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форма; ГПП-1 – глюкагоноподобный пептид-1 человека; ГЭБ – гематоэнцефалический барьер; ЛО – ложнооперированные жи-
вотные; ЛС – лекарственное средство; НВ пептид − гепарин-связывающий пептид; ОЛ – обонятельные луковицы; рмГПП-1 – 
рекомбинантный модифицированный глюкагоноподобный пептид-1 человека; СД2 – сахарный диабет типа II; ТТГ – тест на 
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Для лечения сахарного диабета типа II разработан оригинальный препарат Глипин, активным 
фармацевтическим ингредиентом которого является полностью биосинтетический рекомбинантный 
модифицированный глюкагоноподобный пептид-1 человека (рмГПП-1), получаемый в процессе 
биосинтеза в клетках E. coli. Помимо целевого пептида ГПП-1, содержащего известную замену 
Ala8Gly, белок рмГПП-1 включает вспомогательную аминокислотную последовательность, 
составной частью которой является гепарин-связывающий пептид белка HB-EGF человека. 
Проведено доклиническое исследование специфической активности глипина. Для сравнения 
использовали аптечный препарат Ликсумия. Показано, что Глипин и Ликсумия обладают сходной 
эффективностью и длительностью действия при подкожном или внутримышечном введении, а 
также сравнимой терапевтической эффективностью при длительном применении. На основании 
полученных данных основным способом применения препарата Глипин выбрана подкожная 
инъекция. Установлена минимальная эффективная доза Глипина для доклинических исследований – 
100 мкг/кг и для терапевтического использования человеком – 0,75 мг и 1,5 мг. При интраназальном 
введении установлено достоверное позитивное влияние Глипина на когнитивные способности 
животных с моделью болезни Альцгеймера. Сходство большинства изученных характеристик 
Глипина и Ликсумии позволяет прогнозировать наличие у этих препаратов одинаковой 
терапевтической эффективности при применении с частотой 1 раз в сутки.

Ключевые слова: агонист рецепторов ГПП-1, антигликемический препарат, глюкагоноподобный 
пептид-1, Ликсумия, сахарный диабет.
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В настоящее время большое внимание уделя-
ется изучению широко распространенного в кли-
нической практике явления коморбидности за-
болеваний, различающихся синдромами, но свя-
занных доказанным единым патогенетическим 
механизмом. Выявление таких групп заболеваний 
способствует существенному расширению спек-
тра назначений соответствующих лекарственных 
средств (ЛС) и оказывается экономичным для 
разработчиков и потребителей ЛС.

Сегодня ожирение, в том числе детское1, за-
нимает лидирующие позиции по распространен-
ности среди населения большинства развитых 
стран мира. Ему сопутствуют сахарный диабет 
2-го типа (СД2) и сердечно-сосудистые заболе-
вания [1]. В свою очередь СД2 признается одним 
из основных факторов риска развития болезни 
Альцгеймера [2–4]. Таким образом, сегодня с уве-
ренностью можно говорить о том, что ожирение, 
СД2 и болезнь Альцгеймера формируют группу 
коморбидных заболеваний. Причем помимо тес-
ной физиологической взаимосвязанности этим 
заболеваниям свойственна также очевидная воз-
растная общность. В связи с этим перспективной 
становится разработка ЛС, оказывающих профи-
лактическое и терапевтическое действие в отно-
шении всех заболеваний данной группы одновре-
менно. Именно к таким ЛС относятся препараты 
на основе агонистов гормональных рецепторов 
семейства инкретинов, а именно, рецепторов 
глюкагоноподобного пептида-1 (ГПП-1), глюко-
зо-зависимого инсулинотропного полипептида и 
глюкагона [3–8]. 

К настоящему времени на мировой фармры-
нок уже вышел ряд ЛС на основе аналогов ГПП-1 
человека для лечения СД 2. В его число входят: 
эксенатид (exenatide), торговые марки «Баета» 
(Byetta), «Байдьюрон» (Bydureon) [9]; ликсисе-
натид (lixisenatide), торговая марка «Ликсумия» 
(Lyxumia) [10, 11], лираглютид, торговая мар-
ка «Виктоза» (Victoza) [12], дулаглютид (dulaglu-
tide), торговая марка «Трулисити» (Trulicity) [13] 
и альбиглютид (albiglutide), торговая марка «Тан-
зеум» (Tanzeum) [14]. 

Перечисленные препараты действуют как 
агонисты рецепторов ГПП-1 и предназначены 
в первую очередь для терапии начальных ста-
дий СД 2. Однако их применение сопровожда-
ется достоверным снижением жировой массы и 
веса тела [15], а эффективность не уступает пре-

паратам иной природы [16]. Более того, из чис-
ла перечисленных ЛС препарат Саксенда на ос-
нове лираглютида разработан именно для лече-
ния ожирения и обеспечивает снижение веса 
на 5–10% за 56 недель применения (http://www.
saxenda.com). Одновременно с действием в отно-
шении СД 2 и ожирения препараты данного се-
мейства (в том числе находящиеся в разработке) 
демонстрируют также достоверную эффектив-
ность на моделях болезни Альцгеймера, стиму-
лируя восстановление когнитивных способно-
стей животных [2–4]. 

