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Ïðåäëîæåííàÿ òåñò-ñèñòåìà in vitro c îöåíêîé íåñêîëüêèõ ïîêàçàòåëåé æèçíåñïî-
ñîáíîñòè ìîíîñëîÿ è�èëè êëåòî÷íîãî ìåòàáîëèçìà ÿâëÿåòñÿ èíôîðìàòèâíûì ïîäõî-
äîì â ñêðèíèíãîâîì òåñòèðîâàíèè ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ. Öèòîòîêñè÷åñêèå ýô-
ôåêòû ïðîòèâîâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ (ðåìàíòàäèí è ïîëèðåì) èçó÷åíû íà êëåòêàõ ìëå-
êîïèòàþùèõ â êóëüòóðå. Ðåçóëüòàòû êîðîòêîé äâóõ÷àñîâîé ýêñïîçèöèè ñ èññëåäîâàí-
íûìè ñîåäèíåíèÿìè îêàçàëèñü áëèçêèìè ê ïîêàçàòåëÿì LD50, ïîëó÷åííûì íà æèâîò-
íûõ, ÷òî äåëàåò èõ ïðåäñêàçàòåëüíûìè ïî òîêñè÷íîñòè â îòíîøåíèè öåëîãî îðãàíèçìà.
Èçó÷åíèå ìåòàáîëè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê â õîäå 48-÷àñîâîé ýêñïîçèöèè ïîçâîëèëî
âûÿâèòü áîëüøóþ ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ïîêàçàòåëÿìè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê äåéñò-
âèþ àíòèâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ ñî ñòîðîíû ñèñòåìû ýíäîöèòîçà. Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî
íà êëåòî÷íîì óðîâíå, ÷òî õèìè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå ïðåïàðàòà â ïîëèìåðíûé êîìïëåêñ
óìåíüøàåò ñòåïåíü åãî öèòîòîêñè÷íîñòè: óñòàíîâëåíà ìåíüøàÿ òîêñè÷íîñòü ïîëèìåð-
íîãî êîìïëåêñà ðåìàíòàäèíà — ïîëèðåìà ïî ñðàâíåíèþ ñ ýêâèìîëÿðíîé êîíöåíòðà-
öèåé ñîäåðæàùåãîñÿ â íåì ðåìàíòàäèíà, à òàêæå ñìåñè ðåìàíòàäèíà ñ ïîëèìåðîì- íî-
ñèòåëåì (ÂÑ-ÂÀßÊ).

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êëåòêè â êóëüòóðå, öèòîòîêñè÷íîñòü, ïðîòèâîâèðóñíûå ïðåïàðàòû

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ óæå ïðåäëîæåíî ìíîãî õîðîøî
ñòàíäàðòèçèðîâàííûõ ìåòîäîâ, à òàêæå ìîäåëåé íà
áàçå êóëüòóð êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ äëÿ òîêñèêîëîãè-
÷åñêîé îöåíêè ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ. Èñïîëüçóå-
ìûå ïîäõîäû äëÿ òåñòèðîâàíèÿ in vitro îñîáåííîñòåé
äåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ êñåíîáèîòèêîâ, ïîëó÷èâøèå îá-
ùåå íàçâàíèå àëüòåðíàòèâíûõ ìåòîäîâ, èìåþò ÷åòêî
ðàçðàáîòàííûå êðèòåðèè, ÷òî ïîçâîëÿåò ñîîòíîñèòü
ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå in vitro, ñ äàííûìè in vivo [9].
Íå ìåíåå èíòåíñèâíî ðàçâèâàåòñÿ îáëàñòü àëüòåðíà-
òèâíûõ ìîäåëåé, íàïðàâëåííûõ íà èçó÷åíèå ìåõàíèç-
ìîâ ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ëåêàðñòâåííûõ ïðåïà-
ðàòîâ. Î÷åâèäíî, ÷òî äàííûå ìåòîäû è ìîäåëè èìåþò
íàðÿäó ñî ñâîèìè ïðèíöèïèàëüíûìè îãðàíè÷åíèÿìè è
ðÿä íåñîìíåííûõ ïðåèìóùåñòâ â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà
ðåàëèçàöèÿ äåéñòâèÿ õèìè÷åñêîãî ñîåäèíåíèÿ â çíà÷è-
òåëüíîé ñòåïåíè íàïðàâëåíà íåïîñðåäñòâåííî íà îòäå-
ëüíûå êëåòêè è íå îïîñðåäóåòñÿ âêëþ÷åíèåì áîëåå
ñëîæíûõ êàñêàäîâ ðåàêöèé íà óðîâíå îðãàíèçìà [2].
Òàêèìè ïðèìåðàìè èçó÷åíèÿ ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíî-
ñòè ÿâëÿåòñÿ òåñòèðîâàíèå in vitro áèîöèäíûõ, â ÷àñò-
íîñòè, àíòèâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ, à òàêæå ñîåäèíåíèé,
îáëàäàþùèõ öèòîïðîòåêòîðíûì ýôôåêòîì.

Äåéñòâèå òîêñè÷åñêèõ àãåíòîâ âûçûâàåò â êëåòêàõ
êîìïëåêñ âçàèìîñâÿçàííûõ ïðîöåññîâ, ïðèâîäÿùèõ ê
ïîâðåæäåíèþ öåëîñòíîñòè áèîëîãè÷åñêèõ ìåìáðàí è
öèòîñêåëåòà, íàðóøåíèþ ñèíòåçà è ñåêðåöèè âàæíåé-
øèõ ìîëåêóë, èçìåíåíèþ èîííîãî ãîìåîñòàçà, ýíåðãå-
òè÷åñêîãî ñòàòóñà êëåòîê è ñêîðîñòè êëåòî÷íîãî äåëå-
íèÿ, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ çàêîíîìåðíûìè ïîâðåæäåíè-
ÿìè â óëüòðàñòðóêòóðå îðãàíåëë. Ïîñêîëüêó óêàçàííûå
ñäâèãè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ñòàòóñå âàæíû äëÿ ëþáîé
êëåòêè, ñëåäîâàòåëüíî, èõ ïðîÿâëåíèÿ è ïîñëåäóþùàÿ
îöåíêà êàê ïîêàçàòåëÿ òîêñè÷íîñòè êñåíîáèîòèêà âîç-
ìîæíû íà ðàçíûõ êëåòêàõ â êóëüòóðå âíå çàâèñèìîñòè
îò èõ òêàíåâîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è ñïåöèàëèçàöèè â
ìíîãîêëåòî÷íîì îðãàíèçìå [8].

