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Â ðàìêàõ äîêëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé AV0038 — ýòèëîâîãî ýôèðà 2-(äèìåòèëàìèíîìå-

òèë)-1-ìåòèë-6-(ïèðèäèí-3-èë)-1Í-èíäîë-3-êàðáîíîâîé êèñëîòû äèãèäðîõëîðèäà, îáëàäà-

þùåãî âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ ïðè ïðîôèëàêòèêå è ëå÷åíèè ìûøåé, èíôèöèðîâàííûõ

âèðóñîì ãðèïïà À/Àè÷è/2/69 (H3N2), èçó÷åíà åãî ðàñòâîðèìîñòü è ñòàáèëüíîñòü â âîäíûõ

ðàñòâîðàõ, ìåòàáîëè÷åñêàÿ ñòàáèëüíîñòü â ìèêðîñîìàõ ïå÷åíè ÷åëîâåêà, ñòàáèëüíîñòü â

ïëàçìå êðîâè ìûøåé è ÷åëîâåêà, ñâÿçûâàíèå ñ áåëêàìè ïëàçìû êðîâè ìûøåé è ÷åëîâåêà,

ôàðìàêîêèíåòèêà è áèîäîñòóïíîñòü â ìûøàõ, îñòðàÿ òîêñè÷íîñòü è ìàêñèìàëüíî ïåðåíî-

ñèìàÿ äîçà. Ïîêàçàíà ïåðñïåêòèâíîñòü AV0038 â êà÷åñòâå êàíäèäàòà ïðîòèâîãðèïïîçíîãî

ïðåïàðàòà è öåëåñîîáðàçíîñòü ïðîäîëæåíèÿ åãî ïðåäêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé, â òîì ÷èñ-

ëå èññëåäîâàíèÿ åãî ìåòîáîëèçìà, ìåòàáîëèòîâ è ñóáõðîíè÷åñêîé òîêñè÷íîñòè â æèâîòíûõ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ýòèëîâûé ýôèð 2-äèìåòèëàìèíîìåòèë-1-ìåòèë-6-ïèðèäèí- 3-èë-

1Í-èíäîë-3-êàðáîíîâîé êèñëîòû; àðáèäîë; ðàñòâîðèìîñòü; ñòàáèëüíîñòü; ôàðìàêîêè-

íåòèêà; îñòðàÿ òîêñè÷íîñòü; ìàêñèìàëüíî äîïóñòèìàÿ äîçà.

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Ãðèïï ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç àêòóàëüíûõ ìåäèöèíñêèõ

è ñîöèàëüíî-ýêîíîìè÷åñêèõ ïðîáëåì. Ïî äàííûì

ÂÎÇ, åæåãîäíî, âî âðåìÿ ýïèäåìèé ãðèïïà è ïîäîáíûõ

åìó çàáîëåâàíèé, â ìèðå áîëåþò äî 5 ìèëëèîíîâ, à

óìèðàþò äî 500 òûñÿ÷ ÷åëîâåê [5, 7]. Íàðÿäó ñ âàêöè-

íàìè, êîòîðûå â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûì

ñðåäñòâîì ïðîôèëàêòèêè ãðèïïîçíîé èíôåêöèè, è øè-

ðîêî èçâåñòíûìè ïðîòèâîãðèïïîçíûìè ïðåïàðàòàìè

(òàìèôëþ, ðåëåíçà, àðáèäîë) àêòóàëüíûì îñòàåòñÿ ïî-

èñê íîâûõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ, àêòèâíûõ â îò-

íîøåíèè âèðóñîâ ãðèïïà À è Â.

Ðàíåå ìû ñîîáùàëè [1], ÷òî â ðåçóëüòàòå in vitro è in

vivo ñêðèíèíãà çàìåùåííûõ 2-àìèíîìåòèë-1Í-èíäî-

ëîâ íà ïðîòèâîâèðóñíóþ àêòèâíîñòü áûëî íàéäåíî ñî-

åäèíåíèå AV0038 (ðèñ. 1) — ñòðóêòóðíûé àíàëîã àð-

áèäîëà, îáëàäàþùèé ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîñëåäíèì áîëåå

âûñîêîé àêòèâíîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê âèðóñàì ãðèï-

ïà, áîëåå âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ ïðè ïðîôèëàêòèêå

è ëå÷åíèè ìûøåé, èíôèöèðîâàííûõ âèðóñîì ãðèïïà

À/Àè÷è/2/69 (H3N2), áîëåå íèçêîé ãåïàòî- è öèòîòîê-

ñè÷íîñòüþ.

AV0038 ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé áåëûé èëè áåëûé ñ

æåëòîâàòûì îòòåíêîì ìåëêîêðèñòàëëè÷åñêèé ïîðî-

øîê, ñ òåìïåðàòóðîé ïëàâëåíèÿ 276 – 278 °C ñ ðàçëî-

æåíèåì, ðàñòâîðèì â âîäå, ñïèðòå, äèìåòèëôîðìàìè-

äå, óñòîé÷èâ ïðè õðàíåíèè, ñòàáèëåí â òå÷åíèå íå-

ñêîëüêèõ äíåé â âîäå, àöåòàòíîì áóôåðå (pH 4) è HBSS

áóôåðå (pH 7,4), ìîë. ìàññà 426,35, PSA 67,59, logP

3,49, logSw – 4,57, logD (pH 7,4) 2,17, Hpacc 3, H-don 1,

B-rot 6.

