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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê èììóíîëîãèè.

Ïðîâîä ò ýêñòðàãèðîâàíèå âûñóøåííûõ âàðî÷íûõ
âîä ãîëîòóðèè Cucumaria frondosa èëè âûñóøåííûõ
ïîðîøêîîáðàçíûõ òêàíåé Cucumaria frondosa
ñìåñüþ õëîðîôîðìà è ìåòàíîëà ïðè êèï ÷åíèè ñ
îáðàòíûì õîëîäèëüíèêîì äë  ïîëó÷åíè 
îðãàíè÷åñêîãî ýêñòðàêòà; óïàðèâàíèå ýêñòðàêòà,
ïåðåðàñòâîðåíèå óïàðåííîãî ýêñòðàêòà â âîäå,
äåêàíòèðîâàíèå ïîëó÷åííîãî êîëëîèäíîãî ðàñòâîðà
è äîáàâëåíèå ê íåìó ýòèëàöåòàòà ñ ïîñëåäóþùèì
äåêàíòèðîâàíèåì âîäíîé ôàçû è õðîìàòîãðàôèåé
âîäíîé ôàçû íà òåôëîíîâîé èëè ñèëèêàãåëüíûõ

êîëîíêàõ. Ñòèìóëèðîâàíèå èììóííîé ñèñòåìû
ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ÷à  ñòèìóëèðîâàíèå
ëèçîñîìàëüíîé àêòèâíîñòè, ôàãîöèòîçà è
îáðàçîâàíè  àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà â
ìàêðîôàãàõ ìëåêîïèòàþùèõ, çàðàæåííûõ
áàêòåðèàëüíûìè êëåòêàìè, âèðóñàìè,
ïðîñòåéøèìè, îñóùåñòâë þò ââåäåíèåì
ôðîíäîçèäà À îðàëüíûì èëè âíóòðèáðþøíûì, èëè
âíóòðèìûøå÷íûì ñïîñîáîì, èëè èõ êîìáèíàöèåé â
äîçàõ îò 1 äî 15 ìêã/êã, ïðåäïî÷òèòåëüíî 10
ìêã/êã. Èçîáðåòåíèå ïîçâîë åò ðåàëèçîâàòü
óêàçàííîå íàçíà÷åíèå. 2 í. è 9 ç.ï. ô-ëû, 1
òàáë., 4 èë.
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(57) Abstract: 
FIELD: chemistry, immunology.
SUBSTANCE: extraction of dried cook water of

sea cucumber Cucumaria frondosa or dried powder
tissues of Cucumaria frondosa by chloroform and
methanol mix is performed during boiling with
reflux condenser to obtain organic extract;
extract is evaporated, evaporated extract is re-
dissolved in water, obtained colloid solution is
decanted, ethylacetate is added to solution,
water phase is decanted and undergoes

chromatography in teflon or silica gel columns.
Immune system activity of mammals, including
lizosomic activity, phagocitosis and active
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EFFECT: implementation of claimed objective.
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ÎÁËÀÑÒÜ ÒÅÕÍÈÊÈ
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñàïîíèíàì, ïîëó÷åííûì èç ãîëîòóðèé, â ÷àñòíîñòè ê ñàïîíèíó,

èçâåñòíîìó êàê ôðîíäîçèä À.
ÏÐÅÄÏÎÑÛËÊÈ ÑÎÇÄÀÍÈß ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Ñàïîíèíû èëè ãëèêîçèäû, ñîñòî ùèå èç óãëåâîäíîé öåïè è òðèòåðïåíîâîãî èëè

ñòåðîèäíîãî àãëèêîíà, øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíû â ðàñòåíè õ. Ïðèñóòñòâèå òðèòåðïåíîâûõ
ãëèêîçèäîâ õàðàêòåðíî äë  áîëüøèíñòâà ãîëîòóðèé, æèâîòíûõ îòíîñ ùèõñ  ê êëàññó
Holothurioidea (òèï Echinodermata) è äë  íåêîòîðûõ ãóáîê. Òðèòåðïåíîâûå ãëèêîçèäû
ãîëîòóðèé èìåþò àãëèêîíû ëàíîñòàíîâîãî òèïà, áîëüøèíñòâî èìååò àãëèêîíû ñ 18(20)-
ëàêòîíàìè è îòíîñèòñ  ê ãîëîñòàíîâîìó òèïó. Óãëåâîäíûå öåïè ãëèêîçèäîâ ãîëîòóðèé
ñîñòî ò èç äâóõ - øåñòè ìîíîñàõàðèäíûõ îñòàòêîâ, âêëþ÷à  êñèëîçó, õèíîâîçó, ãëþêîçó,
3-Î-ìåòèëãëþêîçó è (èíîãäà) 3-O-ìåòèëêñèëîçó è ìîãóò ñîäåðæàòü îäíó, äâå èëè òðè
ñóëüôàòíûå ãðóïïû. (V.A.Stonik, V.I.Kalinin, S.A.Avilov, "Toxins from Sea Cucumbers
(Holothuroids): Chemical Structures, Properties, Taxonomic Distribution, Biosynthesis
and Evolution," J. Nat. Toxins. 1999, 8, 235-248)

Áëàãîäàð  ñïîñîáíîñòè ôîðìèðîâàòü êîìïëåêñ ñ 5(6)-íåíàñûùåííûìè ñòåðèíàìè
êëåòî÷íûõ ìåìáðàí ãëèêîçèäû îáëàäàþò øèðîêèì ñïåêòðîì áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè,
âêëþ÷à  ãåìîëèòè÷åñêóþ, àíòèãðèáêîâóþ, öèòîòîêñè÷åñêóþ, è ìíîãèå äðóãèå âèäû
ìåìáðàíîòðîïíîãî äåéñòâè . Áîëåå òîãî, ýòè ãëèêîçèäû èçâåñòíû êàê èìåþùèå ñèëüíîå
èììóíîìóäóëèðóþùåå äåéñòâèå ïðè î÷åíü íèçêèõ êîíöåíòðàöè õ, ÷òî ìîæåò èìåòü
ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå. (V.I.Kalinin, M.M.Anisimov, N.G.Prokofieva, S.A.Avilov,
S.S.Afiyatullov, V.A.Stonik. "Biological activities and biological role of triterpene
glycosides from holothuroids (Echinodermata)". Echinoderm Studies. Vol.5,
A.A.Balkema, Rotterdam, p.139-181, 1996). Èììóíîìîäóëèðóþùåå äåéñòâèå áûëî èçó÷åíî
äë  íåñêîëüêèõ âèäîâ ãîëîòóðèé (D.L.Aminin, I.G.Agafonova, E.V.Berdyshev,
E.G.Isachenko, S.A.Avilov, V.A.Stonik. "Immunomodulatory Properties of cucumariosides
from the Edible Far-Eastern Holothurian Cucumaria japonica," J. Med. Food. 2001, 4,
127-135). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áîëüøèíñòâî ýôôåêòèâíûõ èììóíîñòèìóë òîðîâ  âë þòñ 
ìîíîñóëüôàòèðîâàííûìè ãëèêîçèäàìè, â òî âðåì  êàê äè- è òðèñóëüôàòèðîâàííûå
 âë þòñ  èììóíîäåïðåññàíòàìè. Êîìïëåêñ õîëåñòåðèíà è ñóììû ìîíîñóëüôàòèðîâàííûõ
ãëèêîçèäîâ èç Cucumaria japonica (ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíà  êîìïîçèöè ) è êîìïîçèöèè íà åãî
îñíîâå òàêæå áûëè èñïîëüçîâàíû êàê èììóíîñòèìóë òîðû (Â.À.Ñòîíèê, Ä.Ë.Àìèíèí,
Â.Ì.Áîãóñëàâñêèé, Ñ.À.Àâèëîâ, È.Ã.Àãàôîíîâà, À.Ñ.Ñèëü÷åíêî, Ë.Ï.Ïîíîìàðåíêî,
Í.Ã.Ïðîêîôüåâà, Å.À.Ãàëêèíà. Èììóíîìîäóëèðóþùèé ïðåïàðàò "Êóìàçèä" è
ôàðìàêîëîãè÷åñêà  êîìïîçèöè  íà åãî îñíîâå (Çà âêà íà Ïàòåíò ÐÔ ¹2004120434/15,
ïðèîðèòåò 2.07.2004).

Òàêèì îáðàçîì, î÷åíü âàæíî èìåòü ÷èñòûé ñòàíäàðòíûé ãëèêîçèä, ÷òîáû îáåñïå÷èòü
ãàðàíòèðîâàííûé è ñòàáèëüíûé èììóíîñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò. Ôðîíäîçèä À, îáúåêò
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , çíà÷èòåëüíî îòëè÷àåòñ  îò äðóãèõ ìîíîñóëüôàòèðîâàííûõ
ãëèêîçèäîâ, òàêèõ êàê êóêóìàðèîçèä À2-2, è äðóãèõ êóêìàðèîçèäîâ èç Cucumaria japonica,
äë  êîòîðûõ ñîîáùàëèñü èììóíîñòèìóëèðóþùèå ñâîéñòâà (G.B.Elyakov, V.A.Stonik. "Marine
bioorganic chemistry as the base of marine biotechnology" Rus. Chem. Bull. 2003, 52).
Òàêèì îáðàçîì, îòêðûòèå èììóíîñòèìóëèðóþùèõ ñâîéñòâ äë  ôðîíäîçèäà À â íàñòî ùåì
èçîáðåòåíèè  âë åòñ  íîâûì è íåî÷åâèäíûì èç-çà ñëåäóþùèõ îòëè÷èé ìåæäó
êóêóìàðèîçèäàìè è ôðîíäîçèäîì À èç Ñ.frondosa:

1. ôðîíäîçèä À èìååò 16-ÎÀñ ãðóïïó ïðè Ñ-16 àãëèêîíà, à íå êåòîãðóïïó;
2. ôðîíäîçèä À èìååò êñèëîçó â êà÷åñòâå òðåòüåãî ìîíîñàõàðèäíîãî îñòàòêà, íî íå

ãëþêîçó;
3. ôðîíäîçèä À íå èìååò äâîéíîé ñâ çè â áîêîâîé öåïè àãëèêîíà.
Áîëåå òîãî, èììóíîìîäóëèðóþùåå äåéñòâèå ôðîíäîçèäà À  âë åòñ  íåîæèäàííûì è

íåî÷åâèäíûì, ïîñêîëüêó êóêìàðèîçèä G1, êîòîðûé èìååò î÷åíü ñõîæèé àãëèêîí ñ òîé æå
ñàìîé 16-ÎÀñ ãðóïïîé, íå îáëàäàåò àíàëîãè÷íîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ (Y.I.Grishyn,
N.N.Besednova, V.A.Stonik, S.A.Avilov, "Regulation of hemopoesis and immunogenesis by
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triterpene glycosides of the sea cucumbers" Radiobiologia, 1990, 30, 556).
Cucumaria frondosa îáèòàåò â Ñåâåðî-Àòëàíòè÷åñêèõ õîëîäíûõ âîäàõ è äîáûâàåòñ  äë 

ïèùåâûõ öåëåé â øòàòå Ìýí è Êàíàäå. Â Ðîññèè ýòîò âèä ãîëîòóðèé îáèòàåò â Áàðåíöîâîì
ìîðå. Cucumaria frondosa ñîäåðæèò î÷åíü ñëîæíóþ ñìåñü ìîíî-, äè- è
òðèñóëüôàòèðîâàííûõ ãëèêîçèäîâ, ãëàâíûì îáðàçîì, ïåíòàîçèäîâ. (Ì.Girard, J.Belanger,
J.W.ApSimon, F.-X. Garneau, C. Harvey, J.-R. Brisson. "Frondoside A. A Novel
Triterpene Glycoside from the Holothurian Cucumaria frondosa" Can. J. Chem. 1990. 68,
11-18); (J. Findlay, N. Yayli, L. Radics. "Novel sulphated oligosaccharides from the
sea cucumber Cucumaria frondosa," J. Nat. Prod. 1992, 55, 93-101); (Yayli, N.,
Findlay, J. "A Triterpenoid Saponin from Cucumaria frondosa," Phytochemistry. 1999,
50, 135-138); (N.Yayli, "Minor Saponins from the Sea Cucumber Cucumaria frondosa,"
Indian J. Chem. 2001, 40B, 399-404); (S.A.Avilov, O.A.Drozdova, V.I.Kalinin,
A.I.Kalinovsky, V.A.Stonik, E.N.Gudimova, R.Riguera, C.Jimenez. "Frondoside C, a New
Nonholostane Triterpene Glycoside from the Sea Cucumber Cucumaria frondosa: Structure
and Cytotoxicity of its Desulphated Derivative", Can. J. Chem. 1998, 76, 137-141). Â
õîäå ïðîìûøëåííîé ïåðåðàáîòêè ãîëîòóðèé â êà÷åñòâå îòõîäîâ îáðàçóþòñ  çíà÷èòåëüíûå
êîëè÷åñòâà âàðî÷íûõ âîä, ñîäåðæàùèõ ñàïîíèíû. Îäíàêî èììóíîìîäóëèðóþùèå ñâîéñòâà
èíäèâèäóàëüíûõ ãëèêîçèäîâ èç Ñ.frondosa íèêîãäà íå èçó÷àëèñü.

Ëèçîñîìàëüíà  àêòèâíîñòü  âë åòñ  îäíèì èç âàæíûõ ìàðêåðîâ ôèçèîëîãè÷åñêîãî è
áèîõèìè÷åñêîãî ñòàòóñà ìàêðîôàãîâ. Óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà â íèõ âíóòðèêëåòî÷íûõ
îðãàíåëë è óâåëè÷åíèå ðàçìåðà ýòèõ îðãàíåëë, òàê æå êàê óâåëè÷åíèå êèñëîòíîñòè,
ñâèäåòåëüñòâóåò îá àêòèâàöèè íåêîòîðûõ êëåòî÷íûõ ôóíêöèé è ëèçîñîìàëüíûõ ôåðìåíòîâ,
à òàêæå î ïîäãîòîâêå êëåòîê ê ôàãîöèòîçó è ïåðåâàðèâàíèþ ïîãëîùåííûõ ÷àñòèö.
(À.Ñ.Allison, M.R.Young. Vital Staining and Fluorescence Microscopy of Lysosomes. In
"Lysosomes in Biology and Pathology". Vol.2, North Holland, Amsterdam, p.600-628,
1969); (C.Millot, "Characterization of Acidic Vesicles in Multidrug-Resistant and
Sensitive Cancer Cells by Acridine Orange Staining and Confocal
Microspectrofluorometry", J. Histochem. Cytochem. 1997, 45, 1255-1259); (F.Zoccarato,
L.Cavallini, A.Alexandre, "The pH-Sensitive Dye Acridine Orange as a Tool to Monitor
Exocytosis/Endocytosis in Synaptosomes", J.Neurochem. 1999, 72, 625).

Ôàãîöèòîç  âë åòñ  âàæíûì ìåõàíèçìîì ïèòàíè  â îäíîêëåòî÷íûõ îðãàíèçìàõ, à òàêæå
èñïîëüçóåòñ  äë  çàùèòû ïðîòèâ èíôåêöèé â âûñøèõ ïîçâîíî÷íûõ. Ïðîöåññ ôàãîöèòîçà
ìîæåò íàáëþäàòüñ  è êîëè÷åñòâåííî îöåíèâàòüñ  êàê â ÷åëîâå÷åñêèõ ïîëè äåðíûõ êëåòêàõ,
òàê è ìûøèíûõ ìàêðîôàãàõ ïî âêëþ÷åíèþ èíîðîäíûõ ÷àñòèö, òàêèõ êàê ôëóîðåñöåíòíî
ìå÷åííûå èììóííûå êîìïëåêñû è áàêòåðèàëüíûå ÷àñòèöû. Ýòà òåõíîëîãè  ïîçâîë åò
îáíàðóæèâàòü âíóòðèêëåòî÷íóþ ôëóîðåñöåíöèþ, âûçâàííóþ ïîãëîùåííûìè ÷àñòèöàìè,
ðàâíî êàê ïðîâîäèòü ýôôåêòèâíîå ïîãàøåíèå ôëóîðåñöåíöèè çîíäà âî âíåêëåòî÷íîé ñðåäå
òðèïàíîâûì ñèíèì. (C.R.Uff, A.G.Pockley, R.K.Phillips. "A Rapid Microplate-Based
Fluorometric Assay for Phagocytosis." Immunol Invest. 1993, 22, 407); (CP. Wan, C.S.
Park, B.H. Lau. "A Rapid and Simple Microfluorometric Phagocytosis Assay." J Immunol
Meth. 1993. 162, 1).

Ñïîñîáíîñòü ãåíåðèðîâàòü ñèíãëåòíûé êèñëîðîä, ïåðåêèñü âîäîðîäà è ïðîäóêòû èõ
âçàèìîäåéñòâè  äðóã ñ äðóãîì è ñ NO, òàê íàçûâàåìûé îêñèäàòèâíûé âçðûâ, òàêæå âàæåí
äë  ìàêðîôàãîâ, ÷òîáû óáèâàòü èíôåêöèîííûå ìèêðîîðãàíèçìû. Ðåãèñòðèðóåìîå â äàííîì
èññëåäîâàíèè ïðåâðàùåíèå äèãèäðîðîäàìèíà 123 â ðîäàìèí 123 â êëåòêàõ îòðàæàåò
âûðàáîòêó ìûøèíûìè ìàêðîôàãàìè Í2Î2, Î2 è ïåðîêñèíèòðèòà, êîòîðûé àññîöèèðóåòñ  ñ
âûðàáîòêîé îêñèäà àçîòà è îáðàçîâàíèåì ÍÀÄÔ-îêñèäàçîçàâèñèìîãî ñóïåðîêñèäà. Ýòè
àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà  âë þòñ  î÷åíü òîêñè÷íûìè è íåîáõîäèìû äë  êèëèíãà
ïîãëîùåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, èõ îêèñëåíè  è äåçèíòåãðàöèè. (E.W.Childs, K.F.Udobi,
J.G.Wood, F.A.Hunter, D.M.Smalley, L.Y.Cheung. "In vivo Visualization of Reactive
Oxidants and Leukocyte-Endothelial Adherence Following Hemorrhagic Shock," Shock.
2002. 18, 423 - 7); (S.F.Emmendorffer, M.Hecht, M.-L. Lohman-Mattes, J.Roester. "A
Fast Easy Method to Determine the Production of Reactive Oxygene Intermediates by
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Human and Murine Phagocytes Using Dihydrorodamine 123," J.Immunol. Meth. 1990, 131,
269-275).

Â ñðàâíåíèè ñ âûäåëåíèåì ñàïîíèíîâ èç ðàñòåíèé âûäåëåíèå ñàïîíèíîâ èç ãîëîòóðèé
ñóùåñòâåííî îòëè÷àåòñ  â ñâ çè ñî ñëåäóþùèìè îñîáåííîñò ìè, êàê-òî: âûñîêîïîë ðíûé
õàðàêòåð áîëüøèíñòâà ãëèêîçèäîâ; ïðèñóòñòâèå áîëåå çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâ áåëêîâ,
ïåïòèäîâ, ëèïèäîâ, è ñîëåé â æèâîòíûõ. Áîëüøèíñòâî îáû÷íûõ ïðèåìîâ âûäåëåíè 
ãëèêîçèäîâ ñâîä òñ  ê ñëåäóþùèì: ýêñòðàêöè  ñûðîãî æèâîòíîãî ìàòåðèàëà 70% ýòàíîëîì
èëè ìåòàíîëîì, îáåññîëèâàíèå óïàðåííîãî ýêñòðàêòà íà ãèäðîôîáíîì ñîðáåíòå òàêîì, êàê
íàïðèìåð, XAD-4 è ò.ä. ñ ïîñëåäóþùåé õðîìàòîãðàôèåé íà ñèëèêàãåëå è äàëüíåéøèì
âûäåëåíèåì èíäèâèäóàëüíûõ âåùåñòâ ñ ïîìîùüþ ÂÝÆÕ. (S.A.Avilov, A.S.Antonov,
A.S.Silchenko, V.I.Kalinin, A.I.Kalinovsky, P.S.Dmitrenok, V.A.Stonik, R.Riguera,
C.Jimenez, "Triterpene Glycosides from the Far Eastern Sea Cucumber Cucumaria
conicospermiumr J. Nat. Prod. 2003, 66, 910-916); (H.D.Chludil, C.C.Muniain,
A.M.Seldes, M.S.Maier, "Cytotoxic and Antifungal Triterpene Glycosides from the
Patagonian Sea Cucumber Hemoidema spectabilis", J. Nat. Prod. 2002, 65, 860-865).

Îäíàêî ïîäîáíà  ïðîöåäóðà íå ïîäõîäèò äë  ïðîìûøëåííûõ èëè ïîëóïðîìûøëåííûõ
öåëåé, ïîñêîëüêó êîëëîèäíà  ïðèðîäà âîäíîãî ðàñòâîðà óïàðåííîãî ýòàíîëüíîãî èëè
ìåòàíîëüíîãî ýêñòðàêòà, ñîäåðæàùåãî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ÷àñòèö ðàçëè÷íûõ íåïîë ðíûõ
ñîåäèíåíèé, òàêèõ êàê ëèïèäû, ïèãìåíòû è äð. ìîæåò ïðåï òñòâîâàòü ïðîòåêàíèþ
ñîëüâåíòà ÷åðåç êîëîíêó ñ òåôëîíîì èëè êàêèì-ëèáî èíûì ãèäðîôîáíûì ñîðáåíòîì.
Âûäåëåíèå ãëèêîçèäîâ èç âàðî÷íîé âîäû íåïîñðåäñòâåííî ñ ïîìîùüþ ãèäðîôîáíîé
õðîìàòîãðàôèè íà òåôëîíå èëè íà êàêîì-ëèáî èíîì íåïîë ðíîì ñîðáåíòå ïîñëå
ôèëüòðàöèè ýòîé âàðî÷íîé âîäû çàòðóäíåíî, ïîñêîëüêó íåîáðàòèìà  ñîðáöè 
ãèäðîôîáíûõ áåëêîâ áóäåò âåñòè ê ïîñòåïåííîé ïîòåðå ñîîòâåòñòâóþùåé êîëîíêîé ñâîèõ
àäñîðáöèîííûõ ñâîéñòâ. Ïðîòåêàíèå ñîëüâåíòà òàêæå çàäåðæèâàåòñ  êîëëîèäíûìè
÷àñòèöàìè ðàçëè÷íûõ áåëêîâ. Áîëåå òîãî, çíà÷èòåëüíà  ÷àñòü ãëèêîçèäîâ ìîæåò
îáðàçîâàòü êîìïëåêñ ñ ãèäðîôîáíûìè áåëêàìè è áûòü ïîòåð ííîé ïðè ôèëüòðàöèè.

