7-го пересмотра.

Группы 1 и 2 были сопоставимы по харак-
теру и частоте сопутствующих заболеваний 
на этапе скрининга. Наиболее распространен-
ными среди всех пациентов были нарушения 
со стороны сосудов (гипертензия) и ЖКТ (хро-
нический гастрит); среди пациентов с НМРЛ  — 
нарушения со стороны дыхательной системы, 
органов грудной клетки и средостения (хро-
нический бронхит, хроническая обструктивная 
болезнь легких).

Популяция для оценки безопасности включа-
ла всех пациентов, которые получили по крайней 
мере одну инфузию пембролизумаба (n=131).

Оба препарата характеризовались хорошей 
переносимостью, не было выявлено существен-
ных различий профилей безопасности исследу-
емого и референтного препаратов. Информация 
о частоте развития иНЯ при применении пре-
парата BCD-201 в сравнении с референтным 
препаратом Китруда® в ходе клинического ис-
следования BCD-201-1 представлена в табли-
це 2, результаты соответствуют длительности 
терапии и наблюдения, равной 24 неделям.

Анализ данных (табл. 2) свидетельствует 
о том, что наиболее частыми иНЯ в исследовании 
BCD-201-1 были эндокринные нарушения (гипо-
тиреоидизм и гипертиреоз). Это соответствует 
данным литературы по профилю безопасности 
пембролизумаба [51]. Частота иНЯ любой степе-
ни тяжести была сопоставима между группами 
терапии (21,2% в группе  1 и 21,5% в группе 2). 
Большинство случаев были легкой и умеренной 
степеней тяжести. Исключением явился случай 
развития диареи и иммуноопосредованного 

Таблица 1. Демографические характеристики субъектов исследования на этапе скрининга, популяция ITT (кли-
ническое исследование BCD-201-1)

Table 1. Demographic characteristics of subjects at screening, the ITT population (BCD-201-1 clinical trial)

Параметр
Parameter

Группа 1 / Group 1
(n=67*)

чел./pers. (%)

Группа 2 / Group 2
(n=64)

чел./pers. (%)

НМРЛ
NSCLC

Меланома
Melanoma

НМРЛ
NSCLC

Меланома
Melanoma

Возраст, лет, среднее (СО)
Age, years, mean (SD) 66,0 (8,19) 60,7 (13,79) 62,4 (10,11) 60,8 (12,86)

Пол, чел. (%)
Sex, pers. (%)

Мужской
Male 19 (79,2) 21 (48,8) 13 (81,3) 19 (39,6)

Женский
Female 5 (20,8) 22 (51,2) 3 (18,8) 29 (60,4)

Раса, чел. (%)
Race, pers. (%)

Европеоидная
Caucasian 24 (100) 42 (97,7) 16 (100) 48 (100)

Негроидная
Black 0 1 (2,3) 0 0

Фертильность, чел. (%)
Fertility, pers. (%)

Да
Yes 20 (83,3) 24 (55,8) 13 (81,3) 23 (47,9)

Нет
No 4 (16,7) 19 (44,2) 3 (18,8) 25 (52,1)

Примечание. ITT — популяция в соответствии с назначенным лечением; n — количество субъектов в группе; НМРЛ — немелкокле-
точный рак легкого; СО — стандартное отклонение.
* Один субъект был рандомизирован в группу 1, но получал терапию из группы 2 на протяжении всего исследования. В популяции 
ITT данные этого пациента приведены в соответствии с рандомизацией, а в остальных популяциях данные этого пациента исполь-
зованы в соответствии с фактически полученной терапией.
Note. ITT, intention-to-treat population; n, number of subjects per group; NSCLC, non-small-cell lung cancer; SD, standard deviation.
* One subject was randomised to group 1 but received group 2 therapy throughout the trial. In the ITT population, this patient’s data 
are used according to the randomisation; and in the remaining populations, this patient’s data are used according to the actual the-
rapy received.
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Таблица 2. Иммуноопосредованные нежелательные явления у пациентов, получавших терапию пембролизума-
бом, популяция для оценки безопасности (клиническое исследование BCD-201-1)

Table 2. Immune-related adverse events in subjects receiving pembrolizumab, the safety population (BCD-201-1  
clinical trial)

Системно-органный класс, наименование иммуноопосредованного нежела-
тельного явления (степень тяжести)*

System organ class, immune-related adverse event (severity)*

Группа 1 / Group 1
(n=66)

чел./pers. (%)

Группа 2 / Group 2
(n=65)

чел./pers. (%)

Эндокринные нарушения / Endocrine disorders

Гипотиреоидизм (1–2-й степени)
Hypothyroidism (grade 1–2) 4 (6,1) 4 (6,2)

Гипертиреоз (1–2-й степени)
Hyperthyroidism (grade 1–2) 2 (3,0) 4 (6,2)

Тиреоидит (1-й степени)
Thyroiditis (grade 1) 2 (3,0) 0

Лабораторные и инструментальные данные / Investigations

Снижение уровня тиреотропного гормона в крови (1-й степени)
Blood thyroid stimulating hormone decreased (grade 1) 0 3 (4,6)

Повышение уровня аланиновой трансаминазы (1-й степени)
Alanine aminotransferase increased (grade 1) 1 (1,5) 0

Повышение уровня аспарагиновой трансаминазы (1-й степени)
Aspartate aminotransferase increased (grade 1) 0 1 (1,5)

Повышение уровня трансаминаз (1-й степени)
Transaminases increased (grade 1) 0 1 (1,5)

Нарушения со стороны кожи и подкожной клетчатки / Skin and subcutaneous tissue disorders

Сыпь (1-й степени)
Rash (grade 1) 3 (4,5) 1 (1,5)

Витилиго (1-й степени)
Vitiligo (grade 1) 1 (1,5) 0

Зуд (1-й степени)
Pruritus (grade1) 0 1 (1,5)