Çàäà÷åé íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâèëîñü ñîâåð-
øåíñòâîâàíèå èíôîðìàòèâíîé ìîäåëè íà áàçå êëåòîê
ìëåêîïèòàþùèõ, à òàêæå áèîõèìè÷åñêèõ è ìîðôîëî-
ãè÷åñêèõ êðèòåðèåâ öèòîòîêñè÷íîñòè, ñ ïîìîùüþ êî-
òîðîé âîçìîæíî îöåíèâàòü òîêñè÷åñêîå äåéñòâèå è
îïðåäåëÿòü äèàïàçîí áåçîïàñíûõ êîíöåíòðàöèé äëÿ
ïåðñïåêòèâíûõ ñîåäèíåíèé ñ àíòèâèðóñíîé àêòèâíî-
ñòüþ, à òàêæå èçó÷àòü ìåõàíèçì äåéñòâèÿ èññëåäóå-
ìûõ êñåíîáèîòèêîâ íà êëåòêàõ-ìèøåíÿõ. Ñ ýòîé öå-
ëüþ â êà÷åñòâå òåñò-ïðåïàðàòîâ ìû èñïîëüçîâàëè ðå-
ìàíòàäèí è åãî ïîëèìåðíûé àíàëîã ïîëèðåì,
ìåõàíèçì ïðîòèâîâèðóñíîãî äåéñòâèÿ êîòîðûõ è òîê-
ñè÷åñêèå ýôôåêòû â îòíîøåíèè ëàáîðàòîðíûõ æèâîò-
íûõ õîðîøî èññëåäîâàíû.
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Îáà àãåíòà îáëàäàþò ñïåöèôè÷åñêîé â îòíîøåíèè
âèðóñà ãðèïïà À ïðîòèâîâèðóñíîé àêòèâíîñòüþ [3, 4,
5]. Îíè âçàèìîäåéñòâóþò ñ ìåìáðàíàìè èíôèöèðîâàí-
íûõ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè, ñ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûìè
ôîñôîëèïèäàìè. Ãèäðîôîáíîå ÿäðî àäàìàíòàíà èí-
òåðêàëèðóåò âíóòðü ìåìáðàíû ìåæäó îñòàòêàìè æèð-
íûõ êèñëîò, ãäå ñîåäèíåíèå ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ
áëîêèðóåò ôóíêöèþ âèðóñíîãî áåëêà Ì2, âûïîëíÿþ-
ùåãî ðîëü ïðîòîííîé ïîìïû. Òåì ñàìûì äîñòèãàåòñÿ
ïîäàâëåíèå èíôåêöèîííîé àêòèâíîñòè âèðóñà íà ýòà-
ïàõ åãî ðåöåïòîðçàâèñèìîãî ýíäîöèòîçà, äåêàïñèäà-
öèè â ôàãîëèçîñîìå, à òàêæå ñàìîñáîðêè âèðóñíûõ ÷à-
ñòèö è ïî÷êîâàíèÿ [4]. Ïîëèðåìó ïîìèìî ñïåöèôè÷å-
ñêîé â îòíîøåíèè âèðóñà ãðèïïà À àêòèâíîñòè òàêæå
ñâîéñòâåíåí íåñïåöèôè÷åñêèé õàðàêòåð çàùèòû êëå-
òîê, îáóñëîâëåííûé åãî ñïîñîáíîñòüþ áëîêèðîâàòü
ñîðáöèþ ðàçëè÷íûõ âèðóñîâ [5]. Â ýòîé ñâÿçè ïðåïà-
ðàò îáëàäàåò áîëåå øèðîêèì â ýòèîëîãè÷åñêîì îòíî-
øåíèè ýôôåêòîì, ÷òî ïîêàçàíî íå òîëüêî íà ãðèïïîç-
íîé, íî è ãåðïåòè÷åñêîé, öèòîìåãàëîâèðóñíîé è ïà-
ïèëëîìàâèðóñíîé èíôåêöèé â êëèíèêå. Íåìàëîâàæ-
íûì ôàêòîðîì ÿâëÿåòñÿ è ïðîëîíãèðîâàííûé ýôôåêò
ïîëèìåðà, ñïîñîáñòâóþùèé äëèòåëüíîé öèðêóëÿöèè
ïðîòèâîâèðóñíîãî êîìïîíåíòà â ýôôåêòèâíûõ òåðà-
ïåâòè÷åñêèõ äîçàõ.

Òàêèì îáðàçîì, èçâåñòíûé ìåõàíèçì ïðîòèâîâèðóñ-
íîãî äåéñòâèÿ ðåìàíòàäèíà è ïîëèðåìà, îäíèì èç
îïðåäåëÿþùèõ ìîìåíòîâ êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ âëèÿíèå
íà êëåòî÷íûå ìåìáðàíû, îáóñëîâèë âûáîð êðèòåðèåâ
äëÿ îöåíêè öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ äàííûõ ïðåïà-
ðàòîâ. Â êà÷åñòâå ïàðàìåòðîâ òîêñè÷åñêîãî îòâåòà êëå-
òîê â êóëüòóðå íàìè áûëè èñïîëüçîâàíû ïîêàçàòåëè
ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ ìåìáðàíû — íàðóøåíèÿ
åå öåëîñòíîñòè è èçìåíåíèÿ ýíäîöèòîçíîé àêòèâíî-
ñòè, à òàêæå îöåíêà èíòåíñèâíîñòè êëåòî÷íîãî äûõà-
íèÿ, êîððåëèðóþùåé ñ îáùåé æèçíåñïîñîáíîñòüþ ìî-
íîñëîÿ.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Êëåòî÷íûå êóëüòóðû. Ðàáîòà âûïîëíåíà íà äâóõ
ýïèòåëèîèäíûõ ïî ìîðôîëîãèè êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ:
À-549, êàðöèíîìà ëåãêîãî ÷åëîâåêà è MDCK, ïî÷êà
ñîáàêè (êîëëåêöèÿ ÍÈÈ ãðèïïà ÐÀÌÍ). Äëÿ ïðîâåäå-
íèÿ ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè ðàññåâàëè â 24-ëóíî÷íûå
ïëàíøåòû â êîíöåíòðàöèè 150 000 êë�ìë (À-549) è
250 000 êë�ìë (MDCK) â ñðåäå Èãëà ñ 10 % ñûâîðîò-
êîé êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà è âûðàùèâàëè äî ïîëó÷å-
íèÿ êîíôëóýíòíîãî ìîíîñëîÿ ïî ðàíåå îïèñàííîé
íàìè ìåòîäèêå [2]. Ïåðåä âñåìè ïðîöåäóðàìè òîêñèêî-
ëîãè÷åñêîãî àíàëèçà ðîñòîâóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó çà-
ìåíÿëè áåññûâîðîòî÷íîé ïîääåðæèâàþùåé ñðåäîé,
êîòîðàÿ òàêæå ñëóæèëà ðàñòâîðèòåëåì äëÿ èññëåäî-
âàííûõ ïðåïàðàòîâ.

Ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû. Ðåìàíòàäèí: 1-(1-àäà-
ìàíòèë) ýòèëàìèí ãèäðîõëîðèä (Aldrich, ÑØÀ) òåñòè-
ðîâàëè â êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ 10 – 500 ìêã�ìë.
Ïðåïàðàò ïîëèðåì ïðîèçâîäñòâà ÑÏá. Òåõíîëîãè÷å-

ñêîãî óíèâåðñèòåòà ïðåäñòàâëÿåò ñîëåâîé êîìïëåêñ ðå-
ìàíòàäèíà ñ ñîïîëèìåðîì âèíèëîâîãî ñïèðòà è
N-âèíèëàìèäîÿíòàðíîé êèñëîòû:

ãäå n = 25 � 5; m = 100-n (m, n — ìîëüíûå ïðîöåíòû), à
ìîë. ìàññà ïðåïàðàòà ñîñòàâëÿåò 25 000 � 5 000. Äåé-
ñòâèå ïîëèðåìà íà êëåòêè îöåíèâàëè â êîíöåíòðàöèÿõ
250 – 3750 ìêã�ìë. Ïðè îïðåäåëåíèè äèàïàçîíà èññëå-
äîâàííûõ êîíöåíòðàöèé èñõîäèëè èç ó÷åòà ýôôåêòèâ-
íîé òåðàïåâòè÷åñêîé äîçû ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ
ñ íåêîòîðûì åãî ðàñøèðåíèåì äëÿ ïîëó÷åíèÿ áîëåå
ïîëíîé òîêñèêîëîãè÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêè.

Òîêñèêîëîãè÷åñêèé àíàëèç. Àêòèâíîñòü öèòîçîëüíî-
ãî ôåðìåíòà ëàêòàòäåãèäðîãåíàçû (ËÄÃ, ÊÔ 1.1.1.27) â
ñðåäå èíêóáàöèè èçìåðÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ïî
ìåòîäó [10].

Ñóììàðíóþ àêòèâíîñòü äûõàòåëüíûõ äåãèäðîãåíàç
âûÿâëÿëè â ìèêðîòåòðàçîëèåâîì òåñòå (ÌÒÒ) [11]. Ýí-
äîöèòîçíóþ àêòèâíîñòü îöåíèâàëè ïî èíòåíñèâíîñòè
ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ íåéòðàëüíîãî êðàñíîãî ïî ìå-
òîäó [7]. Ðåçóëüòàòû îïûòíûõ îáðàçöîâ ïðåäñòàâëåíû
êàê ïðîöåíò îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îò òàêîâîé â êîíò-
ðîëüíûõ ïðîáàõ. Âñå äàííûå ÿâëÿþòñÿ ñðåäíèìè çíà-
÷åíèÿìè ñ ó÷åòîì îøèáêè ñðåäíåãî ïî ðåçóëüòàòàì
ìèíèìóì òðåõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòîâ. Ñðåäíèå
èíãèáèòîðíûå êîíöåíòðàöèè IC50 ïðåïàðàòîâ ðàññ÷è-
òûâàëè èç óðàâíåíèé ðåãðåññèè, ïîñòðîåííûõ ïî çàâè-
ñèìîñòè äîçà-ýôôåêò. Ñòàòèñòè÷åñêóþ è ìàòåìàòè÷å-
ñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè ïî ïàêåòó ïðè-
êëàäíûõ ïðîãðàìì Statistica (Statsoft Inc, ÑØÀ, 2001).

Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîå èññëåäîâàíèå. Èçó-
÷åíèå óëüòðàñòðóêòóðû êëåòîê MDCK ïðîâîäèëè ñïó-
ñòÿ 72 ÷ ïîñëå èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ äîáàâëåíèåì â
ñðåäó ðåìàíòàäèíà â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
31 ìêã�ìë. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, âûðàùåííûå â
ñðåäå áåç äîáàâëåíèÿ êñåíîáèîòèêà. Ìàòåðèàë ôèêñè-
ðîâàëè â 2,5 % ãëþòàðàëüäåãèäå íà 0,1 Ì êàêîäèëàò-
íîì áóôåðå è ïîñòôèêñèðîâàëè â 1 % ÷åòûðåõîêèñè
îñìèÿ íà òîì æå áóôåðå. Ïîñëå îáåçâîæèâàíèÿ â ýòà-
íîëå êëåòêè çàëèâàëè â ñìåñü ñìîë ýïîíà è àðàëäèòà.
Óëüòðàòîíêèå ñðåçû àíàëèçèðîâàëè â ïðîñâå÷èâàþ-
ùåì ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå JEOL (JEM — 100 S).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ïðîòèâîâèðóñíûõ ïðåïàðàòîâ
ðåìàíòàäèíà è ïîëèðåìà íà ìåòàáîëèçì êëåòîê ìëåêî-
ïèòàþùèõ èñïîëüçîâàëè äâå êóëüòóðû: À-549 è
MDCK. Âûáîð äàííûõ ëèíèé îáóñëîâëåí òåì, ÷òî
êëåòêè ëåãî÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ À-549 îòëè÷àþòñÿ
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âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ê êà÷åñòâó êîìïîíåíòîâ
ïèòàòåëüíîé ñðåäû è îáû÷íî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ òåñòè-
ðîâàíèÿ åå ðîñòîâûõ ñâîéñòâ è òîêñè÷íîñòè [6]. Ïåðå-
âèâàåìàÿ êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ MDCK, ïîëó÷åííàÿ èç ïî-
÷åê ùåíêà ñïàíèåëÿ â 1958 ã., èçâåñòíà âûñîêîé ÷óâñò-
âèòåëüíîñòüþ ê ðåïðîäóêöèè âèðóñîâ ãðèïïà À è Â è
ðåêîìåíäîâàíà ÂÎÇ äëÿ èçîëÿöèè âèðóñîâ â ýïèäåìè-
îëîãè÷åñêèé ñåçîí, à òàêæå äëÿ ïîñëåäóþùåãî èçó÷å-
íèÿ èõ áèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ.

