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В статье перечислены основные виды лабораторных животных, которые исполь-
зуются для изучения трансдермальной проницаемости химических соединений. Описа-
ны особенности строения эпидермиса, дермы и придатков кожи у человека и лабора-
торных животных (мелких грызунов, свиньи, обезьяны). Подчеркнуты достоинства 
и недостатки разных лабораторных животных как объектов для трансдермального 
моделированияin vivo. Выделен способ экстраполяции, называемый «методом паралле-
лограмма» или «Triple Pack», для прогнозирования проницаемости кожи человека при 
наличии экспериментальных данных проницаемости кожных покровов животных in 
vivo и человека in vitro. В статье приведено общее описание дизайна экспериментов по 
определению трансдермальной проницаемости веществ in vivo (включая подготовку 
животных, помещений, апплицируемого вещества) согласно Руководствам Всемирной 
организации здравоохранения и Организации экономического сотрудничества и разви-
тия. В качестве наиболее совершенных и безопасных путей быстрого обнаружения ве-
ществ в дерме у добровольцев выделен тканевой микродиализ, в клетках рогового слоя –  
соскоб липкой лентой («tapestripping»).
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ВВЕДЕНИЕ

Суть трансдермальной терапии заклю-
чается в проникновении лекарственных 
веществ с поверхности неповрежденной 
кожи в кровеносное русло. В отличие от 
топических трансдермальные лекарствен-
ные формы вызывают системные эффекты 
[1]. Поиск молекул, способных успешно 
преодолевать кожный барьер и создавать 
эффективные концентрации в крови, свя-
зан с отбором среди существующих лекар-
ственных веществ по определенным физи-
ко-химическим критериям (молекулярная 
масса, липофильность, растворимость, 
температура плавления и др.) и приемле-
мым фармакокинетическим параметрам. 
Предположение о возможности трансдер-
мального переноса вещества подтверж-
дается успешным моделированием про-
ницаемости в системах in vitro и in vivo. 
В условиях лабораторных исследований 
in vivo моделями выступают подопытные 
животные. В клинических испытаниях с 
участием добровольцев оцениваются пер-
спективы трансдермальной терапии в че-
ловеческой популяции. 

Цель настоящего обзора – определить, 

какие модели in vivo используются для из-
учения трансдермальной проницаемости 
веществ и каково их значение в прогно-
зировании доступности лекарственных 
средств при трансдермальной доставке.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве материалов исследования 
использовали публикации в специализи-
рованных изданиях и сети Интернет. По-
иск осуществляли среди оригинальных 
русско-, англо- и немецкоязычных статей. 
Применяли теоретические методы иссле-
дования – контент-анализ, синтез, сравне-
ние. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Значение эпидермального барьера и 
микроциркуляторного русла кожи для 
трансдермальной абсорбции. Кожа чело-
века – это многослойный орган, который 
отграничивает внутренние среды организ-
ма от внешнего мира. Кожа состоит из не-
однородных по организации и структуре 
слоев: эпидермиса, дермы и гиподермы. 
Глубокий слой гиподермы примыкает к 
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1 – эпидермис; 2 – сосочковый слой дермы; 3 – сетчатый слой дермы; 4 – гиподерма; 
5 – венозная часть капиллярной петли; 6 – артериальная часть капиллярной петли; 

7 – поверхностное микрососудистое сплетение; 8 – нисходящая венула; 9 – глубокое 
микрососудистое сплетение.

Рисунок 1. – Общая схема микроциркуляции в коже

фасциям мышц и состоит из адипоцитов. 
Дерму формирует соединительная ткань и 
гелеобразный матрикс. Дерма и гиподер-
ма хорошо кровоснабжаются: треть всего 
циркулирующего объема крови находится 
в этих тканях. В дерме выделяют два слоя: 
сосочковый и сетчатый. Тонкий сосочко-
вый слой образует характерные бугорки, 
которые примыкают к базальному слою 
эпидермиса. В каждый сосочек дермы от 
поверхностного микрососудистого сплете-
ния восходит артериола и нисходит вену-
ла, формируя таким образом капиллярную 
петлю. Плотность капилляризации состав-
ляет до 65 микрососудов на 1 мм2 кожи. 
Глубокие микрососудистые сплетения на-
ходятся на границе дермы и гиподермы и 
связаны с поверхностными сплетениями 
сетью анастомозов. В отличие от дермы 
и подкожной жировой клетчатки эпидер-
мис не имеет сосудов. Эпидермис состо-
ит из нескольких слоев, в которых клетки 
находятся на разных стадиях созревания, 
и активно обновляется. Все питательные 
вещества и кислород многослойный эпи-
дермис получает из прилегающего к нему 
микроциркуляторного русла дермы [2]. 
Общая схема микроциркуляторного русла 
кожи отображена на рисунке 1. 