В ГосНИИгенетика разработан оригинальный 
препарат Глипин на основе рекомбинантного мо-
дифицированного ГПП-1 (рмГПП-1) человека. 
Препарат предназначен, прежде всего, для осу-
ществления многовекторного воздействия на си-
стему гликемического контроля в организме че-
ловека. Его ключевыми особенностями являются 
полностью биосинтетическая природа, опреде-
ляющая относительно низкую себестоимость, 
а также присутствие в его составе гепарин-связы-
вающего пептида (НВ) из состава белка HB-EGF 
человека [17].

Целью настоящей работы было выявление и 
анализ базовых показателей специфической ак-
тивности Глипина в сравнении с известными пре-
паратами, применяемыми на практике. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА 

Получение субстанции рмГПП-1
Штамм-продуцент Escherichia coli ВКПМ 

В-12555 является производным реципиентно-
го штамма E. coli BL21(DE3) (Novagen, ВКПМ 
B-10189). Клетки штамма E. coli ВКПМ В-12555, 
содержат плазмиду pET28-Glp20, являющую-
ся производной вектора pET28b+ (Novagen), за-
ключающую структурный ген слитого белка – 
ПРЕ-рмГПП-1 – под контролем сильного про-
мотора, узнаваемого РНК полимеразой фага Т7 
E. coli [18]. Функцию ПРЕ-области в составе сли-
того белка выполняла последовательность мо-
дифицированного интеина Pch PRP8 Penicilli-
um chrysogenum, содержащего мутации Cys1Ala, 
Cys11Tyr и Leu93Pro [19]. Целевой частью моле-
кулы являлась последовательность рекомбинант-
ного модифицированного глюкагоноподобного 
пептида-1 человека рмГПП-1 (рис.1, [18]).

1http://www.who.int/end-childhood obesity/facts/en/
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Биосинтез слитого белка ПРЕ-рмГПП-1 осу-
ществляли с использованием в качестве индук-
тора лактозы, целевой белок выделяли из фрак-
ции нерастворимых белков [18]. Слитый белок 
ПРЕ-рмГПП-1 экстрагировали из состава телец 
включения, денатурировали в растворе 2 М мо-
чевины и проводили его последующую ренату-
рацию и процессинг. В результате процессинга 
из состава слитого белка высвобождали зрелый 
рмГПП-1. Тонкую очистку рмГПП-1 проводили, 
используя две последовательные хроматографии 
на SP-Sepharose, сопровождаемые ультрафильтра-
цией получаемых элюатов. Финальной стадией 
очистки рмГПП-1 являлась стерилизующая филь-
трация. В результате из 1 л клеточного лизата по-
лучали 60 мг рмГПП-1. Суммарный выход целево-
го белка составлял свыше 18%, при чистоте 97%.

ГЛФ Глипин и препараты сравнения
Стабилизированная готовая лекарственная 

форма белка рмГПП-1 – препарат Глипин – была 
разработана в виде лиофилизата для приготовле-
ния раствора для инъекций. ГЛФ состояла из ак-
тивного вещества (очищенный белок рмГПП-1 − 
1,5 мг в одном флаконе) и вспомогательных ве-
ществ, мг: фосфат натрия – 1, хлорид натрия – 2,2 
и глицин –15.

Препаратами сравнения служили Виктоза 
(Novo Nordisk) и Ликсумия (Sanofi), содержащие 
АФИ лираглутид (раствор 6 мг/мл) и ликсисена-
тид (раствор 0,05 мг/мл), соответственно.

Использовали различные способы введения 
препаратов: внутрибрюшинное (в/бр), подкожное 
(п/к) – в холку, внутримышечное (в/м) − в мышцу 
бедра. Объем вводимых препаратов при п/к и в/бр 
применении составлял 200 мкл/мышь, при в/м – 
100 мкл/мышь.

Определение глюкозы в крови животных

Для контроля содержания глюкозы в образ-
цах крови животных использовали глюкометр и 
тест полоски Акку-Чек Актив (Roche Diagnostics 
GmbH”, Германия). Данный набор2,3 обладает ва-
лидационными характеристиками, точностью, 
правильностью, воспроизводимостью и повторя-
емостью результатов измерений [20].

Тест на толерантность к глюкозе 
ТТГ проводили, как описано в работе [21]. В 

исследованиях использовали мышей линии Balb/c 
весом 22–24 г. Животных содержали в индивиду-
альных клетках на стандартном рационе со сво-
бодным доступом к воде и корму. 

Исследование проводили следующим образом: 
за 12–14 ч до начала эксперимента животных де-
лили на группы по четыре особи на группу, расса-
живали в отдельные клетки и лишали корма. Перед 
введением препаратов у животных определяли глю-
козу в крови. Забор образцов крови осуществля-
ли из хвостовой вены. Затем животным опытных 
групп вводили исследуемые препараты, в то же вре-
мя контрольной группе мышей (контроль) вводили 
апирогенную очищенную воду. В зависимости от 
плана исследования – через 30, 60, 180 или 300 мин 
с момента введения препаратов – у мышей снова 
определяли уровень глюкозы в крови (точка 0 мин) 
и сразу после этого вводили им (в/бр) тестовый рас-
твор 20%-ной глюкозы (W/V) из расчета 10 мл на 
1 кг веса. С целью сокращения количества заборов 
крови действие каждого из препаратов, как прави-
ло, характеризовали, измеряя содержание глюкозы 
в крови животных через 30 мин (в точке близкой к 
максимуму увеличения концентрации глюкозы) и 
через 60 мин после введения глюкозы (рис. 2).

