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Сравнительное изучение влияния производных  
адамантана на поведение мышей CD-1  

c разным фенотипом устойчивости внимания
Сухорукова Н. А., Салимов Р. М., Ковалёв Г. И.

ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Россия

Аннотация. Изучено влияние мемантина (1 и 10 мг/кг/день, в/б), ладастена (50 мг/кг/день, в/б) и циклантана 10 мг/кг/день, в/б) на поведение 
мышей CD-1, различающихся по фенотипу устойчивости внимания в тесте «закрытый обогащённый крестообразный лабиринт», после трёхкратного 
внутрибрюшинного введения. Установлено, что в субпопуляции мышей с исходным дефицитом внимания частично эти производные аминоадаман-
тана восстанавливали уровень внимания. Препараты в равной степени ухудшали внимание в субпопуляции с исходно высоким индексом внима-
ния на 40–47 % относительно контроля, что свидетельствует об отсутствии избирательности эффекта этих производных адамантана в отношении 
дефицита внимания. Однако данное воздействие не сопровождалось изменением исследовательской и локомоторной активности, что позволяет 
сделать предположение о перспективности дальнейшего изучения фармакологических эффектов производных адамантана и оптимизации их дозы, 
и продолжительности введения.

Ключевые слова: дефицит внимания; мемантин; ладастен; циклантан; «закрытый обогащённый крестообразный лабиринт»; мыши CD-1
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Comparative study of the effects of adamantane derivatives on the behavior  
of CD-1 mice with different phenotype of attention stability

Sukhorukova NA, Salimov RM, Kovalev GI
FSBI “Zakusov Institute of Pharmacology”, Moscow, Russia

Abstract. The effect of memantine (1 and 10 mg/kg/day), ladasten (50 mg/kg/day) and cyclantane (10 mg/kg/day) on the behavior of CD-1 mice differing 
in the phenotype of attention stability in the "closed enriched cross maze" test after three days of intraperitoneal administration was studied. It was found 
that in a subpopulation of mice with an initial attention deficit, these aminoadamantane derivatives partially restored the level of attention. The drugs equally 
worsened attention in a subpopulation with an initially high attention index by 40–47 % relative to the control, which indicates the absence of selectivity of 
the effect of these drugs with respect to attention deficit. However, this effect was not accompanied by a change in exploratory and locomotor activity, which 
makes it possible to make an assumption about the prospects for further study of the pharmacological effects of adamantane derivatives and optimization 
of their dose and duration of administration.

Keywords: attention deficit; memantine; ladasten; cyclantane; closed enriched cross maze; CD-1 mice
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Введение / Introduction

Синдром дефицита внимания и гиперактивности 
(СДВГ) представляет собой актуальную медико-био-
логическую проблему, так как его проявления в не-
малой степени снижают качество жизни пациентов, 
выполнение ими разного рода задач и сохраняются, 
как правило, на протяжении всей жизни. Фармакоте-
рапия СДВГ является действенным инструментом в 
комплексном подходе при лечении данного заболева-
ния. Согласно используемым на сегодняшний день в 
западных странах стратегиям, психостимуляторы (на-
пример, метилфенидат) являются препаратами «первой 
линии» при СДВГ [1]. Однако их подтверждённая 
клиническая эффективность сопряжена с необходимо-
стью увеличения дозы при длительном применении и 
значимым побочным действием, в первую очередь на 

нервную [2] и сердечно-сосудистую системы [3]. Таким 
образом, актуальным остаётся вопрос изыскания фар-
макологических средств, обладающих меньшим аддик-
тивным потенциалом, аналогичной переносимостью 
и сходным профилем фармакологической активности.  
В ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова» 
в Опытно-технологическом отделе (проф. Б.М. Пятин) 
были синтезированы производные 2-адамантана — 
ладастен (N-(4-бромфенил)адамантан-2-амин, броман-
тан) и циклантан (1-гидрокси-4-циклогексиламино-
адамантана гидрохлорид, АДК-638), обладающие 
психоактивирующим и антиастеническим действием 
[4], а в Лаборатории радиоизотопных методов иссле-
дований на основе теста «закрытый обогащённый 
крестообразный лабиринт» и фенотипирования аут-
бредных мышей СD-1 была разработана и апробиро-
вана модель СДВГ, которая базируется на природной 
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врождённой способности грызунов к ознакомлению 
с новыми объектами окружающей среды, не является 
инвазивной и позволяет оценить различные аспекты 
действия изучаемых веществ [5].

Целью данного исследования было сравнитель-
ное изучение поведенческих эффектов производных 
адамантана – мемантина гидрохлорида (1 и 10 мг/кг), 
ладастена (50 мг/кг) и циклантана (10 мг/кг) при их 
внутрибрюшинном введении аутбредным мышам 
СD-1 в новой экспериментальной модели дефицита 
внимания.

Материалы и методы исследования/  
Materials and methods

Эксперимент проводили на самцах аутбредных 
мышей СD-1, полученных из НПП «Питомник 
лабораторных животных» ФИБХ, массой 23–30 г  
(n = 255), которых содержали в виварии ФГБНУ «НИИ 
фармакологии имени В.В. Закусова» в стандартных 
условиях при свободном доступе к воде и корму. Со-
держание животных соответствовало правилам лабо-
раторной практики при проведении доклинических 
исследований в РФ (ГОСТ 351.000.3-96 и 51000.4-96), 
Приказу МЗ и СР РФ от 23 августа 2010 г. № 708н 
«Об утверждении Правил лабораторной практики». 
Эксперименты проводили с 10 до 16 ч. Проведение 
экспериментов одобрено Комиссией по биомеди-
цинской этике ФГБНУ «НИИ фармакологии имени 
В.В. Закусова». Экспериментальная установка была 
поставлена ООО «НПК Открытая Наука» (Россия). 
Ладастен (N-(4-бромфенил)адамантан-2-амин) и ци-
клантан (1-гидрокси-4-циклогексиламино-адамантана 
гидрохлорид) были синтезированы в опытно-техноло-
гическом отделе ФГБНУ «НИИ фармакологии имени  
В.В. Закусова» под руководством профессора Пятина Б.М. 
и к. х-ф. н. Авдюниной Н.А. Остальные реактивы были 
приобретены в коммерческих источниках.

Поведенческие методы исследования (Тест «Закрытый 
обогащённый крестообразный лабиринт», Enrichment 

Discrimination test).
Грызунов подвергали поведенческому тестиро-

ванию в закрытом обогащённом крестообразном 
лабиринте (ЗОКЛ) с помощью программы Enriset. Тест 
заканчивался, когда животное совершало 12 визитов 
в отсеки [5]. Критерием разделения животных на суб-
популяции служили значения индекса распознавания 
новых объектов, определяющегося по формуле:

ED-ratio = 100 × Tenriched/Tempty,

где: Tenriched является временем, проведённым жи-
вотным в рукавах установки с объектами, а Tempty – 
временем в пустых рукавах, соответственно.

При отсутствии предпочтения рукавов с новыми 
объектами индекс распознавания составлял около 100 
и менее. В популяции мышей CD-1 присутствовало  

2 типа особей, которые проявляли (индекс внимания 
> 120, 60–70 % мышей) или не проявляли (индекс 
внимания < 100, 30–40 % мышей) внимание к объ-
ектам, имеющимся в лабиринте.

Во время 1-го теста производили отбор особей с 
поведенческими фенотипами ED-high (ED-ratio > 120) 
и ED-low (ED-ratio < 100). После отбора грызунов 
обеих субпопуляций разделяли на контрольную и 
опытную подгруппы. Изучаемые вещества, раство-
рённые в физрастворе и 0,4 % растворе твина-80 в 
дистиллированной воде в выбранных дозах, вводили 
внутрибрюшинно один раз в сутки, контрольной 
группе вводили физраствор и 0,4 % раствор твина-80 
в дистиллированной воде в эквивалентных объёмах. 
Выбор доз и продолжительности введения основы-
вался на данных, полученных ранее в ФГБНУ «НИИ 
фармакологии имени В.В. Закусова».

Во время 2-го теста, выполнявшегося в той же об-
становке через 1 час после заключительной инъекции, 
оценивали влияние изучаемого вещества на внимание 
к обстановке у мышей с известным типом исследова-
тельской реакции на объекты, имеющиеся в лабиринте.

Помимо указанного выше индекса распознавания 
новых объектов, анализ данных позволил выделить 
следующие показатели поведения:

1. Длина первого цикла патрулирования F_PtrN и 
число циклов патрулирования PatrlN, совершённых 
за время эксперимента; исчисляются числом заходов 
животного в отсеки лабиринта, совершённых им 
для обследования обстановки. Данные показатели 
отражают эффективность исследования лабиринта 
животным и могут быть использованы для оценки 
ноотропного действия веществ.

2. Общее время пребывания животного в цен-
тральном отсеке лабиринта T_ChTm и общее время, 
проведённое в боковых отсеках T_GITm. Данные по-
казатели отражают уровень двигательной активности 
животного, а также характеризуют интенсивность 
обследования им новой среды и могут быть использо-
ваны для оценки стимулирующего/тимолептического 
или, наоборот, седативного эффекта вещества.

3. Латентный период F_ChTm и продолжительность 
первого визита в боковой отсек F_GITm. Данные по-
казатели отражают уровень тревожности животного 
в новой обстановке и могут быть использованы для 
оценки транквилизирующего (анксиолитического) 
эффекта.

Cтaтиcтичecкая oбpaбoтка экcпepимeнтaльных 
дaнных осуществлялась c пoмoщью пpoгpaммы 
Statistica 10.0 согласно «Методическим рекомендациям 
по экспериментальному (доклиническому) изучению 
новых фармакологических веществ». Полученные 
результаты пpeдcтaвлeны в виде средних знaчeний c 
учётoм cтaндapтнoй oшибки cpeднeгo (mean±S.E.M). 
Различия между субпопуляциями мышей по изучае-
мым показателям в контрольных и опытных группах 
оценивали по критерию Манна–Уитни.
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Результаты и обсуждение/ Results and discussion

Производные адамантана являются группой со-
единений, обладающих объёмным и высоколипофиль-
ным каркасным ядром в структуре молекулы. Данная 
особенность строения позволяет взаимодействовать 
с биологическими мембранами и включёнными в 
них рецепторными комплексами. Биологическая 
активность производных адамантана характеризуется 
низкой токсичностью, широким спектром фармако-
логического действия и может быть модифицирована 
введением дополнительных заместителей, в том числе 
и сложных [4].

В результате поведенческого типирования с ис-
пользованием теста «закрытый обогащённый кресто-
образный лабиринт» были выделены субпопуляции 
грызунов, различающиеся по природной способно-
сти к поддержанию внимания к предъявляемым им 
предметам в отсеках установки. Фенотип ED-high, 
обладающий большими значениями данного индекса 
распознавания объектов – ED-ratio > 120, был принят 
за норму. Животные фенотипа ED-Low с индексом 
ED-ratio < 100 демонстрировали исходный дефи-
цит внимания в условиях теста, данный показатель 
был снижен в 5,5–5,8 раз в контрольных группах по 
сравнению с его значениями у ED-high. Различия в 
поведении двух субпопуляций не были обусловлены 
ни когнитивными способностями, ни двигательной 
активностью и тревожностью (табл. 1, 2, 3). Эта межсуб-
популяционная особенность сохранялась у животных 
достаточно стабильно [6].

При анализе результатов, полученных при пове-
денческом тестировании грызунов фенотипа ED-Low, 
было обнаружено нормализующее влияние адаманта-
нов на индекс распознавания новых объектов в ЗОКЛ. 
Мемантин в обеих исследуемых дозах увеличивал 

значения индекса в 2,6–2,7 раза в опытных группах 
в сравнении с контролем, получавшим инъекции 
физраствора (см. табл. 1). Производные 2-амино-
адамантана, ладастен и циклантан, оказывали более 
выраженное воздействие на индекс ED-ratio (Obj_tR): 
под влиянием ладастена значения ED-ratio возрастали 
в 4,8 раза (см. табл. 2), а после циклантана — в 3,6 раз 
(см. табл. 3). При этом эффект всех трёх препаратов 
не достигал значений контрольной группы сравне-
ния ED-high. Кроме того, препараты не изменяли 
параметров когнитивного поведения и тревожности. 
Исключение составил мемантин, который в дозе  
10 мг/кг укорачивал латентное время первого захода, 
следовательно, что указывает на присутствие анксио-
литического компонента в его действии (см. табл. 1).

Однако в данном режиме введения все три пре-
парата в равной степени снижали показатель уровня 
внимания ED-ratio у мышей субпопуляции ED-high на 
40–47 % относительно контроля, что свидетельствует 
об отсутствии избирательности эффекта этих произ-
водных адамантана в отношении дефицита внимания, 
характерной для ноотропных препаратов пантогама, 
фенибута, пирацетама, семакса, изученных нами ранее 
[7–10]. В этой же субпопуляции циклантан значимо 
увеличивал тревожность мышей, так как латентный 
период первого визита в боковой отсек (F_ChTm) 
возрастал с 7,2 с до 9,3 с.

Важно подчеркнуть, что ни мемантин, ни ладастен, 
ни циклантан не увеличивали двигательную актив-
ность, о чём свидетельствует равенство сумм показа-
телей T_GITm и Т_ChTm в обеих субпопуляциях (табл. 
1–3). Данное наблюдение можно интерпретировать 
в качестве признака отсутствия в спектре действия 
изученных производных значимого компонента, ха-
рактерного для стандартных психостимуляторов.

Рис. 1. Производные 1-аминоадамантана (А) и 2- аминоадамантана (Б, В)
Fig. 1. Derivatives of 1-aminoadamantane (А) and 2-aminoadamantane (Б, В)

А. Мемантин 
3,5-диметил-адамантан-1-амин 

гидрохлорид

Б. Ладастен 
N-(4-бромфенил)адамантан-2-амин

В. Циклантан 
1-гидрокси-4-циклогексиламино-адамантана 

гидрохлорид
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Таблица 1
Влияние 3-кратного введения мемантина (1 мг/кг и 10 мг/кг, внутрибрюшинно) на показатели поведения субпопуляций аутбредных 

мышей CD-1 в тесте ЗОКЛ (представлены средние арифметические величины и их стандартные ошибки, m+S.E.M.)
Table 1

The effect of 3-times administration of memantine (1 and 10 mg/kg/day, i.p.) on the behavior of subpopulations of outbred CD-1 mice 
in «closed enriched cross maze test» (m+S.E.M.)

Показатели поведения^ / Экспериментальные группы
ED-High
Контроль
(n = 20)

ED-High
Мемантин

(n = 20)

ED-Low
Контроль
(n = 15)

ED-Low
Мемантин  

(n = 17)

Ноотропная активность

F_PtrN (Длина первого цикла 
патрулирования)

Ф.Р.
1 мг/кг

10 мг/кг

7,2±0,5
–
–

–
7,1±0,6
7,4±0,6

6,9±0,7
–
–

–
6,9±0,6
6,3±0,4

PatrlN (Общее количество циклов 
патрулирования)

1 мг/кг
10 мг/кг

1,4±0,2 1,3±0,2
1,4±0,1

1,3±0,1 1,2±0,2
1,5±0,1

Тревожность

F_ChTm (Латентный период) Ф.Р.
1 мг/кг

10 мг/кг

9,6±0,6
–
–

–
8,6+0,7
7,6+0,7#

9,5±0,8
–
–

–
9,1±0,5
7,4±0,3#

F_GITm (Длительность 1-го визита  
в боковой отсек)

Ф.Р.
1 мг/кг

10 мг/кг

6,7±1,0
–
–

–
10,1±2,2
8,5±1,2

6,5±0,1
–
–

–
6,4±0,9
7,7±0,2

Двигательная активность

T_ChTm (Общее время пребывания  
в центральном отсеке)

Ф.Р.
1 мг/кг

10 мг/кг

40,9±2,2
–
–

–
38,5±3,6
42,8±3,4

46,9±3,6
–
–

–
52,9±4,2
38,9±3,7

T_GITm (Общее время пребывания  
в боковых отсеках)

Ф.Р.
1 мг/кг

10 мг/кг

52,6±2,1
–
–

–
57,5+3,5
64,2+3,6#

48,5±1,7
–
–

–
51,1±3,0
48,6±3,8

Индекс различения объектов

Obj_tR (ED-ratio) Ф.Р.
1 мг/кг

10 мг/кг

334,6±50,4
–
–

–
201,6±24,1#

170,6+27,3#

8,5±1,2

61,1±8,3*
–
–

–
164,9±19,6#

163,9±20,8#

Примечания: * – статистически значимое отличие между субпопуляциями, Манна–Уитни U-test, p < 0,05; # – статистически значимое от-
личие между контрольной и опытной группами, Манна–Уитни U-test, p < 0,05; ^ – пояснения в разделе Материалы и методы.
Notes: * – statistically significant difference between subpopulations, Mann–Whitney U-test, p < 0,05; # – statistically significant difference between 
control and experimental groups, Mann–Whitney U-test, p < 0,05; ^ – explanations are given in the Materials and Methods Section.

Таблица 2
Влияние 3-кратного введения ладастена (50 мг/кг, внутрибрюшинно) на показатели поведения субпопуляций аутбредных мышей 

CD-1 в тесте ЗОКЛ (представлены средние арифметические величины и их стандартные ошибки, m+S.E.M.)
Table 2 

The effect of 3-times administration of ladasten (50 mg/kg/day, i.p.) on the behavior of subpopulations of outbred CD-1 mice in «closed 
enriched cross maze test» (m+S.E.M.)

Показатели поведения^ / Экспериментальные группы
ED-High
Контроль
(n = 21)

ED-High
Ладастен
(n = 22)

ED-Low
Контроль
(n = 15)

ED-Low
Ладастен
(n = 18)

Ноотропная активность

F_PtrN (Длина первого цикла патрулирования) 6,0±0,6 6,0±0,4 6,1±0,7 5,3±0,3

PatrlN (Общее количество циклов патрулирования) 1,5±0,2 1,7±0,1 1,5±0,2 1,5±0,1

Тревожность

F_ChTm (Латентный период) 9,5±0,7 8,5±0,4 9,3±0,9 8,4±0,7

F_GITm (Продолжительность 1-го визита в боковой отсек) 4,9±0,6 6,5±0,9 5,4±0,7 5,7±0,6

Двигательная активность

T_T_ChTm (Общее время пребывания в центральном отсеке) 41,4±3,6 50,6±4,4 50,6±5,1 52,8±6,3

T_GITm (Общее время пребывания в боковых отсеках) 50,1±3,1 62,0±4,1# 53,6±6,6 51,1±2,8

 Индекс различения объектов

Obj_tR (ED-ratio) 329,6±43,2 200,7±24,7# 57±9,2* 275,5±37,2#

Примечания: * – статистически значимое отличие между субпопуляциями, Манна–Уитни U-test, p < 0,05; # – статистически значимое от-
личие между контрольной и опытной группами, Манна–Уитни U-test, p < 0,05; ^ – пояснения в разделе Материалы и методы.
Notes: * – statistically significant difference between subpopulations, Mann–Whitney U-test, p < 0,05; # – statistically significant difference between 
control and experimental groups, Mann–Whitney U-test, p < 0,05; ^ – explanations are given in the Materials and Methods Section. 
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Выводы / Conclusions

1. Аминопроизводные адамантана мемантин (1 и 10 
мг/кг/сутки), ладастен (50 мг/кг/сутки) и циклантан 
(10 мг/кг/сутки) после 3-кратного в/б введения мышам 
CD-1 с фенотипом сниженного уровня внимания в 
тесте «закрытый обогащённый крестообразный лаби-
ринт» частично восстанавливали величину индекса 
устойчивости внимания.

2. Однако в отношение субпопуляции с фенотипом 
высокого уровня внимания препараты демонстриро-
вали противоположный эффект, ухудшая индекс на 
40–47 % в сравнении с интактным контролем.

3. Ни один из препаратов не влиял на исследова-
тельскую и двигательную активности в обеих субпо-
пуляциях, что позволяет сделать предположение о 
перспективности дальнейшего изучения эффектов 
различных производных адамантана и оптимизации 
их дозы и продолжительности введения.
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Таблица 3

Влияние 3-кратного введения циклантана (10 мг/кг, внутрибрюшинно) на показатели поведения субпопуляций аутбредных 
мышей CD-1 в тесте ЗОКЛ представлены средние арифметические величины и их стандартные ошибки, m+S.E.M.)

Table 3

The effect of 3-times administration of cyclantane (10 mg/kg/day, i.p.) on the behavior of subpopulations of outbred CD-1 mice in 
«closed enriched cross maze test» (m+S.E.M.)