Основным барьером кожи, ограничи-
вающим проникновение веществ извне, 
является мертвый роговой слой эпидерми-

са. Плотная упаковка клеток рогового слоя 
(корнеоцитов) не позволяет большинству 
экзогенных молекул проникнуть в ниже-
лежащие живые слои эпидермиса и дерму. 
Однако для разных веществ эпидермис 
в той или иной степени проницаем. Про-
ницаемость эпидермиса определяется в 
основном его толщиной и липидным со-
ставом. Роговой слой состоит в среднем из 
10–20 слоев мертвых корнеоцитов с общей 
толщиной около 20 мкм. Корнеоциты при-
дают механическую прочность роговому 
слою. Они окружены липидными бисло-
ями, в которые встроены молекулы цера-
мидов и холестерина [3]. Липидный домен 
рогового слоя используется дифильными и 
липофильными молекулами для диффузии 
во внутренние слои эпидермиса. Гидро-
фильные же вещества преодолевают ро-
говой пласт по белковым филаментам [4]. 
Проникнув через эпидермис и базальную 
мембрану, вещества могут абсорбировать-
ся в микроциркуляторное русло и далее в 
системный кровоток. Так происходит вса-
сывание лекарственных средств из транс-
дермальных форм. 

Кожа лабораторных животных (крыс, 
мышей, кроликов, морских свинок) име-
ет такие же слои, как и человеческая, что 
дает возможность использовать их в ка-
честве тест-систем для моделирования 
трансдермального переноса. Толщина, со-
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отношение липидных компонентов, плот-
ность покрытия волосяными фолликула-
ми обусловливают межвидовые различия 
профилей проницаемости. Изучение кож-
ной проницаемости in vivo заключается не 
только в определении степени поглощения 
вещества слоями кожи, но и в оценке его 
системной абсорбции. In vivo моделями 
выступают лабораторные животные и здо-
ровые добровольцы. В отличие от исследо-
ваний in vitro с использованием в качестве 
кожного барьера иссеченной кожи трупов 
животных или человека, а также синтети-
ческих мембранных материалов, в экспе-
риментах in vivo участвуют анатомически 
и физиологически целостные модели. Не-
оспоримое преимущество in vivo моделей 
заключается в возможности оценить в 
живом организме не только кинетические 
параметры абсорбции вещества, но и его 
фармакодинамические эффекты [5]. 

Модели in vivo для исследования 
трансдермального переноса: испытания 
на лабораторных животных. Животные 
модели могут использоваться для проведе-
ния не только доклинических испытаний, 
но и лабораторных тестов, не связанных 
с производством лекарственных средств, 
например, для установления потенциаль-
ной токсичности химических веществ и 
их гигиенического нормирования на про-
изводстве и в сельском хозяйстве, для ги-
гиенической регистрации и сертификации 
изделий, которые непосредственно контак-
тируют с кожными покровами человека, 
для разработки норм охраны труда. В ги-
гиенических тестах для изучения дермаль-
ного воздействия химических соединений 
могут оцениваться не только их местное 
раздражающее действие, но и кожно-ре-
зорбтивные эффекты [6].

Лабораторные животные не являются 
идеальными in vivo моделями для иссле-
дования трансдермальной проницаемо-
сти по нескольким причинам. Во-первых, 
хотя строение и физиология кожи челове-
ка и животных в общем схожие, отдельные 
эпидермальные слои покрова животных 
могут отличаться по толщине, плотности 
покрытия волосами (шерстью) и потовы-
ми железами. Эти отличия обусловлива-
ют, как правило, бóльшую проницаемость 
кожи животного по сравнению с челове-
ческой. Учитывая этот факт, исследова-
ния трансдермального переноса веществ 
считаются релевантными, если кожа жи-

вотной модели показывает такую же про-
ницаемость, как и человеческая, или если 
значение проницаемости кожи у животно-
го постоянно одинаково отличается от та-
ковой у человека [7]. Во-вторых, животные 
имеют другую анатомию расположения 
внутренних органов и тканей. Кроме того, 
животные инстинктивно слизывают язы-
ком нанесенные вещества, поэтому осо-
бенностью схемы исследования является 
обязательное изолирование места кожи с 
нанесенной субстанцией. Для этого могут 
использоваться пластиковые щитки или 
ветеринарные воротники [8], либо живот-
ные принудительно фиксируются в специ-
альных домиках [6]. 

Для подтверждения системной абсорб-
ции субстанций с поверхности кожи в экс-
перименте используются различные виды 
животных. Чаще всего это млекопитаю-
щие из отряда Грызуны (Rodentia): крысы, 
мыши, хомяки, морские свинки, кролики. 
Гораздо реже используются более крупные 
животные, а именно свиньи и приматы из 
семейств Цепкохвостые и Мартышковые: 
беличьи обезьяны (саймири) и бенгаль-
ский макак (макак-резус). Последний явля-
ется распространенным объектом для раз-
личного рода медицинских исследований, 
поскольку он филогенетически близок 
человеку. Кожа обезьян отличается от че-
ловеческой наличием шерстного покрова, 
а не волос, однако внутренние части рук, 
ног и туловища безволосые. В отличие от 
человека, по всей волосистой поверхности 
кожи приматов присутствуют апокрино-
вые железы, и протоки сальных желез от-
крываются наружу, а не в устье волосяного 
фолликула, как у человека. Преимущество 
приматов состоит в том, что это крупные 
животные, которые подходят для серий-
ного забора крови [7]. Обезьяны были бы 
самыми подходящими моделями для из-
учения трансдермальной абсорбции, одна-
ко они дорогие и должны ввозиться из-за 
рубежа, кроме того, сотрудники лаборато-
рий должны быть обучены особенностям 
обращения с этими животными [9].

