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Резюме
Введение. В ФГБУ «НМИЦ им. Н.Н. Блохина» Минздрава России синтезировано оригинальное N-гликозидное производное индолокарбазола 
ЛХС-1269 с углеводным остатком ксилозы, характеризующееся высокой противоопухолевой активностью в отношении ряда перевиваемых 
асцитных и солидных опухолей в экспериментах in vivo. В связи с гидрофобными свойствами субстанции ЛХС-1269 для создания инъекционной 
лекарственной формы предложен метод ее солюбилизации путем инкапсулирования в фосфолипидные везикулы − липосомы.
Цель. Разработка состава модели липосомальной лекарственной формы для инъекционного введения производного индолокарбазола 
ЛХС-1269.
Материалы и методы. Субстанция ЛХС-1269 (ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России), яичный фосфатидилхолин (ФХ, 
Е РС S, Lipoid, Германия), холестерин ≥99 % (Sigma-Aldrich, Япония), полиэтиленгликоль-2000-дистеароилфосфатидилэтаноламина (ПЭГ-ДСФА, 
Lipoid, Германия). Для приготовления фосфолипидных везикул применяли метод гидратации липидной пленки с последующей фильтрацией 
и экструзией. Анализ полученных липосом проводили с использованием метода спектрофотометрии, лазерной спектроскопии рассеяния, 
метода определения электрофоретической подвижности частиц и вискозиметрии.
Результаты и обсуждение. На основе липидных компонентов и активной субстанции в различных молярных соотношениях составляли 
композиции и получали экспериментальные модели липосомальной дисперсии. Составы оценивали по эффективности включения  
ЛХС-1269 в липосомы и физико-химическим показателям − вязкость дисперсии, распределение везикул по размеру и их дзета-потенциал. В 
результате анализа 7 исследуемых составов были определены оптимальные молярные соотношения компонентовлекарственной формы − 
ЛХС-1269/ФХ 1:160 и ФХ/холестерин/ПЭГ-ДГФА 1:0,33:0,003. Использование данной композиции позволяет получить относительно стабильные 
(дзета-потенциал –33 мВ) однородные по размеру липосомы диаметром 190 нм с максимальным уровнем инкапсулирования активной 
субстанции 98 %.
Заключение. В результате проведенных технологических и химико-фармацевтических исследований разработан состав модели 
липосомальной лекарственной формы для инъекционного введения производного индолокарбазола ЛХС-1269. 
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Abstract
Introduction. An original N-glycoside derivative of indolocarbazole LHS-1269 with a carbohydrate xylose residue was synthesized at the N.N. Blokhin 
Russian Cancer Research Center Ministry of Health of Russia. It is characterized by high antitumor activity against a number of transferable ascitic 
and solid tumors in vivo experiments. Due to the hydrophobic properties of the substance LHS-1269, a method of solubilization by encapsulation in 
phospholipid vesicles − liposomes is proposed for creating an injectable dosage form.
Aim. Development of the composition of a model of a liposomal dosage form for injection of an indolocarbazole derivative LHS-1269.
Materials and methods. Substance LHS-1269 (N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center Ministry of Health of Russia), egg phosphatidylcholine 
(PC, E PC S, Lipoid, Germany), cholesterol ≥99 % (Sigma-Aldrich, Japan), polyethylene glycol-2000-distearoylphosphatidylethanolamine  
(PEG-PE, Lipoid, Germany). To prepare phospholipid vesicles, the method of lipid film hydration with subsequent filtration and extrusion was used. 
The obtained liposomes were analyzed using the method of spectrophotometry, laser scattering spectroscopy, the method of determining the 
electrophoretic mobility of particles, and viscometry.
Results and discussion. On the basis of lipid components and active substance in various molar ratios, compositions were made and experimental 
models of liposomal dispersion were obtained. The compositions were evaluated based on the effectiveness of LHS-1269 incorporation into liposomes 
and physical and chemical parameters − dispersion viscosity, vesicle size distribution, and zeta-potential. As a result of the analysis of 7 studied 
compositions, the optimal molar ratios of the drug form components − LHS-1269/PC 1:160 and PC/cholesterol/PEG-PE 1:0.33:0.003 were determined. 
The use of this composition allows us to obtain relatively stable (zeta-potential –33 mV) homogeneous liposomes with a diameter of 190 nm with a 
maximum level of encapsulation of the active substance of 98 %.
Conclusions. As a result of technological and chemical-pharmaceutical research, the composition of a model of a liposomal dosage form for injection 
of the indolocarbazole derivative LHS-1269 has been developed.
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
КВП – количество включенного препарата.
ЛВ – лекарственное вещество.
ЛФ – лекарственная форма.
СО – стандартный образец.
ТРО – торможение роста опухоли.
УПЖ – увеличение продолжительности жизни.