Показатели поведения^ / Экспериментальные группы
ED-High
Контроль
(n = 11)

ED-High
Циклантан

(n = 12)

ED-Low
Контроль
(n = 11)

ED-Low
Циклантан  

(n = 10)

Ноотропная активность
F_PtrN (Длина первого цикла патрулирования) 6,6±0,3 8,2±0,8 6,5±0,8 7,0±0,7

PatrlN (Общее количество циклов патрулирования) 1,2±0,1 1,1±0,2 1,1±0,2 1,6±0,1

Тревожность
F_ChTm (Латентный период) 7,2±0,5 9,3±0,8# 7,8±0,5 8,4±0,6

F_GITm (Продолжительность 1-го визита в боковой отсек) 7,6±1,1 8,2±1,1 6,7±2,1 8,3±1,6

Двигательная активность
T_ChTm (Общее время пребывания в центральном отсеке) 43,8±3,5 48,1±5,3 49,3±5,4 51,7±6,9

T_GITm (Общее время пребывания в боковых отсеках) 54,5±4,3 47,3±3,9 51,3±5,2 59,3±3,7

Индекс различения объектов
Obj_tR (ED-ratio) 347,2±49,3 184,1±27,1# 60,5±6,7* 219,6±25,3#

Примечания: * – статистически значимое отличие между субпопуляциями, Манна–Уитни U-test, p < 0,05; # – статистически значимое от-
личие между контрольной и опытной группами, Манна–Уитни U-test, p < 0,05; ^ – пояснения в разделе Материалы и методы.
Notes: * – statistically significant difference between subpopulations, Mann–Whitney U-test, p < 0,05; # – statistically significant difference between 
control and experimental groups, Mann–Whitney U-test, p < 0,05; ^ – explanations are given in the Materials and Methods Section. 
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Ноопепт защищает инфузории Paramecium сaudatum 
от токсического действия соединений  

тяжёлых металлов
Карпухина О. В.¹,²,  Поварнина П. Ю.3, Иноземцев А. Н.¹
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Аннотация. Актуальность. Дипептидный препарат Ноопепт, созданный в НИИ фармакологии имени В.В. Закусова, обладает широким спектром 

фармакологического действия, включая цитопротекторное. В связи с увеличивающимся загрязнением окружающей среды актуальным является 
выявление защитных свойств препаратов при действии на организм соединений тяжёлых металлов. Целью настоящего исследования было изучение 
цитопротекторных эффектов Ноопепта в условиях токсичности, индуцированной соединениями тяжёлых металлов, с использованием инфузорий 
Paramecium caudatum в качестве тест-объекта. Методы. Инфузории Раramecium caudatum подвергались действию 4 солей тяжёлых металлов: хлорида 
кадмия, ацетата свинца, сульфата меди, сульфата цинка, а также наночастиц оксида меди и оксида цинка. За 30 мин до внесения повреждающих 
агентов в среду с опытными клетками добавлялся Ноопепт в концентрациях 0,01–10 мкМ. Результаты. Установлено, что присутствие солей ме-
таллов в среде достоверно снижало численность клеток Paramecium caudatum в зависимости от времени воздействия. Ноопепт во всех изученных 
концентрациях снижал гибель клеток, при этом максимальная выраженность эффекта наблюдалась в концентрации 1 мкМ. Заключение. Полученные 
в настоящей работе данные о способности препарата Ноопепт предотвращать негативные последствия действия соединений тяжёлых металлов 
позволяют дополнить сведения о широком спектре действия препарата.

Ключевые слова: Ноопепт; тяжёлые металлы; наночастицы; окислительный стресс; Paramecium caudatum 
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Noopept protects ciliates Paramecium сaudatum cells from the toxic effects of heavy metal compoundss
Karpukhina OV¹,², Povarnina PYu3, Inozemtsev AN1

1 – Federal State Educational Institution of Higher Professional Education Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
2 – N.N. Semenov Federal Research Center for Chemical Physics Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
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Abstract. Background. The dipeptide drug Noopept, created at the Zakusov Institute of Pharmacology, has a wide range of pharmacological actions, 
including cytoprotective one. In connection with the increasing pollution of the environment, it is urgent to identify the protective properties of drugs with 
a negative effect of heavy metal compounds on the live system. The aim of the present study was to investigate the cytoprotective effects of Noopept under 
toxicity induced by heavy metal compounds using ciliates Paramecium caudatum as a test object. Methods. The ciliates Paramecium caudatum were exposed 
to 4 salts of heavy metals: cadmium chloride, lead acetate, copper sulfate, zinc sulfate, as well as nanoparticles of copper oxide and zinc oxide. Noopept 
was added to the medium with the experimental cells 30 min before the introduction of damaging agents, at concentrations of 0.01–10 μM. Results. It was 
found that the presence of metal salts in the medium significantly reduced the number Paramecium сaudatum cells, depending on the time of exposure. 
Noopept at all studied concentrations reduced cell death, while the maximum intensity of the effect was observed at a concentration of 1 μM. Conclusions. 
The results obtained make it possible to supplement data on the wide spectrum of Noopept's action.
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Введение / Introduction

Препарат Ноопепт (этиловый эфир N-фенилацетил-
L-пролилглицина) был создан в НИИ фармакологии 
имени В.В. Закусова в качестве дипептидного аналога 
классического ноотропа Пирацетама [1–3]. Ноопепт 
прочно занял место в отечественной (https://noopept.ru/) 
и зарубежной фармакотерапии (международные на-
звания Omberacetam, GVS-111) когнитивных рас-
стройств, тем не менее, изучение функциональных 

особенностей этого дипептида в настоящее время 
продолжается [4–6]. Обнаружен широкий спектр 
фармакологических и нейрохимических эффектов 
Ноопепта [7].

Данные о цитопротекторных свойствах Ноопепта 
при воздействии химических агентов были получены 
на нейрональных культурах различного типа: нейро-
ноподобных клетках SH-SY5Y [8], культуре PC12 [9], 
гиппокампальных нейронах линии НТ-22 [10] и др. 
Так, на культуре фетальных тканей коры мозга плода 
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человека показано, что Ноопепт предотвращает по-
вреждение клеток в условиях окислительного стресса, 
индуцированного H2O2 или FeSO4 [11]. На клеточной 
модели болезни Альцгеймера установлено [9], что 
пептид подавляет образование свободных радикалов, 
накопление внеклеточного кальция и снижает вы-
раженность раннего и позднего апоптоза.

Клетки простейших эукариотов широко исполь-
зуются в качестве тест-объекта для изучения фарма-
кологических эффектов соединений [12–14]. В част-
ности, инфузории могут иметь рецепторы и сенсорные 
структуры, функционально похожие на аналогичные 
рецепторы высших организмов [12, 15]. В настоящее 
время проводятся многочисленные исследования по 
выявлению терапевтического потенциала препара-
тов в условиях окислительного стресса, вызванного 
соединениями тяжёлых металлов, распространение 
которых в окружающей среде приобретает угрожаю-
щие масштабы [16, 17]. 

Поскольку известно, что Ноопепт уменьшает не-
гативные проявления окислительного стресса [9, 11], 
целью данного исследования являлось определение 
возможного протективного действия Ноопепта на 
клетки Paramecium caudatum, подвергшихся токси-
ческому воздействию соединений тяжёлых металлов. 

Материалы и методы / Materials and methods

Работа выполнена на одноклеточных инфузориях 
Раramecium caudatum. Клетки парамеций культивиро-
вали на среде Лозина–Лозинского при температуре 
22±1 °С в стеклянных колбах объёмом 300 мл с добав-
лением питательного раствора, содержащего дрожжи 
Saccharomyces cerevisiae (1 мг/мл), и ежедневной ча-
стичной заменой части среды, рН = 6,8–7,0.

Для опытов отбирались крупные клетки, нахо-
дящиеся в начале стационарной фазы роста. Оцени-
валось действие на клетки 4 солей тяжёлых металлов 
(ТМ) в конечной концентрации 10 мг/л: хлорида 
кадмия, ацетата свинца, сульфата меди, сульфата 
цинка, и защитный эффект Ноопепта в концентрациях 
10 мкМ; 1 мкМ; 0,1 мкМ; 0,01 мкМ. Дополнительно 
изучалось влияние на парамеции наночастиц (НЧ) 
оксида меди и оксида цинка и эффект Ноопепта в 
условиях этого влияния. Наночастицы ZnO (40–100 
нм) и CuO (20–80 нм) были получены сотрудниками 
лаборатории физического моделирования двухфазных 
течений (Объединённый институт высоких темпера-
тур РАН) методом лазерной абляции металлических 
мишеней, помещённых в различные жидкости [18, 
19]. Нами для опытов в ультразвуковом диспергаторе 
ULTRA-TURRAX® Tube Drive готовилась суспензия 
наночастиц (0,1 мг/л) на основе физиологического 
раствора и дистиллированной воды (рН = 7).

За 30 мин до внесения наночастиц и солей ТМ 
в среду с опытными клетками добавлялся Ноопепт. 

Длительность инкубирования клеток в среде, содер-
жащей частицы ТМ, составляла до 30 ч при такой же 
температуре 22±2 °С. На всех этапах эксперимента 
с помощью pH-метра контроллера Kelilong PH-221 
измеряли рН среды. Регистрировали численность 
клеток, характер и скорость движения инфузорий, 
особенности морфологических изменений клеток. 

Численность клеток в 10 мл опытного раствора 
определяли с использованием микроскопа (2,5 ×, 40 ×, 
63 ×) и цифровой камеры Levenhuk C310, 3.1 Mpixel, 
USB 2.0. Число клеток в 10 мл среды, содержащей 
интактную культуру инфузорий, служило контролем 
во всех опытах.

Статистический анализ проводили с помощью 
программы Statistica 6.1 (StatSoft. Inc., США). После 
проверки распределения на нормальность значи-
мость различий между экспериментальными группами 
оценивали с помощью t критерия Стьюдента. Разли-
чия считали статистически значимыми при р < 0,05. 
Данные на рисунках представлены в виде средних и 
стандартных ошибок среднего.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Присутствие солей металлов Cd+2, Cu+2, Zn+2, 
Pb+2 в среде достоверно снижало численность кле-
ток Paramecium caudatum в зависимости от времени 
воздействия химического агента (рис. 1) Возможным 
объяснением гибели клеток является нарушение мем-
бранного транспорта, что приводило к отмечаемому 
в опыте повреждению клеточных органелл и цито-
скелета клеток.

Рис. 1. Токсическое влияние солей тяжёлых металлов 
на жизнеспособность клеток Paramecium caudatum
Fig. 1. Toxic effect of heavy metal salts on cell viability 
Paramecium caudatum cells
Примечания: на оси абсцисс показана длительность воздействия тя-
жёлых металлов; на оси ординат: N – число особей в 10 мл опытной 
среды; * – p < 0,05 относительно интактных клеток.
Notes: the abscissa axis shows the duration of exposure to heavy metals; on 
the ordinate axis: N – the number of individuals in 10 ml of the experimental 
medium; * – p < 0.05 relative to intact cells.
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Ноопепт статистически значимо защищал пара-
меции от гибели. Выраженность эффекта Ноопепта 
зависела от его концентрации, в концентрации 1 мкМ 
Ноопепт оказывал наиболее выраженную защиту 
Paramecium caudatum от негативного воздействия солей 
тяжёлых металлов (рис. 2, а–г). 

Установлено, что токсический эффект соединений 
меди и цинка зависит от размера частиц. Внесение в 
среду коллоидного раствора наночастиц CuO и ZnO 
оказывало большее негативное воздействие на клетки 

Paramecium caudatum, чем эффект присутствия в рас-
творе солей этих металлов. Инфузории Paramecium 
caudatum реагируют на влияние НЧ меди и цинка 
целым комплексом физиологических и морфологи-
ческих изменений: реверсией ресничной активности, 
снижением и полной остановкой скорости движения, 
разбуханием цитозоля и разрывом мембран.

Ранее нами было показано [20], что негативное 
влияние солей тяжёлых металлов на цитоплазмати-
ческую мембрану клеток парамеций, можно было 
оценить следующим образом: Cu2+ > Cd2+ > Pb2+ > 
Zn2+. В результате поставленного эксперимента с на-
ночастицами оксидов меди и цинка, нами определено, 
что НЧ ZnO были значительно более токсичными для 
инфузорий, чем НЧ CuO (рис. 3).

Ноопепт оказывал цитопротекторное действие 
и в отношении парамеций, находящихся в среде с 
наночастицами тяжёлых металлов. В проведённых 
исследованиях с коллоидными растворами НЧ CuO 
и НЧ ZnO установлено, что защита клеток парамеций 
дипептидом намного эффективнее, чем в опытах с 
сульфатами меди и цинка. При этом также отмечалось 

Рис. 2. Эффект Ноопепта (0,01 мкМ – 10мкМ) на чис-
ленность клеток Paramecium caudatum в присутствии 
в среде солей тяжёлых металлов: а) хлорида кадмия;  
б) сульфата меди; в) ацетата свинца; г) сульфата цинка
Fig. 2. The effect of Noopept (0.01 мкМ – 10 мкМ) on 
the number of Paramecium caudatum cells in the presence 
of heavy metal salts in the medium: а) cadmium chloride;  
б) copper sulfate; в) lead acetate; г) zinc sulfate
Примечания: на оси абсцисс показана длительность воздействия тя-
жёлых металлов; на оси ординат: N – число особей в процентах от-
носительно исходного количества клеток; * – p < 0,05 относительно 
активного контроля (повреждение солями тяжёлых металлов). 
Notes: the abscissa axis shows the duration of exposure to heavy metals; on 
the ordinate axis: N – the number of individuals as a percentage relative to 
the initial number of cells; * – p < 0.05 relative to active control (damage 
by heavy metal salts).

а

б

в

г

Рис. 3. Влияние Ноопепта (в концентрациях 10−8 и 10−9 
М) на выживаемость клеток, подвергшихся экспози-
ции наночастиц СuО и ZnО
Fig. 3. The effect of Noopept (in concentrations of 10−8 и 
10−9 М) on the survival of cells exposed to СuО and ZnO 
nanoparticles
Примечания: на оси абсцисс показана длительность воздействия тя-
жёлых металлов; на оси ординат: N – число особей в процентах от-
носительно исходного количества клеток; * – p < 0,05 относительно 
интактных клеток; # – p < 0,05 относительно активного контроля 
(повреждение наночастицами СuО и ZnО).
Notes: the abscissa axis shows the duration of exposure to heavy metals; on 
the ordinate axis: N – the number of individuals as a percentage relative to 
the initial number of cells; * – p < 0.05 relative to intact cells; # – p < 0.05 
relative to active control (damage by СuО and ZnO nanoparticles).
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дозозависимое влияние Ноопепта с наибольшим эф-
фектом в конечных концентрациях 0,01мкМ и 1нМ 
(см. рис. 3).

Заключение / Conclusion

Полученные в настоящей работе данные о способ-
ности препарата Ноопепт предотвращать негативные 
последствия действия соединений тяжёлых металлов 
позволяют дополнить сведения о широком спектре 
действия препарата.
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Влияние комбинированного применения мексидола  
с диклофенаком натрия на выраженность экссудативного 
воспаления у крыс при превентивном десятидневном 

пероральном введении
Иванова Е. А., Васильчук А. Г., Матюшкин А. И., Воронина Т. А.

ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Россия

Аннотация. На модели каррагенанового отёка лапы у крыс установлено, что диклофенак натрия при 10-дневном превентивном пероральном 
введении (один раз в сутки) значимо снижает выраженность экссудации в дозе 10 мг/кг, но не влияет в дозе 5 мг/кг. При применении мексидола в 
дозе 100 мг/кг в комбинации с диклофенаком натрия в дозе 5 мг/кг (превентивно, перорально, 10 дней, один раз в сутки) значимое снижение отёка 
лапы по сравнению с контрольной группой наблюдается на протяжении первых двух из четырёх часов его регистрации. Однако 10-дневное пре-
вентивное пероральное введение мексидола в дозе 100 мг/кг (один раз в сутки) вызывает усиление выраженности каррагенанового отёка лапы 
крыс через четыре часа после введения флогогена.

Ключевые слова:  воспаление; каррагенановый отёк; диклофенак натрия; мексидол; крысы 
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Effect of the combination of mexidol and diclofenac sodium on exudative inflammation  
in rats after ten-day preventive oral administration
Ivanova EA, Vasilchuk AG, Matyushkin AI, Voronina TA
FSBI “Zakusov Institute of Pharmacology”, Moscow, Russia

Abstract. In rats with carrageenan-induced paw edema, diclofenac sodium significantly reduces exudation after ten-day preventive oral administration 
at a dose of 10 mg/kg but not 5 mg/kg. Mexidol at a dose of 100 mg/kg in combination with diclofenac sodium at a dose of 5 mg/kg (preventively orally, 
during 10 days, once a day) reduces paw edema during the first two out of four hours of its recording compared with the control group. However, ten-day 
preventive oral administration of mexidol at a dose of 100 mg/kg (once a day) increases the severity of carrageenan-induced paw edema in rats at four hours 
after the injection of the phlogogen.
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Введение / Introduction

Мексидол – разработанное в ФГБНУ «НИИ фар-
макологии имени В.В. Закусова» антиоксидантное 
средство, оказывающее мембранопротекторное и 
антигипоксическое действие [1, 2] и применяемое в 
комплексной терапии цереброваскулярных, сердечно-
сосудистых заболеваний, болезней нервной системы, 
открытоугольной глаукомы и других заболеваний [3]. 
В экспериментах на мышах и крысах установлено, что 
мексидол при однократном введении в комбинации с 
нестероидными противовоспалительными препаратами 
(НПВП) как неселективным ингибитором циклоокси-
геназ (ЦОГ) диклофенаком натрия, так и селективным 
ингибитором ЦОГ-2 эторикоксибом усиливает анти-
экссудативное действие НПВП [4, 5]. Однако мекси-
дол per se при однократном введении в дозах 50, 100 и  

200 мг/кг (внутрибрюшинно) [6] и 25 мг/кг (перорально) 
[4] не оказывает значимого влияния на выраженность 
острого экссудативного воспаления.

При воспалении интенсифицируется перекисное 
окисление липидов, и окисление липопротеинов низкой 
плотности приводит к образованию иммуногенных и 
провоспалительных окисленных липидов и липопро-
теинов [7].

Целью данной работы является изучение влияния 
мексидола per se и в комбинации с неселективным инги-
битором ЦОГ диклофенаком натрия при превентивном 
10-дневном пероральном введении на модели карра-
генанового отёка лапы у крыс. Эта методика является 
моделью экссудативного воспаления, сопровождаю-
щегося значительным повышением в повреждённых 
тканях экспрессии ЦОГ-2 [8] и концентрации продуктов 
свободнорадикального окисления липидов [9–11].
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Материалы и методы / Materials and methods

Животные. В работе использовали половозрелых 
аутбредных белых крыс-самцов массой 240–280 г, полу-
ченных из питомника лабораторных животных филиала 
«Столбовая» ФГБУН «Научный центр биомедицинских 
технологий ФМБА» (Московская область). Организа-
цию и проведение работ осуществляли в соответствии с 
ГОСТ 33216-2014 «Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными. Правила содержания 
и ухода за лабораторными грызунами и кроликами», 
ГОСТ 33215-2014 «Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными. Правила оборудования 
помещений и организации процедур», Директивой 
2010/63/EU Европейского Парламента и Совета Ев-
ропейского Союза от 22 сентября 2010 года по охране 
животных, используемых в научных целях, и правилами, 
утверждёнными этической комиссией НИИ фармако-
логии имени В.В. Закусова. Каждая группа животных 
включала на начало исследования 10 крыс.

Объекты исследования. Диклофенак натрия 
(«Hemofarm», Сербия) применяли в дозах 5 и 10 мг/кг; 
мексидол (ООО «НПК «ФАРМАСОФТ», Россия) —  
в дозе 100 мг/кг; использовали комбинацию диклофе-
нака натрия в дозе 5 мг/кг и мексидола в дозе 100 мг/кг; 
растворителем служил физиологический раствор (ОАО 
НПК «ЭСКОМ», Россия). Изучаемые препараты, их 
комбинацию (сначала крысам вводили диклофенак 
натрия, затем через 30 минут мексидол) и физиологиче-
ский раствор (контрольной группе) вводили перорально 
в течение 10 суток, последнее введение препаратов 
осуществляли за 1 час до интраплантарного введения 
раствора каррагенана.

Каррагенановый отёк лапы у крыс вызывали суб-
плантарным введением 0,1 мл 1 % раствора каррагенана 
(Sigma-Aldrich, США) в заднюю лапу животных [12]. 
Отёк лапы регистрировали по разнице диаметра лапы в 
области плюсны, измеренного штангенциркулем (мм) 
через 1, 2, 3 и 4 ч после индукции воспаления относи-
тельно диаметра до введения раствора каррагенана. По 
полученным данным методом трапеций вычисляли 
площадь под кривой зависимости изменения диа-
метра лап животных от времени (мм2). Кроме того, на 
протяжении опыта регистрировали массу тела крыс и 
гибель животных.