ÊÐÀÒÊÎÅ ÈÇËÎÆÅÍÈÅ ÑÓÙÍÎÑÒÈ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Çàäà÷åé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ñîçäàíèå ïðîìûøëåííî ïðèãîäíîãî è

ýôôåêòèâíîãî ñïîñîáà ïîëó÷åíè  ôðîíäîçèäà À èç ïðîäóêòîâ ïðîìûøëåííîé ïåðåðàáîòêè
ãîëîòóðèé, îñîáåííî èç âàðî÷íûõ âîä, îáðàçóþùèõñ  ïðè òàêîé ïåðåðàáîòêå.
Äîïîëíèòåëüíîé çàäà÷åé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ñîçäàíèå ñïîñîáà,
îáåñïå÷èâàþùåãî ñòàáèëüíîå ñòèìóëèðîâàíèå è/èëè âîññòàíîâëåíèå èììóííîé ñèñòåìû
ìëåêîïèòàþùèõ, íóæäàþùèõñ  â ýòîì, è îñîáåííî ñåëüñêîõîç éñòâåííûõ æèâîòíûõ èëè
äîìàøíèõ õîðüêîâ ïðè îïàñíîñòè âèðóñíûõ, ãðèáêîâûõ èëè îïïîðòóíèñòè÷åñêèõ áîëåçíåé,
ñâ çàííûõ ñ óìåíüøåíèåì èììóííîãî îòâåòà ó ýòèõ ìëåêîïèòàþùèõ.

Äîïîëíèòåëüíîé çàäà÷åé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ñîçäàíèå ýôôåêòèâíîãî
ìåäèöèíñêîãî ïðåïàðàòà äë  æèâîòíûõ ñ ïîíèæåííûì ñòàòóñîì èììóííîé ñèñòåìû,
îñîáåííî ëþäåé, èíôèöèðîâàííûõ ÂÈ×, à òàêæå â õîäå ëå÷åíè  áîëåçíåé ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ ðàäèî- è õèìèîòåðàïèè. Âäîáàâîê, òàêîé ìåäèêàìåíò ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí â òàêîé ïîäõîä ùåé ôîðìå, êàê ýòî ìîæåò áûòü îïðåäåëåíî ëþáûì
÷åëîâåêîì, èìåþùèì äîñòàòî÷íóþ òåðàïåâòè÷åñêóþ êâàëèôèêàöèþ.

ÎÏÈÑÀÍÈÅ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Ìåòîä âûäåëåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ïðåäóñìàòðèâàåò èñïîëüçîâàíèå õëîðîôîðì/ìåòàíîëüíîé

ñìåñè â êà÷åñòâå ðàñòâîðèòåë  â ðàçëè÷íûõ ïðîïîðöè õ ïî îòíîøåíèþ ê òâåðäîìó
ìàòåðèàëó, ïîñëåäóþùåå óïàðèâàíèå è ýêñòðàêöèþ ýòèëàöåòàòîì è âîäîé è ïîñëåäóþùóþ
õðîìàòîãðàôèþ âîäíîé ôàçû íà òåôëîíå è êîëîíêàõ ñ ñèëèêàãåëåì. Ýòîò ïðîöåññ
èñïîëüçóåòñ  äë  âûäåëåíè  òðèòåðïåíîâûõ ãëèêîçèäîâ (ñàïîíèíîâ) âûñîêîé ÷èñòîòû,
îñîáåííî ôðîíäîçèäà À èç âûñóøåííûõ âàðî÷íûõ âîä è ðàçìîëîòûõ â ïîðîøîê òêàíåé
ãîëîòóðèé, èñïîëüçóåìûõ âìåñòî îñòàòêà ïîñëå óïàðèâàíè  âàðî÷íûõ âîä. Íàñòî ùåå
èçîáðåòåíèå òàêæå âêëþ÷àåò ìåòîä ñòèìóëèðîâàíè  ëèçîñîìàëüíîé àêòèâíîñòè
ìàêðîôàãîâ, ôàãîöèòîçà è îáðàçîâàíè  àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà ó ìëåêîïèòàþùèõ ïîñëå
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íàçíà÷åíè  ôðîíäîçèäà À.
Õîò  ïîë ðíûå ãëèêîçèäû íå òàê ëåãêî ðàñòâîð þòñ  â áåçâîäíûõ

õëîðîôîðì/ìåòàíîëüíûõ ñìåñ õ, íåîæèäàííî áûëî íàéäåíî, ÷òî ñìåñü õëîðîôîðìà è
ìåòàíîëà ñïîñîáíà ðàñòâîð òü èõ ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå ïðè êèï ÷åíèè ñ îáðàòíûì
õîëîäèëüíèêîì. Òåìïåðàòóðà ìîæåò êîíòðîëèðîâàòüñ  ïóòåì èñïîëüçîâàíè  ðàçëè÷íûõ
ñîîòíîøåíèé ìåæäó ñìåñüþ ðàñòâîðèòåëåé è òâåðäûì ñóáñòðàòîì, ïîñêîëüêó, ÷åì áîëüøåå
êîëè÷åñòâî ðàñòâîðèòåë  äîáàâëåíî â ñìåñü, òåì ìåíüøà  òåìïåðàòóðà êèïåíè  ýêñòðàêòà
áóäåò äîñòèãíóòà. Ïîëíà  ýêñòðàêöè  ãëèêîçèäîâ, âêëþ÷à  äè- è òðèñóëüôàòèðîâàííûå
ïåíòàîçèäû, õëîðîôîðì/ìåòàíîëîì â ïðèáëèçèòåëüíîì ñîîòíîøåíèè 1:1 âîçìîæíà ïðè
êîëè÷åñòâå ðàñòâîðèòåë  ïðîïîðöèîíàëüíîì ñîîòíîøåíèè 4 ìë ñìåñè ðàñòâîðèòåëåé íà 1 ã
ñóõîé âàðî÷íîé âîäû ïðè 1,5 ÷àñîâîì êèï ÷åíèè ñ îáðàòíûì õîëîäèëüíèêîì èëè áîëåå.
Ñîîòâåòñòâåííî, ïðè áîëüøåì êîëè÷åñòâå ðàñòâîðèòåë , à èìåííî â ïðîïîðöèîíàëüíîì
ñîîòíîøåíèè 6 ìë ñìåñè ðàñòâîðèòåë  íà 1 ã ñóøåíîé âàðî÷íîé âîäû, áûëî äîñòèãíóòî
áîëåå ñåëåêòèâíîå âûäåëåíèå ìîíîñóëüôàòèðîâàííûõ ãëèêîçèäîâ, ïðåèìóùåñòâåííî
ôðîíäîçèäà À. Îäíàêî ïð ìà  õðîìàòîãðàôè  âûïàðåííîãî è ïåðåðàñòâîðåííîãî â âîäå
õëîðîôîðì/ìåòàíîëüíîãî ýêñòðàêòà íà òåôëîíå íå âïîëíå ýôôåêòèâíà èç-çà íàëè÷è 
çíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà ëèïèäíîãî ìàòåðèàëà. Ýôôåêòèâíà  äåëèïèäèçàöè  è óäàëåíèå
ïèãìåíòîâ äîñòèãàåòñ  âîäíî/ýòèëàöåòàòíîé ýêñòðàêöèåé. Ïîëó÷àåìûå ïðè ýòîì âîäíûå
ôàçû ïî÷òè ïîëíîñòüþ ñâîáîäíû îò ïèãìåíòîâ è ëèïèäîâ.

Äàëüíåéøåå îáåññîëèâàíèå íà òåôëîíîâîì ïîðîøêå ïðîèçâîäèòñ  ïóòåì çàãðóçêè
âîäíîé ôàçû íà òåôëîí ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ðàçáàâëåíèåì ïðèìåðíî â 8-10 ðàç
îòíîñèòåëüíî îáúåìà êîëîíêè; ïðîìûâàíè  êîëîíêè âîäîé äî ïîëíîãî îáåññîëèâàíè  ñ
ïîñëåäóþùèì ýëþèðîâàíèåì àöåòîíîì (èëè äðóãèì âîäíîðàñòâîðèìûì ïîë ðíûì
îðãàíè÷åñêèì ðàñòâîðèòåëåì, âêëþ÷à  ìåòàíîë, ýòàíîë, èçîïðîïàíîë è ò.ä.) èëè ñìåñüþ
ïîë ðíîãî ðàñòâîðèòåë  è âîäû ïðè êîíòðîëå ïðîöåññà ýëþèðîâàíè  ïî ÒÑÕ, ÷òî
ïîçâîë åò îòäåëèòü ãëèêîçèäû îò ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâ îñòàâøèõñ  ëèïèäîâ. Âîäíà  ôàçà
äîëæíà áûòü óïàðåíà äîñóõà ïîñëå âîäíî/ýòèëàöåòàòíîé ýêñòðàêöèè â ñëó÷àå
èñïîëüçîâàíè  ëþáîãî ãðèäðîôîáíîãî ñîðáåíòà çà èñêëþ÷åíèåì òåôëîíà äë  òîãî, ÷òîáû
óáðàòü ïðåäâàðèòåëüíî ñëåäû ýòèëàöåòàòà.

Äàëüíåéøà  î÷èñòêà ãëèêîçèäîâ ìîæåò áûòü äîñòèãíóòà îáû÷íîé õðîìàòîãðàôèåé
íèçêîãî äàâëåíè  íà ñèëèêàãåëå èëè ïðè èñïîëüçîâàíèè ïðîñòåéøåé ñèëèêàãåëüíîé ôëýø-
êîëîíêè, ïðè ýòîì ïîëó÷àåòñ  ôðàêöè  ïðàêòè÷åñêè ÷èñòîãî ôðîíäîçèäà À, à òàêæå
ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå ìîíî-, äè- è òðèñóëüôàòèðîâàííûå ãëèêîçèäû. ×èñòîòà ôðîíäîçèäà
À, 3-O-ìåòèë-β-D-ãëþêîïèðàíîçèë-(1→3)-β-D-êñèëîïèðàíîçèë-(1→4)-[β-D-êñèëîïèðàíîçèë-
(1→2)]-β-D-õèíîâîïèðàíîçèë-(1→2)-4-O-íàòðèé ñóëüôàò-β-D-êñèëî-ïèðàíîçèë-3-O-ãîëîñò-

7(8)-åí-3β-îë-16β-Î-àöåòàòà ìîæåò áûòü ïðîâåðåíà ñïåêòðîñêîïèåé 13Ñ ßÌÐ è ìàññ-
ñïåêòðîìåòðèåé.

Ýêñòðàêöè  æèâîòíûõ ìàòåðèàëîâ õëîðîôîðì/ìåòàíîëüíûìè ñìåñ ìè îáû÷íî
èñïîëüçóåòñ  äë  âûäåëåíè  ëèïèäîâ è ñîãëàñíî íàøèì ñâåäåíè ì íèêîãäà äî ýòîãî íå
èñïîëüçîâàëàñü äë  íåïîñðåäñòâåííîé ýêñòðàêöèè ïîë ðíûõ ãëèêîçèäîâ èç æèâîòíîãî
ìàòåðèàëà è íèêîãäà íå ïðèìåí ëàñü äë  âûäåëåíè  ãëèêîçèäîâ èç âàðî÷íîé âîäû
ãîëîòóðèé èëè ðàçäåëåíè  ðàçëè÷íûõ ãëèêîçèäîâ äðóã îò äðóãà. Àâòîðàìè íåîæèäàííî
áûëà îáíàðóæåíà âîçìîæíîñòü íåïîñðåäñòâåííîé çàãðóçêè âîäíîé ôàçû ïîñëå
ýòèëàöåòàòíîé êîëîíêè íà òåôëîíîâûé ïîðîøîê áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî óïàðèâàíè  åå
äîñóõà, ÷òî äàåò çíà÷èòåëüíîå óïðîùåíèå ïðîöåäóðû. Ýòî âîçìîæíî òîëüêî íà
òåôëîíîâîì ïîðîøêå, íî íå íà XAD, î ÷åì ðàíåå íå ñîîáùàëîñü.

Ïðîöåäóðà, àíàëîãè÷íà  îïèñàííîé âûøå, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äë  âûäåëåíè 
áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ãëèêîçèäîâ èç ãîëîòóðèé, â ÷àñòíîñòè èç Ñ.frondosa, ïðè êîòîðîé
ìåòîä âûäåëåíè  ìîæåò âêëþ÷àòü ýêñòðàêöèþ âûñóøåííîé âàðî÷íîé âîäû, ïîëó÷àåìîé ïðè
ïðîìûøëåííîé ïåðåðàáîòêå Cucumaria frondosa èëè âûñóøåííûõ òêàíåé Cucumaria
frondosa ñìåñüþ õëîðîôîðìà è ìåòàíîëà ïðè êèï ÷åíèè ñ îáðàòíûì õîëîäèëüíèêîì, è
óïàðèâàíèå ïîëó÷åííîãî ýêñòðàêòà ñ ïîñëåäóþùèì ýêñòðàãèðîâàíèåì îñòàòêà
ýòèëàöåòàòîì è âîäîé îäèí èëè áîëåå ðàç, ÷òîáû ïîëó÷èòü âîäíóþ ôàçó, êîòîðóþ
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õðîìàòîãðàôèðóþò íà òåôëîíå è ñèëèêàãåëüíûõ êîëîíêàõ, ñîáèðà  ôðàêöèè
ôèêñèðîâàííîãî îáúåìà, è çàòåì, òåñòèðó  êàæäóþ ôðàêöèþ ïîñëå óïàðèâàíè  è
ïåðåðàñòâîðåíè  â âîäå, äë  òåñòèðîâàíè  íà æèâîòíûõ ïóòåì îðàëüíîãî ââåäåíè ,
ïðîèçâîä  êîíòðîëü ìåòàáîëèòîâ è ñðàâíèâà  ðåçóëüòàòû ñ êîíòðîëüíûìè ïóñòûìè
ïðîáàìè.

Ñàìî ñîáîé ðàçóìååòñ , ÷òî ìåòîäèêà âûäåëåíè  ãëèêîçèäîâ, ìîãóùèõ áûòü
èñïîëüçîâàííûõ ïðè îðàëüíîì ââåäåíèè,  âë åòñ  òîëüêî ïðèìåðîì, è òàêèå ïðîòîêîëû
ìîãóò áûòü ìîäèôèöèðîâàíû è îïòèìèçèðîâàíû ëþáûì êâàëèôèöèðîâàííûì ëèöîì áåç
êàêèõ-ëèáî îãðàíè÷åíèé, è êîòîðûå ìîæíî ïðåäñòàâèòü, ñîõðàí   ïðåäìåò, öåëè è ñìûñë
çà âë åìîãî çäåñü èçîáðåòåíè .

Òåñòèðîâàíèå in vivo
Èçîáðåòàòåë ìè áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ôðîíäîçèä À, âûäåëåííûé èç Ñ.frondosa,

âûçûâàåò â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò 0,002-2,0 ìêã/ìûøü çíà÷èòåëüíûé äîçîçàâèñèìûé
èììóíîñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò íà ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè. Ââåäåíèå íèçêèõ äîç
ôðîíäîçèäà À âåäåò ê óâåëè÷åíèþ ÷èñëà è îáúåìà ëèçîñîì, òàê æå êàê è óâåëè÷åíèþ èõ
êèñëîòíîñòè â ìûøèíûõ ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ, ÷òî ðåãèñòðèðîâàëîñü ñ ïîìîùüþ
ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà àêðèäèíîâîãî îðàíæåâîãî íà ÷åòâåðòûé äåíü ïîñëå îáðàáîòêè.
Ìàêñèìàëüíûé ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò áûë îáíàðóæåí ïðè êîíöåíòðàöèè ôðîíäîçèäà À
0.2 ìêã/ìûøü, ÷òî ïðèâîäèëî áîëåå ÷åì ê äâóêðàòíîìó ñòèìóëèðîâàíèþ ëèçîñîìàëüíîé
àêòèâíîñòè. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñóùåñòâåííî áîëüøèå äîçû, òàêèå êàê 20 ìêã/ìûøü è 200
ìêã/ìûøü, âûçûâàëè ïðîòèâîïîëîæíûé ýôôåêò, ïîêàçûâàþùèé çíà÷èòåëüíîå ïîäàâëåíèå
ëèçîñîìàëüíîé àêòèâíîñòè, îòíîñèòåëüíî êîíòðîë .

Ïîñëå ââåäåíè  ôðîíäîçèäà À çíà÷èòåëüíîå ñòèìóëèðîâàíèå ïðîèñõîäèëî äàæå â
ïåðâûé äåíü ïîñëå èíúåêöèè. Ìàêñèìàëüíûé ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò ôðîíäîçèäà À
ïðî âë ëñ  íà 4-5-é äåíü ïîñëå èíúåêöèè ãëèêîçèäà. Ïîñëå ýòîãî ïåðèîäà ýôôåêò ïëàâíî
óìåíüøàëñ  è âîçâðàùàëñ  ê óðîâíþ êîíòðîë  íà 12-é - 18-é äåíü. Òàêèì îáðàçîì,
ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò ôðîíäîçèäà À ïîñëå îäíîêðàòíîé èíúåêöèè íàáëþäàëñ  â òå÷åíèå
äâóõ íåäåëü.

Ôàãîöèòîç
Ôðîíäîçèä À âëè åò êàê äîçîçàâèñèìûé èììóíîìîäóë òîð íà ïîãëîùåíèå

áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê Staphylococcus aureus ïåðèòîíåàëüíûìè ìàêðîôàãàìè ìûøè in vitro.
Â êîíöåíòðàöèè îò 0,01-0,0001 ìêã/ìë, ôðîíäîçèä À ñòèìóëèðîâàë ôàãîöèòîç áàêòåðèé ñ
ìàêñèìàëüíûì ýôôåêòîì â 20% ïðè êîíöåíòðàöèè 0,001 ìêã/ìë. Ïðè êîíöåíòðàöèè 0,01
ìêã/ìë ãëèêîçèä ñóùåñòâåííî èíãèáèðîâàë ôàãîöèòîç, à ïðè êîíöåíòðàöèè 0,1 ìêã/ìë
ïðîèñõîäèëî íåçíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå ôàãîöèòîçà.

Âëè íèå íà îáðàçîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà
Ôðîíäîçèä À îêàçûâàåò äâîéñòâåííîå âëè íèå íà îáðàçîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì

êèñëîðîäà (ÀÔÊ) èëè "îêñèäàòèâíûé âçðûâ " â ìàêðîôàãàõ in vitro. Ýòîò ýôôåêò çàâèñèò
îò èñïîëüçóåìîé êîíöåíòðàöèè ãëèêîçèäà. Ïðè êîíöåíòðàöèè ôðîíäîçèäà À 0,0001-0,01
ìêã/ìë îáíàðóæèâàëîñü óâåëè÷åíèå âíóòðèêëåòî÷íîé ôëóîðåñöåíöèè â çåëåíîé îáëàñòè,
ñâ çàííîé ñ îáðàçîâàíèåì ðîäàìèíà 123. Ìàêñèìàëüíûé ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò
íàáëþäàëñ  ïðè êîíöåíòðàöèè 0,001 ìêã/ìë. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ôðîíäîçèä À, ïðèìåíåííûé
ïðè öèòîòîêñè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè 1,0 ìêã/ìë, çíà÷èòåëüíî èíãèáèðîâàë îáðàçîâàíèå
àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà, à ïðè êîíöåíòðàöèè 0,1 ìêã/ìë áûë ïðàêòè÷åñêè íåýôôåêòèâåí
îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíîãî óðîâí .

Äàííûå ïî âëè íèþ ôðîíäîçèäà À íà îáðàçîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà è íà
ïðîöåññû ôàãîöèòîçà â ìàêðîôàãàõ áëèçêè è ïîêàçûâàþò, ÷òî ôðîíäîçèä À  âë åòñ 
ïð ìûì èììóíîìîäóë òîðîì êëåòî÷íîãî èììóíèòåòà.

Òîêñè÷íîñòü
Îñòðà  òîêñè÷íîñòü ôðîíäîçèäà À íà áåëûõ ìûøàõ áûëà îïðåäåëåíà êàê 9,9 ìã/êã.

Ãåìîëèòè÷åñêà  àêòèâíîñòü ôðîíäîçèäà À â òåñòå ñ 1%-íîé ñóñïåíçèåé ìûøèíûõ
ýðèòðîöèòîâ ñîñòàâë åò 3,50 ìêã/ìë (ÅÑ50) èëè 12,50 ìêã/ìë (ÅÑ100). Ýìáðèîòîêñè÷íîñòü
ôðîíäîçèäà À îòíîñèòåëüíî ðàçâèâàþùèõñ  ýìáðèîíîâ ìîðñêèõ åæåé ñîñòàâë åò 0.98
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ìêã/ìë (ÅÑ50) èëè 3,12 ìêã/ìë (ÅÑ100).
Ýòè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ýôôåêòèâíûå èììóíîñòèìóëèðóþùèå äîçû ôðîíäîçèäà À

ïðèìåðíî íà äâà ïîð äêà íèæå òîêñè÷åñêèõ äîç ïðè áèîòåñòèðîâàíèè â òåñòàõ êàê in
vivo, òàê è in vitro.

Ñòèìóëèðîâàíèå èììóííîé ñèñòåìû ìëåêîïèòàþùèõ ïóòåì ââåäåíè  ôðîíäîçèäà À â
ñóáòîêñè÷åñêèõ äîçàõ íèêîãäà ðàíåå íå áûëî îïèñàíî.

Îïèñàíèå èììóíîñòèìóëèðîâàíè  è áîëåçíåé, ñâ çàííûõ ñ èììóíèòåòîì
Îñíîâíà  çàùèòíà  ôóíêöè  èììóííîé ñèñòåìû îòíîñèòñ  ê ñîïðîòèâëåíèþ ïðîòèâ

âòîðæåíè  ïàòîãåíîâ, âêëþ÷à  âèðóñû, ðèêåòñèè, ìèêîïëàçìû, áàêòåðèè, ãðèáû è ïàðàçèòû
âñåõ òèïîâ. Òàêèì îáðàçîì, óñèëåíèå èììóííîãî îòâåòà, îñîáåííî êîãäà îí èçíà÷àëüíî
ïîäàâëåí, óëó÷øàåò ñîïðîòèâë åìîñòü ê èíôèöèðîâàíèþ èëè èíâàçèè âûøåíàçâàííûìè
ïàòîãåíàìè.