Крапивница (1-й степени)
Urticaria (grade 1) 0 1 (1,5)

Сухая кожа (1-й степени)
Dry skin (grade 1) 0 1 (1,5)

Нарушения со стороны печени и желчевыводящих путей / Hepatobiliary disorders

Иммуноопосредованный гепатит (2-й степени)
Immune-mediated hepatitis (grade 2) 2 (3,0) 0

Аутоиммунный гепатит (2-й степени)
Autoimmune hepatitis (grade 2) 1 (1,5) 0

Нарушения со стороны крови и лимфатической системы / Blood and lymphatic system disorders

Анемия (1-й степени)
Anaemia (grade 1) 0 1 (1,5)

Лейкопения (2-й степени)
Leucopenia (grade 2) 0 1 (1,5)

Лимфопения (2-й степени)
Lymphopenia (grade 2) 0 1 (1,5)

Желудочно-кишечные нарушения / Gastrointestinal disorders

Диарея (3-й степени)
Diarrhoea (Grade 3) 0 1 (1,5)

Иммуноопосредованный энтероколит (3-й степени)
Immune-mediated enterocolitis (Grade 3) 0 1 (1,5)
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энтероколита 3-й степени тяжести у одного 
субъекта исследования. Медиана времени 
до развития иНЯ составила 43 сут в группе 1 и 64 
сут в группе 2 (p=0,22, двусторонний критерий 
Уилкоксона). В течение периода исследования 
только одному субъекту (группа 1) была отмене-
на терапия в связи с развитием иНЯ (аутоиммун-
ный гепатит 2-й степени тяжести).

Таким образом, по имеющимся результатам 
исследования BCD-201-1 не было выявлено зна-
чимых различий в отношении частоты и других 
характеристик иНЯ между группами биоанало-
га пембролизумаба и референтного препарата 
Китруда®.

Сравнение эффективности биоаналога пем-
бролизумаба и референтного препарата не яв-
лялось основной целью КИ BCD-201-1, однако 
учитывая то, что показатели безопасности про-
тивоопухолевого препарата тесно связаны 
с наличием у пациентов симптомов прогресси-
рования заболевания, необходимо отметить, 
что как у пациентов с меланомой, так и у паци-
ентов с НМРЛ в сравниваемых группах отмече-
ны сходные общая частота ответа на терапию 
и количество случаев прогрессирования заболе-
вания по критериям RECIST 1.15. В дальнейшем 
сопоставимая эффективность монотерапии пре-
паратами Пемброриа и Китруда® при меланоме 
была подтверждена в рамках предварительного 

анализа данных КИ III фазы (неопубликованные 
данные), что исключает влияние на профиль 
безопасности различий в эффективности срав-
ниваемых препаратов.

Полученные в КИ BCD-201-1 данные по без-
опасности были сопоставлены с таковыми в КИ 
референтного препарата Китруда® KEYNOTE-006, 
в котором принимали участие пациенты с не-
резектабельной меланомой III и IV стадий [51]. 
Оценка безопасности в КИ KEYNOTE-006 вы-
полнялась по схожей методике, обследование 
включало физикальный осмотр, клинический, 
биохимический (АЛТ, АСТ, общий билирубин, кре-
атинин) анализы крови на каждом цикле терапии, 
общий анализ мочи 1 раз в 12 недель, электро-
кардиограмму на этапе скрининга и на неделе 6, 
определение уровней ТТГ, трийодтиронина (Т3), 
свободного тироксина (Т4) на неделях 0, 3, 6, 9, 
затем каждые 6 недель. Степень тяжести НЯ 
и отклонения результатов лабораторных иссле-
дований оценивались в соответствии с NCI CTCAE 
v4.0. Пациентам проводилась терапия пембро-
лизумабом в режиме 10 мг/кг каждые 2 недели, 
или 10 мг/кг каждые 3 недели, или ипилимумабом 
в дозе 3 мг/кг каждые 3 недели. При сравнимой 
с приведенными выше данными по КИ BCD-201-
1 длительности терапии пембролизумабом (око-
ло 24 недель) среди иНЯ в КИ KEYNOTE-006 в обе-
их группах с применением пембролизумаба чаще 

Системно-органный класс, наименование иммуноопосредованного нежела-
тельного явления (степень тяжести)*

System organ class, immune-related adverse event (severity)*

Группа 1 / Group 1
(n=66)

чел./pers. (%)

Группа 2 / Group 2
(n=65)

чел./pers. (%)

Нарушения со стороны дыхательной системы, органов грудной клетки и средостения /  
Respiratory, thoracic and mediastinal disorders

Иммуноопосредованное легочное заболевание (2-й степени)
Immune-mediated lung disease (grade 2) 1 (1,5) 0

Нарушения со стороны органа зрения / Eye disorders

Неинфекционный конъюнктивит (2-й степени)
Noninfective conjunctivitis (grade 2) 0 1 (1,5)

Примечание. n — количество субъектов в группе.
* Системно-органный класс и предпочтительный термин для определения иммуноопосредованных нежелательных явлений (иНЯ) 
приведены в терминах Медицинского словаря для регуляторной деятельности (MedDRA) версии 25.1. Если у субъекта зарегистри-
ровано несколько случаев развития иНЯ разной степени тяжести, то учитывали только иНЯ максимальной степени тяжести по 
CTCAE (Common Terminology Criteria for Adverse Events). Нежелательные явления представлены в порядке убывания общей ча-
стоты регистрации.
Note. n, number of subjects per group.
* System organ classes and preferred terms for immune-related adverse events (irAEs) are encoded using the Medical Dictionary for 
Regulatory Activities (MedDRA), version 25.1. For subjects with multiple irAEs varying in severity, the table includes only the irAE of 
the maximum CTCAE (Common Terminology Criteria for Adverse Events) grade. Adverse events are presented in descending order by 
overall reporting frequency.