Â ðàáîòå ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû äàëüíåéøèõ äîêëè-

íè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé AV0038. Â ðÿäå ñëó÷àåâ â êà-

÷åñòâå ïðåïàðàòà ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè ýòèëîâûé

ýôèð 6-áðîì-5-ãèäðîêñè-4-(äèìåòèëàìèíîìåòèë)-1-

ìåòèë-2-(ôåíèëòèîìåòèë)-1H-èíäîë-3-êàðáîíîâîé êè-

ñëîòû ãèäðîõëîðèä (àðáèäîë).

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Ìûøè. Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàíû ñàìöû ìû-

øåé àóòáðåíäíîé ëèíèè SHK è ëèíèè BALB/ñ ìàññîé

20 – 25 ã (ïèòîìíèê “Àíäðååâêà”, ÐÀÌÍ). Ìûøåé ñî-

äåðæàëè â ñòàöèîíàðíûõ óñëîâèÿõ ïðè 12-÷àñîâîì åñ-

òåñòâåííîì ñâåòîâîì ðåæèìå è òåìïåðàòóðå

22 – 24 °C, íà ñòàíäàðòíîì áðèêåòèðîâàííîì êîðìå,

ïðè ñâîáîäíîì äîñòóïå ê âîäå è ïèùå. Çà 12 ÷ äî íà÷à-

ëà ýêñïåðèìåíòà æèâîòíûõ ëèøàëè ïèùè, îñòàâëÿÿ

ñâîáîäíûé äîñòóï ê âîäå. Ýêñïåðèìåíòû íà æèâîòíûõ

ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäè÷åñêèìè óêàçàíèÿìè

Ðóêîâîäñòâà ïî ýêñïåðèìåíòàëüíîìó (äîêëèíè÷åñêîìó)

èçó÷åíèþ íîâûõ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ âåùåñòâ [2].
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Èññëåäîâàíèå ðàñòâîðèìîñòè AV0038 è àðáèäîëà â

äåèîíèçðîâàííîé âîäå ïðîâîäèëè ñïåêòðîôîòîìåòðè-

÷åñêè ïî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó [6]. Èñõîäíûå ðàñ-

òâîðû ãîòîâèëè â ÄÌÑÎ ñ êîíöåíòðàöèåé 10 ìã/ìë.

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ èñïîëüçîâàëè

ïî ïÿòü êàëèáðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ êàæäîãî âåùåñòâà â

40 % âîäíîì àöåòîíèòðèëå â 96-ëóíî÷íîì UV-ïëàí-

øåòå. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ êàæäîãî ðàñòâîðà â äèàïà-

çîíå 250 – 400 íì ñ øàãîì 10 íì ñíÿòû íà ñïåêòðî-

ôëóîðèìåòðå UV/Vis microplate reader SPECTRAmax

(Molecular Devices – Sunnyvale, CA). Äëÿ ïîñòðîåíèÿ

êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ äëÿ êàæäîãî âåùåñòâà âûáðà-

íà îïòèìàëüíàÿ äëèíà âîëíû, èñõîäÿ èç çíà÷åíèé îï-

òè÷åñêîé ïëîòíîñòè è ôîðìû ñïåêòðà. Äëÿ îïðåäåëå-

íèÿ ðàñòâîðèìîñòè ãîòîâèëè ðàñòâîðû âåùåñòâ â

MultiScreen Solubility ôèëüòðóþùåì ïëàíøåòå. Ïëàí-

øåò íàêðûëè êðûøêîé è àêêóðàòíî ïåðåìåøèâàëè

(400 îá/ìèí) â òå÷åíèå 60 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-

òóðå. Çàòåì îòôèëüòðîâàëè ðàñòâîð èç ôèëüòðóþùåãî

ïëàíøåòà â ïîëèïðîïèëåíîâûé ïëàíøåò ñ U-îáðàç-

íûì äíîì. Ïåðåíîñèëè ïî 90 ìêë ôèëüòðàòà â

UV-ïëàíøåò äëÿ àíàëèçà, äîáàâèëè â êàæäóþ ëóíêó ïî

60 ìêë àöåòîíèòðèëà è ïåðåìåøàëè. Çàòåì èçìåðÿëè

ñïåêòðû ôèëüòðàòîâ è îïðåäåëèëè èõ ïîãëîùåíèå ïðè

ðàíåå âûáðàííîé äëèíå âîëíû 340 íì äëÿ AV0038 è

290 íì äëÿ àðáèäîëà. Êîíå÷íóþ êîíöåíòðàöèþ âåùå-

ñòâà â ôèëüòðàòàõ (ðàñòâîðèìîñòü) îïðåäåëÿëè ïî

ôîðìóëå [9]:

Ðàñòâîðèìîñòü (ìêÌ) =

= 1,67 � (OD
�

ôèëüòðàò – OD
�

áëàíê)/k,

ãäå OD
�

ôèëüòðàò — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ôèëüòðàòà

ïðè âûáðàííîé äëèíå âîëíû, OD
�

áëàíê — îïòè÷åñêàÿ

ïëîòíîñòü êîíòðîëÿ ðàñòâîðèòåëÿ, k — òàíãåíñ óãëà

íàêëîíà êàëèáðîâî÷íîé ïðÿìîé (ìêÌ– 1), 1,67 — êîýô-

ôèöèåíò ðàçáàâëåíèÿ ôèëüòðàòà àöåòîíèòðèëîì.

