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АННОТАЦИЯ
Введение. Необходимым направлением современной фармацевтической науки является регуляция внутриклеточ-
ных сигнальных путей. Применяемые в настоящее время ингибиторы протеинкиназ, в основном созданные на осно-
ве гетероциклических соединений, наряду с высокой эффективностью дают ряд серьезных осложнений. Это диктует  
необходимость поиска вариантов снижения дозы данных соединений с сохранением их лечебного эффекта. Одним 
из путей решения данной проблемы является создание фармацевтических композиций с использованием веществ  
с синергическим действием. 
Цель работы. Оценка эффективности фармацевтических композиций биологически активных субстанций и ингиби-
торов янус-киназ, улучшающих  биодоступность и/или обладающих функциональным синергизмом.
Материалы и методы. Исследование эффективности применения композиций, содержащих ингибиторы  
янус-киназ, — руксолитиниб и барицитиниб проводили в культуре клеток человека in vitro. В качестве синергических 
субстанций тестировали известные иммуномодуляторы эритропоэтин и меллиттин. Исследовали спонтанный и ми-
тоген индуцированный  синтез GM-CSF, IFNγ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNFα, а также янус-киназы 1 (Janus kinase 1, 
далее JAK1) мононуклеарными клетками периферической крови здоровых доноров.
Результаты. Установлено, что использованные ингибиторы янус-киназ барицитиниб и руксолитиниб выраженно 
подавляли синтез цитокинов и JAK1-киназы мононуклеарными клетками. При этом добавление фармацевтической 
композиции в обоих случаях достоверно повышало эффект препаратов и резко ингибировало синтез JAK1-киназы. 
Действие эритропоэтина и меллиттина было неспецифическим для разных ингибиторов протеинкиназ.
Выводы. Сочетание ингибиторов янус-киназ, эритропоэтина и/или меллиттина открывает направление для создания 
новых фармацевтических композиций и дает возможность получать значительный эффект от использования инги-
биторов протеинкиназ в более низких дозах, что позволяет избегать и нивелировать многие нежелательные побоч-
ные эффекты.
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ABSTRACT
Background. Necessary direction of modern pharmaceutical science is the regulation of intracellular signaling pathways. Currently 
used protein kinase inhibitors, mainly based on heterocyclic compounds, along with their high eQciency, cause a number of 
serious complications. Rerefore, there is a need to Snd options for reducing the dose of these compounds while maintaining their 
therapeutic eTect. One way to solve this problem is to create pharmaceutical compositions using substances with a synergistic eTect. 
A necessary direction of modern pharmaceutical science is the regulation of intracellular signaling pathways. Currently used protein 
kinase inhibitors, mainly created on the basis of heterocyclic compounds, along with their high eQciency, cause a number of serious 
complications. Ris dictates the need to Snd options for reducing the dose of these compounds while maintaining their therapeutic 
eTect. One way to solve this problem is to create pharmaceutical compositions using substances with a synergistic eTect.
Purpose. Evaluation of the eTectiveness of pharmaceutical compositions of biologically active substances and Janus kinase inhibitors 
that improve bioavailability and/or have functional synergism.
Materials and methods. Re eQcacy of compositions containing the Janus kinase inhibitors ruxolitinib and baricitinib was 
investigated in human cell cultures in vitro. Spontaneous and mitogen-induced synthesis of GM-CSF, IFNγ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, 
IL-10, TNFα, and JAK1 by peripheral blood mononuclear cells of healthy donors was studied.
Results. It was found that the Janus kinase inhibitors Baricitinib and Ruxolitinib signiScantly suppressed the synthesis of cytokines 
and JAK1 kinase by mononuclear cells. Moreover, in both cases, the addition of a pharmaceutical composition signiScantly increased 
the eTect of the drugs and strongly inhibited the synthesis of JAK1 kinase.. Re eTects of erythropoietin and mellittin were nonspeciSc 
for diTerent protein kinase inhibitors.
Conclusions. Re combination of Janus kinase inhibitors, erythropoietin and/or mellittin opens up the possibility of creating new 
pharmaceutical compositions and makes it possible to obtain a signiScant eTect from the use of protein kinase inhibitors in lower 
doses, thus avoiding and neutralising many undesirable side eTects.
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ВВЕДЕНИЕ
Важнейшим направлением современной фарма-

котерапии является регуляция внутриклеточных сиг-
нальных путей. Одним из способов такой регуляции 
можно назвать использование ингибиторов протеинки-
наз, в качестве которых используются гетероцикличе-
ские соединения [1].  Чаще всего это: пирролопиридины, 
диазаинданы (азаиндолы) [2], имидазопиридины [3, 4], 
пирролопиримидины [5] и/или их производные [6].

