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(57) Изобретение обеспечивает терапевтическую композицию и способ лечения от желудочно-
кишечных болезней и состояний, таких как диарея, для обеспечения регидратации, для исправления
дисбаланса электролитов и жидкостей и/или для улучшения функции тонкого кишечника. В
одном варианте осуществления изобретение обеспечивает композицию, рецептированную для
энтерального введения, причем композиция не содержит глюкозы. В предпочтительном варианте
осуществления композицию рецептируют для введения в форме раствора для пероральной
регидратации.
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Перекрестная ссылка на родственную заявку 

Заявка на данное изобретение испрашивает приоритет для предварительной заявки США  

№ 61/596480, поданной 8 февраля 2012 г., включенной в данное описание путем ссылки в полном  

объеме. 

Уровень техники 

Ротавирусная инфекция является главной причиной тяжелых диарейных болезней и обезвоживания 

у грудных детей и детей старшего возраста во всем мире. К симптомам ротавирусной инфекции относят-

ся водянистая диарея, сильное обезвоживание, лихорадка и рвота. Ротавирусная инфекция также может 

приводить к повреждениям тощей кишки с максимальным повреждением на третий день после зараже-

ния и в некоторых случаях может вызывать уменьшение площади поверхности ворсин до 30-50% от 

нормы (Rhoads et al. (1996), J. Diarrhoeal Dis. Res. 14(3):175-181). 

Патофизиологический механизм, через который ротавирус вызывает диарею, состоит в воздействии 

энтеротоксина - неспецифического белка-4 (NSP4) на эпителиальные клетки тонкого кишечника. NSP4 

мобилизует внутриклеточный Са
2+

 в эпителиях крипт тонкого и толстого кишечника для имитации сек-

реторного эффекта холинергического агониста карбахола (CCh) в потенцировании секреции сАМР-

зависимой жидкости. 

Известно, что повышение внутриклеточного сАМР ([cAMP]i) и Са
2+

 ([Ca
2+

]i опосредует секрецию 

Cl
-
 и/или HCO3

-
 при диарее, связанной с инфекционными, а также воспалительными состояниями (Zhang 

et al. (2007), J. Physiol. 581(3):1221-1233). Осмотический градиент, создаваемый секрецией хлорида, при-

водит к пассивному перемещению воды в просвет кишечника, таким образом, вызывая водянистый стул. 

Секреция Cl
-
 с пассивным перемещением воды в меньшем количестве происходит во время нормального 

пищеварения и абсорбции, что является существенным для надлежащего смешивания, перемешивания и 

плавного продвижения через просвет кишечника. В тонком кишечнике с нормальной абсорбцией суще-

ствует точный баланс между абсорбцией, происходящей в зоне клеток ворсин, и секрецией из клеток 

крипт. Дисбаланс, являющийся результатом снижения абсорбции, повышенной секреции или комбини-

рованного эффекта, в результате может привести к диарее. 

Активируемые кальцием хлористые каналы (СаСС) участвуют в важных физиологических процес-

сах. Трансфекция эпителиальных клеток специфической малой интерферирующей РНК против каждого 

из мембранных белков, которые регулируются IL-4, обнаруживает, что ТМЕМ16А, относящийся к се-

мейству предполагаемых мембранных белков плазмы с неизвестной функцией, связан с кальций-

зависимым хлоридным потоком (Caputo et al. (2008), Science 322(5901):590-594). TMEM16A широко экс-

прессируется в тканях млекопитающих, включая трахеальный, кишечный и железистый эпителий, глад-

комышечные клетки и интерстициальные клетки Кахаля в желудочно-кишечном тракте (Namkung et al., 

J. Biol. Chem. 286(3):2365-2374). 

Поглощение глюкозы энтероцитами в просвете тонкого кишечника происходит путем вторичного 

активного переноса (Hediger et al. (1994), Physiol. Rev. 74(4):993-1026; Wright et al. (2004), Physiology  

(Bethesda) 19:370-376). Натрий-зависимый переносчик глюкозы (SGLT-1) обладает стехиометрией 2:1, 

таким образом, перенося два иона натрия на одну молекулу глюкозы через люминальную мембрану 

(Chen et al. (1995), Biophys. J. 69(6):2405-2414). Тесно связанный натрий-зависимый перенос глюкозы 

приводится в действие электрохимическим градиентом Na
+
, создаваемым активностью Na-K-АТФазы. 

SGLT-1-опосредованное, электрогенное поглощение Na
+
 вызывает растворное привлечение, что приво-

дит к пассивному поглощению воды из просвета. 

Поддержка гидратации является ключевым элементом в лечении диарейных болезней, включая вы-

зываемую ротавирусом диарею. В настоящее время секреторная диарея лечится растворами для перо-

ральной регидратации (ORD) - путем введения раствора соли, содержащего натрий и значительное коли-

чество глюкозы и других сахарных молекул. Глюкоза всегда являлась основой в энтеральных и паренте-

ральных растворах для коррекции нарушений поглощения электролитов и питательных веществ, связан-

ных с болезненными состояниями. ORD предназначены для коррекции потери жидкостей и электролитов 

при секреторной диарее на основе теории, согласно которой после активного совместного усвоения на-

трия и глюкозы в тонком кишечнике происходит последующий приток воды вследствие перемещения 

абсорбированного состояния. 

Хотя ORD обеспечивают значительный прорыв в лечении холеры и других диарейных состояний, 

существует потребность в улучшении его эффективности. Существует потребность в усовершенствован-

ной композиции из-за низкой степени регидратации, обеспечиваемого существующими композициями 

ORD. Степень регидратации у пациентов с диареей не соответствует степени потери электролитов. Су-

ществующие композиции ORD оказались неэффективными для лечения вызванной ротавирусом диареи, 

причем точная причина неэффективности остается неизвестной. 

Соответственно, существует потребность в усовершенствованных композициях ORD для лечения 

диареи. 
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Краткое описание изобретения 

Изобретение обеспечивает терапевтическую композицию и способ лечения желудочно-кишечных 

болезней и состояний, таких как диарея, для обеспечения регидратации, для исправления дисбаланса 

электролитов и жидкостей и/или для улучшения функции тонкого кишечника. 

В одном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает композицию, рецептиро-

ванную для энтерального введения, причем композиция не содержит глюкозы. В предпочтительном ва-

рианте осуществления композицию рецептируют в форме раствора для пероральной регидратации 

(ORD). В другом предпочтительном варианте осуществления композиция предусматривается в форме 

порошка с возможностью восстановления влагосодержания для применения в качестве ORD. 

В одном варианте осуществления композиция согласно настоящему изобретению включает один 

или несколько ингредиентов, выбранных из группы, к которой относятся свободные аминокислоты; 

электролиты; вода, терапевтически приемлемые носители, формообразующие, буферы, ароматизаторы, 

красители и/или консерванты. 

В другом варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает способ лечения, включаю-

щий энтеральное введение субъекту, нуждающемуся в таком лечении, эффективного количества компо-

зиции согласно изобретению. Композиция может вводиться один или несколько раз в день. В предпочти-

тельном варианте осуществления композицию вводят перорально. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает лечение от диа-

реи, вызванной ротавирусной инфекцией и/или NSP4. В другом предпочтительном варианте осуществ-

ления настоящее изобретение в результате ведет к снижению секреции Cl
-
 и/или HCO3

-
 и/или улучшению 

абсорбции жидкости. 

Краткое описание фигур 

Фиг. 1 показывает кинетику насыщения для транспорта Na
+
-связанной глюкозы и Na

+
-связанной 3-

О-метилглюкозы (3-ОМГ). (А) Повышение концентрации глюкозы в просвете в результате ведет к зави-

симому от концентрации повышению Isc. Подбор нелинейной кривой моделью Михаэлиса-Ментен для 

ферментативной кинетики демонстрирует Vmax=3,3±0,19 мкэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
 и Km=0,24±0,06 мМ. (В) Повыше-

ние концентрации 3-ОМГ в просвете в результате ведет к зависимому от концентрации повышению Isc с 

Vmax=1,9±0,13 мкэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
 и Km=0,22±0,07 мМ. Повышение концентрации 3-ОМГ в тканях, предвари-

тельно обработанных Н-89, в результате ведет к значительному снижению Isc, по сравнению с показате-

лем для тканей, не подвергавшихся предварительной обработке Н-89. (С) Добавление с повышением 

концентрации 3-ОМГ в тканях, предварительно обработанных флоризином, продемонстрировало отсут-

ствие реакции на глюкозу. Получали значения для n=6 тканей; 

фиг. 2 - однонаправленный и результирующий поток Na
+
 (А) и Cl

-
 (В). (А) Инкубация тканей тонко-

го кишечника с глюкозой в концентрации 0, 0,6 или 6 мМ не приводит к значительным различиям в 

JmsCl
-
. Глюкоза вызывает повышение JsmCl

- 
в тонком кишечнике. При этом JsmCl

-
 значительно выше в 

присутствии 0,6 и 6 мМ глюкозы по сравнению с показателем 0 мМ глюкозы. При 0 мМ глюкозы наблю-

дается значительная абсорбция Cl
-
 (по сравнению с уровнем абсорбции Cl

-
 при 0,6 и 6 мМ глюкозы), в то 

время как при 0,6 и 6 мМ глюкозы наблюдается секреция Cl
-
. (В). При 0 мМ глюкозы чистая абсорбция 