Èññëåäîâàíèå ñòàáèëüíîñòè AV0038 è àðáèäîëà â

âîäíûõ ðàñòâîðàõ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì

LC-MS/MS ñèñòåìû, âêëþ÷àþùåé âûñîêîýôôåêòèâ-

íûé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàô Agilent 1100 è äâîéíîé

ìàññ-ñïåêòðîìåòð API 2000 êîìïàíèè Applied

Biosystems. Ñòàíäàðòàìè ïðè îïðåäåëåíèè ïðîöåíòíî-

ãî ñîäåðæàíèÿ âåùåñòâ âî âðåìåíè ñëóæèëè èõ ñîäåð-

æàíèå â îáðàçöàõ, êîòîðûå áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû

ñðàçó ïîñëå ðàñòâîðåíèÿ íàâåñêè (0 ÷). Äëÿ ðàñ÷åòà îò-

íîñèòåëüíîãî ñîäåðæàíèÿ ïðåïàðàòîâ â ïðîáàõ èñ-

ïîëüçîâàëè çíà÷åíèÿ ïëîùàäåé ïèêîâ, ðàññ÷èòàííûå

ïðîãðàììîé Analyst 1.3.1. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû

ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1.

Èçó÷åíèå ìåòàáîëè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè AV0038 â

ìèêðîñîìàõ ïå÷åíè ÷åëîâåêà ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâà-

íèåì ìåòîäà æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè ñ äâîéíîé

ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîé äåòåêöèåé (LC-MS/MS) ïî

ìåòîäèêå, îïèñàííîé â ðàáîòå [4]. Ðàáî÷èé ðàñòâîð

AV0038 ñ êîíöåíòðàöèåé 52 ìêã/ìë (100 ìêÌ) ãîòîâè-

ëè ðàñòâîðåíèåì 5,2 ìã AV0038 â 4 ìë ÄÌÑÎ è äîâå-

äåíèåì äåèîíèçèðîâàííîé âîäîé äî 100 ìë. Ïîëó÷åí-

íûé ðàñòâîð õðàíèëè ïðè 4 °C. Ìåòîäîì ïîñëåäîâà-

òåëüíûõ ðàçâåäåíèé â âîäå èç ðàáî÷åãî ðàñòâîðà

AV0038 ãîòîâèëè ñòàíäàðòíûå ñ êîíöåíòðàöèÿìè

5,2 ìêã/ìë, 520 íã/ìë è 260 íã/ìë, êîòîðûå èñïîëüçî-

âàëè äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ AV0038 ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû LC-MS/MS, âêëþ÷àþùåé âû-

ñîêîýôôåêòèâíûé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàô Agilent

1100 è äâîéíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòð API 2000 êîìïàíèè

Applied Biosystems. Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà èîíîâ â

ìàññ-ñïåêòðîìåòðå èñïîëüçîâàëñÿ ýëåêòðîðàñïûëè-

òåëüíûé ìîäóëü TurboIonSpray, ðàáîòàþùèé â ðåæèìå

ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ñ ïîñòìè-

24 À. Â. Èâàùåíêî è äð.
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Ñóáñòàí-

öèÿ

Èññëåäóå-

ìûé ðàñ-

òâîð

Ñîäåðæàíèå îñíîâíîãî âåùåñòâà, %

0 ÷ 24 ÷ 48 ÷ 72 ÷

AV0038 pH 4,0 99,85 99,76 99,95 99,41

pH 5,0

(âîäà)

99,65 99,93 99,84 99,85

pH 7,0 99,48 99,40 99,81 99,33

pH 7,4 99,84 99,78 99,81 99,35

pH 4,0 99,81 99,22 99,07 98,47

pH 5,0

(âîäà)

99,88 99,88 99,57 99,19

pH 7,0 98,60 98,019 îñ* îñ

pH 7,4 í/ð** í/ð í/ð í/ð

*
Îáðàçîâàíèå îñàäêà, îáðàçîâàíèå ïðîäóêòîâ ðàñïàäà â íàäîñàäî÷íîé

æèäêîñòè íå íàáëþäàåòñÿ.
**

Âåùåñòâî ðàñòâîðèëîñü â àöåòîíèòðèëå, íî ïðè äîáàâëåíèè

áóôåðíîãî ðàñòâîðà íàáëþäàåòñÿ îáðàçîâàíèå âçâåñè èëè âûïàäåíèå

îñàäêà.
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Ñóáñòàíöèÿ
Ïóòü ââåäåíèÿ,