Однако данные вещества наряду с высокой эф-
фективностью обладают рядом серьезных побочных эф-
фектов (повышение опасности инфекционных осложне-
ний и онкологии, нарушение гемопоэза и др.) [7, 8]. 

Это ставит вопрос об исследовании возможно-
сти использования более низких доз препаратов путем 
создания фармацевтических композиций с веществами 
синергического действия.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Целью работы явилось исследование «Оценка 

эффекта ингибиторов янус-киназ при комплексном ис-
пользовании с биологически активными субстанция-
ми, улучшающими биодоступность и/или обладающих 
функциональным синергизмом».
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование эффективности применения ком-

позиций содержащих ингибиторы янус-киназ руксо-
литиниб и барицитиниб проводили в культуре клеток 
человека in vitro. В качестве синергических субстанций 
тестировали известные иммуномодуляторы эритропоэ-
тин и меллиттин.

Фракция мононуклеарных клеток из перифери-
ческой крови (МПК) трех здоровых доноров получе-
на путем выделения на градиенте плотности фиколла 
(Панэко, Россия) с ρ=1,077 по стандартной методике,  
с 2-кратной отмывкой от фиколла. После второй от-
мывки осадок клеток каждого донора был ресуспенди-
рован в 1 мл среды RPMI-1640 (Панэко, Россия) с 10% 
эмбриональной бычьей сыворотки (Biosera, Франция)  
и антибиотиками — пенициллином 50 Ед и стрепто-
мицином 50 мкг (далее — полная среда), Выделенные 
клетки разводили полной средой до концентрации 2×106  
в 1 мл и вносили по 200×105 в лунки 96-луночного план-
шета (Nunc, Дания). В качестве индуктора экспрессии 
янус-киназ и продукции цитокинов использовали фито-
гемагглютинин (ФГА) в конечной концентрации 10 мкг/мл 
полной среды. В эксперименте использовали барицити-
ниб (1 мкг/мл), руксолитиниб (1 мкг/мл), эритропоэтин 
(0,4 МЕ/мл), меллиттин (0,1 мкг/мл). Препараты вноси-
ли в соответствующие лунки планшета по 10 мкл. Ко-
нечный объем среды во всех лунках — 250 мкл. Планшет 
инкубировали в условиях влажной атмосферы с 5% СО2 
при 37°С 48 часов. После культивирования планшеты  

с клетками центрифугировали и в супернатанте опре-
деляли концентрацию фактора некроза опухолей альфа 
(TNFα), гранулоцитарно-макрофагального колониести-
мулирующего фактора (GM-CSF), интерферона гамма 
(IFNγ), интерлейкина 2 (IL-2), интерлейкина 4 (IL-4), 
интерлейкина 6 (IL-6), интерлейкинов 8 и 10 (IL-8, IL-
10). Анализ проведен методом цитометрических бус 
Bio-Plex ProTM Human Cytokine Grp I Panel 8-plex (Bio-
RAD) по протоколу производителя. Алгоритм анализа 
приведен на рис. 1.

Для более конкретного определения механизмов 
действия предлагаемой фармацевтической компози-
ции провели оценку ее влияния на синтез янус-киназы.  
Исследование проведено с использованием человече-
ских донорских мононуклеарных клеток. Выделение 
и культивирование клеток проводили по методике, 
приведенной выше. В часть образцов культивируемых 
клеток добавляли барицитиниб, руксолитиниб, барици-
тиниб+эритропоэтин+меллиттин, руксолитиниб+эри-
тро поэтин+меллиттин. В эксперименте использова-
ли барицитиниб (1 мкг/мл), руксолитиниб (1 мкг/мл), 
эритропоэтин (0,4 МЕ/мл), меллиттин (0,1 мкг/мл). 
Препараты вносили в соответствующие лунки планше-
та по 10 мкл. Конечный объем среды во всех лунках —  
250 мкл. Часть образцов являлась общим контролем,  
а также контролем построения калибровочной кривой. 
По окончании культивирования для определения экспрес-
сии JAK1-киназы произвели лизис клеток по протоколу 
производителя набора. Для исследования использовали 

Рис. 1. Магнитные бусы с иммобилизованными антителами к цитокинам (а) включают 8 групп с антителами к ИЛ-2, 4, 6, 8, 10, интерферону гамма, 
фактору некроза опухоли альфа, гранулоцитарно-макрофагальному фактору роста (б). Движение бус в контроле (в) и в присутствии цитокинов (г). 
Анализ индивидуальных цитокинов (д). Титровочная кривая для определения концентрации цитокинов (е)

Panel 8-plex (Bio-RAD) по протоколу производителя. Алгоритм анализа 

приведен на рис. 1. 
 