Na
+
 наблюдается в тканях тонкого кишечника. Минимальная абсорбция Na

+
 наблюдается при 0,6 мМ 

глюкозы, в то время как значительная абсорбция Na
+
 наблюдается при 6 мМ глюкозы. Однонаправлен-

ные потоки (Jms и Jsm) не демонстрируют значительных различий при 0, 0,6 или 6 мМ глюкозы. Получали 

значения для n=8 тканей; 

фиг. 3 - воздействие глюкозы и 3-О-метилглюкозы на уровень внутриклеточного сАМР в ворсинах, 

криптах и фракции цельных клеток подвздошной кишки. (А) Обработка форсколином значительно по-

вышает уровень внутриклеточного сАМР в клетках крипт и ворсин подобным образом. (В) В результате 

инкубации клеток с 8 мМ глюкозы значительно повышается уровень внутриклеточного сАМР в клетках 

ворсин, но не в клетках крипт. (С) В результате инкубации соскоба слизистой оболочки, состоявшего из 

эпителиальных клеток ворсин и крипт, с глюкозой и 3-О-метилглюкозой, соответственно, значительно 

повышается уровень внутриклеточного сАМР. В результате инкубации клеток с 3-О-метилглюкозой при 

6 мМ происходит небольшое, но значительное повышение уровня внутриклеточного с AMP. Инкубация 

клеток с разной концентрацией глюкозы оказывает подобное воздействие на уровень внутриклеточного с 

AMP. Колонки представляют средние значения, а чертами обозначается стандартная погрешность сред-

него. Получали значения для n=4 разных мышей с трехкратными повторами. Значения сАМР унифици-

руют со значениями белка соответствующих фракций и выражают в пикомолях (мг белка)
-1

. * Р<0,001 

сравнивали с группой после добавления форсколина или глюкозы; # Р<0,01 сравнение между обработан-

ными солевым раствором и глюкозой клетками ворсин. NS - не существенно (множественные сравнения 

Бонферрони); 

фиг. 4 - воздействие глюкозы и 3-О-метилглюкоза на уровень внутриклеточного Са
2+

 в клетках Са-

со-2. (А) В результате инкубации клеток Сасо-2 с 0,6 мМ глюкозы повышается флуоресценция по срав-

нению с контрольным показателем. В результате инкубации с 6 мМ глюкозы значительно повышается 

флуоресценция по сравнению с контрольным образцом и 0,6 мМ глюкозы. В клетках, предварительно 



034014 

- 3 - 

инкубированных (в течение периода 45 мин) с 1,2-бис-(о-аминофенокси)этан-N,N,N',N'-тетрауксусной 

кислотой) (ВАРТА-АМ), глюкоза не стимулирует повышение уровня внутриклеточного Са
2+

. В результа-

те инкубации с 3-ОМГ значительно снижается стимулируемое глюкозой повышение уровня внутрикле-

точного Са
2+

 по сравнению с показателем глюкозы в подобной концентрации. (В) Репрезентативная кри-

вая, представляющая повышение уровня внутриклеточного Са
2+

, стимулируемое глюкозой в концентра-

ции 0,6 и 6 мМ; 

фиг. 5 - результаты статистических экспериментов с уровнем pH, которые демонстрируют  

Cl
-
-зависимую и Cl

-
-независимую секрецию HCO3

-
. (А) В отсутствие глюкозы наблюдается минимальный 

уровень Cl
-
-независимой секреции HCO3

-
. В присутствии 6 мМ глюкозы удаление Cl

- 
просвета не приво-

дит к значительному снижению секреции HCO3
-
. (В) Воздействие ингибитора анионного обмена и блока-

тора анионных каналов на секрецию HCO3
-
. Эксперименты выполняют в присутствии Cl

-
 просвета. В 

отсутствие глюкозы добавление 100 мкМ 4,4'-диизотиоциано-2,2'-стильбендисульфоновой кислоты 

(DIDS) прекращает секрецию HCO3
-
, в то время как 10 мкМ 5-нитро-2-(3-фенилпропиламино)бензойной 

кислоты (NPPB) не имеет ингибиторного воздействия на секрецию HCO3
-
. В присутствии 6 мМ глюкозы 

NPPB, но не DIDS, ингибирует секрецию HCO3
-
. Получали значения для n=6 тканей от разных мышей. 

Р<0,001. 

Подробное описание изобретения 

Изобретение обеспечивает терапевтическую композицию и способ лечения желудочно-кишечных 

болезней и состояний, таких как диарея, обеспечения регидратации, исправления дисбаланса электроли-

тов и жидкостей и/или улучшения функции тонкого кишечника. 

В одном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает композицию, рецептиро-

ванную для энтерального введения, причем композиция не содержит глюкозы. В предпочтительном ва-

рианте осуществления композицию рецептируют в форме раствора для пероральной регидратации 

(ORD). В другом предпочтительном варианте осуществления композиция предусматривается в форме 

порошка с возможностью восстановления влагосодержания для применения в качестве ORD. 

В одном варианте осуществления композиция согласно настоящему изобретению включает один 

или несколько ингредиентов, выбранных из группы, к которой относятся свободные аминокислоты; 

электролиты; вода, терапевтически приемлемые носители, формообразующие, буферы, ароматизаторы, 

красители и/или консерванты. В одном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает 

способ лечения, включающий энтеральное введение субъекту, нуждающемуся в таком лечении, эффек-

тивного количества композиции согласно изобретению. Композиция может вводиться один или несколь-

ко раз в день. В предпочтительном варианте осуществления композицию вводят перорально. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает лечение от диа-

реи вызванной ротавирусной инфекцией и/или NSP4. В другом предпочтительном варианте осуществле-

ния настоящее изобретение в результате обеспечивает снижение секреции Cl
-
 и/или HCO3

-
 и/или улуч-

шенную абсорбцию жидкости. 

Индукция секреции анионов глюкозой. 

В соответствии с настоящим изобретением было обнаружено, что глюкоза просвета вызывает сек-

рецию чистых ионов в тонком кишечнике. При этом глюкоза вызывает активную секрецию хлоридов, 

вызванную повышенным внутриклеточным уровнем сАМР и Са
2+

. Кроме того, транспорт чистого Na
+
 в 

тонком кишечнике является абсорбционным при высокой концентрации глюкозы. Глюкоза также ведет к 

секреции бикарбонатов в тонком кишечнике. 

Авторами настоящего изобретения было продемонстрировано, что повышение внутриклеточного 

уровня сАМР опосредует секрецию Cl
-
 и/или HCO3

-
. Секреция Cl

-
 и/или HCO3

-
 в значительной степени 

опосредуется ионными каналами муковисцидозного трансмембранного регулятора проводимости 

(CFTR), имеющими многочисленные (~ 20) центры возможного фосфорилирования серина и треонина. 

Известно, что протеинкиназа А (PKA) и протеинкиназа С (PKC) активируют анионные каналы CFTR. В 

исследованиях с фиксацией потенциала было продемонстрировано, что каналы CFTR быстро инактиви-

руются ("истощаются") в отсутствие постоянной активации со стороны PKA, что указывает на значение 

PKA в активации CFTR. Согласуется с этим наблюдением то, что предварительная обработка клеток 

тонкого кишечника эффективным ингибитором PKA Н89 в результате ведет к значительному снижению 

стимулируемого глюкозой чистого повышения Isc. 

Было продемонстрировано, что антагонисты PKA ингибируют экспрессию белка SGLT1 вследствие 

воздействия глюкозы (Dyer et al. (2003), Eur. J. Biochem. 270(16):3377-3388). Каналы CFTR активируются 

сАМР-зависимой протеинкиназой (PKA), что ведет к секреции анионов. Стимулируемое глюкозой по-

вышение Isc в тонком кишечнике частично опосредуется CFTR-опосредованным транспортом ионов. 

Было продемонстрировано, что глюкоза, а также агонисты PKA (такие как сАМР) повышают ми-

грацию SGLT1 к мембране щеточной каймы (Wright et al. (1997), J. Exp. Biol. 200(Pt 2):287-293; Dyer et 

al. (2003), Eur. J. Biochem. 270(16):3377-3388). Снижение Vmax указывает на общее уменьшение потока, 

представляющее снижение транспорта глюкозы. Снижение Vmax может быть результатом уменьшения 

общего количества переносчика глюкозы SGTL1, который главным образом находится в эпителиальных 

клетках ворсин. Потеря ворсин ведет к значительной потере доступного переносчика для поглощения 
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глюкозы клетками. 

Было обнаружено, что инкубация энтероцитов с глюкозой повышает уровень внутриклеточного 

сАМР. Большее повышение уровня вызываемого глюкозой внутриклеточного сАМР наблюдается в клет-

ках ворсин по сравнению с клетками крипт. Инкубация энтероцитов с форсколином повышает уровень 

внутриклеточного сАМР в клетках крипт и ворсин (фиг. 3А). Опосредованный SGLT1 транспорт глюко-

зы происходит, главным образом, в клетках ворсин, а не в клетках крипт, поскольку большее количество 

SGLT-1 находится в области ворсин, чем в области крипт (Knickelbein et al. (1988), J. Clin. Invest. 

