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Аннотация
Цель. Исследовать острую токсичность соединения АХ-554 при внутрижелудочном 
введении, а также определить его эффективные цитотоксические концентрацию и дозу.

Материалы и методы. Исследование выполнено на 76 нелинейных белых лабора-
торных мышах обоего пола весом 18–22 г, 150 мышах-самцах лини C57BL/6, культуре 
опухолевых клеток LCC. Острая токсичность 4-алкил-замещенного соединения АХ-554 
в виде гранулята таблеточной массы изучена при внутрижелудочном введении с ана-
лизом результатов по Литчфилду и Уилкоксону. Эффективная доза вещества опреде-
лена в сингенной опухолевой модели на мышах-самцах C57Bl/6 с перевитой карцино-
мой легкого Льюис, эффективная концентрация — в культуре опухолевых клеток.

Результаты. Исследование острой токсичности АХ-554 при внутрижелудочном введе-
нии в виде гранулята таблеточной массы показало, что оно является нетоксичным ве-
ществом. В диапазоне доз от 21,2 до 384 мг/кг АХ-554 подавляет рост опухоли у мышей 
с сингенной карциномой легкого от 20 до 90%, при этом высшая терапевтическая доза 
превышает минимально действующую более чем в 18 раз. Полученная закономерность 
сохраняется и при использовании АХ-554 в культуре опухолевых клеток. Результаты 
исследования могут быть использованы при создании лекарственного средства на 
основе соединения АХ-554.

Заключение. Производное 2-амино-4Н-хромена АХ-554 обладает оптимальным про-
филем безопасности, поскольку является нетоксичным веществом с большой широтой 
противоопухолевого действия.
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дочное введение, широта противоопухолевого действия, карцинома легкого Льюис
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Abstract
The aim was to investigate the acute toxicity of the AX-554 compound following its intragastric 
administration, as well as to determine the effective cytotoxic concentration and dose of this 
preparation.

Materials and methods. The study was performed using 76 nonlinear white laboratory mice of 
both sexes weighing 18–22 g, 150 male mice of C57BL/6 line and LCC tumour cell culture. The 
acute toxicity of the AX-554 4-alkyl-substituted compound in the form of granulated pellet mass 
was studied following its intragastric administration, with the results being analysed according 
to Litchfield and Wilcoxon. The effective dose of the substance was determined using a syn-
geneic tumour model in C57Bl/6 male mice with inoculated Lewis lung carcinoma. The effective 
concentration of the compound was determined in a tumour cell culture. 

Results. Our study of the acute toxicity of AH-554 after its intragastric administration in the 
form of granulate tablet mass have confirmed AH-554 to be a non-toxic substance. In doses 
ranging from 21.2 to 384 mg/kg, AH-554 is observed to suppress tumour growth in mice with 
syngeneic lung carcinoma at a level from 20 to 90%, with the highest therapeutic dose exceed-
ing the minimum effective one by more than 18 times. This pattern is also observed when AH-
554 is applied in the culture of tumour cells. The results of this study can be used for developing 
a pharmaceutical based on the AH-554 compound.

Conclusion. The AH-554 compound, 2-amino-4H-chromene derivative, is characterized by 
an optimal safety profile due its low toxicity and a wide range of anti-tumour action.

Keywords: 2-amino-4H-chromene compound, acute toxicity, intragastric administration, wide-
range anti-tumour activity, Lewis lung carcinoma
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Введение
Одним из наиболее существенных обсто-

ятельств, ограничивающих клиническое ис-
пользование противоопухолевых лекарствен-
ных средств, является их высокая токсичность 
и  малая широта терапевтического действия. 
Недостаточная безопасность химиопрепаратов 
диктует необходимость поиска новых фарма-
кологических средств, подходов, позволяющих 
обеспечивать высокую активность и хорошую 
переносимость при курсовом введении. Од-
ним из перспективных классов веществ с не-
большой прямой цитотоксической активностью, 
селективно подавляющих синтез структурного 
онкогена в опухолевых клетках — тубулина-бе-
та класса 3 [1], а также ингибирующих внутри-
клеточные рецепторные киназы [2], являются 
производные 2-амино-4Н-хроменов [3].

В нашей стране разработана экономически 
обоснованная химическая технология полу-
чения веществ рассматриваемой химической 
природы с высокой степенью выхода конеч-
ного продукта [4]. Одним из достоинств пред-
ставителей 2-амино-4Н-хроменов является 
их высокая биодоступность при энтеральном 
применении, что открывает широкие перспек-
тивы для создания пероральной лекарствен-
ной формы.

Цель работы: исследовать острую токсич-
ность 4-алкил-замещенного соединения класса 
аминохроменов АХ-554 при внутрижелудочном 
введении, а также определить эффективные 
цитотоксические концентрацию и дозу в аспек-
те изучения безопасности его применения.

