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(57) Изобретение относится к фармацевтическому комбинированному продукту, содержащему:
(i) соединение, выбранное из группы, состоящей из нитазоксанида, тизоксанида и их
фармацевтически приемлемой соли; и (ii) по меньшей мере один агонист PPAR, выбранный
из группы, состоящей из элафибранора, селадельпара, сароглитазара, ланифибранора и их
фармацевтических солей. Кроме того, настоящее изобретение относится к применению
вышеуказанной фармацевтической комбинации в качестве лекарственного средства для лечения
фиброзного заболевания.
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Настоящее изобретение относится к фармацевтическому комбинированному продукту, содержаще-
му нитазоксанид (NTZ) или его производное и агонист PPAR, для терапевтического применения. 

[2-[(5-нитро-1,3-тиазол-2-ил)карбамоил]фенил]этаноат (или нитазоксанид, или NTZ), впервые опи-
санный в 1975 (Rossignol и Cavier, 1975), показал высокую степень эффективности против анаэробных 
простейших, гельминтов и широкого спектра микробов, включая как анаэробные, так и аэробные бакте-
рии (Rossignol и Maisonneuve, 1984; Dubreuil, Houcke с соавт., 1996; Megraudd, Occhialini с соавт., 1998; 
Fox и Saravolatz, 2005; Pankuch и Appelbaum, 2006; Finegold, Molitoris с соавт., 2009). Впервые он был 
изучен на людях для лечения кишечных цестод (Rossignol и Maisonneuve, 1984), и в настоящее время он 

разрешен к применению в Соединенных Штатах (Alinia, Romark laboratories) для лечения диареи, вы-
званной простейшими паразитами Crystosporidium parvum и Giardia intestinalis. NTZ также получил ши-
рокое коммерческое распространение в Латинской Америке и в Индии, где он показан для лечения ши-
рокого спектра кишечных паразитарных инфекций (Hemphill, Mueller с соавт., 2006). Предполагаемый 
механизм действия, с помощью которого NTZ проявляет свою противопаразитарную активность, заклю-
чается в ингибировании зависимых от фермента пируват: ферредоксин-оксидоредуктазы (PFOR) реакций 
переноса электронов, которые являются существенными для анаэробного метаболизма (Hoffman, Sisson с 
соавт., 2007). NTZ также проявлял активность против Mycobacterium tuberculosis, который не обладает 
гомологом PFOR, что предполагает альтернативный механизм действия. Действительно, авторы показа-
ли, что NTZ также может действовать как разобщающий агент, разрушающий мембранный потенциал и 
гомеостаз pH внутри организма (de Carvalho, Darby с соавт., 2011). 

Фармакологические эффекты NTZ не ограничиваются его противопаразитарной или антибактери-
альной активностью, и в последние годы в нескольких исследованиях было выявлено, что NTZ также 
может обеспечивать противовирусную активность (Di Santo и Ehrisman, 2014; Rossignol, 2014). NTZ пре-
пятствует репликации вируса различными способами, включая блокаду в процессе созревания белков 
гемагглютинина (гриппа) или VP7 (ротавируса) или активации белка PKR, участвующего во врожденном 
иммунном ответе (для обзора см. (Rossignol, 2014)). Также было показано, что NTZ обладает широкими 
противоопухолевыми свойствами, вмешиваясь в важнейшие метаболические и способствующие смерти 
сигнальные пути (Di Santo и Ehrisman, 2014). 

PPAR (α, β/δ (далее δ) и γ) принадлежат к семейству активируемых гормонами ядерных рецепторов. 
PPAR или "рецепторы, активируемые пролифератором пероксисом", являются ядерными рецепторами 
суперсемейства факторов транскрипции, активируемых следующими лигандами: стероиды/гормоны щи-
товидной железы/ретиноиды. На сегодняшний день у мышей и у людей идентифицированы три изотипа 

PPAR: PPARα, PPARδ и PPARγ. В то время как экспрессия PPAR β/γ у людей, по-видимому, является 

убиквитарной, PPARα и γ демонстрируют дифференциальное распределение в тканях (Braissant O и 

Wahli W, 1998). PPARα экспрессируется в клетках с высокой катаболической активностью жирных ки-
слот и в клетках с высокой пероксисомальной активностью (гепатоциты, кардиомиоциты, почечные про-

ксимальные канальцы, слизистая оболочка кишечника). PPARβ/δ экспрессируется повсеместно и в боль-

шом количестве в большинстве тканей. Что касается экспрессии PPARγ, то она ограничена в основном 
жировой тканью, определенными клетками иммунной системы и сетчаткой и присутствует только в сле-
довых количествах в других органах (Braissant O и Wahli W, 1998). 

Возьмем в качестве примера PPARα, его действие опосредуется классом соединений, таких как 
фибраты, которые оказывают липидоснижающее действие. Также были идентифицированы природные 
лиганды, такие как, например, жирные кислоты, эйкозаноиды (лейкотриен B4) и 8(S)-
гидроксиэйкозатетраеновая кислота (Kliewer SA с соавт., 1997). PPAR связывали главным образом с ме-
таболизмом липидов и глюкозы. Активаторы PPAR, такие как фибраты, позволяют регулировать концен-

трации холестерина и триглицеридов в плазме посредством активации PPARα (Hourton D с соавт., 2001). 
Фибратная терапия приводит к увеличению окисления жирных кислот в печени. Фибраты также снижа-

ют синтез триглицеридов (Staels B и Auwerx J, 1998). Активаторы PPARα также способны корректиро-
вать гипергликемию и уровень инсулина. Фибраты также уменьшают массу жировой ткани посредством 
механизма, который не зависит от приема пищи и экспрессии гена лептина (Guerre-Millo M с соавт., 

2000). Терапевтическую пользу агонистов PPARγ широко исследовали в лечении диабета 2 типа (Spie-

gelman BM, 1998). Было показано, что агонисты PPARγ восстанавливают чувствительность к инсулину в 
тканях-мишенях и снижают уровни глюкозы, липидов и инсулина в плазме как на животных моделях 
диабета 2 типа, так и у людей (Ram VJ, 2003). Активация PPAR лигандами также играет роль в регуля-
ции экспрессии генов, которые участвуют в таких процессах, как воспаление, ангиогенез, пролиферация 
и дифференцировка клеток, апоптоз и активность индуцибельной NO-синтетазы (iNOS), матриксной ме-

таллопротеиназы (MMPase) и тканевых ингибиторов металлопротеиназ (TIMP). Активация PPARα в ке-
ратиноцитах приводит к прекращению их пролиферации и экспрессии генов, участвующих в дифферен-
цировке (Komuves LG с соавт., 2000). PPAR обладают противовоспалительными свойствами, поскольку 
они негативно влияют на механизмы транскрипции, вовлекающие другие факторы транскрипции, такие 

как NF-κB, или активаторы транскрипции, такие как STAT и AP-1 (Desvergne B и Wahli W, 1999). Ука-

занные противовоспалительные и антипролиферативные свойства делают PPAR (и особенно PPARα) 
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интересными терапевтическими мишенями для лечения таких заболеваний, как окклюзионные сосуди-
стые заболевания (атеросклероз и т.д.), гипертония, заболевания, связанные с неоваскуляризацией (диа-
бетическая ретинопатия и т.д.), воспалительные заболевания (воспалительные заболевания кишечника, 
псориаз и т.д.) и неопластические заболевания (канцерогенез и т.д.) 

Авторы изобретения обнаружили, что NTZ, синтетический антипротозойный агент, или его произ-
водные, или его метаболиты в комбинации с агонистами PPAR, проявляют терапевтические активности, 
которые полезны в терапии, в частности, для лечения иммунных, воспалительных, метаболических, фиб-
розных или холестатических заболеваний. 