82(6):2158-2163). Соответственно, повышение концентрации глюкозы в клетках крипт не приводит к 

повышенному ответу сАМР (фиг. 3В). 

Даже при низкой концентрации (например, 0,6 мМ глюкозы, что приблизительно составляет поло-

вину его Vmax), глюкоза просвета вызывает секрецию чистых анионов. При более высокой концентрации 

глюкозы абсорбция натрия является преобладающей. Повышенная концентрация глюкозы просвета уве-

личивает внутриклеточный уровень сАМР и Са
2+

. Предыдущие исследования продемонстрировали, что 

значение Km для транспорта Na
+
-связанной глюкозы составляет от 0,2 до 0,7 мМ (Lo & Silverman (1998), 

J. Biol. Chem. 273(45):29341-29351). 

Наличие опосредованного глюкозой повышения Isc в клетках, предварительно обработанных Н-89, 

указывает на существование PKA-независимого(ых) пути(ей) в вызванной глюкозой секреции анионов. 

Электрогенная секреция анионов через тонкий кишечник опосредуется ионными каналами, которые мо-

гут классифицироваться в зависимости от механизмов их активации, таких, как активация со стороны 

сАМР, Са
2+

, объем клеток и мембранный потенциал. 

Также было обнаружено, что глюкоза просвета вызывает повышение внутриклеточного уровня 

Са
2+

. Кроме того, вызываемая глюкозой секреция Cl
-
 опосредуется PKA-зависимыми, а также  

PKA-независимыми путями. Это означает, что помимо CFTR, активируемые кальцием хлористые каналы 

(СаСС) также играют роль в вызываемой глюкозой секреции анионов. 

Кроме того, глюкоза стимулирует электрогенную секрецию HCO3
-
. Клетки тонкого кишечника, ин-

кубированные с глюкозой, демонстрируют более высокий уровень секреции HCO3
-
 в просвете Cl

-
 содер-

жащего раствора по сравнению с раствором без Cl
-
 просвета (фиг. 4А и 4В). Эти результаты указывают, 

что анионные каналы опосредуют секрецию HCO3
-
 в присутствии глюкозы. Кроме того, в результате до-

бавления глюкозы слегка снижается обмен Cl
-
 HCO3

-
 по сравнению с клетками без добавления глюкозы. 

Это снижение может быть вторичным по отношению к повышению внутриклеточного уровня сАМР 

глюкозой. Это также указывает на то, что глюкоза вызывает опосредованную анионными каналами сек-

рецию и ингибирует электронейтральный обмен Cl
-
 HCO3

-
. 

Кроме того, клетки тонкого кишечника инкубировали с блокатором анионных каналов (100 мМ 

NPPB) и ингибитором анионного обмена (100 мМ DIDS) соответственно. Наблюдается значительное 

ингибирование вызванной глюкозой, опосредованной анионными каналами секреции HCO3
-
 со стороны 

NPPB (100 мМ) (4,2±0,7 по сравнению с 7,6±1,5 мэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
). 

В присутствии ингибиторов анионных каналов все еще наблюдается остаточная секреция HCO3
-
. 

Это указывает на то наличие обмена Cl
-
 HCO3

-
 в опосредованной глюкозой секреции. Это также указыва-

ет на то, что повышенный внутриклеточный уровень кальция может ингибировать активность натриево-

водородного обменника 3 (NHE3) во время нормальной пищеварительной функции, а также при некото-

рых болезненных состояниях. Это также указывает на то, что SGLT1 играет двойную роль в регулирова-

нии абсорбции натрия и, в некоторые моменты, стимулировании секреторного и/или абсорбционного 

дефекта. 

Открытие вызываемого глюкозой секреторного механизма может быть использовано в лечении же-

лудочно-кишечных болезней, включая диарею. Пациенты с острыми диарейными болезнями обычно 

страдают от нарушенной абсорбции глюкозы, которая случается в верхних отделах желудочно-

кишечного тракта. Наличие неабсорбированных углеводов может создавать осмотический эффект в ки-

шечнике, что приводит к диарее. Кроме того, глюкоза повышает внутриклеточный уровень Са
2+

 и/или 

сАМР и вызывает секрецию анионов. Секреторный эффект глюкозы ранее был недостаточно изучен или 

был скрыт за одновременной абсорбцией Na
+
-глюкозы. Кроме того, из-за секреторного эффекта введение 

глюкозы особенно обостряет желудочно-кишечные болезни с нарушением абсорбции Na
+
-глюкозы, та-

кие как болезнь Крона и вызванный облучением или химиотерапией энтерит, которые связаны с сокра-

щением ворсин и, следовательно, крайне ухудшенной абсорбцией. 

Во время ротавирусной инфекции, хотя и преобладает связанная с глюкозой абсорбция Na
+
 через 

натрий-зависимый переносчик глюкозы (SGLT-1), который главным образом экспрессируется в клетках 

ворсин, существует значительная активируемая кальцием секреция Cl
- 

через активируемый кальцием 

хлоридный канал (СаСС или ТМЕМ-16а) в тонком кишечнике. Кроме того, внутриклеточная глюкоза 

активирует активируемую кальцием секрецию хлорида и жидкости. Неструктурный белок (NSP4) явля-

ется энтеротоксином, вырабатываемым ротавирусом. Было обнаружено, что результатом совместного 

введения глюкозы и NSP4 является длительная секреция хлоридов в клетках. В результате существую-

щая композиция ORD, содержащая значительное количество глюкозы, дополнительно увеличивает сти-

мулируемую кальцием секрецию хлоридов, таким образом, ухудшая вызываемую ротавирусом диарею. 
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Терапевтические композиции. 

В одном аспекте настоящее изобретение обеспечивает терапевтическую композицию для лечения 

желудочно-кишечных болезней и состояний, таких как диарея, для обеспечения регидратации, для ис-

правления дисбаланса электролитов и жидкостей и/или для улучшения функции тонкого кишечника. 

Композицию рецептируют для энтерального введения, и она не содержит глюкозы. В предпочти-

тельном варианте осуществления композицию рецептируют в форме раствора для пероральной регидра-

тации. В другом предпочтительном варианте осуществления композиция предусматривается в форме 

порошка с возможностью восстановления влагосодержания для применения в качестве раствор для пе-

роральной регидратации. 

В другом варианте осуществления композиция не содержит никакого субстрата переносчиков глю-

козы. В другом конкретном варианте осуществления композиция не содержит агонистов натрий-

зависимого переносчика глюкозы (SGLT-1), включая, помимо прочего, аналоги глюкозы (например, не-

метаболизируемые агонисты глюкозы для SGLT-1) и других углеводов (таких, как сахара). 

Специалистам в данной области известны различные субстраты SGLT-1, включая, помимо прочих, 

неметаболизируемые аналоги глюкозы, такие, как α-метил-D-глюкопиранозид (АМГ), 3-O-метилглюкозу 

(3-ОМГ), дезокси-O-глюкозу и α-метил-D-глюкозу; и галактозу. Субстраты переносчиков глюкозы (на-

пример, SGLT-1) могут быть выбраны на основе агонистических анализов, известных специалистам в 

данной области. Кроме того, возможны структурные модификации глюкозы и других углеводов (таких 

как сахара) для получения субстратов переносчиков глюкозы (например, SGLT-1). 

В одном варианте осуществления композиция не содержит глюкозы. В другом варианте осуществ-

ления композиция не содержит углеводов (таких как ди-, олиго- или полисахариды) или других соедине-

ний, которые могут быть гидролизированы в глюкозу или субстрат переносчиков глюкозы (например, 

SGLT-1). 

В одном варианте осуществления композиция включает, по сути состоит или состоит из одного или 

нескольких ингредиентов, выбранных из группы, к которой относятся свободные аминокислоты; элек-

тролиты; вода, терапевтически приемлемые носители, формообразующие, буферы, ароматизаторы, кра-

сители и/или консерванты. 

В другом альтернативном варианте осуществления композиция включает, по сути состоит или со-

стоит из одного или нескольких ингредиентов, выбранных из группы, к которой относятся свободные 

аминокислоты; электролиты; вода, терапевтически приемлемые носители, формообразующие, буферы, 

ароматизаторы, красители и/или консерванты; 

причем субстраты переносчиков глюкозы (например, SGLT-1) (такие как глюкоза, аналоги глюко-

зы) и/или соединения (такие как углеводы), которые могут быть гидролизированы в субстрат переносчи-

ков глюкозы (например, SGLT-1) в случае присутствия в композиции, присутствуют в общей концентра-

ции ниже чем 0,05 мМ или любой концентрации ниже чем 0,05 мМ, включая, помимо прочего, концен-

трацию ниже 0,04, 0,03, 0,02, 0,008, 0,005, 0,003, 0,001, 0,0005, 0,0003, 0,0001, 10
-5

, 10
-6

 или 10
-7

 мМ. В 

одном варианте осуществления противодиарейная композиция не содержит сахара. В другом варианте 

осуществления противодиарейная композиция не содержит субстратов переносчиков глюкозы (напри-

мер, SGLT-1) (таких как глюкоза, аналоги глюкозы) и/или соединений (таких как углевод), которые мо-

гут быть гидролизированы в субстрат переносчиков глюкозы (например, SGLT-1). 