Статистическую обработку проводили с помощью 
программы Statistica 10.0. Нормальность распределения 
данных проверяли с помощью критерия Шапиро–Уилка 
с последующей оценкой равенства дисперсий по крите-
рию Левена. В случае нормального распределения в экс-
периментальных группах и соблюдения межгруппового 
равенства дисперсий дальнейшую обработку проводили 
с помощью критерия множественных сравнений Нью-
мена–Кейлса и t-критерия Стьюдента (при сравнении 
только с контрольной группой). При отсутствии нор-
мального распределения в экспериментальных группах 
либо при несоблюдении межгруппового равенства дис-

персий дальнейшую обработку проводили с помощью 
рангового критерия Краскела–Уоллиса с последую-
щим сравнением выборок с использованием критерия 
Данна и с помощью критерия Манна–Уитни (при 
сравнении только с контрольной группой). Результаты 
в таблице 1 представлены в зависимости от использова-
ния параметрических или непараметрических методов 
анализа: в случае применения параметрической ста-
тистики как среднее ± ошибка среднего (стандартное 
отклонение) – Mean ± SEM (SD); в случае анализа 
непараметрическими методами как медиана, первый 
и третий квартиль – Mediana (Q1; Q3). Различия между 
группами считали достоверными при p < 0,05.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Воспалительная реакция в ответ на введение 1 % 
раствора каррагенана у животных контрольной группы 
характеризовалась нарастанием отёка лапы в течение  
3 часов после введения флогогена, снижаясь к 4-му часу 
наблюдения. Согласно статистическому анализу данных 
с использованием методов множественных сравнений, 
изучаемые препараты значимо не снижали выражен-
ность экссудативной реакции животных. Вместе с тем, 
если при введении диклофенака натрия в дозе 5 мг/кг не 
выявлено его значимого влияния на экссудацию и при 
парном сравнении с контрольной группой с помощью 
критерия Манна–Уитни или t-критерия Стьюдента (в 
зависимости от распределения в выборках и соблюдения 
равенства дисперсий), то при введении этого НПВП в 
дозе 10 мг/кг или в комбинации с мексидолом зареги-
стрированы значимые различия при парном сравнении 
с контрольной группой. Так, диклофенак натрия в дозе 
10 мг/кг снижал выраженность отёка лапы у крыс на 
47,1; 52,2 и 37,9 %, соответственно, через 1, 2 и 3 часа 
после индукции воспаления при снижении площади 
под кривой на 39,9 %. Мексидол в дозе 100 мг/кг в со-
четании с диклофенаком натрия в дозе 5 мг/кг усиливал 
эффект НПВП. По сравнению с контрольной группой 
(критерий Манна–Уитни) комбинация препаратов 
значимо подавляла экссудацию через 1 и 2 часа после 
введения флогогена на 58,8 и 47,8 % при уменьшении 
площади под кривой на 26,5 % (табл. 1). Однако усиле-
ние антиэкссудативного эффекта, наблюдаемое после 
10-дневного перорального введения комбинации НПВП 
в дозе 5 мг/кг и мексидола в дозе 100 мг/кг, было менее 
выраженным, чем после однократного внутрибрю-
шинного комбинированного введения препаратов в 
этих дозах. Эффект комбинации диклофенака натрия в 
дозе 5 мг/кг и мексидола в дозе 100 мг/кг (однократно, 
внутрибрюшинно) был значимо выше (через 2 и 3 часа 
после введения флогогена) эффекта диклофенака на-
трия в дозе 5 мг/кг (однократно, внутрибрюшинно) [5].

У мексидола при ежедневном 10-дневном перо-
ральном введении в дозе 100 мг/кг выявлена способ-
ность усиливать экссудативную реакцию крыс через  
4 часа после введения раствора каррагенана (p = 0,058 
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по сравнению с контрольной группой, t-критерий 
Стьюдента; p < 0,05, критерий Ньюмена–Кейлса). Ранее 
парадоксальный прооксидантный эффект препарата 
был зарегистрирован в системе фотоиндуцированного 
гемолиза, механизм которого связывают с влиянием 
мексидола на антиоксидантную систему эритроцита, а 
именно с его ингибирующим действием на фосфолипазу 
А2, которая в тандеме с глутатионпероксидазой-1 об-
разует основную систему обезвреживания пероксидов 
липидов в мембране эритроцитов [13]. Известно, что 
при экспериментальном панкреатите у собак мексидол 
проявляет цитопротекторное действие, в том числе за 
счёт снижения активности фосфолипазы А2 [14]. Инги-
бированием мексидолом активности фосфолипазы А2 
можно объяснить и усиление противовоспалительного 
эффекта НПВП при их комбинированном применении, 
так как это приводит к снижению образования из фос-
фолипидов субстрата ЦОГ арахидоновой кислоты и, 
следовательно, провоспалительных простагландинов.

Ежедневное пероральное введение диклофенака 
натрия в дозе 10 мг/кг приводило к снижению массы 
тела крыс и к их гибели. Прирост массы тела живот-

ных этой группы был отрицательным на протяжении 
всего опыта: на 4-е сутки введения препарата медиана 
изменения массы тела относительно её значения до 1 
введения диклофенака составляла -(минус) 2,5 г; на 
10-е сутки введения масса тела крыс снизилась на 50 г 
по сравнению со значением в 1 сутки опыта (табл. 2). 
На протяжении 10 дней введения диклофенака натрия 
в дозе 10 мг/кг зарегистрирована гибель 4 из 10 живот-
ных в группе, в других группах гибели не было. Однако 
если на 4-е сутки введения мексидола в дозе 100 мг/кг, 
диклофенака в дозе 5 мг/кг и их комбинации значимой 
разницы в наборе массы тела крысами по сравнению с 
контрольной группой не наблюдалось, то на 10-е сутки 
зарегистрирован сниженный прирост массы тела у 
крыс, которым вводили комбинацию препаратов. По 
сравнению с 1 днём регистрации масса тела животных 
этой группы уменьшилась на 6 г (см. табл. 2).

Примечательно, что вскрытие выведенных из 
эксперимента по его завершении и погибших крыс 
не выявило видимых язвенных дефектов желудочно- 
кишечного тракта (ЖКТ) у животных, которым вво-
дили диклофенак натрия в дозе 10 мг/кг. У крыс этой 

Таблица 1 

Влияние диклофенака натрия, мексидола и их комбинации при десятидневном пероральном превентивном введении на 
каррагенановый отёк лапы у крыс

Table 1

Effect of diclofenac sodium, mexidol and their combination on carrageenan-induced paw edema in rats after ten-day preventive oral 
administration

Группа
Group

Изменение диаметра лапы после введения раствора каррагенана, мм:
Change in paw diameter after injection of carrageenan solution, mm:

Площадь под 
кривой, мм2

Area under the 
curve, mm2

1 час
hour 1

2 час
hour 2

3 час
hour 3

4 час
hour 4

Контроль
Control

0,85 (0,65; 1,05) 1,15 (0,95; 1,35) 1,40±0,12 (0,35) 1,29±0,15 (0,42) 3,58 (3,25; 3,93)

Мексидол 100 мг/кг
Mexidol 100 mg/kg

0,70 (0,60; 0,80) 1,55 (1,10; 1,90) 1,72±0,13 (0,42) 1,74±0,16 (0,50)** 4,50 (3,20; 5,55)

Диклофенак 5 мг/кг
Diclofenac 5 mg/kg

0,60 (0,10; 1,00) 1,00 (0,70; 1,60) 1,17±0,19 (0,60) 1,20±0,15 (0,49)# 3,25 (1,55; 4,30)

Диклофенак 10 мг/кг
Diclofenac 10 mg/kg

0,45 (0,20; 0,50)* 0,55 (0,30; 
0,90)*#

0,87±0,16 
(0,39)*#

0,97±0,08 (0,20)# 2,15 (1,75; 2,60)*#

Диклофенак 5 мг/кг + 
Мексидол 100 мг/кг
Mexidol 100 mg/kg +
Diclofenac 5 mg/kg

0,35 (0,30; 0,60)* 0,60 (0,50; 
0,90)*#

1,28±0,17 (0,53) 1,10±0,11 (0,36)# 2,63 (2,00; 3,05)*

Примечания: * — p < 0,05 по сравнению с контрольной группой, критерий Манна–Уитни или t-критерий Стьюдента в случае соответствен-
но отсутствия нормального распределения данных в выборках и/или соблюдения межгруппового равенства дисперсий или наличия нор-
мального распределения данных в выборках и соблюдения межгруппового равенства дисперсий; ** — p < 0,05 по сравнению с контрольной 
группой, критерий Ньюмена–Кейлса; # — p < 0,05 по сравнению с группой «Мексидол 100 мг/кг», критерий Краскела–Уоллиса с последу-
ющим множественным сравнением по критерию Данна или критерий Ньюмена–Кейлса в случае соответственно отсутствия нормального 
распределения данных в выборках и/или соблюдения межгруппового равенства дисперсий или наличия нормального распределения дан-
ных в выборках и соблюдения межгруппового равенства дисперсий; Данные представлены в случае применения параметрической стати-
стики как среднее ± ошибка среднего (стандартное отклонение); в случае анализа непараметрическими методами — как медиана, первый 
и третий квартиль.
Notes: * — p < 0.05 compared with the control group, Mann–Whitney test (in the case of analysis by nonparametric methods) or Student’s t-test (in 
the case of using parametric statistics); ** — p < 0.05 compared with the control group, Newman–Keuls test; # — p < 0.05 compared with the group 
“Mexidol 100 mg/kg”, Kruskal-Wallis test followed by multiple comparison according to Dunn test (in the case of using nonparametric statistics) or 
Newman–Keuls test (in the case of using parametric statistics); Data are presented as mean ± error of the mean (standard deviation) in the case of 
parametric statistics or as the median, first and third quartile in the case of analysis by nonparametric methods.
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группы наблюдались истончение стенок кишечника, 
вздутие желудка и кишечника, заброс желчи в желудок, 
и остатки пищи в ЖКТ практически отсутствовали — 
симптомы развившегося при введении НПВП вос-
паления ЖКТ. НПВП-ассоциированная энтеропатия, 
приводящая к хроническому воспалению кишечника, 
является частым побочным эффектом НПВП; по-
вреждение тощей и подвздошной кишки при НПВП- 
ассоциированной энтеропатии сопровождается мало-
заметной кровопотерей, которая является причиной 
железодефицитной анемии [15]. По данным клиниче-
ских исследований, видеокапсульная эндоскопия по-
зволяет выявить эрозии и язвы тонкой кишки у 30–50 % 
пациентов, на протяжении 2 недель принимавших 
НПВП неселективные ингибиторы ЦОГ напроксен и 
ибупрофен [7, 15, 16].

Одним из звеньев патогенеза НПВП-ассоци-
ированной энтеропатии рассматривается повреждение 
митохондрий клеток слизистой оболочки кишечника 
с последующим образованием свободных радикалов 
[17]. Поэтому значимое снижение набора массы тела 
крысами при введении им диклофенака натрия в дозе 

5 мг/кг в сочетании с мексидолом в дозе 100 мг/кг по 
сравнению с контрольной группой на 10-е сутки опыта, 
вероятно, свидетельствует об усилении мексидолом 
негативного влияния НПВП на состояние кишечника.

Заключение / Conclusion

Таким образом, результаты проведённого исследо-
вания подтвердили зарегистрированную ранее способ-
ность мексидола усиливать противовоспалительный 
эффект НПВП. Однако при превентивном 10-дневном 
пероральном введении мексидола в дозе 100 мг/кг в 
комбинации с диклофенаком натрия в дозе 5 мг/кг 
усиление противовоспалительного эффекта НПВП не 
превышает эффект однократного сочетанного введения 
этих препаратов в тех же дозах. Кроме того, введение 
мексидола в дозе 100 мг/кг в течение 10 дней приводит к 
усилению выраженности вызванного каррагенаном экс-
судативного воспаления у крыс, а также в комбинации с 
диклофенаком натрия в дозе 5 мг/кг – к снижению при-
роста массы тела животных. Это является основанием 
для рекомендации к включению в комбинацию с НПВП 
для усиления их действия мексидола в меньших дозах. 

Таблица 2

Влияние диклофенака натрия, мексидола и их комбинации на массу тела крыс

Table 2

Effect of diclofenac sodium, mexidol and their combination on the body weight in rats

Группа
Group

Масса до введения препаратов 
в 1-й день, г

Body weight before dosing  
on day 1, g

Изменение массы тела относительно значений в 1-й день 
введения препаратов (до их введения), г

Change in body weight relative to day 1 of treatment (before dosing), g

4 день
day 4

10 день
day 10

Контроль
Control

256,1±5,1 (16,1) 20,5 (18,0; 32,0)
n = 10

27,0 (18,0; 32,0)
n = 10

Мексидол 100 мг/кг
Mexidol 100 mg/kg

254,2±3,6 (11,5) 24,5 (20,0; 35,0)#

n = 10
24,0 (11,0; 52,0)#

n = 10

Диклофенак 5 мг/кг
Diclofenac 5 mg/kg

256,7±2,9 (9,2) 21,0 (17,0; 25,0)# 
n = 10

7,0 (−19,0; 13,0)
n = 10

Диклофенак 10 мг/кг
Diclofenac 10 mg/kg

253,9±4,4 (14,0) −2,5 (−11,0; 1,0)*
n = 10

–50,0 (−66,0; −22,0)*
n = 6

Диклофенак 5 мг/кг + 
Мексидол 100 мг/кг
Mexidol 100 mg/kg +
Diclofenac 5 mg/kg

253,5±3,5 (11,9) 11,0 (6,0; 14,0)
n = 10

−6,0 (−9,0; 1,0)*
n = 10

Примечания: * — p < 0,05 по сравнению с контрольной группой, критерий Краскела-Уоллиса с последующим множественным сравнением 
по критерию Данна; # — p < 0,05 по сравнению с группой «Диклофенак 10 мг/кг», критерий Краскела-Уоллиса с последующим множе-
ственным сравнением по критерию Данна; Данные представлены в случае применения параметрической статистики как среднее ± ошиб-
ка среднего (стандартное отклонение); в случае анализа непараметрическими методами — как медиана, первый и третий квартиль.
Notes: * — p < 0.05 compared with the control group, Kruskal-Wallis test followed by multiple comparison according to Dunn test; # – p < 0.05 
compared with the group “Diclofenac 10 mg/kg”, Kruskal-Wallis test followed by multiple comparison according to Dunn test; Data are presented as 
mean ± error of the mean (standard deviation) in the case of parametric statistics or as the median, first and third quartile in the case of analysis by 
nonparametric methods.
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Изучение эффектов диазепама на асцитную карциному 
Эрлиха и тревожные реакции у мышей самцов  

популяции SHK
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Аннотация. Актуальной проблемой является коморбидность злокачественных опухолей и аффективных расстройств. Известно о неблагопри-
ятном влиянии некоторых психотропных лекарственных средств на злокачественные опухоли и метастазирование, в эксперименте установлена 
связь нейромедиаторов с опухолями. Известно свойство диазепамa стимулировать рост асцитной карциномы Эрлиха в эксперименте на мышах. 
Целью настоящего исследования явилось изучение роли бензодиазепиновых рецепторных сайтов разной локализации в стимулирующем влиянии 
диазепама на карциному Эрлиха. При использовании фармакологических анализаторов бензодиазепинового сайта центрального ГАМКА рецептора 
флумазенила (5 мг/кг, подкожно) и блокатора митохондриального транспортного белка 18 кДа соединения PK11195 (5 мг/кг, подкожно) были изучены 
эффекты диазепама (0,03 и 3,0 мг/кг, интрагастрально) на развитие асцитной карциномы Эрлиха и ориентировочно-исследовательскую реакцию в 
тесте «открытое поле» на мышах самцах популяции SHK. Установлено, что диазепам в дозе 0,03 мг/кг, но не в дозе 3 мг/кг, увеличивает клеточность 
опухолевого выпота. Вместе с тем, диазепам в обеих изученных дозах вызывает увеличение периферической двигательной активности у мышей, 
что указывает на усиление тревожных реакций. Установлено, что флумазенил, но не PK11195, ослабляет стимулирующий эффект диазепама на 
асцитную карциному Эрлиха и ингибирует про-анксиогенное действие малой дозы диазепама. Полученные результаты позволяют сделать вывод 
об отсутствии ассоциативной связи между проопухолевым действием диазепама и его влиянием на тревожные реакции, но при этом не исключать 
участие центральных механизмов в стимулирующем эффекте низких доз бензодиазепина на опухоль. 

Ключевые слова: бензодиазепины; ГАМКА рецептор; карцинома Эрлиха; мышь; тревожные реакции
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Study of diazepam effects on Ehrlich ascites carcinoma and anxiety responses in male SHK mice
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Abstract. Сomorbidity of malignant tumors and affective disorders is an urgent problem. It is known that some psychotropic drugs may adversely 
influence the growth of malignant tumors and metastasis; in the experiment, a connection between neurotransmitters and tumors was established. Earlier, 
in experiments on mice, the ability of diazepam to stimulate the growth of Ehrlich's ascites carcinoma was demonstrated. The aim of this study was to assess 
the role of central and peripheral benzodiazepine receptor sites in the stimulating effect of diazepam on Ehrlich's carcinoma. The effects of diazepam (0.03 
and 3.0 mg / kg, intragastric) on the development of Ehrlich's ascites carcinoma and an orientation-exploratory response in the "open field" test on male SHK 
mice were studied. It was found that diazepam at a dose of 0.03 mg / kg, but not at a dose of 3 mg / kg, increases the cellularity of the malignant ascites. At 
the same time, diazepam in both doses studied causes an increase in the peripheral motor activity of mice, which indicates an increase in anxiety reactions. 
It was found that flumazenil, but not PK11195, attenuates the stimulating effect of diazepam on Ehrlich's ascites carcinoma and inhibits the pro-anxiogenic 
effect of a small dose of diazepam. The results obtained allow us to conclude that there is no associative relationship between the pro-tumor effect of 
diazepam and its effect on anxiety responses, but at the same time, the participation of central mechanisms in the stimulating effect of benzodiazepine on 
the tumor cannot be ruled out.
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Введение / Introduction

По данным Международного агентства по изуче-
нию рака (International Agency for Researchon Cancer), 
в 2012 году в мире было зарегистрировано 14,1 млн 
новых случаев злокачественных заболеваний, рак стал 
основной причиной смерти в 8,2 млн случаев в 2012 
году. При сохранении существующих тенденций за-
болеваемости к 2030 злокачественные онкологические 
заболевания достигнут 68 % прироста в сравнении 
с 2012 годом [1]. Несмотря на существенный про-
гресс в разработке новых методик хирургического, 
радиационного лечения и иммунотерапии, а также 
внедрения эффективных средств таргетной терапии, 
многие проблемы лечения онкологических больных 
остаются нерешёнными.

Известно о коморбидности злокачественных опухо-
лей и аффективных расстройств, в частности тревожно- 
депрессивных [2–4]. Однако вопрос о первичности 
этих процессов остаётся открытым. Но тем не менее, в 
последнее время всё больше данных указывают на не-
посредственную роль нервной системы на течение опу-
холевого процесса. Через гипоталамо-гипофизарно- 
адреналовую ось, а также благодаря симпатическому 
и парасимпатическому влиянию, нервная система, в 
том числе и её центральные отделы, участвуют в фор-
мировании оптимального микроокружения в тканях 
позвоночных, регулируя гомеостаз и воздействуя на 
течение многих патологических процессов, в том 
числе и опухолевых. Полагают, что на тканевом уровне 
периневральное пространство создаёт для опухолевых 
клеток микроокружение и антиапоптические условия, 
необходимые для их выживания и распространения [5, 6]. 
Ряд злокачественных опухолей могут реагировать 
на факторы роста, вырабатываемые нервными во-
локнами периферических нервов, а также способны 
вырабатывать аксон-стимулирующие факторы [7]. 
Подобно неоангиогенезу, при раке предстательной 
железы, прямой кишки, мочевого пузыря и пищевода 
наблюдается увеличение количества, протяжённости ак-
сонов и внедрение нервных волокон в опухолевую ткань 
[8–10]. Ряд опухолей и клеточных линий продуцируют 
нейротрофические факторы (нейрональный фактор 
роста, нейротрофический фактор мозга и нейротрофи-
ческий глиальный фактор), стимулирующие внедрение 
в ткани опухоли симпатических и парасимпатических 
нервных волокон [11, 12]. При раке предстательной же-
лезы у пациентов наблюдается повышенная плотность 
нервных окончаний в опухолевых очагах, тогда как in 
vitro показана повышенная выработка PC-3 клетками 
рака предстательной железы семафорина 4F, молекулы 
аксонального сигнального наведения [8, 13].

Клинические наблюдения свидетельствуют о том, 
что хронический стресс, депрессия, неблагоприятные 
социальные условия являются существенными фак-
торами риска развития и прогрессирования злокаче-
ственных опухолевых процессов [3, 4].

Экспериментальные исследования также выявили 
существенный вклад стресса в развитие злокачествен-
ных процессов. Показано, что иммобилизационный 
стресс на фоне введения гепатотоксичного канцеро-
гена диэтилнитрозамина повышает инцидентность 
и скорость роста опухолей печени у крыс [14]. Вы-
нужденное плаванье, гипотермия, хирургическое 
вмешательство, социальный конфликт вызывают 
2–5-кратное повышение скорости и количества мета-
статических очагов в лёгких у крыс, экспериментально 
зараженных опухолью молочной железы MADB106 
[15]. При хроническом стрессе выброс катехоламинов 
и глюкокортикоидных гормонов угнетает механизмы 
противоопухолевой активности иммунной системы [16].

Эксперименты на мышах с трансплантируемыми 
сингенными опухолями выявили, что норадреналин и 
адреналин ингибируют образование противоопухоле-
вых цитотоксических Т-лимфоцитов за счёт воздей-
ствия на β-адренергические сигнальные механизмы 
[17]. Положительные психоэмоциональные факторы, 
такие как социальная поддержка и забота, ассоцииру-
ются с повышением уровней NK-киллеров в крови и 
опухолевом микроокружении, указывая на возможное 
позитивное влияние положительного когнитивного 
психологического стимула на функции иммунной си-
стемы и её противоопухолевую активность [18]. Cтресс 
запускает выброс катехоламинов, которые стимулируют 
пролиферацию опухолевых клеток и усиливают их 
метастатическую активность непосредственно через 
β-адренорецепторы и циклоаденозинмонофосфат-
протеинкиназа А-зависимый путь, что было выявлено 
на моделях рака молочной железы, лёгкого, предста-
тельной железы и прямой кишки [19, 20].