Продолжение таблицы 2

Table 2 (continued)

5 Revised RECIST guideline (version 1.1). https://recist.eortc.org/recist-1-1-2/
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всего наблюдался гипотиреоидизм. У более чем 
1% пациентов были выявлены иНЯ 3–4-й степени 
тяжести, представленные колитом и гепатитом 
(табл. 3).

Таким образом, при сопоставимой длитель-
ности терапии пембролизумабом иНЯ в КИ 
BCD-201-1 и KEYNOTE-006 были схожими по ха-
рактеру, частоте и степени тяжести.

По результатам анализа долгосрочной без-
опасности монотерапии пембролизумабом 
(Китруда®) при меланоме в КИ KEYNOTE-001, 
KEYNOTE-002 и KEYNOTE-006, включавших 
данные 1567 пациентов (медиана наблюдения 
42,4 мес.), частота развития иНЯ любой степени 
тяжести составила 23,0%, при этом чаще всего 
наблюдался гипотиреоидизм (9,1%), пневмонит 
(3,3%) и гипертиреоз (3,0%) [33]. Бóльшая часть 

иНЯ имела степень тяжести от легкой до умерен-
ной, иНЯ 3–4-й степени тяжести были зареги-
стрированы у 6,9% пациентов. Большинство иНЯ 
развились в течение первых 16 недель терапии 
пембролизумабом. Среди 202 пациентов, полу-
чавших терапию системными глюкокортикои-
дами по поводу иНЯ, у 152 (75,2%) событие раз-
решилось, медиана времени до этого момента 
составила 6,4 недели (от 0,3 до 152,1). Повторный 
курс терапии системными глюкокортикоидами 
потребовался 36 пациентам (23,1%) [33].

Заключение
Данные об иНЯ, полученные в рандоми-

зированных контролируемых КИ, являются 
наиболее репрезентативными по сравнению 
с другими типами клинических исследований. 

Таблица 3. Иммуноопосредованные нежелательные явления при терапии пембролизумабом, популяция паци-
ентов согласно фактически полученному лечению (по C. Robert и соавт. [51] с изменениями)

Table 3. Immune-related adverse events in subjects receiving pembrolizumab, the as-treated population (adapted 
from C. Robert et al. [51])

Иммуноопосредованные 
нежелательные явления 

(иНЯ)*
Immune-related adverse events 

(irAEs)*

Пембролизумаб 10 мг/кг каждые 2 недели
Pembrolizumab 10 mg/kg every 2 weeks

(n=278)

Пембролизумаб 10 мг/кг каждые 3 недели
Pembrolizumab 10 mg/kg every 3 weeks

(n=277)

Все иНЯ
All irAEs

чел./pers. (%)

иНЯ 3–5 ст. тяжести
Grade 3–5 irAEs
чел./pers. (%)

Все иНЯ
All irAEs

чел./pers. (%)

иНЯ 3–5 ст. тяжести
Grade 3–5 irAEs
чел./pers. (%)

Гипотиреоидизм
Hypothyroidism 28 (10,1) 1 (0,4) 24 (8,7) 0

Гипертиреоз
Hyperthyroidism 18 (6,5) 0 9 (3,2) 0

Колит
Colitis 5 (1,8) 4 (1,4) 10 (3,6) 7 (2,5)

Гепатит
Hepatitis 3 (1,1) 3 (1,1) 5 (1,8) 5 (1,8)

Гипофизит
Hypophysitis 1 (0,4) 1 (0,4) 2 (0,7) 1 (0,4)

Пневмонит
Pneumonitis 1 (0,4) 0 5 (1,8) 1 (0,4)

Сахарный диабет 1 типа
Type 1 diabetes mellitus 1 (0,4) 1 (0,4) 1 (0,4) 1 (0,4)

Увеит
Uveitis 1 (0,4) 0 3 (1,1) 0

Миозит
Myositis 0 0 2 (0,7) 0

Нефрит
Nephritis 0 0 1 (0,4) 0

Примечание. n — количество пациентов в группе.
* иНЯ приведены независимо от указанной исследователем связи с терапией.
Note. n, number of patients per group.
* The table includes irAEs regardless of causal attribution to treatment by investigators.
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В рамках проведенного нами рандомизиро-
ванного контролируемого исследования I фазы 
BCD-201-1 были продемонстрированы сопо-
ставимые характеристики безопасности био-
аналога пембролизумаба (Пемброриа) и рефе-
рентного препарата Китруда®. Доля субъектов 
с иНЯ любой степени тяжести в КИ BCD-201-1  
составила примерно 21% в обеих группах, 
большинство явлений были 1–2-й степени тя-
жести. Наиболее частыми иНЯ в обеих группах 
были эндокринные нарушения (гипотиреои-
дизм и гипертиреоз).

Полученные результаты КИ BCD-201-1 со-
гласуются с опубликованными данными по иНЯ 

при применении референтного препарата (ре-
зультаты КИ KEYNOTE-006, KEYNOTE-001, 
KEYNOTE-002). Информация о соответствии 
профиля безопасности при длительном при-
менении биоаналога пембролизумаба будет по-
лучена в продолжающихся КИ.