Âòîðà  çàùèòíà  ôóíêöè  èììóííîé ñèñòåìû ñîñòîèò â ñîïðîòèâëåíèè âæèâëåíè 
èíîðîäíîé òêàíè ëèáî åñòåñòâåííîé, ëèáî îò ýìáðèîíîâ ê ìàòåðèíñêîìó îðãàíèçìó èëè
èñêóññòâåííîé ïðè òðàíñïëàíòàöèè îðãàíîâ.

Òðåòü  çàùèòíà  ôóíêöè  âêëþ÷àåò îòñóòñòâèå ðåàêöèè íà ñîáñòâåííûå òêàíè ñ
ïîìîùüþ ïîëîæèòåëüíûõ ñóïðåññîðíûõ ìåõàíèçìîâ. Ïðè àâòîèììóííûõ è ñõîäíûõ
íàðóøåíè õ èììóííà  ðåàêòèâíîñòü íàïðàâëåíà íà ñîáñòâåííûå àíòèãåíû èëè
èçáûòî÷íûé, ïîâûøåííûé è íåñîìíåííî äåñòðóêòèâíûé èììóííûé îòâåò.

Â îáùåì, èììóííà  ñèñòåìà âêëþ÷àåò òàêèå ôóíêöèîíàëüíûå êîìïîíåíòû êàê êëåòî÷íà 
èììóííà  ñèñòåìà è ãóìîðàëüíûé èììóíèòåò. Èììóíèòåò ìîæåò áûòü ñïåöèôè÷íûì èëè
íåñïåöèôè÷íûì, âðîæäåííûì è ò.ä. Îñíîâíà  öåëü èììóíîòåðàïèè  âë åòñ  êîððåêöè 
ðàçëè÷íûõ èììóíîäåôèöèòíûõ  âëåíèé. Èììóíîìîäóë òîðû íîðìàëèçóþò
ôóíêöèîíèðîâàíèå íåêîòîðûõ èëè/è âñåõ ÷àñòåé èììóííîé ñèñòåìû æèâîòíûõ ñ
âðîæäåííûì èëè ïðèîáðåòåííûì èììóíîäåôèöèòîì. Áûëî íàéäåíî, ÷òî ôðîíäîçèä À èëè
ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìà  êîìïîçèöè  íà åãî îñíîâå äåéñòâóåò êàê èììóíîñòèìóë òîð è
óñèëèâàåò êëåòî÷íûé èììóíèòåò îðãàíèçìà.

Òàêèì îáðàçîì, âåùåñòâî â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì èëè ôèçèîëîãè÷åñêè
ïðèåìëåìà  êîìïîçèöè  íà åãî îñíîâå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äë  ëå÷åíè  áîëåçíåé,
ñâ çàííûõ ñ äåôåêòàìè â èììóííîé ñèñòåìå, è/èëè óâåëè÷èâàòü àêòèâíîñòü èììóííîé
ñèñòåìû âûøå íîðìàëüíîãî óðîâí .

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò èñïîëüçîâàíèå ôðîíäîçèäà À èëè
ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûõ êîìïîçèöèé íà åãî îñíîâå äë  ïðîèçâîäñòâà ìåäèêàìåíòîâ
äë  àêòèâàöèè èììóííîé ñèñòåìû.

Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ìîæåò áûòü òàáëåòî÷íîé ôîðìîé, âêëþ÷àþùåé â ñåá 
ôðîíäîçèä À êàê àêòèâíîå âåùåñòâî è äîïîëíèòåëüíî êàðòîôåëüíûé êðàõìàë è ãèïñ êàê
íàïîëíèòåëü â ñîîòíîøåíèè íà îäíó òàáëåòêó, ìã: ôðîíäîçèä À - 0,05; êàðòîôåëüíûé
êðàõìàë - 45,0; ãèïñ - 5,0 èëè ôðîíäîçèä À - 0,005; ñîðáèò - 45,0; ñòåàðàò êàëüöè  - 5,0.

Ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìîé êîìïîçèöèåé íà îñíîâå ôðîíäîçèäà À ìîæåò áûòü ÈÑÊÎÌ
(èììóíîñòèìóëèðóþùèé êîìïëåêñ, ïðèãîòîâëåííûé íà îñíîâå ñàïîíèíà, õîëåñòåðèíà,
ôîñôîëèïèäà è áåëêîâîãî àíòèãåíà). ÈÑÊÎÌ  âë åòñ  âàêöèííîé ôîðìîé, êîòîðà 
ñî÷åòàåò íàëè÷èå êàêîãî-ëèáî àíòèãåíà è àäúþâàíò [Hoglund, S., Dalsgaard, Ê.,
Lovgren, Ê., Sundquist, Â., Osterhaus, A. and Â. Morein. «Iscoms and
immunostimulation with viral antigens». In: Subcellular biochemistry (Ed. Harris,
J.R.) Plenum, New York, 1989, p.39-68; Morein, Â., Akerblom L. «The iscom - an
approach to subunit vaccines». In: Recombinant DNA vaccines. Rationale and strategy
(Ed. Isaacson, R.E.) Marcel Dekker, New York, 1992, p.369-386; Morein Â., Villacres-
Eriksson M., Akerblom L., Ronnberg Â., Lovgren K., Sjolander A. 1994. «Mechanisms
behind the immune response induced by immunostimulating complexes)). Aids Research
and Human Retroviruses 10(S2): S109-S114; Morein Â., Lovgren K., Ronnberg Â.,
Sjolander A. and Villacres-Eriksson M. 1995. «Immunostimulating complexes: Clinical
potential in vaccine development)). Clinical Immunotherapeutics 3: 461-475.]. Îí
èìååò  ÷åèñòóþ ñòðóêòóðó, ïîñòðîåííóþ èç ñàïîíèíîâ, õîëåñòåðèíà, ôîñôîëèïèäîâ, è

Ñòðàíèöà: 8

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 339 644 C2

áåëêà. Îáû÷íî ÈÑÊÎÌ'û èìåþò ñèììåòðèþ èêîñàýäðà, èìå  äèàìåòð 30-40 íì è ñîñòî ò èç
12-íì êîëüöåîáðàçíûõ ñóáúåäèíèö. Âñòðîåííûé ñ ÈÑÊÎÌ'îì àíòèãåí âûçûâàåò óñèëåíèå
ñâ çàííîãî ñ êëåòêàìè èììóííîãî îòâåòà, óñèëåíèå ðåàêöèè ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè
çàìåäëåííîãî òèïà è öèòîòîêñè÷åñêèé Ò-ëèìôîöèòíûé îòâåò ïðè îãðàíè÷åíèè ÌÍÑ êëàññà
I. Óâåëè÷åííà  ýêñïðåññè  ìîëåêóë ÌÍÑ êëàññà II òàêæå îòìå÷àåòñ  êàê ïåðâè÷íî, òàê è
â îáðàòíîé èììóíèçàöèè ÈÑÊÎÌ'àìè. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå ÈÑÊÎÌ'îâñêèå âàêöèííûå
ôîðìû âûçûâàþò çàùèòíûé èììóíèòåò ê áîëüøîìó ÷èñëó ìèêðîîðãàíèçìîâ, â òîì ÷èñëå è
ê âèðóñàì, âêëþ÷à  ðåòðîâèðóñû, ïàðàçèòû è áàêòåðèè â ðàçëè÷íûõ âèäàõ æèâîòíûõ,
âêëþ÷à  ïðèìàòîâ. Èñïîëüçîâàíèå ÈÑÊÎÌ'îâ êàê îðàëüíîãî èëè èíòðàíàñàëüíîãî
èììóíèçàöèîííîãî âåêòîðà ñ åñòåñòâåííûìè èëè ðåêîìáèíàíòíûìè àíòèãåíàìè
ïðåäñòàâë åò íîâîå íàïðàâëåíèå â äîñòàâêå àíòèãåíîâ, êîòîðîå ìîæåò óâåëè÷èòü
èíäóöèðîâàííûé çàùèòíûé èììóííûé îòâåò è ìîæåò òàêæå èìåòü ïîòåíöèàëüíîå
ïðèêëàäíîå çíà÷åíèå íà ðûíêå âàêöèí äë  áóäóùåãî èñïîëüçîâàíè  â èíäóñòðèè çäîðîâü 
æèâîòíûõ. ÈÑÊÎÌ'û  âë þòñ  ñòàáèëüíûìè ÷àñòèöàìè, ïîñòðîåííûìè èç ñàïîíèíîâ è
ëèïèäîâ, îðãàíèçîâàííûõ â ìóëüòèìîëåêóë ðíûå ñòðóêòóðû, êîòîðûå ñîäåðæàò
âêëþ÷åííûå àíòèãåíû è, êàê áûëî ïîêàçàíî íà áàêòåðèàëüíûõ è âèðóñíûõ ìîäåë õ, äàþò
óâåëè÷åíèå èììóííîãî îòâåòà ïî ðàçëè÷íûì òðàíñïîðòíûì ìàðøðóòàì êàê íà
ãóìîðàëüíîì, òàê è êëåòî÷íîì óðîâí õ. Ýòè óíèêàëüíûå ñïîñîáíîñòè äåëàëè ÈÑÊÎÌ'û
ïðåâîñõîäíûìè êàíäèäàòàìè äë  èñïîëüçîâàíè  â ïòèöåâîäñòâå âìåñòå ñ
àíòèïàðàçèòàðíûìè, àíèòèâèðóñíûìè è àíòèáàêòåðèàëüíûìè âàêöèíàìè.

ÈÑÊÎÌ'û ïðåäñòàâë þò èíòåðåñíûé ïîäõîä ê ñòèìóëèðîâàíèþ ãóìîðàëüíîãî è
êëåòî÷íîãî èììóííîãî îòâåòà ê àíòèïàòè÷åñêèì àíòèãåíàì. Ýòî îòíîñèòåëüíî ñòàáèëüíûé,
íî íåêîâàëåíòíîñâ çàííûé êîìïëåêñ ñàïîíèíîâîãî àäúþâàíòà, õîëåñòåðèíà è
àìôèïàòè÷åñêîãî àíòèãåíà. Ñïåêòð âèðóñíûõ êàïñóëüíûõ àíòèãåíîâ è íåâèðóñíûõ
àìôèïàòè÷åñêèõ àíòèãåíîâ, ïðèãîäíûõ äë  âàêöèíàöèè ÷åëîâåêà è âñòðàèâàåìûõ â
ÈÑÊÎÌ'û, âêëþ÷àåò ãðèïï, êîðü, áåøåíñòâî, gp340 èç ÅÂ-âèðóñà, gpl20 èç âèðóñà ÂÈ×,
Plasmodium falciparum è Trypanosoma cruzi. Ïðîöåäóðà ïðèãîòîâëåíè  ÈÑÊÎÌ'îâ âêëþ÷àåò
ñîëþáèëèçàöèþ àìôèïàòè÷åñêèõ áåëêîâ â ïîäõîä ùèõ íåèîííûõ äåòåðãåíòàõ, äîáàâëåíèè
ãëèêîçèäà, õîëåñòåðèíà è ôîñôàòèäèëõîëèíà. Â ïðèñóòñòâèè àìôèïàòè÷åñêèõ áåëêîâ ïðè
óäàëåíèè äåòåðãåíòà îáðàçóþòñ  ÷àñòèöû ÈÑÊÎÌ. Åñëè â ñìåñè íåò áåëêà èëè àíòèãåíà, òî
îáðàçóåòñ  ÈÑÊÎÌ'îâñêèé ìàòðèêñ. Óíèêàëüíûìè êîìïîíåíòàìè ÈÑÊÎÌ'îâñêîãî ìàòðèêñà
 âë þòñ  ñàïîíèíû, îáëàäàþùèå àôôèííîñòüþ ê õîëåñòåðèíó, ñòàáèëèçèðó  òåì ñàìûì
êîìïëåêñ.

Íåñìîòð  íà èõ ñëîæíîñòü, ÈÑÊÎÌ'û îòíîñèòåëüíî ïðîñòû â ïðèãîòîâëåíèè. Â èäåàëå
èíãðåäèåíòû èñïîëüçóþòñ  â ìîë ðíîì ñîîòíîøåíèè 1:1:1:1 ãëèêîçèäà, õîëåñòåðèíà,
ôîñôàòèäèëõîëèíà è àíòèãåíà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè öåíòðèôóãè òðè ïîñëåäíèõ êîìïîíåíòà
ïîìåùàþòñ  íà âåðøèíó 10-40% ñàõàðîçíîãî ãðàäèåíòà, ñîäåðæàùåãî 0.1% ãëèêîçèä è
íåéòðàëüíûé áóôåð ñ íèçêîé èîííîé ñèëîé. Ïðîáèðêà öåíòðèôóãèðóåòñ  4 ÷àñà ïðè 150000
g, è ÈÑÊÎÌ'û ñêàïëèâàþòñ  â çîíå 19S ïðèìåðíî â ñåðåäèíå ãðàäèåíòà. Îíè
ïîñëåäîâàòåëüíî îòìûâàþòñ  ðåöåíòðèôóãèðîâàíèåì â 20% ñàõàðîçå. Åñëè äë  ïîëó÷åíè 
àíòèãåíà èñïîëüçóþòñ  äåòåðãåíòû ñ âûñîêîé êðèòè÷åñêîé êîíöåíòðàöèåé ìèöåëë (ò.å.
êîãäà âûäåë þòñ  áåëêè âèðóñíîé îáîëî÷êè), òî òîãäà ðåêîìåíäóåòñ  äèàëèçíûé ìåòîä äë 
ïîëó÷åíè  ÈÑÊÎÌ'îâ. Ïî ýòîìó ìåòîäó òðè ðåàêöèîííûõ êîìïîíåíòà ñìåøèâàþòñ  ñ
ãëèêîçèäîì  òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ãëèêîçèä èìåë êîíöåíòðàöèþ 0.1%. Ïîñëåäóþùèé 24-
÷àñîâîé äèàëèç óáèðàåò äåòåðãåíò, îáðàçóþòñ  ÈÑÊÎÌ'û, à èçáûòîê ãëèêîçèäîâ óäàë þò
óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèåì â 20% ñàõàðîçå. ÈÑÊÎÌ'û ìîãóò áûòü ââåäåíû îðàëüíî,
èíòðàíîçàëüíî èëè îäíîâðåìåííî îáîèìè ïóò ìè. Îïòèìàëüíûå äîçû äîëæíû áûòü
îïðåäåëåíû äë  ñóñïåíçèè ÈÑÊÎÌ'îâ ñ êîíêðåòíûìè àíòèãåíàìè.

Ñóùåñòâóåò áîëüøîå ÷èñëî îáñòî òåëüñòâ, ïðè êîòîðûõ èììóííà  ñèñòåìà ìîæåò áûòü
ïîâðåæäåííîé èëè ðàáîòàòü íåýôôåêòèâíî. Òàê, íàïðèìåð, äåôèöèò èììóííîé ñèñòåìû
îáû÷åí äë  òîëüêî ÷òî ðîæäåííûõ æèâîòíûõ. Îíà òàêæå ìîæåò áûòü ïîäàâëåíà
îïðåäåëåííûìè ëåêàðñòâàìè, ÷òî ìîæåò áûòü ñâ çàíî è èõ ïîáî÷íûì äåéñòâèåì, íàïðèìåð
ïðè õèìèîòåðàïèè îïóõîëåé. Íåóïîð äî÷åííîå ôóíêöèîíèðîâàíèå îäíîé èëè áîëåå
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ñîñòàâë þùèõ ÷àñòåé èììóííîé ñèñòåìû, êàê ýòî áûâàåò ïðè íåêîòîðûõ ôîðìàõ ðàêà,
òàêæå ìîæåò ïðèâîäèòü ê èììóíîäåôèöèòó. Èììóíîäåôèöèò ìîæåò áûòü âûçâàí âèðóñíûìè
èíôåêöè ì, âêëþ÷à  ÂÈ×. Äîìàøíèå è ñåëüñêîõîç éñòâåííûå æèâîòíûå, íàïðèìåð ñâèíüè,
ïðè ñîäåðæàíèè íà ïðîìûøëåííûõ ôåðìàõ ìîãóò èìåòü îñëàáëåííûé èììóíèòåò â
ðåçóëüòàòå òåñíîãî ñîäåðæàíè  æèâîòíûõ è âîçíèêíîâåíèåì â ñâ çè ñ ýòèì
îáñòî òåëüñòâîì âîçáóäèòåëåé ðàçëè÷íûõ áîëåçíåé.

Ñëåäóþùèé àñïåêò íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ðàñêðûâàåò ìåòîä ëå÷åíè  ïàöèåíòîâ èëè
äðóãèõ ìëåêîïèòàþùèõ ñ èììóíîäåôèöèòîì, êîòîðûé çàêëþ÷àåòñ  âî ââåäåíèè
ìëåêîïèòàþùåìó (âêëþ÷à  ÷åëîâåêà) ýôôåêòèâíûõ äîç ôðîíäîçèäà À èëè ôèçèîëîãè÷åñêè
ïðèåìëåìûõ êîìïîçèöèé íà åãî îñíîâå, âêëþ÷à  ÈÑÊÎÌ èëè ëþáóþ ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíóþ
êîìïîçèöèþ - ýòî êîìáèíàöèè ñàïîíèíà ñ õîëåñòåðèíîì áåç ôîñôîëèïèäà è àíòèãåíà èëè
òîëüêî áåç àíòèãåíà.

Ïîä ýôôåêòèâíûì êîëè÷åñòâîì ïîíèìàåòñ  êîëè÷åñòâî ôðîíäîçèäà À, êîòîðîå áóäåò
âîññòàíàâëèâàòü èëè óâåëè÷èâàòü èììóííóþ ôóíêöèþ äî íîðìàëüíîãî óðîâí , èëè
óâåëè÷èâàòü åå âûøå íîðìàëüíîé, ÷òîáû èçáàâèòüñ  îò èíôåêöèè, áàêòåðèàëüíîé èëè
âèðóñíîé ïàòîëîãèè. Ââåäåíèå ñïåöèôè÷åñêèõ äîç òàêèõ èììóíîìîäóë òîðîâ ìîæåò áûòü
îïðåäåëåíî êâàëèôèöèðîâàííûì ñïåöèàëèñòîì â ýòîé îáëàñòè, îñíîâûâà ñü íà äàííûõ,
ïðèâåäåííûõ íèæå.

Ôðîíäîçèä À èëè ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûå êîìïîçèöèè íà åãî îñíîâå ìîãóò áûòü
ââåäåíû äë  ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè èììóíîäåôèöèòíûõ ìëåêîïèòàþùèõ êàê ñàìè ïî
ñåáå, òàê è â êîìáèíàöèè ñ äðóãèìè òåðàïåâòè÷åñêèìè àãåíòàìè èëè ïðîòèâîîïóõîëåâûìè
àãåíòàìè, íàïðèìåð, ñ äðóãèìè àíòèâèðóñíûìè àãåíòàìè èëè àíòèðàêîâûìè àãåíòàìè.

Ñëåäóþùèì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  èñïîëüçîâàíèå ôðîíäîçèäà À
èëè ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûõ êîìïîçèöèé íà åãî îñíîâå, âêëþ÷à  ÈÑÊÎÌ'û è ëþáûå
ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíûå êîìïîçèöèè äë  ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè îñòðûõ è õðîíè÷åñêèõ
âèðóñíûõ èíôåêöèé.

Ïðèìåðàìè îñòðûõ âèðóñíûõ èíôåêöèé, ïðîòèâ êîòîðûõ èììóíîòåðàïè  ôðîíäîçèäîì À
èëè ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûìè êîìïîçèöè ìè íà åãî îñíîâå, âêëþ÷à  ÈÑÊÎÌ'û è
ëþáûå ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíûå êîìïîçèöèè, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà, ïðåèìóùåñòâåííî â
êîìáèíàöèè ñ àíòèâèðóñíûìè àãåíòàìè, êîòîðûìè  âë þòñ : âèðóñû ãåðïåñà, èíôëóåíöû,
ïàðàèíôëþåíöû, àäåíîâèðóñû, ðîòàâèðóñû, âèðóñû ãåïàòèòà À, âèðóñ Àëåóòñêîé áîëåçíè
íîðîê è õîðüêîâ, âèðóñû ïàïèëëîìû è ýíòåðîâèðóñû, àðåíàâèðóñû, ðèíîâèðóñû,
ïîëèîâèðóñû, âèðóñ Íüþ-Êàñòëñêîé áîëåçíè, âèðóñû áåøåíñòâà, è, â îáùåì, âèðóñíûå
ïàòîãåíåçû, âûçâàííûå ïðîìûøëåííûì ñîäåðæàíèåì ñåëüñêîõîç éñòâåííûõ æèâîòíûõ.

Ïðèìåðàìè õðîíè÷åñêèõ âèðóñíûõ èíôåêöèé, ïðîòèâ êîòîðûõ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà
òåðàïè  ôðîíäîçèäîì À èëè ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûìè êîìïîçèöè ìè íà åãî îñíîâå,
âêëþ÷à  ÈÑÊÎÌ'û èëè ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíûå êîìïîçèöèè, ìîãóò áûòü: ïåðñèñòåíòíà 
ãåðïåñíà  âèðóñíà  èíôåêöè , âèðóñíà  èíôåêöè  Ýïøòåéíà-Áàððà, èíôåêöè  âèðóñíîãî
ãåïàòèòà è èíôåêöè  ÂÈ×.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ïðèìåíèìî ê ëå÷åíèþ âèðóñíûõ ãåïàòèòîâ âî âñåõ ôîðìàõ, ï òü
èç êîòîðûõ èçâåñòíû ê íàñòî ùåìó âðåìåíè: ãåïàòèòû À, Â, Ñ, D è Å ñîîòâåòñòâåííî.

