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Цель исследования − оценка безопасности низкомолекулярного лейкоцитарного белково-пептидного комплекса (ЛБПК) на 
этапе доклинического изучения.  
Материал и методы. Объектом исследования явился экспериментальный образец нового лейкоцитарного белково-пептидного 
комплекса (ЛБПК), полученного путем ультразвуковой обработки лейкоцитов человека in vitro. Оценку цитотоксичности ЛБПК 
проводили на клеточной линии эпителиоподобных клеток почки эмбриона свиньи (SPEV) и с помощью МТТ-теста in vitro на опу-
холевых линиях клеток человека HCT 116 (колоректальная карцинома) и MS (меланома). В качестве оценки влияния на рост 
клеток лейкоцитарного белково-пептидного комплекса (ЛБПК) использовали индекс пролиферации. Эксперименты по изучению 
острой токсичности ЛБПК проводили на белых нелинейных мышах, которым вводили препарат внутрибрюшинно. Для оценки 
полученных результатов использовали метод определения средней летальной дозы по Прозоровскому.  
Результаты. Установлено, что добавление экспериментального образца лейкоцитарного белково-пептидного комплекса в ро-
стовую среду для культивирования клеточной линии SPEV благоприятно влияло на рост клеток. Индекс пролиферации увеличи-
вался от первого до четвертого пассажа в 1,09 раза, в то время как в контрольном образце только в 1,03 раза. Изучение цито-
токсичности ЛБПК показало, что образец не проявлял цитотоксического действия в отношении опухолевых клеток НСТ 116 и 
MS, так как рассчитанные для них концентрации IC50 во всех случаях значительно уступали препарату сравнения доксорубици-
ну. Результаты оценки острой токсичности на экспериментальных животных показали, что испытуемый образец при внутри-
брюшном введении является малотоксичным по классификации ГОСТ 12.1.007.-76 (ЛД50 3500,0 мг/кг). 
Выводы. Изученный белково-пептидный комплекс не проявляет токсического действия на исследуемые линии клеток, а также 
на лабораторных животных (мышей). 
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Одним из ключевых этапов исследования но-
вых биологически активных веществ является 
оценка их безопасности, которая включает в себя 
исследования токсических свойств с использова-
нием лабораторных животных [1, 2] и цитоток-
сичности с изучением на клеточных линиях жи-
вотных и человека [3–5]. Доклиническое изучение 
новых лекарственных препаратов обеспечивает 
относительную безопасность проведения клиниче-
ских исследований для волонтеров или пациентов.  

В ФГБОУ ВПО «Пермский национальный 
исследовательский политехнический университет» 

разработан экспериментальный образец нового 
лейкоцитарного белково-пептидного комплекса 
(ЛБПК), с использованием на одном из технологи-
ческих этапов ультразвука определенной мощно-
сти (Гришина Т.А., Волкова Л.В., Волков А.Г. 
«Способ фракционирования лейкоцитарных бел-
ков». Заявка № 2019114590 от 13.05.2019). Полу-
чены предварительные результаты биологической 
активности ЛБПК [6]. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – оценка без-
опасности низкомолекулярного ЛБПК на этапе 
доклинического изучения. 
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
Объектом исследования явился лабораторный 

образец лиофилизированного препарата ЛБПК, 
полученного в процессе ультразвуковой кавитации 
на лейкоциты человека in vitro, с последующей 
очисткой и концентрацией. 

Цитотоксичность образца исследовали на мо-
нослое линии эпителиоподобных клеток почки эм-
бриона свиньи (SPEV). Клетки рассевали на 96-лу-
ночные плоскодонные планшеты фирмы «Био 
Лайн» (Россия), вносили 200 тыс. кл/мл в пита-
тельной среде 199, содержащей антибиотик (100 
мкг/мл канамицина сульфата) и 10%-ную сыворот-
ку крупного рогатого скота, затем инкубировали в 
условиях СО2-инкубатора при постоянной темпе-
ратуре 37 °С. Мониторинг клеточной популяции 
проводили под инвертированным микроскопом. 
Оценивали качественные и количественные клетки 
в сравнении с интактными (необработанным пре-
паратом лейкоцитарного пептида) методом под-
счета клеток в камере Горяева. 

Для оценки влияния ЛБПК на рост клеток 
использовали индекс пролиферации (ИП). Для 
расчеа ИП осуществляли четыре последователь-
ных пассажа с уровнем содержания лейкоцитар-
ного пептида 30% от общего объема питательной 
среды. Количество клеток в каждом пассаже 
определяли подсчетом в камере Горяева под 
микроскопом при 100-кратном увеличении.  