Информация о факторах риска и особенно-
стях течения иНР необходима для повышения 
безопасности применения иИКТ. Она приобре-
тает особое значение для врачей и пациентов, 
поскольку препараты этой группы все чаще ис-
пользуются в клинической практике, и их до-
ступность для пациентов возрастает в связи 
с появлением отечественных биоаналогов.
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РЕЗЮМЕ

Ингибиторы ангиотензинпревращающего фермента (ИАПФ) являются одними из наиболее часто назначае-
мых и эффективных препаратов для лечения ряда кардиоваскулярных заболеваний. Согласно данным ряда 
исследований, у 30% пациентов, принимавших ИАПФ, развиваются нежелательные реакции, вследствие 
чего часто возникает необходимость отмены терапии. Наиболее частой нежелательной реакцией является 
сухой кашель, при этом клинико-анамнестические предикторы его развития у пациентов с кардиоваскуляр-
ной патологией изучены недостаточно.
Цель работы: изучение клинико-анамнестических предикторов развития кашля на фоне приема эналапри-
ла у пациентов с кардиоваскулярной патологией.
Материалы и методы: в исследовании, проведенном в период с 2019 по 2022 г., приняли участие 224 паци-
ента с эссенциальной артериальной гипертензией 2–3 стадий, принимавших эналаприл в дозах 10–20 мг/сут. 
Пациенты были разделены на две группы: 1 группа — 113 человек, у которых на фоне приема эналаприла 
развился кашель; 2 группа (группа контроля) — 104 человека, у которых не было выявлено развития неже-
лательных реакций на фоне приема эналаприла. Всем пациентам при формировании групп было проведено 
общеклиническое обследование, собраны данные аллергологического и фармакологического анамнеза. На 
основании анализа полученных данных изучена ассоциация клинико-анамнестических показателей с раз-
витием нежелательной реакции в виде сухого кашля.
Результаты: в группе пациентов с развитием сухого кашля на фоне приема ИАПФ достоверно чаще, чем 
в группе контроля, встречались лица с проявлениями лекарственной токсикодермии в анамнезе (OR=5,639, 
CI 2,234–14,236; χ2=15,845, р<0,001), наличием сахарного диабета 2 типа (OR=3,409, CI 1,461–7,953; χ2=8,7472, 
р<0,01), с отягощенной наследственностью по бронхиальной астме (OR=4,141, CI 2,066–8,299; χ2=17,417, 
р<0,001) и наличием тяжелых проявлений аллергических реакций у близких родственников (OR=3,714, CI 
1,720–8,018; χ2=12,137, р<0,001).
Выводы: наличие в анамнезе у пациентов наследственных заболеваний аллергического характера увели-
чивает вероятность развития сухого кашля при применении препаратов группы ИАПФ. Для повышения без-
опасности терапии ИАПФ необходимо проводить более подробный опрос пациентов с кардиоваскулярной 
патологией о наличии аллергических заболеваний, в том числе у кровных родственников первой степени 
родства.
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ABSTRACT

Angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEIs) are among the most prescribed and effective medicinal 
products for the treatment of several cardiovascular diseases. According to a number of studies, 30% of patients 
taking ACEIs develop adverse drug reactions (ADRs), and treatment discontinuation is often required as a result. 
The most common ADR associated with ACEIs is a dry (non-productive) cough. Nevertheless, the clinical signs and 
medical history predictive of this ADR in cardiovascular patients are still understudied.
The aim of the study was to analyse the clinical signs and medical history predictive of cough in patients with 
cardiovascular conditions treated with enalapril.
Materials and methods. The study was carried out in 2019–2022 and enrolled 224 patients with essential hy-
pertension (grades 2 and 3) treated with enalapril at a dose of 10–20 mg/day. The patients were assigned to 
2 groups: Group 1 included 113 patients with enalapril-associated cough, while Group 2 (control group) comprised 
104 patients without this ADR. At screening, all the patients underwent a general examination and a check of 
their allergy and medication history. Using the data obtained, the authors analysed the association of the clinical 
signs and medical history with the ADR of interest (dry cough).
Results. In contrast to the control group, the group with ACEI-associated dry cough included more patients with 
a history of drug-induced toxicoderma (OR=5.639, CI 2.234–14.236, χ2=15.845, and p<0.001) or type 2 diabetes 
mellitus (OR=3.409, CI 1.461–7.953, χ2=8.7472, and p<0.01), a family history of bronchial asthma (OR=4.141, CI 
2.066–8.299, χ2=17.417, and p<0.001), and a close family history of severe allergic reactions (OR=3.714, CI 1.720–
8.018, χ2=12.137, and p<0.001).
Conclusions. A family history of allergy increases the probability of dry cough in patients taking ACEIs. In order 
to improve the safety of ACEI therapy, patients with cardiovascular conditions should be asked more detailed 
questions about their personal or first-degree family history of allergy.

Key words: angiotensin-converting enzyme inhibitors; enalapril; dry cough; adverse drug reaction; adverse drug 
reaction predictors; cardiovascular pathology; history of allergies; clinical study
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1 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 02.11.2020 № 1193н «Об утверждении стандартов меди-
цинской помощи взрослым при артериальной гипертензии».
2 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 28.04.2021 № 410н «Об утверждении стандарта меди-
цинской помощи взрослым при стабильной ишемической болезни сердца (диагностика, лечение и диспансерное наблюдение)».
3 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации от 20.04.2022 № 272н «Об утверждении стандарта меди-
цинской помощи взрослым при хронической сердечной недостаточности (диагностика, лечение и диспансерное наблюдение)».