Èçìåíåíèÿ ìåòàáîëè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê îöå-
íèâàëè ïî ñëåäóþùèì ïîêàçàòåëÿì: 1) àêòèâíîñòè öè-
òîçîëüíîãî ôåðìåíòà ëàêòàòäåãèäðîãåíàçû, êîòîðûé
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí êàê ìàðêåð íàðóøåíèÿ öåëî-
ñòíîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû; 2) ñíèæåíèþ ñóììàð-
íîé àêòèâíîñòè ìèòîõîíäðèàëüíûõ äåãèäðîãåíàç â
ìèêðîòåòðàçîëèåâîì òåñòå (ÌÒÒ), îòðàæàþùåé èíãè-
áèðîâàíèå èíòåíñèâíîñòè êëåòî÷íîãî äûõàíèÿ; 3)
óìåíüøåíèþ ýíäîöèòîçà âèòàëüíîãî êðàñèòåëÿ íåé-
òðàëüíîãî êðàñíîãî, êîððåëèðóþùåìó ñ ëèçîñîìàëü-
íîé ôóíêöèåé.

Ðåçóëüòàòû òåñòèðîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî îáà ïðåïà-
ðàòà îáëàäàëè âûðàæåííûì òîêñè÷åñêèì äåéñòâèåì è
âûçûâàëè âðåìÿ- è äîçîçàâèñèìûé îòâåò êëåòîê â êó-
ëüòóðå. Âûáîð äëèòåëüíîñòè ýêñïîçèöèè êëåòîê ñ êñå-
íîáèîòèêàìè â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îïðåäåëÿëñÿ çà-
äà÷àìè òåñòèðîâàíèÿ. Òàê, ïðè êîðîòêîé äâóõ÷àñîâîé
èíêóáàöèè êëåòîê À-549 ñ ðåìàíòàäèíîì â äèàïàçîíå
êîíöåíòðàöèé îò 10 äî 500 ìêã�ìë ïîêàçàíî, ÷òî êîí-
öåíòðàöèÿ ïðåïàðàòà IC50, èíãèáèðóþùàÿ íà 50 % êëå-
òî÷íûå ôóíêöèè, êîòîðûå ìû èñïîëüçîâàëè êàê ìàð-
êåðíûå â íàøåì èññëåäîâàíèè, ñîñòàâëÿåò ïðèáëèçè-
òåëüíî 200 ìêã�ìë (ðèñ. 1). Ïîëó÷åííûå â äàííûõ
óñëîâèÿõ IC50 äëÿ òðåõ ïîêàçàòåëåé ñîâïàäàþò ñ îöåí-
êîé LD50 ðåìàíòàäèíà, ðàâíîé 160 – 220 ìã�êã ïðè
âíóòðèáðþøèííîì ââåäåíèè ìûøàì (ñ ó÷åòîì íåáî-
ëüøîé ñðåäíåé ïëîòíîñòè òêàíåé ýòî çíà÷åíèå ìîæíî
óñëîâíî ñ÷èòàòü ýêâèâàëåíòíûì 160 – 200 ìêã�ìë in

vitro). Ñëåäîâàòåëüíî, êëåòî÷íàÿ ìîäåëü ñ óêàçàííûìè

ïàðàìåòðàìè ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ êàê ïðåäñêàçàòå-
ëüíàÿ äëÿ îöåíêè òîêñè÷íîñòè â îòíîøåíèè öåëîãî îð-
ãàíèçìà. Ïîäòâåðæäåíèåì ýòîìó ìîæåò ñëóæèòü òàêæå
õîðîøàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó ïîëó÷åííîé íàìè in vitro

ïðè êîðîòêîé ýêñïîçèöèè òîêñèêîëîãè÷åñêîé îöåíêîé
ïîëèðåìà ñ ðåçóëüòàòàìè òåñòèðîâàíèÿ íà ëàáîðàòîð-
íûõ æèâîòíûõ. LD50 ïðè âíóòðèáðþøèííîì ââåäåíèè
ó ìûøåé ñîñòàâèëà 1130 – 1300 ìã�êã, òîãäà êàê IC50 â
òåñòå ÌÒÒ ñîîòâåòñòâîâàëà 1521 � 62 ìêã�ìë, à ïî ïî-
ãëîùåíèþ êðàñèòåëÿ íåéòðàëüíîãî êðàñíîãî —
1060 � 160 ìêã�ìë (ðèñ. 2). Ñëåäóåò îáðàòèòü âíèìà-
íèå íà òî, ÷òî óæå ïðè êîðîòêîé èíêóáàöèè êëåòîê ñ
ïîëèðåìîì ïî ñðàâíåíèþ ñ ðåìàíòàäèíîì ðàçíûå êëå-
òî÷íûå ôóíêöèè è�èëè îðãàíåëëû ïðîÿâëÿëè áîëü-
øóþ èëè ìåíüøóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê äåéñòâèþ ïðå-
ïàðàòà. Òàê, ýíäîöèòîçíàÿ àêòèâíîñòü îêàçàëàñü èíãè-
áèðîâàííîé íàïîëîâèíó ïîä äåéñòâèåì äîçû ïîëèðåìà
â 1,5 ðàçà íèæå, ÷åì IC50 â îòíîøåíèè êëåòî÷íîãî äû-
õàíèÿ. Äëÿ ðåìàíòàäèíà ñõîäíûé õàðàêòåð âëèÿíèÿ íà
èññëåäîâàííûå ïîêàçàòåëè ìåòàáîëè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ
êëåòîê ïðîÿâëÿëñÿ òîëüêî ïðè äëèòåëüíîé, 24 – 48-÷à-
ñîâîé ýêñïîçèöèè, êîãäà ýíäîöèòîçíàÿ àêòèâíîñòü òàê-
æå îêàçàëàñü áîëåå ÷óâñòâèòåëüíîé ê äåéñòâèþ ïðåïà-
ðàòà (ðèñ. 3). Ïîìèìî ýòîãî, ïðè óäëèíåíèè âðåìåíè
èíêóáàöèè ìîíîñëîÿ ñ êñåíîáèîòèêîì ïðîïîðöèîíà-
ëüíî óñèëèâàëèñü ìåòàáîëè÷åñêèå íàðóøåíèÿ è IC50 ê
êîíöó âòîðûõ ñóòîê ñóùåñòâåííî ïîíèæàëèñü ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ äâóõ÷àñîâîé ýêñïîçèöèåé ñ ïðåïàðàòàìè.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû äàííûå, ïîëó÷åííûå ïàðàë-
ëåëüíî íà äâóõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ — À-549 è MDCK.
Îòëè÷èÿ òîêñèêîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ íà ýòèõ äâóõ
ëèíèÿõ êëåòîê áûëè íåñóùåñòâåííûìè: òàê, IC50 â òåñ-
òå ïîãëîùåíèÿ íåéòðàëüíîãî êðàñíîãî ñîñòàâèëè äëÿ
êëåòîê À-549 — 58,8 � 6,2 ìêã�ìë, à äëÿ MDCK —
59,5 � 5,5 ìêã�ìë, â òåñòå ÌÒÒ — 82,7 � 5,8 è
74,5 � 4,9 ìêã�ìë ñîîòâåòñòâåííî. Îòñóòñòâèå äîñòî-
âåðíûõ îòëè÷èé òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ èñïûòàííûõ
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Ðèñ. 1. Öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ðåìàíòàäèíà íà êóëüòóðàõ
êëåòîê À-549 ïðè äâóõ÷àñîâîé èíêóáàöèè.

