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слідною групою і групою, де
для лікування використали
10%-ну метилурацилову мазь.

Висновки

Можна констатувати, що за-
пропонована композиційна су-
міш похідних γ-кротонолактону
та Zn-карнозину має виразні
антиексудативні властивостя-
ми та впливає на різні патофі-
зіологічні ланки запального про-
цесу в м’яких тканинах.

Протизапальний механізм дії
композиційної суміші здебіль-
шого пов’язаний із впливом на
циклогеназний комплекс мета-
болізму арахідонової кислоти.
Завдяки виразним антиокси-
дантним властивостям, компо-
зиційна суміш дозволяє посили-
ти нейтралізацію вільноради-
кальних продуктів перекисного
окиснення ліпідів клітинних
оболонок, які особливий синер-
гізм виявляють із такими медіа-
торами запалення, як проста-
гландини.

Саме у фазі дії простаглан-
динів спостерігалася найбіль-
ша антиексудативна активність,
яка сягала 31,39 %. Дещо ниж-
чою (23,4 %) ця активність була
в попередньому періоді, коли

головну роль у розвитку запа-
лення відіграють кініни. Також
можна констатувати відсутність
протизапального ефекту у ком-
позиційної суміші в початково-
му періоді на момент дії таких
медіаторів, як гістамін і серо-
тонін.

Встановлено, що досліджува-
на композиційна суміш також не
впливає на ліпоксигеназний ком-
плекс метаболізму арахідонової
кислоти, продуктами якого є такі
фактори, як лейкотрієни.

Виявлено, що запропонова-
на композиційна суміш суттєво
впливає на стійкість клітинних
мембран, інгібуючи їхню де-
струкцію. Антиексудативна ак-
тивність цього протинабряково-
го компонента сягає 24,69 %.

У порівняльному аспекті от-
римані експериментальні дані
дозволяють стверджувати, що
досліджувана композиційна су-
міш має не менші, а у наведе-
них вище періодах розвитку за-
палення — більші антиексуда-
тивні властивості, як такі су-
часні фармакологічні засоби
для лікування ранового проце-
су, як 10%-на метилурацилова
мазь і мазь «Офлакаїн-Дарни-
ця».
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У розробках препаратів для
імуноад’ювантної терапії зло-
якісних пухлин значну увагу
приділяють ліпосомальним за-
собам керованої доставки іму-
нотропних агентів в органи ре-
тикулоендотеліальної системи,

де відбуваються ключові ета-
пи диференціації й активації
клітин-ефекторів неспецифіч-
ної протипухлинної резистент-
ності [1]. Серед відомих сьо-
годні переважно ліпофільних
похідних мурамілдипептиду,

що впроваджуються для за-
стосування в лікуванні мета-
статичних уражень печінки та
легенів [2; 3], великий інтерес
викликає водорозчинний аналог
глюкозамінілмурамілдипептид
(ГМДП), який вирізняється ши-

УДК 615.015.032.415.234.001.6

О. В. Паршиков, О. В. Стефанов

НАГРОМАДЖЕННЯ В ОРГАНАХ
І ТКАНИННИХ МАКРОФАГАХ ЛІПОСОМАЛЬНОГО

ГЛЮКОЗАМІНІЛМУРАМІЛДИПЕПТИДУ
ПРИ ВНУТРІШНЬОВЕННОМУ ВВЕДЕННІ МИШАМ

Інститут фармакології та токсикології АМН України, Київ



ÎÄÅÑÜÊÈÉ ÌÅÄÈ×ÍÈÉ ÆÓÐÍÀË16

роким спектром біологічної ак-
тивності [4].

Як свідчать попередні дослі-
дження, ГМДП у ліпосомах при-
гнічує метастазування та моду-
лює функціональну активність
макрофагів у мишей з експери-
ментальними пухлинами [5].
Проте особливості фармако-
кінетики і питання оптимізації
та стабільності ліпосомальної
форми пептиду залишаються
не з’ясованими.

Мета роботи — досліджен-
ня нагромадження в органах-
мішенях і тканинних макрофа-
гах ГМДП у фосфатидилхолі-
нових ліпосомах після внутріш-
ньовенного введення здоровим
мишам.

Матеріали та методи
дослідження

Дослідження проводили на
мишах-самцях масою 18–20 г
лінії С57BL/6, утримуваних у
стандартних умовах. Тваринам
одноразово вводили в ретро-
орбітальний венозний синус
ГМДП у ліпосомах середнього
розміру (багатошарові ліпосоми
з середнім розміром 500 нм —
від 200 до 800 нм) у фізіологіч-
ному розчині (0,9%-й NaCl). Тва-
рин декапітували через 5 хв і
0,5; 1; 2; 6 год після введення
під легким ефірним наркозом,
дотримуючись положень «Єв-
ропейської конвенції по захис-
ту хребетних тварин, яких ви-
користовують в наукових цілях»
(Страсбург, 1986).

