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(57) Изобретение относится к органической и биоорганической комбинаторной химии и
фармации, а именно к новой комбинаторной библиотеке производного дипиридамола, и
супрамолекулярным структурам на их основе, которые при использовании без разделения
на отдельные компоненты обладают высокой биологической активностью как средство
стимуляции деления стволовых клеток в виде фармацевтических композиций в комбинации
с ингибиторами фосфодиэстеразы, ингибиторами гистондеацетилазы и фармацевтически
приемлемыми вспомогательными формообразующими веществами. Также композиция может
использоваться в борьбе с резистентными микроорганизмами путем восстановления их
чувствительности к антибиотикам. Предлагаемая композиция, включающая ингибиторы
гистондеацетилазы, ингибиторы фосфодиэстеразы, а также фармацевтически приемлемые
вспомогательные формообразующие вещества, отличается тем, что в качестве ингибиторов
фосфодиэстеразы содержит неразделенную смесь комбинаторных производных дипиридамола,
полученных путем одновременной модификации янтарным ангидридом и уксусным ангидридом
в мольных соотношениях компонентов реакции 44:60:60. Фармацевтическая композиция может
также дополнительно содержать аскорбиновую кислоту или бендазол.



042019 

- 1 - 

Область техники 

Изобретение относится к органической и биоорганической комбинаторной химии и фармации, а 
именно к новой комбинаторной библиотеке производного дипиридамола и супрамолекулярным структу-
рам на их основе, которые при использовании без разделения на отдельные компоненты обладают высо-
кой биологической активностью как средство стимуляции деления стволовых клеток в стволовые в виде 
фармацевтических композиций в комбинации с ингибиторами фосфодиэстеразы, ингибиторами гистон-
деацетилазы и фармацевтически приемлемыми вспомогательными формообразующими веществами. 
Также композиция предназначена для подавления вирулентности бактерий и восстановления их чувстви-
тельности к антибактериальным препаратам, а также производства на их основе медицинских и ветери-
нарных биопрепаратов, пищевых добавок, пробиотиков и молочнокислых заквасок, производства  
вакцин. 

Предшествующий уровень техники 

Плюрипотентные стволовые клетки в настоящее время считаются наиболее перспективным источ-
ником молодости, отвечают за регенерацию тканей и поддержание физиологически здорового состояния 
иммунитета. Проблемой является уменьшение с возрастом собственных иПС клеток в организме и соот-
ветственно - старение. Японскими учеными (Tanabe et al., 2013) была обнаружена способность высоко-
дифференцированных клеток под влиянием генных векторов дифференцироваться в плюрипотентные. 
Недостатком данного направления является необходимость генетической модификации дифференциро-
ванных клеток и угроза образования раковых клеток. Авторам удалось найти группы препаратов, кото-
рые в композиции способны значительно увеличить процент выхода стволовых клеток после генетиче-
ской модификации. Это две группы соединений - ингибиторы цАМФ-фосфодиэстеразы и ингибиторы 
гистондеацетилазы. Хотя без генетической модификации пока обойтись не удалось, выход стволовых 
клеток был увеличен в 1000 раз. С учетом этого возникла идея, что можно найти низкомолекулярные 
вещества, способные заменить генетические векторы и вызвать дифференцировку (репрограммирование) 
тканей в стволовые. 

Стадия созревания иПС клеток. 
Только небольшое число клеток проходит стадию созревания успешно, что проявляется в низкой 

эффективности репрограммирования в целом (Tanabe et al., 2013). На данном этапе эпигенетические мо-
дификации позволяют активировать экспрессию генов, кодирующих эндогенные факторы плюрипотент-
ности, такие как Oct4, Nanog, Sall4 и др. (Feng et al., 2009). 

Важную роль в созревании иПС клеток играет LIF-STAT сигнальный путь. При культивировании 
клеток на среде без добавления LIF (ингибирующий фактор лейкемии, leukemia inhibitory factor), кото-
рый служит активирующим лигандом данного сигнального пути, формируются колонии, схожие по 
морфологии с эмбриональными стволовыми клетками, но после шести дней с момента образования они 
открепляются от адгезивной поверхности. Активация LIF-STAT пути приводит к деметилированию про-
моторов генов, обеспечивающих поддержание плюрипотентного состояния. Было показано, что транс-
крипционный фактор Stat3 напрямую блокирует ДНК-метилтрансферазу DNMT1 и гистоновые деацети-
лазы HDAC2, HDAC3 и HDAC8 (Tang and Tian, 2013). 

WNT-сигнальный путь участвует в созревании иПС клеток, так как добавление  
Wnt3a-активирующего лиганда между шестым и девятым днями после начала репрограммирования уве-
личивает количество сформированных иПС колоний (Но et al., 2013). Такие колонии экспрессируют эн-
догенный Nanog, возможно, именно продукт данного гена необходим клеткам для перехода из стадии 
созревания в стадию стабилизации (Samavarchi-Tehrani et al., 2010). 

Стадия стабилизации иПС клеток 
Только 1% клеток, вступивших на путь репрограммирования, доходит до этапа стабилизации. Она 

характеризуется наличием эндогенной экспрессии факторов поддержания плюрипотентности. Было по-
казано, что на девятый день при элиминации экзогенных факторов репрограммирования не происходит 
фенотипической реверсии клеток (Samavarchi-Tehrani et al., 2010). 

На данном этапе наиболее четко прослеживаются различия между иПС клетками мыши и человека. 
При репрограммировании соматических клеток мышей, происходит реактивация Х-хромосомы, которая 
в норме инактивирована у особей женского пола. В клетках человека реактивации Х-хромосомы не про-
исходит (Plath and Lowry, 2011). 

Использование иПС клеток в генной терапии. 
Возможность генной коррекции индуцированных плюрипотентных стволовых клеток открывает 

широкие возможности использования их в тканезаместительной терапии. На данный момент целый ряд 
различных типов соматических клеток был успешно репрограммирован. Удалось получить иПС клетки 
из нейральных стволовых клеток, кератиноцитов, В-лимфоцитов, периферических мононуклеарных кле-
ток крови и панкреатических β-клеток (Hawkins et al., 2014). 

Первые эксперименты по использованию иПС клеток в терапевтических целях были проведены в 
лаборатории Йениша. Из фибробластов мышей, больных серповидно-клеточной анемией, были получе-
ны иПС клетки, мутацию в гене гемоглобина которых затем элиминировали с помощью гомологичной 
рекомбинации. После генетической коррекции иПС клетки дифференцировали в культуре в предшест-
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венники эритроцитов и вводили мутантным мышам, где клетки проходили окончательную дифференци-
ровку в эритроциты in vivo. В результате наблюдалось полное выздоровление больных животных (Hanna 
et. al., 2007). Также иПС клетки использовались в заместительной терапии анемии Фанкони мышей, в 
которой генетически скорректированные клетки также проходили дифференцировку в эритроциты in 
vivo. В результате наблюдалось выздоровление животных (Raya et. al., 2009). иПС клетки человека впер-
вые были получены из фибробластов кожи (Takahashi et al., 2007). На данный момент было репрограм-
мировано множество клеток пациентов с такими заболеваниями, как болезнь Гоше, мышечная дистро-
фия, болезнь Паркинсона, болезнь Хантингтона, серповидно-клеточная анемия, и ведутся исследования в 
направлении генотерапевтических модификаций полученных иПС клеток (Walia et al., 2012). иПС клет-
ки, полученные от пациентов с различными заболеваниями, могут быть использованы для изучения мо-
лекулярных механизмов болезней, поиска новых лекарственных соединений для терапии, тестирования 
эффективности уже разработанных медикаментов и проверки их токсичности. Впервые такой подход 
был использован для описания эффектов, оказываемых кардиоактивными соединениями на кардиомио-
циты, дифференцированные из иПС клеток (Yokoo et al., 2009). Получение иПС клеток от каждого паци-
ента индивидуально является долгим и дорогостоящим процессом, зачастую непригодным для экстрен-
ной терапии заболеваний, таких как, например, повреждения спинного мозга. Наиболее перспективным 
представляется создание банка иПС клеток, полученных от определенной выборки доноров. Проблему 
иммунного ответа при трансплантации чужеродных клеток можно частично решить при использовании 
доноров, которые являются гомозиготами по аллелям HLA генов гистосовместимости (Takahashi and 
Yamanaka, 2013). При совпадении одной из аллелей HLA гетерозиготного донора с аллелями гомозигот-
ного пациента риск отторжения иПС клеток будет минимален. В данный момент под руководством 
Синъя Яманака в Японии создается банк иПС клеток, полученных от доноров с наиболее распространен-
ными HLA аллелями (Синъя Яманака, 2014, устное сообщение). 

Использование лентивирусных векторов для репрограммирования клеток. 
Впервые иПС клетки были получены путем одновременной трансдукции четырьмя ретровирусами, 

несущими Oct4, Sox2, Klf4 и с-Мус (OSKM) (Takashi and Yamanaka, 2006). Ретровирусы и лентивирусы 
интегрируют в геном хозяина, что обеспечивает высокий уровень экспрессии трансгена, эффективное 
заражение делящихся клеток, но при этом существует опасность инсерционного мутагенеза и активацию 
протоонкогенов, что может увеличить риск образования опухолей (Okita et al., 2007). 

Характеристика лентивирусной векторной системы. 
Лентивирусная векторная система основана на вирусе иммунодефицита человека-1 (ВИЧ-1), хоро-

шо изученном патогенном вирусе человека. Она обладает рядом свойств, делающих её удобной для дос-
тавки генов, таких как широкий тропизм клеток-мишеней, способность заражать как делящиеся, так и не 
делящиеся клетки, отсутствие экспрессии вирусных белков после трансдукции, возможность доставки 
сложных генетических элементов, таких как полицистронные или интрон-содержащие последовательно-
сти, безопасность и простота использования (Sakuma et al., 2012). 

При попытке разработать наиболее безопасную для использования векторную систему было разра-
ботано несколько поколений лентивирусных векторов (Ramezani et al., 2002), из которых наиболее часто 
используются векторы третьего поколения. 