Введение
Ингибиторы ангиотензинпревращающего 

фермента (ИАПФ) являются одними из ключе-
вых препаратов в стандартах оказания меди-
цинской помощи пациентам с артериальной 
гипертензией (АГ)1, ишемической болезнью 
сердца (ИБС)2, хронической сердечной недоста-
точностью (ХСН)3 и сохраняют позиции среди 
наиболее широко применяемых групп сердеч-
но-сосудистых препаратов в течение послед-
них десятилетий [1, 2]. В то же время, несмотря 
на доказанную высокую эффективность данной 
группы препаратов в лечении кардиоваскуляр-
ной патологии, до 30% пациентов вынуждены 
прекращать терапию ИАПФ из-за развития не-
желательных реакций (НР), таких как кашель, 
ангионевротический отек, кожная сыпь, на-
рушение функции почек, ортостатическая ги-
потензия, лейкопения (вплоть до агранулоци-
тоза), гиперкалиемия [3–6]. Наиболее частой 
НР при приеме ИАПФ является сухой кашель, 
который развивается в 4–48% случаев [3, 4, 7]. 
Анализ результатов проведенных исследований 
демонстрирует, что данные о распространенно-
сти ИАПФ-ассоциированного кашля варьируют 
в зависимости от представителя группы ИАПФ, 
а также этнической принадлежности пациента 
[4, 8–14]. Недостаточно глубокая изученность 
клинических и анамнестических предикторов 
развития НР при применении ИАПФ у пациентов 
с кардиоваскулярной патологией, а также высо-
кая частота отмены терапии свидетельствуют 
о необходимости дальнейшего изучения меха-
низмов и факторов риска развития НР, ассоци-
ированных с применением препаратов данной 
группы.

Цель работы  — изучение клинико-анамне-
стических предикторов развития кашля на фоне 
приема эналаприла у пациентов с кардиоваску-
лярной патологией.

Материалы и методы
Исследование было проведено на базе ка-

федры факультетской терапии медицинского 
института Мордовского государственного уни-
верситета им. Н.П.  Огарева в период с 2019 
по 2022 г. В исследование были включены 224 па-
циента с эссенциальной артериальной гипер-
тензией (АГ), принимавших эналаприл, средний 

возраст которых составил 65,14±8,2 года; из них 
40 (17,8%) мужчин (средний возраст 65,85±8,48 
года) и 184 (82,2%) женщины (средний возраст 
64,98±8,11 года).

Пациенты были распределены на 2 группы 
в зависимости от наличия у них НР в виде сухо-
го кашля на фоне приема эналаприла. Основную 
группу (группа 1) составили 113 человек, у ко-
торых был выявлен сухой кашель, средний воз-
раст — 64,7±7,9 года, из них 16 мужчин (14,2%) 
и 97 женщин (85,8%). Начало развития сухого 
кашля на фоне приема эналаприла в основной 
группе варьировало от 6 до 41 сут, в среднем 
14,71±6,24 сут. После отмены препарата су-
хой кашель полностью прекращался в течение 
от 1 до 13 сут, в среднем на 6,19±2,02 сут.

Контрольную группу составляли 104 пациен-
та (группа 2), у которых не было отмечено раз-
вития никаких НР на фоне приема эналаприла. 
Средний возраст пациентов  — 65,5±8,4 года, 
среди них 21 мужчина (20,1%) и 83 женщины 
(79,8%).

Критериями включения пациентов в исследо-
вание были наличие АГ 2–3 стадии, прием эна-
лаприла в качестве антигипертензивной терапии 
в сопоставимых дозах от 10 до 20 мг/сут. В ис-
следование не включали пациентов с пороками 
сердца, миокардитами, вторичными формами АГ, 
с перенесенной тромбоэмболией легочной арте-
рии и инфекционными эндокардитом, с острым 
инфарктом миокарда и декомпенсированной 
ХСН, острым нарушением мозгового крово-
обращения, онкологическими заболеваниями, 
хронической обструктивной болезнью легких, 
бронхиальной астмой, иммунокомпрометиро-
ванных пациентов.

При формировании основной и контрольной 
групп всем пациентам проведено стандартное 
общеклиническое обследование, которое вклю-
чало сбор жалоб, анамнеза жизни, сведений 
об имеющихся сопутствующих заболеваниях, 
тщательный сбор информации о наследствен-
ных заболеваниях, в том числе о патологии сер-
дечно-сосудистой системы, сбор аллергологи-
ческого анамнеза (оценка аллергологического 
статуса самого пациента (наличие атопических 
заболеваний, спектр сенсибилизации и др.) 
и семейного аллергологического анамнеза), 
фармакологического анамнеза (опрос пациента 
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и изучение медицинской документации), физи-
кальный осмотр.

Проведен также анализ данных лаборатор-
ных и инструментальных методов обследова-
ния: клинического и биохимического анали-
зов крови (общий белок, глюкоза, аланиновая 
трансаминаза (АЛТ), аспарагиновая трансами-
наза (АСТ), альбумин, фосфатаза щелочная, би-
лирубин общий, билирубин прямой, калий, на-
трий, креатинин, мочевина, холестерин общий, 
C-реактивный белок (биохимический анализа-
тор Architect c8000, Abbott, США)), клинический 
анализ мочи (автоматический анализатор мочи 
iChemVelocity, Beckman Coulter, США), элек-
трокардиографии (ЭКГ) (электрокардиограф 
ECG300G, Med-Mos, Китай), эхокардиографии 
(Эхо-КГ) (ультразвуковой сканер Xario SSA-660A, 
Toshiba, Япония), суточного мониторирования 
артериального давления (BPLab, Россия), хол-
теровского мониторирования ЭКГ (Астрокард®, 
Миокард-холтер, регистратор ЭКГ 3-канальный 
HE2, Россия). Измерение офисного артериаль-
ного давления (АД) проводили аускультатив-
ным методом с помощью профессионального 
механического тонометра (LD-71, Little Doctor, 
Сингапур) в положении сидя троекратно с ин-
тервалом в 1–2 мин.

Ограничением исследования было отсут-
ствие анализа влияния лекарственной терапии 
по сопутствующей патологии на развитие кашля 
при приеме эналаприла.

Исследование соответствовало требовани-
ям Хельсинкской декларации Всемирной меди-
цинской ассоциации и было одобрено локаль-
ным этическим комитетом МГУ им. Н.П. Огарева 
(протокол от 23.12.2020 №  91). До включения 
в исследование все участники дали письмен-
ное информированное добровольное согласие 
на проведение исследования.