К аминокислотам, применимым для противодиарейной композиции согласно изобретению, отно-

сятся, помимо прочих, аланин, аспарагин, аспарагиновая кислота, цистеин, аспарагиновая кислота, глу-

таминовая кислота, фенилаланин, глицин, гистидин, изолейцин, лизин, лейцин, метионин, пролин, глу-

тамин, аргинин, серии, треонин, валин, триптофан и тирозин в L-форме. 

В одном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает противодиарейную компо-

зицию, причем композиция включает, по сути состоит или состоит из свободных аминокислот лизина, 

глицина, треонина, валина, тирозина, аспарагиновой кислоты, изолейцина, и серина в L-форме; терапев-

тически приемлемых носителей, электролитов, буферов, консервантов и ароматизаторов. 

В одном варианте осуществления свободные аминокислоты, содержащиеся в терапевтической ком-

позиции, могут присутствовать в нейтральных или солевых формах. 

В одном варианте осуществления терапевтическая композиция также включает один или несколько 

электролитов, выбранных из группы, к которой относятся Na
+
, K

+
, Са

2+
, HCO3

-
 и Cl

-
. В одном варианте 

осуществления терапевтическая композиция включает хлорид натрия, бикарбонат натрия, хлорид каль-

ция и/или хлорид калия. 

В некоторых вариантах осуществления каждая свободная аминокислота может присутствовать в 

концентрации от 4 до 40 мМ или любое значение между этими значениями. В контексте данного описа-

ния термин "состоит по сути из" ограничивает объем ингредиентов и этапов указанными материалами 

или этапами и теми, которые не имеют существенного влияния на основные и новые характеристики 

настоящего изобретения, например композициями и способами, предназначенными для лечения желу-

дочно-кишечных болезней и состояний (которые в некоторых вариантах осуществления представляют 

собой способы лечения диареи, такой как вызванная ротавирусом диарея), для обеспечения регидрата-
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ции, для исправления дисбаланса электролитов и жидкостей и/или для улучшения функции тонкого ки-

шечника. Например, фраза "состоит по сути из" означает, что терапевтическая композиция не содержит 

никаких не указанных ингредиентов, включая, помимо прочего, не указанные свободные аминокислоты, 

ди-, олиго- или полипептиды или белки; моно-, ди-, олиго- или полисахариды; или углеводы, оказываю-

щие прямое благоприятное или неблагоприятное терапевтическое воздействие на лечение желудочно-

кишечных болезней и состояний (которое в некоторых вариантах осуществления является лечением диа-

реи, такой как вызываемая ротавирусом диарея) для обеспечения регидратации, для исправления дисба-

ланса электролитов и жидкостей и/или для улучшения функции тонкого кишечника. 

Кроме того, применение фразы "состоит по сути из" означает, что композиция может включать ве-

щества, не оказывающие терапевтического воздействия на лечение желудочно-кишечных болезней и 

состояний (которое в некоторых вариантах осуществления является лечением диареи, такой как вызы-

ваемая ротавирусом диарея) для обеспечения регидратации, для исправления дисбаланса электролитов и 

жидкостей и/или для улучшения функции тонкого кишечника; к таким ингредиентам относятся носите-

ли, формообразующие, ароматизаторы, красители, консерванты и т.п., которые не влияют на лечение 

желудочно-кишечных болезней и состояний (которое в одном варианте осуществления является лечени-

ем диареи) для обеспечения регидратации, для исправления дисбаланса электролитов и/или для улучше-

ния функции тонкого кишечника. 

В контексте данного описания термин "олигопептид" означает пептид, состоящий из аминокислот в 

количестве от трех до двадцати. 

В контексте данного описания термин "олигосахарид" означает сахарид, состоящий из моносахари-

дов в количестве от трех до двадцати. В контексте данного описания термин "углеводы" означает соеди-

нения, имеющие общую формулу Cn(H2O)n, где n является целым числом от 1; и включает моносахари-

ды, дисахариды, олигосахариды и полисахариды. 

Общая осмолярность композиции составляет приблизительно от 230 до 280 мосмоль или любое 

значение между этими значениями. Предпочтительно общая осмолярность составляет приблизительно от 

250 до 260 мосмоль. В другом варианте осуществления композиция имеет общую осмолярность в любом 

значении ниже 280 мосмоль. 

В некоторых вариантах осуществления уровень pH композиции составляет приблизительно от 7,1 

до 7,9 или любое значение между этими значениями. Предпочтительно уровень pH композиции состав-

ляет приблизительно от 7,3 до 7,5, более предпочтительно приблизительно от 7,2 до 7,4, еще более пред-

почтительно приблизительно 7,2. 

В некоторых вариантах осуществления композиция не содержит одного или нескольких ингредиен-

тов, выбранных из группы, к которой относятся олиго- или полисахариды или углеводы; олиго- или по-

липептиды или белки; липиды; коротко-, средне- и/или длинноцепочечные жирные кислоты; и/или пи-

щевой продукт, содержащий один или несколько вышеупомянутых питательных веществ. 

Лечение желудочно-кишечных болезней и состояний. 

Еще один аспект настоящего изобретения обеспечивает способы лечения желудочно-кишечных бо-

лезней и состояний. В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение может применяться 

для лечения диареи, для обеспечения регидратации, для исправления дисбаланса электролитов и жидко-

стей и/или для улучшения функции тонкого кишечника. В предпочтительном варианте осуществления 

настоящее изобретение обеспечивает лечение от вызываемой ротавирусом диареи. В другом предпочти-

тельном варианте осуществления изобретение обеспечивает лечение от диареи, вызванной NSP4. 

В одном варианте осуществления способ включает введение энтеральным путем субъекту, нуж-

дающемуся в таком лечении, эффективного количества композиции согласно изобретению. Композиция 

может вводиться один или несколько раз в день. В одном варианте осуществления композицию вводят 

перорально. 

В предпочтительном варианте осуществления настоящее изобретение обеспечивает снижение сек-

реции Cl
-
 и/или HCO3

-
 и/или улучшение абсорбции жидкости. 

В контексте данного описания термин "лечение" или любая его грамматическая форма (например, 

"лечить" и т.п.) включает, помимо прочего, ослабление или уменьшение симптомов болезни или состоя-

ния; и/или уменьшение тяжести болезни или состояния. В некоторых вариантах осуществления лечение 

включает один или несколько из следующих аспектов: ослабление или уменьшение диареи, уменьшение 

тяжести диареи, сокращение длительности диареи, содействие выздоровлению кишечника, обеспечение 

регидратации, исправление дисбаланса электролитов, содействие заживлению слизистой оболочки тон-

кого кишечника и увеличение высоты ворсин у субъекта с диареей. 

В контексте данного описания термин "эффективное количество" означает количество, способное 

излечивать или ослаблять болезнь или состояние или иным образом способное создавать предусмотрен-

ный терапевтический эффект. 

В контексте данного описания термин "субъект" или "пациент" означает организм, включая млеко-

питающих, например приматов, для которых предусмотрено лечение с применением композиций соглас-

но настоящему изобретению. К видам млекопитающих, для которых могут быть благоприятными описы-

ваемые способы лечения, относятся, помимо прочих, человекообразные обезьяны, шимпанзе, орангута-
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ны, человек, нечеловекообразные обезьяны; одомашненные животные, такие как собака, кошка; домаш-

ний скот, например лошади, крупный рогатый скот, свиньи, овцы, козы, куры; и другие животные, такие 

как мыши, крысы, морские свинки и хомяки. 

В одном варианте осуществления человек является грудным ребенком в возрасте до одного года 

или ребенком любого возраста до одного года, например 10, 6 и 4 месяца. В другом варианте осуществ-

ления человек является ребенком в возрасте до пяти лет или любого возраста до пяти лет, например в 

возрасте четырех, трех или двух лет. В одном варианте осуществления субъект, нуждающийся в лечении 

согласно настоящему изобретению, страдает от диареи. 

В одном варианте осуществления настоящее изобретение может применяться для лечения от диа-

реи. В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение может применяться для лечения от 

диареи, вызванной патогенными инфекциями, включая, помимо прочего, инфицирование вирусами, 

включая, помимо прочего, ротавирус, норовирус, цитомегаловирус и гепатит; бактериями, включая, по-

мимо прочего, кампилобактер, сальмонеллу, шигеллу, Vibrio cholerae и Escherichia coli; паразитами, 

включая, помимо прочего, Giardia lamblia и криптоспоридию. В предпочтительном варианте осуществ-

ления настоящее изобретение может применяться для лечения от вызываемой ротавирусом диареи. 

В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение может применяться для лечения от 

диареи, вызванной повреждением тонкого кишечника, вызванного, например, инфекцией, токсинами, 

химикатами, алкоголем, воспалением, аутоиммунными болезнями, раком, химиотерапией, лучевой тера-

пией, протонной терапией и хирургической операцией желудочно-кишечного тракта. 

В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение может применяться для лечения от 

диареи, вызванной болезнями, включая, помимо прочих, воспалительные болезни кишечника (IBD), 

включая болезнь Крона и язвенный колит; синдром раздраженной толстой кишки (IBS); аутоиммунную 

энтеропатию; энтероколит и глютенчувствительную целиакию. 