Известно влияние нейромедиаторов на динамику 
как опухолевого роста, так и метастазирования [21–24]. 
В клинической научной литературе обсуждаются 
наблюдения о возможном влиянии психотропных 
лекарственных средств на течение злокачественных 
опухолевых процессов [25, 26].

Гамма-аминомасляная кислота (ГАМК), основной 
тормозной медиатор центральной нервной системы, 
оказывает существенное влияние на пролиферацию 
злокачественных клеток и распространение опухоле-
вого процесса [23]. Бензодиазепиновые соединения 
широко применяются в настоящее время в клиниче-
ской практике как анксиолитические, седативные, 
снотворные лекарственные средства. В качестве ос-
новной центральной фармакологической мишени 
бензодиазепина диазепама рассматривается бензо-
диазепиновый модуляторный сайт ГАМКА рецептора, 
периферической – митохондриальный транспортный 
белок 18кДа («периферический бензодиазепиновый 
рецептор, TSPO18), присутствие которого установлено 
в периферических тканях (как нормальных, так и с 
признаками воспаления, опухолях) и в ЦНС (глиоци-
тах, нервных стволовых клетках и в постмитотических 
нейрональных предшественниках) [27].
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В экспериментах in vivo и in vitro продемонстри-
рована способность диазепамa влиять на развитие 
злокачественной опухоли, оказывать ингибирующее 
действие на активность натуральных киллеров [28–30]. 
Установлено, что диазепам (3 мг/кг при введении 
внутрь) стимулирует рост карциномы Эрлиха (асцит-
ной формы) у мышей, что проявляется в увеличении 
числа опухолевых клеток в асцитной жидкости и 
объёма асцитной жидкости [28]. Этот эффект не на-
блюдался в меньших дозах препарата (0,3 или 1 мг/кг, 
внутрь) [29]. Вместе с тем, исследования in vitro по-
казали, что низкие (наномолярные) концентрации 
лигандов TSPO18 увеличивают пролиферацию клеток 
рака молочной железы MDA-MB-231 [31] и глиомы С6 
[32], а высокие дозы (микромолярные концентрации) 
лигандов TSPO18 вызывают гибель клеток опухолевых 
культур [33].

Эффекты диазепама на экспериментальную карци-
ному Эрлиха объясняются исключительно перифери-
ческими механизмами, вполне обосновано опираясь 
на данные о наличии в асцитной жидкости опреде-
лённой концентрации диазепама при его введении 
внутрь, способности диазепама индуцировать актив-
ные формы кислорода в тканях опухоли, связываться 
с TSPO18 опухолевых клеток и ряд других фактов [28]. 
В доступной научной литературе мы не нашли экс-
периментальных работ, которые рассматривали бы 
потенциальную возможность участия центральных 
структур регуляции эмоций млекопитающих в про-
опухолевых эффектах диазепама на модели карциномы 
Эрлиха in vivo.

Целью настоящего исследования явилось изучение 
роли функциональной активности бензодиазепинового 
сайта центрального ГАМКА рецептора и митохондри-
ального транспортного белка 18кДа («периферического 
бензодиазепинового рецептора», TSPO) в механизме 
стимулирующего влияния диазепама на рост карци-
номы Эрлиха.

Материалы и методы / Materials and methods

Животные. В исследовании использованы мыши 
самцы популяции SHK массой 20–25 г, полученные 
из филиала «Андреевка» ФГБУН “НЦБМТ” ФМБА 
России (Московская область). Животных содержали в 
соответствии с СП 2.2.1.3218-14 «Санитарно-эпидеми-
ологические требования к устройству, оборудованию и 
содержанию экспериментально-биологических клиник 
(вивариев)», утверждёнными постановлением Главно-
го государственного санитарного врача Российской 
Федерации от 29 августа 2014 г. № 51. Организацию 
и проведение работы осуществляли в соответствии с 
международными и российскими нормативно-право-
выми документами: Приказом Минздрава РФ №199 от 
1 апреля 2016 г. «Об утверждении правил надлежащей 
лабораторной практики» и Директивой 2010/63/EU 
Европейского Парламента и Совета Европейского 

Союза от 22 сентября 2010 г. по охране животных, 
используемых в научных целях. 

Вещества. В качестве препарата исследования 
использовали субстанцию диазепама гидрохлорида 
(сибазон). Для селективной фармакологической бло-
кады бензодиазепинового сайта ГАМКА рецептора 
использовали флумазенил (5 мг/кг, Sigma/Merck). Для 
селективной блокады митохондриального транспорт-
ного белка использовали соединение PK11195 (5 мг/кг, 
Sigma/Merck). Диазепам, флумазенил и PK11195 вво-
дили в виде эмульсии, приготовленной с использо-
ванием Twin-80 и 0,9 % раствора натрия хлорида. 
Эмульсию Twin-80 и 0,9 % раствора натрия хлорида 
(растворитель) использовали в качестве контроля. Ве-
щества вводили в объёме 0,1 мл на 10 г один раз в сутки 
7 дней подряд. Флумазенил вводили подкожно или 
интрагастрально, PK11195 — подкожно, диазепам — 
интрагастрально.

Опухоль. В качестве модели опухоли использо-
вали перевиваемую асцитную карциному Эрлиха 
диплоидной формы (АОЭд), полученную из ФГБНУ 
«Научно-исследовательский Институт морфологии 
человека». В течение эксперимента АОЭд поддер-
живали перевивкой мышам внутрибрюшинно по  
0,2 мл разведённой асцитной жидкости в соотношении 
0,3 мл асцитной жидкости, полученной непосред-
ственно от мыши-донора, и 0,7 мл физиологического 
раствора. Перевивку осуществляли 1 раз в 9 дней. 
Первоначальная прививка (первый пассаж) была 
осуществлена путём внутрибрюшинного введения 
0,25 мл неразведённого асцитного препарата после 
предварительного размораживания. При прививке 
опухоли мышам экспериментальных групп в брюшную 
полость вводили 0,2 мл суспензии отмытых опухолевых 
клеток с содержанием приблизительно 3×106 клеток 
(концентрация суспензии 15×106 клеток /мл с 80–90 % 
содержанием жизнеспособных опухолевых клеток).

Методика подсчёта цитоза клеток карциномы Эрлиха 
в асцитной (выпотной) жидкости. Цитоз полученной 
после аспирации из брюшной полости перитонеаль-
ной жидкости оценивали с помощью гемацитометра 
(камера Горяева). Камеру готовили по общепринятой 
методике, притирали покровное стекло до появления 
колец Ньютона. С целью гемолиза эритроцитов вы-
пот смешивали с жидкостью Тюрка в соотношении  
10 мкл выпота и 990 мкл разбавителя, тщательно пере-
мешивали и оставляли на 15 мин. После окончания 
инкубации аликвоту жидкости вносили в счётную 
камеру, инкубировали в течение 1–2 минут для оседа-
ния клеток и производили подсчёт клеток суммарно в 
100 больших квадратах камеры. Для подсчёта клеток 
опухоли использовали микроскоп Nikon Eclipse Ci-L 
с увеличением 1×10.

Подсчёт цитоза клеточной суспензии в 1 мкл вы-
пота проводили по формуле:

X = А × Б / В × Г,
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где: А – количество опухолевых клеток, подсчитанное 
в 100 больших квадратах; 

Б – степень разведения выпота (100);
В – количество маленьких квадратиков в 100 боль-

ших квадратах (1600);
Г – объём счётной камеры над маленьким квадра-

тиком (1/4000 мм3). После пересчёта, формула имеет 
вид: X (клеток в мкл выпота) = А × 250. Рост опухоли 
оценивали по объёму выпота брюшной опухоли, кон-
центрации опухолевых клеток в 1 мкл и суммарному 
количеству опухолевых клеток, определяемых в объ-
ёме выпота.

Тест «открытое поле». Для оценки тревожных реак-
ций мышей использовали тест «открытое поле» с вы-
делением ориентировочно-исследовательской реакции 
(ОИР) и индекса тревожности [34]. В течение 2 мин по-
сле помещения животного в установку регистрировали 
горизонтальную двигательную активность у стенок 
площадки и в её центральной части, вертикальную 
активность и число обследованных отверстий в полу 
установки. При суммировании перечисленных выше 
параметров определяли коэффициент ОИР (Коир), 
индекс тревожности определяли по изменению соот-
ношения перемещений мыши в центральной части 
установки к сумме активности в центре и на периферии 
и фиксировали число животных, осуществлявших 
полный переход в центральные квадраты [34]. 

Дизайн эксперимента. Эксперимент 1. При изуче-
нии влияния диазепама на рост опухоли в сочетании 
с оценкой его поведенческих эффектов мыши были 
рандомизированы на 3 группы: 1) растворитель (р-р 
NaCl 0,9 % + Twin-80); 2) диазепам (0,03 мг/кг); 3) 
диазепам (3 мг/кг). Части мышей через 1 ч после 
первого введения контрольного раствора или диа-
зепама вводили приготовленную асцитную суспен-
зию. В течение последующих 6 дней мышам вводили 
контрольный раствор или растворы диазепама 1 раз в 
сутки. На седьмой день опыта (через 1 ч после послед-
него введения веществ) привитых опухолью животных 
подвергали эвтаназии и собирали асцитную жидкость, 
что было аналогично дизайну [32]. Животных, пред-
назначенных для поведенческих экспериментов, не 
подвергали опухолевой прививке. На седьмой день 
опыта (через 1 ч после последнего введения веществ) 
мышей тестировали в установке «открытое поле».

Эксперимент 2. Второй этап был посвящён изуче-
нию роли ГАМКА рецептора и TSPO в механизме дей-
ствия диазепама на рост асцитной карциномы Эрлиха и 
на поведенческие реакции мышей при использовании 
фармакологических блокаторов. Животные были рас-
пределены по следующим группам: 1) растворитель — 
подкожно и интрагастрально с интервалом 30 мин; 
2) растворитель – подкожно и через 30 мин диазепам 
(0,03 мг/кг); 3) флумазенил и диазепам (0,03 мг/кг) с 
интервалом 15 мин; 4) PK11195 и диазепам (0,03 мг/кг) 
c интервалом 30 мин. Через 1 ч после первого введения 
комбинации веществ мышам вводили приготовленную 

асцитную суспензию, и затем в течение последующих 
6 дней вводили комбинации веществ 1 раз в сутки. 
На седьмой день опыта (через 1 ч после последнего 
введения веществ) мышей подвергали эвтаназии и 
собирали асцитную жидкость. Животные, предназна-
ченные для поведенческих экспериментов, получали 
комбинацию веществ однократно, после чего через 1 ч 
их использовали в поведенческом тесте.

Эксперимент 3. Третий этап исследования был 
посвящён изучению влияния интверсного агониста 
ГАМКА рецептора флумазенила на развитие карцино-
мы Эрлиха и на ориентировочно-исследовательскую 
реакцию мышей. Для этого мыши были распределены 
на две группы: 1) растворитель интрагастрально; 2) 
флумазенил интрагастрально. Экспериментальная 
процедура была аналогична таковой на первом этапе 
работы.

Статистическая обработка. Экспериментальные 
группы состояли из 6–10 мышей. Для статистиче-
ской обработки применяли программу Prism (версия 
8.0.1. (244)). После проверки гипотезы о нормаль-
ности распределения по критерию Шапиро–Уилка 
данные были представлены или в виде медианы с 
указанием межквартильного интервала или в виде 
среднего значение с указанием стандартного откло-
нения. Для статистической обработки использовали 
непарный критерий Стьюдента, однофакторный кри-
терий ANOVA с последующим применением критерия 
множественных сравнений Ньюмена–Кейлса, кри-
терий Крускала–Уолеса с последующим сравнением 
по критерию Данна при множественном сравнении, 
критерий Манна–Уитни при сравнении двух вы-
борок. Результаты, выраженные в %, обрабатывали  
по методу оценки выборочных долей вариант.  
Различия между группами полагали достоверными 
при p ≤ 0,05. 

Результаты и обсуждение / Results and discussion

По результатам первой и второй серий экспери-
ментов установлено, что диазепам при субхрониче-
ском интрагастральном введении в дозе 0,03 мг/кг 
усиливает рост асцитной карциномы, увеличивая 
общее количество опухолевых клеток в 1,5–2 раза 
по сравнению с группой мышей, получающих рас-
творитель (р ≤ 0,05; критерий Дана) (рис. 1В и 2В). 
Результаты, полученные на мышах самцах популяции 
SHK, согласуются с известными в научной литературе 
экспериментальными данными о стимулирующем 
влиянии диазепама на рост асцитной карциномы 
Эрлиха у мышей [29] и результатами клинических 
метаанализов, указывающих на бензодиазепины как 
фактор риска злокачественных опухолей [26, 35]. Вме-
сте с тем, в нашем исследовании диазепам оказывает 
эффект на опухоль в дозе на два порядка меньшей, 
нежели в работе Sakai M et al. [29]. Доза диазепама  
(3 мг/кг), активная в работе зарубежных коллег, 
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Рис. 1. Влияние диазепама на асцитную карциному Эр-
лиха у мышей самцов популяции SHK. А – объём ас-
цитного выпота; Б – количество опухолевых клеток в 
мл асцитной жидкости; В – общее число опухолевых 
клеток
Fig. 1. Diazepam effect on Ehrlich's ascitic carcinoma in 
male SHK mice. А – the volume of ascitic effusion; Б – the 
number of tumor cells in ml of ascitic fluid; B – the total 
number of tumor cells
Примечания: 1 – растворитель; 2 – диазепам (0,03 мг/кг); 3 – диазепам 
(3 мг/кг). Критерий Крускала–Уоллиса: 6,006; p = 0,0424; тест Данна: 
* – p = 0,0447 отличие 2 от 1.
Notes: 1 – vehicle; 2 - diazepam (0.03 mg/kg); 3 – diazepam (3 mg/kg). 
Kruskal-Wallis statistic: 6.006; p = 0.0424; Dunn's test: * – p = 0.0447 
significant differences between 1 and 2.1 2 3
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Таблица 1

Эффекты диазепама при субхроническом итрагастральном введении на ориентировочно-исследовательскую реакцию у мышей 
SHK в тесте «открытое поле»

Table 1

Diazepam per os sub-chronic administration effects on the orienting-exploratory responses in the “open field” test in SHK mice

Горизонтальная активность
Вертикальная 

активность

Число
исследованных

отверстий
Коир

% животных, 
выходящих в 

центрЦ П Ц/(Ц+П) × 100, %

Растворитель 7 введений (n = 20)

10,6± 2,2 34,5± 4,1 23,4 %
(211/900)

8,1±1,8 7,9±1,0 58,1 ±7,2 85 %
(17/20)

Диазепам 0,03 мг/кг 7 введений (n = 16)

13,3±2,8 54,9 ±6,2* 19,5 %*
(213/1091)

9,1± 2,3 6.3±1,9 83,4 ±9,6 87,5
(14/16)

Диазепам 3 мг/кг 7 введений (n = 15)

14,6±2,3 63,3±6,8** 18,8 %*
(219/1168)

6,9±1,3 4,1±0,8 88,8±7,3* 93,3
(14/15)

Примечания: n – количество мышей в группе; *,** – отличие диазепама от растворителя при p ≤ 0,05; р ≤ 0,01; Ц – суммарная горизонталь-
ная активность в центральной части установки; Ц+П – суммарная горизонтальная активность в центральной и периферической части 
установки; Ц/(Ц+П)×100 – индекс тревожности (%). Уменьшение индекса указывает на усиление тревожных реакций.
Notes: n –  number of mice in the group; *,** – differences between diazepam and vehicle with value p ≤ 0.05; p ≤ 0.01; Ц is the sum of  horizontal 
activities in the central part of the experimental arena; Ц+П is the sum of the horizontal activities in the central and peripheral parts of the arena;  
Ц/(Ц+П)×100 – anxiety index (%). The index decrease indicates an anxiety increase.
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в нашем исследовании не вызывала каких-либо  
изменений по сравнению с растворителем, возможно, 
по причине неконтролируемых методических причин 
(особенности популяции животных, штамм опухоли).

В тесте «открытое поле» показано, что диазепам в 
обеих изученных дозах при субхроническом интрага-
стральном введении вызывает увеличение двигательной 
активности самцов в периферической части установки 
(отличие от растворителя при р ≤ 0,05), что свидетель-
ствует об усилении тревожных реакций у мышей данной 
популяции (табл. 1).

Таким образом, на мышах самцах SHK установле-
но, что стимулирующее действие на рост карциномы 
Эрлиха малой дозы диазепама (0,03 мг/кг) сочетается 
с усилением тревожных реакций у животных. Однако 
усиление тревожных реакций наблюдается в обеих 
изученных дозах, что свидетельствует об отсутствии 
ассоциативной связи между проопухолевым действием 

диазепама и его проанксиогенными свойствами.
В группе мышей, получавших комбинацию флу-

мазенила и диазепама, наблюдается уменьшение кон-
центрации опухолевых клеток в 1,3 раза (при р ≤ 0,05) 
по сравнению с группой животных, которым вводили 
только растворитель (рис. 2Б), и уменьшение общего 
количества опухолевых клеток в 1,4 раза по сравнению 
с группой, получавшей только диазепам (рис. 2В). Ком-
бинированное применение селективного блокатора 
TSPO соединения PK11195 и диазепама увеличивает 
объём асцита и клеточность карциномы по сравнению 
с растворителем (при p ≤ 0,05) (рис. 2А, 2В), в то время 
как диазепам увеличивает только клеточность опухоли.

Как представлено в табл. 2, в тесте «открытое 
поле» мыши самцы SHK, получавшие однократно 
комбинацию «растворитель–диазепам 0,03 мг/кг», 
демонстрируют селективное усиление тревожных 
реакций без изменения общей двигательной актив-

Рис. 2. Флумазенил, но не PK11195, ослабляет эффект 
диазепама на асцитную карциному Эрлиха на мышах 
SHK (самцы). А – объём асцитного выпота; Б – ко-
личество опухолевых клеток в мл асцитной жидкости;  
В – общее число опухолевых клеток
Fig. 2. Flumazenil, but not PK11195, decreases the diazepam 
effect on Ehrlich’s ascitic carcinoma in SHK mice (male). А – 
the volume of ascitic fluid; Б – the number of tumor cells in 
ml of ascitic fluid; В is the total number of tumor cells
Примечания: 1 – растворитель (эквивалентный объём, 7 введений per os, 
1 введение в сутки); 2 – диазепам (0,03 мг/кг, 7 введений ); 3 – диа-
зепам (0,03 мг/кг, 7 введений) + флумазенил (5 мг/кг, 7 введений под-
кожно за 15 мин до диазепама); 4 – диазепам (0,03 мг/кг, 7 введений) 
+ PK11195 (5 мг/кг, 7 введений подкожно за 30  мин до диазепама); на 
рис. 2Б – критерий Крускала-Уоллиса: 7,598; p = 0,055; тест Данна:  
*p = 0,0492 отличие 3 от 1; на рис. 2В – критерий Крускала-Уоллиса 
тест: 12,70; p = 0,0053; тест Данна *p = 0,0328 отличие 2 от 1; **p =  
= 0,0129 отличие 3 от 2, *p = 0,0288 отличие 4 от 1.
Notes: 1 – vehicle (equivalent volume, 7 per os treatments, 1 per day);  
2 – diazepam (0.03 mg/kg, 7 treatmens); 3 – diazepam (0.03 mg/kg,  
7 treatments) + flumazenil (5 mg/kg, 7 treatments subcutaneously 15 minutes 
before diazepam); 4 – diazepam (0.03 mg/kg, 7 treatments) + PK11195  
(5 mg/kg, 7 treatments subcutaneously 30 minutes before diazepam); in fig. 
2Б – Kruskal-Wallis statistic: 7.598; p = 0.055; Dunn's test: *p = 0.0492 
differences between 3 and 1; in fig. 2B – Kruskal-Wallis statistic: 12.70;  
p = 0.0053; Dunn test *p = 0.0328 differences 2 from 1; **p = 0.0129 
differences between 3 and 2, *p = 0,0288 differences 4 from 1.
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Рис. 3. Влияние флумазенила (5 мг/кг 7 введений, 1 ве-
дение в сутки) на рост асцитной карциномы Эрлиха на 
мышах SHK (самцы)
Fig. 3. Effect of flumazenil (5 mg/kg 7 administrations,  
1 per day) on Ehrlich’s ascitic carcinoma growth in SHK 
mice (male)
Примечания: 1 – Растворитель (эквивалентный объём, 7 введений  
per os, 1 введение в сутки); 2 – флумазенил (5 мг/кг, 7 введений per os,  
1 введение в сутки). 
Notes: 1 – Vehicle (equivalent volume, 7 administrations per os, 1 per day); 
2 – flumazenil (5 mg/kg, 7 administrations per os, 1 per day).
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Таблица 2

Влияние флумазенила и соединения PK11195 на эффекты диазепама (0,03 мг/кг) в тесте «открытое поле» у мышей SHK
Table 2

Effect of flumazenil and compound PK11195 on the effects of diazepam (0.03 mg/kg) in the “open field” test in SHK mice

Горизонтальная активность
Вертикальная 

активность

Число
исследованных

отверстий
Коир

% животных, 
выходящих в 

центрЦ П Ц/(Ц+П) × 100, %

Растворитель – растворитель, (n = 9)
2,7±1,2 31,0± 4,7 7,9 %

(24/303)
0,8 ± 0,4 1,8±1,2 36,2±5,5 66,7 %

(6/9)

 Растворитель – Диазепам 0,03 мг/кг, (n = 8)

1,0±0,6 29,8±3,5 3,3 %*
(8/244)

0,2 ± 0,1 2,0 ±0,4 32,9±4,1 25,0 %
(2/8)

Флумазенил 5 мг/кг – диазепам 0,03 мг/кг, (n = 9)

4,2± 1,6 43,0±5,0 8,9 %**
(38/425)

1,4±0,7 1,7±0,4 50,3±6,2 66,7 %
(6/9)

PK11195 5 мг/кг – диазепам 0,03 мг/кг, самцы (n = 9)

0,8±0,4 31,8±6,0 2,4 %**, ##

(7/293)
1,3±0,3 2,2±0,5 36,1±6,3 44,4 %

(4/9)

Примечания: n – количество мышей в группе; * – отличие от растворителя при p ≤ 0,05; ** – отличие от диазепама при p ≤ 0,01; ## – отличие 
от растворителя и группы флумазенил+диазепам при p ≤ 0,01 (метод сравнения выборочных долей вариант); Ц – горизонтальная актив-
ность в центральной части установки; Ц+П – суммарная горизонтальная активность в центральной и периферической части установки; 
Ц/(Ц+П)×100 – индекс тревожности (%). Уменьшение индекса указывает на усиление тревожных реакций.
Notes: n –  number of mice in the group; * – differences compare to vehicle with value p ≤ 0.05; ** – differences compare to diazepam with value p ≤ 0.01; 
## – differences compare to vehicle or “flumazenil+diazepam” group with value p ≤ 0,01 (exact Fisher’s test); Ц is the sum of  horizontal activities in 
the central part of the experimental arena; Ц+П is the sum of the horizontal activities in the central and peripheral parts of the arena; Ц/(Ц+П)×100 – 
anxiety index (%). The index decrease indicates an anxiety increase.
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ности по сравнению с мышами из группы «раствори-
тель–растворитель» (при р ≤ 0,05), что согласуется с 
раннее полученными данными об усилении тревожных 
реакций у мышей этой популяции при субхроническом 
введении диазепама (0,03 мг/кг). В группе мышей, 
которым вводили комбинацию флумазенила и диа-
зепама, регистрируется восстановление соотношения 
центральной и периферической двигательной актив-
ности до контрольных значений, что свидетельствует 
об ингибировании вызванного диазепамом в дозе 
0,03 мг/кг усиления тревожных реакций. Как пред-
ставлено в табл. 2, комбинация PK11195 с диазепамом 
аналогично диазепаму вызывает селективное усиление 
тревожных реакций в тесте «открытое поле».

