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Проведено фармакокинетическое исследование всасывания в кровоток, биодоступности и выведения из орга-
низма Гамавита после внутримышечного введения лабораторным мини-свиньям. Количественное определение 
проводили методом ВЭЖХ с использованием флуориметрического детектора, для чего Гамавит метили кра-
сителем Су5, который потом и использовали для введения животным. Разработанные методики определения 
Гамавита в крови и кале животных были валидированы по следующим валидационным параметрам: селектив-
ность, калибровочная кривая, точность, прецизионность, предел количественного определения, перенос пробы, 
стабильность образцов. Подтвержденный аналитический диапазон методики составил 1,00…50,0 мкг/мл для 
Гамавита в плазме крови и кале. Установлено, что максимальная концентрация Гамавита в крови животных 
после однократного внутримышечного введения составляет 30,97 мкг/мл и достигается в среднем через 
15 минут после введения. Через 24 ч после введения Гамавит все еще определяется в крови в незначительных 
количествах. Средний период полувыведения Гамавита по крови составляет 8,64±3,50 ч. При введении Гамави-
та в дозе 0,1 мл/кг клиренс препарата равен 1,27 л/кг*ч, скорость выведения при эффективной концентрации 
30 мг/л равна 38 мг/кг*ч, а поддерживающая доза при применении препарата 1 раз в сутки составляет 
0,9…1,0 мл.
Обнаружение метки в фекалиях исследуемых животных свидетельствует о том, что одним из способов выве-
дения препарата Гамавит является выведение с помощью желчных кислот и частично он выводится с калом.
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A pharmacokinetic study of the absorption into the bloodstream, bioavailability and excretion of Gamavit from the body 
after intramuscular administration to laboratory mini-pigs was conducted. Quantitative determination was carried out 
by HPLC using a fluorimetric detector, for which Gamavit was labeled with Су5 dye, which was then used for mini-pigs 
inoculation. The developed methods for determining Gamavit in the blood and feces were validated according to the 
following validation parameters: selectivity, calibration curve, accuracy, precision, limit of quantitative determination, 
sample transfer, and sample stability. The confirmed analytical range of the method for Gamavit detection in blood 
plasma and feces was 1.00…50.0 mcg/ml. Maximum concentration of Gamavit in the blood of mini-pigs after a single 
intramuscular injection was 30.97 mcg/ml and was reached on average 15 minutes after administration. 24 hours following 
administration, Gamavit was still detected in the blood in insignificant amounts. The average half-life of Gamavit in 
the blood is 8.64±3.50 hours. After administration at a dose of 0.1 ml/kg, the clearance of the drug is 1.27 l/kg * h, the 
excretion rate at an effective concentration of 30 mg/l is 38 mg/kg*h, and the maintenance dose when using the drug 
1 time a day is 0.9…1.0 ml.
The detection of the label in the feces of the studied animals indicates that one of the ways Gamavit removal is excretion 
with the help of bile acids, as well as partial excretion with feces.
Keywords: Gamavit, absorption into the bloodstream, mini-pigs, blood plasma, feces, veterinary drug.

Сокращения: ВЭЖХ-ФЛУОР — высокоэффектив-
ная жидкостная хроматография с флуориметриче-
ским детектором, ДМСО — диметилсульфоксид, 
С — концентрация, HQC — high quality control 
(образец контроля качества с высокой концентра-
цией), LLOQ — lower limit of quantification (нижний 
предел количественного определения), LQC — lower 
quality control (образец контроля качества с низкой 
концентрацией), MQC — medium quality control (об-
разец контроля качества со средней концентрацией), 
ULOQ — upper limit of quantification (верхний предел 
количественного определения)

Введение
Гамавит применяют в ветеринарии для повышения 

резистентности организма [2, 5], коррекции анемии 
[4, 9, 17, 21], детоксикации при отравлениях [7, 11, 13, 
14, 19], восстановления биохимических параметров 
крови при паразитарных инвазиях [1, 6, 8, 10, 12, 16, 
18] и при иной патологии [2, 3, 20]. Для лучшего по-
нимания особенностей эффективного применения 
гамавита ветеринарному врачу необходима инфор-
мация о фармакокинетических характеристиках 
препарата. Последние дают понимание процессов 

всасывания, распределения, метаболизма и выведе-
ния лекарственного средства, то есть способствует 
более обоснованному выбору доз и схем примене-
ния препарата. Гамавит разрешен для применения 
в ветеринарии с 2000 года, однако тогда еще не 
были разработаны адекватные сохранные методы 
(за исключением использования радиоактивно-ме-
ченых субстанций) для определения биологически 
активных субстанций в органах и тканях живого 
организма. 