Индекс пролиферации вычисляли по формуле 

исх
ИП K

C
= , 

где K  – общее количество клеток в культураль-
ном флаконе; исхC  – начальная нагрузка на куль-
туральный флакон. 

Цитотоксичность ЛБПК изучали in vitro на 
опухолевых линиях клеток человека HCT 116 
(колоректальная карцинома) и MS (меланома) 
(предоставлены зав. лабораторией биологически 
активных соединений Института технической 
химии УрО РАН к.х.н. В.В. Гришко). Культуру 
клеток культивировали в среде RPMI-1640 с 
добавлением 10%-ной эмбриональной телячьей 
сыворотки, 2 мM L-глутамина и 1% антибиотиков 
при 37 °С и 5% СО2 во влажной атмосфере. Цито-
токсичность определяли с помощью МТТ-теста 
[7]. В качестве количественного критерия цито-
токсичности тестируемых препаратов рассчиты-
вали значение IC50 (концентрация тестируемого 
соединения, которая вызывает гибель 50% клеток) 

на основе дозозависимых кривых с помощью 
программного обеспечения GraphPad Prism 6.0. 

Исследования острой токсичности на живот-
ных проведены на белых нелинейных мышах-
самцах с массой тела 24,0–26,0 г (предоставлены 
зав. кафедрой физиологии Пермской государст-
венной фармацевтической академии, к.м.н.  
И.П. Рудаковой). Исследуемый образец вводили 
внутрибрюшинно в нескольких дозах. Животных 
делили на группы по 2 мыши в каждой. Каждой 
паре вводили одну дозу в порядке возрастания 
2500,0; 3160,0; 3980,0; 5000,0 мг/кг. Для расчета 
ЛД50 использовали результаты, полученные на  
8 мышах. Препарат для внутрибрюшного введения 
растворяли в изотоническом растворе натрия 
хлорида. Контрольным животным вводили раствор 
натрия хлорида внутрибрюшинно. 

Исследования выполнены в соответствии с 
этическими нормами обращения с животными, 
принятыми Европейской конвекцией по защите 
позвоночных животных, используемых для иссле-
довательских и иных научных целей [8]. Протокол 
биоэтической комиссии от 12.09.2018 г. 

Для оценки полученных результатов исполь-
зовали метод определения средней летальной дозы 
по Прозоровскому [9]. 

Полученные результаты обрабатывали с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента и представ-
ляли в виде доверительных границ (X±∆x) при 
уровне достоверности р≤0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
В качестве основного показателя оценки  

цитотоксичности лейкоцитарного пептида взят ин-
декс пролиферации клеток (ИП), который опреде-
ляли после каждого пассажа на клеточной линии 
SPEV (табл. 1). Как известно, ИП – безразмерная 
величина, показывающая, насколько возросло 
количество клеток по сравнению с исходным [10].  

Анализ полученных результатов показал, что 
добавление экспериментального образца ЛБПК в 
ростовую среду для культивирования клеточной 
линии SPEV благоприятно сказывается на количе-
стве культивируемых клеток.  

Индекс пролиферации увеличивался от пер-
вого до четвертого пассажа в 1,09 раза, в то время 
как в контрольном образце увеличение ИП про-
изошло в 1,03 раза.  

Проведена оценка морфологии клеточной ли-
нии SPEV, используемой для оценки ИП исследу-
емых составов питательной среды (рис. 1). 
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Таблица 1. Сравнительный анализ значений ИП клеточной линии SPEV  
при культивировании ее на питательных средах различного состава 

Условия культивирования 
Номер пассажа Степень  

увеличения  
ИП 1 2 3 4 

Клеточная линия SPEV на стандартной  питательной среде (контроль) 8,8 8,9 8,9 9,1 1,03 

Клеточная линия SPEV на питательной среде с 30%-ным содержанием 
лейкоцитарных пептидов 

8,5 8,9 9,1 9,3 1,09* 

П р и м е ч а н и е :  * – уровень достоверности р≤0,05. 

         
                                                 а)                                                                                             б) 

Рис. 1. Монослой клеток SPEV, содержащей 30% лейкоцитарных пептидов от общего объема среды: а – культивируемых на стан-
дартной питательной среде; б – культивируемых на питательной среде, содержащей 30% лейкоцитарных пептидов от общего объе-
ма среды 

Таблица 2. Оценка уровня цитотоксичности лейкоцитарного белково-пептидного комплекса 

Объект 
Концентрация IC50, мкг/мл 

ЛБПК Контроль положительный (доксорубицин) 

Клеточная линия HCT 116 (колоректальная карцинома) 77,56±10,84 0,29±0,05 

Клеточная линия MS (меланома) 3155,0±645,0 0,7±0,09 

 
 
Использование ЛБПК в качестве компонента 

питательной среды при культивировании клеток 
SPEV продемонстрировало хорошие показатели 
без признаков токсического воздействия среды, 
сформирован сплошной монослой, идентичный 
контрольной культуре клеток.  