Таким образом, было установлено, что селек-
тивный инверсный агонист центрального ГАМКА 

рецептора флумазенил ингибирует и поведенческие 
эффекты диазепама, и его стимулирующее влияние 
на развитие асцитной карциномы Эрлиха. Эффекты 
диазепама при его комбинации с блокатором мито-
хондриального транспортёра 18 кДа не отличаются 
ни по способности стимулировать рост опухоли, ни 
по влиянию на ориентировочно-исследовательскую 
реакцию мышей. Полученные данные не противоречат 
экспериментальным данным, свидетельствующим о 
стимулирующем эффекте PK11195 (3 мг/кг при интра-
гастральном введении) на развитие асцитной карци-
номы Эрлиха на мышах самцах популяции Swiss [29].

При изучении влияния интрагастрального при-
менения флумазенила (5 мг/кг) на рост асцитной 
карциномы Эрлиха установлено отсутствие изменений 
и объёма асцитной жидкости, и концентрации опухо-

левых клеток, и их общего числа по сравнению рас-
творителем (рис. 3). Применение одного флумазенила 
(5 мг/кг, интрагастрально) не оказывает влияние на 
поведение мышей в тесте «открытое поле» по срав-
нению с контрольной группой (табл. 1). 

Таким образом, полученные экспериментальные 
данные свидетельствуют о том, то диазепам при суб-
хроническом интрагастральном введении обладает 
свойством усиливать рост асцитной карциномы Эрлиха 
избирательно в меньшей изученной дозе. Большая 
доза диазепама не оказывает влияния на развитие 
опухоли, но обе дозы вызывают усиление тревожных 
реакций у мышей, что даёт основания скорее всего 
для отрицательного ответа на вопрос о наличии ас-
социативной связи между проопухолевыми и психо-
тропными свойствами диазепама, по крайней мере 
влиянием на тревожность. В пользу наличия такой 
взаимосвязи могут свидетельствуют эксперименталь-
ные результаты об ослаблении эффектов диазепама 
(0,03 мг/кг) и на опухоль, и на тревожное поведение 
при блокаде бензодиазепинового сайта ГАМКА ре-
цептора. Данные о том, что флумазенил способен 
ослаблять проопухолевое действие диазепама, могут 
указывать на участие центральных ГАМКА рецептора 
в данном эффекте. Вопрос о том, в какой степени 
можно проводить ассоциацию между центральными 
эффектами диазепама и его способностью влиять на 
рост карциномы Эрлиха, требует дальнейшего иссле-
дования, и в первую очередь, необходимо провести 
сравнительные исследования эффектов диазепама 
на рост карциномы у животных с альтернативным 
фенотипом эмоциональной реакции на стресс.

Таблица 3

Влияние флумазенила (5 мг/кг, интрагастрально) на ориентировочно-исследовательскую реакцию у мышей SHK в тесте 
«открытое поле»

Table 3

Effect of flumazenil (5 mg/kg, per os) on the orienting-exploratory responses in the “open field” test in SHK mice

Горизонтальная активность
Вертикальная 

активность

Число
исследованных

отверстий
Коир

% животных, 
выходящих  

в центрЦ П
Ц/(Ц+П)
х 100, %

Растворитель per os, мыши SHK, самцы (n = 9)

1,8 ± 0,8 30,8±6,9 5,4 %
(14/260)

0,8±0,4 2,0±0,5 35,4±7,9 44,4 %
(4/9)

Флумазенил 5 мг/кг per os, мыши SHK, самцы (n = 10)

2,2 ± 0,9 27,7±5,0 7,4 %
(22/299)

0,9±0,4 2,2±0,6 32,9±6,1 60,0 %
(6/10)

Примечания: n – количество мышей в группе; Ц – горизонтальная активность в центральной части установки; Ц+П – суммарная горизон-
тальная активность в центральной и периферической части установки; Ц/(Ц+П)×100 – индекс тревожности (%). 
Notes: n – number of mice in the group; Ц is the sum of  horizontal activities in the central part of the experimental arena; Ц/(Ц+П)×100 is the sum 
of the horizontal activities in the central and peripheral parts of the arena; Ц/(Ц+П)×100 – anxiety index (%). 
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Влияние селанка на морфин-индуцированную анальгезию 
в опытах in vivo

Надорова А. В., Чернякова И. В., Колик Л. Г.
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Россия

Аннотация.  Актуальность. Эндогенная опиоидная система вовлечена в процессы нейроадаптации при действии экзогенных опиоидов. Синте-
зированный на основе регуляторного пептида тафтсина анксиолитик селанк угнетает активность энкефалин-деградирующих ферментов, повышая 
содержание лей-энкефалинов в плазме крови. Цель работы. Оценить влияние селанка (0,3 и 0,9 мг/кг, в/б) на морфин-индуцированную анальгезию в 
опытах in vivo. Методы. Эксперименты выполнены на инбредных мышах-самцах линии С57Bl/6 (n = 77). Тест «горячая пластина» использовали для оценки 
анальгетического действия препаратов при термической стимуляции ноцицепторов при помещении мышей на нагретую до 55±0,5 °С металлическую 
пластину с последующей регистрацией латентного периода реакции через 30, 60, 90 и 120 мин после введения морфина. Результаты. Морфин в дозе 
3,0 мг/кг, в/б, вызывал антиноцицепцию с максимально возможным эффектом (MВЭ) 9 %, селанк в дозе 0,9 мг/кг, не обладая антиноцицептивными 
свойствами per se, при предварительном введении с морфином увеличивал латентный период реакции, вызывая антиноцицепцию с МВЭ 29,9 %.  
Заключение. Впервые получены данные о синергическом эффекте селанка и морфина в ослаблении острой соматической боли.
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Selank effects on morphine-induced analgesia in vivo experiments
Nadorova AV, Chernyakova IV, Kolik LG

FSBI “Zakusov Institute of Pharmacology”, Moscow, Russia

Abstract. Background. The endogenous opioid system is involved in neuroadaptation produced by exogenous opioids. Synthesized on the basis of the 
regulatory peptide tuftsin, the anxiolytic selank inhibits the activity of enkephalin-degrading enzymes, increasing the level of leu-enkephalins in blood plasma. 
The aim of the work was to evaluate the effect of selank (0,3 and 0,9 mg/kg, i.p.) on morphine-induced analgesia in animal models. Methods. The experiments 
were performed in inbred male mice C57Bl/6 (n = 77). The “hot plate” test was used to evaluate the analgesic effect during thermal stimulation of nociceptors 
when mice were placed on a metal plate heated to 55 ± 0,5 °C, followed by registration of the latent period of the reaction 30, 60, 90, and 120 minutes after 
the administration of morphine. Results. Morphine at a dose of 3,0 mg/kg, i.p., caused antinociception with the maximum possible effect (MBE) of 9 %, selank 
at a dose of 0,9 mg/kg, without antinociception per se, when pretreated with the morphine, increased the latent reaction time, causing antinociception of 
29,9 % MBE. Conclusion. For the first time the data obtained on the synergistic effect of selank and morphine in attenuation of acute somatic pain. 
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Введение / Introduction

Стремительный рост потребления препаратов 
опиоидного ряда является серьёзной проблемой, 
что в значительной степени обусловлено частым на-
значением наркотических анальгетиков [1]. На долю 
населения США ежегодно приходится около 68 % 
прописанных в мире опиоидов, и более 2 млн взрослых 
американцев страдают расстройствами, связанными 
с употреблением наркотических анальгетиков [2]. 
Скорее всего, в обозримом будущем эти препараты 
будут по-прежнему востребованы при терапии острых 
и хронических болевых синдромов [3]. Несмотря на 
значительный интерес к разработке новых обезбо-
ливающих с низким риском формирования лекар-
ственной зависимости, внедрение в клиническую 
практику альтернативных стратегий занимает много 
лет и сопровождается высокими финансовыми затра-
тами. С каждым годом становится актуальной задача 

репозиционирования лекарственных средств (ЛС), 
уже прошедших одобрение в регуляторных органах 
[4], чтобы уменьшить использование опиоидов и обе-
спечить стабильное облегчение боли с минимальными 
побочными эффектами. Комбинация низких доз ЛС 
из разных фармакологических классов является при-
знанной стратегией предотвращения потенциальных 
нежелательных эффектов опиоидов. Далее представлен 
краткий анализ взаимодействия опиоидных анальгети-
ков с анксиолитическими средствами разной природы.

Сопутствующее применение препаратов бензодиа-
зепинового ряда считается наиболее распространённой 
причиной смертности от передозировки опиоидов, 
назначаемых по медицинским показаниям [5]. На 
экспериментальных моделях ноцицепции диазепам 
противодействует морфину в зависимости от исполь-
зуемого теста: отсутствие антагонизма при длительной 
стимуляции («формалиновый» тест) и выраженный 
антагонизм при кратковременном термическом сти-
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муле («горячая пластина» и «отдергивание хвоста») [6]. 
Согласно экспериментальным данным, другой агонист 
бензодиазепиновых рецепторов мидазолам также 
снижает латентный период реакции у мышей в тесте 
«горячая пластина» на фоне действия морфина [7].

Буспирон, применяемый для терапии тревожно-
депрессивных расстройств, взаимодействует с много-
численными рецепторами, в том числе как агонист 
рецептора серотонина (5-НТ)1А и антагонист дофа-
миновых D2, D3 и D4-рецепторов, при этом обладает 
самостоятельным антиноцицептивным действием при 
термической стимуляции [8]. Более того, анальгети-
ческое действие в тесте «горячая пластина» было в 5,8 
раз выше при сочетанном применении буспирона с 
морфином по сравнению с самостоятельными эф-
фектами препаратов [9].

Циталопрам, селективный ингибитор обратного 
захвата серотонина, при остром введении усиливает 
анальгетическое действие морфина, а при хрони-
ческом — препятствует развитию толерантности к 
антиноцицептивным эффектам морфина у мышей 
[10]. С другой стороны, антиноцицептивный эффект 
морфина, сниженный при моделировании непред-
сказуемого хронического стресса у мышей, восстанав-
ливается при предварительном введении ингибитора 
обратного захвата норадреналина мапротилина, что 
свидетельствует о том, что действие морфина в ус-
ловиях хронического стресса может быть усилено 
активацией норадренергической системы [11].

Совокупность представленных в научной литера-
туре данных указывает на разнонаправленное действие 
применяемых в клинической практике анксиолитиков, 
которые способны потенцировать [9], ослаблять [7, 12, 
13] или не влиять [6, 14] на морфин-индуцированную 
анальгезию.

Отечественный препарат Селанк®, синтезирован-
ный на основе эндогенного регуляторного пептида 
тафтсина (рис. 1), разработан и изучен в качестве 
анксиолитического средства для терапии генерали-
зованных тревожных расстройств [15].

Механизм действия селанка преимущественно 
связывают с изменением функционального состояния 

серотонинергической системы [16, 17] и влиянием на 
ГАМК-ергическую систему в качестве аллостериче-
ского модулятора [18, 19]. При расширенном изучении 
особенностей противотревожного действия селанка 
показано, что на фоне предварительной блокады 
опиатных рецепторов ответ «низкотревожных» мы-
шей линии C57Bl/6 на пептидный аналог тафтсина 
усиливается [20], что указывает на значимость актив-
ности энкефалинопиоидной системы в формировании 
индивидуальной чувствительности к селанку, однако 
данные о возможном взаимодействии селанка с опио-
идными анальгетиками в настоящее время отсутствуют. 

Цель работы — оценка влияния пептидного ана-
лога тафтсина селанка на морфин-индуцированную 
анальгезию в опытах in vivo.

Материалы и методы / Materials and methods

Животные. Эксперименты выполнены на инбред-
ных мышах-самцах линии С57Bl/6 (n=77) с массой 
тела 18–22 г. (филиал «Столбовая» ФГБНУ «Научный 
центр биомедицинских технологий Федерального 
медико-биологического агентства»). Животных со-
держали по 15 особей в клетке в условиях вивария 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова» 
(температура 21–23 °С, относительная влажность 
воздуха 40–60 %) при естественной освещённости и 
свободном доступе к воде и брикетированному корму в 
течение 10 суток до начала тестирования. Содержание 
животных соответствовало правилам надлежащей ла-
бораторной практики при проведении доклинических 
исследований в РФ в соответствии с Решением Совета 
Евразийской экономической комиссии от 3 ноября 
2016 г. N 81 «Об утверждении Правил надлежащей 
лабораторной практики Евразийского экономического 
союза в сфере обращения лекарственных средств», 
межгосударственным стандартам серии «Руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными животными» 
ГОСТ 33215–2014 и ГОСТ 33216–2014 (Приложение 
А к Европейской конвенции о защите Позвоночных 
животных, используемых в экспериментах и в других 
научных целях (ETS N 123)). Проведение эксперимен-
тов одобрено Комиссией по биомедицинской этике 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова».

Препараты. Селанк (Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-
Pro, субстанция (ИМГ РАН)) в дозе 0,3 и 0,9 мг/кг, 
морфина гидрохлорид (Минмедбиопром объ-
единение «Чимкентбиофарм», субстанция) в дозе  
3,0 мг/кг растворяли в воде для инъекций и вводили 
из расчёта 0,1 мл/10 г массы животного согласно схеме 
эксперимента:

– «Контроль» — вода для инъекций + через 30 
минут вода для инъекций;

– «Селанк» — селанк + через 30 минут вода для 
инъекций;

– «Морфин» — вода для инъекций + через 30 
минут раствор морфина; 

Рис. 1. Структурные формулы тафтсина и селанка
Fig. 1. Structural formulas tuftsin and selank
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— «Селанк + Морфин» – селанк + через 30 минут 
раствор морфина.

Выбор дозы морфина основан на ранее выпол-
ненных исследованиях [13].

Тест «горячая пластина» использовали для оценки 
ноцицептивной реакции. С помощью анальгезиметра 
«Ugo Basile» (Италия) регистрировали латентное время 
реакции (лизание лап или прыжок). До начала опыта 
отбирали животных на основе базовой реактивности 
в условиях экспериментальной модели, исключая мы-
шей, остававшихся на нагретой до 55±0,5 °С пластине 
дольше 10 с. Латентный период в 20 с (максимальное 
время экспозиции) расценивали как 100 % анальгезию. 
Фиксировали время появления реакции у мышей 
через 30, 60, 90 и 120 мин после введения изучаемых 
препаратов. Полученные результаты выражали в виде 
максимально возможного эффекта (МВЭ) в %. МВЭ = 
= (латентный период реакции после введения пре-
парата минус фоновый латентный период реакции)/
(максимальное время экспозиции минус фоновый 
латентный период реакции) × 100%

Статистический анализ проводили при помощи 
двухфакторного дисперсионного анализа ANOVA 
с последующим применением критерия Дункана. 
Критический уровень значимости α =0,05.

Результаты исследований и обсуждение / Results 
and discussion

Изучено действие гептапептидного аналога тафтси-
на селанка, применяемого в качестве быстродейству-
ющего анксиолитика, на морфин-индуцированную 
анальгезию у мышей. Морфин в дозе 3,0 мг/кг через 
60, 90 и 120 мин после системного введения вызывал 
анальгетическое действие, увеличивая латентный 
период реакции по сравнению с контрольной груп-
пой (p < 0,05; p < 0,05 и p < 0,05, соответственно)  
(рис. 2А–Б). Селанк в эффективных анксиолитических 
дозах 0,3 и 0,9 мг/кг не обладал антиноцицептивными 
свойствами per se (рис. 2А–Б). При предварительном 
введении селанк в низкой дозе 0,3 мг/кг не влиял на 
вызываемую морфином анальгезию (рис. 2А), однако 

Рис. 2. Действие селанка в дозах 0,3 мг/кг (А) и 0,9 мг/кг (Б) на морфин-индуцированную анальгезию при терми-
ческом раздражении ноцицепторов у мышей C57Bl/6 в тесте «Горячая пластина». M±SEM
Fig. 2. Effect of Selank at doses of 0.3 mg/kg (A) and 0.9 mg/kg (Б) on morphine-induced analgesia during thermal stimulation 
of nociceptors in C57Bl/6 mice in the Hot Plate test. M±SEM
Примечание: А — ANOVA по фактору «вещество» F(3, 132) = 18,649, p = 0,00000; ANOVA по фактору «время» F(3, 132) = 0,63622, p = 0,59296; 
ANOVA по факторам «вещество/время» F(9, 132) = 0,61635, p = 0,78145; Б — ANOVA по фактору «вещество» F(3, 144) = 19,055, p = 0,00000; 
ANOVA по фактору «время» F(3, 144) = 3,2767, p = 0,02289; ANOVA по факторам «вещество/время» F(9, 144) = 1,5863, p = 0,12451. * — p < 0,05; 
** — р < 0,01; *** — p < 0,001 статистически значимо по отношению к группе «Контроль» для соответствующего отрезка времени; + – p<0,05 
статистически значимо по отношению к группе «Морфин» для соответствующего отрезка времени согласно критерию Дункана. Число живот-
ных в группах n = 9–10.
Notes: A – ANOVA factor «substance» F(3, 132) = 18.649, p = 0.00000; ANOVA factor «time» F(3, 132) = 0.63622, p = 0.59296; ANOVA «substance/time» 
interaction F(9, 132) = 0.61635, p = 0.78145; Б – ANOVA factor «substance» F(3, 144) = 19.055, p = 0.00000; ANOVA factor «time» F(3, 144) = 3.2767, 
p = 0.02289; ANOVA «substance/time» in-teraction F(9, 144) = 1.5863, p = 0.12451. Post hoc multiple comparisons were performed using Duncan’s test. 
* — p < 0.05; ** — p < 0.01; *** — p < 0.001 as compared to the respective «Control» group; + — p < 0.05 as compared to the respective «Morphine» group. 
The number of animals in groups n = 9–10.
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в большой дозе 0,9 мг/кг селанк увеличивал латентный 
период реакции в 3 раза, вызывая через 60 мин после 
инъекции морфина антиноцицепцию с максимально 
возможным эффектом 29,9 %, что значительно пре-
восходит самостоятельный МВЭ морфина 9 % на 
60-й минуте тестирования в тесте «горячая пластина»  
(рис. 2Б). Потенцирующее действие селанка в дозе  
0,9 мг/кг на морфин-индуцированную анальгезию 
постепенно ослабевало на 90- и 120-й минутах тести-
рования (p > 0,05 и p > 0,05, соответственно).