ßâë  ñü ÄÍÊ-âèðóñàìè, ýòè âèðóñû ãåðïåñíîé ãðóïïû  âë þòñ  èñòî÷íèêàìè
áîëüøèíñòâà îáû÷íûõ âèðóñíûõ èíôåêöèé ÷åëîâåêà. Ýòà ãðóïïà âêëþ÷àåò ãåðïåñíûé
ñèìïëåêñ-âèðóñ (HSV), âàðèöåëëà çîñòåð-âèðóñ (VZV), öèòîìåãàëîâèðóñ (CMV); âèðóñ
Ýïøòåéíà-Áàððà (EBV) è âèðóñ ãåðïåñà ÷åëîâåêà 6 (HHV6). HSV 1 è HSV 2 îòíîñ òñ  ê
íåêîòîðûì èç íàèáîëåå îáû÷íûõ èíôåêöèîííûõ àãåíòîâ ÷åëîâåêà. Áîëüøèíñòâî èç ýòèõ
âèðóñîâ ñïîñîáíû ïðîíèêàòü â íåðâíûå êëåòêè îðãàíèçìà-õîç èíà; áóäó÷è åäèíîæäû
èíôèöèðîâàíû, çàðàæåííûå ïîëó÷àþò ðèñê ïîâòîðíûõ êëèíè÷åñêèõ ïðèñòóïîâ èíôåêöèè,
êîòîðûå ìîãóò ðàçäðàæàòü êàê ïñèõîëîãè÷åñêè, òàê è ôèçèîëîãè÷åñêè.

Îäíà èç ãðóïï ÐÍÊ-âèðóñîâ èìååò îñîáóþ ïðàêòè÷åñêóþ âàæíîñòü, ýòî ðåòðîâèðóñû.
Ðåòðîâèðóñû îáðàçóþò ïîäãðóïïó ÐÍÊ-âèðóñîâ, êîòîðà , ÷òîáû ðåïëèöèðîâàòüñ , äîëæíà
ñíà÷àëà îáðàòíî òðàíñêðèáèðîâàòü ÐÍÊ èõ ãåíîìà â ÄÍÊ (ïîä "òðàíñêðèïöèåé" óñëîâíî
îïèñûâàþò ñèíòåç ÐÍÊ èç ÄÍÊ). Áóäó÷è â ôîðìå ÄÍÊ âèðóñíûé ãåíîì ìîæåò áûòü
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èíêîðïîðèðîâàí â ãåíîì êëåòêè-õîç èíà, ïîçâîë   åìó ïðèí òü ó÷àñòèå â ìåõàíèçì
òðàíñêðèïöèè â êëåòêå-õîç èíå ñ öåëüþ ðåïëèêàöèè. Áóäó÷è èíêîðïîðèðîâàííîé, âèðóñíà 
ÄÍÊ ïðàêòè÷åñêè íåîòëè÷èìà îò ÄÍÊ êëåòêè õîç èíà, è â ýòîì ñîñòî íèè âèðóñ ìîæåò
ñîõðàí òüñ  äë  æèçíè â êëåòêå.

Â ñëó÷àå èììóíîñóïðåññèè â ðåçóëüòàòå ÂÈ×-èíôåêöèè ïðîôèëàêòèêà ìîæåò
ïîòðåáîâàòüñ  òåì ïàöèåíòàì, êòî äèàãíîñöèðîâàí êàê ñåðîïîçèòèâíûé ïî îòíîøåíèþ ê
ÂÈ×-èíôåêöèè, òî åñòü èìååò àíòèòåëà ê ÂÈ×, è òåì, ó êîãî èìååòñ  ïðîãðåññèðóþùà 
îáùà  ëèìôîàäåíîïàòè  (PGL) èëè ARC (ÑÏÈÄ-èíäóöèðîâàííûé êîìïëåêñ), à òàêæå
ïàöèåíòàì, ñòðàäàþùèì îò ÑÏÈÄà, èëè ïàöèåíòàì, ñòðàäàþùèì îò ÑÏÈÄîïîäîáíîãî
èììóíîäåôèöèòà, ãäå ÂÈ×-èíôåêöè  íå îáíàðóæèâàåìà, è êîìó òðåáóåòñ  âîññòàíîâëåíèå
èììóíèòåòà, êîòîðûé íå èìååò ñïåöèôè÷íîñòè ê êàêîìó-ëèáî êîíêðåòíîìó âèðóñó.

Ñîåäèíåíè  èëè ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûå êîìïîçèöèè íà èõ îñíîâå, âêëþ÷à 
ÈÑÊÎÌ'û èëè ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíûå êîìïîçèöèè, ìîãóò áûòü ïðèìåíåíû êàê ñàìè ïî ñåáå, òàê è
â êîìáèíàöèè ñ äðóãèìè òåðàïåâòè÷åñêèìè àãåíòàìè äë  ëå÷åíè  âûøåíàçâàííûõ
èíôåêöèé èëè ñîñòî íèé. Êîìáèíèðîâàííà  òåðàïè , â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðåäñòàâë åìûì
èçîáðåòåíèåì, ñîñòîèò âî ââåäåíèè ôðîíäîçèäà À èëè ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìîé
êîìïîçèöèè íà åãî îñíîâå, âêëþ÷à  ÈÑÊÎÌ'û èëè ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíûå êîìïîçèöèè è, ïî
êðàéíåé ìåðå, îäíîãî èíîãî ôàðìàêîëîãè÷åñêè àêòèâíîãî èíãðåäèåíòà. Ýòè àêòèâíûå
èíãðåäèåíòû è ôàðìàêîëîãè÷åñêè àêòèâíûå àãåíòû ìîãóò áûòü ââåäåíû âìåñòå èëè ïî
îòäåëüíîñòè è ïðè ââåäåíèè îòäåëüíî ìîãóò áûòü ââåäåíû ïîñëåäîâàòåëüíî èëè îòäåëüíî
â ëþáîì ïîð äêå. Êîëè÷åñòâà àêòèâíîãî èíãðåäèåíòà (èíãðåäèåíòîâ) è ôàðìàêîëîãè÷åñêè
àêòèâíûõ àãåíòîâ è îòíîñèòåëüíûå ãðàôèêè ââåäåíè  áóäóò âûáèðàòüñ  äë  òîãî, ÷òîáû
äîñòè÷ü æåëàåìîãî êîìáèíèðîâàííîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî ýôôåêòà. Ïðåèìóùåñòâåííî
êîìáèíàòèâíà  òåðàïè  âêëþ÷àåò ââåäåíèå îäíîãî ôðîíäîçèäà À èëè ôèçèîëîãè÷åñêè
àêòèâíîãî ôóíêöèîíàëüíîãî ïðîèçâîäíîãî íà åãî îñíîâå, âêëþ÷à  ÈÑÊÎÌ'û èëè ÈÑÊÎÌ-
ïîäîáíûå êîìïîçèöèåé îäíîãî èç ïîäõîä ùèõ àãåíòîâ.

Ñîîáùàëîñü, ÷òî ïî êðàéíåé ìåðå 60% ïàöèåíòîâ áîëüíûõ ÑÏÈÄîì ñòðàäàþò îò
ïíåâìîíèè, âûçâàííîé âèðóñîì Pneumocystis carinii (W.T.Huges, "Threatment and
Prophylaxis of Pneumocystis carinii pneumoniae" Parasitology Today. 1987, 3, 332-335).

Áåç èíòåíñèâíîãî ëå÷åíè  ïíåâìîíè  Pneumocystis carinii âñåãäà ñìåðòåëüíà äë 
èììóíîäåôèöèòíûõ áîëüíûõ. Íàèáîëåå øèðîêî èñïîëüçóåìîå ëå÷åíèå îò ýòîãî ñîñòî íè 
 âë åòñ  ëå÷åíèå òðèìåòîïðèì-ñóëüôàìåòàîêñàçîëîì (êîòðèìîêñàîëîì) è ïåíòàìèäèíîì.
Îäíàêî ñîîáùàåòñ , ÷òî ïðè îáîèõ ýòèõ ìåòîäàõ ëå÷åíè  èìååòñ  ëèøü ïðèìåðíî 50-70%
ýôôåêòèâíîñòü îòíîñèòåëüíî áîëüíûõ ÑÏÈÄîì, ïðè÷åì ó áîëåå ÷åì 50% áîëüíûõ
íàáëþäàþòñ  âðåäíûå ïîáî÷íûå ýôôåêòû îò òðèìàòîïîðèí-ñóëüôàìåòîêñàçîëà èëè
ïåíòàìèäèíà (Ñ.Â. Wofsy, Antimicrobial Agents Annual. 1986, 1, 377-400).

Òàêèì îáðàçîì, ñóùåñòâóåò ïîòðåáíîñòü â íîâûõ àãåíòàõ, îñîáåííî äë  ïðîôèëàêòèêè
ïíåâìîíèè P. carinii.

Äðóãèì àñïåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïðèìåíåíèå ôðîíäîçèäà À èëè
ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûõ êîìïîçèöèé íà åãî îñíîâå, âêëþ÷à  ÈÑÊÎÌ'û èëè ÈÑÊÎÌ-
ïîäîáíûå êîìïîçèöèè, äë  ëå÷åíè  è ïðîôèëàêòèêè ïíåâìîíèè Pneumocystis carinii ó
ìëåêîïèòàþùèõ, âêëþ÷à  ÷åëîâåêà.

Ñëåäóþùèé àñïåêò íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  îáåñïå÷èâàåò èñïîëüçîâàíèå ôðîíäîçèäà À
è ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûõ êîìïîçèöèé íà åãî îñíîâå, âêëþ÷à  ÈÑÊÎÌ'û èëè ÈÑÊÎÌ-
ïîäîáíûå êîìïîçèöèè, äë  ëå÷åíè  ñîñòî íèé, âûçâàííûõ îòíîñèòåëüíûì èëè àáñîëþòíûì
äåôèöèòîì Ò-êëåòîê, òàêèõ êàê ñèíäðîì ÄèÄæîðäæà, ãðèáêîâûå èíôåêöèè, ìèêîïëàçìåííûå
èíôåêöèè, òóáåðêóëåç, ïðîêàçà è âîë÷àíêà.

Ñëåäóþùèé àñïåêò íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  îáåñïå÷èâàåò èñïîëüçîâàíèå ôðîíäîçèäà À
èëè ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìîé êîìïîçèöèè íà åãî îñíîâå, âêëþ÷à  ÈÑÊÎÌ'û èëè
ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíûå êîìïîçèöèè, êàê âàêöèííîãî àäúþâàíòà. Âàêöèíà ìîæåò áûòü,
ñëåäîâàòåëüíî, ïðèãîòîâëåíà èç àíòèãåííîãî êîìïîíåíòà ñ ôðîíäîçèäîì À.

Ôðîíäîçèä À ìîæåò áûòü ââåäåí ìëåêîïèòàþùåìó ïåðîðàëüíî, ïàðåíòåðàëüíî (âêëþ÷à 
ïîäêîæíîå, êîæíîå, âíóòðèìûøå÷íîå è âíóòðèâåííîå ââåäåíèå), ðåêòàëüíî è èíãàë öèåé.
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Ýôôåêòèâíà  äîçà ñîåäèíåíè  áóäåò çàâèñåòü îò áîëüøîãî ÷èñëà ôàêòîðîâ, âêëþ÷à 
îñîáåííîñòè ïàöèåíòà, òèï èììóíîäåôèöèòà, ðàçëè÷íûå óñëîâè , ñâ çàííûå ñ ìåòîäîì
ëå÷åíè  è ïóòåì ââåäåíè .

Äë  êàæäîé âûøåïðèâåäåííîé ñèòóàöèè òàêà  ýôôåêòèâíà  äîçà áóäåò, â îáùåì,
êîëåáàòüñ  â ïðåäåëàõ îò 1 äî 20 ìêã/êã âåñà ÷åëîâåêà èëè ìëåêîïèòàþùåãî â äåíü,
ïðåäïî÷òèòåëüíî â äèàïàçîíå îò 1 äî 15 ìêã/êã âåñà òåëà â äåíü è íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî â äèàïàçîíå îò 8 äî 11 ìêã/êã âåñà òåëà â äåíü; îïòèìàëüíîé äîçîé
 âë åòñ  10 ìêã/êã âåñà òåëà â äåíü. Âûøåïðèâåäåííûå äîçû ïðè ïðèìåíåíèè ÷åëîâåêîì
îïòèìàëüíî äîëæíû ïîâòîðíî ââîäèòüñ  êàæäûå 10 äíåé äë  ýôôåêòèâíîãî
ñòèìóëèðîâàíè  èììóííîé ñèñòåìû.

Íåñìîòð  íà òî, ÷òî âîçìîæíî èñïîëüçîâàíèå ôðîíäîçèäà À ïðè ââåäåíèè åãî êàê
èíäèâèäóàëüíîãî õèìè÷åñêîãî âåùåñòâà, ïðåäïî÷òèòåëüíåå èñïîëüçîâàòü åãî â êàêîé-ëèáî
ëåêàðñòâåííîé ôîðìå. Ôîðìû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âêëþ÷àþò â ñåá  ôðîíäîçèä À, êàê
ýòî ïðèâåäåíî âûøå, âìåñòå ñ îäíèì èëè áîëåå ïðèåìëåìûìè íîñèòåë ìè è, îïòèìàëüíî,
ñ äðóãèìè òåðàïåâòè÷åñêèìè èíãðåäèåíòàìè. Íîñèòåëü (íîñèòåëè) äîëæíû áûòü
«ïðèåìëåìû» â ñìûñëå áûòü ñîâìåñòèìûìè ñ äðóãèìè èíãðåäèåíòàìè è íå îòòîðãàòü
ðåöèïèåíòà îò íèõ.

Ýòè ôîðìû âêëþ÷àþò â ñåá  òå, êîòîðûå ïîäõîä ò äë  ïåðîðàëüíîãî, ïàðåíòåðàëüíîãî
(âêëþ÷à  ïîäêîæíîå, êîæíîå è âíóòðèìûøå÷íîå), âíóòðèëåãî÷íîãî è ðåêòàëüíîãî ââåäåíè ,
õîò  íàèáîëåå ïîäõîä ùèé ïóòü áóäåò çàâèñåòü, íàïðèìåð, îò ñîñòî íè  ðåöèïèåíòà.
Ôîðìû ìîãóò óñëîâíî áûòü ïðåäñòàâëåíû â åäèíèöàõ äîçèðîâàíè , òàêèõ êàê êàïñóëû,
îáëàòêè èëè òàáëåòêè, ìîãóò áûòü ïðèãîòîâëåíû êàêèì-ëèáî ìåòîäîì, õîðîøî èçâåñòíûì
ôàðìàêîëîãàì. Âñå ìåòîäû âêëþ÷àþò ñòàäèþ âíåñåíè  â ñìåñü ôðîíäîçèäà À
(äåéñòâóþùåå íà÷àëî) ñ íîñèòåëåì, êîòîðûé ñîñòîèò èç îäíîãî èëè áîëåå âñïîìîãàòåëüíûõ
èíãðåäèåíòîâ. Â îáùåì, ôîðìû ãîòîâ òñ  îäíîðîäíûìè è ñ ïåðâîíà÷àëüíî ïðèâíåñåííûì
â ñìåñü àêòèâíûì èíãðåäèåíòîì ñ æèäêèìè íîñèòåë ìè èëè îòäåëüíî òâåðäûìè
íîñèòåë ìè è àêòèâíûìè èíãðåäèåíòàìè, à çàòåì, åñëè íåîáõîäèìî, ïðîèçâîäèòñ 
ïðåîáðàçîâàíèå ïðîäóêòà â æåëàåìóþ ôîðìó.

Ëåêàðñòâåííûå ôîðìû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîäõîä ò äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè  è
ìîãóò áûòü ïðåäñòàâëåíû êàê îòäåëüíûå åäèíèöû èëè êàïñóëû, îáëàòêè èëè òàáëåòêè,
êàæäà  ñîäåðæàùà  ïðåäîïðåäåëåííîå êîëè÷åñòâî àêòèâíûõ èíãðåäèåíòîâ; êàê ïîðîøêè
èëè ãðàíóëû; êàê ðàñòâîð èëè ñóñïåíçè  â âîäíîé æèäêîñòè èëè íåâîäíîé æèäêîñòè; èëè
êàê ëèïèäíà  ýìóëüñè  ìàñëà â âîäå, àýðîçîëü èëè ýìóëüñè  âîäû â ìàñëå. Àêòèâíûé
èíãðåäèåíò ìîæåò òàêæå áûòü ïðåäñòàâëåí êàê ïèëþë , ýëåêòóàðèé èëè ïàñòà.

Òàáëåòêà ìîæåò áûòü ñôîðìîâàíà äàâëåíèåì èëè ëèòüåì, ïî íåîáõîäèìîñòè ñ îäíèì
èëè áîëåå âñïîìîãàòåëüíûì èíãðåäèåíòîì. Ïðåññîâàííûå òàáëåòêè ìîãóò áûòü
ïðèãîòîâëåíû ñæàòèåì àêòèâíîãî èíãðåäèåíòà â âèäå ïîðîøêà èëè ãðàíóë, ïî âûáîðó,
ñìåøàííîãî ñî ñâ çóþùèì âåùåñòâîì, ñìàçêîé, èíåðòíûì ðàçáàâèòåëåì, ïîâåðõíîñòíî
àêòèâíûì èëè äèñïåðãèðóþùèì àãåíòîì. Ëèòûå òàáëåòêè ìîãóò áûòü ñäåëàíû ëèòüåì â
ïîäõîä ùåé ìàøèíå ñìåñè ïîðîøêîîáðàçíûõ êîìïîíåíòîâ, óâëàæíåííûõ èíåðòíûì
æèäêèì ðàçáàâèòåëåì. Òàáëåòêè ìîãóò áûòü ïî âûáîðó îáëèòûìè èëè ðèôëåíûìè è ìîãóò
áûòü ñîñòàâëåííûìè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû îáåñïå÷èòü ìåäëåííûé èëè êîíòðîëèðóåìûé
âûõîä àêòèâíîãî êîìïîíåíòà èç íèõ.

Ôîðìû äë  ïàðåíòàëûþãî ââåäåíè  âêëþ÷àþò âîäíóþ èëè íåâîäíóþ ñòåðèëüíóþ
èíúåêöèþ ðàñòâîðîâ, êîòîðûå ìîãóò ñîäåðæàòü àíòèîêñèäàíòû, áàêòåðèîñòàòèêè è
ðàñòâîðû, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò ôîðìå ñîâìåñòèìîñòü ñ êðîâüþ ïðåäïîëàãàåìîãî
ðåöèïèåíòà; à òàêæå âîäíûå èëè íåâîäíûå ñòåðèëüíûå ñóñïåíçèè, êîòîðûå ìîãóò âêëþ÷àòü
ñóñïåíäèðóþùèå àãåíòû. Ôîðìû ìîãóò áûòü ïðåäñòàâëåíû â îäíîðàçîâîé óïàêîâêå èëè
ìíîãîäîçîâûõ êîíòåéíåðàõ, íàïðèìåð, çàïà ííûõ àìïóëàõ è ïåíèöèëëèíîâûõ ñêë íêàõ, è
ìîãóò õðàíèòüñ  â ñóõîì (ëèîôèëüíî âûñóøåííîì) ñîñòî íèè, òðåáóþùåì òîëüêî äîáàâêè
ñòåðèëüíîãî æèäêîãî íîñèòåë , íàïðèìåð âîäû äë  èíúåêöèé íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä
èñïîëüçîâàíèåì. Ïîäõîä ùèå èíúåêöèè ðàñòâîðîâ è ñóñïåíçèé ìîãóò áûòü ïðèãîòîâëåíû èç
ñòåðèëüíûõ ïîðîøêîâ, ãðàíóë è òàáëåòîê â âèäå, îïèñàííîì âûøå.

Ñòðàíèöà: 12

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 339 644 C2

Ôîðìû äë  ðåêòàëüíîãî ââåäåíè  ìîãóò áûòü ïðåäñòàâëåíû êàê ñâå÷è ñ îáû÷íûìè
íîñèòåë ìè, òàêèìè êàê ìàñëî êàêàî.

Ôîðìà, ïîäõîä ùà  äë  ââåäåíè  ÷åðåç ëåãêèå, ïðåäñòàâë åò ñîáîé ÷àñòèöû,
ñîäåðæàùèå àêòèâíûé èíãðåäèåíò è æåëàòåëüíî èìåþùèå äèàìåòð îò 0,5 äî 7 ìèêðîí, è
âäóâàåòñ  â áðîíõè ðåöèïèåíòà.

Êàê îäíà èç âîçìîæíîñòåé, òàêèå ôîðìû ìîãóò áûòü ïðèãîòîâëåíû â âèäå ìåëêî
èñòîë÷åííîãî ïîðîøêà, êîòîðûé ïî óñëîâè ì ìîæåò áûòü ïîìåùåí â ïðîíèêàþùåé êàïñóëå,
íàïðèìåð èç æåëàòèíà, äë  ïðèìåíåíè  â èíãàë òîðå èëè àëüòåðíàòèâíî, êàê
ñàìîïðîíèêàþùà  ôîðìà, ñîäåðæàùà  àêòèâíûé èíãðåäèåíò, ïîäõîä ùèé æèäêèé
ïðîïåëëàíò è, ïî âûáîðó, äðóãèå èíãðåäèåíòû, òàêèå êàê ñóôðàêòàíò è/èëè òâåðäûé
ðàçáàâèòåëü. Ñàìîïðîíèêàþùèå ôîðìû ìîãóò òàêæå áûòü ïðèìåíåíû òàêèì îáðàçîì,
÷òîáû àêòèâíûé èíãðåäèåíò ðàñïûë ëñ  â ôîðìå áðûçã ðàñòâîðà èëè ñóñïåíçèè.

Òàêèå ñàìîïðîíèêàþùèå ôîðìû ìîãóò áûòü àíàëîãè÷íû èçâåñòíûì è ìîãóò áûòü
ïðèãîòîâëåíû ïî îïèñàííûì ïðîöåäóðàì. Ïîäõîä ùèì îáðàçîì îíè ìîãóò áûòü
ïðåäñòàâëåíû â âèäå êîíòåéíåðà, îáåñïå÷èâàþùåãî ðó÷íîå èëè àâòîìàòè÷åñêîå
èñïîëüçîâàíèå ðåãóë òîðà, äàþùåå æåëàåìûå õàðàêòåðèñòèêè àýðîçîë ; â áîëåå ñëîæíûõ
âàðèàíòàõ ðåãóë òîð òàêæå äàåò âîçìîæíîñòè âïðûñêèâàòü ôèêñèðîâàííûå îáúåìû,
íàïðèìåð, îò 50 äî 100 ìèêðîëèòðîâ.