Процедура приготування лі-
посом з яєчного фосфатидил-
холіну (ЯФХ) та завантаження
їх ГМДП (ліпід/пептид, 50:1 за
вагою) містила спонтанну вези-
куляцію ліпідних плівок у фізіо-
логічному розчині, заморожу-
вання-розморожування (3 цик-
ли) й обробку ультразвуком
(2 хв, Fisher М 300, США) згідно
з методом [6].

Макрофаги з легень і селе-
зінки мишей виділяли шляхом
адгезії до пластику (1 год) після
інкубації гомогенату тканин у
чашках Петрі (35 мм, Corning,
США) при 37 °С у середовищі
RPMI 1640 із 5%-ї ембріональ-

ної сироватки корів (Sigma,
США). Купферовські клітини з
печінки виділяли за методом
[7]. Білок у зразках визначали
за методом Лоурі [8].

Для спостереження за ста-
більністю та розподілом в орга-
нах і клітинах ліпосомального
ГМДП використовували метод
подвійної ізотопної мітки. Радіо-
активну похідну ГМДП-125I, син-
тезовану за методом [9], дода-
вали до нерадіоактивного пеп-
тиду при відтворенні загальної
дози (50 мкг/кг, 1·107 імп/хв/кг).
До складу ліпосом із ЯФХ до-
давали холестеринолеат-14С
(ХО-14С, Amersham, Англія) як
ліпідну мітку (1·106 імп/хв/кг від-
повідно).

Зразки біологічних тканин
розчиняли та знебарвлювали
шляхом інкубації при 54 °С у
суміші солюбілізатора Protosol
(NEN, США) та перекису бен-
зоїлу (Koch-Light, Англія) і пе-
реносили у флакони з сцинти-
ляційною рідиною ЖС 107 (Ро-
сія). Вимірювання радіоактив-
ності підготовлених зразків тка-
нин і клітин проводили на рі-
динному сцинтиляційному β-лі-
чильнику РакБета 1219 «Спект-
рал» (Turku, Фінляндія) в ре-
жимі одночасної реєстрації у
двох діапазонах енергетично-
го спектра («вікнах» для 14С та
3Н) з урахуванням гасіння зов-
нішнього стандарту [10].

У роботі використовували
яєчний фосфатидилхолін (ЗАТ
«Біолек», Харків). Синтетичний
ГМДП і похідні для синтезу
ГМДП-125I були надані Т. М. Анд-
роновою (Інститут біоорганічної
хімії ім. М. М. Шемякіна і Ю. А.
Овчинникова РАН, Москва).

Статистичну обробку отри-
маних результатів проводили
за допомогою комп’ютерної про-
грами Origin 6.1 і MS Excel.

Результати дослідження
та їх обговорення

Результати дослідження на-
явності радіоактивної речови-
ни (ліпідної та пептидної мітки,
співвідношення 14С/125I) у кро-
ві мишей після одноразового
внутрішньовенного введення

ГМДП-125I в ЯФХ ліпосомах-14С
представлені в табл. 1. Уже на
5-й хвилині після введення пи-
томий вміст ліпідної мітки —
(33,0±4,2) % дози/мл — був
більшим за такий для пептид-
ної мітки — (12,4±2,5) % до-
зи/мл. Рівень наявності радіо-
активної речовини зі складу
мембрани ліпосом (30–40 % до-
зи/мл) залишався відносно ста-
лим протягом 60 хв, а потім
знижувався в 2–3 рази. Водно-
час вміст пептидної мітки не-
впинно знижувався, а співвід-
ношення 14С/125I сягало 10,3
через 6 год. Принципові від-
мінності в термінах розподілу і
виведення ліпідної та пептид-
ної мітки вказують на загальну
тенденцію до прискореної елі-
мінації з крові пептиду (ГМДП-
125I та метаболітів) порівняно з
його ліпосомальним носієм.

Відкладені зміни рівня ліпід-
ної мітки в кровотоці на фоні
зменшення вмісту пептидної
мітки доцільно розглядати як
наслідки тимчасової затримки
та структурної трансформації
ліпосом в органах-мішенях [1].
На підтвердження цього припу-
щення свідчать дані, подані в
табл. 2, щодо розподілу ліпід-
ної та пептидної мітки в леге-
нях, селезінці та печінці тварин
після одноразового внутрішньо-
венного введення ГМДП-125I в
ЯФХ ліпосомах-14С.