Геном ВИЧ-1 - одноцепочечная молекула РНК длиной приблизительно 9 тысяч пар оснований, ко-
дирующая девять вирусных белков (Sakuma et al., 2012). Продукты экспрессии генов gag, pol и env - со-
ответственно белки вирусного кора, ферменты для репликации вируса и вирусный поверхностный гли-
копротеин gp160. Белки генов tat и rev активируют вирусную транскрипцию, контролируют сплайсинг 
транскриптов и их экспорт в ядро. Четыре оставшихся гена кодируют вспомогательные белки Vif, Vpr, 
Vpu и Nef. Вирусный геном содержит длинные концевые повторы (LTR, long terminal repeats), необходи-
мые для обратной транскрипции и интеграции вируса в геном, и сигнал упаковки "Ψ". 

Самыми первыми лентивирусными векторами были вирусы, несущие трансгены и способные к ре-
пликации. Для безопасности использования была проведена серия модификаций, в результате которой 
геном ВИЧ-1 был разделён на две плазмиды: 

(i) плазмида, содержащая геном ВИЧ-1 с делецией в гене env; 
(ii) плазмида, экспрессирующая Env и не содержащая сигнала упаковки (Page et al., 1990). 
Такая конструкция позволяла производить вирусы, способные вызывать только один раунд инфи-

цирования, так как в заражаемые клетки не попадал ген env, необходимый для формирования полноцен-
ной вирусной частицы. 

Продукт гена env, поверхностный гликопротеин gp160 процессируется на два белка, gp120 и gp41. 
Вместе они составляют субъединицу на поверхности вирусной частицы, играющей роль лиганда для мо-
лекул CD4, CXCR4 и CCR5. Таким образом, ВИЧ-1 может инфицировать только экспрессирующие их 
клетки: Т-лимфоциты, моноциты, макрофаги, дендритные клетки. Для повышения клеточного тропизма 
использовалось "псевдотипирование" лентивирусных векторов путём замены гликопротеина Env на гли-
копротеин G вируса везикулярного стоматита (VSV-G, от vesicular stomatitis virus) (Akkina et al., 1996). 
VSV-G способен связываться с распространённым компонентом клеточной мембраны фосфатидилсери-
ном, что дало векторам возможность заражать больший спектр клеток, включая клетки не млекопитаю-
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щих (рыб). Также VSV-G значительно стабильней, чем белки env, что позволило получать при концен-
трировании ультрацентрифугированием большие титры вируса. 

Для уменьшения вероятности случайного образования лентивирусов, способных к репликации, при 
использовании лентивиральной системы доставки трансгенов было создано так называемое первое поко-
ление векторов. Геном ВИЧ-1 делился на три плазмиды: 

(i) плазмида, содержащая гены gag, pol, а также гены регуляторных и упаковочных белков; 
(ii) плазмида с VSV-G; 
(iii) плазмида с целевыми рекомбинантными белками. 
Первые две плазмиды не содержали LTR и сигнала упаковки, которые позволили бы генам вирус-

ных белков попасть в формирующиеся вирусные частицы. Таким образом, в клетках-мишенях будут экс-
прессироваться только трансгенные белки. Также разделение на три плазмиды значит, что для образова-
ния лентивирусов, способных к репликации, потребуется как минимум два события рекомбинации. 

Вспомогательные вирусные белки Vif, Vpu, Vrp и Nef необходимы для эффективной вирулентности 
ВИЧ-1 in vivo. Например, Vif и Vpu нейтрализуют клеточные антивирусные факторы APOBEC3G и  
Tetherin, a Nef способствует деградации молекул МНС I и CD4 (Sakuma et al., 2012). Но в случае ленти-
векторов вспомогательные белки можно удалить без влияния на эффективность трансфекции. 

Таким образом, второе поколение лентивирусных векторов содержит всего четыре из девяти генов 
ВИЧ-1: gag, pol, tat и rev. 

Регуляторные белки Tat и Rev абсолютно необходимы для репликации ВИЧ-1 (Terwilliger et al., 
1988). Tat служит активатором и усилителем транскрипции вирусных генов, a Rev способствует ядерно-
му экспорту вирусных транскриптов в ядро. Для повышения безопасности использования лентивектор-
ной системы ген белка Rev встроен в отдельную плазмиду. Также достигнута независимость от Tat заме-
ной промоторного региона в 5'-LTR в плазмиде с трансгеном на сильный промотор цитомегаловируса 
или респираторного синцитиального вируса. 

В третьем поколении лентивекторов используются четыре плазмиды: 
(i) плазмида с генами gag и pol; 
(ii) плазмида, экспрессирующая Rev; 
(iii) плазмида, экспрессирующая VSV-G; 
(iv) плазмида с трансгеном. 
Для формирования лентивирусов, способных к репликации, потребовалось бы как минимум три со-

бытия рекомбинации, но даже в этом случае получившиеся вирусы не имели бы Tat и вспомогательных 
белков. 

В лаборатории Иениша была разработана система репрограммирования на основе лентивирусов, 
дефектных по гену интегразы, которые не способны интегрировать в геном клеток. Первая лентивираль-
ная конструкция несет последовательность, кодирующую саморазрезающуюся полицистронную конст-
рукцию факторов OSKM под единым промотором тетрациклинового оператора. В данной конструкции 
все четыре репрограммирующих фактора разделены саморазрезающимися 2А пептидами, которые в 
процессе трансляции позволяют синтезировать смесь соответствующих транскрипционных факторов. В 
присутствии доксициклина с промотором связывается белок-трансактиватор, последовательность гена 
которого доставляется с помощью второго типа лентивирального вектора. В результате для активации 
экспрессии OSKM необходимо одновременное попадание только двух лентивирусов в клетку. Гетеро-
генность иПС клонов, полученных с помощью такой системы репрограммирования, значительно ниже 
(Carey et al., 2009). 

Использование индуцированных плюрипотентных стволовых клеток - одно из наиболее перспек-
тивных направлений в лечении заболеваний, вызванных дефектами экспрессии генов. В иПС клетки, 
полученные из соматических клеток больного, вносится нормальная копия гена, в результате чего проис-
ходит восстановление его функции. Доставка ДНК в плюрипотентные клетки возможна различными 
способами, и наиболее перспективный из них - использование искусственных хромосом. 

Существует большое количество различных способов доставки генетического материала в клетку. 
Их можно условно разделить на две группы: с использованием плазмидных векторов или с применением 
линеаризованных молекул ДНК, кодирующих целевой ген. 

Идеальный вектор для доставки генетической информации должен удовлетворять ряду условий (по: 
Kouprina et al., 2014): 

1) возможность использования полноразмерных генов со всеми эндогенными регуляторными эле-
ментами; 

2) возможность физиологической, нативной регуляции экспрессии гена; 
3) стабильная долговременная экспрессия внесенного гена, без интеграции в геном либо регули-

руемая временная экспрессия; 
4) высокая эффективность и специфичность трансфекции целевых клеток; 
5) отсутствие риска раковой трансформации клеток и вызова иммунного ответа. 
Наиболее распространенными вирусами, используемыми для передачи генетического материала, 

являются аденовирусы, аденоассоциированные вирусы, ретровирусы (включая лентивирусы, способные 



042019 

- 4 - 

интегрировать в геном хозяина) и лентивирусы (дефектные по интегразе). 
Аденовирусы являются вирусами с линейным двухцепочечным ДНК-геномом. Он не интегрируется 

в геном клетки-носителя, поэтому аденовирус не может эффективно заражать делящиеся клетки. Также 
есть ограничение на размер последовательности, клонируемой в геном аденовируса (меньше чем 10 Кб), 
что вызвано небольшим размером капсида. Но главным минусом в использовании аденовирусов является 
сильный и быстрый иммунный ответ при попадании вируса в клетку. 

Аденоассоциированные вирусы являются безоболочечными вирусами с линейным одноцепочечным 
ДНК-геномом. Они не являются автономными, для репликации и экспрессии вирусного генома и сборки 
капсида необходимо присутствие аденовируса или вируса герпеса. В отсутствие вирусов-помощников 
аденоассоциированные вирусы переходят в латентную фазу и могут интегрироваться в ядро клетки хо-
зяина только по определенным сайтам 19 хромосомы. Возможно клонирование в вирусный вектор толь-
ко небольших последовательностей (до 9 Кб). Вызывают умеренный иммунный ответ. 

Ретровирусы - вектор, наиболее часто применяемый для доставки генетического материала. Геном 
представлен одноцепочечной молекулой РНК. Происходит интеграция в геном клетки хозяина, что спо-
собствует устойчивой экспрессии трансгена. Но встраивание происходит преимущественно по сайтам, 
находящимся рядом с местами старта транскрипции в геноме клетки, что может приводить к инсерцион-
ному мутагенезу (Wu et al., 2003). В стволовых и гематопоэтических клетках мыши наблюдается транс-
крипционный сайленсинг трансгена. 

Лентивирусы относятся к ретровирусам, но могут заражать как делящиеся, так и неделящиеся клет-
ки благодаря интеграции в их геном. Лентивекторная система сконструирована на основе вируса имму-
нодефицита человека-1, но является непатогенной и безопасной для использования. Также были созданы 
лентивирусы, мутантные по гену интегразы, а потому не способные встраиваться в геном. Такие вирусы 
обеспечивают стабильную экспрессию трансгена в неделящихся клетках и временную - в делящихся 
(Wanisch and Yanez-Munoz, 2009). Лентивирусы, дефектные по интегразе, на данный момент являются 
одними из наиболее перспективных вирусных систем доставки генетического материала. 

Главным недостатком всех вирусных систем доставки трансгенов является их малая емкость и воз-
можность использования только кДНК гена без эндогенных регуляторных элементов (Kouprina et al., 
2013). При таких условиях невозможно достичь нативного контроля экспрессии гена. Таким образом, для 
успешной экспрессии трансгенов в целевых клетках необходим вектор без ограничений по размеру кло-
нируемой последовательности, стабильно экспрессирующийся как в делящихся, так и в неделящихся 
клетках, при этом без осуществления интеграции в геном, и не вызывающий иммунный ответ. Векторной 
системой, обладающей этими свойствами, являются искусственные хромосомы. 