Следовательно, настоящее изобретение относится фармацевтическому комбинированному продук-
ту, содержащему: 

(i) соединение, выбранное из группы, состоящей из нитазоксанида, тизоксанида и их фармацевти-
чески приемлемой соли; и 

(ii) по меньшей мере один агонист PPAR, выбранный из группы, состоящей из Элафибранора, Се-
ладельпара, Сароглитазара, Ланифибранора и их фармацевтически приемлемой соли. 

В конкретном варианте осуществления изобретения фармацевтический комбинированный продукт 
содержит: 

(i) соединение, выбранное из нитазоксанида, тизоксанида и их фармацевтически приемлемой соли; 
и 

(ii) Элафибранор или его фармацевтически приемлемую соль. 
В другом конкретном варианте осуществления изобретения фармацевтический комбинированный 

продукт представляет собой композицию, содержащую компоненты i) и ii) и фармацевтически приемле-
мый носитель. 

В другом конкретном варианте осуществления изобретения фармацевтический комбинированный 
продукт представляет собой набор частей, содержащих компоненты i) и ii) для последовательного, раз-
дельного или одновременного применения. 

В другом конкретном варианте осуществления изобретения фармацевтический комбинированный 
продукт дополнительно содержит по меньшей мере один терапевтически активный агент с известной 
антифибротической активностью, выбранный из ингибиторов пирфенидона или рецепторной тирозинки-
назы (RTKI), таких как Нинтеданиб, Сорафениб и другие RTKI, или блокаторов рецепторов ангиотензи-
на II (AT1), или ингибиторов CTGF, или любого антифибротического соединения, чувствительного к 

препятствованию TGFβ И BMP-активированных путей, включая активаторы латентного комплекса 

TGFβ, такие как MMP2, MMP9, THBS1, или интегрины клеточной поверхности, рецепторы TGFβ типа I 

(TGFBRI) или типа II (TGFBRII) и их лиганды, такие как TGFβ, Активин, ингибин, Нодаль, антимюлле-
ров гормон, GDF или BMP, вспомогательные корецепторы (также известные как рецепторы типа III) или 
компоненты SMAD-зависимого канонического пути, включая регуляторные или ингибирующие SMAD-
белки, или члены SMAD-независимых или неканонических путей, включая различные ветви передачи 
сигналов MAPK, TAK1, Rho-подобные сигнальные пути GTPase, пути фосфатидилинозитол-3 кина-

зы/AKT, TGFβ-индуцированный процесс EMT, или канонические и неканонические сигнальные пути 
Hedgehog, включая Hh-лиганды или гены-мишени, или любые члены WNT, или пути Notch, которые 

чувствительны к влиянию TGFβ. 
В другом конкретном варианте осуществления изобретения фармацевтический комбинированный 

продукт дополнительно содержит по меньшей мере один терапевтически активный агент, выбранный из 
ингибиторов JAK/STAT и других противовоспалительных и/или иммунодепрессантных агентов. 

В предпочтительном варианте дополнительный терапевтически активный агент выбран из глюко-
кортикоидов, НПВП, циклофосфамида, нитрозомочевин, аналогов фолиевой кислоты, аналогов пурина, 
аналогов пиримидина, метотрексата, азатиоприна, меркаптопурина, циклоспорина, мириоцина, такроли-
муса, сиролимуса, производных микофеноловой кислоты, финголимода и других модуляторов сфинго-
зин-1-фосфатных рецепторов, моноклональных и/или поликлональных антител против таких мишеней, 
как провоспалительные цитокины и провоспалительные рецепторы цитокинов, T-клеточный рецептор и 
интегрины. 

В другом конкретном варианте осуществления изобретения компоненты (i) и (ii) в составе фарма-
цевтического комбинированного продукта объединены в лекарственную форму в виде инъецируемой 
суспензии, геля, масла, пилюли, таблетки, суппозитория, порошка, капсулы, аэрозоля, мази, крема, пла-
стыря или средства галеновых форм для пролонгированного и/или медленного высвобождения. 

Настоящее изобретение также относится к применению охарактеризованного выше фармацевтиче-
ского комбинированного продукта в качестве лекарственного средства. 

В конкретном варианте осуществления настоящее изобретение относится к применению охаракте-
ризованного выше фармацевтического комбинированного продукта в способе лечения фиброзного забо-
левания. 

В частности, настоящее изобретение относится к применению охарактеризованного выше фарма-
цевтического комбинированного продукта в способе лечения фиброзного заболевания, где фиброзное 
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заболевание выбрано из группы, состоящей из фиброза печени, почек, кожи, эпидермиса, эндодермы, 
мышц, сухожилий, хрящей, сердца, поджелудочной железы, легких, матки, нервной системы, яичек, яич-
ников, надпочечников, артерий, вен, толстой кишки, кишечника (например, тонкого кишечника), желч-
ных путей, мягких тканей (например, средостения или забрюшинного пространства), костного мозга, 
суставов и желудка, в частности фиброза печени, ЖКТ, легких, сердца, почек, мышц, кожи, мягких тка-
ней, костного мозга, кишечника и суставов. 

В соответствии с настоящим изобретением компонент (i) комбинированного продукта выбран из: 
NTZ: 

 
тизоксанида: 

 
и их фармацевтически приемлемых солей. 
Согласно настоящему изобретению термин "агонисты PPAR" относится к агонистам рецепторов, 

активируемых пролифератором пероксисом, которые представляют собой класс лекарственных средств, 

играющих центральную роль в гомеостазе липидов и глюкозы. PPARα главным образом влияет на мета-

болизм жирных кислот, и его активация снижает уровень липидов, тогда как PPARγ главным образом 

принимает участие в регуляции адипогенеза, энергетического баланса и биосинтеза липидов. PPARδ 
участвует в окислении жирных кислот, главным образом в скелетных и сердечных мышцах, но также 
регулирует уровень глюкозы и холестерина в крови. 

В соответствии с изобретением термин "агонист PPAR-дельта" в контексте настоящего документа 
включает MBX8025 (Селадельпар или {2-метил-4-[5-метил-2-(4-трифторметилфенил)-2H-[1,2,3]триазол-
4-илметилсульфанил]фенокси}уксусную кислоту). 

В соответствии с изобретением термин "агонист PPAR-альфа/гамма" (также называемый глитазары) 
в контексте настоящего документа включает Сароглитазар. 

В соответствии с изобретением термин "агонист PPAR-альфа/дельта" означает Элафибранор 
(GFT505). 

В соответствии с изобретением термин "агонист PPAR-альфа/гамма/дельта", IVA337 (Ланифибра-
нор). 

Агонист PPAR может быть в форме фармацевтически приемлемой соли. 
Термины "фиброз", "фиброзная болезнь", "фиброзное расстройство" и их склонения означают пато-

логическое состояние чрезмерного отложения фиброзной соединительной ткани в органе или ткани. Бо-
лее конкретно, фиброз представляет собой патологический процесс, который включает в себя непрерыв-
ное образование фиброзного рубца и перепроизводство внеклеточного матрикса соединительной тканью 
в ответ на повреждение ткани. Физиологически отложение соединительной ткани может нарушить архи-
тектуру и функцию нижележащего органа или ткани. 

Согласно настоящему изобретению фиброз или фиброзное расстройство могут относиться к фибро-
зу любого органа или ткани. Иллюстративные, не ограничивающие примеры конкретного фиброза орга-
на включают фиброз печени, почек, кожи, эпидермиса, эндодермы, мышц, сухожилий, хрящей, сердца, 
поджелудочной железы, легких, матки, нервной системы, яичек, полового члена, яичников, надпочечни-
ков, артерий, вен, толстой кишки, кишечника (например, тонкого кишечника), желчных путей, мягких 
тканей (например, средостения или забрюшинного пространства), костного мозга, суставов (например, 
коленного, плечевого или других суставов) или желудка. 

Термин "лечение" или "лечащий" относится к лечению или профилактике фиброзного расстройства 
у субъекта, нуждающегося в этом. Лечение включает введение комбинации по изобретению субъекту, 
имеющему заявленное расстройство, то есть пациенту, чтобы предотвратить, вылечить, отсрочить, ин-
вертировать или замедлить прогрессирование расстройства, улучшая тем самым состояние субъекта. Ле-
чение также может быть назначено субъекту, который здоров или подвержен риску развития фиброзного 
расстройства. 