Цель исследования
Изучить всасывание в кровоток, биодоступность 

и выведение из организма Гамавита после внутри-
мышечного введения лабораторным мини-свиньям.

Материалы и методы
Исследование проводили на базе Федерального 

государственного бюджетного учреждения науки 
«Научный центр биомедицинских технологий» 
Федерального медико-биологического агентства 
(ФГБУН НЦБМТ ФМБА России); www.scbmt.ru.

Характеристика препарата. Гамавит содержит 
комплекс действующих веществ в виде нуклеината 

А.Н. Наровлянский, А.В. Санин, В.В. Смирнов, А.Ю. Савченко, Г.В. Раменская, В.Ю. Санина, Т.Н. Кожевникова, В.С. Козлов, 
И.К. Зубашев, Е.В. Герасимова, А.В. Пронин



• РВЖ • № 3/2021 •36

натрия 0,02 мг/мл и кислотного гидролизата плацен-
ты денатурированной эмульгированной 0,5 мг/мл.
По сути, препарат является натриевой солью низко-
молекулярных рибонуклеиновых кислот, содержит 
также пептиды и гексуроновые кислоты.

Дизайн эксперимента. Эксперименты выполнены 
на 6 лабораторных мини-свиньях — самках массой 
18,8…20,4 кг, полученных из питомника — филиала 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России «Андреевка», пос. 
Андреевка, Московской обл.

Животные содержались в условиях вивария на 
стандартной диете (комбикорм гранулированный 
полнорационный для свиней ПК 58, вода ad libitum. 
Микробиологический статус воды соответствовал 
СанПиН 2.1.4.1074-01 «Гигиенические требования к 
качеству воды централизованных систем питьевого 
водоснабжения») с соблюдением правовых и этиче-
ских норм обращения с животными в соответствии с 
правилами, принятыми Европейской Конвенцией по 
защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных и иных научных целей (European 
Convention for the Protection of Vertebrate Animals 
Used for Experimental and other Scientific Purposes — 
ETS 123). Strasbourg, 1986.

Протокол исследования был рассмотрен и одобрен 
биоэтической комиссией Центра.

Все процедуры выполнялись согласно утверж-
денному техническому заданию, в соответствии 
со Стандартными операционными процедурами 

ФГБУН «Научный центр биомедицинских тех-
нологий Федерального медико-биологического 
агентства», а также с учетом санитарных правил 
по устройству, оборудованию и содержанию экс-
периментально-биологических клиник (вивариев). 
Каждому животному присваивали индивидуальный 
номер (ушные бирки).

В ходе исследования животные находились в 
идентичных условиях и подвергались абсолютно 
одинаковым воздействиям.

Исследуемый препарат Гамавит, раствор для инъ-
екций, вводили лабораторным животным в утренние 
часы, внутримышечно, в бедренную мышцу, с помо-
щью шприца, в дозе 0,1 мг/кг. Объем вещества для 
каждого животного рассчитывали индивидуально, 
с учетом массы. 

Отбор проб крови из яремной вены для изучения 
фармакокинетических параметров исследуемого 
препарата осуществляли в строго фиксированное 
время (табл. 1).

После центрифугирования (15 минут при 3000g, 
4о С) плазму крови отбирали в пластиковые пробир-
ки с завинчивающейся крышкой и замораживали 
при температуре −20 °С. Каждую пробирку с ото-
бранным образцом маркировали для дальнейшей 
идентификации в соответствии с СОП «Маркировка 
биологических образцов», что дополнительно позво-
ляет исключить влияние человеческого фактора на 
результат эксперимента.