Рис. 1. Структура рмГПП-1. Красным цветом выделена активная N-концевая часть белка, зеленым – последователь-
ность гепарин-связывающего пептида белка HB-EGF человека [17]. Не окрашены линкерная (срединная) и С-конце-
вая последовательности белка. Подчеркнута аминокислотная замена

Fig. 1. RmGLP-1 structure. N-end portion of protein is highlighted in red; sequence of heparin-binding peptide of HB-EGF 
protein is highlighted in green [17]. Linker (middle) and C-end protein sequences are not painted over. Amino acid substitu-
tion is underlined

2http://www1.accu-chek.ru/multimedia/documents/DC-ART-04788575001RUWEB.pdf
3http://www.glukometry.ru/manual/accu-chek-active-poloski.pdf
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ТТГ на диабетических животных (см. далее) 
проводили аналогичным образом.

Все эксперименты повторяли 2–3 раза. Для 
статистической обработки использовали данные, 
полученные от 8–12 животных.

Получение диабетических животных 
Диабетических животных получали по [22] 

с модификациями. Использовали половозрелых 
мышей самцов Balb/c массой 24–26 г, содержав-
шихся в индивидуальных клетках на стандарт-
ном рационе со свободным доступом к воде и кор-
му. Аллоксан (U2244113, «Диаэм», Россия) вводи-
ли натощак после 18 ч голода, однократно, в/бр в 
дозе 15 мг на 100 г веса животных. На 3, 10 и 17-е 
сутки после применения аллоксана, у мышей из-
меряли содержание глюкозы в крови. Диабетиче-
скими считали животных, оказавшихся чувстви-
тельными к действию аллоксана, показавших на 
17-е сутки содержание глюкозы в крови на уров-
не 30 ± 3 ммоль. 

Тест длительного применения препаратов
Тест длительного применения препаратов вы-

полняли следующим образом. В группы отбира-
ли по шесть диабетических животных. Препара-
ты Глипин в дозе 5 мкг и Ликсумия в дозе 0,5 мкг 
вводили животным п/к дважды в сутки, утром и 
вечером, в течение 30 календарных дней, за ис-
ключением выходных. Контрольной группе жи-

вотных вводили воду. С установленной заранее 
периодичностью определяли текущие показатели 
веса животных и уровень глюкозы в крови.

Индукция инсулина у крыс
Эксперименты выполняли на здоровых сам-

ках крыс линии Wistar [23, 24]. Препараты Гли-
пин, виктозу, Ликсумия и раствор глюкозы гото-
вили на буфере PBS (pH 7,4) из расчета 25 нM 
белка и 7,0 г на 1 кг веса животных, соответствен-
но. Перед началом опыта определяли вес живот-
ных. Крыс рассаживали в клетки по группам, по 
три особи в группе, и содержали без корма (с по-
стоянным доступом к воде) в течение 12–14 ч. Те-
стируемые препараты вводили животным в/бр в 
объеме 1 мл. Раствор глюкозы вводили в/бр в объ-
еме 1 мл через 30 мин после введения тестируе-
мых препаратов. Индивидуальные образцы крови 
брали у животных из хвостовой вены непосред-
ственно перед введением препаратов и глюкозы, 
в моменты времени «–30» и «0», соответственно, 
а также через 5, 10, 15, 30 и 45 мин после введе-
ния раствора глюкозы. Концентрацию инсулина 
определяли в сыворотках крови крыс с помощью 
оригинальной ИФА тест-системы «Ins1-Ins2(PO)» 
на основе моноклональных антител (В.Л. Юрин с 
соавт., неопубл. результаты).

Тестирование пространственной памяти 
животных в водном лабиринте Морриса

Обучение и тестирование памяти животных 
проводили в водном лабиринте Морриса [25] (при 
обучении спасательная площадка находилась в 
3-м секторе). 

Эксперимент проводили, как описано в рабо-
те [26], с использованием бульбэктомированных 
(БЭ) мышей линии NMRI, разбитых случайным 
образом на две группы по шесть особей в каждой. 
Двухстороннее удаление обонятельных луко-
виц (ОЛ) проводили под нембуталовым наркозом 
(40 мг/кг, в/б) и локальным обезболиванием при 
скальпировании с использованием 0,5% новокаи-
на. Отсос ОЛ осуществлялся через трепанацион-
ное отверстие в черепе с помощью пластмассово-
го наконечника c ограничителем, соединенного с 
водяным насосом, по стереотаксическим коорди-
натам AP – 3, L – 0; H – 2.5. Одну группу БЭ жи-
вотных оставляли без лечения (отрицательный 
контроль, К), БЭ животным другой группы через 
две недели после операции интраназально вво-
дили Глипин. Положительным контролем служи-
ли ложнооперированные (ЛО) животные того же 
возраста (шесть особей). 

Рис. 2. ТТГ для определения специфической актив-
ности препаратов рмГПП-1 и виктозы при внутри-
брюшинном введении в дозе 5 мкг. Представлены 
средние значения содержания глюкозы в крови жи-
вотных и стандартные отклонения.