Следовательно, лечение фиброзного заболевания включает введение фармацевтического комбини-
рованного продукта по настоящему изобретению, например, в форме фармацевтической композиции, 
содержащей компоненты (i) и (ii) комбинации, субъекту, имеющему заявленное расстройство, чтобы вы-
лечить, отсрочить, инвертировать или замедлить прогрессирование расстройства, таким образом улуч-
шая состояние пациента, или здоровому субъекту, в частности субъекту, который подвержен риску раз-
вития такого заболевания. 
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Лечение включает введение комбинации по изобретению пациенту, имеющему заявленное рас-
стройство, чтобы вылечить, отсрочить, инвертировать или замедлить прогрессирование, таким образом 
улучшая состояние пациента, или здоровому субъекту, в частности субъекту, который подвержен риску 
развития воспалительного, метаболического, фиброзного и холестатического заболевания. 

Подлежащий лечению субъект представляет собой млекопитающее, предпочтительно человека. 
Субъект, подлежащий лечению, может быть выбран на основе нескольких критериев, связанных с фиб-
розными заболеваниями, таких как предшествующее лечение лекарственными средствами, сопутствую-
щие патологии, генотип, воздействие факторов риска, вирусная инфекция, а также на основании обнару-
жения любого релевантного биомаркера, который можно оценить с помощью методов визуализации и 
иммунологических, биохимических, ферментных, химических методов обнаружения или методов обна-
ружения нуклеиновых кислот. 

Субъекты, подлежащие лечению в соответствии с изобретением, могут быть выбраны на основе не-
скольких критериев, связанных с воспалительными, метаболическими, фиброзными и холестатическими 
заболеваниями, таких как предшествующее лечение лекарственными средствами, сопутствующие пато-
логии, генотип, воздействие факторов риска, вирусная инфекция, а также любой другой релевантный 
биомаркер, который можно оценить с помощью методов визуализации и иммунологического, биохими-
ческого, ферментного, химического метода обнаружения или метода обнаружения нуклеиновых кислот. 

Синтез NTZ или аналогов может, например, осуществляться, как описано в (Rossignol и Cavier, 
1975), или любым другим способом синтеза, известным специалисту в данной области техники. 

Фармацевтический комбинированный продукт по изобретению предназначен для одновременного, 
последовательного или раздельного введения в терапии, поэтому допустимо, чтобы он был включен в 
различные композиции. В случае последовательного введения NTZ и/или тизаксонид могут быть введе-
ны до агониста(ов) PPAR, или агонист(ы) PPAR вводят до NTZ и/или тизаксонида. 

NTZ и тизаксонид могут быть включены в лекарственную форму в виде фармацевтически прием-
лемых солей, в частности кислотных или основных солей, совместимых с фармацевтическим примене-
нием. Соли NTZ и тизаксонида включают фармацевтически приемлемые соли присоединения кислоты, 
фармацевтически приемлемые соли присоединения основания, фармацевтически приемлемые соли ме-
таллов, соли аммония и алкилированного аммония. Эти соли могут быть получены во время конечной 
стадии очистки соединения или путем включения соли в предварительно очищенное соединение. 

Комбинация соединения формулы (I) или (II) с одним или несколькими агонистом(ами) PPAR мо-
жет быть составлена в виде фармацевтически приемлемых нетоксичных солей, полученных из органиче-
ских или неорганических оснований или кислот соединения формулы (I) или (II) или агониста(ов) PPAR. 
Эти соли могут быть получены во время конечной стадии очистки соединения или путем включения со-
ли в предварительно очищенное соединение. 

Фармацевтические композиции по настоящему изобретению, содержащие соединение формулы (I) 
или (II) и один или несколько агонист(ов) PPAR, также могут содержать один или несколько эксципиен-
тов или носителей, приемлемых в фармацевтическом контексте (например, солевые растворы, физиоло-
гические растворы, изотонические растворы и т.д., совместимые с фармацевтическим применением и 
хорошо известные специалисту в данной области техники). 

Эти композиции могут также содержать один или несколько агентов или носителей, выбранных 
среди диспергаторов, солюбилизаторов, стабилизаторов, консервантов и т.д. Агенты или носители, ис-
пользуемые для этих составов (жидкие и/или инъецируемые и/или твердые), в частности, представляют 
собой метилцеллюлозу, гидроксиметилцеллюлозу, карбоксиметилцеллюлозу, полисорбат 80, маннит, 
желатин, лактозу, растительные масла, аравийскую камедь, липосомы и т.д. 

Эти композиции могут быть составлены в форме инъецируемых суспензий, гелей, масел, мазей, пи-
люль, суппозиториев, порошков, гелевых капсул, капсул, аэрозолей и т.д., в ряде случаев с помощью га-
леновых форм или устройств, обеспечивающих пролонгированное и/или медленное высвобождение. Для 
этого типа состава могут быть преимущественно использованы такие агенты, как целлюлоза, карбонаты 
или крахмалы. 

Фармацевтические композиции по настоящему изобретению могут быть введены различными пу-
тями и в виде различных форм. Например, соединение(я) может(могут) быть введено(ы) через систем-
ный путь, перорально, парентерально, путем ингаляции, с помощью назального спрея, путем закапыва-
ния в нос или путем инъекции, например, внутривенно, внутримышечным путем, подкожным путем, 
трансдермальным путем, путем местного применения, внутриартериальным путем и т.д. 

Конечно, способ введения будет подобран к форме NTZ и/или тизаксонида в комбинации с одним 
или несколькими агонистом(ами) PPAR в соответствии с процедурами, хорошо известными специали-
стам в данной области техники. 

NTZ и/или тизаксонид в комбинации с одним или несколькими агонистом(ами) PPAR вводят в те-
рапевтически эффективном количестве. В контексте изобретения термин "эффективное количество" от-
носится к количеству соединения, достаточному для получения желаемого терапевтического результата. 

Частота и/или доза, относящаяся к введению, может быть подобрана специалистом в данной облас-
ти техники в зависимости от пациента, патологии, формы введения и т.д. Как правило, комбинация (на-
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пример, в форме фармацевтической композиции или составного набора) по настоящему изобретению 
может быть введена для лечения фиброзного заболевания в дозе для NTZ или аналога NTZ или агониста 
PPAR, такого как соединение формулы (I), или (II) или (III), составляющей от 0,01 до 4000 мг/день, на-
пример от 50 до 2000 мг/день и, в частности, от 100 до 1000 мг/день. 

Доза агониста(ов) PPAR в указанной комбинации может варьироваться в зависимости от самого 
агониста PPAR. Доза побирается к эффективности агониста PPAR. 

В предпочтительном варианте осуществления изобретения NTZ используют в комбинации с Эла-
фибранором в дозе, составляющей от 100 до 1000 мг/день (такой как 1000 мг/день) (в частности, от 20 до 
40 мг/день) для NTZ и от 80 до 120 мг/день для Элафибранора. 

В другом предпочтительном варианте осуществления активные ингредиенты вводят в виде одной 
или нескольких фармацевтической(их) композиции(ий) в форме таблеток, предназначенных для перо-
рального приема внутрь. 

Введение может осуществляться ежедневно или даже несколько раз в день, если это необходимо. 
Изобретение далее описано со ссылкой на следующие неограничивающие примеры. 

Описание фигур и таблиц 

Фиг. 1: Антифибротический эффект Элафибранора и Нитазоксанида в TGFβ-индуцированных 
hHSC 

Бессывороточные HSC предварительно инкубировали в течение 1 ч с Элафибранором (A) или Ни-

тазоксанидом (B) или Безафибратом (C) перед активацией с помощью профиброгенного цитокина TGFβ1 

(1 нг/мл). После 48 ч инкубации экспрессию α-ГМА измеряли с помощью ELISA. Полученные значения 

трансформировали в проценты ингибирования по сравнению с контролем TGFβ1. Данные представлены 

как среднее (из трех повторений) ±стандартное отклонение (SD). Обработку кривых и расчет половины 
максимальной ингибирующей концентрации (IC50) проводили с помощью программного обеспечения 
XLFit 5.3.1.3. 

