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Изобретение касается применения липопо-
лисахаридов (ЛПС) для лечения кишечных вос-
палительных процессов. Далее под липополиса-
харидами (ЛПС) следует понимать липополиса-
хариды (ЛПС), встречающиеся в природе, а
также их синтетические или полусинтетические
варианты.

Липополисахариды (ЛПС) состоят из ли-
пидного компонента, липоида А, и полисаха-
ридной части, ковалентно связанной с этим
мембранным доменом. Полисахаридная область
состоит из терминальной О-специфической це-
пи, субструктуры, включающей до 50 повто-
ряющихся олигосахаридных единиц, как прави-
ло от двух до восьми мономеров, и липоида А,
связанного с областью ядра

О-цепь - область ядра - липоид А
О-специфическая цепь отличается чрезвы-

чайно высокой изменчивостью структуры у раз-
личных видов. Часть липоида А отвечает за
описанное ниже биологическое воздействие.
Биологическое воздействие моделируют путем
изменения ацилирующего образца липоида А.
Это достигается благодаря агонистическому
воздействию, которое чаще всего наблюдается у
встречающихся в природе вариантов ЛПС, (на-
пример, в Salmonella friedenau или Salmonella
abortus equi), а также антагонистическому воз-
действию вариантов ЛПС, симбиотических с
растениями микроорганизмов или синтетиче-
ских производных (С. Alexander und E.Th.
Rietschel, Biospektrum 4,99 5 Jahrgang 1999, S.
275-281). Достаточно подробное описание ЛПС
можно также найти в работе Wiese A, Branden-
burg, К.; Ulmer A.J.; Seydel, U.; Muller-
Leoennies.S., The dual role of lipopolysaccharide
as effector and target molecule. Biol. Chem 380, S
767-784

Липополисахариды являются сильнодей-
ствующими стимуляторами врожденного имму-
нитета, который создают грамотрицательные
бактерии Они связываются с ТLR-/СD14-
рецепторами на мононуклеарных клетках и ин-
дуцируют формирование секреции, соответст-
венно:

провоспалительных цитокинов, например
TNFα, MIF, JL-Iβ, IL-6, IL-8, IL12, IL-15 и IL-18,

различных колониестимулирующих фак-
торов;

различных липидных медиаторов; и
видов, восстанавливающих кислород.
При этом ЛПС способствуют быстро воз-

никающей, не зависящей от антител, активации
комплементного каскада при освобождении
анафилатоксина С5а и С3а. Человеческие Т-
лимфоциты стимулируются для пролиферации и
для выработки IL-2 и IFN (Alexander and Riei-
schel, 1999). При дальнейшем ходе воспали-
тельной реакции индуцируется образование
протеинов острой фазы.

С помощью этих механизмов липополиса-
хариды активируют неспецифический иммун-

ный ответ, благодаря чему могут быть лучше
устранены микроорганизмы, вирусы и раковые
клетки. Как следствие индуцированной ЛПС
выработки цитокинов и липидных медиаторов
индуцируется также сам процесс, например
воспаление, лихорадка и сепсис. Агонистиче-
ские ЛПС также называют эндотоксинами из-за
токсического воздействия ЛПС при сепсисе.

Применение ЛПС-антагонистов для лече-
ния сепсиса и ЛПС-агонистов для усиления им-
мунологического уничтожения опухоли описано
в различных публикациях (Grimminger et al.,
Internist 38, 541-552, 1997, Ikawa et al., J Nare
Cancer Inst i4, ; 195-1201,1954).

Воспаления могут возникать как следствие
повреждения тканей при механическом или хи-
мическом повреждении, как реакция на инфек-
цию, а также как результат иммунологических
патологических реакций (аутоиммунные забо-
левания и хронические воспалительные заболе-
вания). Острые воспаления приходят в состоя-
ние покоя путем устранения разрешающих фак-
торов, а также лизируемых клеток при повреж-
дении тканей или возбудителей при инфекциях.
Хронические воспаления встречаются тогда,
когда не может быть устранено вызывающее его
явление, либо когда иммунный ответ становится
автономным, и при этом развивается также ау-
тоиммунное заболевание с воздействием на го-
мологичные антигены или на всю кишечную
флору.