ВВЕДЕНИЕ
Повышение эффективности лечения онкологичес- 

ких больных − важнейшая социальная задача в Рос-
сии и во всем мире. Одним из подходов к решению 
этой задачи является разработка новых соединений, 
воздействующих на мишени (target), которые важны 
для выживания опухолевых клеток [1]. Среди таргет-
ных препаратов особый интерес представляют произ-
водные индолокарбазола, противоопухолевая актив-
ность которых может быть обусловлена различными 
механизмами действия, включая интеркаляцию ДНК, 
ингибирование ДНК-топоизомераз и протеинки-
наз [2]. Большинство из этих соединений характеризу-
ются наличием индоло[2,3-а]пирроло[3,4-с]карбазоло-
вого ядра с присоединенным сахаром [3]. 

В НИИ экспериментальной диагностики и терапии 
опухолей ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.  Н. Блохина» 
Минздрава России разработан оригинальный метод 
синтеза N-гликозидов производных индолокарбазола, 
позволяющий получать аналоги с различными угле-
водными остатками и/или модифицированным индо-
локарбазольным агликоном. Данные вещества пред-
ставляют собой производные малеимидаиндоло[2,3-а]

карбазола, в котором один из индольных атомов азо-
та связан гликозидной связью с остатками различных 
моносахаров и содержат различные заместители по 
имидному атому азота (общая формула представлена 
на рисунке 1) [4].

В результате изучения противоопухолевой актив- 
ности указанных соединений in vivo для дальней-
ших углубленных исследований было отобрано сое-
динение ЛХС-1269 с углеводным остатком ксилозой. 
В отличие от ранее изученного структурного аналога  
ЛХС-1208, соединение ЛХС-1269 показало более вы-
сокий и длительный эффект торможения роста опу-
холи (ТРО), а также увеличение продолжительности 

Рисунок 1. Общая формула производных индолокарбазола, 
где Gly − остатки пентоз и гексоз, R − представляет аминогруп-
пу, бензамидогруппу, (пирид-2-ил)аминогруппу, ацетамидо-
группу или карбамидогруппу [4]

Figure 1. The general formula of indolocarbazole derivatives, 
where Gly − the remains of pentose and hexose, R − the amino 
group, benzamidogroup, (pyrid-2-yl)amino group, acetamid 
group, or urea group [4]
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жизни (УПЖ) опытных животных. Противоопухолевая  
активность ЛХС-1269 на опухоли Эрлиха достига-
ла 337 % УПЖ животных, на штамме лимфолейкоза 
Р388 − 93 % УПЖ мышей; на раке толстого кишечника  
АКАТОЛ обнаружен непосредственный эффект 90 % 
ТРО, сохраняемый до 26-го дня на уровне 62 % в про-
цессе наблюдения после окончания лечения; на ра-
ке шейки матки РШМ-5 для субстанции показан не-
посредственный эффект 80 % ТРО, сохраняемый на 
уровне 50 % до 15-го дня наблюдения [5, 6].

В связи с гидрофобными свойствами субстанции 
ЛХС-1269 для создания инъекционной лекарственной 
формы (ЛФ) во избежание включения органических 
растворителей в состав лекарственного препарата 
предложен метод ее солюбилизации путем инкапсули-
рования в наноструктурированные фосфолипидные 
везикулы − липосомы. Выбор липосом в качестве 
системы доставки для данного препарата обусловлен 
такими их положительными характеристиками, как 
повышение биодоступности гидрофобных веществ, 
увеличение терапевтической эффективности новых 
и широко применяемых противоопухолевых субстан-
ций, в частности за счет повышения избирательно-
сти действия [7, 8].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Препараты и реактивы: субстанция ЛХС-1269  

(ФГБУ  «НМИЦ онкологии им. Н.  Н.  Блохина» Минз-
драва России), яичный фосфатидилхолин (ФХ, Е РС S, 
Lipoid, Германия), холестерин ≥99 % (Sigma-Aldrich, 
Япония, C8667), полиэтиленгликоль-2000-дистеароил- 
фосфатидилэтаноламина (ПЭГ-ДСФА, Lipoid, Герма-
ния), хлороформ (х.ч.), стабилизированный этанолом 
(Химмед, Россия), спирт этиловый 95 % ФС.2.1.0036.15 
(ОАО «Флора Кавказа», Россия), вода для инъекций 
ФС.2.2.0019.18.