Материал и методы
Исследование выполнено в соответствии 

с этическими требованиями к работе с экспе-
риментальными животными  — Федеральным 
законом «О защите животных от жестокого 
обращения» от 01.01.1997 и приказом Мини-
стерства здравоохранения Российской Феде-
рации от 01.04.2016 №199н «Об утверждении 
правил надлежащей лабораторной практики», 
ГОСТ 33216-2014 «Руководство по содержа-
нию и  уходу за лабораторными животными; 
правилами содержания и ухода за лаборатор-
ными грызунами и кроликами», введенными 

в действие 01.07.2016 и одобренными Локаль-
ным этическим комитетом при ФГБОУ ВО «МГУ 
им. Н.П. Огарева».

Работа выполнена на 76 нелинейных белых 
лабораторных мышах обоего пола весом 18–
22 г, полученных из филиала «Андреевка» ФГ-
БУН НЦБМТ ФМБА России, 150 мышах-самцах 
линии C57BL/6, полученных из питомника SPF-
лабораторных животных  — филиала ФГБУН 
Института биоорганической химии им. акаде-
миков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова Рос-
сийской академии наук (г. Пущино), а также на 
культуре опухолевых клеток карциномы легкого 
Льюис (LLC).

Использовали гранулят таблеточной мас-
сы (готовая лекарственная форма) вещества 
АХ-554 производства АО «ВНЦ БАВ» (Россия). 
В опытах in vivo гранулят вводили животным 
через зонд G24 в 2% крахмальном геле. При 
исследовании на культуре клеток применяли 
субстанцию АХ-554 (чистота 98,56%) того же 
производителя.

Острая токсичность АХ-554 изучена при од-
нократном внутрижелудочном введении не-
линейным белым лабораторным мышам (по 
6  особей обоего пола в группе) в диапазоне 
доз от 1000 до 7500 мг/кг. Индивидуальный 
объем вводимой дозы для каждого животного 
рассчитывался исходя из значения массы тела 
и корректировался после каждого взвешива-
ния. Наблюдение за животными проводили 
в течение 14 суток после введения. О токсич-
ности соединений судили по гибели животных 
и общей картине интоксикации. Расчет пока-
зателей ЛД100, ЛД50, а также доверительного 
интервала проводили методом Литчфилда 
и Уилкоксона в соответствии с действующими 
методическими рекомендациями [5, 6].

Эффективную дозу вещества определяли на 
сингенной опухолевой модели — LLC из банка 
опухолевых штаммов ФГБУ «Национальный ис-
следовательский медицинский центр онкологии 
им. Н.Н. Блохина» Минздрава России. Модель 
воспроизводили трехступенчатой перевивкой 
клеток опухолевого штамма [7]. Эффективную 
дозу определяли в соответствии с международ-
ными рекомендациями [8].

For citation: Dudina M.O., Blinova E.V., Moiseeva I.Ya., Samyshina E.A., Suslova I.R., Bli-
nov D.S. On the Question of the Safety of a 4-Alkyl-Substituted Compound with Anti-Tumour 
Action. Kubanskii Nauchnyi Meditsinskii Vestnik. 2019; 26(1): 101–107. (In Russ., English ab-
stract). https://doi.org/10.25207/1608-6228-2019-26-1-101-107
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Эффективные концентрации фармацевтиче-
ской субстанции АХ-554 определяли в культуре 
клеток LLC при 72-часовой инкубации в среде 
с добавлением АХ-554 в диапазоне концен-
траций от 10–9 до 10–3 М на основе анализа со-
держания лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в среде 
культивирования методом количественного 
иммунофлуоресцентного анализа с использо-
ванием исследовательского диагностического 
набора ЛДГ-2 производства «Ольвекс Диагно-
стикум» (Россия).

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили методами вариационной 
статистики с использованием дисперсионного 
и пробит-анализа [9], а также пакета программ 
по статистике SPSS.

Результаты и обсуждение
При внутрижелудочном введении ЛД50 гра-

нулята таблеточной массы АХ-554 составила 
5228±115 мг/кг, следовательно, вещество отно-
сится к 4 классу токсичности и опасности — не-
токсичным соединениям [10].

Для определения диапазона эффективных 
противоопухолевых доз АХ-554 были исполь-
зованы дозы, составляющие 0,25, 0,5, 1, 2,5, 
5, 7,5 и 10% от показателя ЛД50 при внутриже-
лудочном введении мышам. Для каждой дозы 
выявляли максимальный противоопухолевый 
эффект по индексу торможения роста опухоли 
(ТРО) на 7 сутки после прекращения введения 
вещества. С помощью построения графика 
«доза — эффект» (рис. 1) определяли эффек-

тивные дозы (effective dose) ЕД20, ЕД50 и EД90, 
вызывающие ТРО на 20, 50 и 90% соответ-
ственно.

При вычислении эффективных доз готовой 
лекарственной формы АХ-554 ЕД20 состави-
ла 21,2 мг/кг, ЕД50 — 137,6 мг/кг, в то время как 
ЕД90 — 384,0 мг/кг.