 

Рис. 1. Магнитные бусы с иммобилизованными антителами к цитокинам 

(а) включают 8 групп с  
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супернатанты из лунок в объеме 100 мкл. Исследование 
концентрации JAK1 в супернатантах проводили методом 
ИФА на наборе CloneCloud (США-Китай) в строгом соот-
ветствии с инструкцией к набору. Детекцию результатов 
и расчеты проводили на планшетном ридере Multiskan FC 
при λ=450 нм, под управлением ПО SkanIt 3.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты исследований представлены в та-

блицах 1–12. Количество цитокинов выражено в пг/мл. 
Данные относительно интерлейкинов 8 и 10 (IL-8, IL-10) 
оказались недостоверными и далее не приводятся.

Данные по использованию композиций, со-
держащих, в том числе, руксолитиниб, представлены  
в табл. 1–6.

Условные обозначения: Р — руксолитиниб; Р+Э — 
руксолитиниб+эритропоэтин; Р+М — руксолитиниб+мел-
литтин; Р+Э+М — руксолитиниб+эритропоэтин+меллит-
тин.
Таблица 1. Влияние композиции, содержащей руксолитиниб, на уровень 
TNFα

контроль Р (контроль 2) Р+Э Р+М Р+Э+М

225,7±12 114,3±10 76,5±9,4* 87,4±6,7* 54,3±7,7*

* - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Р (контроль 2)

Таблица 2. Влияние композиции, содержащей руксолитиниб, на уровень 
GM-CSF

контроль Р (контроль 2) Р+Э Р+М Р+Э+М

125,3±14,2 64,3±10,1* 45,3±5,4* 56,4±10,4 38,5±7,8*

* - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Р (контроль 2)

Таблица 3.  Влияние композиции, содержащей руксолитиниб, на уровень 
IFNγ

контроль Р (контроль 2) Р+Э Р+М Р+Э+М

57,3±12,4 35,5±7,5 26,4±6,4 34,2±10,1 17,2±7,7*

* - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Р (контроль 2)

Таблица 4.  Влияние композиции, содержащей руксолитиниб, на уровень 
IL-2

контроль Р (контроль 2) Р+Э Р+М Р+Э+М

78,4±13,2 43,3±2,2 32,1±3,7* 45,6±4,9 27,7±5,7*

* - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Р (контроль 2)

Таблица 5.  Влияние композиции, содержащей руксолитиниб, на уровень 
IL-4

контроль Р (контроль 2) Р+Э Р+М Р+Э+М

45,0±6,4 34,3±6,6 28,2±2,5* 37,8±10,2 26,4±2,9*

* - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Р (контроль 2)

Как видно из таблиц, руксолитиниб достовер-
но снижал продукцию всех исследованных цитокинов  
в культуре клеток. Однако добавление эритропоэтина 
достоверно увеличивало эффект руксолитиниба. Изо-
лированное добавление меллиттина было эффективно 
лишь в отношении TNFα. Особое внимание обращает 
на себя сочетанное применение композиции руксолити-
ниб+эритропоэтин+меллиттин, когда эффект в отноше-
нии ингибиции синтеза цитокинов, особенно провоспа-
лительных, был наиболее достоверно выражен. 

Данные по использованию композиций, содержа-
щих, в том числе, барицитиниб, представлены в табли-
цах 7–12. 

Условные обозначения: Б — барицитиниб; Б+Э — 
барицитиниб+эритропоэтин; Б+М — барицитиниб+мел-
литтин; Б+Э+М барицитиниб+эритропоэтин+меллиттин

Таблица 6.  Влияние композиции, содержащей руксолитиниб, на уровень 
IL-6

контроль Р (контроль 2) Р+Э Р+М Р+Э+М

98,9±10,2 67,3±14,1 45,3±7,8* 65,3±10,2 36,6±9,4*

* - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Р (контроль 2)

Таблица 7.  Влияние композиции, содержащей барицитиниб, на уровень 
TNFα

контроль Б (контроль 2) Б+Э Б+М Б+Э+М

231,4±17,1 165,2±10,2 76,4±12,1* 91,2±10,0* 61,3±9,9*

* - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Б (контроль 2)

Таблица 8.  Влияние композиции, содержащей барицитиниб, на уровень 
GM-CSF

контроль Б (контроль 2) Б+Э Б+М Б+Э+М

123,1±10,2 72,3±9,3* 45,8±6,6* 61,4±12,2 36,5±6,0*

* - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Б (контроль 2)