Фиг. 2: Комбинация Элафибранора с Нитазоксанидом синергически ингибирует α-ГМА в TGFβ1-
индуцированных hHSC 

Комбинации тестировали в матричной форме "доза-эффект" и анализировали в соответствии с мо-
делью приращения над аддитивизмом по Блиссу (EOB). Готовили серии разведений Элафибранора (ряд) 
и Нитазоксанида (столбец), включая их соответствующие контроли ДМСО. Полученные смеси добавля-

ли к бессывороточным HSC за 1 ч до активации с помощью профиброгенного цитокина TGFβ1 (1 нг/мл). 

(A) Проценты ингибирования α-ГМА по сравнению с контролем TGFβ1 для всех пар комбинаций. Дан-
ные представлены в виде среднего из четырех повторений. (B) Показатели EOB рассчитывали, как опи-
сано в разделе "Материалы и методы". Любая пара соединений с положительным значением EOB счита-
лась синергетической (от светло-серого до черного). Общий показатель EOB, включающий все комбина-
ции, также рассчитывали. (C) Значения данных, полученные от пары синергетической комбинации, на-
носили на график, представленный в виде гистограммы. Данные представлены как среднее (из четырех 

повторений) ±стандартное отклонение (SD). Модель EOHSA использовали, как описано в разделе "Ма-
териалы и методы", для подтверждения синергизма выбранных пар комбинаций NTZ/ELA. 

Фиг. 3: Комбинация агонистов PPAR с Нитазоксанидом синергически ингибирует α-ГМА в TGFβ1-
индуцированные hHSC 

Комбинации тестировали в матричной форме "доза-эффект" и анализировали в соответствии с мо-
делью приращения над аддитивизмом по Блиссу (EOB). Готовили серии разведений Сароглитазара, Се-
ладельпара и Ланифибранора, и Нитазоксанида, включая их соответствующие контроли ДМСО. Полу-
ченные смеси добавляли к бессывороточным HSC за 1 ч до активации с помощью профиброгенного ци-

токина TGFβ1 (1 нг/мл). Рассчитывали проценты ингибирования α-ГМА по сравнению с контролем 

TGFβ1 для всех пар комбинаций. Показатели EOB рассчитывали, как описано в разделе "Материалы и 
методы". Любая пара соединений с положительным значением EOB считалась синергетической (от свет-
ло-серого до черного). 

(A) Сароглитазар (SARO) 
(B) Селадельпар (SELA) 
(C) Ланифибранор (LANI) 

Проценты ингибирования α-ГМА по сравнению с контролем TGFβ1, полученные из пары синерге-
тических комбинаций, наносили на график, представленный в виде гистограммы. Данные представлены 

как среднее (из четырех повторений) ± стандартное отклонение (SD). Модель EOHSA использовали, как 
описано в разделе "Материалы и методы", для подтверждения синергизма выбранных пар комбинаций. 

Фиг. 4: Содержание печеночного коллагена 
6-недельные мыши C57BL/6 получали контрольную диету (CSAA), диету CDAA+1% холестерина 

(CDAAc) или диету CDAAc, дополненную NTZ (30 или 100 мг/кг/день в течение 12 недель или Элафиб-
ранором (1 или 3 мг/кг/день), или комбинацией Элафибранора и NTZ (соответственно 1+30 мг/кг/день, 
1+100 мг/кг/день, 3+30 мг/кг/день и 3+100 мг/кг/день). 

Для каждого графика указывали точное количество доз воздействия. 
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После умерщвления определяли содержание печеночного коллагена. 
Фиг. 5: Процент фиброза печени 
6-недельные мыши C57BL/6 получали контрольную диету (CSAA), диету CDAA+1% холестерина 

(CDAAc) или диету CDAAc, дополненную NTZ (30 или 100 мг/кг/день в течение 12 недель или Элафиб-
ранором (1 или 3 мг/кг/день), или комбинацией Элафибранора и NTZ (соответственно 1+30 мг/кг/день, 
1+100 мг/кг/день, 3+30 мг/кг/день и 3+100 мг/кг/день). 

Для каждого графика указывали точное количество доз воздействия. 
После умерщвления определяли площадь фиброза печени. 

Фиг. 6: Экспрессия гена αГМА в печени 
Фиг. 7: Экспрессия гена CCR2 в печени 
Фиг. 8: Экспрессия гена CCR5 в печени 
Фиг. 9: Экспрессия гена Col1a2 в печени 
Фиг. 10: Экспрессия гена MMP2 в печени 
Фиг. 11: Экспрессия гена TIMP2 в печени 

Фиг. 12: Экспрессия гена TGFβ1 в печени 
Аббревиатуры, используемые на фигурах, в таблицах и в тексте: 
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Примеры 

Материалы и методы 

Соединения растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО, Fluka кат. № 41640). Нитазоксанид (IN-
TERCHIM кат. № RQ550U), Тизоксанид (INTERCHIM кат. № RP253), Ланифибранор (ARK PHARM кат. 
№ AK689102), Селадельпар (ARK PHARM кат. № AK689146) и Сароглитазар (CHEMEXPRESS кат. № 
YY-1997A) получали коммерческим путем. 

Культивирование hHSC 

Первичные звездчатые клетки печени человека (hHSC) (Innoprot) культивировали в среде STeCM 
(ScienCell кат. № 5301), в которую добавляли 2% фетальной бычьей сыворотки (FBS, ScienCell кат. № 
0010), 1% пенициллина/стрептомицина (ScienCell кат. № 0503) и добавку для роста звездчатых клеток 
(SteCGS; ScienCell кат. № 5352). Флаконы для культивирования клеток покрывали поли-L-лизином (Sig-
ma кат. № P4707) для лучшей адгезии. 

Получение композиций 

2-х компонентная комбинационная матрица (NTZ/Элафибранор) 
Для этих экспериментов составляли матрицу методом "шахматной доски". Исходные растворы 
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NTZ/Элафибранор серийно разводили в ДМСО в 5-точечной серии подряд (агонист PPAR Элафибранор) 
и в 6-точечной серии в колонке NTZ 96-луночного планшета или 384-луночного планшета. Впоследствии 

получали комбинационную матрицу 5×6 путем смешивания 1:1 всех концентраций отдельно взятого 
агента. Тестовые концентрации для каждого соединения выбирали на основании соответствующей IC50 

каждого соединения в качестве отдельно взятого агента, полученной путем измерения содержания α-

ГМА в модели HSC, стимулированной с помощью TGF-β1. 
Затем выбирали в 2 раза и в 4 раза более высокие и более низкие концентрации. 

Активация hHSC с помощью TGF-ββββ1 и лечение соединением 

Первичные звездчатые клетки печени человека (hHSC) (Innoprot) культивировали в стандартных 

условиях, как описано выше. Затем клетки высевали с плотностью 2×104 клеток/лунка в 96-луночные 

планшеты и 6500 клеток/лунка в 384-луночные планшеты для измерения α-ГМА с помощью ELISA. На 
следующий день клеточную культуральную среду удаляли и клетки промывали фосфатно-солевым бу-
фером (ФСБ) (Invitrogen кат. № 14190). hHSC депривировали в течение 24 ч в бессывороточной и не со-
держащей SteCGS среде. 

Для обработок с помощью NTZ, Элафибранора или других агонистов PPAR и соответствующих 
комбинаций NTZ/Элафибранора или агонистов PPAR, бессывороточные hHSC предварительно инкуби-

ровали в течение 1 ч с соединениями с последующим добавлением профиброгенных стимулов TGF-β1 
(PeproTech кат. № 100-21, 1 нг/мл) в бессывороточной и не содержащей SteCGS в течение дополнитель-
ных 48 ч. 