Большинство публикаций об антиноцицептив-
ной активности тетрапептида тафтсина (L-threonyl- 
L-lysyl-L-prolyl-L-arginine) и его синтетических ана-
логов относятся к концу ХХ века, когда у тафтсина, 
открытого японскими учёными Najjar and Nishioka в 
1970 г., было выявлено анальгетическое действие, не-
связанное с активацией опиоидных рецепторов и про-
должающееся в течение 30 мин после инъекции [21]. 
Дальнейшее изучение антиноцицептивных свойств 
аналогов тафтсина показало разнообразие эффектов 
в ответ на термические стимулы. Так, D-Arg3-тафтсин 
превосходил исходный тетрапептид по активности 
и продолжительности действия [21], С-концевые 
фрагменты тафтсина D-Pro-D-Arg и D-Pro-L-Arg 
проявляли обезболивающую активность в течение 60 
и 40 мин, соответственно [22], а дипептидные фраг-
менты L-Pro-D-Arg и Thr-Lys-Pro-Arg-HXA вообще 
не проявляли антиноцицептивного эффекта [22], 
поэтому было выдвинуто предположение о ведущей 
роли С-концевого дипептидного фрагмента тафтсина 
L-рrolyl-L-arginine в реализации его обезболивающего 
действия при острой боли [23]. Следует отметить, что 
анальгетические свойства тафтсина и его аналогов 
регистрировали только при непосредственном вве-
дении в желудочки мозга. В этой связи отсутствие 
собственной анальгетической активности при систем-
ном введении у селанка как гептапептидного аналога 
тафтсина не противоречит ранее полученным данным.

В нашей работе морфин в дозе 3,0 мг/кг, в/б, вы-
зывал антиноцицептивную реакцию с максимально 
возможным эффектом 9 % через 60 мин после инъ-
екции анальгетика, что несколько ниже значений, 
описанных Jokinen V et al., где морфин в дозе 2,5 мг/кг, 
п/к, вызывал в тесте «горячая пластина» антиноци-
цепцию 28 % МВЭ у крыс [24]. Подобное расхождение 
можно объяснить, во-первых, различием в межвидовой 
чувствительности к опиоидам, а во-вторых, тем, что 
для морфин-индуцированной анальгезии характерны 
значительные циркадные ритмы, оцениваемые по 
задержкам реакции грызунов на термическую сти-
муляцию, причём более высокие значения наблюда-
ются в тёмное время суток [25]. Последнее открытие 
демонстрирует, что различия во взаимодействиях 
между лекарственными препаратами, зависящие от 
времени введения, необходимо учитывать как в экс-
периментальных исследованиях, так и в клинических 
условиях.

Согласно систематическому обзору, опублико-
ванному в 2015 г., наиболее распространёнными ме-
ханизмами, вызывающими взаимодействие между 
ЛС при терапии болевых синдромов, были измене-
ния метаболизма опиоидов путём ингибирования 
активности цитохрома Р450 3А4 и фармакодинами-
ческие взаимодействия за счёт комбинированного 
воздействия на активность опиоидной, дофаминер-
гической, холинергической и серотонинергической 
систем центральной нервной системы (ЦНС) [26]. 
Известно, что лей-энкефалины, не обладая само-
стоятельной анальгетической активностью, способны 
потенцировать вызываемую морфином анальгезию 
[27]. Поскольку селанк увеличивает период полувы-
ведения лей-энкефалина в сыворотке крови больных 
с тревожными расстройствами [15] и почти в 20 раз 
снижает активность ферментов, гидролизующих эн-
кефалины [28], можно предположить, что потенциру-
ющее действие гептапептидного аналога тафтсина на 
опиоидную анальгезию реализуется за счёт увеличения 
содержания эндогенных опиоидов.

С другой стороны, в многочисленных экспери-
ментальных исследованиях доказано модулирующее 
влияние селанка в диапазоне анксиолитических доз 
на функциональную активность серотонинергиче-
ской [16, 17] и дофаминергической [16] систем. При 
однократном системном введении селанк изменял 
экспрессию ряда генов, кодирующих транспортёры 
ГАМК и ионные каналы [19]. Эти данные позволяют 
рассуждать о влиянии селанка на время нахождения 
ГАМК в синаптической щели и, как следствие, уси-
ление тормозных процессов в ЦНС, что коррелирует 
с установленной в настоящей работе динамикой по-
тенцирования анальгетического действия морфина.

К ограничениям работы следует отнести использо-
вание животных только одного пола (самцов), отсут-
ствие экспериментальных моделей ноцицепции другой 
модальности (например, химическая или механиче-
ская стимуляция), применение селанка в ограничен-
ном диапазоне доз и выбранная схема эксперимента, 
предусматривающая введение препарата перед нар-
котическим анальгетиком. Несомненно было бы по-
лезно со всех точек зрения оценить влияние селанка  
на формирование толерантности к анальгетичес- 
кому действию морфина при субхроническом вве-
дении.

Таким образом, полученные результаты о синер-
гизме анксиолитика селанка и опиоидного аналь-
гетика морфина в отношении ослабления острой 
соматической боли дополняют общий профиль фар-
макологической безопасности синтетического ана-
лога тафтсина. Последующие исследования этого 
фармакологического взаимодействия могут иметь 
значение для формирования эффективных страте- 
гий комплексной фармакотерапии тревожных рас-
стройств, в особенности коморбидных с болевыми 
синдромами.
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Миметик мозгового нейротрофического фактора  
ГСБ-106 оказывает нейропротекторные  

и нейрорегенеративные эффекты  
в условиях экспериментального  

ишемического инсульта
Поварнина П. Ю., Антипова Т. А., Логвинов И. О., Никифоров Д. М.

ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Россия
Аннотация.  Актуальность. Димерный дипептидный миметик 4-й петли мозгового нейротрофического фактора (brain-derived neurotrophic 

factor, BDNF) гексаметилендиамид бис(N-моносукцинил-L-серил-L-лизина) (GSB-106), активирующий TrkB, PI3K/AKT, MAPK/ERK и PLC-γ1, был создан в 
НИИ фармакологии имени В.В. Закусова. Для ГСБ-106 была выявлена нейропротекторная активность в экспериментах in vitro и in vivo при системном 
введении. Цель. В настоящем исследовании мы изучили влияние ГСБ-106 на объём инфаркта мозга, а также на нейрогенез и синаптогенез в условиях 
экспериментального ишемического инсульта, индуцированного транзиторной окклюзией средней мозговой артерии у крыс, при его первом введении 
через 24 ч после моделирования ишемии. Методы. Дипептид ГСБ-106 вводили внутрибрюшинно в дозе 0,1 мг/кг 1 раз в день в течение 6 дней. На 7-й 
день мозговой материал собирали для морфометрических и биохимических (Вестерн-блот анализ) исследований. Результаты. Было установлено, 
что ГСБ-106 снижал объём инфаркта мозга в среднем на 24 %, стимулировал угнетённый нейро- и/или глиогенез (по маркеру пролиферации Ki-67) 
в гиппокампе и стриатуме и полностью восстанавливал иммунореактивность к синаптическим маркерам синаптофизину и PSD-95 в стриатуме ише-
мизированного полушария. Заключение. Таким образом, димерный дипептидный миметик BDNF ГСБ-106 проявляет нейрорегенеративные свойства 
в условиях клинически значимого (24 ч) терапевтического окна на модели ишемического инсульта, и эти свойства предположительно обусловлены 
стимуляцией нейрогенеза (и/или глиогенеза) и синаптогенеза.

Ключевые слова: BDNF; дипептидный миметик; ишемический инсульт; нейрогенез; синаптогенез
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The mimetic of the brain neurotrophic factor GSB-106 has neuroprotective and neuroregenerative effects 
 in experimental ischemic stroke

Povarnina PYu, Antipova TA, Logvinov IO, Nikiforov DM
FSBI “Zakusov Institute of Pharmacology”, Moscow, Russia

Abstract. Background. A dimeric dipeptide mimetic of the brain-derived neurotrophic factor loop 4, bis(N-monosuccinyl-L-seryl-L-lysine) 
hexamethylenediamide (GSB-106), which activates TrkB, PI3K/AKT, MAPK/ERK and PLC-γ1 was created at the V.V. Zakusov Research Institute of Pharmacology. 
GSB-106 showed neuroprotective activity in vitro and in vivo at systemic administration. Objective. In the present study, we studied the effect of GSB-106 on 
the brain infarct volume, as well as on neurogenesis and synaptogenesis under conditions of experimental ischemic stroke induced by transient occlusion 
of the middle cerebral artery in rats, when it was first administered 24 h after ischemia onset. Methods. Dipeptide GSB-106 was administered i.p. in a dose of 
0.1 mg/kg 24 h after surgery and then once a day, with the end of administration on theday 6 after surgery. On the day 7 brain samples were collected for 
morphometric and biochemical (Western-blot) analysis. Results. It was established that GSB-106 reduced the brain damage volume by 24%, restores impaired 
neurogenesis and/or gliogenesis (by Ki-67) in the hippocampus and in the striatum and completely restored the reduced immunoreactivity to synaptic 
markers synaptophysin and PSD-95 in the striatum. Conclusions. Thus, the dimeric dipeptide BDNF mimetic GSB-106 exhibits neuroregenerative properties at 
clinically relevant time window (24 h) in a model of ischemic stroke presumably due to stimulation of neurogenesis (and/or gliogenesis) and synaptogenesis. 
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Введение / Introduction

Мозговой нейротрофический фактор (миме-
тик 4-й петли мозгового нейротрофического фак-
тора (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) – 
нейротрофин, который присутствует практически во 
всех отделах головного мозга и играет важную роль 

в поддержании нейропластичности [1]. BDNF рас-
сматривается как перспективная фармакологическая 
мишень для лечения ряда психических и неврологи-
ческих заболеваний [2].

Накоплено большое количество эксперименталь-
ных и клинических данных, свидетельствующих о 
высоком терапевтическом потенциале BDNF для 
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лечения постинсультного состояния. Так, содержа-
ние BDNF в плазме крови у людей в острую фазу 
инсульта коррелирует со степенью дальнейшего вос-
становления неврологических функций [3]. В усло-
виях экспериментального ишемического инсульта у 
грызунов, вызванного окклюзией средней мозговой 
артерии, экзогенный BDNF снижает объём инфар-
кта мозга с максимальным эффектом 70 % и улучшает 
неврологический статус [4–6]. Кроме того, на моделях 
церебральной ишемии показана стимуляция нейроге-
неза под действием BDNF [7, 8]. Однако BDNF имеет 
серьёзные ограничения для применения в клинике, 
основные из которых – это проблема его доставки в 
центральную нервную систему и плейотропность. Эти 
ограничения могут быть преодолены путём создания 
низкомолекулярных миметиков BDNF, обладающих 
удовлетворительными фармакокинетическими свойства-
ми и реализующих только полезные эффекты полнораз-
мерного нейротрофина. Такие соединения в настоящее 
время разрабатываются рядом научных групп [9–11].

В НИИ фармакологии имени В.В. Закусова на 
основе оригинальной гипотезы о том, что у нейро-
трофинов фармакофорными являются наиболее экс-
понированные участки их петлеобразных структур, 
чаще всего центральные участки бета-изгибов [12] 
и того факта, что для проявления агонистической 
активности необходима димерная структура, был 
создан димерный дипептидный миметик 4-й петли 
BDNF(гексаметилендиамид бис(N-моносукцинил-L-
серил-L-лизина)), лабораторный шифр ГСБ-106 [Па-
тент РФ №2410392, 2010; Патент США US 9,683,014 
B2, 2017; Патент ЕПВ EP 2397488, 2019; Патент КНР 
CN 102365294 B, 2016; Патент Индии 296506, 2018]. 

По данным Вестерн-блот анализа ГСБ-106 акти-
вирует специфические для BDNF TrkB-рецепторы 
и их основные пострецепторные сигнальные пути – 
PI3K/AKT, MAPK/ERK и PLC-γ1 [13, 14]. Дипептид 
ГСБ-106 проявляет нейропротекторную активность 
на культуре гиппокампальных нейронов линии HT-22 
в широком диапазоне концентраций (10−5–10−8М) в 
условиях окислительного стресса и глутаматной ток-
сичности [15]. На ряде in vivo моделей показано, что 
ГСБ-106 при внутрибрюшинном (в/б) и пероральном 
введении проявляет, как и BDNF, антидепрессанто-
подобную активность [16]. Установлено, что ГСБ-106 
проникает через гематоэнцефалический барьер [17] 
и нетоксичен [18]. 

На модели транзиторной окклюзии средней моз-
говой артерии у крыс ГСБ-106 при субхроническом 
в/б введении (начало введения через 4 ч после моде-
лирования ишемии) на 60 % снижал объём инфаркта 
мозга и улучшал неврологический статус [13]. Для 
дипептида было также показано, что он полностью 
предотвращает стресс-индуцированные нарушения 
гиппокампального нейрогенеза у мышей [19], а также 
стимулирует гиппокампальный синаптогенез у мышей 
в физиологических условиях [20]. На основании вы-

шесказанного мы предположили, что ГСБ-106 может 
проявлять нейрорегенеративные эффекты в условиях 
экспериментального инсульта и таким образом обе-
спечивать терапевтический эффект в клинически 
значимые интервалы времени.

В настоящей работе было изучено влияние ГСБ-
106 на объём инфаркта мозга, а также на нейрогенез 
и синаптогенез в условиях экспериментального ише-
мического инсульта, индуцированного транзиторной 
окклюзией средней мозговой артерии у крыс, при пер-
вом введении соединения через 24 ч после операции. 
Такой режим введения ГСБ-106 был выбран, поскольку 
через 24 ч после начала ишемии формирование зоны 
инфаркта завершено [21], и снижение объёма повреж-
дения может быть обусловлено нейрорегенерацией, 
но не нейропротекцией. Показатели нейрогенеза и 
синаптогенеза определяли в гиппокампе и стриатуме 
методом Вестерн-блот анализа с использованием анти-
тел к маркеру пролиферации Ki-67 и маркерам синап-
тогенеза – синаптофизину и PSD-95. Выбор структур 
мозга обусловлен тем, что в гиппокампе локализована 
одна из основных нейрогенных зон взрослого мозга 
(субгранулярная зона), а стриатум является областью, 
наиболее подверженной повреждению при окклюзии 
средней мозговой артерии [22]. 

Материалы и методы / Materials and methods

Материалы / Materials
ГСБ-106 (гексаметилендиамид (бис(N-моно-

сукцинил-L-серил-L-лизина) был синтезирован в 
Отделе химии НИИ фармакологии имени В.В. За-
кусова как описано в работе  [12]. [α]21D = – 42,3 °(c 
1; H2O); Tпл = 153–161 °С.

Реактив Фолина был получен в компании Merck 
(Дармштадт, Германия); бычий сывороточный альбу-
мин (BSA), Na-дезоксихолат, Na3VO4 и ингибиторный 
протеазный коктейль были получены в компании 
Sigma-Aldrich (Мюнхен, Германия); додецилсульфат-
натрия (SDS), Tween-20, TEMED, бис-акриламид, Tris, 
дитиотреитол (DTT), ЭДТА, Тритон X-100, глицерин 
были фирмы Bio-Rad Laboratories (Геркулес, США); 
первичные антитела против PSD-95 и против Ki-67 
были фирмы ThermoFisher Scientific (Уолтем, США); 
первичные антитела к синаптофизину и β-актину 
были получены в компании Santa Cruz Biotechnology 
(Гейдельберг, Германия); вторичные антитела anti-
rabbit IgG, конъюгированные с пероксидазой хрена, 
были фирмы Abcam (Кембридж, Великобритания).

Животные / Animals
Эксперименты были проведены на 41 крысе-самце 

линии Вистар, массой 220–250 г на момент начала 
эксперимента, полученной в филиале «Андреевка» 
ФГБУН «НЦБМТ» ФМБА. Животных содержали в 
условиях вивария при естественной смене светового 
режима со свободным доступом к стандартному гра-
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нулированному корму и воде. Эксперименты с живот-
ными проводили в соответствии с Решением Совета 
Евразийской экономической комиссии от 3 ноября 
2016 г. № 81 «Об утверждении Правил надлежащей 
лабораторной практики Евразийского экономического 
союза в сфере обращения лекарственных средств». 
Проведение экспериментов одобрено Комиссией по 
биомедицинской этике ФГБНУ «НИИ фармакологии 
имени В.В. Закусова».

Моделирование ишемического инсульта /  
Modeling of ischemic stroke

Ишемический инсульт моделировали внутрисо-
судистым перекрытием средней мозговой артерии 
нитью [22]. Все хирургические манипуляции осущест-
вляли с помощью титановых микрохирургических 
инструментов. Крыс вводили в наркоз 5 % раствором 
хлоралгидрата (350 мг/кг, в/б). Выполняли срединный 
разрез в области шеи и выделяли с правой стороны 
шеи сонный треугольник, образованный сверху дву-
брюшной мышцей, латерально – грудино-ключично-
сосцевидной мышцей и медиально – грудино-подъ-
язычной мышцей. В сонном треугольнике выделяли 
сонный сосудисто-нервный пучок, образованный 
общей сонной артерией и блуждающим нервом. Осто-
рожно отделяли блуждающий нерв и накладывали 
микрохирургическую сосудистую титановую клипсу на 
общую сонную артерию. На внешнюю сонную артерию 
накладывали хлопчатобумажную нить, плотно затяги-
вали. На внутреннюю сонную артерию накладывали 
викриловую нить, затягивали не плотно, после чего 
перерезали внешнюю сонную артерию проксимальнее 
наложения нити. Гепаринизированную нейлоновую 
нить диаметром 0,25 мм вводили через культю внешней 
сонной артерии во внутреннюю сонную артерию на 
глубину 19–21 мм (до перекрытия средней мозговой 
артерии) и фиксировали микрососудистой клипсой. 
Перекрытие кровотока осуществляли в течение 60 мин, 
после чего нить извлекали из сосуда, восстанавливая 
кровоснабжение в бассейне средней мозговой арте-
рии. После извлечения нити культю внешней сонной 
артерии закрывали коагуляцией электрокаутером до 
полной герметичности. Ложнооперированные живот-
ные подвергались тем же процедурам, за исключением 
перерезания сосудов и введения нити. Срединный 
разрез шеи зашивали хлопчатобумажными нитями и 
обрабатывали стрептоцидом.

Дизайн эксперимента / Experiment design
Животных с экспериментальным инсультом 

случайным образом делили на 2 группы – группа 
«ОСМА» (окклюзия средней мозговой артерии) и 
группа «ОСМА+ГСБ-106». Дипептид ГСБ-106 рас-
творяли в дистиллированной воде и вводили в/б 
в дозе 0,1 мг/кг через 24 ч после операции и затем  
1 раз в сутки, окончание введения – на 6-е сутки после 
операции. Доза ГСБ-106 была выбрана на основа-

нии предыдущих экспериментов [13]. Животные из 
групп «л.о.» (ложная операция) и «ОСМА» получали 
в том же режиме воду для инъекций. На 7-е сутки 
после операции крыс декапитировали под глубоким 
наркозом (хлоралгидрат, 350 мг/кг, в/б), головной 
мозг извлекали при температуре 0–4 °С. Примерно у 
половины животных (6 из группы «л.о.», 6 из группы 
«ОСМА», 10 из группы «ОСМА+ГСБ-106) забирали 
мозг целиком для морфометрического анализа объ-
ёма ишемического повреждения; у другой половины 
животных (6 из группы «л.о.», 7 из группы «ОСМА» 
и 6 из группы «ОСМА+ГСБ-106) выделяли из по-
вреждённого полушария стриатум и гиппокамп для 
дальнейших биохимических исследований. Схема 
эксперимента приведена на рис. 1.

Измерение объёма ишемического повреждения / 
Measurement of the volume of ischemic damage

Объём ишемического повреждения оценивали 
с помощью морфометрического анализа отскани-
рованных изображений срезов мозга, окрашенных 
2,3,5-трифенилтетразолия хлоридом (ТТХ) [23]. Для 
этого головной мозг помещали, чтобы отмыть от 
крови, в ёмкость с физиологическим раствором на  
1 мин. Затем мозг замораживали при −20 °С в течение 
12 мин и с помощью специальной формы с пазами 
для точной резки и микротомных лезвий разрезали 
на 5 фронтальных срезов толщиной 1,7 мм. Срезы 
мозга помещали в чашку Петри с 2 % раствором ТТХ 
в фосфатно-солевом буфере и инкубировали в тече-
ние 15 мин при 37 °С. Затем срезы переворачивали и 
инкубировали ещё 15 мин при 37 °С, после чего фик-
сировали в 10 % формалине в течение 30 мин. Затем 
срезы помещали на предметные стекла и сканировали 
с двух сторон с помощью планшетного сканера с раз-

Рис. 1. Схема эксперимента
Fig. 1. Scheme of the experiment
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решением 2400 dpi в режиме цветного изображения. 
С помощью свободно распространяемой программы 
«Image J» (National Institutes of Health, США) изме-
ряли площадь инфаркта (неокрашенная область) и 
площадь всего среза.