В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение может применяться для лечения от 

диареи, вызванной хирургической операцией желудочно-кишечного тракта; резекцией желудочно-

кишечного тракта; трансплантацией тонкого кишечника; послеоперационной травмой и вызванным лу-

чевой терапией, химиотерапией и протонной терапией энтеритом. 

В другом варианте осуществления настоящее изобретение может применяться для лечения от свя-

занной с алкоголем диареи. В другом варианте осуществления настоящее изобретение может применять-

ся для лечения от диареи путешественников и/или диареи, вызванной пищевым отравлением. 

В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение может применяться для лечения от 

диареи, вызываемой повреждением слизистой оболочки тонкого кишечника, например диарейных со-

стояний, характеризующихся уменьшенной высотой ворсин, уменьшенной площадью поверхности сли-

зистой оболочки в тонком кишечнике и атрофией ворсин, например частичным или полным истощением 

ворсистой области и щеточной каймы. В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение 

может применяться для лечения от диареи, вызываемой повреждением эпителиальных клеток слизистой 

оболочки тонкого кишечника, включая слизистый слой двенадцатиперстной кишки, тощей кишки и под-

вздошной кишки. 

В одном варианте осуществления настоящее изобретение может применяться для лечения от секре-

торной диареи. В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение может применяться для 

лечения от секреторной диареи, опосредованной CFTR-каналами и/или СаСС-каналами (например, 

ТМЕМ-16а). В одном варианте осуществления настоящее изобретение может применяться для лечения 

от острой и/или хронической диареи. 

В одном варианте осуществления настоящее изобретение может применяться для лечения от диа-

реи, вызванной нарушением всасывания питательных веществ. В одном варианте осуществления на-

стоящее изобретение может применяться для лечения от секреторной диареи, вызываемой снижением 

уровня или функциональной активности переносчиков глюкозы, таких, как SGLT-1. 

В контексте данного описания термин "диарея" означает состояние, при котором в течение 24-

часового периода трижды или большее количество раз случается неоформленный, жидкий или водяни-

стый стул. "Острая диарея" означает диарейные состояния, длящиеся не более четырех недель. "Хрони-

ческая диарея" означает диарейные состояния, длящиеся более четырех недель. 

В одном варианте осуществления настоящее изобретение не включает введения одного или не-

скольких из следующих ингредиентов, выбранных из группы, к которой относятся глюкоза, аналоги 

глюкозы, субстраты переносчиков глюкозы (например, SGLT-1), ди-, олиго- или полисахариды; углево-

ды; или молекулы, которые могут быть гидролизированы в глюкозу или субстрат переносчиков глюкозы 

(например, SGLT-1). 

В некоторых альтернативных вариантах осуществления настоящее изобретение включает введение 

одного или нескольких ингредиентов, выбранных из группы, к которой относятся глюкоза; аналоги глю-

козы; субстраты переносчиков глюкозы (например, SGLT-1); ди-, олиго- или полисахариды; углеводы; 

или молекулы, которые могут быть гидролизированы в глюкозу или субстрат переносчиков глюкозы 

(например, SGLT-1), причем общая концентрация этих ингредиентов составляет менее 0,05 мМ или яв-

ляется любой концентрацией ниже 0,05 мМ включая, помимо прочих, концентрацию ниже 0,04, 0,03, 
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0,02, 0,01, 0,008, 0,005, 0,003, 0,001, 0,0005, 0,0003, 0,0001, 10
-5

, 10
-6

 или 10
-7

 мМ. 

Композиции и введение. 

Настоящее изобретение обеспечивает терапевтическую или фармацевтическую композицию, вклю-

чающую терапевтически эффективное количество композиции, являющейся предметом изобретения, и, 

необязательно, фармацевтически приемлемый носитель. Такие фармацевтические носители могут быть 

стерильными жидкостями, такими как вода. Терапевтическая композиция также может включать формо-

образующие, ароматизаторы, красители, консерванты и т.п., которые не влияют на лечение желудочно-

кишечных болезней и состояний (которое в одном варианте осуществления является лечением диареи), 

для обеспечения регидратации, для исправления дисбаланса электролитов и жидкостей и/или для улуч-

шения функции тонкого кишечника. 

В одном варианте осуществления терапевтическая композиция и все содержащиеся в ней ингреди-

енты являются стерильными. В некоторых предпочтительных вариантах осуществления композицию 

рецептируют в форме средства для питья, или же композиция предусматривается в форме порошка с 

возможностью восстановления влагосодержания в воде для использования в форме средства для питья. 

Термин "носитель" означает разбавитель, адъювант, формообразующее или основу, с которыми 

вводят соединение. Примеры подходящих фармацевтических носителей описываются в публикации 

"Remington's Pharmaceutical Sciences" E.W. Martin. Такие композиции содержат терапевтически эффек-

тивное количество терапевтической композиции вместе с соответствующим количеством носителя для 

обеспечения формы для надлежащего введения пациенту. Рецептура должна соответствовать энтераль-

ному режиму введения. 

Изобретение также обеспечивает фармацевтическую упаковку или комплект, включающий одно 

или несколько вместилищ, заполненных одним или несколькими ингредиентами, например, соединени-

ем, носителем или фармацевтическими композициями согласно изобретению. Ингредиенты композиции 

могут быть упакованы отдельно или могут быть смешаны между собой. Комплект также может включать 

инструкции по введению композиции пациенту. 

Материалы и способы. 

Композиция для животных. 

Получавших нормальное питание 8-недельных самцов, утвержденных Национальными института-

ми здравоохранения домовых мышей, умерщвляют углекислым газом с последующим смещением шей-

ных позвонков. Тонкий кишечник осторожно извлекают и отрезок промывают и ополаскивают в ледяном 

растворе Рингера. Затем слизистую оболочку отделяют от серозной оболочки и мышечных слоев путем 

страйпинга через подслизистую плоскость, как описывалось ранее (Zhang et al. (2007), J. Physiol. 

581(3):1221-1233). После обескровливания слизистую оболочку подвздошной кишки берут из 10 см от-

резка поблизости от слепой кишки. Все эксперименты были утверждены Комитетом по содержанию и 

использованию лабораторных животных Флоридского университета. 

Биоэлектрические измерения. 

Исследования ионного переноса выполняют на листовом материале подвздошной кишки. Затем 

ткани закрепляют между двумя половинами люцитовой камеры Уссинга с площадью открытой поверх-

ности 0,3 см
2
 (Р2304, Physiologic Instruments, San Diego, CA, USA). Регулярный раствор Рингера (115 мМ 

NaCl, 25 мМ NaHCO3, 4,8 мМ K2HPO4, 2,4 мМ KH2PO4, 1,2 мМ MgCl2 и 1,2 мМ CaCl2), барботированный 

95% О2: 5% СО2, используют с двух сторон в качестве промывочного раствора для тканей и температуру 

поддерживают на неизменном уровне 37°C. Камеры уравновешивают для устранения осмотических и 

гидростатических сил. Также компенсируют сопротивление от жидкости. Тканям дают стабилизировать-

ся. Основной ток короткого замыкания (Isc) и соответствующую проводимость (G) записывают с исполь-

зованием компьютеризированного вольт-амперного зажимного устройства (VCC МС-8, Physiologic  

Instalments). 

Исследования потока. 

Изотоп натрия, 
22

Na, используют для исследования потока Na через слизистую оболочку в основ-

ных условиях с последующим добавлением глюкозы. Спаренные по проводимости ткани предусмотрены 

для изучения потока от серозной до слизистой оболочки (Jsm), представляющего секреторную функцию, 

и для изучения потока от слизистой до серозной оболочки (Jms), представляющего абсорбционную функ-

цию. 
22

Na добавляют на указанной стороне ткани и образцы по 500 мкл собирают каждые 15 мин с дру-

гой стороны. В отдельном наборе тканей 
36

Cl добавляют на серозной или слизистой стороне. Глюкозу в 

концентрации 8 мМ добавляют в камеру для полной стимуляции и записывают соответствующие изме-

нения Isc и проводимости. Проводимость записывают на основе закона Ома. 

Собирают три образца при каждых условиях. Радиоактивность подсчитывают при помощи гамма-

счетчика. Подбирают ткани с изменением проводимости менее чем 10% и рассчитывают среднее значе-

ние 

Jnet = Jms - Jsm. 
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Исследование ингибитора протеинкиназы А (PKA). 

Ткани, спаренные по подобию проводимости и тока, обрабатывают с применением или без приме-

нения 100 мкМ Н-89 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA), необратимого ингибитора протеин-

киназы А (PKA). Ткани инкубируют с Н-89 в течение 30 мин. Глюкозу с повышающейся концентрацией 

(0,015-8 мМ) добавляют каждые 5 мин и записывают пиковый ток. Константу кинетики насыщения рас-

считывают для соответствующих Km и Vmax для обработанных и необработанных тканей. 

Культура клеток Сасо-2. 

Клетки Сасо-2 дифференцируют после слияния в клетки с функциональными характеристиками 

эмбрионального эпителия подвздошной кишки. Клетки Сасо-2 вырабатывают микроворсины и обладают 

повышенной экспрессией специфических транспортных белков тонкого кишечника, включая SGLT1, и, 

таким образом, широко применяются в качестве модельной системы для изучения функции энтероцитов. 