Предложенная заявителями схема синтеза комбинаторных производных на основе одной поли-
функциональной исходной молекулы (например, дипиридамола) путем реакции с двумя и более исход-
ными модификаторами без последующего разделения и выделения каждого отдельного производного 
является уникальной и показала увеличение биологической активности от 2 до 300 раз для разных ис-
ходных молекул: полимиксина, гентамицина, стрептомицина, отдельных олигомерных РНК и ДНК, по-
лисахаридов, белков, кверцетина и многих других веществ. Важным новшеством в данном подходе явля-
ется правильный расчет мольного соотношения количества реагентов: как исходного полифункциональ-
ного соединения (в данном случае - дипиридамола), так и модификаторов. При корректном соотношении 
компонентов образуется максимально возможная комбинация производных. Эта смесь не является клас-
сическим раствором или смесью после синтеза, а в водных растворах образует супрамолекулярные 
структуры друг с другом в произвольных положениях и ведет себя как исходный дипиридамол, но с бо-
лее выраженной биологической активностью и пролонгированным действием. Образование супрамоле-
кулярных структур можно проследить по отсутствию разделения полосы комбинаторного производного 
на хроматографическом пике: любые изменения условий разделения не смогли привести к разделению 
смеси, при этом на ЯМР H1 спектре наблюдался явный хаос из полос поглощения водородов как металь-
ных групп остатка уксусной кислоты, так и этильных групп остатка янтарной кислоты, так и водородов 
незамещенных фенильных гидроксилов. Отличием от исходной молекулы также является значительное 
изменение биологической активности и расширение его спектра. 

Борьба с резистентностью микроорганизмов. 
В последнее время отмечается интенсификация разработок биотехнологических методов получения 

биомассы микроорганизмов для производства препаратов белковой природы, значительный процент ко-
торых принадлежит продуктам бактериального происхождения (вакцины, анатоксины, пробиотики и 
пр.). Одним из путей решения задачи оптимизации синтеза биотехнологических белковых и небелковых 
компонентов и наращивания микробной массы является поиск и моделирование стимуляторов роста 
микроорганизмов. В последнее время публикуется много научных работ по изучению стимулирующего 
воздействия различных физических, химических и других факторов на биологические свойства клеток. 
Широким спектром биологической активности характеризуются стимуляторы химического происхожде-
ния - имидазол, изохинолин и их производные, которые входят в структуру многих природных и синте-
тических соединений, способных индуцировать интенсивность роста микробной популяции. Использо-
вание энхансеров является важным достижением в области биотехнологических производств, они могут 
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повышать как процент выхода биотехнологических белковых продуктов, так и наращивание микробной 
массы вне рамок физиологической нормы на порядок и выше. Таким образом, есть теоретическая воз-
можность значительно ускорить скорость накопления микробной массы и синтез микроорганизмами 
белковых продуктов. 

Повышение ростовой и ферментативной активности микроорганизмов способствовать увеличению 
биомассы клеток и соответственно метаболитов для дальнейшего их эффективного применения в раз-
личных отраслях хозяйства, в частности в биотехнологической, медицинской и фармацевтической про-
мышленности. Для того, чтобы патогенный микроорганизм мог вызвать инфекционную болезнь он дол-
жен обладать одной характеристикой - вирулентностью - способностью не только проникать в макроор-
ганизм, размножаться в нем, но и подавлять его защитные механизмы, следствием чего и является разви-
тие инфекционной болезни. Вирулентность - признак не видовой, как патогенность, а штаммовый, т.е. 
присущ не всему виду, а конкретным штаммам. Вирулентность можно также определить как фенотипи-
ческое проявление патогенного генотипа микроорганизмов. Как количественный признак вирулентность, 
в отличие от качественного - патогенности, имеет единицы измерения. Она измеряется количеством, т.е. 
дозой микроорганизмов, вызывающих определенный биологический эффект. Это могут быть: 

DCL (dosis certae letalis) - это абсолютно летальная доза - минимальное количество возбудителя, ко-
торое вызывает гибель 100% взятых в опыт лабораторных животных; 

DLM (dosis letalis minima) - это минимальная летальная доза - минимальное количество возбудите-
ля, вызывающее гибель 95% взятых в опыт лабораторных животных; 

LD50 - это минимальное количество возбудителя, вызывающее гибель 50% взятых в опыт лабора-
торных животных (используется для измерения вирулентности наиболее часто). 

При этом всегда указывается вид лабораторного животного, на котором определялась данная доза, 
так как чувствительность разных видов лабораторных животных к тем или иным микроорганизмам раз-
лична. Обязательно указывается также и способ введения культуры микроорганизмов - внутрибрюшин-
но, внутримышечно, интраназально, внутривенно. 

Вирулентность является лабильным признаком. Она может изменяться как в сторону повышения, 
так и снижения, как in vivo, так и in vitro. При максимальном снижении вирулентности патогенные мик-
роорганизмы могут стать авирулентными, т.е. невирулентными, но вирулентные микроорганизмы - все-
гда патогенны. Вирулентность реализуется через ряд последовательных процессов взаимодействия мик-
робных клеток с клетками и тканями макроорганизма: 

адгезивность - способность прикрепляться к клеткам; 
колонизационность - способность размножаться на их поверхности; 
инвазивность - способность проникать в клетки и прилежащие ткани и образование биологически 

активных продуктов, в том числе токсинов. 
Адгезия микроорганизмов к рецепторам чувствительных клеток макроорганизма - это важнейший 

элемент их взаимодействия, так как если не произошло адгезии микроорганизмов, то обычно они и не 
размножаются, а выводятся из организма. Многие микроорганизмы в процессе эволюции приобрели осо-
бые морфологические и химические структуры, которые обеспечивают адгезию. К ним относятся вор-
синки и адгезины - специфические структуры (белки и углеводы) на поверхности микробной клетки, со-
ответствующие рецепторам клеток макроорганизма. 

Терминология. 
Ацилирование - введение ацильного остатка RCO- (ацила) в состав органического соединения, как 

правило, путём замещения атома водорода, введение остатка уксусной кислоты CH3CO- называют аце-
тилированием, бензойной C6H5CO- - бензоилированием, муравьиной НСО- - формилированием. В зави-
симости от атома, к которому присоединяется ацильный остаток, выделяют С-ацилирование,  
N-ацилирование, О-ацилирование. В качестве ацилирующих агентов используют галогенангидриды и 
ангидриды кислот. 

Алкилирование - введение алкильного заместителя в молекулу органического соединения. Типич-
ными алкилирующими агентами являются алкилгалогениды, алкены, эпоксисоединения, спирты, реже 
альдегиды, кетоны, эфиры, сульфиды, диазоалканы. Катализаторами алкилирования являются минераль-
ные кислоты, кислоты Льюиса а также цеолиты. Алкилирование широко применяется в химической и 
нефтехимической промышленности. 

Комбинаторный синтез - синтез методами комбинаторной химии, включает одновременную реак-
цию между тремя и более реагентами с образованием комбинаторного продукта синтеза, состоящего из 
десятков производных. Эти производные затем разделяют хроматографически, подтверждают их струк-
туру и изучают биологическую активность. 

Одновременная комбинаторная модификация двумя модификаторами - если в реакции комбинатор-
ного синтеза используют полифункциональную молекулу, имеющую более двух доступных для модифи-
кации групп, и в реакцию сразу вводят два модифицирующих агента, например уксусный ангидрид и 
янтарный ангидрид. В результате реакции образуется смесь ацилированных производных в разных по-
ложениях - ацетил-сукцинил производных. 

Комбинаторная библиотека (combinatorial library) [лат. combinare - соединять, сочетать; греч.  
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biblion - книга и theke - хранилище] - набор большого числа всевозможных химических соединений, бел-
ков, генов или олигонуклеотидов, позволяющий осуществлять в нем быстрый поиск целевых генов или 
белков-мишеней. Например, набор, состоящий из миллионов различных химических веществ, или сово-
купность рекомбинантных молекул ДНК, полученная встраиванием в вектор кДНК легкой и тяжелой 
цепей различных антител и др. 

Стволовые клетки - недифференцированные, плюрипотентные (незрелые) клетки, имеющиеся у 
многих видов многоклеточных организмов. Стволовые клетки способны самообновляться, образуя новые 
стволовые клетки, делиться посредством митоза и дифференцироваться в специализированные клетки, 
т.е. превращаться в клетки различных органов и тканей. Развитие многоклеточных организмов начинает-
ся с одной стволовой клетки, которую принято называть зиготой. В результате многочисленных циклов 
деления и процесса дифференцировки образуются все виды клеток, характерные для данного биологиче-
ского вида. В человеческом организме таких видов клеток более 220. Стволовые клетки сохраняются и 
функционируют и во взрослом организме, благодаря им может осуществляться обновление и восстанов-
ление тканей и органов. Тем не менее в процессе старения организма их количество уменьшается. В со-
временной медицине стволовые клетки человека трансплантируют, т.е. пересаживают в лечебных целях. 
Например, трансплантация гемопоэтических стволовых клеток производится для восстановления про-
цесса гемопоэза (кроветворения) при лечении лейкозов и лимфом. 

Регенерация (восстановление) - способность живых организмов со временем восстанавливать по-
вреждённые ткани, а иногда и целые потерянные органы. Регенерацией также называется восстановление 
целого организма из его искусственно отделённого фрагмента (например, восстановление гидры из не-
большого фрагмента тела или диссоциированных клеток). У протистов регенерация может проявляться в 
восстановлении утраченных органоидов или частей клетки. Регенерация, происходящая в случае повре-
ждения или утраты какого-нибудь органа или части организма, называется репаративной. Регенерацию в 
процессе нормальной жизнедеятельности организма, обычно не связанную с повреждением или утратой 
части организма, называют физиологической. У человека хорошо регенерирует эпидермис, к регенера-
ции способны также такие его производные, как волосы и ногти. Способностью к регенерации обладает 
также костная ткань (кости срастаются после переломов). С утратой части печени (до 75%) оставшиеся 
фрагменты начинают увеличиваться в размере благодаря увеличению размера самих клеток, но не благо-
даря увеличению их количества. Таким образом, печень полностью восстанавливает первоначальную 
массу. При определённых условиях могут регенерировать кончики пальцев. До недавних пор считалось, 
что нервная система не способна к регенерации, но последние исследования показали, что ЦНС обладает 
нейрогенезом, т.е. способностью создавать новые нейроны и впоследствии образовывать новые синапти-
ческие соединения. 