Статистическую обработку данных проводи-
ли при помощи стандартного пакета приклад-
ных программ Statistica 10.0 (StatSoft, США). 
Учитывая нормальное распределение количе-
ственных данных, для анализа межгрупповых 
различий использовали t-критерий Стьюдента. 
Для выявления различий частот значений ка-
чественных показателей был применен кри-
терий согласия Пирсона χ2, при количестве на-
блюдений менее 5 — точный критерий Фишера. 
Для количественной оценки влияния маркеров 
на наступление НР было рассчитано отношение 
шансов (OR) с 95% доверительным интервалом 
(CI). Для всех видов анализа был принят уровень 
значимости p<0,05.

Результаты
Анализ клинико-анамнестических данных 

показал, что группы были сопоставимы по ста-
дии АГ, количеству пациентов, достигших це-
левого уровня АД, наличию пациентов с ИБС 
и по стадии ХСН (табл. 1).

Анализ данных показал, что в группе пациен-
тов, у которых развился сухой кашель на фоне 
приема ИАПФ, было достоверно больше лиц 
с сахарным диабетом (СД) 2 типа (OR=3,409, 
CI 1,461–7,953, p=0,003, χ2=8,7472).

Группы были сопоставимы по частоте встре-
чаемости модифицируемых и немодифицируе-
мых факторов риска развития сердечно-сосуди-
стых заболеваний (ССЗ), таких как отягощенная 
наследственность по ССЗ, наличие ожирения, 
выявленная дислипидемия, употребление таба-
ка, чрезмерное потребление алкоголя, низкая 
физическая активность пациентов. При анализе 
сопутствующей антигипертензивной терапии, 
применявшейся в сочетании с эналаприлом, ста-
тистически значимых различий между основной 
и контрольной группами также не было выявлено.

Анализ данных аллергологического анамне-
за пациентов (табл. 2) свидетельствовал о том, 
что проявления лекарственной токсикодермии 
статистически значимо чаще встречались у па-
циентов с наличием НР в виде кашля на фоне 
приема эналаприла (25,7% случаев, OR=5,639, 
CI 2,234–14,236, χ2=15,845, р<0,001). Также у па-
циентов с наличием кашля чаще, чем у пациен-
тов контрольной группы, выявлялась отягощен-
ная наследственность по бронхиальной астме 
(OR=4,141, CI 2,066–8,299, χ2=17,417, р<0,001) 
и по наличию тяжелых проявлений аллерги-
ческих реакций (анафилактический шок, отек 
Квинке, астматический статус, генерализован-
ная крапивница) и аутоиммунных заболеваний 
у близких родственников (OR=3,714, CI 1,720–
8,018, χ2=12,137, р<0,001).

При анализе результатов проведенных ла-
бораторных исследований (общий анализ мочи, 
общий анализ крови, биохимический анализ 
крови) не было выявлено статистически значи-
мых различий между показателями у пациентов 
с развитием сухого кашля на фоне приема эна-
лаприла и пациентов, у которых кашель на фоне 
терапии ИАПФ не наблюдался.

Анализ результатов инструментальных ме-
тодов обследования пациентов, в частности 
суточного мониторирования АД, показал стати-
стически значимые различия показателей сред-
него систолического, дневного систолического 
и дневного диастолического АД у пациентов 
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Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов, включенных в исследование

Table 1. Clinical characteristics of enrolled patients

Параметр
Parameter

Количество пациентов, чел. (%)
Number of patients, pers. (%)

Критерии 
достоверности 

р, χ2

Validity indices 
(р, χ2)

Основная группа (группа 1)
Study group (Group 1)

n=113

Группа контроля (группа 2)
Control group (Group 2)

n=104

Артериальная гипертензия 2 стадии
Arterial hypertension stage 2 78 (69,03) 73 (70,19)

р=0,852,
χ2=0,0348Артериальная гипертензия 3 стадии

Arterial hypertension stage 3 35 (30,97) 31 (29,81)

Достижение целевого уровня артериального 
давления
Achieved target levels of blood pressure

79 (69,91) 83 (79,81) р=0,090,
χ2=2,8030

Ишемическая болезнь сердца
Ischaemic heart disease 24 (21,24) 26 (25,00) p=0,511,

χ2=0,4320

Хроническая сердечная недостаточность 
I стадии
Chronic heart failure class I

91 (80,53) 79 (75,96)

p=0,414,
χ2=0,6664Хроническая сердечная недостаточность  

IIа стадии
Chronic heart failure class IIa

22 (19,47) 25 (24,04)

Сахарный диабет
Diabetes mellitus 25 (22,12) 8 (7,69) p=0,003*,

χ2=8,7472

Примечание. n — количество пациентов в группе; χ2 — критерий согласия Пирсона.
* Различия статистически значимы.
Note. n, number of patients per group; χ2, Pearson’s chi-squared test.
* Differences are statistically significant.

Таблица 2. Клинико-анамнестические предикторы сухого кашля у пациентов, принимавших эналаприл

Table 2. Clinical signs and medical history predictive of dry cough in patients treated with enalapril

Клинико-анамнестические параметры
Clinical signs and medical history

Количество пациентов, чел. (%)
Number of patients, pers. (%)

Критерии 
достовер-

ности
Validity 
indices

Отношение 
шансов  
(95% CI)

Odds ratio 
(95% CI)

Основная группа 
(группа 1)

Study group (Group 1)

Группа контроля 
(группа 2)

Control group (Group 2)

Аллергическая реакция на лекарственные 
средства (токсикодермия) в анамнезе
History of allergic reactions to medicines  
(toxicoderma)

29 (25,71) 6 (5,74) p<0,001*,
χ2=15,845

5,639
(2,234–14,236)