Объем инфаркта определяли по формуле:

V = d × ∑Ai / 2,

где: ∑ Ai – сумма площадей области повреждения на 
срезах мозга с каждой из сторон; d – толщина среза.

Определение уровня маркера пролиферации Ki-67  
и синаптических маркеров / Determination  

of the level of the Ki-67 proliferation marker  
and synaptic markers

Стриатум и гиппокамп повреждённого полушария 
после извлечения замораживали в жидком азоте и 
хранили при −70 °С. Затем образцы гомогенизиро-
вали в лизис-буфере (50 mMTris-HCl, 5mM EDTA, 
1mM DTT, 1 % Triton X-100) pH 7,5 в соотношении 
1:5 (ткань:буфер) при температуре 4 °С в течение  
5 минут, затем помещали в центрифужную пробирку 
объёмом 1,5 мл и центрифугировали 10 минут при 
13000 rpm и 4 °С. Концентрацию белка в образцах 
измеряли по методу Фолина–Лоури [24]. Белки раз-
деляли в градиентном полиакриламидном геле 5–15 % 
(ПААГ). Перенос белков с ПААГ на мембрану  
PVDF осуществляли электроэлюцией в течение 50 
минут [25].

Преинкубацию Western-блотов проводили в буфере 
TBS-T (c добавлением 1 % Tween-20) с 3 % (масса/
объём) BSA в течение 1 часа. Затем мембраны инку-
бировали в присутствии первичных антител против 
PSD-95 в разведении 1:1000, против синаптофизина 
в разведении 1:5000, против Ki-67 в разведении 1:2000 
в течение 1 ч при температуре 4 °С. Затем после от-
мывки в буфере TBS-T (c добавлением 1 % Tween-20) 
с 0,5 % (масса/объём) BSA мембраны инкубировали в 
присутствии вторичных антител, конъюгированных 
с пероксидазой хрена (разведение 1:750) в течение 
45 минут. Детектирование белков осуществляли по-
сле отмывки от вторичных антител в буфере TBS-T  
(c добавлением 1 % Tween-20) с 0,5 % (масса/объём) 
BSA в реакции с ECL-реагентами (c использованием 
гель-документирующей системы Alliance UVITEC 
(Великобритания). Денситометрию полученных изо-
бражений проводили с помощью программы и GIMP2.

Статистическая обработка / Statistical processing
Межгрупповые различия оценивали с помощью 

U-теста Манна-Уитни. Различия считались достовер-
ными при р < 0,05. Терапевтический эффект ГСБ-106 
оценивали по формуле: (значение параметра в группе 
«ОСМА+ГСБ-106» – значение параметра в группе 
«ОСМА») / (значение параметра в группе «л.о.» – 
значение параметра в группе «ОСМА»)×100 %.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Дипептид ГСБ-106 снижает объём инфаркта мозга / 
Dipeptide GSB-106 reduces the volume of brain infarction

У ишемизированных животных выявлена выра-
женная зона инфаркта в правом полушарии, включающая 
кору и стриатум, которая составляла в среднем 792±89 мм3. 
ГСБ-106 снижал объём повреждения мозга до 602±89 мм3 
(на 24 %) (p < 0,05) (рис. 2). 

Ранее было показано, что ГСБ-106 снижает объём 
ишемического повреждения в тех же условиях на 60 % 
при начале введения через 4 ч после операции [13]. 
Эффект ГСБ-106 при начале его введения через 24 ч 
после операции был значительно менее выраженным. 
По-видимому, это связано с тем, что к 12 часам по-
сле начала ишемии формирование зоны инфаркта 

Рис. 2. ГСБ-106 снижает объём инфаркта мозга после 
ишемического инсульта, вызванного транзиторной ок-
клюзией средней мозговой артерии у крыс
Fig. 2. GSB-106 reduces the volume of cerebral infarction 
after ischemic stroke caused by transient occlusion of the 
middle cerebral artery in rats
Примечания: ГСБ-106 вводили в дозе 0,1 мг/кг, в/б, через 24 ч после 
операции и затем 1 раз в сутки в течение 6 дней; Объём инфаркта моз-
га определяли с помощью морфометрии срезов, окрашенных ТТС, 
на 7-е сутки после операции; Данные представлены в виде средних и 
стандартных ошибок среднего; * – p < 0,05 по сравнению с группой 
«ОСМА» (U-тест Манна-Уитни).
Notes: GSB-106 was administered at a dose of 0.1 mg / kg, intraperitoneal, 
24 hours after surgery and then once a day for 6 days; The volume of brain 
infarction was determined using morphometry of sections stained with TTС 
on the 7th day after surgery; The data is presented in the form of averages 
and standard errors of the mean; * – p < 0.05 compared to the "MCAO" 
group (U-Mann-Whitney test).
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практически завершено [21], и в этих условиях роль 
нейропротекции в снижении объёма ишемического 
повреждения незначительна. Мы предполагаем, что 
активность ГСБ-106 в данном случае обусловлена 
нейрорегенеративными свойствами дипептида.

Дипептид ГСБ-106 восстанавливает нарушенный 
нейрогенез в гиппокампе и стриатуме / Dipeptide 

GSB-106 restores impaired neurogenesis in the 
hippocampus and striatum

У ишемизированных нелеченых животных им-
мунореактивность к маркеру пролиферации Ki-67 
по сравнению с ложнооперированными животными 
была снижена (p < 0,05) в гиппокампе и стриатуме по-
вреждённого полушария на 29 и 33 %, соответственно 
(в гиппокампе: «л.о.» – 6,3±0,6 О.Д.Е., «ОСМА» – 
4,5±0,5 О.Д.Е.; в стриатуме: «л.о.» – 3,6±0,4 О.Д.Е., 
«ОСМА» – 2,4±0,2 О.Д.Е. ). Это свидетельствует об 
угнетении нейрогенеза (и/или глиогенеза) в этих об-
ластях (рис. 3). Дипептид ГСБ-106 восстанавливал 
иммунореактивность к Ki-67 как в гиппокампе (до 
6,6±0,5 О.Д.Е.), так и в стриатуме (до 3,4±0,2 О.Д.Е.), 
с терапевтическим эффектом, соответственно, 117 и 
83 %(p < 0,05) (см. рис. 3). 

Дипептид ГСБ-106 восстанавливает нарушенный 
синаптогенез / The GSB-106 dipeptide restores impaired 

synaptogenesis
Иммунореактивность к синаптическим маркерам 

синаптофизину и PSD-95 была статистически зна-
чимо (p < 0,05) снижена в повреждённом стриатуме 
у ишемизированных животных по сравнению с лож-
нооперированными (на 32 и 26 %, соответственно) 
(синаптофизин: 10,3±2,3 О.Д.Е. – в группе «л.о.» и 
7,0±0,9 О.Д.Е. – в группе «ОСМА»; PSD-95: 3,5±0,9 
О.Д.Е. – в группе «л.о.» и 2,6±0,4 О.Д.Е. – в группе 
«ОСМА») (рис. 4), что свидетельствует о снижении ко-
личества синапсов в этой области. ГСБ-106 полностью 
восстанавливал иммунореактивность к синаптофизину 
(до 12,3±2,3 О.Д.Е., терапевтический эффект 160 %) и 
PSD-95 (до 4,7±0,4 О.Д.Е., терапевтический эффект 
233 %) (см. рис. 4).

Известно, что BDNF является одним из ключевых 
факторов регуляции нейрогенеза во взрослом мозге. 
Он стимулирует пролиферацию нейрональных ство-
ловых клеток, дифференцировку и миграцию ней-
робластов и способствует их выживаемости [26–28]. 
В ряде работ показана стимуляция нейрогенеза под 
действием BDNF в условиях экспериментальной це-
ребральной ишемии. Так, на модели ишемического 
инсульта, вызванного фототромбозом сосудов пре-
фронтальной коры головного мозга у крыс, BDNF при 
внутривенном субхроническом введении стимулировал 
гиппокампальный нейрогенез и миграцию нейробла-
стов из субвентрикулярной зоны по направлению к 
повреждённой коре [7]. Сходные эффекты BDNF 
были получены на модели ишемического инсульта у 

крыс, вызванного транзиторной окклюзией средней 
мозговой артерии [8]. На этой модели генная BDNF-
терапия приводила к значительному увеличению 
уровней BrdU-позитивных клеток и мигрирующих 
нейробластов в субвентрикулярной зоне через неделю 
после операции, а через 4 недели после операции – к 

Рис. 3. Дипептид ГСБ-106 восстанавливает иммуноре-
активность к Ki-67 в гиппокампе (А) и стриатуме (Б) 
повреждённого полушария после ишемического ин-
сульта, вызванного транзиторной окклюзией средней 
мозговой артерии у крыс
Fig. 3. GSB-106 dipeptide restores immunoreactivity to Ki-
67 in the hippocampus (A) and striatum (Б) of the damaged 
hemisphere after ischemic stroke caused by transient 
occlusion of the middle cerebral artery in rats
Примечания: ГСБ-106 вводили в дозе 0,1 мг/кг, в/б, через 24 ч после 
операции и затем 1 раз в сутки в течение 6 дней; О.Д.Е. – относи-
тельные денситометрические единицы; Данные представлены в ви-
де средних и стандартных отклонений; * – p < 0,05 по сравнению с 
группой «л.о.»; ^ – p < 0,05 по сравнению с группой «ОСМА» (U-тест 
Манна–Уитни).
Notes: GSB-106 was administered at a dose of 0.1 mg / kg, intraperitoneal, 
24 hours after surgery and then once a day for 6 days; R.D.U. – relative 
densitometric units; Data are presented in the form of averages and standard 
deviations; * – p < 0.05 compared with the "sham" group; ^ – p < 0.05 
compared with the "MCAO" group (U-Mann–Whitney test).
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увеличению количества вновь образовавшихся ней-
ронов на границе зоны ишемического повреждения 
по сравнению с активным контролем [8]. Стимуля-
ция нейрогенеза в условиях церебральной ишемии 
установлена и для низкомолекулярного миметика 
BDNF N,N’,N’-tris (2-hydroxyethyl)-1,3,5-benzene 
tricarboxamide (LM22A-4), который активирует TrkB 
рецепторы и их PI3K/AKT и MAPK/ERK сигнальные 
пути [11]. Соединение LM22A-4 при хроническом 
интраназальном введении мышам после односторон-

ней окклюзии общей сонной артерии с последующей 
гипоксией через неделю после операции увеличивало 
уровни пролиферирующих клеток и мигрирующих 
нейробластов в субвентрикулярной зоне, а через 6 и 
10 недель после операции – количество вновь образо-
вавшихся нейронов в прилегающих к ишемическому 
повреждению областях коры и стриатума.

В настоящем исследовании дипептидный миметик 
BDNF ГСБ-106 восстанавливал сниженную имму-
нореактивность к Ki-67 в гиппокампе и стриатуме 
ишемизированных животных с терапевтическими эф-
фектами 117 и 83 %, соответственно. Исходя из данных 
литературы, можно предположить, что дипептидный 
миметик BDNF ГСБ-106 в условиях эксперименталь-
ного ишемического инсульта стимулирует нейрогенез 
в гиппокампе и стриатуме повреждённого полушария.

Роль BDNF в регуляции синаптогенеза хорошо из-
учена. BDNF стимулирует рост и ветвление аксонов и 
дендритов и формирование синапсов [29] как на пре-, так 
и на постсинаптическом уровнях [30, 31]. Показано, что 
BDNF стимулирует синаптогенез в условиях ишемиче-
ского повреждения мозга. Так, на модели транзиторной 
окклюзии средней мозговой артерии у крыс BDNF, 
доставленный в повреждённое полушарие с помощью 
генной терапии, способствовал полному восстановлению 
на 7-е сутки после операции уровня синаптофизина, 
сниженного у ишемизированных и не получавших BDNF 
животных [4]. Сходный эффект был получен для дипеп-
тида ГСБ-106 в отношении не только синаптофизина, 
но и постсинаптического маркера PSD-95.

Полученные в настоящей работе данные свиде-
тельствуют о том, что миметик BDNF ГСБ-106, как 
и нативный нейротрофин, стимулирует синаптогенез 
в условиях церебральной ишемии.

Заключение / Conclusion

Таким образом, димерный дипептидный миметик 
BDNF ГСБ-106 проявляет нейрорегенеративные свой-
ства в условиях клинически значимого терапевтиче-
ского окна (24 ч) на модели ишемического инсульта, 
предположительно за счёт стимуляции нерогенеза и 
синаптогенеза. Выявленные эффекты свидетельству-
ют о перспективности дипептида ГСБ-106 в качестве 
потенциального лекарственного средства для лечения 
постинсультного состояния.
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Рис. 4. Дипептид ГСБ-106 увеличивает иммунореак-
тивность к синаптическим маркерам синаптофизину 
(А) и PSD-95 (Б) в стриатуме повреждённого полуша-
рия после ишемического инсульта, вызванного тран-
зиторной окклюзией средней мозговой артерии у крыс
Fig. 4. Dipeptide GSB-106 increases immunoreactivity to 
synaptic markers synaptophysin (A) and PSD-95 (Б) in the 
striatum of the damaged hemisphere after ischemic stroke 
caused by transient occlusion of the middle cerebral artery in rats
Примечания: ГСБ-106 вводили в дозе 0,1 мг/кг, в/б, через 24 ч после 
операции и затем 1 раз в сутки в течение 6 дней; О.Д.Е. – относи-
тельные денситометрические единицы; Данные представлены в ви-
де средних и стандартных отклонений; * – p < 0,05 по сравнению с 
группой «л.о.»; ^ – p < 0,05 по сравнению с группой «ОСМА» (U-тест 
Манна–Уитни).
Notes: GSB-106 was administered at a dose of 0.1 mg / kg, intraperitoneal, 
24 hours after surgery and then once a day for 6 days; R.D.U. – relative 
densitometric units; Data are presented in the form of averages and standard 
deviations; * – p < 0.05 compared with the "sham" group; ^ – p < 0.05 
compared with the "MCAO" group (U-Mann–Whitney test).
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Применение метода AlphaScreen и AlphaLisa  
в разработке лекарственных препаратов  
и фармакокинетических исследованиях

Мухаметшина Р. Т., Копеин Д. С., Симонов В. М.
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Аннотация. Разработка лекарственных препаратов нуждается в высокотехнологичных, простых и чувствительных методах. Метод AlphaLISA 
является универсальным методом, который подходил бы под перечисленные критерии. Однако анализ работ по фармакокинетике лекарственных 
препаратов, имеющих отношение к данному методу, демонстрирует незначительное количество фармакокинетических исследований при клини-
ческих испытаниях. В данной статье мы раскрываем не только положительные стороны метода Alpha, но и его недостатки.
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Abstract. Drug development requires high-tech, simple, and sensitive methods. AlphaLISA method was announced as a universal method that would fit 

the listed criteria. However, research of other works on the pharmacokinetics of drugs related to this method showed a small number of pharmacokinetic 
studies in clinical trials. In this review, we focused on not only the positive aspects of the Alpha method, but also its disadvantages.
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Список сокращений / List of abbreviations
AlphaLISA Amplified Luminescent Proximity Homogenous Assay Гомогенный иммунолюминесцентный анализ

BRET Bioluminescence Resonance Energy Transfer Биолюминесцентный резонансный перенос энергии

DELPHIA Dissociation Enhanced Lanthanide Fluorescent 
Immunoassay

Иммуноанализ диссоциации с усиленной флуоресценцией 
лантаноидов

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Иммуноферментный анализ

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer Флуоресцентный резонансный перенос энергии

FLAG /HA/Myc/6xHis Small tag Низкомолекулярные метки

GCH Glutation Глутатион

GCP Good clinical practice Надлежащая клиническая практика

GLP Good laboratory practice Надлежащая лабораторная практика 

GST Glutathione-S-Transferase Глутатион-трансфераза

HER2 Human epidermal growth factor receptor 2 Рецептор эпидермального фактора роста 2

HTS High throughput screening Высокопроизводительный скрининг

IgG Immunoglobulin G Иммуноглобулин G

LOCI Luminescent Oxygen Channeling Assay Иммунолюминесцентный анализ, индуцируемый кислородом

MDM2/MDM4 Mouse double minute 2 homolog/mouse double minute 4 
homolog

Двойной мышиный гомолог 

Ni-NTA/poly-His Nickel nitrilotriacetic acid/polyhistidine-tag Полигистидиновые метки

PTMSELISA ELISA sensitive to histone post-translational 
modifications 

ИФА, специфичный к пост-трансляционным 
модификациям гистонов

RET Resonance Energy Transfer Резонансный перенос энергии

SCD Sickle cell disease Серповидно-клеточная анемия 

TR-FRET Time-resolved fluorescence energy transfer Флуоресцентный резонансный перенос энергии с 
временным разрешением

TRF Time – resolved fluorescence Флуоресценция с временным разрешением 

VEGFA Vascular endothelial growth factor A Фактор роста (А) сосудов эндотелия 
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Введение / Introduction

Межмолекулярные взаимодействия биомолекул 
присущи каждому клеточному процессу. Любое пере-
числение основных тем исследований в биологии, 
например: репликация ДНК, транскрипция, транс-
ляция, сплайсинг, секреция, контроль клеточного 
цикла, внутриклеточная передача сигнала (сигнальная 
трансдукция) и многое другое — также является пере-
числением процессов, в которых молекулярные ком-
плексы вовлечены в качестве основных компонентов. 
Белки играют основную роль в таких взаимодействиях. 
Анализ взаимодействий белков в этих комплексах не 
является исключительной областью белковой биохи-
мии. Другие области биологии, такие как генетика, 
клеточная биология, биология развития, и особенно 
молекулярная биология и биофизика практически 
полностью состоят из изучения и построения сетей 
взаимодействия биомолекул.

Разработка новых лекарственных препаратов не 
обходится без проведений доклинических и клини-
ческих исследований, соответственно раздел фарма-
кокинетики также не остаётся без внимания. Литера-
турные данные о том, что метод AlphaLISA является 
методом чувствительным/прецизионным, дают нам 
право предположить о его уникальности и возможном 
его использовании в доклинических и клинических 
исследованиях при разработке новых лекарственных 
препаратов. Соответственно, целью данного обзора 
является изучение возможностей и недостатков мето-
дов Alpha, а также роль данного метода и фактическое 
применение в фармакокинетических исследованиях.

Определения различных методик межмолеку-
лярных взаимодействий / Definitions of various 

methods of intermolecular interactions

Технология захвата – методика для измерения 
взаимодействий между биомолекулами, включая бе-
лок-белковые взаимодействия [1], белок-нуклеиновые 
взаимодействия [2], пост-трасляционные модифика-
ции (фосфорилирование белков) [3], белок-лигандные 
взаимодействия [4] и специфичные аналиты (ци-
токины, гормоны). Методом сближения в растворе  
изучаются биомолекулы, включая белки или нук-
леиновые кислоты, а также и низкомолекулярные  
лиганды [5].

Для сближения донорных и акцепторных ком-
понентов могут использоваться различные подходы. 
Наиболее яркими примерами являются биотин/стреп-
тавидин, глутатион (GSH) / глутатион-С-трансфераза 
(GST), никель-NTA/полигистидин (Ni-NTA/polyHis), 
FLAG/anti-FLAG, HA/anti-HA, Myc/anti-Myc и анти-
тела [6]. Многие из этих систем используют специфи-
ческие последовательности — таги, которые могут 
быть генетически спроектированы в рекомбинантные 
белки (например, 6xHis, GST, FLAG, Myc), делая 

пост-трансляционные химические модификации 
необязательными [7].

При зарождении биохимии и молекулярной био-
логии биологические взаимодействия изучали, ис-
пользуя гетерогенные подходы, когда молекулу, с 
которой изучается взаимодействие, можно закрепить 
на подложке либо специфически выделить из раствора. 
В таких методах происходит инкубация с раствором, 
где содержатся предполагаемые молекулы для связы-
вания, и требуется отмывка от несвязавшихся молекул. 
К таким методам относятся имуннопреципитация, 
вестернблот, аффинная хроматография и пр. Такие 
классические подходы позволили выяснить и изучить 
многие фундаментальные взаимодействия, такие как 
строение молекулярных машин (например, рибосома 
или реплисома) или передачи внутри- и межклеточ-
ного сигнала в различных каскадах. Однако такие 
методы, где требуется изучить большое количество 
взаимодействий, малоприменимы. Другой подход 
состоит в том, чтобы изучать взаимодействия непо-
средственно в растворе без дополнительных манипу-
ляций. Такие методы называют гомогенными, когда 
при взаимодействии между донором и акцептором 
возникает сигнал. Гомогенными методами сближения 
в растворе изучают биомолекулы, включая и макромо-
лекулы, такие как белки или нуклеиновые кислоты, а 
также и низкомолекулярные лиганды [5].

Для детекции молекулярных взаимодействий в 
ряде систем в биологии и химии применяются техники 
на основе резонансного переноса энергии.