Ïîìèìî ýòîãî, àêòèâíûé èíãðåäèåíò ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â ôîðìå ðàñòâîðà äë 
èñïîëüçîâàíè  ñ ïîìîùüþ ðàñïûëèòåë  èëè ôîðñóíêè ïîñðåäñòâîì óñêîðåííîãî
âîçäóøíîãî ïîòîêà èëè óëüòðàçâóêîâûì ïåðåìåøèâàíèåì, ÷òîáû ïðîäóöèðîâàòü àýðîçîëü
äë  èíãàë öèè.

Ôîðìû, ïîäõîä ùèå äë  çàêàïûâàíè  ÷åðåç íîñ, âêëþ÷àþò, ïîäîáíûå ïåðå÷èñëåííûì
âûøå ôîðìû äë  ââåäåíè  ÷åðåç ëåãêèå. Æåëàòåëüíî, ÷òîáû ïîñëå äèñïåðãèðîâàíè  òàêèå
ôîðìû èìåëè ÷àñòèöû äèàìåòðîì îò 10 äî 200 ìèêðîí, ÷òîáû áûòü ñïîñîáíûìè
çàäåðæàòüñ  â íîñîâîé ïîëîñòè; ýòî ìîæåò áûòü äîñòèãíóòî, ïîäõîä ùèì îáðàçîì, ÷åðåç
èñïîëüçîâàíèå ïîðîøêà ñ ïîäõîä ùèìè ðàçìåðàìè ÷àñòèö èëè âûáîðà ïîäõîä ùåãî
ðåãóë òîðà. Äðóãèìè ïîäõîä ùèìè ôîðìàìè ìîãóò áûòü êðóïíîçåðíèñòûå ïîðîøêè,
èìåþùèå äèàìåòð ÷àñòèö ïîð äêà 20 - 500 ìèêðîí, äë  áûñòðîé èíãàë öèè ÷åðåç íîñîâîé
ïðîõîä èç êîíòåéíåðà, ïîäíåñåííîãî áëèçêî ê íîñó, è íîñîâûå êàïëè, ñîäåðæàùèå îò 0,2
äî 5 îáúåìíûõ ïðîöåíòà àêòèâíîãî èíãðåäèåíòà â âîäíîì èëè ìàñë íîì ðàñòâîðå.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ôîðìàìè åäèíèö ââåäåíè   âë þòñ  òå, êîòîðûå ñîäåðæàò
ýôôåêòèâíóþ äîçó, êàê ïðîöèòèðîâàíî âûøå, èëè ïîäõîä ùóþ ôðàêöèþ íà åå îñíîâå,
âêëþ÷à  àêòèâíûé èíãðåäèåíò.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ôîðìàìè åäèíèö ââåäåíè   âë þòñ  òå, êîòîðûå ñîäåðæàò
äíåâíóþ äîçó èëè ÷àñòü äíåâíîé äîçû, êàê ïðîöèòèðîâàíî âûøå, ôðîíäîçèäà À èëè
ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûõ êîìïîçèöèé íà åãî îñíîâå, âêëþ÷à  ÈÑÊÎÌ'û èëè ÈÑÊÎÌ-
ïîäîáíûå êîìïîçèöèè.

Íåîáõîäèìî ïîíèìàòü, ÷òî äîáàâëåíè  ê èíãðåäèåíòàì, ÷àñòè÷íî óïîì íóòûì âûøå,
ìîãóò âêëþ÷àòü äðóãèå àãåíòû, ñîîòâåòñòâóþùèå êîíêðåòíûì ôîðìàì, íàïðèìåð â òå,
êîòîðûå ïîäõîä ò äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè , ìîãóò áûòü äîáàâëåíû âêóñîâûå àãåíòû.

Ôðîíäîçèä À èëè ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûå êîìïîçèöèè íà åãî îñíîâå, âêëþ÷à 
ÈÑÊÎÌ'û èëè ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíûå êîìïîçèöèè, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû êàê äåïîçèòàðíûå
ôîðìû, èçâåñòíûå ñîîòâåòñòâóþùèì ñïåöèàëèñòàì, èç êîòîðûõ àêòèâíûé èíãðåäèåíò
âûõîäèò â òå÷åíèå ïðîëîíãèðîâàííîãî ïåðèîäà, ïîñëå ââåäåíèå ýòèõ ôîðì â òåëî
ðåöèïèåíòà.

Ôðîíäîçèä À ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí êàê ñðåäñòâî äë  ëå÷åíè  è ïðîôèëàêòèêè
æèâîòíûõ â ñëó÷àå èììóíîäåôèöèòíûõ ñîñòî íèé â ñëó÷àå âèðóñíûõ èëè áàêòåðèàëüíûõ
èíôåêöèé. Äîïîëíèòåëüíî èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò ñðåäñòâî ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíè 
àëåóòñêîé áîëåçíè, ÷óìêè è äðóãèõ áîëåçíåé, ñîïðîâîæäàþùèõ îñëàáëåíèå èììóíèòåòà
íîðîê, õîðüêîâ è äðóãèõ æèâîòíûõ. Òàêæå ïðåïàðàòû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë 
óâåëè÷åíè  êîëè÷åñòâà íîâîðîæäåííûõ æèâîòíûõ è óìåíüøåíè  èõ ñìåðòíîñòè íà
ïîñòíàòàëüíîé ñòàäèè ðàçâèòè , â âèäó òîãî, ÷òî óñèëåíèå èììóííîãî îòâåòà íåîáõîäèìî

Ñòðàíèöà: 13

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 339 644 C2

äë  óñïåøíîãî ðàçâèòè  è çäîðîâü  íîâîðîæäåííûõ æèâîòíûõ.
Êóëüòèâèðîâàíèå ïóøíûõ æèâîòíûõ íà ôåðìàõ ïðè èñêóññòâåííîì êëèìàòå òðåáóåò

âûñîêîýôôåêòèâíûõ âåòåðèíàðíûõ ïðåïàðàòîâ. Â ÷àñòíîñòè, õèìè÷åñêîå ñîåäèíåíèå
ôðîíäîçèä À ñ øèðîêèì ñïåêòðîì ôèçèîëîãè÷åñêîãî äåéñòâè  ìîæåò áûòü ïðèí òî êàê îäèí
èç òàêèõ ïðåïàðàòîâ. Òèïè÷íûå ñëó÷à ìè ìàññîâîãî ïðèìåíåíè   âë þòñ : ïåðèîä ïåðåä
ãîíîì, â ñëó÷àå óãíåòåííîé èììóííîé ñèñòåìû è ÷óìêè, äë  ïðåâåíòèâíîé òåðàïèè
àëåóòñêîé áîëåçíè íîðîê. Øèðîêèé ñïåêòð äåéñòâè  è ýôôåêòèâíîñòü íèçêèõ äîç
ôðîíäîçèäà À îáåñïå÷èò âîçìîæíîå ïðèìåíåíèå ôðîíäîçèäà À â çâåðîâîäñòâå èëè äë 
äîìàøíèõ æèâîòíûõ, æèâóùèõ âíóòðè äîìà.

Ñâèíüè ïðè ïðîìûøëåííîì ðàçâåäåíèè â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ìåñ öåâ ïîñëå
ïðåêðàùåíè  êîðìëåíè  ìàòåðèíñêèì ìîëîêîì èìåþò ïîâûøåííóþ ñìåðòíîñòü èç-çà
îïïîðòóíèñòè÷åñêèõ èíôåêöèé, âûçâàííûìè âèðóñàìè, áàêòåðè ìè, ïðîñòåéøèìè è ãðèáàìè
[Blecha et al., (J.Anim. Sci. 1983, 56, 396-400), Willcock et Schwartz
(Salmonellosis, In: Diseases of Swine, 7th edition, Leman et al. (eds.), Iowa State
University Press, Ames, Iowa, 1992, pp.570-583)]. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî îòëó÷åííûå îò
êîðìëåíè  ìàòåðèíñêèì ìîëîêîì ïîðîñ òà èìåþò ïîâûøåííóþ âîñïðèèì÷èâîñòü ê
èíôåêöèîííûì áîëåçí ì îòíîñèòåëüíî âçðîñëûõ ñâèíåé èëè, íàîáîðîò, ïîðîñ ò-ñîñóíêîâ.
Ýòî óâåëè÷åíèå â âîñïðèèì÷èâîñòè ê èíôåêöèîííûì àãåíòàì ïîñëå ïðåêðàùåíè 
êîðìëåíè  ìàòåðèíñêèì ìîëîêîì ìîæåò áûòü âûçâàíî ìíîæåñòâîì ôàêòîðîâ, âêëþ÷à 
ïîòåðþ àíòèòåë, âûðàáàòûâàåìûõ ìàòåðüþ, èììóíîäåôèöèòîì, ñâ çàííûì ñ áûñòðûì
ðàçâèòèåì, à òàêæå ñòðåññ-èíäóöèðîâàííîé âîñïðèèì÷èâîñòüþ èç-çà óâåëè÷åíè 
ñîäåðæàíè  ãëþêîêîðòèêîèäîâ ó ýòèõ ïîðîñ ò [Blecha et al. (ibid); Wilcock and
Schwartz (ibid); Blecha et al. (Am. J.Vet. Res. 1985, 46, 1934-1937); Aurich et al.
(J.Reprod. Fert. 1990, 89, 605-612); Abughali et al. (Blood. 1994, 83, 1086-1092);
and El-Awar and Hahn (J. Leuk. Biol. 1991, 49, 227-235].

Ïðè îáùåé òåíäåíöèè ê îòðûâó ïîðîñ ò îò ìàòåðè êàê ìîæíî ðàíüøå, â ð äå ñëó÷àåâ íà
8-10-é äåíü, óìåíüøåíèå èììóíèòåòà, âûçâàííîãî ðàçâèòèåì, âåäóùåå ê óâåëè÷åíèþ
÷óâñòâèòåëüíîñòè ê èíôåêöèîííûì çàáîëåâàíè ì, ñòàíîâèòñ  áîëåå ÷åì âàæíîé
ïðîáëåìîé (Blecha et al., ibid). Ñîîòâåòñòâóþùèé èììóííûé äåôèöèò è ïîñëåäóþùåå
óâåëè÷åíèå âîñïðèèì÷èâîñòè ê èíôåêöèîííûì çàáîëåâàíè ì õîðîøî èçâåñòíî äë 
ìëåêîïèòàþùèõ. Íàïðèìåð, äåòè, æåðåá òà è òåë òà ïðî âë þò äåôèöèò êàê îñëàáëåííûõ
íåéòðîôèëüíûõ, òàê è Ò-êëåòî÷íûõ ôóíêöèèé, â ïåðâûå íåäåëè æèçíè [Coignal et al. (Am.
J. Vet. Res. 1984, 45, 898-901); Hauser et al. (Am. J. Vet. Res. 1986, 47, 152-153);
Hill (Pediatric Research. 1997, 22, 375-382); Miller (Pediatrics. 1979, (suppl.), 709-
712); Rosenthal and Cairo (Intern. J. Ped. Hem./Onc. 1995, 2, 477-487); Higuchi et
al. (J. Vet. Med. Sci. 1997, 59, 271-276); Lee and Roth (Comp. Haem. Intern. 1992, 2,
140-147); Lee and Kehrli (Am. J. Vet. Res. 1998, 59, 37-43); and Zwahlen et al. (J.
Leuk. Biol. 1992, 51, 264-269)]. ×óâñòâèòåëüíîñòü ê ãðàìîòðèöàòåëüíûì áàêòåðè ì òàêæå
õîðîøî äîêóìåíòèðîâàíà äë  æåðåá ò, ïîðîñ ò è òåë ò [Carter and Martens (Comp. Cont.
Educ. Pract. Vet. 1986, 8, 256-270); Drieson et al. (Aust. Vet. J. 1993, 70, 259-262);
and Selim et al. (Vaccine. 1995, 13, 381-390)]. Ìîëîäûå ïîðîñ òà èìåþò äåôèöèò â
îòíîøåíèè ãóìîðàëüíîãî è êëåòî÷íîãî êîìïîíåíòà èììóííîé ñèñòåìû. Ðàçâèòèå
êîìïàðòìåíòîâ Â è Ò-êëåòîê äî ñòàáèëüíîãî ñîñòî íè  â íåîíàòàëüíûõ ïîðîñ òàõ çàíèìàåò
íåñêîëüêî íåäåëü, à ñîäåðæàíèå ðàçëè÷íûõ êëàññîâ èììóíîãëîáóëèíîâ â ðàçëè÷íûõ
ìåñòàõ èçìåí þòñ  ñ âîçðàñòîì ïîðîñ ò [Bianchi et al. (Vet. Immun. Immunopath. 1992,
33, 201-222) and McCauley and Hartmann (Res. Vet. Sci. 1984, 37, 234-241)]. Òàêæå
îòìå÷àëèñü ïîíèæåííûé ìèòîãåííûé îòâåò Ò-êëåòîê è ïîíèæåííà  íåéòðîôèëüíà  ôóíêöè 
ó ìîëîäûõ ïîðîñ ò [Blecha et al. (1983, ibid); El-Awar and Hahn (ibid); Shi et al.
(J. Leuk. Biol. 1994, 56, 88-94); and Hoskinson et al. (J. Anim. Sci. 1990, 68, 2471-2478)].

Íàñòî ùèé ìåòîä è èììóíîñòèìóëèðóþùèå êîìïîçèöèè ýòîãî èçîáðåòåíè  ìîãóò áûòü
ýôôåêòèâíû äë  çàùèòû ñâèíåé è/èëè íîðîê è õîðüêîâ ïðîòèâ èíôåêöèé, âûçûâàåìûõ
áîëüøèì íàáîðîì ìèêðîîðãàíèçìîâ. Áåç êàêèõ-ëèáî îãðàíè÷åíèé ïðîöåññ è êîìïîçèöè 
ïîëåçíû äë  îáåñïå÷åíè  çàùèòû ïðîòèâ âèðóñíûõ, áàêòåðèàëüíûõ ãðèáêîâûõ è

Ñòðàíèöà: 14

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 339 644 C2

ïðîòîçîéíûõ ïàòîãåííûõ ñîñòî íèé ó ñâèíåé, íîðîê è õîðüêîâ, âêëþ÷à  òå, êîòîðûå
îïèñàíû â ëèòåðàòóðå [Wilcock and Schwartz (ibid); The 1984 Yearbook of Agriculture:
Animal Health.Hayes (ed.), U.S.Government Printing Office, LC 84 - 601135, 1984 - 451-
784, pp.277-306]. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âîïëîùåíèè ìåòîä è êîìïîçèöèè, â ÷àñòíîñòè,
ýôôåêòèâíû äë  çàùèòû ñâèíåé îò ñàëüìîíåëåçîâ, âûçâàííûõ, íàïðèìåð, Salmonella
choleraesuis and S. typhimurium. Èçîáðåòåíèå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî äë  ðàçëè÷íûõ
âèäîâ æèâîòíûõ, âêëþ÷à  õîðüêîâ, íîðîê, ñâèíåé è äðóãèõ.

ÊÐÀÒÊÎÅ ÎÏÈÑÀÍÈÅ ÔÈÃÓÐ
ÔÈÃ.1. Äîçîçàâèñèìûé ýôôåêò ôðîíäîçèäà À íà ëèçîñîìàëüíîþ àêòèâíîñòü

ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãîâ ìûøåé ëèíèè BALB/c; èìïîëüçîâàëè 0,5 ìë ãëèêîçèäíîãî
ðàñòâîðà (â ñòåðèëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, 0.9% NaCl i.p.). Íà 4-é äåíü ïîñëå
èíúåêöèè ìàêðîôàãè âûäåë ëè è îöåíèâàëè ëèçîñîìàëüíóþ àêòèâíîñòü ñ èñïîëüçîâàíèåì
êðàñèòåë  àêðèäèíîâûé îðàíæåâûé è ñ÷åò÷èêà ôëóîðåñöåíöèè. Çíà÷åíè  îïðåäåëåíû ±se
(n=100); 3 ìûøè (20 ã ñðåäíèé âåñ) áûëè èñïîëüçîâàíû äë  êàæäîé äîçû.

ÔÈÃ.2. Âðåì çàâèñèìûé ýôôåêò ôðîíäîçèäà À íà ëèçîñîìàëüíóþ àêòèâíîñòü
ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãîâ â ìûøàõ ëèíèè BALB/c, ïðèìåíåíèå 0,5 ìë ãëèêîçèäíîãî
ðàñòâîðà ïðè äîçå 0.2 ìêã/ìûøü (â ñòåðèëèçîâàííîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, 0.9%
NaCl, i.p.). Â îïðåäåëåííûå äíè ïîñëå ââåäåíè  ìàêðîôàãè âûäåë ëèñü, è ëèçîñîìàëüíóþ
àêòèâíîñòü îöåíèâàëè, èñïîëüçó  êðàñèòåëü àêðèäèíîâûé îðàíæåâûé è ñèñòåìó ïîäñ÷åòà
ôëóîðåñöåíöèè. Çíà÷åíè  èçìåðåíû ±se (n=100); 4 ìûøè (20 ã ñðåäíèé âåñ) áûëè
èñïîëüçîâàíû äë  êàæäîé äîçû.

ÔÈÃ.3. Âëè íèå ôðîíäîçèäà A in vitro íà ôàãîöèòîç ìå÷åííûõ FITC êëåòîê
Staphylococcus aureus â ïåðèòîíåàëüíüãõ ìàêðîôàãàõ ìûøè. Âðåì  èíêóáàöèè Ôðîíäîçèäà
À ñ ìûøüþ ñîñòàâë åò 1 ÷.

ÔÈÃ.4. Âëè íèå ôðîíäîçèäà À, ïðèìåíåííîãî ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöè õ, íà
âûðàáîòêó àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (îêñèäàòèâíûé âçðûâ) â ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ
ìûøåé in vitro. Âðåì  èíêóáàöèè ãëèêîçèäîâ ñ êëåòêàìè 1 ÷àñ. Çíà÷åíè  ïðèâåäåíû ±se (n=
100).

ÏÐÅÄÏÎ×ÒÈÒÅËÜÍÛÅ ÂÀÐÈÀÍÒÛ ÎÑÓÙÅÑÒÂËÅÍÈß ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
ÏÐÈÌÅÐ 1
100 ã ïîðîøêà ëèîôèëüíî âûñóøåííîé âàðî÷íîé âîäû, ïîëó÷åííîé ïðè ïðîìûøëåííîé

ïèùåâîé ïåðåðàáîòêå Ñ.frondosa, ïîìåùàþò â ëèòðîâóþ êîëáó, äîáàâë þò ê íåìó ñìåñü
õëîðîôîðìà è ìåòàíîëà â ñîîòíîøåíèè (1:1) (400 ìë) è êèï ò ò íà òåïëîé âîä íîé áàíå ñ
îáðàòíûì õîëîäèëüíèêîì ïðè îñòîðîæíîì íàãðåâàíèè, ÷òîáû èçáåãàòü ñëèøêîì ðåçêîãî
êèïåíè  ñìåñè, â òå÷åíèå 1,5 ÷àñîâ. Çàòåì ýêñòðàêò îõëàæäàþò è ôèëüòðóþò ÷åðåç âàòó ñ
èñïîëüçîâàíèåì îáû÷íîé âîðîíêè. Ê îñòàòêó çàòåì äîáàâë þò ñìåñü õëîðîôîðì/ìåòàíîë
(1:1) (200 ìë) è çàòåì æèäêóþ ôàçó äåêàíòèðóþò è ôèëüòðóþò. Ýòè ýêñòðàêòû îáúåäèí þò
è óïàðèâàþò ñ äîáàâëåíèåì íåáîëüøèõ ïîðöèé áóòàíîëà êàê ïåíîãàñèòåë .

Óïàðåííûå õëîðîôîðì/ìåòàíîëüíûå ýêñòðàêòû ïåðåðàñòâîð þò â âîäå â íåñêîëüêî
ïðèåìîâ ïóòåì äîáàâëåíè  íåáîëüøèõ ïîðöèé âîäû. Ïîðöèè äåêàíòèðóþò â îòäåëüíóþ
êîëáó. Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷àþò 0,7 ë êîëëîèäíîãî ðàñòâîðà. Çàòåì ê ðàñòâîðó äîáàâë þò
300 ìë ýòèëàöåòàòà. Ñìåñü ïåðåìåøèâàþò 3 ÷àñà íà ìàãíèòíîé ìåøàëêå è îñòàâë þò íà
íî÷ü äë  ðàññëàèâàíè  ôàç. Çàòåì âîäíóþ ôàçó äåêàíòèðóþò ÷åðåç ñèôîííûé øëàíã,
ðàçáàâë þò âîäîé â 10 ðàç è çàòåì çàãðóæàþò íà êîëîíêó ñ òåôëîíîâûì ïîðîøêîì (Teflon
Dupont No.9Â) (îáúåì êîëîíêè ñîñòàâë åò îêîëî 1,5 ë).

Êîëîíêó ñ òåôëîíîì çàòåì ïðîìûâàþò âîäîé äî óäàëåíè  ñîëåé è ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâ
ïèãìåíòîâ. Ãëèêîçèäû ýëþèðóþò 65% àöåòîíîì. Îáúåì êàæäîé ñîáèðàåìîé ôðàêöèè
ñîñòàâë þò îêîëî 50 ìë. Ãëèêîçèä-ñîäåðæàùèå ôðàêöèè çàòåì óïàðèâàþò ñ äîáàâëåíèåì
áóòàíîëà êàê ïåíîãàñèòåë  è êîëîíêó ðåãåíåðèðóþò ÷èñòûì àöåòîíîì â êîëè÷åñòâå äâóõ
îáúåìîâ êîëîíêè. Ïîëó÷àþò 850 ìã ñûðîé ãëèêîçèäíîé ñóììû.