äîçà
Tmax, ìèí Ñmax, íã/ìë

AUC0 � t,

íã·ìèí/ìë

AUC0 � �,

íã·ìèí/ìë
Ò1/2, ìèí Kel, 1/ìèí F, %

AV0038 Âíóòðü,

5 ìã/êã

5 502,0 3892,1 3904,5 3,43 0,2019 20

Â âåíó,

5 ìã/êã

5 721,7 19790,5 20269,9 25,2 0,0275

Àðáèäîë Âíóòðü,

5 ìã/êã

30 32,0 1631,3 1739,5 50,1 0,0139 4

Â âåíó,

5 ìã/êã

5 1187,7 39018,1 42014,9 77,9 0,0089



òîõîíäðèàëüíîé ôðàêöèåé S9, ñîäåðæàùåé ìèêðîñî-

ìû è öèòîçîëü ïå÷åíè ÷åëîâåêà, (BD Gentest, cat. ¹

452961, CØÀ) îáúåìîì 1 ìë ãîòîâèëè ïóòåì äîáàâëå-

íèÿ ê 50 ìêë ðàñòâîðà êîôàêòîðîâ (26 ìM ÍÀÄÔ
+
,

65 ìM MgCl
2

è 66 ìM ãëþêîçèë-6-ôîñôàò) 250 ìêë ðà-

áî÷åãî 100 ìêÌ ðàñòâîðà AV0038, 150 ìêë ìèêðîñî-

ìàëüíîé ôðàêöèè S9, 10 ìêë ãëþêîçèë-6-ôîñôàò äå-

ãèäðîãåíàçû (40 åä/ìë) è 540 ìêë äåèîíèçèðîâàííîé

âîäû. Ãîòîâèëè 6 îáðàçöîâ òàêîé ðåàêöèîííîé ñìåñè –

5 îïûòíûõ è 1 êîíòðîëüíûé, íå ïîäâåðãàâøèéñÿ èíêó-

áàöèè. Îïûòíûå îáðàçöû èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °C â

òåðìîøåéêåðå â òå÷åíèå ñîîòâåòñòâåííî 15, 30, 60, 90

è 120 ìèí. Ïî èñòå÷åíèè ñðîêà èíêóáàöèè ðåàêöèþ

îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì 200 ìêë 6 % óêñóñíîé êè-

ñëîòû â àöåòîíèòðèëå. Äàëåå êàæäûé îáðàçåö öåíòðè-

ôóãèðîâàëè ïðè 10000 îá/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèí. Ñó-

ïåðíàòàíò ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè äëÿ äàëüíåéøåãî

êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà íà LC-MS/MS.

Îïðåäåëåíèå ñòàáèëüíîñòè AV0038 è àðáèäîëà â

ïëàçìå êðîâè ìûøåé è ÷åëîâåêà ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçî-

âàíèåì LC-MS/MS ïî ìåòîäèêå àíàëîãè÷íîé îïèñàí-

íîé â ðàáîòå [3]. Ê 360 ìêë èíòàêòíîé ïëàçìû êðîâè

ìûøåé (Innovative Research, cat � IGMS-N) èëè ÷åëî-

âåêà (Innovative Research, cat � IPLA-N) äîáàâëÿëè

40 ìêë ðàñòâîðà âåùåñòâà (2500 íã/ìë) â àöåòîíèòðèëå

è ïîëó÷àëè ïðîáû ñ êîíöåíòðàöèåé 250 íã/ìë. Ãîòîâè-

ëè ïî 6 îáðàçöîâ òàêîé ðåàêöèîííîé ñìåñè — 3 îïûò-

íûõ è 3 êîíòðîëüíûõ, êîòîðûå íå ïîäâåðãàëèñü èíêó-

áàöèè. Îáðàçöû èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °C â òåðìîøåé-

êåðå â òå÷åíèå 30 ìèí. Çàòåì ïðîâîäèëè ïðåöèïèòà-

öèþ áåëêîâ è ýêñòðàêöèþ ñîåäèíåíèé ïóòåì

äîáàâëåíèÿ 600 ìêë àöåòîíèòðèëà. Äàëåå êàæäûé îá-

ðàçåö ïîìåùàëè íà 5 ìèí â õîëîäèëüíèê ïðè 4 °C, çà-

òåì öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 10000 îá/ìèí â òå÷åíèå

10 ìèí. Ñóïåðíàòàíò ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè äëÿ äàëü-

íåéøåãî LC-MS/MS àíàëèçà.

Îïðåäåëåíèå ñòåïåíè ñâÿçûâàíèÿ AV0038 è àðáèäî-

ëà ñ áåëêàìè ïëàçìû êðîâè ìûøåé è ÷åëîâåêà ïðîâîäè-

ëè ïî èçâåñòíîé ìåòîäèêå [8]. Ðàáî÷èå ðàñòâîðû âå-

ùåñòâ ñ êîíöåíòðàöèÿìè 50 è 5 ìêã/ìë ãîòîâèëè â àöå-

òîíèòðèëå. Ìåòîäîì ïîñëåäîâàòåëüíûõ ðàçâåäåíèé â

âîäå èç ðàñòâîðîâ 5 ìêã/ìë âåùåñòâ ãîòîâèëè ðàñòâî-

ðû ñ êîíöåíòðàöèÿìè 500, 250 è 50 íã/ìë. Ýòè ðàñòâî-

ðû èñïîëüçîâàëè äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ

âåùåñòâ c èñïîëüçîâàíèåì LC-MS/MS. Ëóíêè 48-ëó-

íî÷íîãî òåôëîíîâîãî ïëàíøåòà ïðîìûâàëè ýòàíîëîì â

òå÷åíèå 10 ìèí, çàòåì äâàæäû îïîëàñêèâàëè äåèîíè-

çèðîâàííîé âîäîé è òùàòåëüíî ïðîñóøèâàëè. Äàëåå â

òåôëîíîâûé ïëàíøåò ïîìåùàëè 8 êàìåð-âñòàâîê äëÿ

ðàâíîâåñíîãî äèàëèçà (RED-âñòàâîê) â îäíîòèïíîé

îðèåíòàöèè è ãîòîâèëè âî âñòàâêàõ îïûòíûå îáðàçöû.