Иммуноферментный анализ (ELISA) αααα-ГМА 

Уровень α-ГМА измеряли с помощью сэндвич-варианта ELISA. Вкратце, лунки планшета ELISA 
сначала покрывали иммобилизованным антителом (мышиное моноклональное анти-ACTA2, Abnova) при 
4°C в течение ночи. После 3 промывок в ФСБ+0,2% Твин 20 в течение одного часа добавляли блоки-
рующий раствор, состоящий из ФСБ+0,2% БСА, после чего следовал еще один цикл промывки. Клеточ-
ные лизаты переносили в лунки для связывания с иммобилизованным антителом в течение 2 ч при ком-
натной температуре. После процедуры промывки добавляли идентифицирующее антитело (биотинили-
рованное мышиное моноклональное анти-ACTA2, Abnova) в течение 2 ч при комнатной температуре с 
последующим 3 промывками. Для обнаружения сначала применяли HRP-конъюгированный Стрептави-
дин (R&D Systems кат. № DY998) в течение 30 мин при комнатной температуре. После промывки добав-
ляли субстрат TMB для HRP (BD, № 555214) и инкубировали в течение 7 мин при комнатной температу-
ре в темноте. При окислении TMB образует водорастворимый синий продукт реакции, который стано-
вится желтым с добавлением серной кислоты (стоп-раствор), что позволяет точно измерять интенсив-
ность при 450 нм с использованием спектрофотометра. Проявленный цвет прямо пропорционален коли-

честву α-ГМА, присутствующему в лизате. 

Определение синергизма методом приращения по Блиссу (EOB) и подтверждение с помощью 

EOSHA (приращение над максимумом отдельно взятого агента) 

Значения, полученные в анализах ELISA αГМА, сначала трансформировали в проценты ингибиро-

вания по сравнению с контролем TGF-β1. Затем, используя эти проценты ингибирования, определяли 
EOB (приращение по Блиссу) для установления синергетического эффекта комбинаций лекарственных 
средств. Ожидаемый показатель аддитивизма по Блиссу (E) сначала определяли по формуле: 

E=(A+B)-(A×B), 
где A и B - процент ингибирования NTZ (A) и Элафибранора, Сароглитазара, Селадельпара или Ла-

нифибранора (B) в данной дозе. Разница между ожиданием по Блиссу и наблюдаемым ингибированием 
комбинированных NTZ/Элафибранора, Сароглитазара, Селадельпара или Ланифибранора в одной и той 
же дозе представляет собой показатель "приращение по Блиссу". 

Показатель "приращение по Блиссу"=0 указывает на то, что комбинированное лечение является ад-
дитивным (как и ожидалось для эффектов независимых путей воздействия); 

Показатель "приращение по Блиссу">0 указывает на активность, превышающую аддитивную (си-
нергизм); и 

Показатель "приращение по Блиссу"<0 указывает на то, что активность комбинации меньше адди-
тивной (антагонизм). 

Для комбинации NTZ+Элафибранор рассчитывали дополнительный общий показатель по Блиссу 
суммированием всех EOB. 
EOHSA является стандартной оценкой синергизма, используемой Управлением по надзору за качеством 
пищевых продуктов и лекарственных средств США (FDA) для оценки комбинаций лекарственных 
средств, и рассчитывается как разница эффекта, производимого комбинацией лекарственных средств, и 
наибольшего эффекта, производимого каждым из отдельно взятых агентов комбинации в тех же концен-
трациях, что и при комбинировании (Borisy с соавт., 2003). Для синергетических комбинаций, идентифи-
цированных методом EOB, экспериментальный % ингибирования наносили на график, представленный в 
виде гистограммы, и значимость наблюдаемых различий между NTZ/ELA и отдельно взятым агентом 
оценивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа ANOVA и ретроспективного нескоррек-



042720 

- 9 - 

тированного анализа методом наименьшей значимой разности по Фишеру (*: p<0,05; **: p<0,01;  

***: p<0,001). 
Оценка Элафибранора, Нитазоксанида и комбинации Элафибранор+Нитазоксанид в хронической 

модели CDAA+1% холестерина при фиброзном NASH (12 недель) 

План эксперимента 

Ограниченная L-аминокислотами диета с дефицитом холина (CDAA) не содержит холина, который 

необходим для β-окисления в печени и выработки липопротеинов очень низкой плотности, и, как пола-
гают, стимулирует гепатоциты накапливать жир и впоследствии вызывать повреждение клеток. Модель 
грызунов, индуцированная диетой CDAA, развивает фиброз в течение относительно короткого периода 
времени, что идеально подходит для быстрого изучения обратимости патологии NASH, особенно фибро-
за. 

Повышенное потребление холестерина ускоряет фиброз печени в нескольких мышиных моделях 
NASH. Обострение фиброза печени в основном включает накопление свободного холестерина в звездча-

тых клетках печени, что повышает чувствительность клеток к трансформирующему фактору роста β 

(TGFβ) и впоследствии усугубляет фиброз печени. 
В настоящем исследовании мы исследовали влияние нитазоксанида на фиброз печени у мышей 

C57Bl/6J, получавших диету CDAA, дополненную 1% холестерина. 
Профилактические эффекты отдельно взятого Элафибранора, отдельно взятого NTZ и их комбина-

ции оценивали в модели фиброзирующего NASH у мышей, получавших диету CDAA+1% холестерина. 
Самцы мышей C57Bl/6J в возрасте 6 недель получали контрольную диету (CSAA), диету CDAA+1% хо-
лестерина или диету CDAA+1% холестерина, дополненную Элафибранором 1 и 3 мг/кг/день, NTZ 30 и 
100 мг/кг/день или комбинированными лекарственными средствами (Элафибранор 1 и 3 мг/кг/день в со-
четании с NTZ 30 и 100 мг/кг/день) в течение 12 недель. 

Массу тела и потребление пищи контролировали дважды в неделю. В последний день лечения мы-
шей умерщвляли после 6-часового периода голодания. Печень быстро хирургически удаляли для биохи-
мических и гистологических исследований. 

Все манипуляции с животными выполняли в соответствии со стандартными протоколами и в соот-
ветствии со стандартными рекомендациями для правильного ухода и использования лабораторных жи-
вотных. 

Самцов мышей C57BL/6 в возрасте 6 недель кормили в течение 12 недель в соответствии с планом 
эксперимента, подробно приведенным в табл. 1. 

Таблица 1. План эксперимента 

 
Контролем служила диета CSAA. 
Некоторые мыши получали диету CDAAc. 
Некоторые мыши получали диету CDAAc, дополненную Элафибранором в дозе 1 или 3 мг/кг/день. 
Некоторые мыши получали диету CDAAc, дополненную NTZ в дозе 30 или 100 мг/кг/день. 
Некоторые мыши получали диету CDAAc, дополненную комбинацией Элафибранор+NTZ, в раз-

личных соотношениях: 1+30, 1+100, 3+30 и 3+100 мг/кг/день. 
Группу, соответствующую диете CDAAc, дополненной NTZ в дозе 30 мг/кг, также называют мы-

шами C57Bl/6J, получавшими диету CDAA+0,02% (мас./мас.) нитазоксанида, что соответствует теорети-
ческой дозе 30 мг/кг/день. 

Группу, соответствующую диете CDAAc, дополненной NTZ в дозе 100 мг/кг, также называют мы-
шами C57Bl/6J, получавшими диету CDAA+0,0667% (мас./мас.) нитазоксанида, что соответствует теоре-
тической дозе 100 мг/кг/день. 

Корм приобретали у компании Ssniff (Зоест, Германия). 

Нитазоксанид (см. стандартный образец в табл. 1) был включен Ssniff в диету CDAA+1% холе-
стерина в порошкообразной форме до необходимой дозы. 