1 — ìèêðîòåòðàçîëèåâûé òåñò, 2 — âûõîä ËÄÃ, 3 — ïîãëîùåíèå
íåéòð. êðàñíîãî.

Ôàçà "ìåòàáîëè÷åñêîé

àêòèâàöèè"

IÑ50=1521± 62 ìêã/ìë

IÑ50=1060±160 ìêã/ìë
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Ðèñ. 2. Öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ïîëèðåìà è åãî ïîëèìåðíîãî
íîñèòåëÿ (ñîïîëèìåðà âèíèëîâîãî ñïèðòà è N-âèíèëàìèäîÿí-
òàðíîé êèñëîòû) íà êóëüòóðàõ êëåòîê À-549.

1 — ïîëèðåì, ìèêðîòåòðàçîëèåâûé òåñò, 2 — ïîëèðåì, ïîãë. íåéòð.
êðàñíîãî, 3 — íîñèòåëü, ìèêðîòåòðàçîëèåâûé òåñò, 4 — íîñèòåëü,
ïîãë. íåéòð. êðàñíîãî.



ïðåïàðàòîâ â îòíîøåíèè îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé íà-
áëþäàëîñü íàìè ïðè âñåõ ñõåìàõ îïûòîâ è äëÿ âñåõ
ïîêàçàòåëåé òîêñè÷íîñòè. Ýòî ïîäòâåðæäàåò îòìå÷åí-
íûé íàìè ðàíåå î÷åíü ñëàáûé âêëàä òêàíåâîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ êëåòî÷íîé ëèíèè (â ïðåäåëàõ êëàññà ìëåêî-
ïèòàþùèõ) â õàðàêòåð îñòðîãî òîêñè÷åñêîãî îòâåòà in

vitro [2].
Íà ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîì óðîâíå â êëåòêàõ

MDCK ïîñëå 72-÷àñîâîé ýêñïîçèöèè ñ ðåìàíòàäèíîì
âûÿâëåí ðÿä èçìåíåíèé, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î ñóùå-
ñòâåííûõ íàðóøåíèÿõ èõ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ.
Â öèòîïëàçìå îáíàðóæåíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ëàìè-
íàðíûõ òåëåö. Â äàííîì ñëó÷àå îäíîçíà÷íî îïðåäå-
ëèòü, êàêèå èç îðãàíåëë ïåðåðîæäàþòñÿ â ïîäîáíûå
òåëüöà, íå ïðåäñòàâëÿëîñü âîçìîæíûì. Â êîíòðîëå ìè-
åëîïîäîáíûå îáðàçîâàíèÿ âñòðå÷àëèñü, íî î÷åíü ðåä-
êî. Ïîìèìî ëàìèíàðíûõ òåëåö â öèòîïëàçìå êëåòîê
ïîä äåéñòâèåì ðåìàíòàäèíà íåðåäêî îáíàðóæèâàëèñü
ãèãàíòñêèå àóòîôàãîñîìû, ñîäåðæàùèå ôðàãìåíòû
ìåìáðàíîçíûõ êîíãëîìåðàòîâ è ìèòîõîíäðèé. Â êëåò-
êàõ MDCK ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè îáû÷íî
âîçðàñòàåò êîëè÷åñòâî ôàãîñîì è ëèçîñîì, íî â 72-÷à-
ñîâîì êîíòðîëüíîì ìàòåðèàëå ïîäîáíûå ñòðóêòóðû íå
îáíàðóæèâàëèñü. Çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ çàòðàãèâà-
ëè òàêæå ýíåðãåòè÷åñêèé àïïàðàò êëåòîê, êóëüòèâèðî-
âàííûõ ñ ðåìàíòàäèíîì. Ïðè ýòîì îòìå÷åíî, ÷òî ìíî-
ãèå ìèòîõîíäðèè èìåëè ëèøü åäèíè÷íûå êðèñòû ëèáî
îáíàðóæèâàëàñü èõ ïîëíàÿ óòðàòà. Ó ÷àñòè îðãàíåëë
íàðÿäó ñ ïîòåðåé êðèñò íàáëþäàëñÿ òàêæå ðàçðûâ íà-
ðóæíîé ìåìáðàíû.

Ñðàâíèòåëüíûé òîêñèêîëîãè÷åñêèé àíàëèç äâóõ
ïðåïàðàòîâ ïîêàçàë, ÷òî ïîëèðåì ñ ó÷åòîì ñîäåðæàíèÿ
â íåì 38 ìàññ % ðåìàíòàäèíà îáëàäàë ìåíåå âûðàæåí-
íûì íåáëàãîïðèÿòíûì äåéñòâèåì, ñíèæåííûì ïî÷òè â
äâà ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ ðåìàíòàäèíîì.

Â õîäå òåñòèðîâàíèÿ in vitro îñîáåííîñòåé äåéñòâèÿ
ïîëèðåìà ïðåäñòàâëÿëîñü èíòåðåñíûì îöåíèòü íå òî-
ëüêî âëèÿíèå ñàìîãî ïðåïàðàòà íà êëåòêè, íî è åãî íî-
ñèòåëÿ — ñîïîëèìåðà âèíèëîâîãî ñïèðòà è N-âèíèëà-
ìèäîÿíòàðíîé êèñëîòû (ÂÑ-ÂÀßÊ). Íà ðèñ. 2 ïðåä-

ñòàâëåíû ðåçóëüòàòû äàííîãî àíàëèçà. Êàê ñëåäóåò èç
ïîëó÷åííûõ äàííûõ, ïîëèìåðíûé íîñèòåëü â øèðî-
êîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò 250 äî 3750 ìêã�ìë
ñîáñòâåííîé òîêñè÷íîñòüþ íå îáëàäàë, â ñâÿçè ñ ÷åì
IC50 â ìîäåëè íå ìîãëî áûòü ïîëó÷åíî. Áîëåå òîãî, â
îòíîøåíèè èíòåíñèâíîñòè êëåòî÷íîãî äûõàíèÿ ñîïî-
ëèìåð îáëàäàë íåêîòîðûì ñòèìóëèðóþùèì ýôôåêòîì
(ðèñ. 2). Ýòî âëèÿíèå â áîëüøåé ñòåïåíè îòìå÷åíî ïîä
äåéñòâèåì âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé ïðåïàðàòà. Íî ñëå-
äóåò îáðàòèòü âíèìàíèå è íà íåçíà÷èòåëüíóþ àêòèâà-
öèþ êëåòî÷íîãî äûõàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ñîïîëèìåðà â
íèçêîé äîçå 500 ìêã�ìë. Ñõîäíîå äåéñòâèå, ñòèìóëè-
ðîâàâøåå àêòèâíîñòü ìèòîõîíäðèàëüíûõ äåãèäðîãå-
íàç, îêàçûâàë è ñàì ïîëèðåì â áëèçêîé êîíöåíòðàöèè.