Основное явление при всех воспалитель-
ных реакциях - это поступление лейкоцитов в
очаг воспаления. Мобилизованные лейкоциты
выделяют провоспалительные вещества, веще-
ства, повышающие проницаемость и токсичные
вещества, либо вызывают выделение этих ве-
ществ другими клетками (такими как цитокины,
энзимы, медиаторы, простагландины, кислород-
ные радикалы). Это приводит к усилению кро-
вотока, а также к активизации и к повышению
пропускной способности иммунных клеток, ко-
торые участвуют в устранении возбудителя и
выводе продуктов распада. Различные факторы
роста - среди них также цитокины - способст-
вуют пролиферации тканевых клеток и, тем са-
мым, процессу заживления.

В ходе воспалительного процесса разру-
шаются также здоровые клетки, что приводит к
повреждениям тканей, которые при хрониче-
ских воспалениях останавливаются в росте и,
как следствие, вызывают перерождение тканей
[Gemsa und Resch, 1997]. Воспаления слизистой
оболочки кишечника приводят к проникнове-
нию аллергенов и антигенов продуктов питания
через стенку кишечника. Следствием является
повышенный иммунный ответ против этих эпи-
топов. Активирующиеся при этом Т-лимфоциты
циркулируют в лимфатическую систему и воз-
вращаются обратно в области слизистых или
кожи [Kantele et al., 1986], [Czerkinsky et al.,
1987], [Wenneras et al.. 1994], [Holmgren et al.,
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1989], [Sztein et al., 1994], [Kantele et al., 1999].
Если там они наталкиваются на подобные или
перекрестно реагирующие эпитопы, это может
привести к локальным или системным аллерги-
ческим реакциям, например пищевой аллергии,
сопровождаемой крапивницей, астмой, аллерги-
ческим ринитом или нейродермитом. При этом
существует прямая взаимосвязь между кишеч-
ным воспалением, повышенной проницаемо-
стью и аллергическими заболеваниями [Hol-
lander, 1999], IMa, 1997], [Fink, 2002), [Nekam,
1998a], [Nekam, 1998b], [Реnа, 1998], [Salminen
et al., 1996], [Majamaa and Isolauri, 1997],
[Dupont et al., 1989], [Malin et al., 1996]. Подроб-
ное описание можно найти в литературе, ука-
занной в списке. Поэтому устранение кишечно-
го воспаления имеет большое значение для
этиотропной терапии, когда кишечные воспали-
тельные реакции участвуют в патогенезе аллер-
гических заболеваний.

При инфекциях с грамотрицательными
бактериями липополисахариды являются важ-
ным разрешающим фактором острого воспале-
ния. Поэтому до сих пор считалось, что ЛПС
должны усиливать воспалительные процессы.

В настоящее время совершенно неожидан-
но было установлено, что ЛПС, экстрагирован-
ные из микроорганизмов или полученные син-
тетическим или полусинтетическим путем,
представляют собой превосходное средство для
лечения кишечных воспалительных процессов.

ЛПС можно экстрагировать из всех грам-
положительных микроорганизмов, а также по-
лучить их синтетические производные.

Эффективная доза вещества составляет
приблизительно от 0,05 нг/кг/д до 100 мкг/кг/д,
предпочтительная доза для приема при ораль-
ном применении составляет приблизительно 1
нг/кг/д - 10 мкг/кг/д. Поскольку при оральном
приеме в отличие от парентерального приема,
ЛПС отличаются меньшей токсичностью,
оральное применение получило большое тера-
певтическое распространение, причём побочные
явления при оральном приеме до сих пор не
выявлены даже при более высоких дозировках.

Применение ЛПС осуществляют предпоч-
тительно орально или ректально, например, в
форме растворов, порошков, гранулированных
препаратов, таблеток, капсул, драже, суппози-
ториев или клизм. Благодаря этому ЛПС можно
доставлять к эффективным местам слизистой
оболочки, поскольку ЛПС-продуцирующие или
-сверхпродуцирующие, непатогенные кишечные
бактерии вводятся орально. Трансдермальное,
топическое или парентеральное применение
также допустимо, однако последнее имеет стро-
го ограниченное терапевтические применение.

При применении в виде раствора следует
выбирать в качестве основы пептоноподобный
водный растворитель с амфифильными водо-
растворимыми веществами, например произ-
водными жирных кислот или липидов, который,

в частности, благодаря водорастворимым веще-
ствам с липофильными компонентами дает хо-
рошее мицелирование как условие растворимо-
сти. То же самое соблюдается при твердых
формах применения для осуществления необхо-
димой солюбилизации и биоразложения в сли-
зистой оболочке кишечника. Получение фарма-
цевтических форм осуществляется обычным
способом, хорошо известным специалистам, и
соответствует стандартным методам.