Репаративной называют регенерацию, происходящую после повреждения или утраты какой-либо 
части тела. Выделяют типичную и атипичную репаративную регенерацию. При типичной регенерации 
утраченная часть замещается путём развития точно такой же части. Причиной утраты может быть внеш-
нее воздействие (например, ампутация) или же животное намеренно отрывает часть своего тела (автото-
мия), как ящерица, обламывающая часть своего хвоста, спасаясь от врага. 

При атипичной регенерации утраченная часть замещается структурой, отличающейся от первона-
чальной количественно или качественно. У регенерировавшей конечности головастика число пальцев 
может оказаться меньше исходного, а у креветки вместо ампутированного глаза может вырасти антенна 
(гетероморфоз). 

Фосфодиэстеразы (ФДЭ, англ. phosphodiesterase, PDE) - это группа ферментов, гидролизующих 
фосфодиэфирную связь (под-подкласс КФ 3.1.4). В широком смысле к ним относятся ДНКазы, РНКазы, 
цАМФ-фосфодиэстеразы, цГМФ-фосфодиэстеразы, фосфолипаза С и фосфолипаза D. Иногда под этим 
термином подразумевают более узкую группу ферментов, участвующих в регуляции сигнальных путей, 
т.е. в первую очередь цАМФ-фосфодиэстеразы и цГМФ-фосфодиэстеразы. 

Ингибиторы фосфодиэстераз. Фармакологическое действие Силденафила и его аналогов обуслов-
лено специфическим конкурентным ингибированием цГМФ-ФДЭ типа 5 пещеристого тела, что приводит 
к повышению уровня цГМФ в ткани и последующей вазодилятации за счет увеличения высвобождения 
NO. Ингибиторы ФДЭ 4 типа важны для терапии хронической обструктивной болезни легких в качестве 
противовоспалительных агентов, модифицирующих течение заболевания. К таким препаратам относятся 
рофлумиласт и циломиласт. Рофлумиласт известен отечественным врачам как Даксас. Другие ингибито-
ры ФДЭ 4: Апремиласт. Ингибиторы ФДЭ 3: Цилостазол. 

Деацетилазы гистонов (англ. Histone deacetylases, HDACs), (КФ 3.5.1) - ферменты, катализирующие 
удаление ацетильной группы ε-N-ацетил-лизина гистонов, внесенные ферментами гистонацетилазами 
(histone acetylases, HATs) в остатки K3 и K14 гистона H3 и K5, K8, K12 и K16 гистона Н4, а также остат-
ки некоторых лизинов гистонов Н2А и Н2В. Модифицируя гистоны и изменяя конформацию хроматина, 
гистондеацетилазы играют важную роль в регуляции экспрессии генов. В то время как гиперацетилиро-
вание гистонов под действием гистонацетилаз обычно связано с повышением транскрипционной актив-
ности, гистондеацетилазы вызывают гипоацетилирование и вследствие репрессию генов. Гипоацетили-
рование приводит к уменьшению промежутка между нуклеосомой и намотанной на неё ДНК. Более 
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плотная упаковка ДНК уменьшает её доступность для транскрипционных факторов, что приводит к 
транскрипционной репрессии. Обычно гистондеацетилазы действуют в составе крупных комплексов 
вместе с другими белками, подавляющими активность хроматина. Субстратами гистондеацетилаз могут 
быть не только гистоны, но и некоторые другие белки (р53, E2F, α-тубулин и MyoD). Семейство состоит 
из 18 белков, принадлежащих к четырем классам. 11 представителей, принадлежащих к I (reduced  
potassium dependency 3 (RPD3)-подобные; HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC8), II (класс дрожжевой гис-
тон деацетилазы 1, Hda1; не путать с HDACI!; HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9, HDAC10) и 
IV классу (HDAC11), названы "классическими" гистон деацетилазами, в то время как представители 
класса III названы сиртуинами. Представители I и II классов ингибируются трихостатином А (ТСА, 
TSA), в то время как представители других классов нечувствительны к нему. 

Ингибиторы гистондеацетилаз (HDACi). На настоящий момент существует ряд ингибиторов гис-
тондеацетилаз, начиная со сложных соединений, выделенных из бактерий и грибов (ТСА, тапоксин), и 
кончая относительно простыми соединениями (бутират). Большинство HDACi имеют трехкомпонентную 
структуру, состоящую из цинк-связывающего участка, линкера и последовательностью, взаимодейст-
вующей с аминокислотными остатками у входа в активный центр HDAC. Ингибиторы классических де-
ацетилаз функционируют путём вытеснения иона цинка из активного центра и, таким образом, инакти-
вируя систему смены зарядов. ТСА обладает оптимальной конформацией для попадания в активный 
центр, имея гидроксаматную группу и пятиуглеродный линкер перед фенильной группой. ТСА вызывает 
наисильнейший обратимый эффект из известных HDACi (его IC50% находится в наномолярной облас-
ти). HDACi вызывают гиперацетилирование, активацию транскрипции и, по некоторым данным, актив-
ное деметилирование ДНК. Поскольку HDACi замедляют рост и приводят к дифференцировке и апопто-
зу раковых клеток, ведутся активные разработки по их применению для терапии рака (вориностат, роми-
депсин, белиностат). HDACi индуцируют апоптоз, арест клеточного цикла, старение, дифференцировку, 
иммуногенность клеток и ингибируют ангиогенез при некоторых видах рака. Наиболее успешными при-
мерами использования HDACi являются вориностат и ромидепсин у пациентов с рефракторной кожной и 
периферической Т-клеточной лимфомой. В соответствии с химической структурой можно выделить че-
тыре класса HDACi - гидроксаматы, циклические пептиды, алифатические кислоты и бензамиды. Боль-
шая часть сведений об этих молекулах основана на онкологических исследованиях. К пан-HDACi (не-
специфическим HDACi) в основном относятся гидроксаматы. Гидроксаматы представлены трихостати-
ном A (TSA), который ингибирует рост клеток при раке легкого и груди и является пан-клеточным инги-
битором HDAC. TSA не вошел в клиническую практику по причине нежелательных явлений - апоптоз 
нормальных клеток и повреждение ДНК. Суберанилогидроксаминовая кислота (SAHA) (вориностат) 
также является гидроксаматом, это первый HDACi, одобренный FDA для клинического применения. Его 
действие приводит к активации антипролиферативных генов p21WAF1, p27 KIP1, DR5 и TNFα, и сниже-
нию активности положительных регуляторов роста: CDK2, CDK4, cyclin D1 и cyclin D2. В настоящее 
время исследуется множество молекул из класса гидроксаматов: е СВНА, LAQ-824, PXD-101, LBH-589, 
ITF2357, оксамфлатин, АВНА, SBHA, Scriptaid, пироксамид, SK-7041, SK-7068 и тубацин. В последнее 
время ставится под сомнения активность пан-HDACi в отношении HDAC класса IIa, но в результате бо-
лее подробных исследований открываются "истинные" пан-HDACi, например пандакостат. Дальнейшие 
перспективы пан-HDACi осложняются тем, что они малоэффективны в отношении солидных опухолей, 
но причины этого остаются неизвестными. В настоящее время значительное внимание уделяется разра-
ботке HDACi, селективных к определенным изоформам HDAC. Тем не менее поиски новых пан-HDACi 
продолжаются. Свидетельством тому являются и действия фармкомпаний: так, в сентябре 2014 года 
компании Servier и Pharmacyclists заключили соглашение о совместной разработке абексиностата и дру-
гих соединений. Появляются пан-HDACi "нового поколения", такие как гивиностат, продолжаются и 
клинические испытания "старых" HDACi, таких как панабиностат, в составе моно- и комбинированной 
терапии, в том числе и солидных опухолей. 

Известна композиция (US Patent Application US 2008/0103165 A1 Ppar mediated modulation of  
neurogenesis), представляющая собой способы лечения заболеваний и состояний центральной и перифе-
рической нервной системы, в том числе путем стимулирования или увеличения нейрогенеза, нейропро-
лиферацией и/или нейродифференцировкой. Включает композиции и методы, основанные на использо-
вании агентов, активирующих рецепторы пероксисомы (PPAR), необязательно в сочетании с одним или 
несколькими другими нейрогенными агентами, для стимулирования или увеличения нейрогенного отве-
та и/или для лечения болезни. Фармацевтическая композиция включает модуляторы фосфодиэстеразы, 
гистондеацетилазы, модуляторы ГАБА-рецепторов и другие вещества. Недостатком изобретения являет-
ся узкоспециализированное назначение композиции - стимуляция нейрогенеза только через стимуляцию 
деления стволовых клеток-предшественников нейронов, кроме того, авторы не показали влияние указан-
ных веществ на плюрипотентные стволовые клетки и на иммунитет. Также в композиции отсутствует 
комбинаторное производное дипиридамола с двумя модификаторами, которое позволяет заменить одно-
временно все известные ингибиторы фосфодиэстеразы и проявляется в комбинации способность к сти-
муляции как деления стволовых клеток в комбинации с ингибиторами гистондеацетилазы. Известен ме-
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тод подавления вирулентности бактерий путем добавления в среду культивирования эффективных коли-
честв фенилпропаноидных ингибиторов [US Patent Application Publication US 2010/0249234 A1  
Sep. 30, 2010 (Methods of reducing virulence in bacteria) Ching-Hong Yang]. Недостатком данного изобре-
тения является явная генотоксичность добавляемого компонента и невозможность его применения в ме-
дицине. Вещество, хотя и подавляло экспрессированные факторы вирулентности, но влияло исключи-
тельно на гены, причем необратимо. Такие бактерии, хотя и утрачивали факторы вирулентности, стано-
вились явными мутантами и наследовали признаки низкой вирулентности в будущих поколениях. Пред-
ложенная композиция не вызывает мутации, не обладает генотоксичностью. Указанные в приведенных 
аналогах недостатки устраняются путем использования фармацевтической композиции на основе инги-
биторов гистондеацетилазы и ингибиторов цАМФ-фосфодиэстеразы ("комбинаторное производное ди-
пиридамола с двумя модификторами, которое заменяет одновременно все известные ингибиторы фосфо-
диэстеразы") в комбинации с комбинаторной смесью бинарно модифицированных производных  
дипиридамола. Данная комбинация проявляет несколько суперэффектов: кроме стимуляции деления 
плюрипотентных клеток, активировать регенерацию тканей при ранениях, через омоложение тканей раз-
глаживать морщины, модулировать иммунную систему. 