Òåñòèðîâàíèå ïîëèðåìà â ñðàâíåíèè ñî ñìåñüþ, â
êîòîðîé ñîïîëèìåð ÂÑ-ÂÀßÊ è ðåìàíòàäèí íàõîäè-
ëèñü â ìàññîâûõ îòíîøåíèÿõ, ýêâèìîëÿðíûõ èõ ñîäåð-
æàíèþ â ïîëèðåìå, ïîêàçàëî, ÷òî òîêñè÷íîñòü ñìåñè
îñòàâàëàñü â 3,3 ðàçà âûøå, ÷åì ó ïîëèðåìà è ñîîòâåò-
ñòâîâàëà òàêîâîé ìîíîìåðíîãî ðåìàíòàäèíà (ðèñ. 4).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî îöåíêà íå-
ñêîëüêèõ ïîêàçàòåëåé ñîñòîÿíèÿ êëåòî÷íîãî ìåòàáî-
ëèçìà ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü äàííóþ ìîäåëü in vitro

äëÿ òîêñèêîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà, à òàêæå èçó÷åíèÿ ìå-
õàíèçìîâ äåéñòâèÿ êñåíîáèîòèêîâ íà êëåòêè-ìèøåíè.
Ïðèìåíåííûé ïîäõîä îñîáåííî îïðàâäàí â ñëó÷àå
ñðàâíèòåëüíîé îöåíêè âëèÿíèÿ áëèçêèõ ïî îïðåäåëåí-
íûì ïàðàìåòðàì ëåêàðñòâåííûõ ñîåäèíåíèé, êàê, íà-
ïðèìåð, íèçêîìîëåêóëÿðíîãî ðåìàíòàäèíà è åãî ïîëè-
ìåðíîãî ïðîèçâîäíîãî ïîëèðåìà [1, 2]. Â òåñò-ñèñòåìå
ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ â êóëüòóðå
ïðîäåìîíñòðèðîâàíû êàê îáùèå, òàê è èíäèâèäóàëü-
íûå îñîáåííîñòè èõ âëèÿíèÿ íà ñîñòîÿíèå êëåòî÷íîãî
ìåòàáîëèçìà.

Ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà ðåìàíòàäèíà è ïîëèðåìà â
íàøåé òåñò-ñèñòåìå ïîêàçàëà ñóùåñòâåííî ìåíüøóþ
òîêñè÷íîñòü ïîëèìåðíîãî ïðåïàðàòà. Ðàíåå îòìå÷à-
ëîñü, ÷òî äîïîëíèòåëüíûé ïîçèòèâíûé ýôôåêò ïðåïà-
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Ðèñ. 3. Öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ðåìàíòàäèíà íà êóëüòóðàõ
êëåòîê À-549 è MDCK ïðè 48-÷àñîâîé èíêóáàöèè.

1 — êëåòêè À-549, ìèêðîòåòðàçîëèåâûé òåñò, 2 — êëåòêè MDCK, ìèê-
ðîòåòðàçîëèåâûé òåñò, 3 — êëåòêè À-549, ïîãë. íåéòð. êðàñíîãî, 4 —
êëåòêè MDKC, ïîãë. íåéòð. êðàñíîãî.

IC50=1422 ìêã/ìë

IÑ50=429 ìêã/ìë
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Ðèñ. 4. Öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò ïîëèðåìà è ýêâèìîëÿðíîé
ñìåñè ðåìàíòàäèíà ñ ïîëèìåðíûì íîñèòåëåì (ÂÑ-ÂÀßÊ) íà êó-
ëüòóðàõ êëåòîê À-549. Ïîêàçàòåëü òîêñè÷íîñòè — ÌÒÒ.

1 — ïîëèðåì, 2 — ñìåñü ðåìàíòàäèí 38 % è ÂÑ-ÂÀßÊ 62 %. * — îòëè-
÷èå îò ñîîòâåòñòâóþùåé êîíöåíòðàöèè ïîëèìåðà äîñòîâåðíî, p < 0,05.



ðàòà ñâÿçàí ñî ñòèìóëèðóþùèì èììóííûé îòâåò è
ïðîäóêöèþ èíòåðôåðîíà äåéñòâèåì âõîäÿùåãî â íåãî
ñîïîëèìåðà ÂÑ-ÂÀßÊ [5]. Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ íî-
ñèòåëü îêàçûâàë ñîáñòâåííîå óìåðåííî ñòèìóëèðóþ-
ùåå âëèÿíèå íà ñóììàðíóþ àêòèâíîñòü ìèòîõîíäðèà-
ëüíûõ äåãèäðîãåíàç. Îäíàêî ïðîòåñòèðîâàííûé â ñìå-
ñè ñ ðåìàíòàäèíîì â ñîîòíîøåíèè, ýêâèìîëÿðíîì åãî
ñîäåðæàíèþ â ïîëèðåìå, ñîïîëèìåð íå îêàçàë íà êëåò-
êè çàùèòíîãî ýôôåêòà, è òîêñè÷íîñòü ñìåñè íå îòëè-
÷àëàñü îò òàêîâîé ÷èñòîãî ðåìàíòàäèíà. Î÷åâèäíî, ÷òî
òîëüêî õèìè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå êîìïîíåíòîâ è îáðàçî-
âàíèå êîíüþãàòà îáåñïå÷èâàåò ñíèæåíèå öèòîòîêñè÷-
íîñòè. Âûÿâëåííîå íåáîëüøîå, íî ñòàòèñòè÷åñêè äî-
ñòîâåðíîå óñèëåíèå êëåòî÷íîãî äûõàíèÿ â ïðèñóòñò-
âèè íèçêèõ äîç íå òîëüêî íîñèòåëÿ, íî è ñàìîãî
ïðåïàðàòà îòðàæàåò ìåòàáîëè÷åñêóþ àêòèâàöèþ íà íà-
÷àëüíûõ ñòàäèÿõ ñòðåññà, âûçâàííîãî êñåíîáèîòèêàìè
[1]. Â ýòîé ñâÿçè äîçó ïðèáëèçèòåëüíî â 500 ìêã�ìë
ïîëèðåìà è ñîïîëèìåðà ÂÑ-ÂÀßÊ ìîæíî îïðåäåëèòü
êàê ìèíèìàëüíóþ äåéñòâóþùóþ êîíöåíòðàöèþ ïðå-
ïàðàòîâ.