Ê 270 ìêë èíòàêòíîé ïëàçìû êðîâè, íàõîäÿùåéñÿ âî

âíóòðåííåé êàìåðå êàæäîé âñòàâêè, äîáàâëÿëè 30 ìêë

ðàáî÷åãî ðàñòâîðà âåùåñòâà (êîíöåíòðàöèÿ 50 ìêã/ìë

èëè 5 ìêã/ìë) è ïîëó÷àëè ïðîáû ïëàçìû ñ êîíå÷íûìè

êîíöåíòðàöèÿìè 5000 è 500 íã/ìë ñîîòâåòñòâåííî. Ãî-

òîâèëè ïî 4 ïîâòîðà êàæäîé êîíöåíòðàöèè. Â ñîñåä-

íþþ âíåøíþþ êàìåðó êàæäîé âñòàâêè, îòäåëåííóþ

ïîëóïðîíèöàåìîé ìåìáðàíîé, ïîìåùàëè 500 ìêë äèà-

ëèçíîãî áóôåðà. Ïëàíøåò íàêðûâàëè êðûøêîé è èíêó-

áèðîâàëè, ïåðåìåøèâàÿ (100 îá/ìèí), ïðè 37 °C â òå-

÷åíèå 4 ÷ (âðåìÿ, íåîáõîäèìîå äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ðàâ-

íîâåñèÿ ìåæäó ñîäåðæèìûì âñòàâîê). Ïî èñòå÷åíèè

ñðîêà èíêóáàöèè çàìåðÿëè îáúåì ñîäåðæèìîãî âíåø-

íåé/âíóòðåííåé êàìåðû êàæäîé âñòàâêè. Èçìåíåíèé â

îáúåìå îáðàçöîâ ìåæäó ñîñåäíèìè êàìåðàìè íå íà-

áëþäàëîñü. Ê 100 ìêë ïîñòäèàëèçíîãî îáðàçöà ïëàçìû

äîáàâëÿëè 100 ìêë áóôåðà, à ê 100 ìêë ïîñòäèàëèçíî-

ãî îáðàçöà áóôåðà — 100 ìêë ïëàçìû. Çàòåì ê êàæäîé

ïðîáå äîáàâëÿëè 400 ìêë áóôåðà äëÿ îñàæäåíèÿ áåë-

êîâ (MeCN : 0,1 % ìóðàâüèíàÿ êèñëîòà â âîäå, 90/10 ïî

Èçó÷åíèå äèãèäðîõëîðèäà ýòèëîâîãî ýôèðà 25
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Ðèñ. 1. Ýòèëîâîãî ýôèðà 2-(äèìåòèëàìèíîìåòèë)-1-ìåòèë-6-

(ïèðèäèí-3-èë)-1Í-èíäîë-3-êàðáîíîâîé êèñëîòû äèãèäðîõëî-

ðèä (AV0038) è àðáèäîë.



îáúåìó), ïåðåìåøèâàëè è èíêóáèðîâàëè 30 ìèí íà

ëüäó, äàëåå öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 13000 îá/ìèí â òå-

÷åíèå 10 ìèí. Ñóïåðíàòàíò ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè è

àíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì LC-MS/MS.

Èçó÷åíèå ôàðìàêîêèíåòèêè è áèîäîñòóïíîñòè

AV0038 è àðáèäîëà ïðîâîäèëè íà ñàìöàõ ìûøåé ëè-

íèè BALB/C. Â îïûòíûå ãðóïïû âîøëè ïî 18 ìûøåé.

Íà æèâîòíûõ èçó÷àëè ôàðìàêîêèíåòèêó AV0038 ïîñëå

ïðèåìà âíóòðü è ââåäåíèÿ â âåíó AV0038 è àðáèäîëà â

äîçå 5 ìã/êã.

Ïðîáû êðîâè îòáèðàëè äåêàïèòàöèåé æèâîòíûõ.

Êðîâü ñîáèðàëè â ïëàñòìàññîâûå ïðîáèðêè, ñîäåðæà-

ùèå 100 ìêë 5 % ÝÄÒÀ, äî ââåäåíèÿ âåùåñòâà (êîí-

òðîëüíàÿ ïðîáà) è ÷åðåç 5, 15, 30, 60 ìèí ïîñëå ââåäå-

íèÿ. Íà êàæäóþ âðåìåííóþ òî÷êó áðàëè ïî 3 ìûøè.

Ïëàçìó êðîâè îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè

10000 îá/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèí è õðàíèëè äî àíàëèçà

ïðè òåìïåðàòóðå –80 °C.

