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ÐÀÍÍÅÉ ÑÒÀÄÈÈ ÂÈÐÓÑÍÎÉ ÈÍÔÅÊÖÈÈ HCV (AVR-560)
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Ïîêàçàíî, ÷òî ÷åëîâå÷åñêàÿ ñûâîðîòêà ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿåò íà ïðîòèâîâèðóñíóþ

àêòèâíîñòü AVR560 in vitro ïî îòíîøåíèþ ê HCV. Ïðîâåäåíî èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå

èññëåäîâàíèå AVR560 íà ìîäåëè êëåòî÷íîé ëèíèè ãåïàòîìû ÷åëîâåêà (Huh7), çàðà-

æåííîé HCV (øòàìì JFH-1), è ïîêàçàíî, ÷òî îí áëîêèðóåò ðàííþþ ñòàäèþ âèðóñíîé

èíôåêöèè, à òàêæå ïîäàâëÿåò åå ðàñïðîñòðàíåíèå. Óñòàíîâëåíî, ÷òî AVR560 ÿâëÿåòñÿ

ñïåöèôè÷åñêèì èíãèáèòîðîì HCV è íå àêòèâåí ïî îòíîøåíèþ ê äðóãèì ôëàâèâèðó-

ñàì, òàêèì êàê âèðóñû Çàïàäíîãî Íèëà (øòàìì NY99), æåëòîé ëèõîðàäêè (øòàìì

17D) è Äåíãå, òèï 2 (New Guinea). Ïîêàçàíî, ÷òî AVR560 íå ïðîÿâëÿåò èíãèáèðóþùåé

àêòèâíîñòè ïî îòíîøåíèþ ê èçîôåðìåíòàì CYP3A4, CYP1A2, CYP2C19 è CYP2D6ñ

öèòîõðîìà P450 ÷åëîâåêà. Èçó÷åíà ôàðìàêîêèíåòèêà AVR560 íà ãðûçóíàõ è ñîáàêàõ

ïðè ïåðîðàëüíîì è âíóòðèâåííîì ââåäåíèè, îïðåäåëåíû îñíîâíûå ôàðìàêîêèíåòè÷å-

ñêèå ïàðàìåòðû è áèîäîñòóïíîñòü.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: [1-(1-ìåòèë-1H-èíäîë-2-èëìåòèë)ïèïåðèäèí-4-èë]-(4-ïðîïèëïèïå-

ðàçèí-1-èë)êåòîí; 2-(8-èçîïðîïèë-2,3,3a,4,5,6-ãåêñàãèäðî-3H-ïèðàçèíî[3,2,1-jk]êàðáà-

çîë-3-èë)-àöåòàìèä; {1-[1-(2-ìåòèëáåíçèë)-1H-èíäîë-2-èëìåòèë]ïèïåðèäèí-4-èë}-(4-

ïðîïèëïèïåðàçèí-1-èë)êåòîí, AVR560; AVR561; AVR562; èíãèáèòîð HCV; ÐÍÊ-ñî-

äåðæàùèé âèðóñ; öèòîõðîì P450; ôàðìàêîêèíåòèêà; áèîäîñòóïíîñòü.

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Ãåïàòèò Ñ — âîñïàëèòåëüíîå çàáîëåâàíèå ïå÷åíè,

âûçâàííîå âèðóñîì ãåïàòèòà Ñ (HCV). Ãåïàòèò Ñ ìî-

æåò ïðîòåêàòü êàê â îñòðîé ôîðìå, òàê è â õðîíè÷å-

ñêîé. Èç-çà îñîáåííîñòåé âèðóñà, “ñêðûâàþùåãîñÿ” îò

èììóííîé ñèñòåìû, îñòðûé ãåïàòèò â ïîäàâëÿþùåì

áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ ïåðåõîäèò â õðîíè÷åñêóþ ôîð-

ìó. Ó 20 – 30 % áîëüíûõ õðîíè÷åñêèì ãåïàòèòîì Ñ

ðàçâèâàåòñÿ öèððîç ïå÷åíè, à ó 3 – 8 % — ãåïàòîöåë-

ëþëÿðíàÿ êàðöèíîìà. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ìèðå íà-

ñ÷èòûâàåòñÿ ïðèáëèçèòåëüíî 130 – 170 ìèëëèîíîâ ÷å-

ëîâåê ñ õðîíè÷åñêèì âèðóñíûì ãåïàòèòîì Ñ. Åæåãîä-

íî îò äàííîãî çàáîëåâàíèÿ ïîãèáàþò áîëåå 350 òûñÿ÷

÷åëîâåê [http://www.cdc.gov/hepatitis/hcv/].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñòàíäàðòîì ëå÷åíèÿ ãåïàòèòà Ñ

ÿâëÿåòñÿ êîìáèíèðîâàííàÿ ïðîòèâîâèðóñíàÿ òåðàïèÿ

ïðåïàðàòàìè ïåãèëèðîâàííîãî èíòåðôåðîíà àëüôà è

ðèáàâèðèíà. Â öåëîì ýôôåêòèâíîñòü òåðàïèè íå ïðå-

âûøàåò 50 – 80 %. Òàêèì îáðàçîì, ïîòðåáíîñòü â ïî-

èñêå íîâûõ ýôôåêòèâíûõ ñðåäñòâ äëÿ ëå÷åíèÿ âèðóñ-

íîãî ãåïàòèòà Ñ îñòàåòñÿ àêòóàëüíîé.