Клетки Сасо-2 получают от АТТС и культивируют в модифицированной Дульбекко среде Игла, до-

полненной 10% эмбриональной сывороткой крупного рогатого скота (FCS) и 1% заменимыми аминокис-

лотами, при 37°C и 5% CO2. Клетки Сасо-2 пассируют 20-25 раз и высевают (2×10
5
 клеток/чашку) на 5 см 

чашки Петри и выращивают до слияния 80%, когда концентрация FCS изменяется до 5%. Клетки выра-

щивают еще в течение 10 дней до их использования для функциональных исследований. 

Конфокальная флуоресцентная микроскопия Са
2+

. 

Клетки Caco2, выращиваемые на 25 мм покровных стеклах, закрепляют на термостатированной 

ванне RC-21BR, прикрепленной к переходнику 20-й серии (Warner Instruments, CT USA). Клетки под-

держивают при 37°C, используя одноканальный настольный терморегулятор (ТС-324В, Warner Instru-

ments, CT, USA). Клетки загружают с флуоресцентным красителем - индикатором кальция Fluo-8 AM 

(Cat # 0203, TEFLab, Inc., Austin, TX USA) в концентрации 0,5 мкМ при комнатной температуре и инку-

бируют в течение 45 мин. Конфокальную лазерную сканирующую микроскопию выполняют с примене-

нием инвертированного микроскопа Fluoview 1000 IX81 (Olympus, Tokyo, Japan) и объектива U Plan  

S-Apo 20×. Флуоресценцию записывают при помощи аргоновых лазеров с возбуждением при 488 нм и 

излучением при 515 нм. Флуоресцентные изображения собирают при помощи сканирующего конфо-

кального микроскопа. В каждую ванну добавляют растворы, такие как раствор Рингера, раствор Рингера 

с содержанием глюкозы или раствор Рингера с содержанием глюкозы и ВАРТА-АМ с применением мно-

гоклапанной перфузионной системы (VC-8, Warner Instruments, Hamden CT, USA), контролируемой при 

помощи клапанного контроллера VC-8 (Warner Instruments, Hamden CT, USA). Изменения записывают и 

измеряют флуоресценцию для различных клеток. Клетки промывают раствором Рингера и эксперимент 

повторяют с применением 3-O-метилглюкозы и карбехола (положительный контроль). 

Колориметрические измерения сАМР. 

Свежевыделенные соскобы эпителиальных клеток слизистой оболочки подвздошной кишки триж-

ды промывают в растворе Рингера, содержащем 1,2 мМ Са
2+ 

при 37°C. Промытые клетки затем разделя-

ют на две группы и обрабатывают солевым раствором или 6 мМ глюкозы и инкубируют в течение 45 

мин. Клетки обрабатывают 0,1М HCl для прекращения эндогенной активности фосфодиэстеразы. Лизаты 

затем используют для анализа сАМР с применением комплекта для прямого иммуноанализа сАМР (Cal-

biochem, USA). 

Для количественного анализа сАМР применяют поликлональное антитело к сАМР, которое конку-

рентно связывается с сАМР в образцах. После одновременной инкубации при комнатной температуре 

излишки реагентов смывают и добавляют субстраты. После кратковременной инкубации реакцию пре-

кращают и образовавшийся желтый цвет считывают при 405 нм. Интенсивность цвета обратно пропор-

циональна концентрации сАМР в стандартах и образцах. Значения сАМР унифицируют со значениями 

белка соответствующих фракций и выражают в пикомолях (мг белка)
-1

. 

Обработанные форсколином клетки используют в качестве положительного контроля. Обработан-

ные глюкозой и форсколинов клетки инкубируют в течение 45 мин. Все анализы выполняют в трех эк-

земплярах и повторяют до n=4 разных мышей. 

Примеры 

Далее представлены примеры, поясняющие процедуры и варианты практического осуществления 

изобретения. Эти примеры не следует рассматривать как ограничивающие. Все процентные показатели 

указываются по массе, и все пропорции смеси указываются по объему, если не указано иного. 

Пример 1. Стимулируемое глюкозой повышение Isc в подвздошной кишке. 

Этот пример демонстрирует, что глюкоза стимулирует повышение Isc подвздошной кишки у мы-

шей. В частности, добавление глюкозы (8 мМ) со стороны просвета в результате ведет к значительному 

повышению Isc по сравнению с исходным уровнем (3,4±0,2 vs 1,1±0,1 мэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
). Показатель Isc, полу-

ченный с применением исследований в стандартной камере Уссинга, является суммой движения чистых 

ионов через эпителий (Isc=JnetNa
+
+JnetCl

-
+JnetHCO3

-
-JnetK

+
). 

Механизмы (ENaC-опосредованные) абсорбции Na
+
 или секреции Na

+
 в тонком кишечнике неиз-

вестны. Лечение стороны слизистой оболочки тонкого кишечника с применением 10 мкМ амилорида, 

ингибитора эпителиального натриевого канала, никак не воздействует на Isc. 
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Таким образом, базовый показатель Isc 1,1±0,1 мэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
 в первую очередь обусловлен активно-

стью муковисцидозного трансмембранного регулятора проводимости (CFTR) из крипты и секреторным 

потоком K
+
. 

Для определения кинетики насыщения транспорта Na
+
-связанной глюкозы глюкозу с повышаю-

щейся концентрацией до 8 мМ добавляют со стороны просвета в присутствии 140 мМ Na
+
. Глюкоза с 

повышающейся концентрацией в результате дает повышенный, но насыщаемый показатель Isc (фиг. 1А), 

с Km 0,24±0,03 мМ и Vmax 3,6±0,19 мкэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
 для глюкозы. При концентрации глюкозы от 0,5 до  

0,7 мМ кинетика насыщения глюкозой демонстрирует ранние признаки насыщения; несмотря на это не-

прерывное повышение концентрации глюкозы приводит к непрерывному повышению показателя Isc, та-

ким образом ведя к перегибу кривой насыщения глюкозой при концентрации глюкозы от 0,5 до 0,7 мМ. 

Пример 2. Стимулируемое 3-O-метилглюкозой повышение Isc. 

В этом примере исследовали, обусловлена ли кинетика насыщения глюкозой, наблюдаемого в при-

мере 1, SGLT1-опосредованным транспортом, а не метаболизмом глюкозы в эпителиальных клетках. В 

частности, 3-O-метилглюкозу (3-ОМГ), слабо метаболизируемую форму глюкозы, добавляют со стороны 

просвета для изучения кинетики насыщения транспорта Na
+
-связанной глюкозы. 

Фиг. 1В показывает кинетику насыщения 3-ОМГ с показателем Vmax 2,3±0,13 мкэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
  

и Km 0,22±0,07 мМ). Добавление 3-ОМГ в результате ведет к значительному снижению  

Vmax (2,3±0,13 мкэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
 vs 3,4±0,2 мкэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
) без изменений Km в транспорте Na

+
-связанной глю-

козы по сравнению с показателем глюкозы. Как и в случае глюкозы, наблюдается перегиб с 3-ОМГ при 

концентрации от 0,5 до 0,7 мМ (фиг. 1В). 

Пример 3. Стимулируемый глюкозой показатель Isc в присутствии Н-89. 

Согласно известным ныне механизмам транспорта стимулируемое глюкозой повышение Isc может 

быть результатом электрогенной секреции анионов или электрогенной абсорбции Na
+
. 

Протеинкиназа А (PKA), также известная как сАМР-зависимая протеинкиназа, требуется для акти-

вации CFTR-каналов. Для изучения роли для PKA в вызываемом глюкозой повышении Isc ткани закреп-

ляют в камерах Уссинга и инкубируют с Н-89, ингибитором PKA, в течение 45 мин. Затем ткани исполь-

зуют для изучения кинетики насыщения глюкозой. 

В присутствии Н-89 глюкоза демонстрирует Vmax 0,8±0,06 мкэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
 и Km 0,58±0,08 мМ. Пере-

гиб в кривой насыщения глюкозой (наблюдаемый при инкубации тканей подвздошной кишки инкуби-

руют с глюкозой в концентрации от 0,5 до 0,7 мМ) полностью исчезает при предварительной обработке 

клеток подвздошной кишки Н-89 со сдвигом кривой насыщения вправо (фиг. 1С). Результаты указывают 

на ингибирование процессов PKA-зависимого транспорта при низкой концентрации глюкозы. 

Подобно кривой насыщения глюкозой, 3-ОМГ также демонстрирует PKA-чувствительный поток. 

Кривая насыщения 3-ОМГ (с инкубацией Н-89) существенно не отличается от наблюдаемой с глюкозой 

(с инкубацией Н-89) (фиг. 1А и В). 

Изменения в кинетике насыщения глюкозой и 3-O-метилглюкозой  

в присутствии и в отсутствие Н-89 - ингибитора PKA 

 
*Часть стимулируемого глюкозой и 3-ОМГ потока прекращается в присутствии PKA. Результаты 

указаны для n=8 тканей. 

Результаты указывают, что ингибируемый PKA поток (показанный в таблице) является результатом 

транспорта Na
+
-связанной глюкозы, а не других внутриклеточных метаболизмов с участием глюкозы 

(см. таблицу). 