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ âåùåñòâ èñïîëü-

çîâàëè ñèñòåìó âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðî-

ìàòîãðàôèè Agilent 1100 è äâîéíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòð

API 2000 êîìïàíèè Applied Biosystems. Êîíöåíòðàöèè

âåùåñòâà â ïëàçìå ðàññ÷èòûâàëèñü íà îñíîâàíèè êà-

ëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ â èíòàêòíîé ïëàçìå. Îñíîâíûå

ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû, ðàññ÷èòàííûå ñ ïî-

ìîùüþ ïðîãðàììû WinNonlin Professional ver. 5.2. íà

îñíîâàíèè ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîëó÷åííûõ äàííûõ

êîíöåíòðàöèÿ — âðåìÿ, ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2. Áèî-

äîñòóïíîñòü âåùåñòâ ó ìûøåé ðàññ÷èòûâàëè êàê îòíî-

øåíèå çíà÷åíèÿ AUC
0 � �

, ïîëó÷åííîãî ïðè âíóòðè-

âåííîì ââåäåíèè, ê çíà÷åíèþ AUC
0 � �

, ïîëó÷åííîìó

ïðè ïðèåìå âíóòðü.

Îñòðóþ òîêñè÷íîñòü îöåíèâàëè ïî ñìåðòíîñòè

ìûøåé â òå÷åíèå 1 íåäåëè ïîñëå âíóòðèáðþøèííîãî

ââåäåíèÿ AV0038 â äîçàõ 400, 500, 550, 560 è 570 ìã/êã

è àðáèäîëà â äîçàõ 550, 650, 750 è 850 ìã/êã. Èññëåäî-

âàíèå ïðîâåäåíî íà 46 ìûøàõ. Êàæäàÿ ãðóïïà âêëþ÷à-

ëà ïî 6 ñàìöîâ ìûøåé àóòáðåäíîé ëèíèè SHK â ñëó-

÷àå AV0038 è ïî 4 — â ñëó÷àå àðáèäîëà.

Ìàêñèìàëüíî ïåðåíîñèìóþ äîçó (ÌÏÄ) ïðåïàðàòîâ

îïðåäåëÿëè â ýêñïåðèìåíòàõ íà ñàìöàõ ìûøåé ëèíè

SHK ïðè âíóòðèáðþøèííîì ââåäåíèè 1 ðàç â ñóòêè â

òå÷åíèå 5 äíåé â äîçàõ 20, 50 è 100 ìã/êã AV0038 è â

äîçàõ 100 è 200 ìã/êã àðáèäîëà. Â êàæäîé ãðóïïå èñ-

ïîëüçîâàëè 8 ìûøåé. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðàñòâîðà äëÿ

èíúåêöèé ïðèìåíÿëè ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð. Ó÷è-

òûâàëè ìàññó ìûøåé (ðèñ. 1 è 2) è ñìåðòíîñòü.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî ðàñòâîðè-

ìîñòü AV0038 (124,9 � 0,4 ìêã/ìë) â 13 ðàç ïðåâûøàåò

ðàñòâîðèìîñòü àðáèäîëà (9,6 � 0,2 ìêã/ìë). Ïðè ýòîì

AV0038 îáëàäàåò âûñîêîé ñòàáèëüíîñòüþ â âîäíûõ

ðàñòâîðàõ â øèðîêîì èíòåðâàëå ðÍ â òå÷åíèå 72 (ñî-

äåðæàíèå îñíîâíîãî âåùåñòâà áîëåå 99 %, òàáë. 1).

Ñòàáèëüíîñòü àðáèäîëà â âîäå è â óíèâåðñàëüíîì áó-

ôåðå ñ ðÍ 4,0 ñîñòàâëÿåò áîëåå 98 % è íå ìåíÿåòñÿ ñî

âðåìåíåì. Ïðè ðÍ 7,4 àðáèäîë íåðàñòâîðèì, à ïðè ðÍ

7,0 âûïàäåíèå àðáèäîëà â îñàäîê íàáëþäàåòñÿ ÷åðåç

48 ÷, ïðè ýòîì íå íàáëþäàåòñÿ îáðàçîâàíèå ïðîäóêòîâ

ðàñïàäà àðáèäîëà â íåîñàäî÷íûõ æèäêîñòÿõ. Ïîëó÷åí-

íûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò, ÷òî àðáèäîë òàêæå ñòà-

áèëåí â âîäíûõ ðàñòâîðàõ.

Èññëåäîâàíèå in vitro ìåòàáîëè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè

îáñóæäàåìûõ ïðåïàðàòîâ ïîêàçàëî, ÷òî AV0038 èìååò

óìåðåííóþ ñòàáèëüíîñòü â ìèêðîñîìàõ ïå÷åíè ÷åëî-

âåêà. Òàê ñîäåðæàíèå AV0038 â îïûòíûõ îáðàçöàõ ïî-

ñëå 2 ÷ èíêóáàöèè â ïðèñóòñòâèè S9 ôðàêöèè, ñîäåð-

æàùåé ìèêðîñîìû è öèòîçîëü ïå÷åíè ÷åëîâåêà, ñíè-

æàåòñÿ íà 63 %, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. Ïåðèîä

ïîëóïðåâðàùåíèåÿ AV0038 ñîñòàâëÿåò Ò
1/2

= 83 ìèí, à

êîíñòàíòà ýëèìèíàöèè ðàâíà K
el

= 0,0084 ìèí
– 1

.