Íåäàâíî â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèÿ ïðîòèâîâèðóñ-

íîé àêòèâíîñòè ãåòåðîöèêëè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, âêëþ-

÷àþùèõ ôðàãìåíò 1Í-èíäîë-2-èë-, 1Í-áåíçèìèäàçîë-

2-èë-, áåíçîôóðàí-2-èë- è áåíçîêñàçîë-2-èëìåòèëàìè-

íîâ ìû îáíàðóæèëè ïåðñïåêòèâíûå èíãèáèòîðû HCV

(ðèñ. 1): äèãèäðîõëîðèä [1-(1-ìåòèë-1H-èíäîë-2-èëìå-

òèë)ïèïåðèäèí-4-èë]-(4-ïðîïèëïèïåðàçèí-1-èë)êåòîíà

(AVR560), ãèäðîõëîðèä 2-(8-èçîïðîïèë-2,3,3a,4,5,6-

ãåêñàãèäðî-3H-ïèðàçèíî[3,2,1-jk]êàðáàçîë-3-èë)àöåòà-

ìèäà (AVR561) è äèãèäðîõëîðèä {1-[1-(2-ìåòèëáåí-

çèë)-1H-èíäîë-2-èëìåòèë]ïèïåðèäèí-4-èë}-(4-ïðîïèë-

ïèïåðàçèí-1-èë)êåòîíà (AVR562) [1, 5]. Â íàñòîÿùåé

ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû äîêëèíè÷åñêîãî èñ-

ñëåäîâàíèÿ íàèáîëåå àêòèâíîãî èç íèõ — AVR560.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Èíãèáèòîðû HCV AVR560, AVR561 è AVR562

ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé áåëûå èëè áåëûå ñî ñëåãêà æåëòî-

âàòûì îòòåíêîì ìåëêîêðèñòàëëè÷åñêèå âåùåñòâà,

ðàñòâîðèìûå â âîäå, ñïèðòå, äèìåòèëôîðìàìèäå, óñ-

òîé÷èâûå ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ õðàíåíèÿ.

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäè-

÷åñêèìè óêàçàíèÿìè “Ðóêîâîäñòâà ïî ýêñïåðèìåíòàëü-

íîìó (äîêëèíè÷åñêîìó) èçó÷åíèþ íîâûõ ôàðìàêîëî-

ãè÷åñêèõ âåùåñòâ” [3].

Ýêcïåpèìåíòàëüíàÿ è êëèíè÷åcêàÿ ôàpìàêîëîãèÿ 2014 Òîì 77 ¹ 10 Ñ. 38 – 43

© 2014 Êîëëåêòèâ àâòîðîâ 38

1
Èññëåäîâàòåëüñêèé èíñòèòóò õèìè÷åñêîãî ðàçíîîáðàçèÿ

(ÈÈÕÐ), 114401 Õèìêè, Ìîñêîâñêîé îáë., Ðîññèÿ,

e-mail: ypm@iihr.ru.
2

AllaChem LLC, Hallandale Beach, Fl 33009 USA, 1835 E. Hal-

landale Beach Blvd, #442, e-mail: av@asavillc.com.
3

Ìîñêîâñêèé ôèçèêî-òåõíè÷åñêèé èíñòèòóò (ÌÔÒÈ), 141700

Äîëãîïðóäíûé, Ìîñêîâñêîé îáë., Ðîññèÿ,

e-mail: okr@pharmcluster.ru.



Ìûøè ëèíèè BALB/C, 26 ñàìöîâ ìàññîé 25 – 30 ã,

è êðûñû ëèíèè Sprague Dawley, 12 ñàìöîâ ìàññîé îêî-

ëî 400 ã (ïèòîìíèê “Àíäðååâêà” ÐÀÌÍ), ñîäåðæàëèñü

â ãðóïïàõ ïî 10 – 12 æèâîòíûõ ïðè 12-÷àñîâîì ñâåòî-

âîì ðåæèìå è òåìïåðàòóðå 22 – 24 °C íà ñòàíäàðòíîì

áðèêåòèðîâàííîì êîðìå, ïðè ñâîáîäíîì äîñòóïå ê

âîäå è ïèùå.

Ñîáàêè ïîðîäû àíãëèéñêèé áèãëü, 2 ñàìöà, 2 ñàìêè,

3 – 6 ëåò è ìàññîé 10 – 14 êã (ïèòîìíèê ÐÎÍÖ èì.