Fig. 2. Test for glucose tolerance to determine specific 
activity of rmGLP-1 and Victose  preparations at intra-
peritoneal administration in a dose of 5 μg. Mean glu-
cose contents in animal blood and standard deviations 
are represented
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Эксперимент проводили в два этапа. На пер-
вом этапе Глипин вводили ежедневно, интрана-
зально, раз в день в дозе 2 мкг в объеме 4 мкл в те-
чение трех недель (две недели до обучения и одна 
неделя во время обучения). На 3-й неделе приме-
нения в течение пяти дней проводили обучение 
животных в присутствии спасательной платфор-
мы, размещенной в 3-м секторе лабиринта под во-
дой, забеленной сухим молоком. Предваритель-
ное тестирование животных в лабиринте с ви-
димой платформой не выявило у них нарушений 
зрения или способности к плаванию, что могло 
бы отрицательно повлиять на способность к об-
учению в данном тесте. По завершении обучения 
проводили однократное тестирование памяти в 
течение 1 мин в условиях отсутствия спасатель-
ной платформы.

Второй этап эксперимента начинали без пере-
рыва с использованием тех же групп животных. 
При этом животным, ранее получавшим Глипин 
в дозе 2 мкг, в течение дополнительной недели 
вводили Глипин раз в день в увеличенной дозе – 
20 мкг. По окончании введений проводили напо-
минание в 3-х сессиях, после чего проводили те-
стирование памяти. По окончании поведенческих 
экспериментов животных декапитировали под 
глубоким наркозом и проводили морфологиче-
ский контроль их мозга для определения полно-
ты удаления ОЛ.

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных проводи-

ли с использованием программных возможностей 
Microsoft Office Excel и ANOVA (Statistica 06). Ре-
зультаты представляли в виде среднего ± SEM. 
Значение достоверности указывалось как 
*р < 0,05; **р < 0,01; ***р < 0,001.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Структура рмГПП-1 и способ получения 
Глипина

рмГПП-1 содержит 72 аминокислотных остат-
ка (рис. 1) и представляет собой бифункциональ-
ный белок, включающий активную и вспомога-
тельную части.

Активная N-концевая часть рмГПП-1 идентич-
на пептиду ГПП-1(7-37) человека, в состав которо-
го с целью повышения протеолитической стабиль-
ности введена хорошо известная замена Ala8Gly, 
инактивирующая сайт узнавания дипептидил-
пептидазы-4, но оказывающая минимальное влия-
ние на специфическую активность ГПП-1 [27, 28];

Вспомогательная часть представляет собой 
сложный полипептид, в составе которого после-
довательно слиты:

– аминокислотная последовательность S(G4S)4, 
выполняющая линкерную функцию;

– гепарин-связывающий (НВ) пептид KRK-
KKGKGLGKKR  из состава природного белка 
HB-EGF человека [17], имеющий ярко выражен-
ные катионные свойства;

– аминокислотная последовательность GS(G4S)  
на С-конце молекулы с целью защиты белка от 
карбоксипептидаз крови.

Предполагалось, что НВ-пептид в соста-
ве рмГПП-1 сможет обеспечить депонирование 
рмГПП-1 на поверхности клеток и внеклеточного 
матрикса, опосредованное взаимодействием бел-
ка с отрицательно-заряженными мишенями, что 
позволит улучшить его фармакокинетику, как это 
наблюдалось в отношении НВ-содержащих бел-
ков и гормонов крови (для обзора см. [29, 30]). 
Будучи дополнительным неспецифическим сай-
том связывания, НВ-пептид мог бы усилить вза-
имодействие рмГПП-1 с клетками-мишенями и 
увеличить его удельную активность. 

Существовала вероятность повышения про-
никающей способности Глипина, в том чис-
ле способности пересекать ГЭБ [31–33], за счет 
функциональной активности катионных CРР типа 
ТаТ и др. Это опосредует: а) улучшение достав-
ки Глипина к мишеням, расположенным в разных 
частях и тканях организма; б) возможность раз-
работки ЛС с более удобными способами приме-
нения; в) усиление нейропротекторного действия 
Глипина, актуального для лечения болезней Аль-
цгеймера, Паркинсона и др., основанного на спо-
собности пептида-1 пересекать ГЭБ.

Способ получения рмГПП-1 был основан на 
биосинтезе целевого белка в составе слитого бел-
ка-предшественника ПРЕ-рмГПП-1, содержащего 
в качестве ПРЕ-области оригинальный темпера-
турно-чувствительный мутантный вариант инте-
ина Int4bPro [19]. Уникальные свойства Int4bPro 
обусловлены наличием мутации Leu93Pro, детер-
минирующей способность к формированию те-
лец включения и делающей его С-концевой ав-
токаталитический процессинг теплозависимым. 
Благодаря этим свойствам Int4bPro при темпера-
туре +37 ℃ в клетках E. coli белок ПРЕ-рмГПП-1 
эффективно формировал тельца включения и на-
капливался до уровня свыше 40% от суммар-
ного белка клеток. Расщепление слитого бел-
ка и получение зрелого рмГПП-1 осуществля-
ли путем автокаталитического процессинга 
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предшественника в денатурации–ренатура-
ции при пониженной температуре. При этом ги-
дролизу подвергалась пептидная связь на стыке 
ПРЕ-области и рмГПП-1, предшествующая пер-
вому N-концевому остатку ГПП-1, что позволи-
ло высвободить нативный N-конец рмГПП-1 [19]. 