При применении ЛПС используют имею-
щийся в торговле агонистический ЛПС из Es-
cherichia coli, предпочтительно штамм Laves
1931, обладающий такой активностью в чувст-
вительности к стимуляции TNFα-синтеза в мо-
ноцитах, которую можно сравнить с рекомен-
дуемым ЛПС из Salmonella fnedenau. Точный
механизм, который обеспечивает действие, ин-
гибирующее воспаление, пока еще не известен.

Однако фармакологическое действие ЛПС,
как следует из литературы (Alexander et al, Wi-
ese et al), зависит от части липоида А, в частно-
сти, от его ацилирования, а не от О-цепи или
области ядра. Отсюда, можно допустить, что
подобным образом эффективны все ЛПС с
идентичным или подобным липоидом А - об-
разцом ацилирования и что все они имеют соот-
ветствующее агонистическое фармакологиче-
ское действие.

Орально вводимый ЛПС в значительном
объеме действует как ингибирующий воспале-
ние.

При исследовании мышей, у которых на
основе иммунологических дефектов (IL-10 -/-
делеция) развивались четко выраженные ки-
шечные воспаления [MacDonald T.T., 1994],
ЛПС ингибировали воспаление, что было дока-
зано не только клинически, но и гистологиче-
ски.

При исследованиях на мышах, у которых
на основе химического повреждающего фактора
обнаруживали кишечную воспалительную реак-
цию, ЛПС ингибировали эту воспалительную
реакцию, что также было доказано не только
клинически, но и гистологически.

Далее изобретение более подробно пояс-
няется на примерах:

Пример 1.
Препаративная изоляция ЛПС
ЛПС можно экстрагировать различными

методами из грамотрицательных бактерий. Ни-
же представлен предпочтительный метод.

Для извлечения ЛПС-содержащей фракции
эффективных веществ из Е. coli предпочтитель-
но культивируют Е. coli серотипа 02:К1:Н6
(предпочтительно штамм Laves 1931) в течение
пяти дней при 37°С до плотности роста от 3 х
108 колониеобразующих единиц/мл на среде на
основе мясных пептонов. Однако можно также
применять другие питательные среды, другие
грамотрицательные микроорганизмы и другие
плотности роста. С помощью известного спосо-
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ба из выросшей культуры путем термического
лизиса и многократной фильтрации получают
безбелковый и бесклеточный экстракт, который
диализируют через воду с 1 кД-мембраной и
лиофилизируют. Кроме того, термолизирован-
ную биомассу можно центрифугировать при
3900 г в течение 20 мин и лиофилизировать на-
досадочную жидкость. После достаточного диа-
лиза через воду с 1кД-мембраной фильтрат су-
живают и лиофилизируют.

Представленный способ изоляции липопо-
лисахаридов соответствует способу, описанно-
му Westphal et al [Westphal et al., 1952]. Лиофи-
лизат суспендируют в смеси вода-фенол (55%-
45%) и гомогенизируют, фазы разделяют цен-
трифугированием при 2000 г. Водную фазу диа-
лизируют через воду, как описано выше, сужи-
вают и лиофилизируют.

Лиофилизат растворяют в воде до концен-
трации около 10-40 мг/мл и центрифугируют с
ультразвуком при 55000 г 3 раза по 22 ч. Путем
лиофилизации осадка получают ЛПС-L31, кото-
рый далее может быть сужен (например путем
гель-фильтрации).

Пример 2. Ингибирование кишечных вос-
палительных реакций при аутоиммунных забо-
леваниях.

Следующие эксперименты проводили при
условиях двойного контрольного испытания на
мышах Интерлейкин 10 -/-делеции [MacDonald
Т. Т., 1994]. Две группы по 5 мышей в возрасте
четырех недель получали вместо питья в тече-
ние 21 дня либо Placebo (пептон крупного рога-
того скота), либо соответственно Placebo + 14
нг/мл липополисахарида из лизированного Es-
cherichia coli, штамм Laves 1931 (LPS-137, Ve-
rum). В ходе лечения следили за характеристи-
кой веса. Возрастание веса в группе Verum было
существенно больше, чем в группе Placebo. К
тому же в группе Placebo наблюдали более час-
тые клинические признаки колита, например
покраснение анального отверстия, мягкий стул
и трансанальное кровотечение.