Стандартный образец и номер партии нитазоксанида приведены в табл. 2. 
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Таблица 2. Стандартные образцы нитазоксанида 

 
Для каждой дозы выполняли расчет точных доз в соответствии со следующим примером. Это по-

зволяет учитывать точную дозу каждого продукта, который точно потреблялся каждой группой мышей. 
Расчет фактических лечебных доз: пример с 0,02% (мас./мас.) нитазоксанида 
Потребление пищи выражается в граммах пищи/грамм животного/день: 
0,02% нитазоксанида в рационе 
0,02 г соединения/100 г пищи=0,2 мг соединения/г пищи 
Фактическая доза соединения: 
0,2 мг соединения/грамм пищи/грамм животного/день 
(0,2 мг соединения/грамм пищи/грамм животного/день) х 1000=(0,2 мг соединения/грамм пищи/кг 

животного/день)=200 мг соединения/грамм пищи/кг животного в день 
Следовательно, умножая на 200 значение потребления пищи, выраженное в граммах пищи/граммы 

животного/день; Полученное значение соответствует фактической введенной дозе, выраженной в мг 
NTZ/кг животного/день. 

Таким же образом: 
Для дозы NTZ 0,00667% мас./мас. фактическую лечебную дозу получали путем умножения величи-

ны потребления пищи (граммов пищи/граммы животного/день) на 66,7. 
Для дозы NTZ 0,0667% мас./мас. фактическую лечебную дозу получали путем умножения величи-

ны потребления пищи (граммов пищи/граммы животного/день) на 667. 
Согласно расчету рассчитанные дозы в сравнении с планируемыми дозами приведены в следующих 

табл. 3 и 4. 
Таблица 3. Планируемые и рассчитанные дозы для каждого соединения в различных дозах 

 
Таблица 4. Планируемые и рассчитанные дозы для каждой комбинации в разных дозах 

 
Массу тела и потребление пищи регистрировали два раза в неделю на протяжении всего исследова-

ния. 
В конце периода лечения животных анестезировали изофлураном и отбирали образцы крови, как 

описано ниже. Затем животных умерщвляли путем смещения шейных позвонков и обезглавливали для 
удаления мозга и взвешивания. Печень также собирали и взвешивали. Часть печени фиксировали в 4% 
формалине, заливали в парафин и использовали для гистологических анализов. Оставшуюся печень бы-
стро замораживали в жидком азоте и хранили при -80°C до использования для дальнейших анализов. 

Забор крови производили на стадии умерщвления подопытного животного после 6-часового перио-
да голодания. Образцы крови изымали под анастезией посредством ретро-орбитальной пункции. Гепари-
новые пробирки, содержащие кровь, быстро центрифугировали (15 мин при 4000 об/мин/4°C) и собирали 
фракцию плазмы. Аликвоты плазмы хранили при -20°C до дальнейшего анализа.  

Биохимия плазмы 

Аланинаминотрансфераза (ALT) 

Концентрацию ALT в плазме определяли с использованием соответствующего набора Randox для 
автомата Daytona (Randox, кат. № AL 3801). Вкратце, ALT в образце плазмы ферментативно превращает 

α-оксоглутарат и L-аланин в L-глутамат и пируват. В присутствии NADH, образующийся пируват пре-
вращается лактатдегидрогеназой с образованием L-лактата и NAD+. Кинетика реакции изучена и позво-
ляет рассчитать уровень ALT в плазме. Результаты выражены в U/л. 

Аспартатаминотрансфераза (AST) 

Концентрацию AST в плазме определяли с использованием соответствующего набора Randox для 
автомата Daytona (Randox, кат. № AS 3804). Вкратце, AST в образце плазмы ферментативно превращает 

α-оксоглутарат и L-аспартат в L-глутамат и оксалоацетат. В присутствии NADH образующийся оксало-
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ацетат превращается малатдегидрогеназой с образованием L-малата и NAD+. Кинетика реакции изучена 
и позволяет рассчитать уровни AST в плазме. Результаты выражены в U/л. 

Гистология 

При умерщвлении подопытных животных образцы печени обрабатывали для гистологического ана-
лиза и исследовали следующим образом. 

Заливка тканей и изготовление срезов 

Срезы печени сначала фиксировали в течение 12 ч в 4% растворе формалина. Затем кусочки печени 
промывали 30 мин в ФСБ и дегидратировали в этанольных растворах (последовательные ванны с 70, 80, 
95 и 100% этанолом). Кусочки печени инкубировали в трех разных ваннах с ксилолом (Sigma-Aldrich 
кат. № 534056), а затем в двух ваннах с жидким парафином (60°C). Затем кусочки печени помещали на 

стеллажи, которые аккуратно заполняли Histowax, чтобы полностью покрыть ткань. 
Парафиновые блоки, содержащие кусочки ткани, удаляли со стеллажей и хранили при комнатной 

температуре. Блоки печени разрезали на кусочки по 3 мкм. 

Красное окрашивание пикросириусом 

Срезы печени депарафинизировали, регидратировали и инкубировали в течение 15 минут в раство-
ре 0,04% Fast Green FCF (Sigma-Aldrich, кат. № F7258) перед промывкой в ванне с 0,5% уксусной кисло-
той (Sigma-Aldrich, кат. № 695092). Затем срезы печени промывали в воде и инкубировали 30 мин в рас-
творе Fast Green FCF 0,04-0,1% сириуса красного (Direct Red 80, Fluka кат. № 43665) в насыщенной вод-
ной пикриновой кислоте (Sigma-Aldrich кат. № P6744). Затем срезы обезвоживали и заключали с исполь-
зованием среды CV Mount (Leica, кат. № 14046430011). 

Гистологические исследования 

Лаборант, не видящий источник каждого образца печени, проводил гистологические исследования. 
Виртуальные слайды создавали с использованием сканера Pannoramic 250 от 3D Histech. Используя про-
граммное обеспечение Quant Center (3D Histech, включая модули Pattern Quant и Histo Quant), количест-
венно определяли области окрашенного коллагена. Вкратце, Pattern Quant использовали для обнаруже-
ния ткани и измерения ее поверхности. Затем Histo Quant использовали для определения содержания 
окрашенного коллагена и измерения его поверхности на основе метода цветового порога. Площадь фиб-
роза затем выражали в процентах поверхности коллагена относительно всей ткани для каждого животно-
го. 

Определение стадии фиброза печени оценивали "слепым" методом, используя критерии фиброза 
CRN. 

Подробная информация о параметрах, количественной оценке/подсчете и количестве рассматри-
ваемых областей представлена в следующей табл. 5. 

Таблица 5. Критерии CRN для фиброза 

 

 
Статистический анализ 

Экспериментальные результаты выражали в виде среднего значения ± стандартное отклонение (SD) 
и наносили на график в виде гистограмм или кривых. Статистический анализ выполняли с использова-
нием Prism Version 7 следующим образом: 

Для измерений, выполняемых после умерщвления подопытного животного, сравнивали группы 

CSAA и CDAA+1% холестерина посредством t-критерия Стьюдента (#: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001) 

или посредством критерия Манна-Уитни ($: p<0,05; $$: p<0,01; $$$: p<0,001). Группы лечения сравнива-
ли с получающими диету CDAA+1% холестерина с помощью однофакторного дисперсионного анализа 
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ANOVA и ретроспективного нескорректированного анализа методом наименьшей значимой разности по 

Фишеру (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001). 

Измерение содержания печеночного коллагена 

Содержание коллагена в печени определяли с использованием соответствующего набора 
QuickZyme (анализ общего коллагена, кат. № QZB-totcol5). Анализ основан на обнаружении гидрокси-
пролина, который является непротеиногенной аминокислотой, находящейся главным образом в тройной 
спирали коллагена. Таким образом, гидроксипролин в гидролизатах ткани может быть использован в 
качестве прямой меры количества коллагена, присутствующего в ткани (без установления различия меж-
ду проколлагеном, зрелым коллагеном и продуктами распада коллагена). 

Полный гидролиз образцов ткани в 6 М HCl при 95°C требуется перед введением дозы гидрокси-
пролина. В результате анализа образуется хромоген с максимумом поглощения при 570 нм. Результаты 
выражены в мг коллагена/г печени. 