Ранее для реализации сходной технологии по-
лучения производных ГПП-1 использовался ми-
ни-интеин Ssp DnaB [34–36].

Стимулирование секреции инсулина in vivo 
под действием Глипина 

Как известно, антигликемическая активность 
ГПП-1, выявляемая в ТТГ, опосредуется усилени-
ем глюкозо-зависимого выброса в кровь инсулина 
[37], который может быть зарегистрирован с ис-
пользованием ИФА 

Изучение эффекта секреции инсулина под 
действием Глипина проводили in vivo в дизайне 
сравнительного исследования. Препаратами срав-
нения служили Виктоза и Ликсумия. 

Результаты определения инсулина в кро-
ви крыс, представленные на рис. 3, показали, 
что все три протестированных препарата обла-
дали сходным инсулинотропным действием. На 
фоне характерного для контроля постепенного 
увеличения концентрации инсулина от началь-
ных (~ 1 нг/мл) до максимальных (2–2,5 нг/мл) 
значений действие препаратов к 15-й минуте те-
ста вызывало резкий, почти 5-кратный рост уров-
ня инсулина (до 5–6 нг/мл). При этом, если кри-
вые инсулинотропного действия Глипина и Вик-
тозы практически совпадали, то кривые Глипина 
и Ликсумии обнаруживали некоторые различия. 
Так, в начале теста (на 5–15-й минуте после вве-

дения глюкозы) Ликсумия опосредовала более 
высокие уровни инсулина по сравнению с Гли-
пином, однако на 30–45-й минуте после введения 
глюкозы уже инсулинотропное действие Глипина 
можно с определенной осторожностью расцени-
вать как «более активное и продолжительное».

Таким образом, проведенный тест с очевид-
ностью подтвердил наличие у Глипина инсули-
нотропной активности, профиль проявления ко-
торой оказался сходен с профилями действия пре-
паратов сравнения Виктоза и Ликсумия. 

Эффективность и длительность действия  
Глипина у здоровых животных при однократном 
применении. Выбор эффективной дозы и 
оптимального пути введения

Для исследования сравнительной активности 
Глипина и Виктозы использовали ТТГ. Препара-
ты вводили здоровым мышам в/бр в дозе 0,05, 0,5 и 
5 мкг. Результаты ТТГ представлены на рис. 2 и рис. 4.

Во всех случаях при выполнении ТТГ макси-
мум содержания глюкозы в крови животных об-
наруживался вблизи точки 30 мин, в связи с чем 
уровень глюкозы в этой точке, безусловно, следу-
ет считать важнейшим показателем эффективно-
сти действия препаратов, в то время, как уровень 
глюкозы в другой точке (60 мин) играл вспомога-
тельную роль (рис. 2).

В то же время ТТГ позволил не только выя-
вить специфическую активность Глипина, но 
и показал, что в низких дозах 0,05 и 0,5 мкг эф-
фективность препарата достоверно (p<0,05) пре-
вышала эффективность Виктозы, тогда как в 
дозе 5 мкг показатели эффективности обоих пре-
паратов были равны (рис. 4). Все это указывает 
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Fig. 3. Induction of insulin in rats under the influence of Glypin and Victose preparations (a) or Glypin and Lixymia (b)
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на  более высокую удельную активность Глипи-
на, максимум эффективности рмГПП-1 достигал-
ся в дозе 0,5 мкг, и дальнейшее увеличение дозы 
не приводит к усилению эффекта.

ТТГ был использован для сравнительной 
оценки эффективности и продолжительности дей-
ствия препарата Глипина и препарата сравнения 
Ликсумия при трех способах применения, вклю-
чая практически значимые п/к и в/м пути введе-
ния. На рис. 5 представлены результаты обработ-
ки полученных данных. Доза Ликсумии 0,5  мкг 

была выбрана на основании предварительных 
экспериментов, как наименьшая из доз, обладав-
ших максимальной эффективностью и длитель-
ностью действия (данные не приведены).

Результаты ТТГ показали, что при каждом 
способе применения показатели эффективности 
и длительности действия Глипина практически 
не зависели от примененной дозы. В частности, 
одинаково эффективными оказались следующие 
дозы: при в/бр применении – 0,5 и 5 мкг, при 
п/к – 1 и 5 мкг, при в/м – 2 и 5 мкг. При п/к и в/м 

Рис. 5. Зависимость эффективности действия препа-
ратов Глипина и Ликсумии от дозы при трех способах 
введения препаратов – внутрибрюшинном (a), подкож-
ном (b) или внутримышечном (c). ТТГ начинали че-
рез 60, 180 и 300 мин после введения препаратов. Со-
держание глюкозы в крови животных измеряли через 
30 мин после начала ТТГ. Приведены средние значения 
содержания глюкозы в крови животных и доверитель-
ные интервалы

Fig. 5. Efficiency of the effect of Glypin and Lixumia 
preparations as dependant on dosage at three ways of 
administration, intraperitoneal (a), subcutaneous (b) and 
intramuscular (c). GTT was started 60, 180 and 300 min 
after the introduction of preparations. Glucose content 
was measured 30 min after GTT started. Mean values of 
glucose content in animal blood and confidence intervals 
are represented

Рис. 4. Зависимость содержания глюкозы в крови жи-
вотных от дозы препаратов Глипин и Виктоза при вну-
трибрюшинном применении. Приведены средние зна-
чения содержания глюкозы в крови животных через 
30 мин после начала ТТГ и доверительные интервалы.