Крупной животной моделью является 
свинья. Свиная шкура очень похожа на чело-
веческую кожу. Она имеет волосяной покров 
– щетину, протоки сальных желез, как и у че-
ловека, открываются в устья волосяных фол-
ликулов, хорошо выражен сосочковый слой 
дермы, схожи белковые и липидные фрак-
ции эпидермиса, а также архитектура ми-
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кроциркуляторного русла. Однако роговой 
слой кожи свиньи (около 26 мкм) плотнее 
человеческого (около 20 мкм). Современные 
способы исследования трансдермальной 
проницаемости с помощью ячеек Франца 
отодвинули на второй план использование 
свиньи как полноценной животной модели. 
При этом для экспериментов in vitro более 
употребительны иссеченные участки шкуры 
спины или уха свиньи. Самой подходящей 
моделью с профилем проницаемости, мак-
симально близким к человеческой коже, счи-
тается кожа свиного уха [7]. В 1970–80-ые  
гг. был проведен ряд сравнительных опытов 
с участием добровольцев и разных видов 
животных. Например, исследование кож-
ной проницаемости радиоактивно меченных 
галопрогина (противогрибковое средство), 
ацетилцистеина, кортизона, кофеина и те-
стостерона на моделях in vivo (человек, сви-
нья, крыса, кролик) выявило аналогичную 
проницаемость у свиньи и человека. В похо-
жем опыте с участием макак-резус, морских 
свинок и человека анализировалась транс-
дермальная проницаемость бензойной кис-
лоты, гидрокортизона и тестостерона. Кожа 
обезьян продемонстрировала профиль про-
ницаемости, аналогичный человеческому, а 
кожа грызунов отличалась большей прони-
цаемостью по сравнению с человеческой и 
крупных животных [5].

Наиболее доступными животными для 
тестов in vivo являются грызуны. Это мел-
кие животные, которые быстро размножа-
ются, неприхотливы в пище, недорогие, 
для своего содержания и разведения не 
требуют ни больших площадей, ни специ-
альных навыков персонала по обращению 
и уходу за ними. Однако как модели для 
изучения кожной проницаемости они при-
годны менее всего. Строение кожи грызу-
нов значительно отличается от строения 
кожи человека (таблица 1). У грызунов 
все эпидермальные слои тоньше и грани-
ца между ними слабо выражена. Основной 
барьерный пласт клеток рогового слоя гры-
зунов в 2–3 раза тоньше человеческого. В 

коже человека отчетливо выражен рельеф 
сосочкового слоя дермы, а дерма грызунов 
(особенно мышей) этого рельефа практи-
чески не имеет. У мышей сосочковый слой 
рыхлый и легко отделяется от эпидермиса 
[10]. Кожа всех грызунов как в моделях in 
vivo, так и in vitro более проницаема для 
химических соединений, чем кожа сви-
ней, обезьян и человека. Препарированная 
кожа лабораторных крыс, используемая 
для in vitro анализа кожной абсорбции, 
всегда более проницаема, чем кожа живой 
крысы, однако менее проницаема, чем че-
ловеческая кожа in vitro [7, 11].

Недостатком грызунов является то, что 
их кожа покрыта густой шерстью для со-
хранения тепла. Для человеческой кожи не 
характерна настолько высокая плотность 
волосяных фолликулов. Альтернативны-
ми моделями могут выступать безволосые 
грызуны (крысы, мыши и морские свин-
ки). Голые линии мышей, лишенные тиму-
са (нокаутные), были выведены в 70-ых гг. 
ХХ в. [12]. Безволосая кожа этих животных 
казалась идеальной для изучения транс-
дермальной проницаемости. Однако ана-
лиз данных, полученных в исследованиях 
с 1993 по 2014 г., показал, что голая кожа 
нокаутных мышей и крыс в несколько раз 
более проницаема, чем человеческая. Ис-
ключение составили безволосые морские 
свинки (Hairless Guinea Pigs, HGPs). Их 
эпидермис такой же толщины, как и чело-
веческий, с резко выраженными перехода-
ми от слоя к слою, а дерма усеяна густой 
сетью капилляров. В ряде опытов значения 
проницаемости для кожи голых морских 
свинок коррелируют со значениями про-
ницаемости человеческой кожи [7].