1. Схема отбора проб крови для исследования фармакокинетических параметров
1. Blood sampling protocol for the study of pharmacokinetic parameters

Фармако-
кинетическая 

точка

Теоретическое время отбора проб 
крови

Образец №
Число отобранных об-

разцов 
День эксперимента

1

-15 мин

(до введения исследуемого

образца)

0 6 1-й

Введение исследуемого образца

2 5 мин 01 6 1-й день

3 10 мин 02 6 1-й день

4 20 мин 03 6 1-й день

5 40 мин 04 6 1-й день

6 1 ч 05 6 1-й день

7 2 ч 06 6 1-й день

8 4 ч 07 6 1-й день

9 6 ч 08 6 1-й день

10 8 ч 09 6 1-й день

11 12 ч 10 6 2-й день

12 24 ч 11 6 2-й день
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Все образцы плазмы крови регистрировали в 
компьютерной базе данных в формате MS Excel с 
сохранением индивидуального 7-значного номера и 
рабочей маркировки, содержащей указание на время 
и прочие обстоятельства взятия пробы. Отобранную 
и промаркированную плазму крови замораживали 
и хранили при температуре −20о С для дальнейшего 
изучения фармакокинетических параметров иссле-
дуемого объекта в соответствии с СОП «Транспор-
тировка замороженной сыворотки крови для ФК».

Образцы кала животных получали при есте-
ственном акте дефекации животных. Кал отбирали 
в пластиковые пробирки в объеме 5 мл. Образцы 
маркировали, регистрировали и хранили аналогично 
процессам, описанным для плазмы крови.

Статистическая обработка. Значения результатов 
измерений, относящихся к интервальным (количе-
ственным) данным, представлены в виде среднего 
арифметического, стандартного отклонения, ме-
дианы, минимума и максимума. Сравнительный 
анализ данных в биологическом этапе проводился 
после проверки на соответствие нормальному закону 
распределения (критерий Шапиро-Уилка) с помощью 
t-критерия Стьюдента для связанных совокупностей 
(в случае нормального распределения данных) или с 
помощью непараметрического t-критерия Вилкок-
сона для зависимых выборок (при распределении 
данных, отличном от нормального). Уровень значи-
мости был выбран равным 0,05.

Приготовление меченого Гамавита. Навеску 
Гамавита (10 мг) смешивали с навеской красителя 
Cy5 [http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/
aldrich/777323?lang=en&region=RU] в мольном соот-
ношении 1:1 (2,865 мг) и растворяли в 1 мл ДМСО. 
Полученный раствор оставляли в темном прохлад-
ном месте не менее чем на 4 ч. Структура красителя 
Cy5 представлена на рисунке (рис. 1).

К полученной смеси, находящейся в виде застыв-
шего геля, добавляли 10 мл серного эфира и смесь 
энергично встряхивали на Vortex (5 мин). После рас-
слоения раствора, верхний эфирный слой аккуратно 
декантировали, к нижнему опять добавляли серный 
эфир в том же объеме. Операцию экстракции не-
прореагировавшего Cy5 повторяли несколько раз 
до тех пор, пока эфирный слой не стал бесцветным. 
Остаток высушивали в высоком вакууме, растворяли 
в 1 мл дистиллированной воды и добавляли сухие 
компоненты препарата. Для полного растворения 
смесь энергично встряхивали на Vortex (5 мин). 
Полученный раствор лиофильно высушивали на 
сублиматоре VaCo 5-II-D (Zirbus).

Приготовление стандартного раствора Гамавита. 
На аналитических весах с точностью до 0,0001 г 
брали навеску, содержащую 22,03 мг Cy5-Гамавита. 
Несмотря на то, что препарат представляет из себя 
жидкость, его все равно отвешивали на аналитиче-
ских весах с целью точного расчета молярного со-
отношения препарат/метка. Навеску количественно 
переносили в мерную колбу на 100 мл и разбавляли 
водой, доводя объем раствора до метки 100 мл. 