Добавление лейкоцитарных пептидов в пита-
тельную среду не угнетало рост клеточной линии 

SPEV, а напротив, вызывало нарастание количе-
ства клеток. Клетки, культивированные на пита-
тельной среде с добавлением 30% ЛБПК, имели 
правильную округлую форму без признаков де-
формации.  

Критерием отсутствия цитотоксичности мож-
но считать и оценку действия ЛБПК на опухоле-
вые линии клеток человека (табл. 2).  
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Таблица 3. Оценка острой токсичности ЛБПК  
на животных (мыши) 

Введенная доза  
ЛБПК, мг/кг 

Гибель животных,  
шт./число животных  

в эксперименте  

2500 0/2 

3160 1/2 

3980 1/2 

5000 2/2 

Контроль 0/2 

 
 
 
Полученные данные показали, что исследуе-

мый образец ЛБПК не проявлял цитотоксического 
действия в отношении опухолевых клеток НСТ 
116 и MS, так как рассчитанные для них концен-
трации IC50  во всех случаях значительно уступали 
препарату сравнения доксорубицину.  

Общее состояние подопытных животных при 
исследовании острой токсичности эксперимен-
тального образца ЛБПК оценивали визуально по 
поведенческим реакциям, внешнему виду и вы-
живаемости. Данные эксперимента представлены 
в табл. 3. 

Полученные результаты записывали в виде 
последовательности реакций: 0112. Эти данные 
заносили в таблицу, в которой на пересечении 
данной строки с колонкой, где указана наименьшая 
из использованных доз – 2500 мг/кг, находили 
ЛД50. Таким образом, летальная доза составила 
3500 (2900–4200) мг/кг.  

Согласно общепринятой гигиенической клас-
сификации (ГОСТ 12.1.007.-76), испытуемый об-
разец ЛБПК при внутрибрюшном введении от-
носится к 4-му классу опасности (вещества мало-
опасные).  

ВЫВОДЫ 
Результаты исследования безопасности ново-

го лейкоцитарного белково-пептидного комплекса 
показали, что при однократном внутрибрюшном 
введении ЛБПК не оказывает общетоксического 
действия и является малотоксичным веществом по 
ГОСТ 12.1.007.-76, а также не обладает цитоток-
сическим действием на перевиваемую клеточную 
линию SPEV и опухолевые клеточные линии 
человека НСТ 116, MS.  
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The aim of the study is to assess the safety of a low molecular weight leukocyte protein-peptide complex (LPPC) at the stage of pre-
clinical studies. The object of the study was an experimental sample of a new leukocyte protein-peptide complex (LPPK) obtained by 
ultrasonic treatment of human leukocytes in vitro. LPPK cytotoxicity was assessed on the cell line of pig embryonic kidney epithelial 
cells (SPEV) and in vitro MTT test on human tumor cell lines HCT 116 (colorectal carcinoma) and MS (melanoma). A proliferation index 
was used to assess the effect on the growth of cells of the leukocyte protein-peptide complex (LBPC). Experiments on the study of 
acute toxicity of LPPK were performed on white nonlinear mice, which were injected intraperitoneally. To assess the results used the 
method of determining the average lethal dose according to V. Prozorovsky. When studying cytotoxicity, it was found that the addition 
of an experimental sample of the leukocyte protein-peptide complex to the growth medium for culturing the SPEV cell line favorably 
affects cell growth. The proliferation index increased from the first to the fourth passage by 1.09 times, while in the control sample the 
increase in PI occurred by 1.03 times. A study of the cytotoxicity of LPPK showed that the sample did not exhibit a cytotoxic effect on 
tumor cells HCT 116 and MS, since the IC50 concentrations calculated for them in all cases were significantly lower than the reference 
drug Doxorubicin. The results of the assessment of acute toxicity in experimental animals showed that the test sample with intraperi-
toneal administration is low toxic according to the classification of GOST 12.1.007.-76 (LD50 3500.0 mg / kg). The article demonstrates 
the results of determining the toxicological and cytotoxic characteristics of the protein-peptide complex obtained from human leuko-
cytes. It was shown that the studied protein-peptide complex did not exhibit toxic effects on the studied cell lines, as well as laborato-
ry animals (mice). 
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