Исследование кожной проницаемости 
химических веществ должно проводиться 
не только на оптимальной in vivo модели, 
но и учитывать внутривидовые различия 
животных. По некоторым данным, вари-
ативность значений абсорбции для кожи 
свиньи может достигать 21% (у человека –  
35%). Учет индивидуальных различий ме-

Таблица 1. – Толщина эпидермиса и дермы у грызунов [10]
Человек Мини-пиг Крыса Мышь Кролик Морская 

свинка Хомяк Хорек

Область 
живота Область холки

Эпидермис, мкм 50–1000 50–60 10–18 10–15 9–15 36 10–15 24
Дерма, мкм 50–2000 100–500 300–500 350 400 500 400 600–900
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таболизма животных одного вида необхо-
дим для включения статистически обосно-
ванного количества животных в исследуе-
мую группу [7].

Дизайн экспериментов и способы вы-
ражения трансдермальной проницаемо-
сти для in vivo моделей. In vivo модели 
ценны тем, что представляют собой це-
лостную в анатомическом и физиологиче-
ском отношениях систему. Животные мо-
дели более востребованы, что естественно 
объясняется менее жесткими, в отличие от 
испытаний на людях, законодательными 
ограничениями. Рекомендации к методам 
исследования кожной абсорбции химиче-
ских веществ in vivo на лабораторных жи-
вотных изложены в документах:

1) монография Всемирной организа-
ции здравоохранения [8];

2) Руководство по испытаниям хими-
ческих веществ in vivo Организации эконо-
мического сотрудничества и развития [11].

Некоторые документы не содержат 
прямых указаний методологии in vivo опы-
тов, а предоставляют рекомендации для 
интерпретации результатов исследования 
трансдермальной проницаемости:

1) Руководство по оценке дермальной 
абсорбции Организации экономического 
сотрудничества и развития [13];

2) Рекомендации по оценке дермаль-
ной абсорбции Агентства по охране окру-
жающей среды США [14];

3) Руководство Европейского агент-
ства по безопасности пищевых продуктов 
[15].

В соответствии с Правилами надлежа-
щей лабораторной практики Евразийского 
экономического союза в сфере обращения 
лекарственных средств, утвержденных Ев-
разийской экономической комиссией, ис-
пользуемые в доклинических испытаниях 
животные называются тест-системами. 
Правила определяют требования к орга-
низации, планированию и проведению ис-
пытаний с использованием биологических 
тест-систем, а также требования к оформ-
лению результатов и контролю качества 
исследований [16].

В инструкции [6] приведены единые 
подходы к токсикологической оценке хи-
мических веществ и детально описаны ме-
тодики постановки опытов на животных 

Для большинства трансдермальных 
форм (пластыри, спреи, гели) уже суще-
ствуют пероральные лекарственные фор-

мы, поэтому основными задачами докли-
нического исследования становятся уста-
новление возможности вызвать системные 
эффекты после накожной аппликации ве-
щества, выбор стартовой дозы и диапазона 
доз, установление токсических доз и выяв-
ление потенциальных токсических рисков.
Все исследования для доказательства дер-
мальной абсорбции на животных моделях 
разделяются на три группы:

1) вещество определяется в плазме 
крови или экскрементах животного;

2) вещество определяется в коже жи-
вотного (биопсия тканей);

3) вещество определяется во всех тка-
нях животного.

В монографии ВОЗ приведены не-
которые рекомендации по методологии 
in vivo опытов и интерпретации полу-
ченных результатов [8]. В частности, 
кожа животного подготавливается за 
24 часа до начала опыта: участок кожи 
выбривается машинкой для стрижки 
волос и моется мягким моющим сред-
ством. Чтобы избежать порезов, бри-
тье шерсти станком не допускается. 
Исследуемое вещество растворяется в 
подходящем растворителе, состав на-
носится на 5–10% от общей площади 
поверхности кожи (для животного мас-
сой 200–250 грамм это составляет около  
10 см2), апплицируемая доза выражает-
ся в мг/см2. Продолжительность воздей-
ствия вещества определяется как время 
от начала нанесения состава до смыва-
ния с кожи. В случае, если по окончании 
опыта животных умерщвляют, кожная 
абсорбция выражается в процентах, то 
есть количество вещества, извлеченного 
из тканей тушки животного от нанесен-
ного на кожу. К нему прибавляются ко-
личества, определенные в экскрементах, 
крови и в выдыхаемом воздухе. Если 
животных оставляют для дальнейшего 
метаболизма, то меру абсорбции опреде-
ляют косвенно, исходя из количеств, за-
фиксированных в экскрементах или кро-
ви. Степень кожной абсорбции F может 
выражаться в виде значения абсолютной 
биодоступности. Для определения F ис-
пользуются либо значения площадей под 
фармакокинетическими кривыми AUC 
(1), либо значения количеств, выведен-
ных в неизменном виде с мочой Au (2), 
после накожного (topical) и внутривен-
ного (iv) введений:
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𝐹𝐹𝐹𝐹 =

𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡
𝐷𝐷𝐷𝐷𝑡𝑡𝑡𝑡𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡

𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑖𝑖𝑖𝑖
𝑑𝑑𝑑𝑑𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑖𝑖𝑖𝑖

         (1)

𝐹𝐹𝐹𝐹 =

𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖
𝐷𝐷𝐷𝐷𝑡𝑡𝑡𝑡𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖

𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖
𝐷𝐷𝐷𝐷𝑡𝑡𝑡𝑡𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖

         (2)

В Руководстве [11] изложены основ-
ные принципы проведения теста для опре-
деления кожной абсорбции веществ. Для 
теста используются самцы молодых крыс 
массой 200–250 грамм либо бесшерстные 
линии крыс. Крысы содержатся в отдель-
ных клетках только при искусственном ос-
вещении (12 часов света, 12 часов темно-
ты), температуре 22 °С (± 3 °С) и влажности 
не более 60%. В каждую группу животных 
включаются не менее четырех особей, при 
этом количество групп равно числу пери-
одов воздействия испытуемого вещества. 
На коже животных машинкой для бритья 
выбривается участок площадью 10 см2  

и обезжиривается ацетоном. Затем на-
носится растворенное в подходящем рас-
творителе вещество из расчета 1–5  мг на 
1 см2. Участок кожи изолируется от зали-
зывания животным. По окончании периода 
воздействия (равного обычно 6 и 24 часам) 
остатки состава смываются подходящим 
растворителем. Всех животных умерщвля-
ют. Участки кожи, на которых находился 
испытуемый состав, изолируются для от-
дельного анализа. Вещество определяется 
в тканях и органах тушки животного, кро-
ви, собранных в ходе опыта экскремен-
тах. Количество вещества,извлеченного 
из всех тканей тушки, промывных вод, 
экскрементов, должно быть равно 100% 
от нанесенного количества (massbalance). 
Степень абсорбции выражается в мг на  
1 см2 кожи [11].

Иногда участок кожи, на который было 
нанесено испытуемое соединение, допол-
нительно подвергается соскобу липкой 
лентой для удаления рогового слоя эпи-
дермиса. Роговой слой является не только 
преградой для пенетрации веществ, но и 

местом их депонирования. Липкую ленту 
прикладывают к коже многократно, пока 
она не потеряет адгезивные свойства. Со-
бранные таким образом корнеоциты на 
ленте помещаются в контейнер, заливают-
ся растворителем, затем анализируются с 
помощью подходящей методики [8]. 

В Республике Беларусь утверждены 
требования к постановке эксперименталь-
ных исследований для первичной токси-
кологической оценки веществ, согласно 
которым системные эффекты после накож-
ного применения можно выявить «проби-
рочным» методом. Для этого подопытные 
белые лабораторные крысы фиксируются 
в специальных домиках, а 2/3 их хвостов 
окунаются в раствор испытуемого веще-
ства, что соответствует примерно 5% пло-
щади тела животного. Гистологическая 
структура кожи хвостов подобна человече-
ской. Системные эффекты регистрируют-
ся через 1 и 16 часов после начала опыта. 
Фиксируются общее состояние животных, 
клинические симптомы интоксикации, 
признаки раздражения кожи, падеж, при 
необходимости производится патоморфо-
логическое вскрытие. Для оценки степени 
острого отравления после аппликации ве-
щество в нативном или растворенном виде 
(из расчета 100–2500 мг на кг веса живот-
ного) наносится на выстриженные участки 
кожи спин крыс. В первые 8 часов иссле-
дования состояние животных фиксируется 
ежечасно, а в последующие две недели – 
ежесуточно. Смертельной считается доза 
(мг/кг), которая после эпидермального 
применения вызвала падеж 50% испытуе-
мых крыс [6].

Основываясь только на результатах 
in vivo исследований на крысах, можно 
переоценить трансдермальную проница-
емость химических веществ для челове-
ка, тем более, что не существует никакого 
точного поправочного коэффициента для 
прогнозирования проницаемости кожи 
человека на основе данных эпидермаль-
ной проницаемости лабораторных крыс. 
С учетом этого факта был предложен так 
называемый расчетный метод параллело-
грамма:

[% абсорбции 𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻  𝑖𝑖𝑖𝑖𝐻𝐻𝐻𝐻  𝑣𝑣𝑣𝑣𝑖𝑖𝑖𝑖𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 ]
[ % абсорбции 𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻  𝑖𝑖𝑖𝑖𝐻𝐻𝐻𝐻  𝑣𝑣𝑣𝑣𝑖𝑖𝑖𝑖𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 ]

 =  [% абсорбции 𝑅𝑅𝑅𝑅𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻  𝑖𝑖𝑖𝑖𝐻𝐻𝐻𝐻  𝑣𝑣𝑣𝑣𝑖𝑖𝑖𝑖𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 ]
[% абсорбции 𝑅𝑅𝑅𝑅𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻  𝑖𝑖𝑖𝑖𝐻𝐻𝐻𝐻  𝑣𝑣𝑣𝑣𝑖𝑖𝑖𝑖𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 ]

(3)
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Прогнозируемое значение трансдермальной проницаемости в процентном выраже-
нии приобретает вид:

Использование этого метода предпо-
лагает проведение трех серий экспери-
ментов для определения трансдермальной 
абсорбции на лабораторных крысах in vivo 
и in vitro и на участках кожи трупов лю-
дей in vitro с обязательным соблюдением 
идентичных условий для всех серий те-
стов, включая концентрацию исследуемо-
го вещества, основу, время экспозиции, 
площадь нанесения, температуру воздуха 
лаборатории и др. Желательно проводить 
все серии тестов в одной лаборатории [17]. 
Метод параллелограмма применим для 
любых подопытных животных, если по-
лученные значения отношения абсорбции 
in vitro к in vivo постоянно остаются оди-
наковыми. В Руководстве [13] такой ком-
бинированный подход к использованию 
трех типов данных обозначается термином 
«TriplePack». Метод параллелограмма ока-
зался достаточно точным для прогнози-
рования значений кожной проницаемости 
при отсутствии данных in vivo для чело-
века. Например, с помощью этого метода 
были теоретически рассчитаны значения 
кожной проницаемости для перметрина, 
кофеина, бензойной кислоты, инсектицида 
пропоксура. При этом использовались дан-
ные, полученные в in vivo эксперименте с 
крысами и in vitro опыте с кусками чело-
веческой кожи. Последующее измерение 
проницаемости этих веществ для человека 
in vivo почти полностью совпало с рассчи-
танным ранее теоретически [17]. 

Какова бы ни была цель эксперимен-
тов с лабораторными животными (до-
клинические испытания лекарственных 
средств, тестирование косметических про-
дуктов, бытовой химии, обоснование гиги-
енических нормативов на производстве и 
т. д.), особенностью их проведения явля-
ется абсолютная беззащитность животных 
и полная доминанта человека. Поэтому 
большое внимание должно быть уделено 
этической стороне испытаний. Все выше 
обозначенные руководства по испытаниям 
кожной проницаемости на животных мо-
делях обязывают проводить умерщвление 
животных. Страны Европейского союза в 

принятой в 2010 г. «Директиве по защите 
животных, используемых в научных це-
лях», закрепляют так называемое правило 
“трех R”, то есть уменьшение количества 
лабораторных животных в эксперименте 
(Reduction), уменьшение переживаемых 
ими боли и стресса (Refinement), а также 
всегда, если это возможно, замена живот-
ных моделей на in vitro или in silico тесты 
(Replacement) [18].

Модели in vivo для исследования 
трансдермального переноса: испытания 
на добровольцах. Предварительные ис-
пытания на лабораторных животных по-
зволяют установить сам факт диффузии и 
абсорбции в кровеносное русло химиче-
ских соединений. Однако количественные 
характеристики трансдермального потока 
у животных и человека могут отличаться. 
Поэтому золотым стандартом исследо-
ваний трансдермальной проницаемости 
веществ являются испытания на добро-
вольцах [8]. Такого рода исследования 
ограничиваются морально-этическими 
принципами, заложенными Хельсинкской 
декларацией [19], требованиями надлежа-
щей клинической практики (Good Clinical 
Practice) [20] и Международной комиссией 
по радиологической защите в случае, если 
исследование трансдермальной абсорбции 
проводится с использованием радиоактив-
ных меток [21]. При этом требования к 
стандартам проведения клинических ис-
пытаний с участием людей унифицирова-
ны силами Международного совета по гар-
монизации технических требований к ле-
карственным средствам для человека и от-
ветственными органами здравоохранения 
внутри страны. Унификация способствует 
внедрению единых подходов в организа-
ции испытаний лекарственных средств на 
людях [22].

В клинических и биоэквивалентных 
исследованиях трансдермальных форм 
определяются фармакокинетические пара-
метры: максимальная концентрация веще-
ства в крови (Сmax), время достижения мак-
симальной концентрации (tmax), площадь 
под кривой “концентрация-время” (AUC). 

(4)
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Предварительная оценка трансдермаль-
ной проницаемости химического веще-
ства может заключаться в идентификации 
вещества в моче или в клетках рогового 
слоя после нанесения состава на кожу. Су-
ществует несколько современных, эффек-
тивных и достаточно быстрых способов, 
которые позволяют установить сам факт 
диффузии вещества в кожу без забора кро-
ви у добровольцев: соскоб липкой лентой 
и микродиализ.

Соскоб липкой лентой (tape stripping). 
Этот способ позволяет определить, диф-
фундирует ли вещество в клетки рогово-
го слоя. Роговой слой эпидермиса легко 
отделяется липкой лентой. В удаленных 
таким образом корнеоцитах можно коли-
чественно определить исследуемое соеди-
нение. В США в 1998 г. Управлением по 
надзору за качеством пищевых продуктов 
и лекарственных средств (Food and Drug 
Administration, FDA) было разработано ру-
ководство по определению биоэквивалент-
ности топических лекарственных форм 
с помощью этого метода, а несколько лет 
спустя оно было отозвано. Критике под-
верглись как сама суть метода соскоба, так 
и его воспроизводимость [23]. 