Äë  äàëüíåéøåãî ðàçäåëåíè  ñìåñè èñïîëüçóþò ñèëèêàãåëüíóþ ôëýø-êîëîíêó Biotage Si
40L 2632-2 ñ ïîäâèæíîé ôàçîé õëîðîôîðì/ýòàíîë/âîäà (100:100:17). Ñûðóþ ãëèêîçèäíóþ
ôðàêöèþ, ïîëó÷åííóþ ïîñëå õðîìàòîãðàôèè íà òåôëîíå, ðàñòâîð þò â ìèíèìàëüíîì
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êîëè÷åñòâå ñèñòåìû ðàñòâîðèòåëåé ïðè äîáàâëåíèè ïî êàïë ì íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà
âîäû è çàãðóæàþò íà êîëîíêó. Êîëîíêó çàòåì ýëþèðóþò 0,5 ë ïîäâèæíîé ôàçû, ñîáèðàþò
ôðàêöèè ïî 10 ìë. Ïîñëå çàâåðøåíè  âûõîäà ôðîíäîçèäà À ïîäâèæíóþ ôàçó ìåí þò íà
õëîðîôîðì/ýòàíîë/âîäà (100:150:50). Âñå ñòàäèè êîíòðîëèðóþò ïî ÒÑÕ
(õëîðîôîðì/ýòàíîë/âîäà (100:100:17) íà ïëàñòèíêàõ ñ ñèëèêàãåëåì. Ïîëó÷åíî 50 ìã
ôðîíäîçèäà À, 136 ìã ôðàêöèè äèñóëüôàòèðîâàííûõ è 171 ìã ôðàêöèè
òðèñóëüôàòèðîâàííûõ ãëèêîçèäîâ.

ÏÐÈÌÅÐ 2
100 ã ïîðîøêà ëèîôèëüíî âûñóøåííîé âàðî÷íîé âîäû Ñ.frondosa ïîìåùàþò â 1 ë êîëáó,

çàëèâàþò ñìåñüþ õëîðîôîðì/ìåòàíîë (1:1) (600 ìë) è êèï ò ò ñ îáðàòíûì õîëîäèëüíèêîì
íà òåïëîé âîä íîé áàíå ïðè îñòîðîæíîì íàãðåâàíèè â òå÷åíèå 1,5 ÷àñîâ. Ýêñòðàêò çàòåì
îõëàæäàþò è ôèëüòðóþò ÷åðåç âàòó, èñïîëüçó  îáû÷íóþ âîðîíêó. Îñòàòîê çàòåì
ïðîìûâàþò ñìåñüþ õëîðîôîðì/ìåòàíîë (1:1). Æèäêèå ôàçû äåêàíòèðóþò è ôèëüòðóþò. Ýòè
ýêñòðàêòû çàòåì îáúåäèí þò è óïàðèâàþò ñ äîáàâëåíèåì áóòàíîëà êàê ïåíîãàñèòåë .

Óïàðåííûé õëîðîôîðì-ìåòàíîëüíûé ýêñòðàêò ðàñòâîð þò â âîäå â íåñêîëüêî ïðèåìîâ.
Ïîðöèè âîäû äåêàíòèðóþò â îòäåëüíóþ êîëáó. Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷àþò îêîëî 0,7 ë
êîëëîèäíîãî ðàñòâîðà. Çàòåì ê ðàñòâîðó äîáàâë þò 300 ìë ýòèëàöåòàòà. Ýòó ñìåñü çàòåì
ïåðåìåøèâàþò íà ìàãíèòíîé ìåøàëêå è îñòàâë þò íà íî÷ü äë  ðàçäåëåíè  ñëîåâ. Âîäíûé
ñëîé çàòåì äåêàíòèðóþò ñ ïîìîùüþ ñèôîííîãî øëàíãà. Âîäíóþ ôàçó ðàçáàâë þò â äåñ òü
ðàç è çàãðóæàþò íà êîëîíêó ñ òåôëîíîì (Teflon Dupont No.9Â), îáúåì êîëîíêè ñîñòàâë åò
ïîð äêà 1,5 ë.

Êîëîíêó ñ òåôëîíîì ïðîìûâàþò çàòåì âîäîé äî óäàëåíè  ñîëåé è ñëåäîâ ïèãìåíòîâ.
Çàòåì ãëèêîçèäû ïðîìûâàþò 65% àöåòîíîì. Îáúåì êàæäîé ôðàêöèè ñîñòàâë åò ïîð äêà 50
ìë. Ãëèêîçèä-ñîäåðæàùèå ôðàêöèè çàòåì óïàðèâàþò ñ äîáàâëåíèåì áóòàíîëà êàê
ïåíîãàñèòåë , à êîëîíêó ðåãåíåðèðóþò ÷èñòûì àöåòîíîì â êîëè÷åñòâå ðàâíîì äâóì
îáúåìàì êîëîíêè. Ïîëó÷àþò 110 ìã ñûðîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé Ôðîíäîçèä À.

Äë  äàëüíåéøåé î÷èñòêè èñïîëüçóþò ñèëèêàãåëüíà  ôëýø-êîëîíêà Biotage Si 40L 2632-2
ñ ñèñòåìîé õëîðîôîðì/ýòàíîë/âîäà (100:100:17). Ïðîáó ñûðîãî ôðîíäîçèäà À ïîñëå
õðîìàòîãðàôèè íà òåôëîíå ðàñòâîð þò â ìèíèìàëüíîì îáúåìå ñèñòåìû ðàñòâîðèòåëåé
ïðè äîáàâëåíèè ïî êàïë ì âîäû íà ãîð ÷åé âîä íîé áàíå è çàãðóæàþò íà êîëîíêó. Êîëîíêó
çàòåì ýëþèðóþò 0,5 ëèòðàìè ñèñòåìû ðàñòâîðèòåëåé, ñîáèðà  ôðàêöèè ïî 10 ìë. Âñå
ñòàäèè êîíòðîëèðóþò ïî ÒÑÕ. Ïîëó÷àþò 50 ìã ôðîíäîçèäà À.

ÏÐÈÌÅÐ 3
100 ã ëèîôèëüíî âûñóøåííûõ è èñòîë÷åííûõ â êðóïíîçåðíèñòûé ïîðîøîê ñòåíîê òåëà

Ñ.frondosa ïîìåùàþò â ëèòðîâóþ êîëáó, äîáàâë þò ê íåìó ñìåñü õëîðîôîðìà è ìåòàíîëà â
ñîîòíîøåíèè (1:1) (400 ìë) è êèï ò ò íà òåïëîé âîä íîé áàíå ñ îáðàòíûì õîëîäèëüíèêîì
ïðè îñòîðîæíîì íàãðåâàíèè, ÷òîáû èçáåãàòü ñëèøêîì ðåçêîãî êèïåíè  ñìåñè, â òå÷åíèå
1,5 ÷àñîâ. Ýêñòðàêò çàòåì îõëàæäàþò è ôèëüòðóþò ÷åðåç âàòó ñ èñïîëüçîâàíèåì îáû÷íîé
âîðîíêè. Ê îñòàòêó çàòåì äîáàâë þò ñìåñü õëîðîôîðì/ìåòàíîë (1:1) (200 ìë) è æèäêóþ
ôàçó çàòåì äåêàíòèðóþò è ôèëüòðóþò. Ýòè ýêñòðàêòû îáúåäèí þò è óïàðèâàþò ñ
äîáàâëåíèåì íåáîëüøèõ ïîðöèé áóòàíîëà êàê ïåíîãàñèòåë .

Óïàðåííûå õëîðîôîðì-ìåòàíîëüíûå ýêñòðàêòû ïåðåðàñòâîð þò â âîäå â íåñêîëüêî
ïðèåìîâ ïóòåì äîáàâëåíè  íåáîëüøèõ ïîðöèé âîäû. Ïîðöèè äåêàíòèðóþò â îòäåëüíóþ
êîëáó. Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷àþò 0,7 ë êîëëîèäíîãî ðàñòâîðà. Çàòåì ê ðàñòâîðó äîáàâë þò
300 ìë ýòèëàöåòàòà. Ñìåñü ïåðåìåøèâàþò 3 ÷àñà íà ìàãíèòíîé ìåøàëêå è îñòàâë þò íà
íî÷ü äë  ðàññëàèâàíè  ôàç. Âîäíóþ ôàçó çàòåì äåêàíòèðóþò ÷åðåç ñèôîííûé øëàíã.
Âîäíóþ ôàçó çàòåì ðàçáàâë þò âîäîé â 10 ðàç è çàãðóæàþò íà êîëîíêó ñ òåôëîíîâûì
ïîðîøêîì (Teflon Dupont No.9Â) (îáúåì êîëîíêè ñîñòàâë åò îêîëî 1,5 ë).

Êîëîíêó ñ òåôëîíîì çàòåì ïðîìûâàþò âîäîé äî óäàëåíè  ñîëåé è ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâ
ïèãìåíòîâ. Ãëèêîçèäû çàòåì ýëþèðóþò 65% àöåòîíîì. Îáúåì êàæäîé ñîáèðàåìîé ôðàêöèè
ñîñòàâë åò îêîëî 50 ìë. Ãëèêîçèä-ñîäåðæàùèå ôðàêöèè çàòåì óïàðèâàþò ñ äîáàâëåíèåì
áóòàíîëà êàê ïåíîãàñèòåë  è êîëîíêó ðåãåíåðèðóþò ÷èñòûì àöåòîíîì â êîëè÷åñòâå äâóõ
îáúåìîâ êîëîíêè. Ïîëó÷àþò 970 ìã ñûðîé ãëèêîçèäíîé ñóììû.

Ñòðàíèöà: 16

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 339 644 C2

Äë  äàëüíåéøåãî ðàçäåëåíè  ñìåñè èñïîëüçóþò ñèëèêàãåëüíóþ ôëýø-êîëîíêó Biotage Si
40L 2632-2 ñ ïîäâèæíîé ôàçîé õëîðîôîðì/ýòàíîë/âîäà (100:100:17). Ñûðóþ ãëèêîçèäíóþ
ôðàêöèþ, ïîëó÷åííóþ ïîñëå õðîìàòîãðàôèè íà òåôëîíå, ðàñòâîð þò â ìèíèìàëüíîì
êîëè÷åñòâå ñèñòåìû ðàñòâîðèòåëåé ïðè äîáàâëåíèè ïî êàïë ì íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà
âîäû è çàãðóæàþò íà êîëîíêó. Êîëîíêó çàòåì ýëþèðóþò 0,5 ë ïîäâèæíîé ôàçû, ñîáèðà 
ôðàêöèè ïî 10 ìë. Ïîñëå çàâåðøåíè  âûõîäà ôðîíäîçèäà À ïîäâèæíóþ ôàçó ìåí þò íà
õëîðîôîðì/ýòàíîë/âîäà (100:150:50). Âñå ñòàäèè êîíòðîëèðóþò ïî ÒÑÕ íà ïëàñòèíêàõ ñ
ñèëèêàãåëåì. Ñèñòåìà ðàñòâîðèòåëåé äë  ÒÑÕ - õëîðîôîðì/ýòàíîë/âîäà (100:100:17).
Ïîëó÷àþò 65 ìã ôðîíäîçèäà À, 60 ìã ôðàêöèè äèñóëüôàòèðîâàííûõ è 246 ìã ôðàêöèè
òðèñóëüôàòèðîâàííûõ ãëèêîçèäîâ.

ÏÐÈÌÅÐ 4
Äë  òåñòèðîâàíè  in vivo èñïîëüçîâàëèñü ìûøè ëèíèè BALB/c. Ôðîíäîçèä À ââîäèëè

âíóòðèáðþøèííî (0,5 ìë ðàñòâîðà ôðîíäîçèäà À â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå).
Äèñòèëëèðîâàííóþ âîäó ââîäèëè â êîíòðîëüíûõ ìûøåé. ×åðåç ÷åòûðå äí  ïîñëå
îáðàáîòêè ìûøåé óìåðùâë ëè ìåòîäîì ïåðâèñöåðàëüíîé äèñëîêàöèè è ïåðèòîíåàëüíûå
ìàêðîôàãè âûäåë ëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå.

Îöåíêà âíóòðèêëåòî÷íîé ëèçîñîìàëüíîé àêòèâíîñòè ïðîâîäèëàñü îêðàñêîé è
ëîêàëèçàöèåé ëèçîñîì â æèâûõ ìàêðîôàãàõ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì àêðèäèíîâûé
îðàíæåâûé ñ ïîñëåäóþùèì àíàëèçîì èçîáðàæåíèé ôëóîðåöåíöèè êëåòîê. Ñ ýòîé öåëüþ
250 ìêë ïåðèòîíåàëüíîé æèäêîñòè ìûøåé ïîìåùàëè íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî ìèêðîñêîïà è
îñòàâë ëè èíêóáèðîâàòüñ  íà îäèí ÷àñ ïðè 37°Ñ. Ïîñëå àäãåçèè ìàêðîôàãîâ ïðåäìåòíîå
ñòåêëî òðèæäû ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (ÔÑÁ, pH 7,5). 250 ìêë
ðàñòâîðà àêðèäèíîâîãî îðàíæåâîãî ("Calbiochem", 100 ìêã/ìë â ÔÑÁ) áûëî ïî êàïë ì
äîáàâëåíî â êëåòî÷íûé ìîíîñëîé, è ñòåêëî èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèíóò.
Êëåòî÷íûé ìîíîñëîé çàòåì òðèæäû ïðîìûâàëè ÔÑÁ. Ïîêðîâíûå ñòåêëà ìîíòèðîâàëèñü íà
ïðåäìåòíîì ñòîëèêå ôëóîðåñöåíòíîãî ñêàíèðóþùåãî óñòðîéñòâà, îñíîâàííîãî íà
èíâåðñèîííîì ìèêðîñêîïå Axiovert 200 (Zeiss, Germany). Ëþìèíåñöåíòíà  ëàìïà 75 W
Optosource xenon arc lamp è DAC-êîíòðîëèðóåìûé ìîíîõðîìàòîð Optoscan (Cairn Research
Ltd., UK) èñïîëüçîâàëèñü â êà÷åñòâå èñòî÷íèêîâ ñâåòà äë  âîçáóæäåíè  ôëþîðåñöåíöèè
ïðè λ=489 íì; ôèëüòð-áëîê HQ FITC (Chroma Technology Corp., USA) è îáúåêòèâ Fluar

40×/1.30 Oil objective (Zeiss, Germany) áûëè èñïîëüçîâàíû äë  âèçóàëèçàöèè
ôëóîðåñöåíöèè àêðèäèíîâîãî îðàíæåâîãî â ëèçîñîìàõ. Èçîáðàæåíè  êðàñíî-îðàíæåâîé
ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê ðåãèñòðèðîâàëèñü ñ ïîìîùüþ öèôðîâîé âèäåîêàìåðû Hamamatsu
Orca-ER Ñ4742-95 (Hamamatsu Photonics K.K., Japan) è ïåðåäàâàëèñü â IBM-ñîâìåñòèìûé
êîìïüþòåð P-IV ñ èíòåðôåéñîì Firewire data. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñëó÷àéíî
âûáðàííûõ 100 èçîáðàæåíèé êëåòîê îöåíèâàëàñü ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû AQM Advance 6
(Kinetic Imaging Ltd., UK) è âû÷èñë ëàñü ïî ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
êàæäîé êëåòêè, âûðàæåííîé â ïèêñåë õ.

Äë  êàæäîé äîçû èñïîëüçîâàëîñü øåñòü ìûøåé. Âñå ýêñïåðèìåíòû áûëè ïîâòîðåíû
òðèæäû. Çíà÷åíè  è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíè  äë  êàæäîãî ýêñïåðèìåíòà âû÷èñë ëèñü è
íàíîñèëèñü íà ãðàôèê ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû SigmaPlot 3.02 (Jandel Scientific, San
Rafael, CA).

Ôðîíäîçèä À ââîäèëñ  â íèçêèõ ñóáòîêñè÷åñêèõ êîíöåíòðàöè õ â äèàïàçîíå 0,002-2,0
ìêã/ìûøü, âûçûâàþùèõ çíà÷èòåëüíûé èììóíîñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò íà ìûøèíûå
ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôàãè äîçîçàâèñèìûì îáðàçîì. Èíúåêöè  ýòèõ äîç ãëèêîçèäà
ïðèâîäèëà ê óâåëè÷åíèþ â ÷èñëå è îáúåìå ëèçîñîì, òàê æå êàê ê óâåëè÷åíèþ èõ
êèñëîòíîñòè, èçìåðåííîé ïî ôëóîðåñöåíöèè àêðèäèíîâîãî îðàíæåâîãî. Ìàêñèìàëüíûé
ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò áûë îïðåäåëåí ïðè êîíöåíòðàöèè ôðîíäîçèäà À 0,2 ìêã/ìûøü, ïðè
ýòîì áûëà ïîêàçàíà áîëåå ÷åì äâóêðàòíà  ñòèìóë öè  èõ ëèçîñîìàëüíîé àêòèâíîñòè. Ñ
äðóãîé ñòîðîíû, íàìíîãî áîëüøèå äîçû 20 ìêã/ìûøü è 200 ìêã/ìûøü âûçûâàëè
ïðîòèâîïîëîæíûé ýôôåêò, âûðàæàâøèéñ  â çíà÷èòåëüíîì ïîäàâëåíèè ëèçîñîìàëüíîé
àêòèâíîñòè îòíîñèòåëüíî êîíòðîëüíîãî óðîâí . Ðåçóëüòàòû ïîêàçàíû íà Ôèã.1.

Òàêèì îáðàçîì, áûëî îïðåäåëåíî äîçîçàâèñèìîå èììóíîìîäóëèðóþùåå âëè íèå
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ôðîíäîçèäà À. Ïîêàçàíî, ÷òî ôðîíäîçèä À äàåò èììóíîñòèìóëèðóþùèé  ýôôåêò â íèçêèõ
ñóáòîêñè÷åñêèõ êîíöåíòðàöè õ è âûçûâàåò èíãèáèòîðíûå ýôôåêòû íà ëèçîñîìàëüíó
àêòèâíîñòü ìàêðîôàãîâ ïðè êîíöåíòðàöè õ â 100 ðàç áîëüøèõ, ÷åì ñòèìóëèðóþùèå äîçû.

ÏÐÈÌÅÐ 5
Ëèçîñîìàëüíà  àêòèâíîñòü îïðåäåë ëàñü, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 3. Ïðè ýêñïåðèìåíòàõ ñ

êàæäîé äîçîé èñïîëüçîâàëîñü ïî ÷åòûðå ìûøè. Çíà÷åíè  è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíè 
âû÷èñë ëèñü è íàíîñèëèñü íà ãðàôèê ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû SigmaPlot 3.02 (Jandel
Scientific, San Rafael, CA).

Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëèñü â òå÷åíèå 24 äíåé. Â òå÷åíèå ýòîãî âðåìåíè àêòèâíîñòü
ëèçîñîì ìàêðîôàãîâ êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ ñóùåñòâåííî íå èçìåí ëàñü. Äåéñòâèå
ôðîíäîçèäà À ïðî âë ëîñü êàê áûñòðà  è çíà÷èòåëüíà  ñòèìóë öè , êîòîðà 
îáíàðóæèâàëàñü óæå íà 1-é äåíü ïîñëå èíúåêöèè. Ìàêñèìàëüíûé ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò
ôðîíäîçèäà À áûë ïîêàçàí íà 4-5-é äåíü ïîñëå èíúåêöèè (Ôèã.2). Ïîñëå ýòîãî ïåðèîäà
ýôôåêò ïëàâíî óìåíüøàëñ  è âîçâðàùàëñ  ê êîíòðîëüíîìó óðîâíþ íà 12-18-é äåíü
ýêñïåðèìåíòà.

Òàêèì îáðàçîì, ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò ôðîíäîçèäà À ïîñëå åäèíè÷íîé èíúåêöèè
íàáëþäàëñ  â òå÷åíèå äâóõ íåäåëü.

ÏÐÈÌÅÐ 6
Ôàãîöèòîç â ìûøèíûõ ìàêðîôàãàõ íàáëþäàëñ  è îöåíèâàëñ  ïîñëå èíòåðíàëèçàöèè

èíîðîäíûõ ÷àñòèö, òàêèõ êàê áàêòåðèàëüíûå ÷àñòèöû, ìå÷åííûõ ôëóîðåñöåíòíî. Ïðè ýòîé
ìåòîäèêå èñïîëüçîâàëàñü âîçìîæíîñòü îáíàðóæåíè  âíóòðèêëåòî÷íîé ôëóîðåñöåíöèè,
âûçâàííîé ïîãëîùåííûìè ÷àñòèöàìè, ðàâíî êàê ãàøåíèå ôëóîðåñöåíöèè çîíäà âî
âíåêëåòî÷íîé îáëàñòè ñ ïîìîùüþ òðèïàíîâîãî ñèíåãî.

Áàêòåðèè Staphylococcus aureus (209 øòàìì) áûëè äåàêòèâèðîâàíû íàãðåâàíèåì â
òå÷åíèå 40 ìèíóò ïðè 100°Ñ è çàòåì èíêóáèðîâàíû ïðè êîíöåíòðàöèè 1×109 áàêòåðèé/ìë ñ
ðàñòâîðîì 0,1 ìã/ìë ôëóîðåñöèí èçîòèîöèàíàòà (FITC "Sigma", ðàñòâîðåííûé â DMSO) â 50
ìÌ NaHCO3 â 100 ìÌ NaCl (pH 9.5) â òå÷åíèå 7 ÷àñîâ ïðè +4°Ñ â òåìíîòå. Áàêòåðèè çàòåì
äâàæäû ïðîìûâàëè ÔÑÁ (öåíòðèôóãèðîâàíèå, 1000×g, 25 ìèí), ÷òîáû óäàëèòü ñâîáîäíûé

FITC è ðåñóñïåíäèðîâàëè â ÔÑÁ äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1×108 áàêòåðèé/ìë. Ìå÷åíûå
áàêòåðèè õðàíèëè äî ýêñïåðèìåíòà ïðè -70°Ñ.

Ôàãîöèòîç îöåíèâàëñ  â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì Molecular Probes protocol äë 
íàáîðà Vybrant Phagocytosis Assay Kit.