Вспомогательные материалы для экстру-
зии: нейлоновые мембранные фильтры «Pall» N66 диа- 
метром 25 мм с размером пор 1,2; 0,45 и 0,22 мкм 
(ООО «Палл Евразия», Россия).

Приборы и аппаратура: весы электронные  
DL-120 (A&D Company Ltd., Япония); весы аналити- 
ческие Sartorius 2405 (Sartorius AG, Германия); испари-
тель роторный Heidolph Hei-VAP Advantage с отгон-
ной колбой на 2 л (Heidolph Instruments, Германия); 
экструдер LipexTM на 10  мл (Northern Lipids, Inc., Кана-
да); ультразвуковая ванна Transsonic T310 (Elma, Герма-
ния); спектрофотометр Cary 100 (Agilent Technologies, 
Австралия); дзетасайзер Nanoseries Nano-ZS 3600 
(Malvern Instruments Ltd., Великобритания); виско-
зиметр Vibro Viscometer SV-10 (A&D Company Ltd., 
Япония).

Получение липосом с ЛХС-1269. Для получения 
липосом ЛХС-1269 использовали метод Бэнгхема с мо-
дификацией для гидрофобных веществ. К субстанции 
ЛХС-1269 добавляли соответствующий объем ацето-
на и помещали в УЗ-ванну на 5−10 мин для ускорения 
растворения. Липидные компоненты (ФХ, холестерин 
и ПЭГ-ДСФА) растворяли в хлороформе. Ацетоновый и 

хлороформный растворы смешивали и переносили в 
круглодонную колбу. Полученную смесь упаривали на 
роторном испарителе в условиях пониженного давле-
ния при температуре водяной бани +(37±1) °С до фор-
мирования равномерно распределенной на стенках 
колбы пленки. Липидную пленку досушивали под ва-
куумом (120−130 мбар) до полного удаления остатков 
ацетона и хлороформа, а затем гидратировали водой 
для инъекций с получением дисперсии больших мно-
гослойных липосом с теоретической концентрацией 
активного вещества 0,3 мг/мл. Для уменьшения раз-
мера липосом ЛХС-1269 дисперсию последовательно 
экструдировали через нейлоновые мембраны с раз-
мером пор 1,2, 0,45 и 0,22 мкм. 

Определение среднего диаметра, индекса по- 
лидисперсности (PDI), дзета (ζ)-потенциала липо-
сом ЛХС-1269. Анализ липосом по критериям разме-
ра и PDI проводили методом корреляционной спект- 
роскопии светорассеяния. ζ-потенциал везикул 
определяли путем измерения их электрофоретичес- 
кой подвижности.

Пробоподготовка. Автоматической пипеткой от-
меривали 100 мкл исследуемого образца свежепри-
готовленной липосомальной дисперсии, помещали в 
мерную колбу вместимостью 100 мл и доводили во-
дой до метки. Для определения размера, PDI и ζ-по-
тенциала липосом разведенный образец переноси-
ли в полистирольную кювету, которую помещали в 
ячейку дзетасайзера и проводили измерение данных 
показателей.

Определение вязкости липосомальной диспер-
сии ЛХС-1269. Значение динамической вязкости об-
разцов липосомальной дисперсии ЛХС-1269, получен-
ной после гидратации липидной пленки, определяли 
с использованием вибрационного вискозиметра Vibro 
Viscometer SV-10. Все измерения проводили в интер-
вале температур от 21 до 25 °С. Для этого 10 мл липо-
сомальной дисперсии помещали в кювету прибора и 
проводили измерение. 

Количественное определение ЛХС-1269 в липо-
сомах. Количественное содержание препарата в ЛФ 
определяли методом спектрофотометрии с исполь-
зованием рабочего стандартного образца (СО) при λ 
320 ± 3 нм. Компоненты, входящие в состав липосом, 
в этой области спектра практически не поглощают. 
Оптическую плотность спиртовых растворов липосо-
мального ЛХС-1269 и СО измеряли относительно 95 % 
этилового спирта. 

Приготовление СО ЛХС-1269. К навеске субстан-
ции ЛХС-1269 1,0 мг добавляют 1 мл ДМСО и перемеши- 
вают до полного растворения. Раствор переносят в 
мерную колбу объемом 25 мл и доводят спиртом до 
метки, 4  мл данного разведения отбирают в колбу 
вместимостью 25 мл и доводят спиртом до метки. По-
лученный раствор применяют свежеприготовленным.