Таблиця 1
Зміни питомого вмісту

ГМДП-125I та ЯФХ
ліпосом-14С у крові мишей

після одноразового
внутрішньовенного введення,
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У легенях на 5-й хвилині піс-
ля введення питомий вміст
пептидної мітки — (21,7±1,6) %
дози/г — вірогідно перевищу-
вав рівень ліпідної мітки —
(12,9±1,3) % дози/г. В інтервалі
до 120 хв наявність ліпідної
мітки залишалася на відносно
сталому рівні (близько 10 %
дози/г), а питомий вміст пептид-
ної мітки істотно знижувався (у
4–5 разів). Надалі, через 6 год
після введення, спостерігало-
ся помірне зниження рівня
ліпідної мітки (до 7 % дози/г) та
виразне падіння вмісту пептид-
ної мітки (до 1,2 % дози/г), що
відображено в зростанні спів-
відношення 14С/125I до 5,6.

У селезінці диспропорція в
нагромадженні пептидної (69,6±
±5,3) % дози/г та ліпідної мітки
(12,0±6,1) % дози/г на 5-й хви-
лині після введення була ви-
разнішою, ніж у легенях. Вміст

ліпідної мітки через 6 год збері-
гався на сталому рівні, хоча
поволі зростав до 60-ї хвилини
— (25,2±3,4) % дози/г. Питомий
вміст пептидної мітки різко зни-
жувався на 30-й хвилині та за-
лишався незмінним (близько
20 % дози/г) протягом 2 год. За
6 год вміст пептидної мітки в
органі знижувався в 10 разів від
початкового рівня, а співвід-
ношення 14С/125I залишалося
близьким до 1, відповідно, по-
казника вихідного складу ліпо-
сомальної форми пептиду.

У печінці найбільш масова-
не і рівномірне накопичення
ліпідної — (60,3±7,4) % дози/г
— та пептидної мітки (50,9±
±6,2) % дози/г спостерігалося
на 5-й хвилині після введення.
За 6 год вміст ліпідної мітки в
органі знижувався в 2,4 разу,
а рівень пептидної мітки — у
10,8 разу від початкового, що
супроводжувалося відповід-
ним зростанням співвідношен-
ня 14С/125I до 5,4.

Загалом, отримані дані вка-
зують на те, що характер біо-
розподілу ліпосомального
ГМДП-125I прямо залежав від
стабільності носія. Диспропор-
ційне зменшення вмісту пептид-
ної мітки порівняно з ліпідною
в крові та органах тварин може
відбуватися за рахунок вивіль-
нення пептиду з ЯФХ ліпосом,
яке становить до 90 % за 6 год.

Враховуючи відмінності фар-
макокінетики та біологічної ак-
тивності мурамілпептидів у віль-
ному стані та ліпосомальній
формі [3; 11], слід зазначити,
що вивчення кінетичного про-
філю подвійної радіоактивної
мітки дозволило спостерігати
не тільки за виходом речовини
з об’єму внутрішньої водної по-
рожнини ліпосом під впливом
білків крові та фагоцитів моно-
цитарно-макрофагальної сис-
теми [6], але й визначити особ-
ливості доступу до певних ор-
ганів і клітин. Зокрема, коливан-
ня рівня нагромадження ра-
діоактивної речовини в легенях
і печінці до певної міри допов-
нювали картину, яка спостері-
галася в крові. Водночас роз-
поділ радіоактивної речовини в

селезінці характеризує здат-
ність органа [12] до вибіркової
затримки ліпосом, які за розмі-
ром (об’ємом) перевершували
середній показник (500 нм) для
гетерогенної суспензії ліпосом
(від 200 до 800 нм), використо-
вуваної для введення твари-
нам. Тимчасова затримка в ор-
ганах ліпосом із вищим вмістом
ГМДП-125I відповідно спричи-
нювала суттєве підвищення
рівня наявності пептидної мітки
по відношенню до ліпідної в
селезінці (протягом 6 год) і ле-
генях (5 хв).

Разом із вивченням розподі-
лу радіоактивної речовини в
органах тварин було виявлено,
що питомий вміст ліпідної та пеп-
тидної мітки в ізольованих тка-
нинних макрофагах перевищує
в 5–50 разів показники для ви-
хідних гомогенатів тканин. Ре-
зультати визначення вмісту лі-
підної та пептидної мітки в мак-
рофагах із легенів, селезінки та
печінки мишей, подані в табл. 3,
підтверджують можливості до-

Таблиця 2
Розподіл в органах мишей

ГМДП-125I в ЯФХ
ліпосомах-14С,

% від введеної дози/г,
M±m, n = 6–8
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4 С

Легені

5 21,7±1,6 12,9±1,3 0,6
30 5,2±0,4 11,2±1,2 2,1
60 4,3±0,3 9,5±1,2 2,2
120 4,4±0,3 9,2±0,8 2,1
360 1,2±0,2 7,0±0,6 5,6