Ïðè êîðîòêîé äâóõ÷àñîâîé ýêñïîçèöèè êëåòîê ñ ðå-
ìàíòàäèíîì 50 % èíãèáèðîâàíèå âñåõ èññëåäîâàííûõ
ïîêàçàòåëåé îòìå÷åíî â ïðèñóòñòâèè ïðèìåðíî îäèíà-
êîâîé êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà — 200 ìêã�ìë. Â ñëó-
÷àå ïîëèðåìà íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíîé ñòðóêòóðîé
îêàçàëàñü êëåòî÷íàÿ ìåìáðàíà, è IC50, èíãèáèðóþùàÿ
ýíäîöèòîç êðàñèòåëÿ íåéòðàëüíîãî êðàñíîãî, áûëà â
1,5 ðàçà íèæå, ÷åì êîíöåíòðàöèÿ ïðåïàðàòà, âûçûâàâ-
øàÿ 50 % ïîäàâëåíèå êëåòî÷íîãî äûõàíèÿ. Âîçìîæíîé
ïðè÷èíîé ýòîãî ÿâëÿåòñÿ áîëüøàÿ ìåìáðàíîòðîïíîñòü
ïîëèìåðíîãî ïðåïàðàòà, ïðèâîäÿùàÿ â áîëåå ñæàòûå
ñðîêè ê äåñòàáèëèçàöèè ìåìáðàí çà ñ÷åò íàëè÷èÿ â
ìîëåêóëå ïîëèàíèîííîãî íîñèòåëÿ — ñîïîëèìåðà
ÂÑ-ÂÀßÊ. Â ýòîé ñâÿçè ñòàíîâèòñÿ ïîíÿòíûì ñíèæå-
íèå ýíäîöèòîçíîé àêòèâíîñòè êàê ýíåðãîçàâèñèìîãî
ïðîöåññà â óñëîâèÿõ íàðóøåíèÿ ôèçèîëîãè÷åñêîãî ñî-
ñòîÿíèÿ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí è óãíåòåíèÿ èíòåíñèâíî-
ñòè äûõàíèÿ. Ñõîäíàÿ çàêîíîìåðíîñòü òîêñè÷åñêîãî
îòâåòà îòìå÷àëàñü ïðè óâåëè÷åíèè ñðîêà èíêóáàöèè
êëåòî÷íîãî ìîíîñëîÿ ñ ðåìàíòàäèíîì äî 24 – 48 ÷. Äî-
çîçàâèñèìîå ïîäàâëåíèå ðåìàíòàäèíîì èíòåíñèâíî-
ñòè êëåòî÷íîãî äûõàíèÿ, ðåãèñòðèðóåìîå ïî ñíèæå-
íèþ ñóììàðíîé àêòèâíîñòè ìèòîõîíäðèàëüíûõ äåãèä-
ðîãåíàç, ñîïðîâîæäàëîñü âûðàæåííûìè íàðóøåíèÿìè
â óëüòðàñòðóêòóðå ýòèõ îðãàíåëë. Êàê èçâåñòíî, ìèòî-
õîíäðèè ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå ïëàñòè÷íûõ
êîìïîíåíòîâ êëåòêè è ëåãêî ïîääàþòñÿ àäàïòèâíîé
ïåðåñòðîéêå, à êîëè÷åñòâî è ñòåïåíü èõ ðàçâèòèÿ îïðå-
äåëÿþòñÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòüþ êëåòêè. Ïðè
ýòîì óìåíüøåíèå èëè ïîëíàÿ ïîòåðÿ êðèñò ÿâëÿþòñÿ
îáðàòèìûì ïðîöåññîì. Íàðóæíàÿ ìèòîõîíäðèàëüíàÿ
ìåìáðàíà ñïîñîáíà ëèøü ê íåîáðàòèìîìó ðàñòÿæå-
íèþ, âåäóùåìó ê ðàçðûâó. Ïðîâåäåííîå óëüòðàñòðóê-
òóðíîå èññëåäîâàíèå êëåòîê â ïðèñóòñòâèè ðåìàíòàäè-
íà âûÿâèëî íå òîëüêî óìåíüøåíèå êîëè÷åñòâà êðèñò â
ìèòîõîíäðèÿõ, íî è íàðóøåíèå öåëîñòíîñòè íàðóæíîé

ìåìáðàíû, ïðè÷åì â äîçå, òîëüêî â ïîëòîðà ðàçà îòëè-
÷àþùåéñÿ îò ñðåäíåé òåðàïåâòè÷åñêîé.

Âàðüèðîâàíèå äëèòåëüíîñòè ýêñïîçèöèè êëåòîê ñ
òåñòèðóåìûìè ïðåïàðàòàìè ïîçâîëèëî ïîäîáðàòü
óñëîâèÿ íå òîëüêî íàèáîëåå àäåêâàòíûå äëÿ ïðåäñêàçà-
íèÿ LD50 in vivo, íî è äëÿ èíòåðïðåòàöèè âîçìîæíîãî
ìåõàíèçìà öèòîòîêñè÷íîñòè. Òàê, ðåçóëüòàòû äâóõñó-
òî÷íîé èíêóáàöèè ñ ëåêàðñòâåííûìè ïðåïàðàòàìè â
áîëüøåé ñòåïåíè õàðàêòåðèçóþò ïîñëåäîâàòåëüíûå
ñòàäèè è ìåõàíèçì íàðóøåíèé êëåòî÷íîãî ìåòàáîëèç-
ìà, à òàêæå äåìîíñòðèðóþò íàëè÷èå íàèáîëåå ÷óâñò-
âèòåëüíûõ ê âîçäåéñòâèþ ñòðóêòóð — êëåòî÷íûõ ìåì-
áðàí, òðåáóþùèõ çàùèòíûõ ìåð â ïðèñóòñòâèè äàí-
íûõ ñîåäèíåíèé. Â õîäå êîðîòêîãî äâóõ÷àñîâîãî
òåñòèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíò-
ðàöèé ïðåïàðàòîâ îïðåäåëåíû òîêñè÷åñêèå äîçû, ïðè-
âîäÿùèå ê 50 % ïîäàâëåíèþ îñíîâíûõ êëåòî÷íûõ
ôóíêöèé, êîòîðûå â ïåðåñ÷åòå õîðîøî ñîâïàäàþò ñ ïî-
êàçàòåëÿìè LD50, ïîëó÷åííûìè íà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
æèâîòíûõ. Èíûìè ñëîâàìè, êëåòî÷íóþ òåñò-ñèñòåìó ñ
îïðåäåëåííûìè ïàðàìåòðàìè ìîæíî èñïîëüçîâàòü â
ñêðèíèíãîâûõ èññëåäîâàíèÿõ ïðåäïîëàãàåìûõ ëåêàð-
ñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ êàê ïðåäñêàçàòåëüíóþ â îòíîøå-
íèè LD50 äëÿ öåëîãî îðãàíèçìà.