Приготовление раствора исследуемого образца 
липосом. В мерную колбу объемом 50 мл помещают 
1  мл липосомальной дисперсии ЛХС-1269, добавляют 
небольшое количество спирта, перемешивают и дово-
дят спиртом до метки. 
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Определение степени включения ЛХС-1269 в ли-
посомы. В связи с тем, что ЛХС-1269 является гидро-
фобным веществом и при получении липосом включа-
ется непосредственно в липидный бислой, количество 
включенного препарата (КВП) определяли как соот-
ношение концентрации препарата в липосомальной 
дисперсии после экструзии к концентрации ЛХС-1269 
в дисперсии, полученной после гидратации липидной 
пленки. Показатель выражали в процентах: 

КВП = Сф/Сп,

где КВП – количество включенного препарата, %; Сф – 
концентрация ЛХС-1269 в дисперсии после фильтра-
ции, мг/мл; Сп – концентрация ЛХС-1269 в дисперсии 
после гидратации, мг/мл. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Особая роль в обеспечении надлежащей терапев-

тической эффективности, биодоступности и биоэкви-
валентности принадлежит ЛФ, ее составу и техноло-
гии производства. Знание технологических факторов, 
изучение характера их влияния на свойства продук-
та является необходимым элементом современной 
фармацевтической разработки. Открытие биофарма-
цевтического значения ЛФ, ее определяющей роли в 
обеспечении терапевтической эффективности ле-
карственного препарата послужило отправной точ-
кой для развития особого направления фармацевти-
ческой технологии, посвященного созданию систем 
доставки лекарств, среди которых ведущее место за-
нимают липосомы [9].

Первоначальный этап создания ЛФ на основе ли-
посом, в частности для инъекционного введения, 
включает в себя комплекс исследований по выбору 
приемлемого состава для получения качественного 
продукта. В качестве базового компонента, формиру-
ющего липосомальный бислой, применяли натураль-
ный фосфолипид животного происхождения  – яич-
ный ФХ. Фосфатидилхолины являются одними из 
самых распространенных молекул клеточных мемб- 
ран, они нетоксичны, биосовместимы и биодегради-
руемы. Для повышения стабильности липосомальной 
конструкции путем увеличения жесткости и механи-
ческой устойчивости липидного бислоя в модельные 
составы добавляли холестерин. С целью предотвра-
щения опсонизации и поглощения липосом клетками 
ретиколоэндотелиальной системы в состав липосом 
вводили фосфатидилэтаноламин, конъюгированный с 
гидрофильным полимером, – ПЭГ-ДГФА. Известно, что 
липосомы, содержащие холестерин и пегилирован-
ные липиды, сохраняют свой размер в биологической 
жидкости (сыворотке) и физическую стабильность [10].

Важно, чтобы липосомы содержали максималь-
но возможное количество активного компонента и 
обладали оптимальными для терапии размерами (не 
более 200–220 нм) [11]. Для решения этих задач необ-
ходимо было определить оптимальные молярные от-

ношения активного вещества к фосфолипиду и липид-
ных компонентов, входящих в состав липосомальной 
конструкции.

Молярные соотношения липидных композиций  
липосом подбирали экспериментально с учетом гид- 
рофобных свойств лекарственного вещества (ЛВ)  
и данных по разработке липосом аналогич- 
ного по структуре производного индолокарбазола  
ЛХС-1208  [12], а также воспроизводимости технологи-
ческого процесса получения стабильного продукта. 
В ходе исследования было проанализировано 7 экс-
периментальных моделей составов липосомального 
ЛХС-1269 с различными молярными соотношениями 
компонентов (таблица 1). Полученные образцы липо-
сомальной дисперсии оценивали по критическим по-
казателям – включение ЛВ в липосомы (КВП), вязкость 
липосомальной дисперсии, размеры и ζ-потенциал 
липосом, PDI.

Таблица 1. Модельные составы липосомальной ЛФ ЛХС-1269
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4