Также в присутствии данной композиции резистентные бактерии утрачивают многие факторы ви-
рулентности, становятся чувствительными к классическим антибиотикам. 

Раскрытие изобретения 

Целью изобретения является создание фармацевтической композиции, предназначенной для акти-
вации регенерации тканей, стимуляции деления стволовых клеток, а также обладающей способностью 
подавлять вирулентность микроорганизмов, что в перспективе может позволить использование данной 
композиции в лечении инфекционных заболеваний у людей и животных путём применения энхансеров 
перед курсом противомикробной терапии. 

Поставленная цель достигается путем создания фармацевтической композиции, включающей инги-
биторы гистондеацетилазы, ингибиторы фосфодиэстеразы, а также фармацевтически приемлемые вспо-
могательные формообразующие вещества, которая отличается тем, что в качестве ингибиторов фосфо-
диэстеразы содержит неразделенную смесь комбинаторных производных дипиридамола, полученных 
путем одновременной модификации янтарным ангидридом и уксусным ангидридом в мольных соотно-
шениях компонентов реакции 44:60:60. Фармацевтическая композиция дополнительно содержит аскор-
биновую кислоту или бендазол. 

Краткое описание фигур 

Фиг. 1. Схема синтеза комбинаторного производного дипиридамола (IV) в комбинаторной реакции 
дипиридамола (I) с двумя модификаторами (II, III). 

Фиг. 2. Тонкослойная хроматограмма комбинаторного производного дипиридамола (IV), исходного 
дипиридамола (I), полностью ацилированного дипиридамола (Ib) и полностью сукцинилированного ди-
пиридамола (Ic). 

Фармацевтические композиции. 
Могут быть использованы различные способы введения супрамолекулярных комбинаторных про-

изводных дипиридамола (СКПД). СКПД композицию можно давать перорально или можно вводить 
внутрисосудистой, подкожной, внутрибрюшинной инъекцией, в форме аэрозоля, глазным способом вве-
дения, в мочевой пузырь, местно и т.д. Например, способы ингаляционного введения хорошо известны в 
данной области техники. Доза терапевтической композиции будет варьировать в широких пределах в 
зависимости от конкретного вводимого СКПД, природы заболевания, частоты введения, способа введе-
ния, клиренса используемого агента из организма хозяина и тому подобного. Начальная доза может быть 
более высокой с последующими более низкими поддерживающими дозами. Дозу можно вводить с часто-
той один раз в неделю или один раз в две недели или делить на меньшие дозы и вводить их один или не-
сколько раз в сутки, два раза в неделю и т.д. для поддержания эффективного уровня дозы. Во многих 
случаях для перорального введения будет необходима более высокая доза, чем для внутривенного введе-
ния. СКПД по данному изобретению могут быть включены во множество композиций для терапевтиче-
ского введения. Более конкретно, СКПД по настоящему изобретению могут быть включены в фармацев-
тические композиции в сочетании с подходящими фармацевтически приемлемыми носителями или раз-
бавителями и могут быть включены в препараты в твердой, полутвердой, жидкой или газообразной фор-
мах, таких как капсулы, порошки, гранулы, мази, кремы, пены, растворы, суппозитории, инъекции, фор-
мы для ингаляционного применения, гели, микросферы, лосьоны и аэрозоли. Как таковое, введение 
СКПД может быть осуществлено различными способами, включая пероральное, трансбуккальное, рек-
тальное, парентеральное, внутрибрюшинное, внутрикожное, чрескожное, внутритрахеальное введение и 
т.д. СКПД по изобретению могут распределяться системно после введения или могут быть локализованы 
с использованием имплантата или другой композиции, удерживающей активную дозу в месте импланта-
ции. СКПД по настоящему изобретению могут быть введены сами по себе, в комбинации друг с другом 
или они могут быть использованы в комбинации с другими известными соединениями (например, аскор-
биновой кислотой, бендазолом, противовоспалительными агентами и т.д.). В фармацевтических лекарст-
венных формах СКПД могут быть введены в форме их фармацевтически приемлемых солей. Следующие 
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способы и эксципиенты приведены лишь в качестве примеров и никоим образом не являются ограничи-
вающими. Для препаратов для перорального введения соединения могут быть использованы сами по 
себе или в комбинации с подходящими добавками для изготовления таблеток, порошков, гранул или 
капсул, например, с обычными добавками, такими как лактоза, маннит, кукурузный крахмал или карто-
фельный крахмал; со связывающими агентами, такими как кристаллическая целлюлоза, производные 
целлюлозы, аравийская камедь, кукурузный крахмал или желатины; с разрыхлителями, такими как куку-
рузный крахмал, картофельный крахмал или карбоксиметилцеллюлоза натрия; со смазывающими аген-
тами, такими как тальк или стеарат магния; и, если желательно, с разбавителями, буферными агентами, 
увлажняющими агентами, консервантами и корригентами. СКПД могут быть включены в композиции 
для инъекций путем их растворения, суспендирования или эмульгирования в водном или неводном рас-
творителе, таком как растительные или другие подобные масла, синтетические глицериды алифатиче-
ских кислот, эфиры высших алифатических кислот или пропиленгликоля; и, если желательно, с обычны-
ми добавками, такими как солюбилизаторы, изотонические агенты, суспендирующие агенты, эмульгато-
ры, стабилизаторы и консерванты. СКПД могут быть использованы в аэрозольной композиции для инга-
ляционного введения. СКПД по настоящему изобретению могут быть включены в приемлемые пропел-
ленты под давлением, такие как дихлордифторметан, пропан, азот и т.п. Кроме того, соединения могут 
быть включены в суппозитории смешиванием с множеством основ, таких как эмульгирующие основы 
или водорастворимые основы. СКПД по настоящему изобретению могут быть введены ректально с ис-
пользованием суппозитория. Суппозиторий может содержать наполнители, такие как масло какао, кар-
боваксы и полиэтиленгликоли, расплавляющиеся при температуре тела, но твердые при комнатной тем-
пературе. Могут быть изготовлены стандартные лекарственные формы для перорального или ректально-
го введения, такие как сиропы, эликсиры и суспензии, где каждая единица дозы, например чайная ложка, 
столовая ложка, таблетка или суппозиторий, содержит предопределенное количество композиции, со-
держащей одно или более соединений по настоящему изобретению. Сходным образом, стандартные ле-
карственные формы для инъекции или внутривенного введения могут содержать СКПД по настоящему 
изобретению в композиции в форме раствора в стерильной воде, нормальном физиологическом растворе 
или другом фармацевтически приемлемом носителе. Имплантаты для длительного высвобождения ком-
позиций хорошо известны в данной области техники. Имплантаты изготавливают в форме микросфер, 
пластинок и т.д. с биодеградируемыми или не являющимися биодеградируемыми полимерами. 

Например, полимеры молочной и/или гликолевой кислот образуют деградируемый полимер, хоро-
шо переносимый хозяином. Имплантат, содержащий СКПД по изобретению, располагают близко к очагу 
травмы, так чтобы локальная концентрация активного агента была повышенной по сравнению с осталь-
ными областями тела. При использовании здесь термин "стандартная лекарственная форма" относится к 
физически дискретным единицам, подходящим для использования в качестве однократных доз для субъ-
ектов людей и животных, при этом каждая единица содержит предопределенное количество соединений 
по настоящему изобретению, которого, согласно вычислениям, достаточно для оказания желаемого эф-
фекта, совместно с фармацевтически приемлемым разбавителем, носителем или наполнителем. Описа-
ния стандартных лекарственных форм по настоящему изобретению зависят от конкретного используемо-
го СКПД, и эффекта, который должен быть достигнут, и фармакодинамики используемого соединения у 
хозяина. Фармацевтически приемлемые эксципиенты, такие как наполнители, адъюванты, носители или 
разбавители, общедоступны. Кроме того, общедоступны фармацевтически приемлемые вспомогательные 
вещества, такие как агенты для регулирования pH и буферные агенты, агенты для регулирования тонич-
ности, стабилизаторы, смачивающие агенты и т.п. Типичные дозы для системного введения варьируют 
от 0,1 пг до 100 мг на 1 кг массы тела субъекта на одно введение. Типичная доза может представлять со-
бой одну таблетку для приема от двух до шести раз в сутки или одну капсулу или таблетку с длительным 
высвобождением для приема один раз в сутки с пропорционально более высоким содержанием активно-
го ингредиента. Эффект длительного высвобождения может быть обусловлен материалами, из которых 
изготовлена капсула, растворяющимися при различных значениях pH, капсулами, обеспечивающими 
медленное высвобождение под воздействием осмотического давления или любым другим известным 
способом контролируемого высвобождения. Специалистам в данной области техники будет ясно, что 
уровни доз могут варьировать в зависимости от конкретного соединения, тяжести симптомов и предрас-
положенности субъекта к побочным эффектам. Предпочтительные дозы СКПД могут быть легко опреде-
лены специалистами в данной области техники множеством способов. Предпочтительным способом яв-
ляется измерение физиологической активности СКПД. Один из интересующих способов представляет 
собой применение липосом в качестве наполнителя для доставки. Липосомы сливаются с клетками целе-
вой области и обеспечивают доставку содержимого липосом внутрь клеток. Контакт липосом с клетками 
поддерживают в течение времени, достаточного для слияния, с использованием различных способов 
поддержания контакта, таких как выделение, связывающие агенты и т.п. В одном аспекте изобретения 
липосомы разработаны для получения аэрозоля для легочного введения. Липосомы могут быть изготов-
лены с очищенными белками или пептидами, опосредующими слияние мембран, такими как вирус Сен-
дай или вирус гриппа и т.д. Липиды могут представлять собой любую полезную комбинацию известных 
липидов, образующих липосомы, включая катионные или цвиттерионные липиды, такие как фосфати-
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дилхолин. Остальные липиды будут обычно нейтральными или кислыми липидами, такими как холесте-
рин, фосфатидилсерин, фосфатидилглицерин и т.п. Для получения липосом может быть использован 
способ, описанный Kato et al. (1991), J. Biol. Chem. 266:3361. Кратко, липиды и композицию для включе-
ния в липосомы, содержащую СКПД, смешивают в подходящей водной среде, подходящим образом в 
солевой среде, где общее содержание твердых веществ будет находиться в диапазоне приблизительно 
110 мас.%. После интенсивного перемешивания в течение коротких периодов времени, приблизительно 
5-60 с, пробирку помещают в теплую водяную баню приблизительно при 25-40°С и этот цикл повторяют 
приблизительно 5-10 раз. Затем композицию обрабатывают ультразвуком на протяжении подходящего 
периода времени, обычно приблизительно 1-10 с, и, возможно, дополнительно перемешивают на вихре-
вой мешалке. Затем объем увеличивают добавлением водной среды, обычно увеличивая объем прибли-
зительно в 1-2 раза, с последующим взбалтыванием и охлаждением. Способ позволяет включать в липо-
сомы супрамолекулярные структуры с высокой суммарной молекулярной массой. 