Fig. 4. Dependency of glucose content in animal blood on 
dose of Glypin and Victose preparations at intraperitone-
al administration. Mean values of glucose blood concen-
tration 30 min after beginning of test for glucose tolerance 
and confidence intervals are given
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способах применения наблюдалось практически 
полное совпадение фармакодинамики Глипина и 
Ликсумии: оба препарата сохраняли высокую эф-
фективность действия на протяжении первых 3 ч 
и утрачивали ее в течение следующих 2 ч экспе-
римента. В то же время в/бр применение выяви-
ло принципиальную разницу между препарата-
ми: Ликсумия сохраняла практически полную эф-
фективность на протяжении 5 ч эксперимента, в 
то время как эффективность Глипина снижалась 
до остаточных величин уже через 3 ч после введе-
ния. Установление причин этого различия требует 
проведения дополнительных исследований. 

На основании полученных данных была 
установлена минимальная доза Глипина, равная 
2 мкг (100 мкг/кг), обеспечившая при п/к- и при 
в/м-применении показатели эффективности Гли-
пина на уровне показателей Ликсумии. Эта доза 
была выбрана в качестве однократной терапев-
тической дозы для проведения доклинических 
исследований. Также на основании полученных 
данных в качестве основного способа примене-
ния Глипина было выбрано п/к-введение, а в каче-
стве дополнительного − в/м-введение.

Следует отметить, что отличительной осо-
бенностью ликсисенатида является увеличенное 
сродство с рецепторам, в 4 раза превосходящее 

показатель нативного ГПП-1 человека [38]. В этой 
связи с учетом молекулярных весов рмГПП-1 и 
ликсисенатида близость их доз, показавших рав-
ную эффективность и длительность действия при 
п/к-введении, может рассматриваться как указа-
ние на возможную близость их удельных характе-
ристик, в том числе показателей сродства с моле-
кулярными мишенями.

Эффективность и длительность действия 
Глипина у диабетических животных при 
однократном применении

Основным назначением препаратов-аналогов 
ГПП-1, включая Глипин, является терапия при 
СД 2. В этой связи представлялось необходимым 
охарактеризовать эффективность применения 
Глипина на соответствующей модели. 

Такой моделью послужили диабетические жи-
вотные, полученные с использованием аллоксана 
(см. Методики). На 17-е сутки после введения ал-
локсана стационарный уровень глюкозы в крови 
модельных животных, при неограниченном до-
ступе к корму, составлял 30,0 ± 3,3 ммоль. Эти же 
значения фиксировались у контрольных живот-
ных через 30 мин после введения глюкозы нато-
щак (рис. 6). ТТГ использовался для оценки эф-
фективности Глипина на диабетической модели. 

Рис. 6. Зависимость уровня глюкозы в крови жи-
вотных в ТТГ от времени с момента введения пре-
паратов. ТТГ начинали через 30, 60, 180 и 300 мин 
после подкожного введения препаратов. Измере-
ния уровня глюкозы в крови животных проводи-
ли непосредственно перед введением глюкозы – 
«0  минут» (a), через полчалса после введения – 
«30 минут» (b) и через час – «60 минут» (c)

Fig. 6. Dependency of glucose level in animal blood 
on time from preparation administration in GTT. 
GTT was started 60, 180 and 300 min after the 
subcutaneous introduction of preparations. Glucose 
level in animal blood was determined at the moment 
of introduction (0 min (a)), 30 min after (b) and 
60 min after (c) glucose introduction
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Препаратом сравнения служила Ликсумия. Пре-
параты вводили животным п/к однократно за 30, 
60, 180 и 300 мин до начала ТТГ. Глипин вводили 
в дозе 5 мкг, Ликсумию – в дозе 0,5 мкг. Результа-
ты определения уровня глюкозы в крови диабети-
ческих животных представлены на рис. 6.

Полученные данные однозначно показали, 
что оба препарата опосредовали достоверное сни-
жение уровня глюкозы в крови диабетических 
животных, т.е. проявляли специфическую актив-
ность. Это свидетельствовало о высоком качестве 
полученных модельных животных. Поскольку 
токсическое действие аллоксана было направлено 
против инсулин-продуцирующих клеток подже-
лудочной железы, их полная гибель в ответ на не-
правильно подобранную дозу токсичного агента 
означала бы получение модели диабета 1-го типа, 
не восприимчивой к действию ГПП-препаратов. 
Очевидно, этого удалось избежать.

Оба препарата в течение часа после введе-
ния модельным животным обеспечивали при-
мерно полуторакратное снижение уровня глюко-
зы (рис. 6). Пониженный уровень определялся че-
рез 30 и 60 мин после начала ТТГ. Однако по мере 
увеличения интервала времени с момента введе-
ния препаратов, эффективность их действия осла-
бевала и через 5 ч после введения практически не 
выявлялась. Аналогичная фармакодинамика ра-
нее была зафиксирована на здоровых животных.

Эффективность длительного применения 
Глипина на диабетических животных

Как известно, ГПП-1 способен индуцировать 
размножение инсулин-продуцирующих β-клеток 
поджелудочной железы и восстановление их функ-
ций [38], что ведет к нормализации продукции ин-
сулина, снижению стационарного уровня глюко-
зы в крови, улучшению индекса гликирования ге-
моглобина и др. эффектам. Однако все эти эффекты 
опосредуются длительным применением ЛС.