Наличие острых локализованных аллергиче-
ских реакций (крапивница) в анамнезе
History of acute local allergic reactions (urticaria)

7 (6,19) 5 (4,81) p=0,656,
χ2=0,199

1,308
(0,402–4,253)

Наличие бронхиальной астмы у близких 
родственников
Bronchial asthma in close relatives

42 (37,17) 13 (12,5) p<0,001*,
χ2=17,417

4,141
(2,066–8,299)

Тяжелые проявления аллергической реакции 
у близких родственников
Severe allergic reactions in close relatives

32 (28,32) 10 (9,62) p<0,001*,
χ2=12,137

3,714
(1,720–8,018)

Примечание. CI — доверительный интервал; p — уровень значимости; χ2 — критерий согласия Пирсона.
* Различия статистически значимы.
Note. CI, confidence interval; p, level of significance; χ2, Pearson’s chi-squared test.
* Differences are statistically significant.
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основной и контрольной групп (табл. 3), но дан-
ные значения входили в диапазон нормы.

При проведении суточного холтеровского 
мониторирования ЭКГ не было получено значи-
мых различий показателей у пациентов основ-
ной и контрольной групп. Результаты Эхо-КГ 
(табл. 4), несмотря на полученные достоверные 
отличия значений, были в пределах нормы.

Таким образом, при клиническом обследова-
нии и сборе анамнеза у пациентов с наличием 
сухого кашля и без развития такой НР на фоне 
приема эналаприла было выявлено, что жалобы, 
объективный статус, показатели клинического 
и биохимического анализов крови, показатели 

стандартных инструментальных методов обсле-
дования не имели значимых отличий. У пациен-
тов в основной группе достоверно чаще были 
выявлены СД 2 типа и проявления лекарствен-
ной токсикодермии в анамнезе. Также было 
установлено, что отягощенный аллергологи-
ческий анамнез достоверно чаще встречался 
как у самих пациентов с наличием НР в виде 
сухого кашля, так и у их близких родственников.

Обсуждение
Доказано, что кашель на фоне применения 

ИАПФ является серьезной НР, поскольку имеет 
упорный характер, является фактором риска 

Таблица 3. Результаты суточного мониторинга артериального давления у пациентов, принимавших эналаприл

Table 3. Results of 24-hour blood pressure monitoring in patients treated with enalapril

Показатели артериального давления
Blood pressure parameters

Результаты исследования
Findings

Уровень зна-
чимости, p
Significance 

level, p

Основная группа 
(группа 1)
Study group 

(Group 1)
n=113

Группа контроля 
(группа 2)

Control group 
(Group 2)

n=104

Среднее систолическое артериальное давление, мм рт. ст.
Mean systolic blood pressure, mm Hg 130,61±14,02 128,04±10,95 0,137

Среднее диастолическое артериальное давление, мм рт. ст.
Mean diastolic blood pressure, mm Hg 77,20±9,26 74,87±8,30 0,044*

Среднее систолическое артериальное давление дневное, мм рт. ст.
Mean daytime systolic blood pressure, mm Hg 136,05±14,05 132,52±10,23 0,037*

Среднее диастолическое артериальное давление дневное, мм рт. ст.
Mean daytime diastolic blood pressure, mm Hg 80,87±10,01 76,91±8,53 0,002*

Среднее систолическое артериальное давление ночное, мм рт. ст.
Mean nocturnal systolic blood pressure, mm Hg 120,39±15,72 116,44±14,59 0,05

Среднее диастолическое артериальное давление ночное, мм рт. ст.
Mean nocturnal diastolic blood pressure, mm Hg 71,07±10,32 69,74±8,50 0,303

Индекс времени систолического артериального давления (%)
Systolic pressure–time index (%) 31,75±30,3 25,11±28,70 0,099

Индекс времени диастолического артериального давления (%)
Diastolic pressure–time index (%) 12,57±4,14 10,93±7,09 0,141

Среднее пульсовое артериальное давление, мм рт. ст.
Mean pulse pressure, mm Hg 51,97±5,16 49,04±6,81 0,457

Скорость утреннего подъема систолического артериального 
давления, мм рт. ст./ч
Rate of morning systolic blood pressure rise, mm Hg/h

10,29±2,06 8,93±3,13 0,074

Скорость утреннего подъема диастолического артериального 
давления, мм рт. ст./ч
Rate of morning diastolic blood pressure rise, mm Hg/h

5,27±1,95 4,90±1,77 0,493

Примечание. Данные представлены в формате (M±SD) — среднее и соответствующее стандартное отклонение; n — количество па-
циентов в группе.
* Различия статистически значимы, парный t-критерий Стьюдента.
Note. Data are presented as M±SD (mean and standard deviation). n, number of patients per group.
* Differences are statistically significant, paired Student’s t-test.
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бронхоспазма и не купируется противокашле-
выми препаратами центрального действия [15]. 
Кроме того, кашель способен вызвать рвоту, 
охриплость голоса, недержание мочи в момент 
приступа, пневмоторакс, переломы ребер и гры-
жи [15–17]. Возникновение данной НР ухудшает 
качество повседневной жизни пациентов с кар-
диоваскулярной патологией.

По мнению большинства авторов, разви-
тие кашля при приеме ИАПФ можно объяснить 
повышением концентрации в верхних дыха-
тельных путях брадикинина и субстанции Р, 
которые в норме разрушаются ангиотензин-
превращающим ферментом. Ингибирование 
фермента приводит к накоплению данных ме-
диаторов в верхних и нижних дыхательных 
путях, а также к стимуляции образования про-
стагландинов [18]. В качестве одного из потен-
циальных механизмов ИАПФ-индуцированного 

кашля также рассматривалась повышенная чув-
ствительность брадикинин-зависимых нервных 
волокон дыхательных путей [19]. Некоторые 
авторы предполагают, что развитие кашля опо-
средуется несколькими механизмами и к появ-
лению вторичного кашля на фоне приема ИАПФ 
может привести только их сочетание [20].