Композиции с другими активными агентами. 
В композицию, согласно формуле, могут быть включены такие ингибиторы фосфодиэстераз, как 

винпоцетин, никардипин, нимодипин, ликсазинон, циклостамид, милринон, цилостазол, дигидропирида-
зинон, ролипрам, денбуфиллин, циломиласт, рофлумиласт, силденафил, арифло, варденафил, тадалафил, 
запринаст, тиадиазол, папаверин, но это не ограничивает композицию указанными веществами. Также в 
композицию могут входить ингибиторы гистондеацетилазы: вальпроевая кислота, вальпроево-
гидроксамовая кислота, циннамовая гидроксамовая кислота, фенилбутират, тубацин, вориностат, депси-
пептид, бутират, но это не ограничивает композицию указанными веществами. Для применения в рас-
сматриваемых способах СКПД по изобретению могут быть включены в композиции с другими фарма-
цевтически активными агентами, в частности антимикробными агентами, иммуномодуляторами, антиви-
русными средствами, противовирусными субстанциями. Другие интересующие агенты включают широ-
кий спектр антибиотиков, известных в данной области техники Классы антибиотиков включают пени-
циллины, например пенициллин G, пенициллин V, метициллин, оксациллин, карбенициллин, нафциллин, 
ампициллин и так далее; пенициллины в комбинации с ингибиторами беталактамазы; цефалоспорины, 
например цефаклор, цефазолин, цефуроксим, моксалактам и т.д.; карбапенемы; монобактамы; аминогли-
козиды; тетрациклины; макролиды; линкомицины; полимиксины; сульфонамиды; хинолоны; хлорамфе-
никол; метронидазол; спектиномицин; триметоприм; ванкомицин и т.д. Также полезны противогрибко-
вые агенты, включая полиены, например амфотерицин В, нистатин, флукозин; и азолы, например мико-
назол, кетоконазол, итраконазол и флуконазол. Противотуберкулезные лекарственные средства включа-
ют изониазид, этамбутол, стрептомицин и рифампин. Также другие интересующие агенты в плане созда-
ния новых композиций включают широкий спектр производных мононуклеотидов и других средств-
ингибиторов РНК-полимераз, известных в данной области техники. Классы антивирусных средств вклю-
чают интерфероны, ламивудин, рибавирин и т.д.; амантадин; ремантадин, например зинамивир, озельта-
вимир и т.д.; ацикловир, валацикловир, валганцикловир и т.д. Другие группы антивирусных средств 
включают адефовир, вбакавир, диданозин, эмтрицитабин, ламивудин, ставудин, тенофовир, эфавиренз, 
невирапин, индинавир, лопинавир и ритонавир, нельфинавир, ритонавир, сакинавир, даклатасвир,  
совофбувир. В композицию СКПД по изобретению могут также быть включены цитокины, например 
интерферон гамма, фактор некроза опухоли альфа, интерлейкин 12 и т.д. Далее настоящее изобретение 
описано следующими примерами, которые не следует толковать как ограничивающие объем  
изобретения. 

Пример 1. Получение супрамолекулярной комбинаторной смеси дипиридмола (КД). 
В 50 мл диоксана в смеси с 50 мл ледяной уксусной кислоты растворяют 222 мкМ дипиридамола (I) 

(CAS N 58-32-2, Mr=504,636 г/моль, n=4), добавляют 60 мкМ янтарного ангидрида (III) и 61 мкМ уксус-
ного ангидрида (II), раствор перемешивают и греют с обратным холодильником 5-50 мин. Раствор пере-
ливают в ампулы и лиофилизируют для удаления растворителя и уксусной кислоты. Комбинаторную 
смесь (IV) используют для получения фармацевтических композиций, изучения структуры, определения 
биологической активности (КД). На фиг. 1 приведена схема синтеза комбинаторных производных дипи-
ридамола. Вместо модификторов ангидридов карбоновых кислот могут быть использованы галогенан-
гидриды карбоновых и поликарбоновых кислот, таких как янтарная, малеиновая, фумаровая, молочная, 
пропионовая, другие галогенпроизводные, такие как хлорметан, бромэтан, хлорпропан, циклические ал-
килирующие соединения, подобные оксирану, пропиолактону. 

Фиг. 1. 
Одна исходная молекула дипиридамола (I) содержит четыре доступных для модификации остатков 

гидроксильных групп (n=4). Аминогруппы в составе остатков морфолина и пиридмидинового ядра про-
тонированы и защищены от модификации в данных условиях реакции. 

Расчеты количества молей модификаторов ведут согласно формулам комбинаторики: 
m=4×(3×2n-2-1); 

k=n×(2n-1), 
где m - количество разных производных молекул в комбинаторной смеси и количество молей дипи-



042019 

- 11 - 

ридамола для реакции; 
n - количество доступных для модификации гидроксильных групп в структуре дипиридамола (n=4); 
k - количество молей каждого модификатора. 
Таким образом, имея только одну исходную молекулу дипиридамола и два модификатора после 

комбинаторного синтеза, получаем 12 комбинаторных производных с разной степенью замещения, раз-
ного положения заместителей и разных перестановок остатков модификаторов не просто в виде смеси, а 
в виде трудно разделяемой супрамолекулярной смеси. В связи с наличием в разных производных как 
замещенных, так и не замещенных гидроксильных групп, супрамолекулярные структуры образуются как 
через водородные, так и ионные связи, в том числе с третичными аминогруппами гетероциклов. Моди-
фикаторы - янтарный ангидрид либо уксусный ангидрид можно вводить как одновременно, так и после-
довательно - либо сперва ввести янтарный ангидрид, прогреть смесь с обратным холодильником, а затем 
ввести уксусный ангидрид и повторно прогреть смесь. Аналогично в этой реакции в качестве одного из 
модификаторов вместо янтарного ангидрида можно использовать малеиновый ангидрид, аконитовый 
ангидрид, глутаровый, фталевый ангидрид и уксусный ангидрид, этиловый эфир муравьиной кислоты, 
монохлороуксусную кислоту, пропиолактон, этиленоксид и другие низкомолекулярные алкилирующие 
вещества (метилхлорид, этилхлорид, пропилхлорид). 

13С ЯМР: С: 96,1; 161,8; 170,0; 157,8; СН2: 58,9; 61,7; 58,1; 61,4; 29,2; 29,1; CO: 173,1; 174,7; 170,2; 
СН2 (in morpholine cycle) 52,7; 25,4; 25,5. 

Данные 13С ЯМР комбинаторного производного подтверждают наличие как этильных групп остат-
ков янтарной кислоты в его структуре, так и ацетильных остатков -продуктов реакции с уксусным ангид-
ридом. 

Для HPLC использовали микроколоночный хроматограф Милихром А-02 в градиенте ацетонитрил 
(5-100%)/0,1 М хлорная кислота + 0,5 М перхлорат лития. Комбинаторное производное на хроматограм-
ме давало один четкий уширенный пик и не разделялось на компоненты, хотя время удержания отлича-
лось как от исходного дипиридамола, так и от его полностью замещенных производных. Это свидетель-
ствовало о том, что между разными комбинаторными производными (в данном случае их 12) образовы-
вались сложные супрамолекулярные структуры, не разделяемые хроматографически. Аналогично себя 
ведет данное комбинаторное производное (КД) и при разделении в тонком слое (ацетонитрил:вода,  
УФ-детекция) дает только одну полосу, которая не совпадает ни с одним из полученных производных. 

Фиг. 2. 
Как видно из фиг. 2, ТСХ, Комбинаторная смесь (IV) менее подвижна, тогда как исходный немоди-

фицированный дипиридамол (I) самый легкий. Полностью ацилированный дипиридамол (Ib) и сукцини-
лированный дипиридамол (Ic) занимают промежуточное положение между нативным дипиридамолом и 
комбинаторным. Полоса комбинаторного дипиридамола не разделяется ни при двумерной ТСХ, ни в ус-
ловиях ВЭЖХ (не приводится). 

Далее проводили исследование ингибирования цАМФ-фосфодиэстеразы со стороны супрамолеку-
лярных комбинаторных производных дипиридамола, полученных в реакции с разным мольным соотно-
шением модификаторов по конечной концентрации АМФ методом ELISA. Реакцию останавливали до-
бавлением двукратного объема 1% ТХУ. 

Таблица 1 
Ингибирующая способность в отношении цАМФ-фосфодиэстеразы (ФДЕ)  

со стороны супрамолекулярных комбинаторных производных дипиридамола,  
полученных в реакции с разным мольным соотношением модификаторов 

 

 
*m - количество молей дипиридамола в реакции комбинаторного синтеза; 
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k1 - количество молей янтарного ангидрида в реакции; 
k2 - количество молей уксусного ангидрида в реакции; 
**ЕД50 мкг/мл ингибирования ФДЕ, определялась разведением исходной концентрации 
производного дипиридамола; 
***максимальное мольное соотношение, при котором замещаются все группы в дипи-
ридамоле, превышение этого соотношения приводит к тому, что в реакционной среде 
остаются непрореагировавшие модификаторы -янтарный ангидрид и уксусный ангид-
рид. 