Селезінка

5 69,6±5,3 12,0±6,1 0,2
30 21,2±2,4 18,8±2,7 0,9
60 24,3±2,5 25,2±3,4 1,0
120 20,4±5,6 20,2±2,7 1,0
360 5,8±0,7 8,8±0,7 1,5

Печінка

5 50,9±6,2 60,3±7,4 1,2
30 17,9±2,2 42,3±3,1 2,4
60 11,1±1,4 32,1±2,6 2,9
120 12,1±2,9 30,7±5,2 2,5
360 4,7±0,3 25,3±2,3 5,4

Таблиця 3
Нагромадження

макрофагами з легенів,
селезінки і печінки мишей

ГМДП-125I в ЯФХ
ліпосомах-14С, % від введеної
дози/мг білка, M±m, n = 3–4
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Легеневі макрофаги

30 1,42±0,13 1,19±0,14 0,8
60 1,29±0,12 0,78±0,16 0,6
360 1,64±0,20 0,13±0,04 0,1

Селезінкові макрофаги

30 1,03±0,08 0,62±0,07 0,6
60 1,75±0,20 0,76±0,10 0,4
360 1,16±0,14 0,39±0,05 0,3

Печінкові макрофаги

30 0,42±0,03 0,21±0,02 0,5
60 0,65±0,05 0,38±0,02 0,6
360 0,84±0,09 0,47±0,05 0,6
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ставки ГМДП-125I за допомогою
ЯФХ ліпосом-14С безпосеред-
ньо в ці клітини.

У легеневих макрофагах
вміст пептидної мітки перебу-
вав на сталому рівні (близько
1,5 % дози/мг білка), а вміст
ліпідної мітки з часом знижував-
ся. У клітинах, ізольованих про-
тягом часу від 30 хв до 6 год,
співвідношення 14С/125I зміню-
валося від 0,8 до 0,1. У макро-
фагах селезінки вміст пептид-
ної мітки також перевершував
рівень ліпідної мітки, а спів-
відношення 14С/125I зменшува-
лося від 0,6 до 0,3 за 6 год.
Макрофаги печінки через 30 хв
після введення ліпосомально-
го пептиду нагромаджували ра-
діоактивну речовину меншою
мірою, ніж клітини легенів і се-
лезінки. З часом питомий вміст
ліпідної та пептидної мітки в
клітинах печінки збільшувався
при сталому рівні співвідно-
шення 14С/125I — 0,6.

Характерною особливістю
процесу поглинання радіоак-
тивної речовини тканинними
макрофагами є те, що співвід-
ношення 14С/125I в клітинах пе-
реважно змінювалося в зворот-
ному напрямку порівняно з роз-
біжностями в рівні наявності
ліпідної та пептидної мітки, які
попередньо спостерігалися в
органах. Ця тенденція до на-
громадження клітинами пеп-
тидної мітки узгоджується з да-
ними про наявність у макрофа-
гах великої кількості місць спе-
цифічного зв’язування мура-
мілпептидів, враховуючи цито-
плазматичні PRR рецептори (pa-
tern recognition receptors) і гіс-
тон Н1 [4; 9]. З іншого боку, від-
носно низький рівень ліпідної
мітки в макрофагах вірогідно
зумовлений тим, що наванта-
ження ліпосомальними ліпіда-
ми підвищує інтенсивність лі-
підного метаболізму, пришвид-
шує обмін ліпідного складу мем-
бран [7] і, відповідно, позначаєть-
ся на тривалості вивільнення
ліпідної мітки фагоцитами.

Таким чином, затримка ЯФХ
ліпосом в органах тварин і на-
громадження ГМДП тканинни-

ми макрофагами створює на-
лежні передумови для розвит-
ку захисної реакції системи не-
специфічної протипухлинної ре-
зистентності, пов’язаної з акти-
вацією численних ефекторних
функцій резидентних і залуче-
них макрофагів у органах-міше-
нях. Тому наступним кроком на
шляху до розкриття фармако-
логічного потенціалу запропо-
нованої форми імуномодулято-
ра є дослідження спільної дії
ліпосом і пептиду на функціо-
нальну активність макрофагів.

Висновки

1. При перебуванні у крово-
тоці та розподілі в органах ми-
шей стабільність ЯФХ ліпосом,
завантажених ГМДП-125I, посту-
пово знижується, що може су-
проводжуватися виходом до
90 % пептиду з носія за 6 год.

2. Тривала затримка ліпосо-
мального ГМДП-125I у легенях,
селезінці та печінці тварин при-
зводить до поглинання пепти-
ду тканинними макрофагами.
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