Í. Í. Áëîõèíà ÐÀÌÍ), â òå÷åíèå ïîñëåäíåãî ìåñÿöà

ïåðåä èññëåäîâàíèåì íå èñïîëüçîâàëèñü â äðóãèõ ýêñ-

ïåðèìåíòàõ. Âñå æèâîòíûå áûëè çäîðîâû è ñîäåðæà-

ëèñü â îãîðîæåííûõ îòñåêàõ (ïî îäíîìó â îòñåêå), ïðè

òåìïåðàòóðå âîçäóõà 20 – 22 °C è îòíîñèòåëüíîé âëàæ-

íîñòè 60 – 65 % â óñëîâèÿõ ïðèíóäèòåëüíîé âåíòèëÿ-

öèè è ïðèãëóøåííîãî åñòåñòâåííîãî îñâåùåíèÿ. Äëÿ

êîðìëåíèÿ èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûé ïðîìûøëåííûé

ñåðòèôèöèðîâàííûé áðèêåòèðîâàííûé êîðì, êîðìëå-

íèå ïðîâîäèëè â îäíî è òî æå âðåìÿ îäèí ðàç â äåíü.

Âîäó äàâàëè â èçáûòêå. Ïèùà è âîäà íå ñîäåðæàëè ïî-

ñòîðîííèõ ïðèìåñåé, êîòîðûå ìîãëè áû ïîâëèÿòü íà

ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ.

Ïðîòèâîâèðóñíàÿ àêòèâíîñòü AVR560, AVR561 è

AVR562 â îòíîøåíèè HCV â ïðèñóòñòâèè ÷åëîâå-

÷åñêîé ñûâîðîòêè êðîâè NHS áûëà èññëåäîâàíà íà

áàçå ÈÈÕÐ ñ ïîìîùüþ ÈÔÀ íà ìîäåëè êëåòî÷íîé ëè-

íèè ãåïàòîìû ÷åëîâåêà (Huh7), çàðàæåííîé HCV in

vitro. Ïðè ïîâûøåíèè ñîäåðæàíèÿ ÷åëîâå÷åñêîé ñûâî-

ðîòêè êðîâè äî 40 %, èçìåðåíèå ïðîòèâîâèðóñíîé àê-

òèâíîñòè ñîåäèíåíèé ñòàíîâèòñÿ íåâîçìîæíûì,

âñëåäñòâèå íèçêîé ýôôåêòèâíîñòè çàðàæåíèÿ. Ýôôåêò

÷åëîâå÷åñêîé ñûâîðîòêè êðîâè íà ïðîòèâîâèðóñíóþ

àêòèâíîñòü ñîåäèíåíèé âûðàæàëñÿ êàê èçìåíåíèå çíà-

÷åíèÿ EC
50

â ïðèñóòñòâèè ñûâîðîòêè ïî îòíîøåíèþ ê

òàêîâîìó áåç ñûâîðîòêè (EC
50+ñûâîðîòêà

/EC
50

). HCV ïî-

ëó÷åíû îò Óíèâåðñèòåòà øòàòà Þòà, Ëîãàí, Þòà,

ÑØÀ. ×åëîâå÷åñêàÿ ñûâîðîòêà êðîâè NHS ïîëó÷åíà

èç BioWhittaker, êàòàëîæíûé íîìåð 14 – 402E, à êëå-

òî÷íàÿ ëèíèÿ Huh7 ïîëó÷åíà èç American Type Culture

Collection (ATCC), Ìàíàññàñ, Âèðæèíèÿ (ÑØÀ).

Îïðåäåëåíèå ñòàäèè âèðóñíîé èíôåêöèè, ÷óâñò-

âèòåëüíîé ê AVR-560 ïðîâîäèëè íà áàçå AllaChem

LLC ïî àíàëîãèè ñ [2] íà ìîäåëè êëåòî÷íîé ëèíèè ãå-

ïàòîìû ÷åëîâåêà (Huh7), çàðàæåííîé HCV (øòàìì

JFH-1), êîòîðàÿ ïîëó÷åíà îò Dr. Christoph Seeger, Fox

Chase Cancer Center, Ôèëàäåëüôèÿ, Ïåíñèëüâàíèÿ,

ÑØÀ.

Ïðîòèâîâèðóñíàÿ àêòèâíîñòü AVR-560 â îòíî-

øåíèè ïàíåëè ÐÍÊ-ñîäåðæàùèõ âèðóñîâ áûëà îï-

ðåäåëåíà íà áàçå ÈÈÕÐ íà îñíîâå èíãèáèðîâàíèÿ öè-

òîïàòè÷åñêèõ ýôôåêòîâ âèðóñîâ ïî àíàëîãèè ñ [2]. Öè-

òîòîêñè÷íîñòü AVR-560 îïðåäåëÿëè ïàðàëëåëüíî íà

ëèíèè êëåòîê Vero-76, êîòîðàÿ áûëà ïîëó÷åíà èç

American Type Culture Collection (ATCC), Ìàíàññàñ,

Âèðæèíèÿ (ÑØÀ), à ÐÍÊ-ñîäåðæàùèå âèðóñû Çàïàä-

íîãî Íèëà (øòàìì NY99), æåëòîé ëèõîðàäêè (øòàìì

17D) è Äåíãå, òèï 2 (New Guinea) áûëè ïîëó÷åíû îò

Óíèâåðñèòåòà øòàòà Þòà, Ëîãàí, Þòà, ÑØÀ.