PKA играет значительную роль в сАМР-опосредованной секреции анионов и SGLT1-

опосредованной абсорбции Na
+
 и глюкозы. Наличие нечувствительного к Н-89 потока указывает, что 

глюкоза стимулирует не опосредованную PKA секрецию анионов (такую, как опосредованная внутри-

клеточным Са
2+

 секреция). 

Пример 4. Прекращение стимулируемого глюкозой повышения Isc в присутствии флоризина. 

Чтобы исследовать, прекращает ли ингибирование транспорта глюкозы чувствительный к PKA по-

ток, проводят эксперименты с использованием флоризина (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, 

USA), обратимого конкурентного ингибитора SGLT1. В частности, ткани подвздошной кишки, закреп-

ленные в камере Уссинга, обрабатывают 100 мкМ флоризина на стороне просвета и проводят исследова-

ния кинетики насыщения глюкозой. 

Результаты демонстрируют, что стимулируемое глюкозой и/или 3-ОМГ повышение Isc полностью 

прекращается в присутствии флоризина (фиг. 1С). Результаты указывают, что активность переносчика 

глюкозы через SGLT1 существенна для чувствительного и нечувствительного к PKA потока. 
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Пример 5. Влияние глюкозы на однонаправленный и результирующий поток натрия. 

Измерения изотопного потока Na
+
 выполняют с использованием 

22
Na при неизменной скорости пе-

реноса от слизистой до серозной оболочки Jms или от серозной до слизистой оболочки Jsm. Результирую-

щий поток Na
+
 рассчитывают при помощи уравнения 

Jnet = Jms - Jsm + Jnet 

указывает на чистую абсорбцию; при этом -Jnet указывает на чистую секрецию. 

В отсутствие глюкозы (0 мМ) ткани тонкого кишечника демонстрируют абсорбцию чистого натрия 

(1,8±0,3 мэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
). Абсорбция Na

+
 прекращается в присутствии 0,6 мМ глюкозы. Однако добавление 

6 мМ глюкозы в результате ведет к значительному повышению Jnet Na
+
 (3,2±0,5 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
), указывая 

на абсорбцию чистого натрия. Однонаправленные потоки Na
+
 не демонстрируют значительной разницы 

при 0, 0,6 и 6 мМ глюкозы (фиг. 2В). 

Пример 6. Влияние глюкозы на однонаправленный и результирующий поток хлорида. 

Изменение Isc при 0,6 мМ глюкозы рассчитывают как 1,1 мэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
 (2,2±0,3-1,1±0,1 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
), 

а изменение Isc при 6 мМ глюкозы рассчитывают как 2,2 мэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
 (3,4±0,2-1,1±0,1 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
). По-

вышение Isc с увеличивающейся концентрацией глюкозы не может полностью объясняться на основе 

значений JnetNa
+
 (на основе значений при 0,6 и 6 мМ глюкозы). 

Измерения изотопного потока для Cl
-
 выполняют с использованием 

36
Cl для того, чтобы опреде-

лить, обусловливает ли поток Cl
-
 часть Isc, которая не может объясняться JnetNa

+
. Показатель JnetCl

-
, рас-

считанный в отсутствие глюкозы, указывает на абсорбцию Cl
-
 (2±0,3 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
). Уровень абсорбции 

натрия (1,8±0,3 мэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
) сравним с показателем хлорида (2,0±0,3 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
) в отсутствие глюкозы, 

указывая на электронейтральную абсорбцию Na
+
 и Cl

-
. 

Добавление 0,6 или 6 мМ глюкозы на слизистой стороне приводит к секреции чистого Cl
-
 (фиг. 2А). 

JnetCl
-
 при 0,6 мМ глюкозы (-3,6±0,8 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
) и 6 мМ глюкозы (-4,0±1,4 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
) существенно не 

отличаются. 

Результаты демонстрируют наличие значительного повышения JsmCl
-
 в присутствии глюкозы (при 

0,6 и 6 мМ глюкозы) (JsmCl
-
 16,9±0,7 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
 и 17±0,7 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
 соответственно) по сравнению с 

JsmCl
-
 в отсутствие глюкозы (11,9±0,4 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
) (фиг. 2А). Результаты указывают на значительную 

секрецию Cl
-
 при концентрации глюкозы всего 0,6 мМ. Повышение концентрации глюкозы не ведет к 

повышению секреции Cl
-
. 

Пример 7. Секреция НСО3
-
 в подвздошной кишке в отсутствие глюкозы в просвете. 

Трансэпителиальные электрические измерения и исследования потока показывают, что добавление 

глюкозы к тканям подвздошной кишки вызывает значительную секрецию Cl
-
. Хотя JnetCl

-
 при 0,6 и 6 мМ 

глюкозы демонстрирует значительную секрецию анионов, это не объясняет всех изменений Isc, особенно 

с учетом значительных различий между значениями Isc при 6 мМ глюкозы 6 мэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
 (7,5±0,4 - 

1,5±0,1 мэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
) и 0,6 мМ. 

Статистические исследования pH выполняют для того, чтобы определить, участвует ли секреция 

HCO3
-
 в неучтенной части Isc. Авторами настоящего изобретения было распознано как минимум два ре-

жима секреции HCO3
-
 в тонком кишечнике мыши: 

1) Cl
-
 зависимый, электронейтральный обмен Cl

-
-HCO3

-
 и 

2) Cl
-
-независимая электрогенная секреция НСО3

-
. 

Результаты демонстрируют, что эндогенная секреция HCO3
-
 не участвует в чистой секреции HCO3

-
. 

В частности, не содержащий HCO3
-
 слабо буферированный раствор добавляют с обеих сторон тканей, 

закрепленных в камере Уссинга, и обе стороны тканей барботируют 100% O2. В таких условиях записы-

вают минимальную секрецию HCO3
-
 (0,1±0,01 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
, n=12). Последующее добавление содержаще-

го HCO3
-
 буферного раствора на базолатеральной стороне и барботирование 95% О2 и 5% CO2 на этой 

стороне приводит в значительной секреции HCO3
-
 3,8±0,2 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
 (n=9). 

Чтобы определить, играет ли независимая от Cl
- 
просвета секреция HCO3

- 
роль в секреции HCO3

-
 (в 

отсутствие глюкозы в просвете), статистические эксперименты pH выполняют в отсутствие Cl
-
 просвета. 

В отсутствие Cl
-
 просвета записывают минимальную секрецию HCO3

-
 (0,4±0,1 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
) (фиг. 5А). 

Результаты указывают, что основная секреция HCO3
-
 в отсутствие глюкозы в просвете главным образом 

обусловлена Cl
-
-зависимым электронейтральным обменом Cl

-
-HCO3

-
. 

Пример 8. Влияние глюкозы в просвете на секрецию НСО3
-
 в подвздошной кишке. 

Статистические эксперименты pH выполняют для определения влияния глюкозы на зависимую от 

Cl
- 
просвета секрецию HCO3

-
. В присутствии Cl

-
 просвета добавление глюкозы со стороны просвета при-

водит к значительной секреции HCO3
-
 (7,6±мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
). 

Секреция HCO3
-
 в присутствии глюкозы может быть обусловлена зависимым от Cl

-
 просвета элек-

тронейтральным обменом Cl
-
HCO3

-
 или независимой от Cl

-
 просвета опосредованной анионными кана-

лами секреции HCO3
-
. Для оценки механизма стимулируемой глюкозой секреции HCO3

-
 глюкоза добав-

ляют со стороны слизистой оболочки. Удаление Cl
-
 просвета не прекращает секрецию HCO3

-
 в тканях, 

инкубированных с 6 мМ глюкозы (3,2±0,6 мэкв⋅ч
-1
⋅см

-2
) (фиг. 5А). Результаты указывают, что секреция 

HCO3
-
 в присутствии глюкозы главным образом обусловлена независимой от Cl

- 
просвета секрецией и 
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опосредована анионными каналами. 

В другом эксперименте 100 мкМ 5-нитро-2-(3-фенилпропиламино)бензойной кислоты (NPPB), не-

специфического блокатора анионных каналов, добавляют со стороны просвета. NPPB ингибирует неза-

висимую от Cl
-
 просвета секрецию HCO3

-
, обнаруживаемую в присутствии 6 мМ глюкозы (фиг. 5В). Ре-

зультаты указывают, что стимулируемая глюкозой секреция HCO3
-
 опосредуется через анионный канал. 

Чтобы исследовать, происходит ли вызванная глюкозой секреция HCO3
-
 через канал CFTR,  

100 мкМ глибенкламида добавляют со стороны просвета. Глибенкламид ингибирует независимую от Cl
-
 

просвета секрецию HCO3
-
, стимулируемую глюкозой, указывая на то, что каналы CFTR опосредуют сти-

мулируемую глюкозой секрецию HCO3
-
. 

Пример 9. Влияние метаболизма глюкозы на опосредованную анионными каналами секрецию 

НСО3
-
. 

Чтобы определить, объясняет ли метаболизм глюкозы в ткани тонкого кишечника стимулируемую 

глюкозой секрецию HCO3
-
, ткани тонкого кишечника инкубируют с 3-ОМГ, слабо метаболизируемой 

формой глюкозы, в отсутствие HCO3
-
 просвета и ванны. Секреция HCO3

-
 (0,1±0,03 мэкв⋅ч

-1
⋅см

-2
) наблю-

дается в присутствии 3-ОМГ (6 мМ) и в отсутствие HCO3
-
 просвета и ванны. 