Â ïëàçìå ÷åëîâåêà AV0038 õàðàêòåðèçóåòñÿ áîëåå

âûñîêîé ñòàáèëüíîñòüþ, ÷åì àðáèäîë. Òàê ïîñëå

30 ìèí èíêóáàöèè ïîñëåäíåãî â ïëàçìå ÷åëîâåêà åãî

êîíöåíòðàöèÿ ñíèæàåòñÿ íà 28 %, â òî âðåìÿ êàê â àíà-

ëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ êîíöåíòðàöèÿ AV0038 ñíèæàåòñÿ

òîëüêî íà 17,3 %. Ñîäåðæàíèå AV0038 â ïëàçìå ìû-

øåé, ïîñëå 30 ìèí èíêóáàöèè, ñíèæàåòñÿ ñîîòâåòñò-

âåííî íà 15 %.

Ñâÿçûâàíèå AV0038 ñ áåëêàìè ïëàçìû êðîâè ìû-

øåé (58,3 %) è ÷åëîâåêà (52,4 %) äîñòàòî÷íî ñëàáîå è

ïðàêòè÷åñêè íå çàâèñèò îò åãî êîíöåíòðàöèè. Â òî æå

âðåìÿ àðáèäîë ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ (99,6 %) ñâÿ-

çûâàåòñÿ ñ áåëêàìè ïëàçìû ÷åëîâåêà, ÷òî ñíèæàåò ñâî-

áîäíóþ êîíöåíòðàöèþ ïðåïàðàòà.

Ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå ôàðìàêîêèíåòèêè

AV0038 è àðáèäîëà â ìûøàõ ïîêàçàëî, ÷òî AV0038 îá-

ëàäàåò áîëåå êîðîòêèì ïîêàçàòåëåì Ò
1/2

. Ðàçíèöà â ñêî-

ðîñòè ýëèìèíàöèè AV0038, âîçìîæíî, ñâÿçàíà, ñ îä-

íîé ñòîðîíû, ñ åãî ìåòàáîëèçìîì, à ñ äðóãîé ñòîðîíû,

ñ áîëåå áûñòðûì âûâåäåíèåì èç îðãàíèçìà çà ñ÷åò

íèçêîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ áåëêàìè ïëàçìû. Òåì íå ìåíåå

AV0038 ãîðàçäî ëó÷øå âñàñûâàåòñÿ â ñèñòåìíûé êðî-

âîòîê — åãî ýêñïîçèöèÿ ïðè ââåäåíèè âíóòðü çàìåòíî

âûøå, ÷åì ó àðáèäîëà (òàáë. 2). Áèîäîñòóïíîñòü

AV0038 â 5 ðàç âûøå áèîäîñòóïíîñòè àðáèäîëà è ñî-

ñòàâèëà 20 %.

26 À. Â. Èâàùåíêî è äð.
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Ðèñ. 3. Îïðåäåëåíèå ÌÏÄ àðáèäîëà ïðè âíóòðèáðþøèííîì

ââåäåíèè ìûøàì.



Îñòðàÿ òîêñè÷íîñòü AV0038 è àðáèäîëà ïðè èõ

âíóòðèáðþøèííîì ââåäåíèè ìûøàì (òàáë. 3) õàðàêòå-

ðèçóåòñÿ, êàê óìåðåííàÿ (LD
50

= 481 � 38 ìã/êã è

LD
50

= 692 � 53 ìã/êã, ñîîòâåòñòâåííî). Íåñêîëüêî áî-

ëåå íèçêàÿ òîêñè÷íîñòü àðáèäîëà, ïî-âèäèìîìó, îáúÿñ-

íÿåòñÿ åãî ñëàáîé ðàñòâîðèìîñòüþ è áîëåå âûñîêîèì

ñâÿçûâàíèåì ñ áåëêàìè ïëàçìû, è, êàê ñëåäñòâèå, áî-

ëåå íèçêèì âñàñûâàíèåì â ñèñòåìíûé êðîâîòîê, ÷òî

ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè èõ ôàðìàêîêèíåòèêè (òàáë. 2).

Îïðåäåëåíèå ÌÏÄ èçó÷àåìûõ ïðåïàðàòîâ ïîêàçà-

ëî, ÷òî â óñëîâèÿõ ýêñïåðèìåíòà ãèáåëè ìûøåé íå íà-

áëþäàëàñü. Â ñëó÷àå âíóòðèáðþøèííîãî ââåäåíèÿ

AV0038 â èçó÷åííîì èíòåðâàëå äîç (20 – 100 ìã/êã) íå

íàáëþäàëîñü ñíèæåíèÿ ìàññû æèâîòíûõ, ïî ñðàâíå-

íèþ ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 2). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,

÷òî ÌÏÄ AV0038 èìååò çíà÷åíèå > 100 ìã/êã. Â òî æå

âðåìÿ äîçå 100 ìã/êã àðáèäîë, êàê è â äîçå 200 ìã/êã,

ñíèæàë ìàññó òåëà æèâîòíûõ, íî ýòîò ýôôåêò íå áûë

ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûì (ðèñ. 3), ò.å. ÌÏÄ àðáèäîëà

èìååò çíà÷åíèå < 100 ìã/êã.