Для того чтобы оценить эффективность дли-
тельного применения Глипина, был разработан 
оригинальный тест. Препаратом сравнения в этом 
тесте служила Ликсумия. Экспериментальное мо-
делирование ситуации длительного лечения про-
водилось на тех же диабетических животных, на 
которых ранее выполнялись ТТГ. С учетом отно-
сительно короткого времени действия обоих пре-
паратов при выбранном п/к-способе применения 
(рис. 6) протокол лечения предусматривал инъек-
ции Глипина и Ликсумии дважды в день в дозах 
5  мкг и 0,5 мкг, соответственно, на протяжении 
30 сут (исключая выходные дни). Контрольная ко-

горта мышей получала физраствор. С периодично-
стью не реже одного раза в неделю у животных из-
меряли текущий уровень глюкозы в крови и вес. С 
целью изучения устойчивости и обратимости до-
стигнутых эффектов после отмены курса введений 
препаратов наблюдения за животными были про-
должены на протяжении последующих трех не-
дель. На всем протяжении эксперимента контроль-
ные животные сохраняли высокий уровень глю-
козы в крови (рис. 7a), с которым коррелировала 
отчетливая тенденция к снижению веса (рис. 7b), 
т. е. на всем протяжении эксперимента контроль-
ные животные сохраняли диабетический статус.

В то же время в группах, получавших Лик-
сумию (группа «л» из шести особей) или Гли-
пин (группа «р» из пяти особей), наблюдалось 
появление особей, чувствительных к проводи-
мой терапии. В частности, у двух мышей (1р и 
2р) из пяти, получавших Глипин, и у трех (2л, 5л 
и 6л) из шести, получавших Ликсумию, наблю-
далось неуклонное снижение уровня глюкозы в 
крови (рис.  7a), и отсутствовало снижение веса 
(рис.  7b). Остальные животные в обеих группах 
оказались нечувствительными к терапии, и их по-
казатели оставались на уровне показателей отри-
цательного контроля.

Таким образом, в ходе эксперимента были за-
фиксированы позитивные эффекты оздоровления 
диабетических животных, у 50% животных на-
блюдалась устойчивая ремиссия диабетического 
состояния, продолжавшаяся и после отмены пре-
паратов (рис. 7). При этом, хотя наблюдаемые эф-
фекты находились в соответствии с предполага-
емым действием, их появление при столь крат-
ковременном курсе лечения было неожиданным. 
Наиболее вероятно, что в основе «терапевтиче-
ского» эффекта препаратов лежит известная об-
ратимость химически-индуцированного «аллок-
санового» диабета [22, 26]. В этой связи выбор 
«аллоксановой» модели представляется удачным, 
поскольку она позволила оценить сравнительную 
эффективность Глипина и ликсумии при длитель-
ном применении. При этом известная из литера-
туры [22] и выявленная в наших экспериментах 
гетерогенность модели «аллоксанового» диабета 
не имеет достоверного объяснения.

Терапевтический потенциал Глипина на 
модели болезни Альцгеймера in vivo

В исследовании использовали бульбэкто-
мированных (БЭ) мышей с удаленными обо-
нятельными луковицами. Как известно, по 
многим поведенческим, биохимическим и 
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морфологическим показателям такие животные 
воспроизводят картину нейродегенерации, харак-
терную для болезни Альцгеймера, что позволяет 
рассматривать их как модель спорадической фор-
мы данного заболевания [26].

Исследование проводили в два этапа. Груп-
пы животных включали по 5 особей. На пер-
вом этапе анализировали восстановление памяти 
модельных животных под действием низких доз 

препарата Глипин (2 мкг). Курс лечения составлял 
три недели. На втором этапе дозу Глипина увели-
чили в 10 раз и провели дополнительный курс ле-
чения в течение пяти дней. По окончании каждо-
го курса лечения осуществляли обучение мышей 
и тестирование их памяти в водном лабиринте 
Морриса. Проводили сравнительный статисти-
ческий анализ продолжительности пребывания и 
числа заходов мышей в 3-й сектор, в котором при 

Рис. 7. Изменение уровня глюкозы в крови (a) и веса (b) диабетических животных в процессе лечения (первые 30 су-
ток эксперимента) и по его окончании. Лечение проводили с использованием Глипина (красные сплошные линии) или 
Ликсумии (голубые пунктирные линии). Данные контрольных животных, не получавших лечения, представлены чер-
ными сплошными линиями. 1р и 2р – животные, получавшие Глипин, 2л, 5л и 6л – животные, получавшие Ликсумию

Fig. 7. Dynamics of glucose content in blood (a) and weight (b) of diabetic animals during treatment (first 30 days of exper-
iment) and at its end. Treatment was performed using Glypin (red solid lines) and Lixumia (blue broken lines). Data on con-
trol (untreated) animals are represented by black solid lines. 1p and 2p correspond to Glypin-treated animals; 2л, 5л и 6л rep-
resent Lixymia-treated animals 
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обучении находилась спасательная платформа, в 
сопоставлении с аналогичными показателями для 
других индифферентных секторов. 