Полученный раствор фильтровали. Условная концен-
трация меченого гамавита в полученном растворе 
составляет 220,3 мкг/мл. Из данного раствора путем 
разведения готовили растворы с концентрациями 
Гамавита 22,03 мкг/мл и 2,203 мкг/мл, которые в 
дальнейшем использовали для приготовления кали-
бровочных образцов и образцов контроля качества. 
Для приготовления калибровочных образцов, со-
держащих Гамавит, использовали плазму крови и 
растворы Гамавита, приготовленные в соответствии с 
описанным выше. Калибровочные образцы готовили 
путем смешивания плазмы крови со стандартными 
растворами в соответствии с таблицей 1 (общий объ-
ем каждого калибровочного образца — 500 мкл).

Образцы контроля качества. Образцы контроля 
качества готовили в четырех концентрациях: LLOQ 
(нижний предел количественного определения), LQC 
(образец контроля качества с низкой концентраци-
ей), MQC (образец контроля качества со средней 
концентрацией), HQC (образец контроля качества с 
высокой концентрацией).

Для расчета концентраций Гамавита использова-
ли метод абсолютной калибровки. Площади пиков 
оценивали с помощью программы ChemStation (ver. 
B.01), Agilent Technologies, США, в режиме автома-
тического интегрирования.

Для выполнения исследований использовали вы-
сокоэффективный жидкостной хроматограф Agilent 
1260 (AgilentTechnologies, США), оснащенный гра-
диентным насосом, дегазатором, автосамплером, 
флуориметрическим детектором.

На хроматограммах образцов чистой плазмы кро-
ви не наблюдалось пиков с временами удерживания, 
соответствующими Гамавиту, что свидетельствует о 
селективности метода.

Построение калибровочного графика осуществля-
ли с помощью программы Microsoft Excel 2010. Оце-
нивали зависимость концентрации целевого аналита 
в калибровочных образцах, приготовленных путем 
введения известных концентраций гамавита (ось Y) 

Рис. 1. Структурная формула Су5 (молекулярная масса 641)
Fig. 1. The structural formula of Су5 (molecular weight 641)
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от суммы площадей пиков, соответствующих ком-
понентам гамавита (ось Х) на хроматограмме (метод 
абсолютной калибровки). Также оценивали зависи-
мость суммы площадей пиков, соответствующих 
компонентам Гамавита (ось Х) от его фактической 
концентрации (ось Y). При этом определяли характер 
зависимости, тип аппроксимации, достоверность 
аппроксимации и коэффициенты соответствующего 
уравнения регрессии (рис. 2).

Представленные на рисунке 2 данные свидетель-
ствуют о том, что для определяемого вещества 
калибровочные графики описываются линейной 
функцией с высоким показателем достоверности 
аппроксимации. Коэффициент корреляции составил 
0,9964 для Гамавита, что соответствует требованиям 
(не менее 0,99 %).

LLOQ — минимальная концентрация анализи-
руемого вещества в образце, которая может быть 
определена с требуемой правильностью и преци-
зионностью; критерием предела количественного 
определения служило соотношение «сигнал : уро-
вень флуктуационных шумов нулевой линии» не 
менее 5 : 1. Фактически в рамках представленного 
исследования предел количественного определения 
гамавита составил 1,0 мкг/мл.

Таким образом, представленная методика от-
вечает основным требованиям, предъявляемым к 
аналитическим методикам, используемым для опре-
деления концентрации веществ в биожидкостях.

Показано, что по параметрам специфичности, 
предела количественного определения, линейно-
сти, правильности, прецизионности и стабильности 
анализируемого вещества методика применима для 
определения Гамавита в плазме крови.

Все пробы, собранные в ходе исследования, были 
проанализированы в составе двух аналитических 
циклов.

Аналогичным образом были проведены иссле-
дования и доказано, что представленная методика 
отвечает основным требованиям — по параметрам 
специфичности, пределам количественного опреде-
ления, линейности, правильности, прецизионности 
и стабильности анализируемого вещества методика 
применима для определения гамавита в кале.

Результаты
Результаты значений концентрации Гамавита, 

определенные в плазме крови и кале животных, 
представлены в таблицах 2 и 4, значения фармако-
кинетических параметров, рассчитанных по данным 
концентраций крови —  в таблице 3. 