ÂÛÂÎÄ

Â ðàìêàõ äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé AV0038, îá-

ëàäàþùåãî ïðîòèâîãðèïïîçíîé àêòèâíîñòüþ, â ñðàâ-

íåíèè ñ àðáèäîëîì óñòàíîâëåíî, ÷òî AV0038 è àðáè-

äîë îáëàäàþò âûñîêîé ñòàáèëüíîñòüþ â âîäíûõ ðàñ-

òâîðàõ â øèðîêîì èíòåðâàëå ðÍ â òå÷åíèå 72 ÷. Ðàñ-

òâîðèìîñòü AV0038 (124,9 � 0,4 ìêã/ìë) â 13 ðàç

ïðåâûøàåò ðàñòâîðèìîñòü àðáèäîëà (9,6 � 0,2 ìêã/ìë).

AV0038 ñëàáî ñâÿçûâàåòñÿ ñ áåëêàìè ïëàçìû êðîâè

ìûøåé è ÷åëîâåêà (~ 55 %), â òî âðåìÿ êàê àðáèäîë

ñâÿçûâàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ (99,6 %). AV0038

â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà â 1,6 ðàçà ñòàáèëüíåå àðáèäî-

ëà (ïîñëå 30 ìèí èíêóáàöèè àðáèäîëà åãî êîíöåíòðà-

öèÿ ñíèæàåòñÿ íà 28 %, à AV0038 — íà 17,3 %) è èìå-

åò óìåðåííóþ ñòàáèëüíîñòü â ìèêðîñîìàõ ïå÷åíè ÷å-

ëîâåêà (çà 2 ÷ ìåòàáîëèçèðóåò íà 63 %).

Ïî äàííûì ôàðìàêîêèíåòèêè ó ìûøåé AV0038, ïî

ñðàâíåíèþ ñ àðáèäîëîì, îáëàäàåò áîëåå êîðîòêèì ïî-

êàçàòåëåì Ò
1/2

, íî â 6 ðàç ëó÷øå âñàñûâàåòñÿ â ñèñòåì-

íûé êðîâîòîê ïðè ââåäåíèè âíóòðü (T
max

5 ìèí è Ñ
max

502,0 íã/ìë) è èìååò áèîäîñòóïíîñòü (20 %), ÷òî â 5

ðàç âûøå áèîäîñòóïíîñòè àðáèäîëà (4 %).

AV0038 (LD
50

= 481 � 38 ìã/êã) è àðáèäîë

(LD
50

= 692 � 53 ìã/êã) õàðàêòåðèçóþòñÿ óìåðåííîé

òîêñè÷íîñòüþ ïðè âíóòðèáðþøèííîì ââåäåíèè ìû-

øàì, ïðè ýòîì îñòðàÿ òîêñè÷íîñòü AV0038 (LD
50

=

481 � 38 ìã/êã) íåñêîëüêî âûøå îñòðîé òîêñè÷íîñòè

àðáèäîëà (LD
50

= 692 � 53 ìã/êã), â òî âðåìÿ êàê ÌÏÄ

AV0038 (> 100 ìã/êã) âûøå ÌÏÄ àðáèäîëà

(< 100 ìã/êã).

Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè ïåðñïåêòèâ-

íîñòü AV0038 â êà÷åñòâå êàíäèäàòà ïðîòèâîãðèïïîç-

íîãî ïðåïàðàòà è öåëåñîîáðàçíîñòü ïðîäîëæåíèÿ åãî

äîêëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé, â òîì ÷èñëå èññëåäîâà-

íèÿ åãî ìåòàáîëèçìà è ìåòàáîëèòîâ, à òàêæå ñóáõðîíè-

÷åñêîé òîêñè÷íîñòè ó æèâîòíûõ.
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PRECLINICAL STUDY OF THE NEW ANTI-INFLUENZA DRUG CANDIDATE AV0038 (ETHYL

2-(DIMETHYLAMINOMETHYL)-5-HYDROXY-1-METHYL-6-(PYRIDIN-3-YL)-1H-INDOLE-3-CARBOXYLATE)
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In the framework of preclinical testing of AV0038, ethyl 2-(dimethylaminomethyl)-5-hydroxy-1-methyl-6-(pyridin-3-yl)-1H-indole- 3-carboxylate, which sho-

wed high efficiency in the prevention and treatment of influenza A/Aichi/2/69 (H3N2) in mice, we have studied the drug solubility and stability in aqueous so-

lutions, metabolic stability in human liver microsomes, stability in blood plasma of mice and humans, binding to plasma proteins of mice and humans, pharma-

cokinetics and bioavailability in mice, and the acute toxicity and the maximum tolerated dose. It is established that AV0038 has attractive pharmacological pro-

perties as anti-influenza drug candidate. The therapeutic doses of AV0038 do not cause acute toxicity in mice. It is expedient to continue preclinical

investigations and study the drug metabolism, metabolites, and sub-chronic toxicity in test animals.

Keywords: ethyl 2-(dimethylaminomethyl)-5-hydroxy-1-methyl-6-(pyridin-3-yl)-1H-indole-3-carboxylate, arbidol, solubility, stability, pharmacokinetics,

acute toxicity, maximum tolerated dose
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