После трехнедельного лечения выделяли
кишечник и определяли криптоиндекс. Крипто-
индекс предсталяет собой измерение дегенера-
ции и соответственно гиперплазии стенки ки-
шечника. Кроме того, измерялось воспаление:
чем выше значение, тем сильнее воспаление.
Verum-мыши имели криптоиндекс 4,75, Placebo-
мыши - 8,0. Из этого следует, что у мышей, ко-
торых лечили ЛПС-L131, наблюдалось значи-
тельно меньшее воспаление, чем у Placebo-
мышей. У мышей IL-10 -/- делеции обнаружено
хроническое воспалительное кишечное заболе-
вание человека неизвестной модели.

Результаты показывают, что LPS-L31 сни-
жает воспаления на основе иммуннологического
патологического управления (аутоиммунные
заболевания).

Пример 3. Ингибирование кишечных вос-
палительных реакций как следствие повреж-
дающего воздействия.

В следующем эксперименте 2 группам по 6
мышей Balb-c (возраст 2 месяца) при условиях
двойного контрольного испытания в течение 1
недели давали вместо питья либо Placebo (пеп-
тон крупного рогатого скота), либо соответст-
венно Placebo + 14 нг/мл ЛПС- L31 (Verum).
После лечения в течение одной недели все мы-
ши получали в течение 5 дней 2,5% DSS, чтобы
вызвать воспаление путем химического повреж-
дения. Затем следовало новое лечение Placebo
или Verum в течение 6 дней. Возрастание веса в
группе Verum было существенно больше, чем в
группе Placebo. Криптоиндекс в группе Verum
был значительно ниже, чем в группе Placebo,
т.е. ЛПС-1-131 снижал кишечное воспаление. К
тому же в группе Placebo наблюдали более час-
тые клинические признаки колита, например
покраснение анального отверстия, мягкий стул
и трансанальное кровотечение.

Пример 4. Определение влияния ЛПС на
образование TNFα

Исследование стимуляции секреции TNFα
в мононуклеарных клетках проводили, как опи-
сано в публикации [Thomsen and Loppnow,
1995]: Мононуклеарные клетки изолировали из
крови здорового донора с помощью градиентно-
го центрифугирования через Ficoll®, промывали
и инкубировали в питательной среде (RPMI)
1640). Клетки инкубировали 24 ч с ЛПС в кон-
трольном растворе, собирали, помещали в 2%
плодную сыворотку козленка и хранили для
анализа цитокинов при 20°С. Определение
TNFα осуществляли с помощью коммерческого
твердофоазного иммуносорбентного теста
(ELISA) с анти-TNFα антителами. Через 24 ч
после добавления 1 мкг/мл ЛПС-1.31 измеряли
концентрацию TNFα 1851 пк/мл. 1 мкг/мл ре-
комендованного ЛПС из Salmonella friedenau
индуцировало в отдельном промежутке времени
1976 пг/мл TNFα. Из этого следует, что ЛПС-
L131 представляет собой агонистический ЛПС,
который по своей активности не отклоняется от
известных ЛПС-форм. При этом можно ожи-
дать, что все агонистические ЛПС-формы явля-
ются эффективными при кишечных воспалени-
ях. В частности, антагонистическое воздействие
не является необходимым для сохранения ак-
тивности, которая описывается в литературе
(Alexander et al., Wiese et al).
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Применение ЛПС и/или их производных
вариантов для перорального или ректального
лечения кишечных воспалительных процессов.

2. Применение по п.1, отличающееся тем,
что используют агонистический ЛПС.

3. Применение по п.1 или 2, отличающееся
тем, что используют ЛПС из Е.coli.

4. Применение по пп.1-3, отличающееся
тем, что используют ЛПС из серотипа 02:K1:Н6
E.coli.

5. Применение по пп.1-4, отличающееся
тем, что используют ЛПС из серотипа 02:K1:Н6
E.coli, штамма Laves 1931.

6. Применение по пп.1-5, отличающееся
тем, что дозировка при оральном приеме со-
ставляет от 0,05 нг/кг/д до 100 мкг/кг/д, пред-
почтительно 1 нг/кг/д до 10 мкг/кг/д.

7. Применение по пп.1-6, отличающееся
тем, что оно осуществляется при кишечных
воспалительных процессах на основе инфекци-
онных реакций.

8. Применение по пп.1-6, отличающееся
тем, что оно осуществляется при кишечных
воспалительных процессах, вызываемых повре-
ждающими воздействиями, в частности химиче-
скими повреждениями.

9. Применение по пп.1-6, отличающееся
тем, что оно осуществляется при кишечных
воспалительных процессах на основе аутоим-
мунных заболеваний.

10. Применение по пп.1-6, отличающееся
тем, что оно осуществляется при колитах раз-
личного происхождения или при аллергических
реакциях на основе кишечных воспалений.
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