Â çàêëþ÷åíèå ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ëþáîå äîêëè-
íè÷åñêîå òåñòèðîâàíèå òîêñè÷íîñòè ëåêàðñòâåííûõ
ïðåïàðàòîâ ïðîòåêàåò â ìîäåëüíûõ ñèñòåìàõ, êàêîâû-
ìè ÿâëÿþòñÿ ìîäåëè êàê in vivo ñ èñïîëüçîâàíèåì ëà-
áîðàòîðíûõ æèâîòíûõ, òàê è in vitro íà áàçå êóëüòóð
êëåòîê. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ èíòåðïðåòàöèÿ ðåçóëüòàòîâ â
áîëüøåé èëè ìåíüøåé ñòåïåíè íîñèò õàðàêòåð âåðîÿò-
íîñòíîé àïïðîêñèìàöèè. Ðåçóëüòàòû ìåæäóíàðîäíîé
ìåæëàáîðàòîðíîé ïðîãðàììû MEIC ïî âàëèäàöèè òàê
íàçûâàåìûõ àëüòåðíàòèâíûõ ìåòîäîâ ïðîäåìîíñòðè-
ðîâàëè, ÷òî ïðåäñêàçàíèå îñòðûõ êîíöåíòðàöèé â êðî-
âè ó ÷åëîâåêà LÑ50 äëÿ 50-ýòàëîííûõ ñîåäèíåíèé ïî
IC50, ïîëó÷åííûõ â äåñÿòè òåñòàõ íà êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
ìëåêîïèòàþùèõ, òî÷íåå îòðàæàåò òîêñè÷íîñòü ýòèõ
ïðåïàðàòîâ (êîýôôèöèåíò äåòåðìèíàöèè R2 = 0,74),
÷åì ñðàâíåíèå ñ LD50 äëÿ êðûñ è ìûøåé òåõ æå ýòà-
ëîííûõ ñîåäèíåíèé (R2 = 0,60 – 0,66) [9].

ÂÛÂÎÄÛ

1. Ïðåäëîæåííàÿ òåñò-ñèñòåìà äëÿ òîêñèêîëîãè÷å-
ñêîãî àíàëèçà ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ â îòíîøåíèè
êëåòîê â êóëüòóðå ïî íåñêîëüêèì ïîêàçàòåëÿì æèçíå-
ñïîñîáíîñòè è�èëè ìåòàáîëèçìà ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå
èíôîðìàòèâíîé äëÿ ñðàâíèòåëüíîé îöåíêè ñîåäèíå-
íèé ñ áëèçêèìè ñâîéñòâàìè (ðåìàíòàäèí-ïîëèðåì) è
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà â ñêðèíèíãîâîì òåñòèðîâà-
íèè íîâûõ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ àãåíòîâ.

2. Ðåçóëüòàòû êîðîòêîé äâóõ÷àñîâîé ýêñïîçèöèè
êëåòîê ñ èññëåäîâàííûìè êñåíîáèîòèêàìè îêàçàëèñü
áëèçêèìè ê ïîêàçàòåëÿì LD50, ïîëó÷åííûì íà æèâîò-
íûõ, ÷òî äåëàåò èõ ïðåäñêàçàòåëüíûìè ïî òîêñè÷íîñòè
â îòíîøåíèè öåëîãî îðãàíèçìà. Îòñóòñòâèå ñóùåñò-
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âåííûõ ðàçëè÷èé IC50, ïîëó÷åííûõ òðåìÿ ìåòîäàìè
(âûõîä ËÄÃ, ïîãëîùåíèå íåéòðàëüíîãî êðàñíîãî,
ÌÒÒ) ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü ëþáîé èç íèõ äëÿ ñðàâ-
íèòåëüíûõ èññëåäîâàíèé òîêñè÷íîñòè in vitro�in vivo.

3. Â õîäå 48-÷àñîâîé ýêñïîçèöèè âûÿâëåíà áîëüøàÿ
÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èññëåäîâàííûì ïðåïàðàòàì ñèñòå-
ìû ýíäîöèòîçà êëåòîê (òåñò ïîãëîùåíèÿ íåéòðàëüíîãî
êðàñíîãî) ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ìåòàáîëè÷åñêèìè
ïîêàçàòåëÿìè.

4. Íà êëåòî÷íîì óðîâíå ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ìåíü-
øàÿ òîêñè÷íîñòü ïîëèìåðíîãî êîìïëåêñà ðåìàíòàäèíà
— ïîëèðåìà ïî ñðàâíåíèþ ñ ýêâèìîëÿðíîé êîíöåíòðà-
öèåé ñîäåðæàùåãîñÿ â íåì ðåìàíòàäèíà, à òàêæå ñìå-
ñè ðåìàíòàäèíà ñ ïîëèìåðîì-íîñèòåëåì (ÂÑ-ÂÀßÊ).
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EVALUATION OF METABOLIC PARAMETERS in vitro AS A MODEL
FOR TESTING THE CYTOTOXICITY OF ANTIVIRAL DRUGS

O. I. Kiselev, E. M. Eropkina, T. D. Smirnova, M. Yu. Eropkin, E. V. Il’inskaya,
V. P. Sukhinin, A. R. Prochukhanova, and V. V. Zarubaev

Institute of Influenza, Russian Academy of Medical Sciences, ul. Prof. Popova 15/17, St. Petersburg, 197376 Russia

A new test system based on in vitro assessment of the cellular viability and/or metabolism is proposed, which offers an informative approach to the scree-
ning of antiviral drugs. Cytotoxic effects of the antiviral drugs rimantadine and polyrem were studied on the cultures of some mammalian cells. The results of
short-term (2 h) exposures with the drugs tested were close to their LD50 values in mammals, which makes the proposed test system promising for the asses-
sment of drug toxicity in vivo for the whole organism. A study of the state of cell metabolism after a long-term (48 h) exposure showed that the system of endo-
cytosis is more sensitive than other indices with respect to antiviral drugs. Is was demonstrated on the cell level that the binding of drugs into polymeric comp-
lexes can decrease the degree of its cytotoxicity: the toxicity of polyrem (a polymeric complex of rimantadine) was lower as compared to that of the equimolar
concentration of rimantadine or a mixture of rimantadine with a polymeric carrier.
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