Èíãèáèðîâàíèå AVR560 àêòèâíîñòè èçîôåðìåí-

òîâ öèòîõðîìà P450 ÷åëîâåêà áûëî èçó÷åíî íà áàçå

ÈÈÕÐ íà ïàíåëè öèòîõðîìîâ CYP3A4, CYP1A2,

CYP2C19 è CYP2D6 (Invitrogen Vivid
�
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Ðèñ. 1. Èíãèáèòîðû âèðóñà ãåïàòèòà Ñ.
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Ñûâîðîòêà

EC50+ñûâîðîòêà/EC50

AVR560 AVR561 AVR562

10 % ôåòàëüíîé

òåëÿ÷üåé

1,0 1,0 1,0

10 % ÷åëîâå÷åñêîé 1,0 4,7 2,9

20 % ÷åëîâå÷åñêîé 3,2 8,6 5,1

30 % ÷åëîâå÷åñêîé 3,8 20,6 42,8
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Ñîåäèíåíèå

Âèðóñ Çàïàäíîãî Íèëà (øòàìì NY99) Âèðóñ æåëòîé ëèõîðàäêè (øòàìì 17D) Âèðóñ Äåíãå, òèï 2 (New Guinea)

EC50, �M CC50, �M ÒI50 EC50, �M CC50, �M TI50 EC50, �M CC50, �M ÒI50

AVR-560 > 30 > 30 … > 30 > 30 … > 30 > 30 …

Infergen
TM

ñ

IFN-�, íã/ìë

0,016 > 10 > 625 0,09 > 10 > 111 0,011 > 10 > 910
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Ïàðàìåòð
*

Äîçà, ìã/êã

10 10 2 10 2 10

Ìûøè Êðûñû Ñîáàêè

âíóòðèâåííî ïåðîðàëüíî âíóòðèâåííî ïåðîðàëüíî âíóòðèâåííî ïåðîðàëüíî

Kel, 1/÷ 0,0882 í/î 0,045 0,04 0,50 0,11

T1/2, ÷ 7,9 í/î 15,5 15,5 1,39 6,7

Tmax, ÷ 0,083 1 0,083 4 0,02 2,00

C0, íã/ìë 1300
*

112,2
*

3482
*

Cmax, í/ä 799 70 86,0 31,5 2527 172

AUC(0  t ), íã·÷/ìë 515 173 213 432 286 918

AUC (0  �), í/ä 1286 í/î 307 654 330 1821

MRTlast, ÷ 1,1 1,9 7,6 9,3 0,33 4

MRTlinf, ÷ 9,7 í/î 19,4 21,9 0,94 11

Ñl, ìë·÷/êã 7777
*

6519
*

7650
*

Vd, ìë/êã 88197
*

146125
*

15457
*

Vss, ìë/êã 75122
*

126474
*

8682
*

Áèîäîñòóïíîñòü, %
*

33,5
*

40
*

64

* Ïðè äàííîì ïóòè ââåäåíèÿ ïàðàìåòð íå îïðåäåëÿþò.
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(1 – 2) (1 – 2)

(1 – 2)

Â ñêîáêàõ óêàçàíî ñðåäíåå êîëè÷åñòâî îêðàøåííûõ

êëåòîê â èíôåêöèîííûõ öåíòðàõ. Êîíòðîëü – çàðàæåííû

å êëåòêè áåç äîáàâëåíèÿ AVR560.

Êîíòðîëüíûé ìîíîñëîé (áåç äîáàâëåíèÿ AVR560).

Õîðîøî âèäíû îêðàøåííûå èíôåêöèîííûå öåíòðû.

10 µÌ AVR560 äîáàâëÿëè ê êëåòêàì â ìîìåíò

èíôèöèðîâàíèÿ (âðåìÿ 0 ÷). Îêðàøåííûõ (çàðàæåííûõ)

êëåòîê ïðàêòè÷åñêè íå íàáëþäàåòñÿ.