В настоящее время изучены следующие фак-
торы риска, способствующие развитию кашля 
у пациентов, принимающих ИАПФ: возраст бо-
лее 65 лет, женский пол, курение, индекс массы 
тела, обструктивное апноэ во сне в анамнезе, 
сопутствующий прием тиазидных диуретиков 
[8, 21]. В то же время результаты ряда исследо-
ваний указывают на отсутствие связи развития 
кашля с вышеуказанными факторами [7, 11, 22, 
23]. В проведенном нами исследовании кашель 
на фоне приема эналаприла у пациентов женско-
го пола развивался в 4 раза чаще, чем у мужчин. 

Таблица 4. Сравнительный анализ результатов эхокардиографии пациентов основной и контрольной групп

Table 4. Comparative analysis of echocardiography results in study and control groups

Показатели эхокардиографии
Echocardiography parameters 

Результаты исследования
Findings

Уровень 
значимо-

сти, p
Significance 

level, p

Основная группа (группа 1)
Study group (Group 1)

n=113

Группа контроля (группа 2)
Control group (Group 2)

n=104

Аорта (см)
Aorta (cm) 3,04±0,59 3,02±0,57 0,873

Левое предсердие (см)
Left atrium (cm) 3,10±0,43 3,32±0,42 0,0002*

Конечный диастолический размер (см)
End-diastolic diameter (cm) 5,24±0,69 5,5±0,74 0,008*

Конечный систолический размер (см)
End-systolic diameter (cm) 3,27±0,42 3,44±0,44 0,004*

Конечный диастолический объем (мл) 
End-diastolic volume (mL) 125,86±7,71 128,12±6,83 0,753

Конечный систолический объем (мл)
End-systolic volume (mL) 42,19±4,85 43,01±4,97 0,936

Индекс массы миокарда левого желудочка (г/м2)
Left ventricular myocardial mass index (g/m2) 121,91±8,29 124,63±6,95 0,618

Межжелудочковая перегородка (cм)
Interventricular septum (cm) 1,12±0,13 1,14±0,12 0,940

Задняя стенка левого желудочка (см)
Left ventricular posterior wall (cm) 1,13±0,15 1,13±0,13 0,873

Фракция выброса (%)
Ejection fraction (%) 55,16±6,59 54,5±7,43 0,483

Примечание. Данные представлены в формате (M±SD) — среднее и соответствующее стандартное отклонение; n — количество па-
циентов в группе.
* Различия статистически значимы, парный t-критерий Стьюдента.
Note. Data are presented as M±SD (mean and standard deviation). n, number of patients per group.
* Differences are statistically significant, paired Student’s t-test.
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Количество курящих пациентов в группах срав-
нения было сопоставимо. По результатам изу-
чения частоты встречаемости сопутствующих 
заболеваний выявлено статистически значимое 
преобладание СД 2 типа у пациентов с развити-
ем НР в виде кашля по сравнению с пациентами, 
у которых кашель не наблюдался. В источниках 
литературы встречаются единичные публикации, 
содержащие информацию о возможной ассоци-
ации развития НР в виде сухого кашля на фоне 
применения ИАПФ с особенностями анамнеза, 
наличием сопутствующих заболеваний бронхо-
легочной системы, в частности связи с наличием 
у пациентов хронической обструктивной болезни 
легких, бронхиальной астмы и туберкулеза лег-
ких [24]. В проведенном нами исследовании у па-
циентов, у которых наблюдался кашель на фоне 
применения ИАПФ, достоверно чаще встречались 
кожные проявления аллергического характера, 
связанные с приемом лекарственных препаратов, 
чем у пациентов контрольной группы.

Необходимо отметить, что нам не уда-
лось обнаружить публикации, в которых была 
бы отмечена необходимость сбора информа-
ции о наличии аллергических заболеваний и их 
проявлений у близких родственников пациентов 
с кардиологической патологией для оценки воз-
можной связи наследственных заболеваний ал-
лергического характера с развитием НР на фоне 
приема ИАПФ. В проведенном нами исследова-
нии было выявлено, что проявления лекарствен-
ной токсикодермии у пациентов, отягощен-
ная наследственность по бронхиальной астме 
и наличие тяжелых проявлений аллергических 

реакций и аутоиммунных заболеваний у близ-
ких родственников статистически значимо чаще 
встречались у пациентов с наличием НР в виде 
кашля при применении эналаприла.

Заключение
Результаты анализа взаимосвязи клини-

ко-анамнестических показателей пациентов 
с кардиоваскулярной патологией свидетель-
ствуют о том, что сухой кашель на фоне прие-
ма эналаприла достоверно чаще развивался 
у пациентов с проявлением лекарственной ток-
сикодермии в анамнезе, наличием СД 2 типа, 
с отягощенной наследственностью по бронхи-
альной астме и по наличию тяжелых проявле-
ний аллергических реакций у близких родствен-
ников по сравнению с пациентами контрольной 
группы. Учитывая отсутствие достоверных отли-
чий данных лабораторных и инструментальных 
методов исследования пациентов, склонных 
к развитию кашля на фоне приема эналаприла, 
и пациентов, у которых не было отмечено разви-
тия НР, целесообразно дополнить алгоритм сбо-
ра анамнеза при назначении препаратов группы 
ИАПФ указанием на необходимость подробного 
опроса о наследственных заболеваниях аллер-
гического характера.

Изучение клинико-анамнестических предик-
торов развития НР на фоне применения ИАПФ 
позволит в дальнейшем существенно повысить 
качество жизни пациентов с кардиоваскулярной 
патологией и снизить риск развития осложне-
ний при использовании лекарственных препа-
ратов данной группы.
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