Ìàêðîôàãè áûëè âûäåëåíû èç ïåðèòîíåàëüíîé æèäêîñòè áåëûõ ìûøåé ëèíèè BALB/c ïî
ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ (100 ìêë) ñ êîíöåíòðàöèåé 1×106 êëåòîê/ìë
â ÔÑÁ ðàñêàïûâàëè â êàæäóþ ëóíêó 96-ëóíî÷íîé ìèêðîïëàíøåòû è äîáàâë ëè ïî 50 ìêë
ðàñòâîðà ôðîíäîçèäà À â ÔÑÁ â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöè õ. Íåêîòîðûå îòðèöàòåëüíûå (áåç
ìàêðîôàãîâ) è ïîëîæèòåëüíûå (áåç ýôôåêòîðà) êîíòðîëè òàêæå áûëè âêëþ÷åíû â
ýêñïåðèìåíòàëüíûé ð ä ìèêðîïëàíøåòû. Çàòåì ìèêðîïëàíøåòû ïîìåùàëèñü â òåðìîñòàò
ïðè 37°Ñ, êàê ìèíèìóì, íà ÷àñ, ÷òîáû äàòü êëåòêàì ïðèêðåïèòñ  êî äíó è äë  èíêóáàöèè
êëåòîê ñ òåñòèðóåìûì âåùåñòâîì. Çàòåì ñðåäó óäàë ëè âàêóóìíîé àñïèðàöèåé è âî âñå
ëóíêè äîáàâë ëè ïî 100 ìêë ïðèãîòîâëåííîé ñóñïåíçèè áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê, ìå÷åííûõ
FITC ñ êîíöåíòðàöèåé 1×107 áàêòåðèé/ìë, è ìèêðîïëàíøåòó ïîìåùàëè â òåðìîñòàò íà äâà
÷àñà. Çàòåì ñóñïåíçèþ ôëóîðåñöèðóþùèõ áàêòåðèé óäàë ëè è â ëóíêè íåìåäëåííî
äîáàâë ëè 100 ìêë ðàñòâîðà òðèïàíîâîãî ñèíåãî (êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè  òðèïàíîâîãî
ñèíåãî ñîñòàâë ëà 0,25 ìã/ìë). Ìèêðîïëàíøåòó èíêóáèðîâàëè 1 ìèíóòó ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå è çàòåì ñðåäó óáèðàëè âàêóóìíîé àñïèðàöèåé.

Ôëóîðåñöåíöè  â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è êîíòðîëüíûõ ëóíêàõ èçìåð ëàñü
ôëóîðåñöåíòíûì ïëàíøåòíûì ñêàííåðîì Fluoroscan Ascent ("ThermoLabsystems", Finland) ñ
íàáîðîì ïàðû ôèëüòðîâ 485 íì è 518 íì äë  âîçáóæäåíè  è ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè,
ñîîòâåòñòâåííî. Ýôôåêòèâíîñòü ôàãîöèòîçà â îòâåò íà ýôôåêòîð çàòåì îïðåäåë ëñ 
ñëåäóþùèì îáðàçîì:

% Ýôôåêòà = ×èñòîå ýêñïåðèìåíòàëüíîå ñ÷èòûâàíèå / ×èñòîå ïîëîæèòåëüíîå
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ñ÷èòûâàíèå × 100% ãäå:
×èñòîå ýêñïåðèìåíòàëüíîå ñ÷èòûâàíèå - ðàçíèöà ìåæäó ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòüþ

ôëóîðåñöåíöèè ãðóïïû ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ëóíîê è ãðóïïû ëóíîê îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîë .
Ýòî çíà÷åíèå îòðàæàåò èçìåíåíèå ôàãîöèòîçà ïðè ââåäåíèè ýôôåêòîðà.

×èñòîå ïîëîæèòåëüíîå ñ÷èòûâàíèå - ðàçíèöà ìåæäó ñðåäíåé èíòåíñèâíîñòüþ
ôëóîðåñöåíöèè ãðóïïû ëóíîê îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîë  è ãðóïïû ïîçèòèâíîãî êîíòðîë . Ýòî
çíà÷åíèå ïðåäñòàâë åò ôàãîöèòîç ïðè íîðìàëüíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâè õ.
Ýêñïåðèìåíòû ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöè õ ýôôåêòîðà ïðîâîäèëèñü ãðóïïàìè ïî 4-5
ïîâòîðîâ. Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëèñü òðèæäû.

Ôðîíäîçèä À äåéñòâîâàë êàê èììóíîìîäóë òîð äîçîçàâèñèìûì îáðàçîì. Ïðè
êîíöåíòðàöèè 0,01-0,0001 ìêã/ìë, ôðîíäîçèä À ñòèìóëèðîâàë ôàãîöèòîç áàêòåðèé ñ
ìàêñèìàëüíûì ýôôåêòîì îêîëî 20% ïðè êîíöåíòðàöèè 0,001 ìêã/ìë (Ôèã.3). Ïðè
êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë ãëèêîçèä çíà÷èòåëüíî èíãèáèðîâàë ôàãîöèòîç, à ïðè êîíöåíòðàöèè
0,1 ìêã/ìë òàêæå íàáëþäàëîñü íåçíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå ôàãîöèòîçà.

ÏÐÈÌÅÐ 7
Îáðàçîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà â ìûøèíûõ ïåðèòîíåàëüíûõ ìàêðîôàãàõ

îöåíèâàëñ  ïî êîëè÷åñòâó íåôëóîðåñöèðóþùåãî äèãèäðîðîäàìèíà 123 ïîñëå åãî
îêèñëåíè  âíóòðèêëåòî÷íûì äûõàòåëüíûì âçðûâîì äî ðîäàìèíà 123. Êîíâåðñè 
äèãèäðîðîäàìèíà 123 â ðîäàìèí 123 îòðàæàåò ïðîäóêöèþ â ìûøèíûõ ìàêðîôàãàõ Í2Î2, Î2

è ïåðîêñèíèòðèòà, êîòîðûå ñâ çàíû ñ ïðîäóêöèåé îêèñè àçîòà, è îáðàçîâàíèå ïåðåêèñåé,
çàâèñèìûõ îò ÍÀÄÔ-îêñèäàçû.

Àíàëèç ôëóîðåñöåíöèè ïðè îáíàðóæåíèè îáðàçîâàíè  àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà â
ìàêðîôàãàõ ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì (ñ íåêîòîðûìè
ìîäèôèêàöè ìè). (E.W. Childs, K.F. Udobi, J.G. Wood, F.A. Hunter, D.M. Smalley, L.Y.
Cheung, "In vivo Visualization of Reactive Oxidants and Leukocyte-Endothelial
Adherence Following Hemorrhagic Shock," Shock. 2002. 18, 423 - 7); (S.F.
Emmendorffer, M. Hecht, M.-L. Lohman-Mattes, J. Roester, "A Fast Easy Method to
Determine the Production of Reactive Oxygene Intermediates by Human and Murine
Phagocytes Using Dihydrorodamine 123," J.Immunol. Meth. 1990. 131, 269-275).

Ñ ýòîé öåëüþ 250 ìêë ïåðèòîíåàëüíîé æèäêîñòè áåëûõ ìûøåé ëèíèè BALB/c ïîìåùàëè
íà ïîêðîâíîå ñòåêëî ìèêðîñêîïà è îñòàâë ëè íà îäèí ÷àñ ïðè 37°Ñ. Ïîñëå àäãåçèè
ìàêðîôàãîâ ïîêðîâíîå ñòåêëî òðèæäû ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì ÔÑÁ (pH 7.5). 250 ìêë
ðàñòâîðà ôðîíäîçèäà À â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöè õ â ÔÑÁ äîáàâë ëè ê êëåòî÷íîìó
ìîíîñëîþ è ñòåêëà èíêóáèðîâàëè åùå â òå÷åíèå îäíîãî ÷àñà ïðè 37°Ñ. Ïîñëå èíêóáàöèè
êëåòêè ïðîìûâàëè òðèæäû è ê êëåòî÷íîìó ìîíîñëîþ äîáàâë ëè ïî êàïë ì 250 ìêë
ðàñòâîðà äèãèäðîðîäàìèíà 123 ("Sigma", 100 íã/ìë â PBS âêëþ÷à  0,5 ìÌ àçèäà íàòðè ) è
ñòåêëà èíêóáèðîâàëè 10 ìèíóò ïðè 37°Ñ. Êëåòî÷íûé ìîíîñëîé çàòåì òðèæäû ïðîìûâàëñ 
ÔÑÁ. Ïîêðîâíûå ñòåêëà ìîíòèðîâàëèñü íà ïðåäìåòíîì ñòîëèêå ôëóîðåñöåíòíîãî
ñêàíèðóþùåãî óñòðîéñòâà, îñíîâàííîãî íà èíâåðñèîííîì ìèêðîñêîïå Axiovert 200 (Zeiss,
Germany). Ëþìèíåñöåíòíà  ëàìïà 75W Optosource xenon arc è DAC-êîíòðîëèðóåìûé
ìîíîõðîìàòîð Optoscan (Cairn Research Ltd., UK) èñïîëüçîâàëèñü â êà÷åñòâå èñòî÷íèêîâ
ñâåòà äë  âîçáóæäåíè  ôëþîðåñöåíöèè ïðè Õ=488 íì; ôèëüòð-áëîê HQ FITC (Chroma
Technology Corp., USA) è îáúåêòèâ A-Plan 40×/0.65 Ph2 îáúåêòèâ (Zeiss, Germany) áûëè
èñïîëüçîâàíû äë  âèçóàëèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëèñü äë  âèçóàëèçàöèè
ôëóîðåñöåíöèè ðîäàìèíà 123 â êëåòêàõ. Èçîáðàæåíè  çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè êëåòîê
ðåãèñòèðîâàëèñü ñ ïîìîùüþ öèôðîâîé âèäåîêàìåðû Hamamatsu Orca-ER Ñ4742-95
(Hamamatsu Photonics K.K., Japan) è ïåðåäàâàëèñü â IBM-ñîâìåñòèìûé êîìïüþòåð P-IV ñ
èíòåðôåéñîì Firewire data. Ôëóîðåñåíöèþ ñëó÷àéíî âûáðàííûõ 300 èçîáðàæåíèé êëåòîê
èçìåð ëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû AQM Advance 6 (Kinetic Imaging Ltd., UK) è âûðàæàëè êàê
ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè äë  êàæäîé êëåòêè â ïèêñåë õ.

Âñå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè òðèæäû. Çíà÷åíè  è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíè  äë  êàæäîãî
ýêñïåðèìåíòà âû÷èñë ëèñü è ãðàôè÷åñêè îáðàáàòûâàëèñü ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû
SigmaPlot 3.02 (Jandel Scientific, San Rafael, CA).
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Ôðîíäîçèä À âûçûâàë äâîéíîé ýôôåêò íà îáðàçîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà â
ìûøèíûõ ìàêðîôàãàõ. Ýòîò ýôôåêò çàâèñåë îò èñïîëüçóåìîé êîíöåíòðàöèè ãëèêîçèäà. Ïðè
êîíöåíòðàöèè ôðîíäîçèäà À â äèàïàçîíå 0,0001-0,01 ìêã/ìë íàáëþäàëîñü óâåëè÷åíèå
âíóòðèêëåòî÷íîé çåëåíîé ôëóîðåñöåíöèè ðîäàìèíà 123. Ìàêñèìàëüíûé ñòèìóëèðóþùèé
ýôôåêò íàáëþäàëñ  ïðè êîíöåíòðàöèè 0,001 ìêã/ìë. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ôðîíäîçèä À,
èñïîëüçîâàííûé ïðè öèòîòîêñè÷åñêîé êîíöåíòðàöèè 1,0 ìêã/ìë, ñóùåñòâåííî èíãèáèðîâàë
îáðàçîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà, à ïðè êîíöåíòðàöèè 0,1 ìêã/ìë ïðàêòè÷åñêè íå
âëè ë íà îáðàçîâàíèå àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà îòíîñèòåëüíî êîíòðîë  (Ôèã.4).

ÏÐÈÌÅÐ 8
Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî îïðåäåëåíèþ îñòðîé òîêñè÷íîñòè èñïîëüçîâàëèñü ëàáîðàòîðíûå

áåëûå ìûøè. Êàæäà  ýêñïåðèìåíòàëüíà  ãðóïïà ñîñòî ëà èç 6 æèâîòíûõ (19-21 ã âåñîì).
Ôðîíäîçèä À â ðàñòâîðå 0,9% NaCl â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöè õ âîäèëñ  i.p. â îáúåìå 0,5
ìë íà æèâîòíîå. Ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð áåç ôðîíäîçèäà À áûë ââåäåí êàê êîíòðîëü.
Ñõåìà ïðèìåíåíè  ãëèêîçèäà ïîêàçàíà â Òàáëèöå 1.

Òàáë.1.

Ñõåìà èíúåêöèé.

Ãðóïïû æèâîòíûõ Äîçû, ìã/êã

1-  50

2-  25

3-  12.5

4-  6.25

5-  3.125

6-  0 (êîíòðîëü)

Íàáëþäåíèå çà æèâîòíûìè ïðîâîäèëîñü â òå÷åíèå äâóõ íåäåëü, êîëè÷åñòâî ïîãèáøèõ è
æèâûõ æèâîòíûõ îïðåäåë ëîñü åæåäíåâíî.

Äë  âû÷èñëåíè  LD50 èñïîëüçîâàëñ  ìåòîä Êåðáåðà (G. Karber, Arch. Exp. Pathol.
Pharm. 1931, 162, 480.) ñ èñïîëüçîâàíèåì ñëåäóþùåé ôîðìóëû:

LD50=LD100-∑(zd)/m;
ãäå:
LD100 - äîçà, êîòîðà  âûçûâàåò ýôôåêò íà âñåõ æèâîòíûõ â ãðóïïå;
z - ñðåäíåàðèôìåòè÷åñêèå çíà÷åíè  ÷èñëà æèâîòíûõ, ãäå ýôôåêò íàáëþäàëñ  ïîä

âëè íèåì äâóõ ñìåæíûõ äîç;
d - èíòåðâàë ìåæäó êàæäûìè äâóì  ñìåæíûìè äîçàìè;
m - ÷èñëî æèâîòíûõ â êàæäîé ãðóïïå.
Îñòðà  âíóòðèáðþøèííà  òîêñè÷íîñòü (LD50) äë  ôðîíäîçèäà À îïðåäåëåíà êàê 9,9 ìã/êã
ÏÐÈÌÅÐ 9
Ýðèòðîöèòû áûëè âûäåëåíû èç êðîâè ìûøåé, òðèæäû ïðîìûòû ÔÑÁ (pH 7,4) ñ

èñïîëüçîâàíèåì öåíòðèôóãèðîâàíè  (450×g, 10 ìèí), è îñàäîê ýðèòðîöèòîâ áûë
ðåñóñïåíäèðîâàí â ÔÑÁ äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1,0% è îñòàâëåí íà õðàíåíèå íà ëüäó.

Äë  îïðåäåëåíè  ãåìîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè 100 ìêë âîäíîãî ðàñòâîðà ôðîíäîçèäà À
ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöè õ ïåðåìåøèâàëèñü ñ 900 ìêë ñóñïåíçèè ýðèòðîöèòîâ è
èíêóáèðîâàëèñü ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 1 ÷àñà. Çàòåì êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì, à
àëèêâîòó ñóïåðíàòàíòà (200 ìêë) ïîìåùàëè â ëóíêè 96-ëóíî÷íîé ìèêðîïëàíøåòû è
êîíöåíòðàöèþ ãåìîãëîáèíà â ñóïåðíàòàíòå îïðåäåë ëè ñïåêòðîìåòðè÷åñêè ïðè λåõ=541 íà
ôîòîìåòðå ïëàíøåòíîãî ôîðìàòà "µQuant" (Bio-Tek Instruments, Inc). Ðåçóëüòàòû áûëè
ïðåäñòàâëåíû êàê ïðîöåíò ãåìîëèçà è íàíåñåíû íà ãðàôèê.

Ôðîíäîçèä À âûçûâàë ãåìîëèòè÷åñêîå äåéñòâèå íà ýðèòðîöèòû ìûøè. Ýôôåêòèâíûå
êîíöåíòðàöèè, âûçûâàþùèå ãåìîëèç, áûëè 3,5 ìêã/ìë (ÅÑ50) è 12,5 ìêã/ìë (ÅÑ100)

ÏÐÈÌÅÐ 10
Äë  îïðåäåëåíè  ýìáðèîòîêñè÷íîñòè èñïîëüçîâàëè ýìáðèîíû ìîðñêîãî åæà

Strongylocentrotus nudus â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäîì Êîáà øè ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöè ìè.
Äë  âûäåëåíè  ñîçðåâøèõ  éöåêëåòîê èëè ñïåðìû â ïîëîñòü ìîðñêîãî åæà ââîäèëè 1-2 ìë
0,5 Ì ðàñòâîðà KCl. ßéöåêëåòêè è ñïåðìà (îòäåëüíî) ñîáèðàëèñü â ñòåêë ííûå ñòàêàíû ñ
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ìîðñêîé âîäîé. Êîãäà æåíñêèå îñîáè ïîëíîñòüþ âûìåòûâàëè èêðó,  éöåêëåòêàì äàâàëè
âîçìîæíîñòü îñåñòü íà äíî êóëüòèâàöèîííîãî áîêñà, çàïîëíåííîãî ôèëüòðîâàííîé è
íàñûùåííîé âîçäóõîì ìîðñêîé âîäîé, è çàòåì ïðîñòî ìîðñêîé âîäîé. Ïðîöåññ ïîâòîð ëè
òðè ðàçà, ÷òîáû îòìûòü æåëåîáðàçíóþ ïëåíêó ñ  èö. Ïîñëå èñêóññòâåííîãî îïëîäîòâîðåíè 
0,9 ìë ñóñïåíçèè  éöåêëåòîê ñ ïëîòíîñòüþ 1×103 êëåòîê/ìë ïîìåùàëè â êàæäóþ ëóíêó 24-
ëóíî÷íîé ìèêðîïëàíøåòû, ñîäåðæàùåé òåñòèðóåìûé ðàñòâîð (0,1 ìë) è çàòåì ïëàíøåòó
îñòàâë ëè ïðè 20-22°Ñ â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ äî äîñòèæåíè  ñòàäèè 8-áëàñòîìåðîâ
(êîíòðîëü). Çàòåì àëèêâîòû ðàñòâîðà ôîðìàëüäåãèäà (2%) äîáàâë ëè â êàæäóþ ëóíêó,
÷òîáû çàôèêñèðîâàòü ýìáðèîíû. Íåñêîëüêî ñîò ýìáðèîíîâ ïðîâåð ëèñü äë  êàæäîé
êîíöåíòðàöèè òîêñèêàíòà è êîëè÷åñòâî ðàçâèâøèõñ  äî ñòàäèè 8-áëàñòîìåðîâ ýìáðèîíîâ
îïðåäåë ëîñü ñ ïîìîùüþ èíâåðñèîííîãî ìèêðîñêîïà. Âñå ýêñïåðèìåíòû ïîâòîð ëè
òðèæäû. Ðåçóëüòàòû âûðàæàëè êàê ïðîöåíò îò êîíòðîë  è íàíîñèëè íà ãðàôèê.

Çíà÷åíè  è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíè  äë  êàæäîé ïðîáû âû÷èñë ëèñü ñ ïîìîùüþ
äîçîçàâèñèìûõ ãðàôèêîâ, èñïîëüçó  ïðîãðàììó SigmaPlot 3.02 (Jandel Scientific, San
Rafael, CA).

Ôðîíäîçèä À âûçûâàë ýìáðèîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò íà ðàçâèòèå ýìáðèîíîâ ìîðñêîãî åæà.
Ýôôåêòèâíûå êîíöåíòðàöèè ñîñòàâë ëè 0,98 ìêã/ìë (ÅÑ50) è 3,12 ìêã/ìë (ÅÑ100).

ÏÐÈÌÅÐ 11. Ïîëó÷åíèå ÈÑÊÎÌ (èììóíîñòèìóëèðóþùèé êîìïëåêñ, ïðèãîòîâëåííûé íà
îñíîâå ñàïîíèíà, õîëåñòåðèíà, ôîñôîëèïèäà è áåëêîâîãî àíòèãåíà).

Îáùèé ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä:
ÈÑÊÎÌ'û ïîëó÷àþòñ  íà îñíîâå ôðîíäîçèäà À, õîëåñòåðèíà,  è÷íîãî

ôîñôàòèäèëõîëèíà è àíòèãåíà âèðóñà ãðèïïà â ìîë ðíîì ñîîòíîøåíèè 1:1:1:1. Ìåòîä
ïîëó÷åíè  1: òðè ïîñëåäíèõ êîìïîíåíòà (õîëåñòåðèí,  è÷íûé ôîñôàòèäèëõîëèí è àíòèãåí
âèðóñà ãðèïïà) ïîìåùàþò íà âåðøèíó 10-40% ãðàäèíåòà ñàõàðîçû, ñîäåðæàùèé 0.1%
ôðîíäîçèäà À è íåéòðàëüíûé áóôåð ñ íèçêîé èîííîé ñèëîé, íàïðèìåð PBS. Ïðîáèðêó
óëüòðàöåíòðèôóãèðóþò 4 ÷àñà ïðè 150000g, è ISCOM'û îáðàçóþòñ  â çîíå,
ñîîòâåòñòâóþùåé 19S íåäàëåêî îò ñåðåäèíû ãðàäèåíòà. Çàòåì îíè ïîñëåäîâàòåëüíî
îòìûâàþòñ  ðåöåíòðèôóãèðîâàíèåì â 20% ñàõàðîçå.

Ìåòîä ïîëó÷åíè  2: åñëè äë  ïîëó÷åíè  àíòèãåíà èñïîëüçóþòñ  äåòåðãåíòû ñ âûñîêèìè
êðèòè÷åñêèìè êîíöåíòðàöè ìè ìèöåëë (ò.å. êîãäà âûäåë åòñ  ïðîòåèíîâà  îáîëî÷êà
âèðóñà), òîãäà äë  ïîëó÷åíè  ISCOM'a èñïîëüçóåòñ  äèàëèç. Ïî ýòîé ìåòîäèêå
õîëåñòåðèí,  è÷íûé ôîñôàòèäèëõîëèí è àíòèãåí âèðóñà ãðèïïà ñìåøèâàåòñ  ñ
ôðîíäîçèäîì À, ÷òîáû êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè  ãëèêîçèäà äîñòèãëà 0.1%. Â ïîñëåäóþùèå
24 ÷àñà äåòåðãåíò óäàë þò ñ ïîìîùüþ äèàëèçà, îáðàçóþòñ  ÈÑÊÎÌ'û, à èçáûòîê ãëèêîçèäà
óäàë åòñ  óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèåì â 20% ñàõàðîçå â òå÷åíèå 4 ÷àñîâ ïðè 150000 g.