10 µÌ AVR560 äîáàâëÿëè ÷åðåç 2 ÷ ïîñëå çàðàæåíèÿ

(âðåìÿ +2÷). Íàáëþäàþòñÿ çàðàæåííûå êëåòêè, îäíàêî

èõ êîëè÷åñòâî íà èíôåêöèîííûé öåíòð ñíèæåíî äî 1-2.
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á

ã

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ìîìåíòà äîáàâëåíèÿ AVR560 (10 �M) íà çàðàæåíèå êëåòîê ëèíèè Huh7 HCV (à) è èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå îêðà-

øèâàíèå êëåòîê ëèíèè Huh7, çàðàæåííûõ HCV ôîòîãðàôèè ìîíîñëîåâ êëåòîê (á, â è ã).



Screening Kits, Cat. no. P2860, P2858, P2857, P2863,

P2864, P2972) â 1 % ðàñòâîðå DMSO. Èíãèáèðóþùèå

ñâîéñòâà AVR560 â êîíöåíòðàöèÿõ 10, 3, 1, 0,3, 0,1,

0,03, 0,01 è 0,003 ìêÌ èññëåäîâàíû â 2 ïîâòîðàõ ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì ïðîòîêîëîâ, ïðèëàãàåìûõ ê íàáîðàì

ðåàãåíòîâ. Çíà÷åíèå EC
50

ðàññ÷èòàíî ñ ïîìîùüþ ïðî-

ãðàììû Graph Pad Prism 5.

Ôàðìàêîêèíåòèêó íà ìûøàõ èçó÷àëè íà áàçå

ÈÈÕÐ íà 36 æèâîòíûõ — ïî 18 íà âíóòðèâåííîå è ïå-

ðîðàëüíîå ââåäåíèå, ïî 3 ìûøè íà êàæäóþ âðåìåí-

íóþ òî÷êó. Ôàðìàêîêèíåòèêó AVR-560 èçó÷àëè ïîñëå

ïåðîðàëüíîãî è âíóòðèâåííîãî ââåäåíèÿ â äîçå

10 ìã/êã. Îòáîð è èññëåäîâàíèå îáðàçöîâ êðîâè ïðîâî-

äèëè ïî àíàëîãèè ñ [2].

Ôàðìàêîêèíåòèêó íà êðûñàõ èçó÷àëè íà áàçå

ÈÈÕÐ íà 12 ãðûçóíàõ, êîòîðûå áûëè ðàçäåëåíû íà 2

îïûòíûå ãðóïïû ïî 6 êðûñ â êàæäîé. Â ïåðâîé ãðóïïå

AVR560 ââîäèëè âíóòðèæåëóäî÷íî ïðè ïîìîùè çîíäà

â äîçå 10 ìã/êã â âèäå ðàñòâîðà â 0,5 % Tween-80 ñ êîí-

öåíòðàöèåé öåëåâîãî âåùåñòâà 1 ìã/ìë. Æèâîòíûì

âòîðîé ãðóïïû ïðåïàðàò ââîäèëè âíóòðèâåííî (â õâî-

ñòîâóþ âåíó) â äîçå 2 ìã/êã â âèäå ðàñòâîðà â 20 %

HP-�-CD (ãèäðîêñèïðîïèë-áåòà-öèêëîäåêñòðàí) ñ êîí-

öåíòðàöèåé öåëåâîãî âåùåñòâà 0,4 ìã/ìë. Îòáîð è èññëå-

äîâàíèå îáðàçöîâ êðîâè ïðîâîäèëè ïî àíàëîãèè ñ [2].

Ôàðìàêîêèíåòèêó íà ñîáàêàõ èçó÷àëè íà áàçå

ÎÀÎ “ÂÍÖ ÁÀÂ” íà 4 îñîáÿõ, êîòîðûå áûëè ðàçäåëå-

íû íà 2 îïûòíûå ãðóïïû, ïî 2 ñîáàêè â êàæäîé. Ïåð-

âîé ïîäîïûòíîé ãðóïïå ñîáàê AVR560 ââîäèëè îäíî-

êðàòíî â äîçå 2 ìã/êã âíóòðèâåííî ñ ïîñëåäóþùèì çà-

áîðîì âåíîçíîé êðîâè ÷åðåç 1, 5, 15, 30, 60 è 120 ìèí

ïîñëå ââåäåíèÿ AVR560. Âòîðîé ïîäîïûòíîé ãðóïïå

ñîáàê AVR560 ââîäèëè ïåðîðàëüíî îäíîêðàòíî â äîçå

10 ìã/êã ñ ïîñëåäóþùèì çàáîðîì âåíîçíîé êðîâè ÷å-

ðåç 15, 30, 60, 120, 240 è 480 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ

AVR560. Ðàáî÷èé ðàñòâîð AVR560 äëÿ ïåðîðàëüíîãî è

âíóòðèâåííîãî ââåäåíèÿ ãîòîâèëè ïóòåì ðàñòâîðåíèÿ

íàâåñêè AVR560 â ñòåðèëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñ-

òâîðå ñ äîáàâëåíèåì 0,5 % Twin-80.

Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè íà áàçå

ÈÈÕÐ è ÌÔÒÈ ïî ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîëó÷åííûì

äàííûì “êîíöåíòðàöèÿ — âðåìÿ”. Êîíöåíòðàöèþ

AVR560 â îáðàçöàõ ïëàçìû æèâîòíûõ èçìåðÿëè ñ ïî-

ìîùüþ ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ ìåòîäà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñ-

òåì òðîéíûõ êâàäðóïîëüíûõ ìàññ-ñïåêòðîìåòðîâ â ñî-

÷åòàíèè ñ ÂÝÆÕ: QTRAP 5500 (ABSciex) ñ õðîìàòî-

ãðàôîì Agilent 1290 (Agilent Technologies) è

LCMS-8030 (Shimadzu) ñ ÂÝÆÕ ñèñòåìîé.

Ðàñ÷åò îñíîâíûõ ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ

(K
el
, T

1/2
, T

max
, C

0
, C

max
, AUC

(0  t)
, AUC

(0  �)
, MRT

last
,

MRT
inf

, Cl, V
d
, V

ss
è áèîäîñòóïíîñòü) âûïîëíÿëè ìî-

äåëüíî-íåçàâèñèìûì ñïîñîáîì ñ ïîìîùüþ ïðîãðàì-

ìû Phoenix
TM

WinNonlin
�

6.3 (Pharsight Corp.).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Èññëåäîâàíèå àêòèâíîñòè èíãèáèòîðîâ AVR560,

AVR561 è AVR562 â îòíîøåíèè HCV íà ìîäåëè êëå-

òî÷íîé ëèíèè ãåïàòîìû ÷åëîâåêà (Huh7), çàðàæåííîé

HCV, â ïðèñóòñòâèè âîçðàñòàþùèõ êîíöåíòðàöèé ÷å-

ëîâå÷åñêîé ñûâîðîòêè âïëîòü äî 30% ïîêàçàëî, ÷òî

Àêòèâíîñòü in vitro è ôàðìàêîêèíåòèêà èíãèáèòîðà 41
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Ðèñ. 3. Êðèâûå èíãèáèðóþùåé àêòèâíîñòè AVR560 è êîíòðîëüíûõ âåùåñòâ ïî îòíîøåíèþ ê ðàçëè÷íûì èçîôåðìåíòàì öèòîõðîìà

Ð450 (1 % ÄÌÑÎ).



ïîñëåäíÿÿ îêàçûâàåò î÷åíü óìåðåííûé èíãèáèðóþ-

ùèé ýôôåêò íà ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü AVR560

(òàáë. 1). Àêòèâíîñòü AVR560 ñíèæàåòñÿ â ïðèñóòñò-

âèè 30 % ñûâîðîòêè â 3,8 ðàçà. Â òî æå âðåìÿ èíãèáè-

ðóþùèé ýôôåêò 30 % ñûâîðîòêè îêàçàëñÿ ãîðàçäî áî-

ëåå âûðàæåííûì â ñëó÷àå âåùåñòâ AVR561 è AVR562.

Àêòèâíîñòü ýòèõ èíãèáèòîðîâ HCV ñíèæàåòñÿ â 20,6 è

42,8 ðàçà ñîîòâåòñòâåííî.

Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ïðåä-

ïîëîæèòü, ÷òî ïðîòèâîâèðóñíàÿ àêòèâíîñòü âåùåñòâà

AVR560 â êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèÿõ íå áóäåò ñóùåñò-

âåííî ñíèæåíà èç-çà åãî ñâÿçûâàíèÿ áåëêàìè ïëàçìû

êðîâè. Ïî ðåçóëüòàòàì äàííûõ ýêñïåðèìåíòîâ âåùåñòâî

AVR560 áûëî âûáðàíî äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

Èçó÷åíèå âëèÿíèÿ AVR560 íà çàðàæåíèå êëåòîê

Huh7 HCV (øòàìì JFH-1) ïîêàçàëî, ÷òî ýòî âåùåñòâî

áëîêèðóåò îäíó èç ðàííèõ ñòàäèé âèðóñíîé èíôåêöèè

(ïðîíèêíîâåíèå âèðóñà â êëåòêó, èíèöèàöèþ òðàíñëÿ-

öèè âèðóñíûõ áåëêîâ èëè èíèöèàöèþ ñèíòåçà âèðóñ-

íîé ÐÍÊ). Äåéñòâèòåëüíî, ïî äàííûì èììóíîãèñòîõè-

ìè÷åñêîãî àíàëèçà (ðèñ. 2), ïðè äîáàâëåíèè ê êëåòêàì

AVR560 çà 2 ÷ äî èíôèöèðîâàíèÿ (– 2 ÷) èëè â ìîìåíò

èíôèöèðîâàíèÿ (0 ÷), ðåïëèêàöèÿ âèðóñà ïîäàâëÿåòñÿ

ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ, â òî âðåìÿ êàê ïðè äîáàâëå-