Как видно из табл. 1, наименьший ЕД50 наблюдается именно в области с рассчитанными мольными 
соотношениями модификаторов (44:61:60). Таким образом, благодаря получению комбинаторного про-
изводного дипиридамола можно на 5 порядков снизить эффективную дозу дипиридамола для полного 
ингибирования ДФЕ. 

В табл. 2 приведены составы исследуемых фармацевтических композиций. 
Таблица 2 

Состав и соотношение ингредиентов фармацевтической композиции (ФК КД)  
на одну капсулу или таблетку 

 

 
В качестве контроля животным наносили ту же композицию с теми же веществами (в виде карбо-

полового геля), но без КД (ФК). 
Пример 2. Определение влияния композиций ФК и ФККД на регенерацию тканей. 
Изучение ранозаживляющих свойств композиций проводили на самцах белых крыс Vistar. У 38 жи-

вотных, которых предварительно анестезировали, на дорсальном боку тела, сзади правой лопатки вы-
стригали область кожи размером 2×2 см. Кожу брали пинцетом, оттягивали ее, срезали фрагмент кожи 
размером 2 см, глубина раны 2 мм, средняя площадь раны составила 4±1,0 см2. Полученные раны много-
угольной формы интенсивно кровоточили. Затем животным первой и второй групп (по 10 в каждой) на 
рану наносили "ФК" и "ФККД". Раны крыс 3-й группы обрабатывали "пантенолом", 4-ю группу из 8 жи-
вотных составляла контрольная группа, раны этих животных не обрабатывали. Препараты наносили та-
ким образом, чтобы образовавшиеся гели покрывали всю поверхность раны и захватывали небольшой 
фрагмент вокруг раны. Сверху на гель наносили клей БФ-6, высушивали и животных отпускали в клетки. 
Через 3, 6, 9, 11 и 13 дней от начала эксперимента (до заживления ран у животных всех групп) проводи-
лось планиметрическое исследование, которое позволило судить об особенностях репаративных процес-
сов. Измерение площади ран проводилось таким образом: на целлюлоидную пленку, которая приклады-
валась к ране, наносили ее контуры, после чего с помощью миллиметровой бумаги определяли площадь 
раневой поверхности. Результаты первой серии опытов (табл. 3) показали, что под влиянием композици 
ФККД значительно ускорилось заживление ран на всех стадиях исследования, тогда как ФК незначи-
тельно ускорял заживление ран. Эффективность композиции ФККД была статистически выше, чем у 
композиции ФК и Пантенол. 
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Таблица 3 
Показатели заживления кожных ран у крыс под влиянием  

композиций ФККД и ФК 

 

 
*Р≤0,05. 

Как видно из табл. 3, фактически в 2 раза быстрее заживали раны у животных, раны которых были 
обработаны композицией ФККД (с 13 до 6 суток), тогда как эффективность контрольного образца Пан-
тенол не отличалась от контроля. Эпителизация ран инициировалась уже на второй день после нанесения 
композиции. 

Пример 3. Повышение уровней клеток-предшественников у мышей (плюрипотентных). 
Оценивали влияние подкожного (s.c.) введения ФККД мышам С3Н/Н3 J на количество гранулоци-

тарно-макрофагальных (CFU-GM), эритроидных (BFU-E) и полипотентных (КОЕГЭММ) клеток-
предшественников в 1 мл крови. Для образования колоний in vitro предшественники стимулировали ком-
бинацией 1 Ед/мл rhu Epo, 50 нг/мл SLE, кондиционированной средой мышиных клеток селезенки, со-
держащей 5 об./об.% митогена лаконоса (PWMSCM), и 0,1 мМ гемина. Планшеты считали после 7 дней 
инкубации. 

Наблюдали количество клеток-предшественников мобилизированных ФККД в зависимости от вре-
мени при однократной подкожной инъекции 5 мг/кг, и результаты представлены в табл. 4. 

Таблица 4 
Абсолютное число клеток-предшественников в 1 мл крови 

 
Чтобы оценить дозозависимые эффекты, ФККД вводили в концентрации 1, 2,5, 5 и 10 мг/кг путем 

однократной подкожной инъекции и определяли количество предшественников в 1 мл крови за 1 ч после 
введения, результаты представлены в табл. 5. Максимальной мобилизации клеток-предшественников 
достигали при использовании дозы 2,5-10 мг/кг ФККД приблизительно через 0,5-1 ч после инъекции, что 
показано в табл. 6. 
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Таблица 5 
Абсолютное число клеток -предшественников в 1 мл крови 

 
Мобилизация клеток-предшественников мыши при комбинировании с MIP-1α и G-CSF. 
Исследовали способность ФККД в комбинации с макрофагальным белком воспаления мыши (mu) 

(MIP-1α) мобилизировать клетки-предшественники путем предварительного введения rhu G-CSF или без 
него. Ранее было показано, что MIP-1α способствует мобилизации клеток-предшественников у мышей и 
человека (Broxmeyer, H.E. et al., Blood Cells, Molecules and Diseases (1998), 24(2):14-30). Группы мышей 
рандомизировали для введения с помощью подкожной инъекции контрольного разбавителя (физиологи-
ческий раствор) или G-CSF в дозе 2,5 мкг на мышь дважды в день в течение двух дней. Через 11 ч после 
последней инъекции физиологического раствора или G-CSF мышей делили на группы, которые получали 
MIP-1α, вводимый внутривенно в общей дозе 5 мкг, ФККД, вводимый подкожно в дозе 5 мг/кг, или ком-
бинацию MIP-1α и ФККД в тех же дозах. Через 1 ч мышей умерщвляли и определяли количество клеток-
предшественников в 1 мл крови. В мобилизации клеток-предшественников ФККД действовал более эф-
фективно, чем аддитивный способ, если его применяли в комбинации с макрофагальным белком воспа-
ления мыши (mu) (MIP-1α), при этом каждый вводили через 11 ч после введения rhu G-CSF или кон-
трольного разбавителя (физиологического раствора) и за 1 ч до взятия крови. 

Клиническое повышение уровней клеток-предшественников. 
Исследование проводили на пяти здоровых волонтерах (Р1-Р5), имеющих исходное количество бе-

лых клеток крови от 4500 до 7500 клеток/мм3. Каждый пациент получал однократную подкожную (s.c.) 
инъекцию 80 мкг/кг ФККД в 0,9% физиологическом растворе из исходного раствора 10 мг/мл ФККД в 
физиологическом растворе в стерильных условиях. Образцы крови отбирали с помощью катетера до вве-
дения дозы и через различные периоды времени вплоть до 24 ч после введения препарата. Образцы кро-
ви оценивали относительно общего количества белых клеток крови, CD34-позитивных клеток-
предшественников (с помощью анализа FACS) как CD34-позитивных клеток-предшественников (с по-
мощью анализа FACS) как процент общего количества белых клеток крови, а также абсолютного коли-
чества в 1 мл и статуса в кровообращении гранулоцитарно-макрофагальных (CFU-GM), эритроидных 
(BFU-E) и полипотентных (КОЕГЭММ) клеток-предшественников. Как видно из табл. 4 и 5, введение 
ФККД вызывало повышение количества белых клеток крови и CD34-позитивных клеток-
предшественников у волонтеров, которое оказывалось максимальным через 6 ч после введения. 

Таблица 6 
ФККД-индуцированная мобилизация белых клеток крови  

у разных волонтеров (×103 WBC) 
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Таблица 7 
ФККД-индуцированная мобилизация CD34-позитивных клеток,  

выраженная как процент от общего количества WBC у разных волонтеров 

 

 
В крови также исследовали упомянутые предшественники, активированные ФККД. Определяли аб-

солютное число неразделенных нуклеарных клеток и нуклеарных клеток низкой плотности в 1 мл крови 
(разделение в Fico-hypaque), а также абсолютное число в 1 мл и статус в круге кровообращения грануло-
цитарномакрофагальных (CFU-GM), эритроидных (BFU-E) и полипотентных (КОЕГЭММ) клеток-
предшественников у нормальных доноров, которым подкожно вводили ФККД. Вышеуказанные показа-
тели оценивали перед введением и через 1, 3, 6, 9 и 24 ч после введения ФККД. Все результаты относи-
тельно клеток-предшественников представлены на основании оценки 3 культуральных планшетов на 
анализ на точку. Количество клеток-предшественников и статус в круге кровообращения, количества 
CFU-GM, BFU-E и КОЕГЭММ исследовали в метилцеллюлозных культурах при стимуляции клеток  
1 Ед/мл рекомбинантного человеческого (rhu) эритропоэтина, 100 Ед/мл rhu гранулоцитарно-
макрофагального колониестимулирующего фактора (GM-CSF), 100 Ед/мл rhu Интерлейкина-3 (IL-3) и  
50 нг/мл rhu steel-фактора (SLF = фактор стволовых клеток (SCF)). CFU-GM также оценивали в агаровых 
культурах после стимуляции 100 Ед/мл rhu GM-CSF и 50 нг/мл rhu SLE. В обоих типах исследований 
колонии оценивали после 14 ч инкубации в увлажненной атмосфере с 5% СО2 и пониженном (5%) дав-
лении O2. Статус клеток-предшественников в круге кровообращения определяли, используя высокоспе-
цифичный цитолитический способ, по активности [3Н]-тимидина, как описано ранее (Broxmeyer, H.E. et 
al., Exp. Hematol. (1989) 17:455-459. Результаты представляли сначала как среднее суммарное изменение 
в абсолютном количестве нуклеарных клеток и предшественников за 1, 3, 6, 9 и 24 ч по сравнению с их 
количеством до инъекции (=Время (Т)0) для всех пяти доноров, что представлено в табл. 8-10. В табли-
цах ниже: STD - стандартное отклонение; STE - стандартная ошибка; PBL-US - периферическая кровь - 
неразделенная; PBL-LD - периферическая кровь - низкая плотность (разделение в Ficoll); P - значимость 
с использованием 2-параметрического t-теста. 
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Таблица 8 
Суммарное изменение, сравниваемое с периодом временем = 0  

(средняя величина из пяти клонов) 

 

 
В таком случае результаты представлены как суммарное изменение от уровней Т=0 для каждого 

индивидуального донора, как показано в табл. 8-10. 
Таблица 9 

Суммарное изменение, сравниваемое с периодом временем = 0  
для каждого индивидуального пациента (Р) 
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Таблица 10 
Предшественники 

 

 
Как видно из таблиц, представленных выше, применение композиции ФККД значительно увеличи-

вает количество всех исследованных классов плюрипотентных клеток в крови добровольцев уже через 6 
часов после начала применения композиции. 