Â ëþáîì òèïå ÈÑÊÎÌ'îâ êîíöåíòðàöè  ôðîíäîçèäà À äîëæíà áûòü 100 ìêã/ìë ñóñïåíçèè
ÈÑÊÎÌ'à. Ïîñëåäóþùèå êîìïîíåíòû ñóñïåíçèè ÈÑÊÎÌ'à: õîëåñòåðèí-386,7 Da,  è÷íûé
ôîñôàòèäèëõîëèí - ïðèáëèçèòåëüíî 700 Da, íåñòðóêòóðíûé áåëîê îáîëî÷êè âèðóñà ãðèïïà
À - 26 kDa. Ñëåäîâàòåëüíî, 1 ìë âñåõ êîìïîíåíòîâ ÈÑÊÎÌ äîëæåí ñîñòî òü èç ñëåäóþùèõ
êîìïîíåíòîâ: õîëåñòåðèí - 386,7 ìã,  è÷íûé ôîñôàòèäèëõîëèí - 700 ìã, íåñòðóêòóðíûé
áåëîê îáîëî÷êè âèðóñà ãðèïïà À - 26 ã. 1 ìë ýòîé êîìïîçèöèè ñìåøèâàåòñ  ñî 100 ìêã
ôðîíäîçèäà À òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû êîíå÷íà  êîíöåíòðàöè  ôðîíäîçèäà À ñîñòàâë ëà 100
ìêã/ìë èëè 0.01%.

Èììóíîñòèìóëèðîâàíèå ó æèâîòíûõ è ëþäåé ñ îñëàáëåííûì èììóíèòåòîì
ÏÐÈÌÅÐ 12. Îïðåäåëåíèå óâåëè÷åíè  èììóíèòåòà ó ïîðîñ ò. Ýêñïåðèìåíòàëüíûé

äèçàéí:
Äâå ãðóïïû ïîðîñ ò, íà 10-é èëè 11-é äåíü îòîðâàííûõ îò ñâèíîìàòêè è èçîëèðîâàííûõ

îò äðóãèõ ãðóïï, èñïîëüçóþòñ  â èñïûòàíè õ äåéñòâè  ôðîíäîçèäà À êàê ïîäêîæíî
èíúåêòèðîâàííîãî èììóíîñòèìóëèðóþùåãî àãåíòà, ñïîñîáíîãî çàùèòèòü ðàñòóùèõ ñâèíåé
îò îïïîðòóíèñòè÷åñêèõ áîëåçíåé, ñâ çàííûõ ñ óìåíüøåíèåì èììóííîãî îòâåòà, îáû÷íîãî
äë  òàêèõ óñëîâèé. Ïîðîñ òàì ãðóïïû À äåëàþòñ  ïîäêîæíûå èíúåêöèè ôðîíäîçèäà À ïðè
äîçèðîâêå 1 ìêã/êã âåñà òåëà êàæäûå äåñ òü äíåé â òå÷åíèå ÷åòûðåõ ìåñ öåâ. Ãðóïïà Â
íå ïîäâåðãàåòñ  èíúåêöè ì. Â êîíöå ÷åòûðåõ ìåñ öåâ ñâèíüè ãðóïïû À, êîòîðûì äåëàëèñü

Ñòðàíèöà: 21

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 339 644 C2

èíúåêöèè, ïîêàçàëè çíà÷èòåëüíî ìåíüøóþ ñìåðòíîñòü è çàáîëåâàåìîñòü, ÷åì ãðóïïà Â.
Ïîâûøåííà  âîñïðèèì÷èâîñòü ê èíôåêöèîííûì çàáîëåâàíè ì ïðè îòðûâå îò

ñâèíîìàòêè ìîæåò áûòü ñâ çàíà ñ íåñêîëüêèìè ôàêòîðàìè, âêëþ÷à  ïîòåðþ àíòèòåë,
ïðîèçâîäèìûõ ñâèíîìàòêîé, äåôèöèòîì â èììóíèòåòå, ñâ çàííûì ñ ðàçâèòèåì ïîðîñåíêà è
ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì ãëþêîêîðòèêîèäîâ â æèâîòíûõ ïîñëå îòðûâà îò ìàòåðè. Ñïðîñ
íà ïðîäóêöèþ ñâèíîâîä÷åñêîé èíäóñòðèè çàñòàâë åò ïðîìûøëåííèêîâ èñêàòü ïóòè
óâåëè÷åíè  ïðîäóêöèè. Îäèí èç âîçìîæíûõ ñïîñîáîâ óâåëè÷èòü ïðîäóêöèþ ìîã áû áûòü
ñâ çàí ñ ìàêñèìàëüíî ðàííèì îòðûâîì ïîðîñ ò-ñîñóíêîâ îò ñâèíîìàòêè. Îäíàêî
îòîðâàííûå îò ñâèíîìàòêè ïîðîñ òà è äåòåíûøè äðóãèõ âèäîâ â ðàííåì âîçðàñòå
ïîêàçûâàþò îñëàáëåííîå çäîðîâüå è âûæèâàåìîñòü îòíîñèòåëüíî âçðîñëûõ æèâîòíûõ,
íàèáîëåå âåðî òíî èç-çà äåôèöèòà â èììóííîì îòâåòå è ñâ çàííîé ñ ýòèì íåâîçìîæíîñòüþ
áîðîòüñ  ñ èíôåêöèåé [Blecha et al., 1983, (ibid); Wilcock and Schwartz (ibid); El-
Awar and Hahn (ibid); Carter and Martens (ibid); Drieson et al. (ibid); Selim et al.
(ibid); Shi et al., J.Leuk. Biol. 1994, 56, 88-94; and Hoskinson et al., J.Anim. Sci.
1990, 68, 2471-2478]. Åñëè ïîòåð  ìàòåðèíñêèõ àíòèòåë è äåôèöèò èììóííîé ñèñòåìû,
ñâ çàííûé ñ ðàçâèòèåì ìîëîäûõ ïîðîñ ò, ïî-êðàéíåé ìåðå, ÷àñòè÷íî îòâåòñòâåííû çà
óâåëè÷åííóþ âîñïðèèì÷èâîñòü ê áàêòåðèàëüíûì çàáîëåâàíè ìè ïîñëå îòðûâà îò ìàòåðè,
ðàííèé îòðûâ ïîðîñ ò îò ñâèíîìàòîê îñòàâë åò ýòèõ ïîðîñ ò ñ òî÷êè çðåíè  èììóíîëîãèèè
áîëåå áåççàùèòíûìè, ÷åì ïîðîñ ò, îòðûâàåìûõ îò ñâèíîìàòêè â áîëåå âçðîñëîì âîçðàñòå.

ÏÐÈÌÅÐ 13. Îïðåäåëåíèå àíòèâèðóñíîé àêòèâíîñòè ïðîòèâ Àëåóòñêîé áîëåçíè íîðîê è
õîðüêîâ. Ýêñïåðèìåíòàëüíûé äèçàéí:

Àëåóòñêà  áîëåçíü â íîðêàõ è õîðüêàõ îáóñëàâëèâàåòñ  ïàðâîâèðóñîì, ïðîòèâ êîòîðîãî
íåò ýôôåêòèâíîé òåðàïèè. Ðàçâèòèå áîëåçíè âêëþ÷àåò â ñåá  íàêîïëåíèå èììóííûõ
êîìïëåêñîâ â ðàçëè÷íûõ îðãàíàõ, IL-6 ýêñïðåññèþ, íåéðîëîãè÷åñêóþ ïàòîëîãèþ,
âîñïàëèòåëüíûå ñîñòî íè , íåèçáåæíûé óïàäîê ñèë è, â îïðåäåëåííîì ïðîöåíòíîì
îòíîøåíèè îò ïîðàæåííûõ æèâîòíûõ, èììóííûé âçðûâ è ñìåðòü.

Â óñëîâè õ õîñïèñà äë  äîìàøíèõ õîðüêîâ, ïîðàæåííûõ Àëåóòñêîé áîëåçíüþ,
ôðîíäîçèä À èíúåêòèðîâàëñ  ïîäêîæíî â äîçå 1 ìêã/êã âåñà òåëà 10 æèâîòíûì, çàðàæåííûì
Àëåóòñêîé áîëåçíüþ ñ ñèìïòîìàòèêîé ãèïåðòðîôèðîâàííîãî èììóííîãî îòâåòà, âûçâàííîãî
áîëåçíüþ. Ïî ïðîøåñòâèè òðåõ ìåñ öåâ ñèìïòîìû áîëåçíè óìåíüøèëèñü, ÷òî áûëî
âû âëåíî îïðåäåëåíèåì óðîâí  àíòèòåë îòíîñèòåëüíî èñõîäíîãî óðîâí  äë  êàæäîé îñîáè.

ÏÐÈÌÅÐ 14. Ôðîíäîçèä À è àíòèïðîòîçîéíà  ëåêàðñòâåííà  òåðàïè  èíôåêöèè
Pneumocystis carinii, ñâ çàííîé ñ ÂÈ×. Ýêñïåðèìåíòàëüíûé äèçàéí:

ÂÈ×-1 èññëåäóåìûé ïàöèåíò ïîìåùàåòñ  â áîëüíèöó èç-çà ïíåâìîíèè Pneumocystis
carinii (ÐÑÐ). Ïàöèåíò ïîäâåðãàåòñ  â òå÷åíèå äâóõ íåäåëü òåðàïèè àýðîçîëèðîâàííûì
ïåíòàìèäèíîì è ôðîíäîçèäîì À ñ äîçàìè ôðîíäîçèäà ïðè 1 ìêã/êã æèâîãî âåñà ââåäåííîì
IP. Ñèìïòîìàòèêà ïðîõîäèò ÷åðåç äâå íåäåëè.

ÏÐÈÌÅÐ 15. Îïðåäåëåíèå óëó÷øåíè  â CD-4 ñ÷åòå â ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ ëþä õ.
Ýêñïåðèìåíòàëüíûé äèçàéí:
Îæèäàåòñ , ÷òî èììóíîñòèìóëèðóþùà  àêòèâíîñòü, ïîêàçàííà  êàê â ýêñïåðèìåíòàõ in

vitro, òàê è in vivo áóäåò èìåòü ïðèìåíåíèå ê ïàòîëîãè ì ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûõ. Êàê
èëëþñòðàòèâíûé ïðèìåð, 20-òè ÂÈ×-èíôèöèðîâàííûì ñî ñ÷åòîì CD-4 íèæå 250 ââîäèòñ 
âíóòðèìûøå÷íî êàæäóþ íåäåëþ ôðîíäîçèä À â ôèçðàñòâîðå â äîçå 3 ìêã/êã æèâîãî âåñà.
Ïîñëå ÷åòûðåõ ìåñ öåâ òàêîãî ëå÷åíè  ñ÷åò CD-4 âîçâðàùàåòñ  ê íîðìàëüíîìó óðîâíþ
âûøå, ÷åì 400, ïàòîëîãèè îïïîðòóíèñòè÷åñêèõ áîëåçíåé óìåíüøàþòñ  è ïàöèåíòû
ñòàíîâ òñ  ñâîáîäíûìè îò ñèìïòîìîâ áîëåçíè. Óâåëè÷åííûé ôàãîöèòîç ìàêðîôàãîâ,
âåäóùèé ê àíòèâèðóñíîé àêòèâíîñòè, îïðåäåë åòñ  ïî íàáëþäàåìûì ýôôåêòàì.

ÏÐÈÌÅÐ 16. Îïðåäåëåíèå ñîïðîòèâë åìîñòè ê áàêòåðèè ñèáèðñêîé  çâû â ÷åëîâåêå.
Ýêñïåðèìåíòàëüíûé äèçàéí:
Ïîñêîëüêó óâåëè÷åíèå èììóííîãî îòâåòà â ìëåêîïèòàþùèõ  âë åòñ  îäíèì èç ôàêòîðîâ

â çàùèòå ïðîòèâ áàêòåðèàëüíîé èíôåêöèè ÷åëîâåê, â êîòîðîãî ââåëè ôðîíäîçèä À èç
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , îïðåäåëåííî èìååò áîëüøóþ ðåçèñòåíòíîñòü ïðîòèâ
áèîòåððîðèñòè÷åñêîé àòàêè, â êîòîðóþ âêëþ÷åíà îáû÷íà  èëè ñïåöèàëüíî ïîëó÷åííà  äë 
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âîåííûõ öåëåé ñèáèðñêà   çâà. Â ïðåäïîëàãàåìîì ýêñïåðèìåíòå ëàáîðàòîðíûå æèâîòíûå
ðàçäåë þòñ  íà äâå ãðóïïû, ãðóïïà À è ãðóïïà Â. Ãðóïïû À è Â èíôèöèðóþòñ  ñèáèðñêîé
 çâîé ìåòîäàìè, èçâåñòíûìè ñïåöèàëèñòàì â ýòîé îáëàñòè. Òîëüêî æèâîòíûì ãðóïïû À çà
10 äíåé äî è â òå÷åíèå äâóõ ìåñ öåâ â ïðîöåññå èññëåäîâàíè  âíóòðèáðþøèííî ââîäèòñ 
ôðîíäîçèä À ïðè äîçàõ 3 ìêã/êã âåñà òåëà. Â ñëó÷àå ãðóïïû À ñâûøå 60% æèâîòíûõ
îñòàþòñ  æèâûìè â êîíöå ýêñïåðèìåíòà. Ìîæåò áûòü ýêñòðàïîëèðîâàíî, ÷òî òàêîé
ýêñïåðèìåíò íà æèâîòíûõ èëè ïðîâåäåííûé â èíûõ óñëîâè õ, îïèñàííûé íàñòî ùèì
èçîáðåòåíèåì, áóäåò êëèíè÷åñêè èñïîëüçîâàòüñ  òåìè ñïåöèàëüíî îáó÷åííûìè
ïðåäñòàâèòåë ìè íàñåëåíè , òàêèìè êàê ñîëäàòû è äð., êîòîðûå èìåþò ïîâûøåííûé ðèñê
ïîäâåðãíóòüñ  èíôèöèðîâàíèþ ñèáèðñêîé  çâîé èëè äðóãèìè áàêòåðèàëüíûìè ïàòîãåíàìè.

Ñîâåðøåííî  ñíî, ÷òî âûøåóïîì íóòîå ïîäðîáíîå îïèñàíèå äàåòñ  òîëüêî äë 
èëëþñòðàöèè è ÷òî ìîäèôèêàöèè è âàðèàöèè, íå íàðóøàþùèå ñóòè è áóêâû èçîáðåòåíè ,
ìîãóò áûòü ñäåëàíû.

ÏÐÈÌÅÐ 17. Òåñòèðîâàíèå ÈÑÊÎÌ'à.
Îáùèé ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä:
ÈÑÊÎÌ'û, ñîäåðæàùèå àíòèãåí èíôëþåíöû, ôðîíäîçèä À, õîëåñòåðèí è

ôîñôàòèäèëõîëèí, êàê ýòî îïèñàíî âûøå, ââîä òñ  îðàëüíî â òå÷åíèå 14 äíåé ïàöèåíòàì,
ýêñïåðèìåíòàëüíî èíôèöèðîâàííûì âèðóñîì èíôëþåíöû. Äåñ òü äîïîëíèòåëüíûõ
äîáðîâîëüöåâ èíôèöèðóþòñ  ýêñïåðèìåíòàëüíî, íî áåç ïîëó÷åíè  ÈÑÊÎÌ'à èëè êàêîãî-
ëèáî èíîãî ëå÷åíè . Â òå÷åíèå ýêñïåðèìåíòà ïàöèåíòû, êîòîðûì íàçíà÷åí ÈÑÊÎÌ,
ïîëó÷àþò åãî ðàâíûìè ïîðöè ìè (ïðèìåðíî ïî 1 ìë ñóñïåíçèè â äåíü). Â êîíöå
äâóõíåäåëüíîãî ïåðèîäà ïàöèåíòû êîíòðîëüíîé ãðóïïû èìåþò áîëüøå âèðóñíîé
ñèìïòîìàòèêè, ÷åì òå, êîòîðûì äàâàëñ  ÈÑÊÎÌ. Äîïîëíèòåëüíûå ñïîñîáû ââåäåíè ,
âêëþ÷à  èíòðàíàñàëüíûé, èñïîëüçóþòñ  â õîäå äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ñ òåñòèðóåìîé
è êîíòðîëüíûìè ãðóïïàìè ñî ñõîæèìè ðåçóëüòàòàìè, ïîêàçûâàþùèìè, ÷òî ôðîíäîçèä À
âêëþ÷åííûé â ôîðìó ÈÑÊÎÌ'à,  âë åòñ  ýôôåêòèâíûì ïðè èíòðàíàñàëüíîì ïóòè
ââåäåíè .

ÏÐÈÌÅÐ 18. Òåñòèðîâàíèå ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíîé êîìïîçèöèè
Îáùèé ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä:
ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíûå êîìïîçèöèè, ñîäåðæàùèå ôðîíäîçèä À, õîëåñòåðèí è

ôîñôàòèäèëõîëèí, êàê îïèñàíî ðàíåå, íî áåç àíòèãåíà ââîä òñ  îðàëüíî äîìàøíèì
õîðüêàì, íóæäàþùèìñ  â èììóíîñòèìóëèðîâàíèè â ðåçóëüòàòå èììóíîäåôèöèòà,
âûçâàííîãî ïðîäîëæèòåëüíîé Àëåóòñêîé áîëåçíüþ. Êîìïîçèöèè äàþòñ  îðàëüíî,
åæåäíåâíûìè äîçàìè, ïðèáëèçèòåëüíî ñîîòâåòñòâóþùèìè 10 ìèêðîãðàììàì ôðîíäîçèäà À
ïðè ñîîòíîøåíèè ôðîíäîçèäà À, õîëåñòåðèíà è ôîñôîëèïèäà 1:1:1 â òå÷åíèå 14 äíåé. Â
êîíöå 14-äíåâíîãî ïåðèîäà ñèìïòîìàòèêà Àëåóòñêîé áîëåçíè çíà÷èòåëüíî óìåíüøàåòñ  ïî
îöåíêå âëàäåëüöåâ æèâîòíûõ.

Åæåäíåâíà  äîçà ôðîíäîçèäà À, âêëþ÷åííà  â ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíûå êîìïîçèöèþ, äîëæíà
áûòü 1 ìêã íà êã âåñà òåëà ïàöèåíòà. Ñëåäîâàòåëüíî, 1 ìë ñóñïåíçèè âêëþ÷àåò 100 ìêã
ôðîíäîçèäà À, êàê îïèñàíî ðàíåå â ïðèìåðå 11. Åñëè ïàöèåíò áóäåò ïðèíèìàòü 1 ìë
ñóñïåíçèè â äåíü, òî òîãäà ñðåäí   äîçà ôðîíäîçèäà À äë  ïàöèåíòà ñî ñðåäíèì âåñîì
100 êã ñîñòàâèò 1 ìêã íà êã â äåíü.

ÏÐÎÌÛØËÅÍÍÀß ÏÐÈÌÅÍÈÌÎÑÒÜ
Ìåòîä âûäåëåíè  ôðîíäîçèäà À è âñå åãî âîçìîæíûå ìîäèôèêàöèè ëþáûì ëèöîì,

îáëàäàþùèì äîñòàòî÷íîé êâàëèôèêàöèåé â õèìèè ïðèðîäíûõ ñîåäèíåíèé, ïîçâîë åò
ïîëó÷èòü íåñêîëüêî äåñ òêîâ ãðàìì èììóíîìîäóëèðóþùåãî ñàïîíèíà áåç ñåðüåçíûõ
òåõíè÷åñêèõ ïðîáëåì. Áëàãîäàð  ýêñòðåìàëüíî íèçêèì èììóíîìîäóëèðóþùèì äîçàì ýòîãî
ñàïîíèíà íóæíî âñåãî íåñêîëüêî äåñ òêîâ ãðàìì, ÷òîáû çàêðûòü âñå ïîòðåáíîñòè
ïîòåíöèàëüíîãî ðûíêà. Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä è åãî ìîäèôèêàöèè ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû
â ïðîìûøëåííîì ìàñøòàáå è èìåòü ïðîìûøëåííîå çíà÷åíèå.

Èñòî÷íèêè èíôîðìàöèè
Kalinin et al., Biological Activities and Biological Role of Triterpene Glycosides

from Holothuroids (Echinodermata). In: "Echinoderm Studies" Vol.5, A.A.Balkema,
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Rotterdam, p.139-181, 1996.
Stonik et al., J. Nat. Toxins, Vol.235-248, 1999.
Habermehl & Krebs, Toxins of Echinoderms. In: "Studies in Natural Products

Chemistry". Vol.7, Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam, p.265-316, 1990.
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âûñóøåííîé âàðî÷íîé âîäû.

3. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ýêñòðàêöèþ ñìåñüþ õëîðîôîðìà è ìåòàíîëà
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ïðîñòåéøèìè, ãðèáàìè, çàêëþ÷àþùèéñ  âî ââåäåíèè ôðîíäîçèäà À îðàëüíûì èëè
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6. Ñïîñîá ïî ï.4, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ìèêðîáèàëüíà  ïðîëèôåðàöè   âë åòñ 
áàêòåðèàëüíîé êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèåé è âèðóñíîé ïðîëèôåðàöèåé ïî îòäåëüíîñòè èëè
âìåñòå, ñâ çàííîé ñ óãíåòåíèåì èììóííûõ ôóíêöèé èç-çà ñëèøêîì òåñíîãî ñîäåðæàíè 
ñâèíåé è äðóãèõ ñåëüñêîõîç éñòâåííûõ æèâîòíûõ è, âûçâàííûì ýòèì, ïàòîãåíåçîì.
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êèñëîðîäà,  âë åòñ  ÷åëîâåêîì, èíôèöèðîâàííûì ÂÈ×.

10. Ñïîñîá ïî ï.4, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî âûâåäåíèå ôðîíäîçèäà À  âë åòñ 
ïîâòîðíûì äë  ìëåêîïèòàþùåãî â òå÷åíèå ïåðèîäà â 14 äíåé, îïòèìàëüíî ïîâòîðíîå
ââåäåíèå êàæäûå 10 äíåé äë  äîñòèæåíè  ìàêñèìàëüíîãî èììóíîñòèìóëèðóþùåãî
ýôôåêòà.

11. Ñïîñîá ïî ï.4, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ôðîíäîçèä À ââîäèòñ  êàê
èììóíîñòèìóëèðóþùèé êîìïëåêñ, ïðèãîòîâëåííûé íà îñíîâå ñàïîíèíà, õîëåñòåðèíà,
ôîñôîëèïèäà è áåëêîâîãî àíòèãåíà (ÈÑÊÎÌ), èëè êàê èììóíîñòèìóëèðóþùèé êîìïëåêñ,
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(ÈÑÊÎÌ-ïîäîáíûå êîìïîçèöèè).
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