Пример 10. Влияние глюкозы на уровень внутриклеточного сАМР в подвздошной кишке. 

В отсутствие глюкозы лизаты клеток из клеток ворсин демонстрируют более высокий уровень 

внутриклеточного сАМР по сравнению с уровнем в клетках крипт. Инкубация с форсколином в резуль-

тате ведет к значительному повышению уровня [cAMP]i в клетках ворсин и крипт (фиг. 3А). Обработан-

ные форсколином клетки используют в качестве положительного контроля. 

Для изучения влияния глюкозы на уровень внутриклеточного сАМР клетки ворсин и крипт инкуби-

руют с 6 мМ глюкозы. Инкубация лизатов вирусных клеток с глюкозой в результате ведет к значитель-

ному повышению уровня внутриклеточного сАМР по сравнению с показателем клеток крипт (фиг. 3В). 

Результаты указывают, что опосредованное глюкозой повышение уровня внутриклеточного сАМР игра-

ет роль в опосредовании стимулируемой глюкозой секреции анионов. Повышение [cAMP]i наблюдается 

в клетках ворсин, но не в клетках крипт; это указывает на то, что механизм транспорта глюкозы требует-

ся только в полностью созревших и дифференцированных эпителиальных клетках ворсин. 

Чтобы определить, влияет ли метаболизм глюкозы на уровень внутриклеточного сАМР, соскобы 

слизистой оболочки из подвздошной кишки предварительно инкубируют с 3-ОМГ в течение 45 мин, а 

затем лизаты клеток используют для измерения уровня внутриклеточного сАМР. 

Подобно глюкозе, инкубация клеток ворсин с 3-ОМГ в концентрации 0,6 и 6 мМ приводит к значи-

тельному повышению уровня внутриклеточного сАМР (фиг. 3С). Инкубация клеток ворсин с 3-ОМГ при 

6 мМ приводит к значительному повышению уровня внутриклеточного сАМР по сравнению с 6 мМ глю-

козы (Р < 0,01) (фиг. 3С). Результаты демонстрируют, что наблюдаемое повышение уровня внутрикле-

точного сАМР не вызвано метаболизмом глюкозы в тканях тонкого кишечника. 

Пример 11. Влияние глюкозы на внутриклеточный Ca
2+

 в линиях клеток Caco2. 

Ингибитор PKA (Н-89) ингибирует стимулируемую сАМР секрецию анионов и опосредованный 

SGLT1 транспорт глюкозы. Наличие нечувствительного к Н-89 Isc (фиг. 1А и В) указывает, что PKA-

независимый механизм также участвует в вызываемой глюкозой секреции. В качестве сАМР внутрикле-

точный Са
2+

 является одним из главных внутриклеточных вторичных мессенджеров, участвующих в сек-

реции анионов. 

Для определения роли внутриклеточного Са
2+

 в стимулируемом глюкозой повышении Isc уровень 

внутриклеточного Са
2+

 измеряют в присутствии различных концентраций глюкозы и 3-ОМГ, соответст-

венно, и в присутствии ВАРТА-AM (1,2-бис-(о-аминофенокси)этан-N,N,N',N'-тетрауксусной кислоты) - 

внутриклеточного кальций-специфического хелатирующего агента. Реакцию Са
2+

 на глюкозу и 3-ОМГ в 

культивируемых клетках Caco2, нагруженных индикатором Са
2+

 fluo 8, наблюдают при помощи лазерной 

сканирующей конфокальной микроскопии. Добавление 0,6 мМ глюкозы к среде ванны вызывает колеба-

ния внутриклеточного Са
2+

 (фиг. 4 В). Амплитуда колебаний со временем снижается. Рассчитанная сред-

няя пиковая амплитуда флуоресценции кальция (F/Fo) с 0,6 мМ глюкозы составляет 1,32±0,1 (n=10). 

Вызванное глюкозой колебание Са
2+

 не связано с внутриклеточным метаболизмом глюкозы, по-

скольку 0,6 мМ 3-ОМГ глюкозы вызывает подобное колебание Са
2+

 (1,2±0,1 (n=10) (фиг. 4А). Стимули-

руемое глюкозой колебание Са
2+

 устраняют путем предварительной инкубации клеток с хелатирующим 

агентом внутриклеточного Са
2+ 

ВАРТА-AM в течение 45 мин (1,01±0,1) (n=10) (фиг. 4А). 

Глюкозу добавляют в более высокой концентрации (6 мМ), чтобы определить, увеличивает ли по-

вышенная концентрация глюкозы амплитуду колебаний Са
+
. Колебания Са

2+
 значительно повышаются 

при добавлении глюкозы (1,85±0,2 vs 1,32±0,1) или 3-ОМГ (1,5±0,1 vs 1,2±0,2) в количестве 6 мМ к среде 

ванны по сравнению с показателем 0,6 мМ глюкозы или 3-ОМГ (фиг. 4А). Стимулируемое глюкозой 

увеличение колебаний Са
2+

 полностью устраняется путем предварительной инкубации клеток с ВАРТА-

АМ (фиг. 4А). Это указывает на то, что внутриклеточный Са
2+

 участвует в вызываемой глюкозой секре-

ции анионов. 

Пример 12. Терапевтическая композиция для лечения от диареи. 
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В некоторых вариантах осуществления этот пример обеспечивает композицию для лечения от диа-

реи, такой как вызываемая ротавирусом диарея. В одном варианте осуществления композиция не вклю-

чает глюкозы, аналогов глюкозы, субстратов переносчиков глюкозы или молекул сахара. 

 
Все приведенные авторами источники, включая публикации, патентные заявки и патенты, включе-

ны путем ссылки в том же объеме, как если бы каждый источник был отдельно и специально указан как 

включенный путем ссылки и был изложен в этом описании в полном объеме. 

Термины, указанные в единственном числе, и другие подобные объекты, указанные в контексте 

описания изобретения, следует рассматривать как охватывающие как единственное, так и множествен-

ное число, если авторами не указывается иного или если это явно не противоречит контексту. 

Указание диапазонов значений предусмотрено лишь в качестве способа сокращенного представле-

ния каждого отдельного значения, охватываемого этим диапазоном, если авторами не указывается иного, 

и каждое отдельное значение включается в описание, как если бы оно было отдельно указано авторами. 

Если не указано иного, все указанные авторами конкретные значения представляют соответствующие 

приблизительные значения (например, все конкретные типичные значения, представленные в отношении 

конкретного фактора или измерения могут рассматриваться как такие, что также предусматривают соот-

ветствующее приблизительное измерение, с определением "приблизительно" в соответствующих случаях). 

Использование любых и всех примеров или указание в качестве примера (например, выражение 

"такие, как") предусмотрено лишь для улучшенного освещения изобретения и не предполагает ограниче-

ния объема изобретения, если не указано иного. Ни одна формулировка в описании не должна рассмат-

риваться как указывающая на какой-либо элемент в качестве существенного для практического осущест-

вления изобретения, если этого прямо не указано. 

Описание любого аспекта или варианта осуществления изобретения с применением таких терми-

нов, как "включает", "имеет", "охватывает" или "содержит" по отношению к элементу или элементам 

предусматривается в подтверждение подобного аспекта или варианта осуществления изобретения, кото-

рый "состоит из", "главным образом состоит из" или "главным образом включает" этот конкретный эле-

мент или элементы, если не указано иного или если это явно не противоречит контексту (например, ком-

позиция, описываемая авторами как включающая конкретный элемент, также должна рассматриваться 

как композиция, состоящая из этого элемента, если не указано иного или если это явно не противоречит 

контексту). 

Следует понимать, что описанные авторами примеры и варианты осуществления предусмотрены 

лишь для пояснения и специалистам станут понятны различные модификации или видоизменения в кон-

тексте изобретения, которые соответствуют сущности и объему данного изобретения. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ лечения субъекта с диареей, вызванной ротавирусом, включающий введение субъекту 

один или более раз в день композиции, содержащей свободные аминокислоты L-лизин HCl,  

L-аспарагиновую кислоту, L-глицин, L-изолейцин, L-треонин, L-тирозин, L-валин и L-серин, электроли-

ты и воду вместе с фармацевтически приемлемыми наполнителями, что приводит к снижению секреции 

Cl
-
 и/или HCO3

-
 посредством исключения глюкозы или аналога глюкозы при лечении. 

2. Способ по п.1, отличающийся тем, что аналог глюкозы представляет собой  

α-метил-D-глюкопиранозид (АМГ), 3-O-метилглюкозу (3-ОМГ), дезокси-D-глюкозу или  

α-метил-D-глюкозу. 

3. Способ по п.1, отличающийся тем, что композиция не содержит углеводов. 

4. Способ по п.1, отличающийся тем, что субъектом является человек. 

5. Способ по п.4, отличающийся тем, что субъектом является человек в возрасте пяти лет или 

меньше. 

6. Способ по п.1, отличающийся тем, что композицию вводят энтерально. 

7. Способ по п.5, отличающийся тем, что композицию вводят перорально. 
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Фиг. 1B 

 

 
Фиг. 1С 

 

 
Фиг. 2А 
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Фиг. 2В 

 

 
Фиг. 3А 
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Фиг. 3С 

 

 
Фиг. 4А 
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