íèè ê êëåòêàì AVR560 ÷åðåç 2 ÷ ïîñëå èíôèöèðîâàíèÿ

(+ 2 ÷) íàáëþäàåòñÿ çàìåòíîå ïàäåíèå àíòèâèðóñíîé

àêòèâíîñòè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ÷èñëî çàðàæåííûõ

êëåòîê â ýòîì ñëó÷àå ïî÷òè â 2 ðàçà ìåíüøå, ÷åì ÷èñëî

çàðàæåííûõ êëåòîê â ýêñïåðèìåíòå áåç äîáàâëåíèÿ

AVR560. Çàðàæåííûå êëåòêè õîðîøî âèäíû íà ôîòî-

ãðàôèÿõ ìîíîñëîåâ êëåòîê (ðèñ. 2, á – ã ).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî AVR560 ïîäàâëÿåò ðàñïðî-

ñòðàíåíèå èíôåêöèè HCV â êóëüòóðå êëåòîê (ðèñ. 2,

á – ã ). Äàííîå ñâîéñòâî AVR560 ÿâëÿåòñÿ ïðèíöèïè-

àëüíî âàæíûì, ò.ê. ðàñïðîñòðàíåíèå âèðóñíîé èíôåê-

öèè îò çàðàæåííûõ ãåïàòîöèòîâ ê íåçàðàæåííûì êëåò-

êàì èãðàåò î÷åíü áîëüøóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè õðîíè-

÷åñêîé èíôåêöèè HCV â ïå÷åíè [4].

Èññëåäîâàíèå AVR-560 â îòíîøåíèè íåñêîëüêèõ

ôëàâèâèðóñîâ, òàêñîíîìè÷åñêè áëèçêèõ HCV (âèðóñû

Çàïàäíîãî Íèëà, æåëòîé ëèõîðàäêè è Äåíãå), ïîêàçàëî

(òàáë. 2) îòñóòñòâèå çàìåòíîé àêòèâíîñòè AVR-560, â

òî âðåìÿ êàê èíòåðôåðîí-� (IFN-�), èñïîëüçîâàâøèé-

ñÿ â êà÷åñòâå ñòàíäàðòíîãî èíãèáèòîðà ïðîÿâèë îæè-

äàåìóþ àêòèâíîñòü ïðîòèâ âñåõ 3 âèðóñîâ. Ýòî ñâèäå-

òåëüñòâóåò î ñåëåêòèâíîñòè AVR-560 â îòíîøåíèè

HCV.

Âçàèìîäåéñòâèå ïðåïàðàòà AVR560 ñ ðàçëè÷íûìè

èçîôåðìåíòàìè öèòîõðîìà Ð450 ÷åëîâåêà ïîêàçàëî

(ðèñ. 3), ÷òî âïëîòü äî êîíöåíòðàöèè äî 10 ìêÌ îí íå

ïðîÿâëÿåò èíãèáèðóþùóþ àêòèâíîñòü ïî îòíîøåíèþ

ê èçîôåðìåíòàì CYP3A4, CYP1A2, CYP2C19 è

CYP2D6, â òî âðåìÿ êàê êîíòðîëüíûå âåùåñòâà ïîêà-

çàëè îæèäàåìóþ àêòèâíîñòü.

42 À. Â. Èâàùåíêî è äð.
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Ðèñ. 4. Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå êðèâûå óñðåäíåííûõ êîíöåíòðàöèé AVR560 â ïëàçìå êðîâè æèâîòíûõ. Êîíöåíòðàöèþ âåùåñòâà

îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ ñèñòåìû QTRAP 5500 (ABSciex) ñ õðîìàòîãðàôîì Agilent 1290 (Agilent Technologies).



Èçó÷åíèå ôàðìàêîêèíåòèêè íà ãðûçóíàõ è ñîáàêàõ

ïðè ïåðîðàëüíîì è âíóòðèâåííîì ââåäåíèè AVR-560

ïîçâîëèëî îïðåäåëèòü îñíîâíûå ôàðìàêîêèíåòè÷å-

ñêèå ïàðàìåòðû âåùåñòâà (òàáë. 3), ðàññ÷èòàííûå íà

îñíîâàíèè ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîëó÷åííûõ äàííûõ

“êîíöåíòðàöèÿ — âðåìÿ” (ðèñ. 4). Áèîäîñòóïíîñòü

AVR-560 ó ãðûçóíîâ è ñîáàê áûëà ðàññ÷èòàíà êàê îò-

íîøåíèå çíà÷åíèÿ AUC
(0  �)

, ïîëó÷åííîãî ïðè ïåðî-

ðàëüíîì ââåäåíèè, ê çíà÷åíèþ AUC
(0  �)

, ïîëó÷åííî-

ãî ïðè âíóòðèâåííîì ââåäåíèè ñ ó÷åòîì äîçû ïðåïàðà-

òà, è ñîñòàâèëà 34 % ó ìûøåé, 43 % ó êðûñ è 64 % ó

ñîáàê.