Таблица 9.  Влияние композиции, содержащей барицитиниб, на уровень 
IFNγ

контроль Б (контроль 2) Б+Э Б+М Б+Э+М

56,3±10,2 44,5±4,3 28,4±5,3 38,7±9,7 18,2±6,4*

* - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Б (контроль 2)

Таблица 10.  Влияние композиции, содержащей барицитиниб, на уровень 
IL-2

контроль Б (контроль 2) Б+Э Б+М Б+Э+М

78,4±13,2 43,3±2,2 32,1±3,7* 45,6±4,9 27,7±5,7*

* - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Б (контроль 2)
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Таблица 11.  Влияние композиции, содержащей барицитиниб, на уровень 
IL-4

контроль Б (контроль 2) Б+Э Б+М Б+Э+М

45,3±6,8 35,3±4,5 26,2±3,9* 33,4±8,8 25,6±6,6*

* - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Б (контроль 2)

Таблица 12.  Влияние композиции, содержащей барицитиниб, на уровень 
IL-6

контроль Б (контроль 2) Б+Э Б+М Б+Э+М

98,9±10,2 54,3±9,6 45,8±8,6* 51,2±7,7 32,3±7,7*

* - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Б (контроль 2)

Таблица 13.  Исследование концентрации JAK1-киназы в МНК клетках 
человека.  
Условные обозначения: К – контроль; Б – барицитиниб; 
Р – руксолитиниб; ФК1-фармацевтическая композиция 
барицитиниб+эритропоэтин+меллиттин; ФК-2-фармацевтическая 
композиция руксолитиниб+эритропоэтин+меллиттин.  
Уровень JAK1-киназы выражен в нг/мл.

К Б Р ФК1 ФК2

6,56±0,08 3,44±0,08 2,99±0,10 1,01±0,05* 0,45±0,01#

 * - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Б  
# - статистически достоверно ( Р≤ 0,01) по сравнению с Р

Как видно из таблиц 7–12, изолированное приме-
нение барицитиниба достоверно ингибировало синтез 
цитокинов. Добавление в культуру эритропоэтина уси-
ливало эффект. В отношении меллиттина эффект был 
менее выражен и достоверно проявлялся лишь в случае 
TNFα. Наиболее достоверно выраженные результаты 
получены при использовании фармацевтической компо-
зиции барицитиниб+эритропоэтин+меллиттин. Таким 
образом, полученные данные полностью коррелируют 
с таковыми, полученными в отношении руксолитиниба.

Данные относительно влияния фармацевтиче-
ских композиций на уровень JAK1-киназы представле-
ны в табл. 13.

Как видно из таблицы, и барицитиниб и руксо-
литиниб выраженно ингибировали синтез JAK1-киназы  
в МНК. Однако добавление фармацевтической компо-
зиции в обоих случаях достоверно увеличивало эффект 
препаратов и резко ингибировало синтез JAK1-киназы.

ОБСУЖДЕНИЕ
Таким образом, полученные данные подтвержда-

ют высокую эффективность предлагаемой композиции. 
Как  свидетельствуют представленные результаты, эффект 
предлагаемой фармацевтической композиции не обосо-
блен в отношении какого-либо одного вещества, но, оче-
видно, является универсальным по отношению ко всему 
классу ингибиторов янус-киназ, повышая их эффектив-
ность. Использованные в композиции эритропоэтин и мел-
литтин показали выраженный синергизм по отношению 
к основной субстанции, что обусловлено механизмами 
их действия. Так, эритропоэтин является  противовоспа-
лительным цитокином [9], действие которого реализует-
ся через NF-κB сигнальный путь [10]. Белок  меллиттин, 
продукт яда пчелы, также известный иммуномодулятор, 
обладающий противоопухолевыми свойствами через ак-
тивацию рецепторов смерти и ингибицию нуклеарного 
NF-κB. Кроме того, известны мембраноактивные свой-
ства меллиттина, повышающие проницаемость мембран, 
в том числе, потенциально, и для лекарственных средств 
[11]. Эти данные вполне объясняют полученный синерги-
ческий эффект эритропоэтина, меллиттина и ингибиторов 
янус-киназ — руксолитиниба и барицитиниба.

Не вполне понятен и требует дополнительного 
исследования факт ингибиции данными соединения-
ми синтеза JAK1-киназы. Тем не менее, в практическом 
плане это подтверждает эффективность предложенных 
композиций.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, полученные данные касательно 

совместного использования ингибиторов янус-киназ, 
эритропоэтина и/или меллиттина открывают направле-
ние новых фармацевтических композиций и дают воз-
можность получать значительный эффект от использо-
вания ингибиторов протеинкиназ в более низких дозах, 
что позволяет избегать и нивелировать многие нежела-
тельные побочные эффекты.
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