N-концевой пропептид проколлагена III (PIIINP) 

Концентрацию PIIINP в плазме определяли с использованием анализа ELISA от Cloud-Clone Corp 
(кат. № SEA573Ra) в соответствии с инструкциями производителя. Планшет для микротитрования пред-
варительно покрывают антителом, специфичным к PIIINP. Стандарты или образцы добавляют в соответ-
ствующие лунки планшета для микротитрования с биотин-конъюгированным антителом, специфичным к 
PIIINP. Затем в каждую лунку микропланшета добавляют авидин, конъюгированный с пероксидазой 
хрена (HRP), и инкубируют. После добавления раствора субстрата TMB только те лунки, которые со-
держат PIIINP, биотин-конъюгированное антитело и фермент-конъюгированный авидин, будут иметь 
изменение цвета. Реакцию фермент-субстрат завершают добавлением раствора серной кислоты, и изме-

нение цвета измеряют спектрофотометрически на длине волны 450 нм±10 нм. Концентрацию PIIINP в 
образцах затем определяют путем сравнения оптической плотности (OD) образцов со стандартной кри-
вой. Результаты выражены в пг/мл. 

Экспрессия генов 

Извлечение РНК 

Общую РНК печени выделяли с использованием набора Nucleospin 96 (Macherey Nagel) в соот-
ветствии с инструкциями производителя. 150 нг общей РНК подвергали обратной транскрипции в кДНК 
с использованием M-MLV-RT (обратная транскриптаза вируса лейкемии мышей Молони) (Invitrogen кат. 

№ 28025) в присутствии 1× буфера обратной транскриптазы (RT) (Invitrogen кат. № P/NY02321), 1 мМ 
ДТТ (Invitrogen кат. № P/NY00147), 0,5 мМ дНТФ (Promega), 200 нг pdN6 (Roche кат. № 11034731001) и 
40U ингибитора рибонуклеазы (Promega кат. № N2515). 

Затем проводили количественную ПЦР с использованием системы обнаружения ПЦР в режиме ре-

ального времени CFX96 Touch (Biorad). Вкратце, реакции ПЦР проводили в 96-луночных планшетах 

на 5 мкл 5×разбавленной смеси для обратной транскрипции с использованием набора iQ SYBR Green 
Supermix (Biorad кат. № 170887). Условия эксперимента представляли собой: 20 мкл объемной реакции и 
0,5 мкл каждого из обратных и прямых праймеров (10 пМоль). 
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Уровни экспрессии нормализовывали с использованием экспрессии гена GAPDH в качестве этало-

на. 
Для каждого гена строили стандартную кривую путем выбора лучших точек (по меньшей мере трех 

точек), чтобы эффективность реакции ПЦР была близка к 100%, а коэффициент корреляции был близок к 
1. Уровни экспрессии определяли с использованием уравнения стандартной кривой как для гена "до-
машнего хозяйства", так и целевого гена (с учетом эффективности специфической ПЦР каждого целево-
го гена). 

Результаты и выводы: 
Аномальная персистенция дифференцированных миофибробластов характерна для многих фиброз-

ных заболеваний. 
После повреждения печени покоящиеся HSC подвергаются процессу активации, который характе-

ризуется дифференцировкой в (α-ГМА)-позитивные миофибробласты. 

Было показано, что NTZ в монотерапии обеспечивает антифиброзную активность в TGFβ-
индуцированных hGSC (фиг. 1B). Поскольку известно, что NTZ быстро гидролизуется до своего актив-
ного метаболита тизоксанида (TZ) (Broekhuysen, Stockis с соавт., 2000), этот метаболит также оценивали 
на его антифибротическую активность в HSC. TZ показал профиль, аналогичный исходному лекарствен-
ному средству (данные не показаны). С другой стороны, некоторые агонисты PPAR, такие как Элафиб-

ранор, также показали антифибротический профиль в TGFβ-индуцированной модели HSC (фиг. 1A). 
Другие агонисты PPAR, такие как безафибрат, показали слабую активность, что позволяет предполо-
жить, что агонисты PPAR не являются эквивалентными в отношении их антифибротических свойств 
(фиг. 1C). 

Чтобы оценить, может ли комбинация Элафибранора с NTZ синергетически облегчать фиброз, экс-
перименты с комбинационными матрицами проводили в TSCF-индуцированных HSC. Вкратце, растворы 
NTZ и Элафибранора серийно разбавляли в формате "шахматной доски", составляя матрицу из 42 ком-
бинаций, охватывающую большую панель соотношений Элафибранора/NTZ. Синергия сначала опреде-
ляли путем расчета показателей "приращение по Блиссу". Эти эксперименты показали, что NTZ может 

синергически взаимодействовать с Элафибранором для снижения продукции α-ГМА в активированных 
HSC. Несколько комбинационных пар продемонстрировали показатель EOB более 10, что свидетельст-
вует о синергизме (фиг. 2B). 

Для подтверждения синергизма экспериментальные значения, соответствующие верхнему показа-
телю EOB, наносили на гистограмму (фиг. 2C). Эти графики показывают, что комбинация NTZ с Эла-
фибранором демонстрирует превосходящий антифиброзный эффект, который является статистически 
значимым по сравнению с наибольшим эффектом отдельно взятого агента (NTZ или Элафибранора). 
Наиболее впечатляющий пример представлен комбинационной парой NTZ в концентрации 0,6 мкМ и 
Элафибранора в концентрации 5 мкМ. Хотя NTZ практически не проявляет антифибротическую актив-

ность при 0,6 мкМ, добавление Элафибранора при 5 мкМ приводит к сильному снижению αГМА на 55%, 
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что намного сильнее, чем эффект, наблюдаемый только для отдельно взятых агентов. 
Чтобы оценить, может ли комбинация других агонистов PPAR, Сароглитазара, Селадельпара и Ла-

нифибранора с NTZ, синергетически облегчать фиброз, эксперименты с комбинационной матрицей так-

же проводили в TSC-β-индуцированных HSC и определяли показатель EOB. Для оценки синергизма 
комбинации NTZ с Сароглитазаром, Селадельпаром и Ланифибранором проверяли на антифиброзные 
свойства. Комбинация NTZ с Сароглитазаром, Селадельпаром или Ланифибранором продемонстрирова-

ла показатель EOB > 0, что свидетельствует о синергизме. Комбинация Сароглиатзара в концентрации 

2,5 мкМ и NTZ в концентрации 0,625 мкМ также приводит к сильному снижению αГМА на 52%, что 
намного сильнее, чем эффект, наблюдаемый для агентов в монотерапии (фиг. 3A). Комбинация Села-
дельпара в концентрации 20 мкМ и NTZ в концентрации 2,5 мкМ также приводит к сильному снижению 

αГМА на 72%, что намного сильнее, чем эффект, наблюдаемый для агентов в монотерапии (фиг. 3B). В 
меньшей степени комбинация Ланифибранора в концентрации 10 мкМ и NTZ в концентрации 1,25 мкМ 

имеет тенденцию быть значимой (p=0,06) для снижения продукции α-ГМА в активированных HSC по 
сравнению с NTZ (фиг. 3C). 

В заключение, заявитель обнаружил неожиданные антифибротические активности для комбинации 
соединения формулы (I) со специфическим агонистом(ами) PPAR. Эти результаты предполагают, что 
комбинация соединения формулы (I) с агонистом PPAR может быть синергетической и может обеспечи-
вать терапевтические преимущества при множественных типах фиброзных заболеваний. 

Применение по отношению к мышам диеты с дефицитом холина и дефицитом L-аминокислот 
(CDAA)+1% холестерина вызывает прогрессирующий фиброзный стеатогепатит, который патологически 
сходен с неалкогольным стеатогепатитом человека (NASH). 

Диета CDAA+1% холестерина, в частности, вызывает значительное увеличение печеночного колла-
гена, как показано на фиг. 4. 