Для удаления корнеоцитов использу-
ются специальные липкие ленты, напри-
мер, марки 3M (США). Соскоб липкой 
лентой может оказаться полезным для 
анализа топических форм in vitro. Сооб-
щается, что после трехчасового хранения 
препарированной донорской кожи соскоб 
липкой лентой может удалить все слои 
эпидермиса вплоть до базальной мем-
браны. Так, в одном из исследований для 
анализа кожного проникновения местных 
форм ацикловира и пенцикловира был вы-
полнен соскоб эпидермиса липкой лентой. 
Затем с помощью вестерн-блоттинга с ис-
пользованием моноклональных антител 
к кератину 5 подтверждено наличие ба-
зальных клеток на анализируемых липких 
лентах [24]. Хотя удаление рогового слоя 
сохраняет свою значимость в разного рода 
лабораторных исследованиях, для анализа 
системной абсорбции веществ, нанесен-
ных на кожу, этот метод не пригоден. В то 
же время, он может оказаться полезным 
для доказательства депонирования хими-
ческих веществ в роговом слое кожи [8].

Микродиализ. Тканевой микродиализ 
является малоинвазивным методом опре-
деления локальных концентраций химиче-

ских веществ в межклеточной жидкости. 
Впервые катетер был имплантирован в 
подкожную жировую клетчатку человека 
для измерения внеклеточной концентра-
ции глюкозы в 1987 г. В основе метода ле-
жит процесс пассивной диффузии веществ 
через полупроницаемую мембрану [25]. 
Тканевой микродиализ активно использу-
ется не только в медицине для мониторин-
га биохимических параметров, но и для 
изучения возможностей трансдермальной 
терапии и биоэквивалентных испытаний 
топических и трансдермальных лекар-
ственных форм [26]. С помощью тканевого 
микродиализа изучают не только кинетику 
трансдермального всасывания, но и мета-
болизм веществ в коже [8].

В общем виде система микродиализа 
состоит из двуполостного полиуретано-
вого катетера с полупроницаемой мем-
браной, который имплантируется в ткань 
(дерму, гиподерму или мышечную ткань), 
и микронасоса для непрерывной подачи 
перфузионной жидкости. Для перфузии 
используются растворы, изотоничные 
внеклеточной жидкости, чаще всего это 
раствор Рингера, изотонический раствор 
натрия хлорида либо специализирован-
ные жидкости [25]. Скорость потока пер-
фузата зависит от целей микродиализа: 
для отслеживания тканевых концентра-
ций пирувата, лактата, глюкозы и т.д. 
используется низкая скорость потока – 
0,3–2,0 мкл/мин, в доклинических и кли-
нических исследованиях – около 2  мкл/
мин [26].

Внедрение катетера происходит двумя 
способами:

1) методом сквозного прокола, требую-
щим двух точек прокола;

2) методом одного прокола с входом и 
выходом в одном месте.

Микродиализный зонд очень хрупкий, 
поэтому вводится с помощью канюли. 
Микронасос обеспечивает непрерывный 
поток перфузата по трубочке катетера и 
имитирует кровоток в сосуде. Область по-
лупроницаемой полиуретановой мембра-
ны находится в дерме под местом нанесе-
ния состава с тестируемым соединением. 
Если кожа проницаема для вещества, то в 
дерме ниже места нанесения формируется 
область с градиентом концентрации меж-
ду тканью и раствором в катетере. Диали-
зат на выходе собирается в микроампулу. 
Процесс диализа будет происходить, пока 
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существует разница концентраций между 
тестируемой системой на коже и собствен-
но кожей (точнее дермой) и между дермой 
и перфузионной жидкостью (рисунок 2). В 
диализате определяется относительное из-
влекаемое количество вещества как часть 
от количества, присутствующего в ткани 

[8]. Мембрана микродиализного зонда мо-
жет иметь разные размеры пор, что позво-
ляет анализировать вещества различной 
молекулярной массы. Устройство самих 
зондов также может быть различным: ли-
нейное, петлевое, параллельное, концен-
трическое [27].

Рисунок 2. – Схема тканевого микродиализа

Тканевой микродиализ как способ из-
учения трансдермального переноса лекар-
ственных веществ был испробован как на 
лабораторных животных, так и на людях.
Микродиализ используется для фарма-
кокинетических тестов, например, для 
определения концентрации антибиотиков, 
противоопухолевых, противовирусных 
средств во внеклеточной жидкости орга-
нов-мишеней. Методом тканевого микро-
диализа были доказаны высокие концен-
трации кетопрофена в дерме и подкожной 
жировой клетчатке после применения в 
виде трансдермальных терапевтических 
систем. Это позволило всерьез рассматри-
вать трансдермальный путь как альтер-
нативный для назначения нестероидных 
противовоспалительных лекарственных 
средств. С помощью микродиализа была 
исследована кинетика высвобождения из 
трансдермальных пластырей различных 
веществ: эстрадиола, никотина, диклофе-
нака, лидокаина, ибупрофена и многих 
других [28]. 