Применение Глипина в дозе 2 мкг сопрово-
ждалось отчетливой тенденцией к улучшению па-
мяти у БЭ-мышей (рис. 8). Более строгий вывод 
был невозможен в связи с недостаточным уров-
нем достоверности выделения таргетного 3-го от-
сека от остальных секторов по показателю време-
ни пребывания животных (рис. 8a).

В то же время применение дополнительного 
курса лечения с использованием 10-кратной дозы 
Глипина привело к достоверному улучшению па-
мяти животных, что проявилось в статистически 
достоверном выделении 3-го таргетного отсека 
от остальных по показателю времени пребывания 
(рис. 8a, р < 0,05). 

При этом необходимо отметить, что по по-
казателю числа заходов в отсеки лабиринта до-
стоверных изменений у БЭ-животных, полу-
чавших Глипин в дозе 2 мкг/мышь или в дозе 
20 мкг/мышь, не выявлено (рис. 8b), что, однако, 
не ставит под сомнение значимость полученного 
позитивного эффекта Глипина на показатель вре-
мени пребывания в отсеках, т. к. животные могут 
использовать разную тактику поведения для вы-
деления запомнившегося отсека. Также Глипин 
не снижал и повышенную двигательную актив-
ность, которой характеризуются БЭ-мыши, что 

напрямую не связано с их пространственной па-
мятью, а скорее отражает повышенную возбуди-
мость. В целом можно говорить о том, что улуч-
шение памяти животных под действием Глипи-
на наблюдалось на фоне сохранения типичных 
поведенческих реакций, свойственных этим мо-
дельным животным. 

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований было установлено, что Глипин при 
п/к и в/м применении обладает эффективностью и 
длительностью действия, сравнимыми с таковы-
ми у препарата Ликсумия. На основании получен-
ных данных в качестве основного способа приме-
нения препарата Глипин было выбрано подкожное 
введение и рассчитаны величины минимальной и 
повышенной терапевтической дозы для человека, 
составившие 0,75 мг и 1,5 мг, соответственно.

Препарат показал терапевтическую эффектив-
ность при длительном применении и оказал до-
стоверное позитивное влияние на когнитивные 
способности животных с моделью спорадической 
формы болезни Альцгеймера.

По большинству показателей специфиче-
ской активности Глипин проявил сходство с пре-
паратом сравнения Ликсумия, что позволяет 
прогнозировать у них сходную терапевтическую 
эффективность при характерной для Ликсумии 
интенсивности применения раз в сутки. 
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Рис. 8. Оценка терапевтического эффекта Глипина в отношении памяти животных с индуцированной формой болез-
ни Альцгеймера: a – время пребывания животных в разных секторах (1–4) водного лабиринта Морриса; b – доля об-
щего числа заходов в сектора (%); ЛО – ложнооперированные животные (положительный контроль); БЭ – бульбэкто-
мированные нелеченные животные с удаленными обонятельными луковицами (отрицательный контроль); БЭ + 2 мкг – 
БЭ-животные, получавшие лечение глипином в дозе 2 мкг; БЭ + 20 мкг – те же животные с дополнительным курсом 
лечения Глипином в дозе 20 мкг. Достоверность различий от показателей 3-го сектора: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001

Fig. 8. Assessment of therapeutic effect of Glypin on memory of animals with induced Alzheimer’s disease: (a), time of 
occurrence of animals in various sectors (1–4) of Morris water labirynth; (b), percentage of total number of entries into 
sectors; ЛО, pseudo-operated animals (positive control); БЭ, bulbectomized untreated animals with removed olfactory bulbs 
(negative control); БЭ + 2 мкг, bulbectomized animals treated by Glypin (2 μg); БЭ + 20 мкг, bulbectomized animals treated 
by Glypin (20 μg). Reliability of differences from indicators of the 3rd sector are as follows: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
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An original therapeutic Glypin for the medication of human diabetes mellitus type II has been developed. 
A completely biosynthetic modified human recombinant glucagon-like peptide (rmGlp-1) isolated from 
E. coli cells is an active pharmaceutical substance of Glypin. In addition to the GLP-1 portion with the 
well-known Ala8Gly substitution, the rmGLP-1 protein contains a helper amino acid sequence on the 
C-terminus that includes the heparin-binding peptide of human HB-EGF. A commercial preparation of 
Lixumia served as main reference compound to which the Glypin specific activity was compared. During 
the preclinical studies of both medicines it was shown that Glypin and Lixumia have the following similar 
properties: (1) close effectiveness and time of action under the subcutaneous and intramuscular injection; 
(2) comparable insulinotropic activity confirming the occurrence of the common mechanism of activity of 
Glypin and the reference preparations; (3) resembling  therapeutic effect under long-term use. Based on 
these data, the subcutaneous injection was chosen as the main therapeutic way for the Glypin introduction; 
the single dose for Glypin preclinical research was established equal to 100 μg/kg, and that for the human 
therapy was defined as 0.75 mg and 1.5 mg. A statistically reliable positive effect of Glypin intranasal 
introduction was found using mouse models with sporadic Alzheimer disease. The similar characteristics 
of Glypin and Lixumia shown in our studies make it possible to anticipate their equal efficacy under the 
same once a day therapeutic application.

Key words: agonist of GLP-1 receptors, antiglycemic preparation, glucagon-like peptide, Lixumia, diabetes 
mellitus.
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