Ñëåäóåò îòìåòèòü äîñòàòî÷íî áûñòðîå âñàñûâàíèå

AVR-560 â êðîâü æèâîòíûõ (ìûøè – 1 ÷, êðûñû – 4 ÷,

ñîáàêè – 2 ÷) è äîñòàòî÷íî äëèòåëüíûé ïåðèîä åãî ïî-

ëóâûâåäåíèÿ ïðè ïåðîðàëüíîì ââåäåíèè (êðûñû –

15,5 ÷, ñîáàêè — 6,7 ÷).

ÂÛÂÎÄ

Èññëåäîâàíèå àêòèâíîñòè AV560, AV561 è AV562 â

ïðèñóòñòâèè ñûâîðîòêè êðîâè ÷åëîâåêà ïîçâîëèëî óñ-

òàíîâèòü, ÷òî íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì èç íèõ ÿâëÿåòñÿ

èíãèáèòîð HCV AV560. Ïîñëåäíèé ïî äàííûì èììó-

íîãèñòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ íà ìîäåëè êëåòî÷-

íîé ëèíèè ãåïàòîìû ÷åëîâåêà (Huh7), çàðàæåííîé

HCV (øòàìì JFH-1), áëîêèðóåò ðàííþþ ñòàäèþ âè-

ðóñíîé èíôåêöèè, à òàêæå ïîäàâëÿåò åå ðàñïðîñòðàíå-

íèå. Ïîêàçàíî, ÷òî AVR560 íå àêòèâåí ïî îòíîøåíèþ

ê ÐÍÊ áëèçêèì HCV ôëàâèâèðóñàì, òàêèì êàê âèðóñû

Çàïàäíîãî Íèëà (øòàìì NY99), æåëòîé ëèõîðàäêè

(øòàìì 17D) è Äåíãå, òèï 2 (New Guinea), è íå ïðîÿâ-

ëÿåò èíãèáèðóþùóþ àêòèâíîñòü ïî îòíîøåíèþ ê èçî-

ôåðìåíòàì CYP3A4, CYP1A2, CYP2C19 è CYP2D6ñ

öèòîõðîìà P450 ÷åëîâåêà. Èçó÷åíèå ôàðìàêîêèíåòèêè

AVR560 íà ãðûçóíàõ è ñîáàêàõ ïîêàçàëî, ÷òî îí ìîæåò

ýôôåêòèâíî èñïîëüçîâàòüñÿ ïåðîðàëüíî, òàê êàê îòëè-

÷àåòñÿ âûñîêîé áèîäîñòóïíîñòüþ, áûñòðûì âñàñûâà-

íèåì â êðîâü è äîñòàòî÷íî äëèòåëüíûì ïåðèîäîì ïî-

ëóâûâåäåíèÿ.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ãåíåðàëüíîìó äè-

ðåêòîðó ÎÀÎ “ÂÍÖ ÁÀÂ” ä.á.í., ïðîôåññîðó Ìèòðî-

õèíó Í. Ì. çà ïîìîùü â ïðîâåäåíèè èññëåäîâàíèé

ôàðìàêîêèíåòèêè íà ñîáàêàõ.
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Several novel compounds were found to be potent inhibitors of the HCV (JFH-1 isolate) infection in vitro. Human serum did not significantly reduce antiviral

activity of the lead compound, AVR560 (< 4-fold). The immunohistochemistry studies with the Huh7 cell line, infectable with the HCV (JFH-1 strain), demon-

strated that AVR560 inhibited the early steps of viral infection and blocked the spread of the HCV infection in tissue culture. The cytotoxicity in Huh7 and Ve-

ro-76 cell lines was mild. AVR560 proved to be a specific HCV inhibitor and exhibited no activity against other flaviviruses such as yellow fever (strain 17D),

West Nile (strain NY99), and dengue (New Guinea type 2) in in vitro infection experiments. AVR560 also did not inhibit any of the tested human CYP450 iso-

zymes (3A4, 1A2, 2C19 and 2D6). In the pharmacokinetic studies in mice, rats and dogs, favorable pharmacokinetic profiles and good oral bioavailability were

observed for AV560. Further pre-clinical studies with this novel HCV inhibitor are in progress.

Keywords: [1-(1-methyl-1H-indole-2-ylmethyl)piperidin-4-yl]-(4-propylpiperazin-1-yl)ketone; 2-(8-isopropyl-2,3,3a,4,5,6-hexahydro-3H-pyrazino[3,2,1-jk]-

carbazol-3-yl)-acetamide; {1-[1-(2-methylbenzyl)-1H-indol-2-ylmethyl]piperidin-4-yl}-(4-ppropylpipeazin-1-yl)ketone; AVR560; AVR561; AVR562; HCV

inhibitor; RNA-containing virus; cytochrome P450; pharmacokinetics, bioavailability

Àêòèâíîñòü in vitro è ôàðìàêîêèíåòèêà èíãèáèòîðà 43