Как видно из представленных данных, максималь-
ная концентрация Гамавита в крови животных после 
однократного внутримышечного введения составля-
ет 30,97±8,59 мкг/мл и достигается в среднем через 
15 минут после введения. Через 24 ч после введения 
Гамавит все еще определяется в крови в незначитель-
ных количествах. Разброс значений концентраций 
можно назвать умеренным (CV до 80 % для разных 
временных точек). Средний период полувыведения 
Гамавита по крови составляет 8,64±3,50 ч.

При дозе введения Гамавита 0,1 мл/кг клиренс 
препарата в соответствии с полученными данными 
равен 1,27 л/кг*ч, скорость выведения при эффек-
тивной концентрации 30 мг/л равна 38 мг/кг*ч, а 
поддерживающая доза при применении препарата 
1 раз в сутки — 0,9…1,0 мл.

Обсуждение
Мини-свиньи как вид лабораторных животных 

являются полезным видом не-грызунов в исследова-
нии безопасности лекарств. Они используются при 
доклинических исследованиях фармацевтических и 
других химических веществ в Японии, ЕС и США 

Рис. 2. Калибровочный график зависимости концентрации Гамавита от суммы площадей пиков, соответствующих компонентам 
гамавита
Fig. 2. Calibration graph of the dependence of Gamavit concentration upon the sum of the peak areas corresponding to the Gamavit 
components

Изучение параметров всасывания в кровоток и выведения препарата Гамавит после однократного введения 

лабораторным мини-свиньям
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2. Концентрация гамавита в плазме крови животных после внутримышечного введения, мкг/мл
2. Gamavit concentration in the blood plasma of mini-pigs following intramuscular administration, mcg/ml

№ животного
Время, ч

0 0,08 0,17 0,33 0,67 1 2 4 6 8 12 24

1 НПО 16,74 26,34 21,80 12,14 12,07 10,85 1,71 2,07 1,57 1,32 НПО

2 » 34,87 29,60 15,71 14,45 13,78 4,36 1,06 1,19 1,12 1,00 »

3 » 40,68 31,02 16,25 10,68 9,14 3,52 3,53 1,78 3,50 2,74 1,12

4 » 15,54 17,16 13,84 19,97 11,54 6,32 3,61 3,67 1,58 1,23 НПО

5 » 17,31 16,11 24,41 8,54 9,31 11,53 8,92 5,78 1,95 1,02 »

6 » 39,55 25,33 12,18 14,94 10,29 9,47 2,32 3,37 2,30 2,04 1,10

Среднее значение 27,45 24,26 17,37 13,45 11,02 7,68 3,53 2,98 2,00 1,56 1,11

Медиана 26,09 25,84 15,98 13,30 10,92 7,90 2,93 2,72 1,77 1,28 1,11

Степень отклонения 12,13 6,27 4,75 3,98 1,79 3,41 2,83 1,67 0,83 0,69 0,01

CV 0,44 0,26 0,27 0,30 0,16 0,44 0,80 0,56 0,42 0,44 0,01

Примечание. НПО — ниже порогового определения

3. Фармакокинетические параметры гамавита в крови мини-свиней после внутримышечного введения
3. Gamavit pharmacokinetic parameters in the blood of mini-pigs after intramuscular administration

№ животного
Фармакокинетический параметр

Cmax, мкг/мл tmax, ч Lz AUC0-t, мкг*ч/мл AUC0- , мкг*ч/мл t1/2, ч MRT, ч

1 26,34 0,17 0,10 64,36 69,20 6,71 7,51

2 34,87 0,08 0,07 50,00 57,21 10,00 10,45

3 40,68 0,08 0,05 76,09 99,48 14,47 21,40

4 19,97 0,67 0,11 62,91 67,45 6,30 7,69

5 24,41 0,33 0,15 82,34 85,76 4,74 7,08

6 39,55 0,08 0,07 76,83 92,11 9,63 14,16

Среднее значение 30,97 0,24 0,09 68,76 78,54 8,64 11,38

Медиана 30,61 0,13 0,09 70,23 77,48 8,17 9,07

Степень отклонения 8,59 0,23 0,04 11,91 16,37 3,50 5,59

CV 0,28 1,00 0,39 0,17 0,21 0,41 0,49

Примечание. Cmax — максимальная концентрация препарата, tmax — время достижения максимальной концентрации, AUC — площадь 