Тканевой микродиализ незаменим в 
области клинических биоэквивалентных 
исследований топических и трансдермаль-
ных лекарственных форм. С помощью 
этого метода можно точно определить, 
способно ли местное применение лекар-

ственных средств создавать эффективные 
концентрации в тканях. Например, в ис-
следовании для определения относитель-
ной биологической доступности ибупро-
фена после местного (16 грамм 5% геля) и 
перорального применения (800 мг в сутки) 
микродиализный зонд имплантировался 
в глубокую медиальную мышцу бедра. 
Перфузионной жидкостью служил физио-
логический раствор натрия хлорида со 
скоростью потока 2 мкл/мин. В течение 5 
часов каждые 20 минут производился от-
бор диализата. Относительная биодоступ-
ность ибупрофена составила 0,6%, что при 
местном применении обеспечивает доста-
точный обезболивающий эффект для ку-
пирования локальных мышечных болей. 
При этом исследователи отмечают крайне 
высокую вариабельность (до 50%) кон-
центраций ибупрофена в тканях у добро-
вольцев. Внутривидовая вариативность 
трансдермальной абсорбции веществ мо-
жет значительно искажать результаты из-
мерений. Разброс результатов обусловлен 
решающими параметрами в биоэквива-
лентных испытаниях трансдермальных 
форм, а именно толщиной рогового слоя 
и интенсивностью микроциркуляции, ко-
торые различны у каждого из участников 
испытания [29].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Из всех доступных лабораторных жи-
вотных только линии безволосых морских 
свинок (Hairless Guinea Pigs) оказались 
пригодными для моделирования трансдер-
мального переноса in vivo. Это единствен-
ный релевантный вид, данные проницае-
мости кожного покрова которого могут с 
достаточной степенью точности служить 
для прогнозирования абсорбции веществ 
через кожу у человека. Иные виды мелких 
(кролики, хомяки, крысы) и крупных (сви-
ньи, макаки-резус)лабораторных живот-
ных могут использоваться в эксперимен-
те лишь с целью подтверждения наличия 
или отсутствия трансдермального потока 
испытуемого вещества. Если же эти жи-
вотные выступают в качестве моделей для 
прогнозирования абсорбции через кожу 
человека, то необходимо проведение па-
раллельного эксперимента с животными in 
vivo и иссеченными участками кожи тру-
пов людей in vitro. При этом из-за внутри-
видовых различий проницаемости эпидер-
мального слоя оценка трансдермального 
потока возможна только после статисти-
чески обоснованного количества серий ис-
пытаний. 

Ход испытаний трансдермальной про-
ницаемости веществ может быть различ-
ным. Исходя из принципов гуманного об-
ращения с лабораторными животными, 
предпочтительным является такой дизайн 
эксперимента, в котором количество аб-
сорбируемого кожным покровом вещества 
определяется в крови и экскрементах жи-
вотных моделей, что позволяет сохранить 
им жизнь. Только в монографии ВОЗ упо-
минается, что после завершения опыта 
животных можно оставить для метаболиз-
ма испытанных соединений. В Рекоменда-
циях Организации экономического сотруд-
ничества и развития все животные модели 
после окончания эксперимента умерщ-
вляются. В доклинических исследованиях 
такой подход обоснован целями самих ис-
пытаний: животные должны быть умерщ-
влены и вскрыты для определения острой, 
подострой, хронической токсичности, им-
муно- и эмбриотоксичности.

В исследованиях трансдермальной 
проницаемости на добровольцах началь-
ным этапом может стать тканевой микро-
диализ. С помощью этого относительно 
несложного и быстрого метода выявления 

веществ в дерме можно предварительно 
оценить, какой «силы» поток формирует 
вещество, преодолевая эпидермальный ба-
рьер. Преимущество микродиализа заклю-
чается в том, что исключаются все манипу-
ляции с кровью у добровольцев, при этом 
забор диализата можно вести непрерывно. 

SUMMARY

S. S. Malchenkova, N. S. Golyak, 
V. M. Tsarenkov

THE ROLE OF IN VIVO MODELS 
IN PREDICTING TRANSDERMAL 

PERMEABILITY
The article presents the main types of 

laboratory animals that are used to study the 
transdermal permeability of chemical com-
pounds. We described the structural features 
of epidermis, derma and skin appendages in 
humans and laboratory animals (small ro-
dents, pigs, monkeys). We also emphasized 
advantages and disadvantages of various lab-
oratory animals as objects for in vivo trans-
dermal modeling. A method of extrapolation 
called “The parallelogram method” or «Triple 
Pack» has been singled out to predict the per-
meability of the human skin in the presence of 
experimental data on the permeability of the 
skin of animals in vivo and humans in vitro. 
The article describes the experimental design 
(including preparation of animals, premises 
and the substance applied) to determine trans-
dermal permeability of substances in vivo un-
der the guidelines of the World Health Orga-
nization and the Organization for Economic 
Cooperation and Development. Tissue micro-
dialysis in volunteers has been identified as 
the most perfect and safest ways to promptly 
detect substances in the derma and tape strip-
ping has been made in the cells of the stratum 
corneum.

Keywords: laboratory animals, transder-
mal permeability, in vivo, tissue microdialysis.
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