Пример 4. Редукция вирулентности P.aeruginosa под влиянием ФККД на примере подавления адге-
зивных свойств. 

Известно, что адгезия микроорганизмов - первый этап колонизации, главный и определяющий фак-
тор их вирулентности и патогенности. С помощью адгезинов микробы распознают рецепторы на мем-
бранах клеток, прикрепляются к ним и колонизируют различные поверхностные структуры клеточной 
стенки. Способность бактерий к адгезии и колонизации поверхностей закреплена естественным отбором. 
Эта функция необходима бактериям при сапрофитном существовании. Например, легионеллы активно 
прикрепляются к поверхности цианобактерий, холерные вибрионы активно колонизируют зоопланктон, 
хитин которых используется ими как источник питания и стимулирует размножение холерных вибрио-
нов. Изучение адгезии микроорганизмов имеет особое значение для медицинской микробиологии, полу-
чившее клиническое подтверждение: установлено, что при отсутствии адгезинов ни бактерии, ни грибы 
не могут расти и формировать колонии, а если нет колонизации, то нет инфекции и болезни. 

Адгезия бактериального патогена может осуществляться к компонентам внеклеточного матрикса - 
фибронектина, коллагена, ламинину и др. Матриксные белки имеют последовательность RGD, с которой 
взаимодействуют интегрины клеточной поверхности. Тем самым белки внеклеточного матрикса способ-
ствуют прилипанию бактерий к клеткам-мишеням хозяина. Адгезия бактерий к таким белкам носит спе-
цифический характер и каждый патоген реализует эту возможность по-своему. Для проявления патоген-
ности некоторых бактерий критическое значение имеет их взаимодействие с матриксными белками. 

Большинство грамотрицательных бактерий прикрепляются к эпителиальным клеткам человека и 
животных с помощью адгезинов, представляющих собой особые органеллы. Многие патогенные микро-
организмы способны проникать в клетки хозяина и активно в них размножаться. Для проникновения в 
клетки бактерии используют адгезивные молекулы, названные инвазинамы. Самый распространенный 
механизм включает активацию сигналов в клетке хозяина, позволяющих инвазию бактерий с помощью 
запуска нормальных клеточных реакций. 

Учитывая наличие веществ, которые способны влиять на проявление адгезивности, прослеживается 
возможность направлять их действие на предотвращение развития инфекционного процесса. Одним из 
способов блокировки механизмов адгезии является использование антибактериальных препаратов в низ-
ких концентрациях, ингибирующих процесс закрепления патогенов в зоне первичного инфицирования. С 
этой целью возможно применение и специфических бактериофагов, а также использование при разра-
ботке вакцин. 

Для определения адгезивных свойств микроорганизмов наиболее удобная модель, в которой в каче-
стве клеток макроорганизма используют эритроциты человека. Увеличение биомассы клеток под воздей-
ствием энхансеров приводит к изменению некоторых биохимических тестов. Одним из них являются 
адгезивные свойства микроорганизмов (табл. 11). 
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Таблица 11 
Сравнительные адгезивные свойства (ИА) P.aeruginosa  

в присутствии ФККД 

 
*Разница показателей статистически достоверна (р<0,05). 

Как свидетельствуют данные определения степени адгезии по ИА при культивировании 
P.aeruginosa на средах с ФККД, которые приведены в табл. 11, индексы адгезии отличались от показате-
лей контроля. Композиция ФККД в пересчете на комбинаторный дипиридамол в концентрации 
0,001±0,0005% способствовала снижению адгезивной активности штаммов синегнойной палочки до 
(1,4±0,3)-(1,8±0,4). Среднеадгезивные штаммы под влиянием ФККД становились низкоадгезивными. 
Индекс адгезии составлял (1,4-1,7) против (3,1-3,2) при выращивании на среде без добавления ФККД. 

В результате статистической обработки данных табл. 11 было показано, что различия между индек-
сами адгезии штаммов, культивируемых на средах с ФККД в концентрациях от 0,001±0,0005 до 
0,01±0,005% и контролем статистически значимы. Это свидетельствует об эффективности использования 
ФККД в концентрации от 0,001±0,0005 до 0,1±0,05% для снижения адгезивной активности микроорга-
низмов. 

Пример 5. Редукция вирулентности P.aeruginosa под влиянием ФККД на примере восстановления 
чувствительности бактерий к антибиотикам (зоны задержки роста на твердой питательной среде). 

Исследования проводят in vitro диско-диффузионным методом на штаммах Р.aeruginosa, указанных 
в предыдущих опытах. Готовят параллельно два ряда чашек, содержащих агар Мюллера-Хинтона, при-
чем в чашки второго ряда вводят 0,01-0,005% раствор ФККД. После этого на поверхность агара засевают 
бактерии исследуемых штаммов из суспензии, содержащей 108 мкл/мл. Для этого готовят бактериальную 
взвесь, соответствующую концентрации 109 мкл/мл по оптическому стандарту мутности 10 ед., которую 
разводят физиологическим раствором в 10 раз (до 108 мкл/мл). После впитывания суспензии в агар на его 
поверхность накладывают диски с полимиксином, цефтриаксоном, левофлоксацином, амикацином, ими-
пинемом (также при дополнительных пассажах вводили цефазолин и амоксициллин, но чувствитель-
ность к ним не появлялась). В качестве контролей служат посевы на чашки со средой, не содержащей 
ФККД, и средой, на которые диски не накладывают. Посевы инкубируют в течение 48 ч при 37°С в од-
ном пассаже, затем проводят пересев в аналогичных условиях на следующие пассажи. Всего проводили 
четыре пассажа с контролями. Результаты учитывают по диаметру зон задержки роста бактерий. На сре-
де без ФККД зоны задержки отсутствуют (показатель устойчивости бактерий к антибиотику), тогда как 
на среде, содержащей 0,005-0,01% ФККД, вокруг дисков формируется зона ингибирования роста бакте-
рий от 25 до 40 мм в диаметре (появление чувствительности к антибиотику). 

В результате исследований было обнаружено, что на среде без ФККД зона подавления роста бакте-
рий вокруг дисков с полимиксином и амикацином отсутствует. При введении в состав среды (0,005-
0,01)% ФККД (чашка 2) вокруг дисков с полимиксином и амикацином появляется зона ингибирования 
роста бактерий, свидетельствующая о повышении чувствительности бактерий к антибиотику. К антибио-
тикам, к которым у синегнойной палочки генетически обусловленная (изначальная) антибиотикорези-
стентость, зоны задержки роста не наблюдались. Таким образом, композиция ФККД способна статисти-
чески достоверно ингибировать приобретенную антибиотикорезистентность у синегнойной палочки. 

Аналогичные исследования были проведены для мультирезистентных госпитальных штаммов  
K.pneumonia, A.bauiannii, S.aureus. Во всех случаях чувствительность бактерий к антибиотикам восста-
навливалась на 3-4 пассаже и не отличалась от аналогичных АТСС-штаммов. 

Пример 6. Редукция вирулентности P.aeruginosa под влиянием ФККД на примере восстановления 
чувствительности бактерий к антибиотикам (задержка роста в жидкой питательной среде, определение 
изменений МПК). 

Исследование проводят на штаммах P.aeruginosa, приведенных в предыдущих примерах, методом 
серийных разведений in vitro с использованием ФККД. Оценивают снижение устойчивости штаммов 
синегнойной палочки к амикацину и полимиксину. Готовят два ряда чашек с питательной средой  
Мюллера-Хинтона: 1-й ряд содержит различные концентрации исследуемого антибиотика (амикацина и 
полимиксина) - 31, 62, 125, 250, 500 мкг/мл среды (двукратные разведения). Параллельно готовят такой 
же ряд чашек, но в среду дополнительно вводят ФККД в концентрации (0,0001-0,001)%. На чашки засе-
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вают по 0,05 мл (капля) исследуемого штамма из бактериальной взвеси, содержащей 108 мкл/мл по опти-
ческому стандарту мутности 10 ед. В качестве контролей используют среду Мюллера-Хинтона без анти-
биотика и среду Мюллера-Хинтона, содержащую 0,0001% ФККД без антибиотика. Посевы инкубируют 
при 37°С в течение 48 ч. Результаты учитывают по величине МПК (минимальная подавляющая концен-
трация) при обязательном росте бактерий на контрольных чашках (см. табл. 12). Из таблицы видно, что 
при воздействии на бактерии ФККД возбудитель псевдомонозов снижает резистентность к исследуемым 
антибиотикам в 10 раз. 

Таблица 12 
Определение степени восстановления чувствительности  

мультирезистентных нозокомиальных возбудителей  
под действием композиции ФККД в разных концентрациях 

 

 
Как видно из табл. 12, чувствительность к антибиотикам возрастала в 33 раза для амикацина и си-

негнойной палочки и в 16 раз для полимиксина и синегнойной палочки. Для ацинетобактера и клебсиел-
лы наблюдалась схожая картина. Хотя чувствительность к другим антибиотикам также возрастала в  
2-4 раза, но их концентрация не уменьшалась до значений, перспективных для применения в клинике. 
Таким образом, применение композиции ФККД является перспективным для восстановления чувстви-
тельности к антибиотикам у мультирезистентных штаммов микроорганизмов. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Фармацевтическая композиция, предназначенная для стимуляции деления стволовых клеток и 
подавления вирулентности бактерий, включающая ингибиторы гистондеацетилазы, ингибиторы фосфо-
диэстеразы, а также фармацевтически приемлемые вспомогательные формообразующие вещества, отли-
чающаяся тем, что в качестве ингибиторов фосфодиэстеразы содержит неразделенную смесь комбина-
торных производных дипиридамола, полученных путем одновременной модификации янтарным ангид-
ридом и уксусным ангидридом в мольных соотношениях компонентов реакции 44:60:60. 

2. Фармацевтическая композиция по п.1, отличающаяся тем, что дополнительно содержит аскорби-
новую кислоту. 

3. Фармацевтическая композиция по п.1, отличающаяся тем, что дополнительно содержит  
бендазол. 
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