Следовательно, для дальнейшего доклини-
ческого исследования специфической проти-
воопухолевой активности и механизмов ан-
тибластомного действия АХ-554 необходимо 
использовать следующие дозы: минималь-
но-действующая  — 21,2 мг/кг, среднетерапев-
тическая  — 137,6 мг/кг и высшая терапевти-
ческая — 384,0 мг/кг. Поскольку доза 384 мг/кг 
соответствует 7,68% от показателя ЛД50, опре-
деленного для данного пути введения у мышей, 
она соответствует условиям, согласно которым 
высшая терапевтическая доза не должна пре-
вышать 10% от показателя ЛД50 [7].

При расчете терапевтических индексов (ТИ20, 
ТИ50 или ТИ90 как соотношение соответству-
ющих летальной и эффективной доз) АХ-554 
нами были получены следующие показатели: 
94,3, 36,3 и 23,4 соответственно (рис. 2). На 
основании полученных данных можно судить 
о широте терапевтического действия исследу-
емого соединения: в частности, значение выс-
шей терапевтической дозы в 18 раз превышает 
показатель минимально действующей дозы.

Исследование эффективных концентра-
ций фармацевтической субстанции АХ-554 
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Рис. 1. Кривая «доза — эффект» (по значению индекса ТРО) на 7 сутки после завершения внутрижелу-
дочного введения АХ-554 в диапазоне доз от 0,25 до 10% от ЛД50 мышам C57Bl6 с LLC.
Fig. 1. “Dose — effect” curve (according to TGI index value) on the 7th day after the completion of the intragastric 
administration of AH-554 in a dose ranging from 0.25 to 10% of LD50 in C57Bl6 mice with LLC.
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определено в культуре клеток LLC при их ин-
кубировании в среде с добавлением фарма-
цевтической субстанции АХ-554 в семи кон-
центрациях: 10–3, 10–4, 10–5, 10–6, 10–7, 10–8, 10–9 

М. По результатам in vitro исследований были 
вычислены показатели ЭК20, ЭК50 и ЭК90 — рас-
четные концентрации, вызывающие гибель 20, 
50 и 90% клеточной популяции в культуре со-
ответственно (рис. 3, 4).

При вычислении показателей ЭК20, ЭК50 и ЭК90 
нами были получены следующие результаты 
(рис. 4): 10–8, 2×10–7 и 10–4 М.

Таким образом, диапазон эффективных 
цитотоксических концентраций АХ-554 в отно-
шении опухолевых клеток карциномы легкого 
Lewis находится в пределах от 10–9 до 10–4 М, 
при этом средняя эффективная концентрация 
составляет 2×10–7 М, что сопоставимо с кон-
центрациями фармацевтической субстанции 
вещества в плазме крови и легочной ткани при 
ее внутрижелудочном введении нелинейным 
мышам в ЕД20, ЕД50 и ЕД90 и внутривенном вве-
дении в ЕД50 в рамках проведения фармакоки-
нетических исследований фармацевтической 
субстанции.
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Рис. 3. Кривая «концентрация — эффект» (по значению % гибели клеток культуры LLC при ее 24-часо-
вом инкубировании с фармацевтической субстанцией АХ-554 в диапазоне концентраций от 10-9 до 10-3 М.
Fig. 3. “Concentration — effect” curve (by the value of cell death % of LLC culture during its 24-hour incubation with 
AX-554 in the concentration range from 10-9 to 10-3 M. 

Рис. 2. Значения терапевтических индексов на 7 сутки после завершения внутрижелудочного введе-
нии АХ-554 в диапазоне доз от 0,25 до 10% от ЛД50 мышам C57BL6 с LLC.
Fig. 2. Therapeutic index values on the 7th day after the completion of the intragastric administration of AH-554 in 
a dose ranging from 0.25% to 10% of LD50 in C57Bl6 mice with LLC.
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Полученные результаты свидетельствуют 
о  том, что АХ-554 в виде готовой лекарствен-
ной формы и фармацевтической субстанции 
обладает оптимальным профилем безопасно-
сти, характеризующимся крайне низкой острой 
токсичностью, большой широтой терапевтиче-
ского действия и  высокой противоопухолевой 
активностью в отношении сингенной опухоли 
легких мышей.

Выводы
1.	Лекарственная форма 4-алкил-замещенно-

го производного 2-амино-4Н-хромена в виде 
гранулята таблеточной массы при внутриже-

лудочном введении является практически 
нетоксичной.

2.	Вещество АХ-554 в диапазоне доз от 21,2 до 
384 мг/кг и концентраций от 10–9 до 10–4 М по-
давляет соответственно рост опухоли в мо-
дельной системе у мышей и вызывает гибель 
злокачественных клеток карциномы легкого 
Льюиса (в опытах in vitro от 20 до 90%).

3.	Высшая терапевтическая доза АХ-554 
превышает минимально действующую 
более чем в 18 раз, что свидетельствует 
о  большой широте терапевтического дей-
ствия вещества.
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