под фармакокинетической кривой, t1/2 — период полувыведения, MRT — среднее время удержания, Lz — наклон финального участка 

фармакокинетической кривой

4. Концентрация Гамавита в кале мини-свиней после внутримышечного введения, мкг/мл
4. Gamavit concentration in the feces of mini-pigs after intramuscular administration, mcg/m

№ животного
Время, ч

0 5› 20› 40› 1 4 5 6 7 9 10 11 24

1 НПО НПО НПО НПО 15,84 НПО 9,13 НПО 10,33 5,34 НПО НПО 17,62

2 » » » » 17,26 8,90 НПО » 12,42 НПО 3,70 » 6,07

3 » » » » НПО НПО 9,43 » 17,6 » 7,11 » 9,98

4 » » » » » » 20,85 23,72 11,47 » НПО » 21,14

5 » » » » 5,68 24,35 18,68 НПО 21,33 » » 14,97 15,46

6 » » » » 19,27 НПО НПО » 3,25 » » НПО 10,84

Среднее 
значение

- - - - 14,5 16,625 14,52 23,72 12,73 5,34 5,41 14,97 13,52

Примечание. НПО — ниже порогового определения
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и Канады. Мини-свиньи внесены в руководство 
OECD 409. На мини-свиньях легко проводятся фар-
макокинетические исследования с повторяющимся 
взятием образцов крови или образцов других видов 
жидкостей из тела или тканей [15].

Гамавит представляет собой смесь различных 
биологических продуктов пептидной и белковой 
природы. При аналитическом методе определения 
компонентов препарата в биологической матрице с 
использованием флуоресцентной метки происходит 
мечение всех компонентов препарата, способных 
прореагировать с флуоресцентной меткой. В резуль-
тате в меченом препарате образуется множество био-
молекул нуклеиновой и пептидной природы, а также 
белков [22, 23], несущих флуоресцентную метку. При 
анализе плазмы крови определяется общая флуорес-
ценция, которая коррелирует с общим содержанием 
препарата в конкретный момент времени. Тем не ме-
нее, очевидно, что пептидные и белковые препараты 
неустойчивы в среде живого организма и все время 
подвергаются биотрансформации, в частности, ги-
дролизу. В результате образуется большое количество 
разнообразных продуктов разной молекулярной мас-
сы и разного химического строения, которые также 
имеют в своем составе флуоресцентную метку. В свя-
зи с различиями в их строении и постоянно протека-
ющими процессами биотрансформации, выведение 
компонентов препарата и их метаболитов является 
нелинейным процессом, в результате чего скорость 
выведения меченых компонентов и их метаболитов 
нельзя описать используемой фармакокинетической 
моделью. Тем не менее, из полученных результатов, 
а именно обнаружения метки в фекалиях исследу-
емых животных, можно сделать вывод, что одним 
из способов выведения препарата Гамавит является 
выведение с помощью желчных кислот и частично 
он выводится с калом.

Выводы 
1. Максимальная концентрация Гамавита в крови 

животных после однократного внутримышечного 
введения составляет 30,97±8,59 мкг/мл и достигается 
в среднем через 15 минут после введения. Средний 
период полувыведения гамавита по крови составляет 
8,64±3,50 ч.

2. При введении Гамавита в дозе 0,1 мл/кг клиренс 
препарата равен 1,27 л/кг*ч, скорость выведения 
при эффективной концентрации 30 мг/л равна 
38 мг/кг*ч, а поддерживающая доза при применении 
препарата 1 раз в сутки составляет  0,9…1,0 мл.
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НОВАЯ УПАКОВКА ГАМАВИТ И ФОСПРЕНИЛ

Гамавит и Фоспренил в индивидуальной 
упаковке по 1 флакону 10 мл.

Удобно для аптек и зоомагазинов, на 
каждой упаковке нанесен индивидуальный 
штрих-код

Подходит, в первую очередь, для владельцев 
кошек, мелких собак, грызунов, а также всех, 
кому необходим малый объем препаратов

Упаковки Гамавит и Фоспренил по 5 флаконов 
по-прежнему остаются в продаже!
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