Эта фигура также демонстрирует, что введение Элафибранора или NTZ в монотерапии снижает со-
держание печеночного коллагена. Снижение коллагена пропорционально введенной дозе Элафибранора 
или NTZ. 

Когда вводят комбинацию Элафибранора и NTZ, снижение продуцируемого коллагена больше, чем 
снижение, наблюдаемое для каждого соединения, взятого отдельно. 

Следовательно, имеет место синергетический эффект комбинации Элафибранора и NTZ на сниже-
ние выработки коллагена. Другими словами, наблюдается заметный антифиброзный эффект при комби-
нации Элафибранора и NTZ. 

Лучший эффект наблюдается для комбинации, содержащей Элафибранор в концентрации 2,8 мг/кг 
(мг на килограмм) и NTZ в концентрации 77,7 мг/кг, выраженный в рассчитанных дозах. 

На фиг. 5 представлены результаты, полученные с помощью гистологии, то есть определения пло-
щади фиброза, которую выражали в процентах поверхности коллагена ко всей ткани для каждого живот-
ного. 

Диета CDAA+1% холестерина, в частности, вызывает значительное увеличение процента фиброза. 
На фиг. 5 также показано, что введение Элафибранора или NTZ в монотерапии снижает процент 

фиброза. Снижение пропорционально введенной дозе Элафибранора или NTZ. 
Когда вводят комбинацию Элафибранора или NTZ, снижение процента фиброза больше, чем сни-

жение, наблюдаемое для каждого соединения, взятого отдельно. 
Следовательно, имеет место синергетический эффект комбинации Элафибранора и NTZ на сниже-

ние процента фиброза. Другими словами, наблюдается заметный антифиброзный эффект при комбина-
ции Элафибранора и NTZ. 

Лучший эффект наблюдается для комбинации, содержащей Элафибранор в концентрации 2,8 мг/кг 
(мг на килограмм) и NTZ в концентрации 77,7 мг/кг, выраженный в рассчитанных дозах. 

Фиг. 6-12 изображают экспрессию генов различных маркеров печеночного фиброза. Для всех мар-
керов диета CDAA+1% холестерина, в частности, вызывает значительное увеличение экспрессии генов. 

Можно также отметить, что введение Элафибранора или NTZ в монотерапии снижает уровень экс-
прессии различных генов. Снижение пропорционально введенной дозе Элафибранора или NTZ. 

Когда вводят комбинацию Элафибранора и NTZ, снижение экспрессии генов больше, чем сниже-
ние, наблюдаемое для каждого соединения, взятого отдельно. 

Следовательно, имеет место синергетический эффект комбинации Элафибранора и NTZ на сниже-
ние экспрессии генов различных маркеров печеночного фиброза. Другими словами, наблюдается замет-
ный синергетический антифиброзный эффект при комбинации Элафибранора и NTZ. 

В заключение, заявитель обнаружил неожиданную синергическую антифибротическую активность 
для комбинации соединения формулы (I) со специфическим агонистом(ами) PPAR. Эти результаты 
предполагают, что комбинация соединения формулы (I) с агонистом PPAR может быть синергетической 
и/или может иметь дополнительные эффекты, а также может обеспечивать терапевтические преимуще-
ства при множественных типах фиброзных заболеваний. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Фармацевтический комбинированный продукт, содержащий: 
(i) соединение, выбранное из группы, состоящей из нитазоксанида, тизоксанида и их фармацевти-

чески приемлемой соли; и 
(ii) по меньшей мере один агонист PPAR, выбранный из группы, состоящей из элафибранора, села-

дельпара, сароглитазара, ланифибранора и их фармацевтически приемлемой соли. 
2. Фармацевтический комбинированный продукт по п.1, содержащий: 
(i) соединение, выбранное из нитазоксанида, тизоксанида и их фармацевтически приемлемой соли; 

и 
(ii) Элафибранор или его фармацевтически приемлемую соль. 
3. Фармацевтический комбинированный продукт по п.1 или 2, где комбинированный продукт пред-

ставляет собой композицию, содержащую компоненты i) и ii) и фармацевтически приемлемый носитель. 
4. Фармацевтический комбинированный продукт по п.1 или 2, где комбинированный продукт пред-

ставляет собой набор частей, содержащих компоненты i) и ii) для последовательного, раздельного или 
одновременного применения. 

5. Фармацевтический комбинированный продукт по любому из пп.1-4, дополнительно содержащий 
по меньшей мере один терапевтически активный агент с известной антифибротической активностью, 
выбранный из ингибиторов пирфенидона или рецепторной тирозинкиназы (RTKI), таких как Нинтеда-
ниб, Сорафениб и другие RTKI, или блокаторов рецепторов ангиотензина II (AT1), или ингибиторов 

CTGF, или любого антифибротического соединения, чувствительного к препятствованию TGFβ и BMP-

активированных путей, включая активаторы латентного комплекса TGFβ, такие как MMP2, MMP9, 

THBS1, или интегрины клеточной поверхности, рецепторы TGFβ типа I (TGFBRI) или типа II (TGFBRII) 

и их лиганды, такие как TGFβ, Активин, ингибин, Нодаль, антимюллеров гормон, GDF или BMP, вспо-
могательные корецепторы (также известные как рецепторы типа III) или компоненты SMAD-зависимого 
канонического пути, включая регуляторные или ингибирующие SMAD-белки, или члены SMAD-
независимых или неканонических путей, включая различные ветви передачи сигналов MAPK, TAK1, 

Rho-подобные сигнальные пути GTPase, пути фосфатидилинозитол-3 киназы/AKT, TGFβ-
индуцированный процесс EMT, или канонические и неканонические сигнальные пути Hedgehog, вклю-
чая Hh-лиганды или гены-мишени, или любые члены WNT, или пути Notch, которые чувствительны к 

влиянию TGFβ. 
6. Фармацевтический комбинированный продукт по любому из пп.1-5, дополнительно содержащий 

по меньшей мере один терапевтически активный агент, выбранный из ингибиторов JAK/STAT и других 
противовоспалительных и/или иммунодепрессантных агентов. 

7. Фармацевтический комбинированный продукт по п.6, в котором терапевтически активный агент 
выбран из глюкокортикоидов, НПВП, циклофосфамида, нитрозомочевин, аналогов фолиевой кислоты, 
аналогов пурина, аналогов пиримидина, метотрексата, азатиоприна, меркаптопурина, циклоспорина, ми-
риоцина, такролимуса, сиролимуса, производных микофеноловой кислоты, финголимода и других моду-
ляторов сфингозин-1-фосфатных рецепторов, моноклональных и/или поликлональных антител против 
таких мишеней, как провоспалительные цитокины и провоспалительные рецепторы цитокинов, T-
клеточный рецептор и интегрины. 

8. Фармацевтический комбинированный продукт по любому из пп.1-7, в котором компоненты (i) и 
(ii) объединены в лекарственную форму в виде инъецируемой суспензии, геля, масла, пилюли, таблетки, 
суппозитория, порошка, капсулы, аэрозоля, мази, крема, пластыря или средства галеновых форм для 
пролонгированного и/или медленного высвобождения. 

9. Применение фармацевтического комбинированного продукта по любому из пп.1-8 в качестве ле-
карственного средства. 

10. Применение фармацевтического комбинированного продукта по любому из пп.1-8 в способе ле-
чения фиброзного заболевания. 

11. Применение по п.10, в котором фиброзное заболевание выбрано из группы, состоящей из фиб-
роза печени, почек, кожи, эпидермиса, эндодермы, мышц, сухожилий, хрящей, сердца, поджелудочной 
железы, легких, матки, нервной системы, яичек, яичников, надпочечников, артерий, вен, толстой кишки, 
кишечника (например, тонкого кишечника), желчных путей, мягких тканей (например, средостения или 
забрюшинного пространства), костного мозга, суставов и желудка, в частности фиброза печени, ЖКТ, 
легких, сердца, почек, мышц, кожи, мягких тканей, костного мозга, кишечника и суставов. 
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