1:160
1:0,2:0,003 71,6

5 1:0,2:0,004 71,8
6 1:0,33:0,003 75,8
7 1:170 1:0,2:0,003 76,0

Поскольку исследуемое ЛВ является гидрофоб-
ным веществом, эффективность его включения в липо-
сомальный бислой определяется, в первую очередь, 
концентрацией фосфолипида, который связывает ак-
тивное соединение и удерживает внутри липосомы, 
то есть соотношением ЛХС-1269/ФХ. Так, при сниже-
нии отношения ЛВ к фосфолипиду от 1:150 до 1:170 в  
составах 2, 4 и 7 соответственно, отмечалось зависи-
мое повышение уровня включения ЛХС-1269 − от 93,5 
до 97,0 % (рисунок 2). Однако из представленных ре-
зультатов также видно, что на эффективность инкапсу-
ляции гидрофобного вещества в липосомы значитель-
но влияет количественное соотношение липидных 
компонентов бислоя − ФХ/холестерин/ПЭГ-ДГФА. Уве-
личение доли холестерина в липосомальной мембра-
не способствует повышению стабильности ее структу-
ры и, как следствие, удерживанию ЛВ внутри везикулы. 
Например, повышение концентрации холестерина до 
25 % от общего содержания липидов (состав 6) позво-
лило получить липосомы, характеризующиеся значе-
нием КВП около 98 %. В то же время более высокое 
содержание ПЭГ-ДГФА в композиции (состав 5) приве-
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ло к снижению уровня включения ЛХС-1269, что веро-
ятно обусловлено частичным вытеснением ЛВ из мест 
связывания в бислое пегилированным липидом.

Для ЛФ также важным является возможность ее 
инъекционного введения (injectability), что напря-
мую связано с динамической вязкостью неньютоновс- 
ких жидкостей. Однако вязкость важна не только как  
паспортная характеристика готового препарата, но и 
как характеристика промежуточных продуктов на 
этапах получения, которая определяет возможности 
технологического процесса [13]. В результате исследо-
вания установлено, что вязкость дисперсии ЛХС-1269 
коррелирует с общей концентрацией липосомальных 
липидов, и ее значения находятся в пределах от 7,0 до 
13,6 мПа · с. 

Согласно данным таблицы 2, независимо от со-
отношения ЛХС-1269/ФХ и липидов в липосомальной 
мембране средний диаметр практически всех модель-
ных липосом не превышает заявленный размер вези-
кул 220 нм, а значения PDI составляют менее 0,3, что 
свидетельствует об узком распределении частиц по 
размеру [14]. Исключение представляет состав 5 с бо-
лее высоким содержанием ПЭГ-ДГФА − диаметр вези-
кул составил 236±15 нм. Кроме того, по результатам 
анализа измерения электрофоретической подвиж-
ности приготовленные по исследуемым составам ли-
посомы ЛХС-1269 имели относительно высокий от-
рицательный заряд, причем наибольшее значение 
ζ-потенциала отмечено для 6-й композиции –33,0 мВ. 
Традиционно абсолютное значение ζ-потенциала вы-
ше 30 мВ считается высоким и может вызывать силь-
ное электростатическое отталкивание везикул, улуч-
шая стабильность липосомальной системы.

Таким образом, в результате обобщения получен-
ных данных из исследуемых составов выбрана ком-
позиция 6 с молярным соотношением ЛХС-1269/ФХ  = 
1:160 и ФХ/холестерин/ПЭГ-ДГФА  =  1:0,33:0,003, кото-
рая обеспечивает включение ЛХС-1269 на уровне 98 % 
и приемлемые физико-химические характеристики.

Таблица 2. Средние значения PDI, размера  
и ζ-потенциала липосом ЛХС-1269

Тable 2. Average values of PDI, size and ζ-potential  
of LHS-1269 liposomes

Состав
Composition

Размер 
липосом, нм

Liposome size, 
nm

PDI

ζ-потенциал 
липосом, мВ

ζ-potential  
of liposomes, mV

1 208 ± 12 0,297 ± 0,021 –(25,0 ± 1,5)
2 191 ± 9 0,206 ± 0,012 –(27,0 ± 2,4)
3 192 ± 14 0,283 ± 0,015 –(26,0 ± 1,8)
4 197 ± 12 0,239 ± 0,024 –(24,3 ± 2,1)
5 236 ± 15 0,105 ± 0,013 –(27,9 ± 1,8)
6 190 ± 11 0,172 ± 0,016 –(33,0 ± 2,5)
7 190 ± 10 0,185 ± 0,019 –(28,1 ± 2,2)

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных фармацевтических ис-

следований разработан состав модели липосомаль-
ной ЛФ для инъекционного введения нового ориги-
нального производного индолокарбазола ЛХС-1269. 
С учетом гидрофобных свойств исследуемого со-
единения определены оптимальные соотношения  
ЛХС-1269/ФХ (1:160) и липидных компонентов липосо-
мальной конструкции (1:0,33:0,003), обеспечивающие 
приемлемые показатели качества полученных вези-
кул. При приготовлении липосомальной дисперсии 
с использованием указанных соотношений достига-
ется максимальный уровень включения субстанции  
ЛХС-1269 в липосомы − 98 %, при этом средний размер 
получаемых везикул составляет около 190 нм с шири-
ной распределения 0,172 и значением поверхностно-
го заряда частиц –33 мВ. 
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