Резонансный перенос энергии (RET) — это 
безизлучательный перенос энергии от донора к ак-
цептору, наблюдаемый только при их сближении на 
расстояние менее 10 нм. Для наблюдения RET также 
необходимо перекрытие спектра эмиссии донора со 
спектром поглощения акцептора, а также ориентация 
диполей донора и акцептора при этом не должна 
составлять угол 90°. На практике RET проявляется 
в изменении регистрируемого спектра испускания: 
уменьшении интенсивности испускания донора и 
появлении спектра испускания акцептора. В случае 
гибридизации молекулы донора с одним участником и 
молекулы акцептора с другим участником, появляется 
возможность изучения межмолекулярных, например, 
межбелковых взаимодействий в живых клетках. Также 
возможно изучение конформационных переходов в 
самой макромолекуле, если донор и акцептор локали-
зованы на разных её концах, и расстояние между ними 
изменяется при конформационных перестройках. 
Соотношение интенсивности излучения акцептора к 
интенсивности излучения донора (RET сигнал) даёт 
возможность использования RET и для количествен-
ного анализа [8].

Общие типы гомогенных техник сближения c 
высокой пропускной способностью (HTS) включа-
ют: FRET (флуоресцентный резонансный перенос 
энергии), BRET (биолюминесцентный резонансный 
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перенос энергии), TR-FRET (разрешённый во време-
ни флуоресцентный резонансный перенос энергии), 
Alpha (гомогенный иммунолюминесцентный анализ).

– Методика FRET
Методика FRET также известна как флуоресцент-

ный резонансный перенос энергии. Это методика 
используется для изучения биомолекулярных кон-
формаций и их динамики как в комплексе с другими 
молекулами [9], так и самостоятельно [10–13].

– Методика BRET
В работе Vickers TA [2] представлена разработка 

новой быстрой методики с высокой пропускной спо-
собностью. Методика основывается на биолюминис-
центном резонансном переносе энергии, используя 
люциферазу Nanoluc (Nluc) [14, 15].

– Методика TR- FRET
Разрешённый во времени флуоресцентный резо-

нансный перенос энергии — это техника на основе 
флуоресценции, которая блокирует анализ молеку-
лярных взаимодействий в биохимических процессах. 
Принцип TR-FRET основывается на флуоресценции 
с временным разрешением (TRF) для измерения и 
флуоресценции резонансного переноса энергии между 
донорным и акцепторным частицами. Метод TR-FRET 
широко применяется для изучения киназной актив-
ности, белок-белковых взаимодействий, клеточных 
сигнализаций [16].

– Основы метода Alpha (AlphaScreen, AlphaLISA, 
AlphaPLEX)

В основе метода Alpha лежит хемилюминесцен-
ция, где синглетный кислород, генерируемый вы-
сокоэнергетическим облучением донорных частиц, 
диффундирует к акцепторным частицам. Синглетный 
кислород чрезвычайно нестабилен и может диффун-
дировать на ограниченное расстояние около 200 нм. 
При сближении частиц синглетный кислород попадает 
в акцепторные частицы, что приводит к возбуждению 
каскадной серии химических реакций, в конечном 
счёте вызывая генерацию хемилюминесцентного 
сигнала. Молекулы, между которыми изучается вза-
имодействие, иммобилизуются на поверхности до-
норных и акцепторных частиц (рис. 1). Такой подход, 

как технология на основе FRET, позволяет изучать 
взаимодействие молекул напрямую, без стадий от-
мывки, в отличие от многих других технологий (на-
пример, как ИФА). Благодаря этому технология Alpha 
использует протокол гомогенного состава, в котором 
время и количество операций при проведении анализа 
значительно уменьшаются.

Технология Alpha включает в себя методы 
AlphaLISA, AlphaScreen и AlphaPlex. Отличие между 
этими тремя технологиями состоит в различных набо-
рах акцепторных частиц. К методу AlphaScreen относят 
акцепторные частицы, которые содержат красители — 
тиоксен, антрацен, рубрен. Рубрен излучает свет в 
диапазоне 520–620 нм. К методу AlphaLISA относят 
акцепторные частицы, содержащие хелатированный 
европий. Последний возбуждается светом с длиной 
волны 340 нм, возникающий в результате превращения 
тиоксена в производное дикетона после его реакции 
с синглетным кислородом. 

Возбуждённый хелат европия генерирует интен-
сивный свет, обнаруживаемый в гораздо более узком 
диапазоне длин волн с максимумом около 615 нм. 
Реагенты AlphaPlex позволяют регистрировать сигнал 
длиной 545 нм (частица–акцептор на основе тербия) 
или сигнал длиной 645 нм (частица–акцептор на 
основе самария). AlphaPlex позволяет детектировать 
несколько типов взаимодействий сразу.

История появления метода Alpha /  
The history of the Alpha method

Развитие технологии Alpha берёт начало от из-
вестного метода Luminescent Oxygen Channeling 
Immunoassay (LOCI), или иммунолюминесцентный 
анализ, индуцируемый кислородом. В основе ана-
лиза лежит взаимодействие двух типов сферических 
микрочастиц (битсов). Один тип частиц (донор), при 
облучении светом, продуцирует синглетный кисло-
род, который в свою очередь является хромогенным 
субстратом для хемилюминесценции в акцепторном 
типе частиц [17].

Данный метод впервые был описан Эдвином Уль-
маном и его коллегами в 1994 году. В дальнейшем метод 
был запатентован и получил развитие в компании 
Perkin Elmer как технология Alpha.

В 2001–2003 годах были опубликованы работы, где 
была описана технология Alpha (Amplified Luminiscent 
Proximity Homogeneous Assay). В работах измеряли 
концентрацию cAMP [18], и фосфорилирование AMPK 
(5′-AMP-activated protein kinase) [19]. 

В дальнейшем при развитии метода технологию 
Alpha применяли для изучения траскрипционных 
факторов, киназ, однонуклеотидного полиморфизма 
(SNP, Single Nucleotide Polymorphism) и прочее.

Рис. 1. Принцип работы метода Alpha 
Fig. 1. The principle of operation of the Alpha method



¹ 1. 2022 47 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

Сравнение AlphaLISA с другими методиками / 
Comparison of AlphaLISA with other techniques

В исследованиях, проведённых учёным Prabhu L и 
его коллегами [20] было проведено сравнение методик 
AlphaLISA и TR-FRET, которое показало, что первая 
обладает большей чувствительностью, меньшей из-
менчивостью, а также способна автоматизироваться 
для крупномасштабного скрининга.

Для визуализации сравнительных характеристик 
методов ниже приведена табл. 1.

В последние годы технология Alpha стала довольно 
популярной в связи с универсальностью для мно-
гих методов. Она является очень чувствительной и 
эффективной на значительных расстояниях между 
донорными и акцепторными частицами (200 нм, по 
сравнению с TR-FRET 10–20 нм). После сравнения 
методов FRET, TR-FRET и AlphaScreen Glickman JF  
и соавт.[21] были сделаны выводы о том, что метод 
AlphaScreen обладает максимальной чувствительностью 
и динамическим диапазоном.

Этот анализ является простым, быстрым и более 
применимым к высокопроизводительным системам 
анализа, по сравнению с обычными методами для 
идентификации белок-белковых взаимодействий.

Применение Alpha метода при разработке лекар-
ственных средств / Application of the Alpha method 

in the development of medicines

Метод Alpha используется в исследованиях таких 
молекулярных взаимодействий, как белок–белок, 
белок–лиганд, ДНК/РНК–белок. Он позволяет из-
учать передачу сигнала в клетках, изучать состав и 
работу молекулярных машин, искать перспективные 
лекарственные молекулы и многое другое. В таких 
исследованиях принципиальна высокая пропускная 
способность метода [22].

Высокопроизводительный скрининг (HTS) также 
необходим для эффективного отбора ингибиторов на 
основе малых молекул против специфичных мише-
ней. Ингибиторы, идентифицированные с помощью 
данной технологии, служат не только бесценным 
инструментом для изучения важных мишеней в кан-
церогенезе, но также обеспечивают перспективны-
ми кандидатами для терапии многих других болез-
ней. Идеальный скрининг с высокой пропускной  
способностью должен быть легко воспроизводи-
мым, чувствительным, масштабируемым, экономи- 
чески незатратным и, самое важное, эффектив- 
ным [23].

Таблица 1

Сравнительная таблица (преимущества/недостатки методов)

Table 1

Comparative table (advantages/disadvantages of the methods)

Параметр /Метод FP Elisa/Delfia FRET AlphaScreen/AlphaLISA

Размер белка и/или 
комплекс

Меченый лиганд 
должен быть <1500 кDa 
и белок должен быть 

>10 000 Da

Без ограничений

Дистанция между 
донором и акцепто-
ром должна состав-
лять не менее 9 нм

Дистанция между 
донором и акцептором 
должна составлять не 

менее 200 нм

Нижний предел 
чувствительности

nM; определяется с 
помощью Kd До фемтограмм Зависит от Kd, 

обычно 1–100 nM До фемтограмм

Краситель

В основном органика 
флуоресцентные 

красители; 
предпочтительно 

красные (Alexa Fluor)

Лантаноиды (Delfia) 
или ферменты 

(пероксидаза хрена, 
щелочная фосфатаза)

Донор: Al. 
Fluor 488 
Al. Fluor 

594 
Европий
Тербиум

Акцеп-
тор: Al. 

Fluor 555 
Al. Fluor 

647
XL665 
Флюо-

ресцеин

Донорные шарики 
производят синглетный 

кислород, который 
возбуждает акцептор-
ные шарики с органи-
ческим или лантаноид-

ным красителем

Дополнительные 
промывки Нет Да Нет Нет

Диапазон сигнала 
(высокий /низкий) 3–5 раз 4–5 порядков <10 раз 2–3 порядка

Стоимость анализа Низкая Низкая Средняя Высокая 

Примечания: * – фемтограммы – единица измерения массы, дольная по отношению к единице системы СГС грамму и единице системы 
СИ килограмму. 1 фг = 10-15 г = 10-18 кг. 
Notes: * – femtograms – a unit of mass measurement, divided in relation to the unit of the СГС system gram and the unit of the СИ system kilogram. 
1 фг = 10-15 г = 10-18 кг.

Arkin MR, 2012.Assay Guidance Manual
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Одним из примеров подавления опухолей при 
раковых заболеваниях являются деубиквитиназы или 
ДУБы. Деубиквитиназы связаны со многими болезня-
ми человека, включая неврологические расстройства, 
опухолевые заболевания и вирусные инфекции, что 
делает их превосходными кандидатами для фарма-
кологического вмешательства. Многие ДУБы — это 
мультидоменные белки, которые очень трудно полу-
чить рекомбинантным путём в достаточных количе-
ствах. В этой связи необходим метод, исключающий 
необходимость получения рекомбинантного белка и 
подбор физиологически релевантной среды. Такой 
метод мог бы ускорить разработку терапевтически 
эффективных препаратов.

Применение Alpha технологии в сочетании с ак-
тивной меткой гемагглютинина (HA) деубиквити-
назы обеспечивает хорошую платформу для поиска 
малых молекул деубиквитиназных ингибиторов в 
клеточном лизате. Деубиквитиназа (UCHL-1 убикви-
тин С-концевая гидролаза-1) содержит С-концевую 
человеческую метку гемагглютинина (HA), которая 
позволяет ему связываться с акцепторными гранулами 
AlphaLISA, покрытые анти-HA антителами. В при-
сутствии же цистеина и малых молекул в активном 
центре деубиквитиназы — переноса синглетного кис-
лорода не происходит. Малые молекулы, способные 
ингибировать мечение деубиквитиназы — уменьшают 
альфа-сигнал, что подтверждает рабочую схему для 
разработки низкомолекулярных ингибиторов для 
терапевтического вмешательства [24].

Другой пример разработки новой иммунной тех-
нологии с высокопроизводительным скринингом на 
основе метода AlphaLISA описана в работе Muneoka S 
и соавт. [25]. Авторы данной работы задались це-
лью установить платформу скрининга для выделе-
ния моноклональных антител, которые направлены 
напрямую против интактных мембранных белков, 
экспрессируемых на поверхности клеток. Была раз-
работана клеточная система AlphaLISA для обнару-
жения взаимодействия между антиникотиновыми 
рецепторами ацетилхолина и никотиновыми рецеп-
торами ацетилхолина, экспрессирующиеся на клетках.  
В принципе, разработанный формат анализа может быть 
дополнительно применён для оценки антител, нацелен-
ных на любые виды интактных рецепторов клеточной 
поверхности, такие как GPCR и ионные каналы, любых 
видов с подходящей комбинацией гранул и лигандов. 

Методы AlphaScreen/AlphaPlex используются в 
основном при поиске новых фармакологических 
препаратов или при изучении взаимодействий между 
биомолекулами. AlphaLISA использует хелат европия с 
гораздо более узким спектром эмиссии в 605–623 нм, 
что позволяет использовать метод в сложных матри-
цах (например сыворотка или плазма крови), где есть 
вещества со спектром поглощения для AlphaScreen/
AlphaPlex. Таким образом, AlphaLISA больше исполь-
зуется как метод для определения концентраций раз-

ных веществ, в том числе терапевтически значимых 
метаболитов или белков, инфекционных агентов и пр., 
а также для изучения различных заболеваний и фар-
макокинетических исследований новых препаратов.

Применение метода AlphaLISA при изучении раз-
личных заболеваний / Application of the AlphaLISA 

method in the study of various diseases

На сегодняшний день метод AlphaLISA приме-
няется при изучении заболеваний, включающих рак 
[26], атеросклероз [27], нейродегенеративное заболе-
вание, характеризующееся нарушением двигательного 
контроля (болезнь Паркинсона) [28] и клеточную 
лейкемию (лимфома) [29].

Одним из направлений является изучение белков, 
выступающих в роли опухолевых супрессоров. Так, в 
статье Xiong Y [30], описан метод на основе AlphaLISA 
для поиска ингибиторов взаимодействий между бел-
ком p53 и его негативно регулирующими лигандами, 
например, такими как MDM2 и MDM4. Белок р53, 
как хранитель генома, играет важную роль в регуля-
ции клеточного цикла, апоптоза и репарации ДНК, 
защищая клетки от различных клеточных стрессов, 
таких как гипоксия и повреждение ДНК [31, 32]. 
Поэтому неудивительно, что белок р53 тесно связан 
с возникновением и ростом опухоли человека.

Целью работы Nakahata S и его коллег [29] было 
создание универсального анализа AlphaLISA для вы-
явления взаимодействий между белком р53 и его 
негативно-регулирующими лигандами. Донорные и 
акцепторные частицы соединяли между собой с по-
мощью иммобилизованных антител против His-тага и 
антител анти-p53 к белку p53-His, соответственно, на 
донорных и акцепторных частицах. Эти антитела через 
молекулу p53 формируют мостик между донорными 
и акцепторными частицами. Однако, если в растворе 
присутствуют такие белки, как MDM2, конкурирую-
щие с анти-p53-антителом за взаимодействие с TAD-
доменом p53, связь между акцепторными и донорными 
частицами пропадает. В качестве модельной системы 
были выбраны белки MDM2 и MDM4, так как данные 
белки являются онкогенами, вследствие негативной 
регуляции активности p53. При связывании ингибито-
ра (например, нитулина) с MDM2 или MDM4, данные 
белки не смогут продолжать связываться с белком p53, 
и флуоресцентный сигнал будет восстанавливаться. 
Таким образом, в данном методе можно находить 
ингибиторы взаимодействий между онкогенными 
белками MDM2 или MDM4 и белком p53.

Ишемическая болезнь сердца также является од-
ной из основной причин смертности, первопричиной 
которой является атеросклероз. В статье Yoshida Y и 
его коллег [27] было проанализировано содержание 
антитела bRPA2, специфичного к белку RPA2-132, в 
сыворотке от пациентов с ишемической болезнью/
сахарным диабетом и по сравнению с сывороткой 
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здоровых доноров. Метод AlphaLISA был использован в 
данной работе для оценки уровня антител в сыворотке 
и показал статистически значимый более высокий уро-
вень. Для этого в анализе использовали акцепторные 
гранулы, конъюгированные с иммуноглобулинами 
(G) человека и донорные гранулы конъюгированные 
с глутатионом. В результате данного исследования 
методом AlphaLISA было выявлено статистически 
значимые более высокие уровни антител у пациентов 
с ишемической болезнью сердца/сахарным диабетом 
по сравнению со здоровыми донорами. 

Возможности метода AlphaLISA / Features of the 
AlphaLISA method

С помощью метода AlphaLISA могут быть разра-
ботаны несколько видов анализов:

1. Детекция и количественная характеристика 
нескольких молекул в различных образцах (биомар-
керы в сыворотке или плазме, фосфорилирование 
внутриклеточных белков в клеточных суспензиях и 
выделение белков из клеточного супернатанта).

2. Характеристика возможных белок-белковых 
взаимодействий, особенно в больших комплексах.

3. Измерения активности ферментов.
4. Детекция полноразмерных вирусов (прокариот/

эукариот).
5. Промышленные процессы (скрининг примесных 

белков в производстве), для оценки чистоты биоте-
рапевтических препаратов (белки клеток хозяина и 
остаточный белок-А).

6. Анализы иммунногенности [33].
7. Характеристика специфичности терапевтиче-

ских ингибиторов.

Использование технологии AlphaLISA в фармако-
кинетических исследованиях / The use of AlphaLISA 

technology in pharmacokinetic research

Создание новых лекарственных препаратов пред-
полагает обязательное проведение фармакокине-
тических исследований. В настоящее время в ряде 
медицинских центров созданы специальные подраз-
деления для проведения фармакокинетических иссле-
дований с целью решения прикладных медицинских 
задач. Главной задачей фармакокинетики является 
проведение научно-обоснованной эффективной и 
безопасной фармакотерапии. Фармакологические ис-
следования проводятся на различных этапах создания 
лекарственных средств (рис. 2): на стадии доклини-
ческого экспериментального изучения на животных, 
при ограниченных и расширенных клинических ис-
пытаниях, а также после внедрения лекарственного 
средства в медицинскую практику.

Большое внимание при исследовании фармакоки-
нетики новых препаратов следует уделить разработке 
чувствительного и специфического метода определе-

ния концентрации препарата в биологических про-
бах. Чувствительность в идеале должна обеспечивать 
возможность устойчиво и достоверно определять 
концентрации, по крайней мере, в 20 раз меньше, чем 
средние максимальные уровни, наблюдаемые после 
приёма однократной дозы. Специфичность метода 
необходима для чёткого определения неизменённого 
препарата в присутствии его метаболитов и эндогенных 
соединений. Для отработки специфичности метода не-
обходима его проверка в экспериментах на животных 
после установления структуры основных метаболитов, 
а также проверка воспроизводимости результатов 
анализа in vitro, когда к интактной сыворотке крови 
добавляют препарат в разных концентрациях [34].

Так как метод AlphaLISA зарекомендовал себя как 
чувствительный метод, то его использование было бы 
логичным в диагностике лекарственных препаратов 
при использовании малых доз. Однако анализ ра-
бот по фармакокинетике лекарственных препаратов 
(Pharmapendium, Pubmed), имеющих отношение к 
данному методу показал, что количество фармакоки-
нетических исследований при клинических испыта-
ниях не превышало 10. В табл. 2 приведены данные 
клинических испытаний на основе метода AlphaLISA.

В лаборатории авторов обзора были разработаны 
две методики на основе AlphaLISA для оценки концен-
трации двух разных терапевтических моноклональных 
антител в доклинических и клинических испытаниях. 
Исследователям удалось достигнуть валидированный 
нижний предел количественного определения (НПКО) 
в образцах сыворотки крови крыс, который составил 
160 пг/мл, а в сыворотке крови человека – 62,5 пг/мл 
[неопубликованные данные].

Рис. 2. Схема разработки лекарственных препаратов
Fig. 2. Drug development scheme
Примечание: https://www.nebiolab.com/drug-discovery-and-development-
process/
Note: https://www.nebiolab.com/drug-discovery-and-development-process/
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 Таблица 2

Фармакокинетические исследования с использованием метода AlphaLISA

Table 2

Pharmacokinetic studies using the AlphaLISA method

Наименование / год Описание лекарства
Дозировка / Способ введения / 

Стадии исследований
Характеристики

Кризанлизумаб 
(Crizanlizumab)  2019

Chemistry Review 761128/S-
000 Part 04 PDF 1274k
https://www.pharmapendium.
com/browse/fda/Crizanlizuma
b/29903dd4d5e2fbd38ba4eaf1f
8377408?query=alphalisa&inc
ludeSynonyms=true 

Моноклональное антитело; 
предложено для лечения 
серповидно-клеточной 
анемии за счёт ингибирова-
ния опосредованных 
P-селектином клеточных 
адгезивных взаимодействий

100 мг/10 мл (10 мг/мл)
Внутривенное введение
Метод AlphaLisa был 
разработан для детекции 
анти–SelG1 в сыворотке 
клинических исследова-
ний A2101(ФК, PD 
здоровые волонтеры) и 
A2201 (пациенты с SCD)

Метод Alphalisa в данном 
исследовании не был 
валидирован

Тепротумумаб 
(Teprotumumab) 2020
https://www.pharmapendium.
com/browse/fda/Teprotumum
ab/5b9480da06771e53cb29ff87
04e6a74d?query=alphalisa&in
cludeSynonyms=true Summary 
Review 761143/S-000 PDF 3791k

Моноклональное антитело; 
инсулин подобный фактор 
роста (IGF-1R) ингибирует 
развитие тиреоидной 
офтальмопатии

10 мг/кг начальная доза,  
в последующем 20 мг/кг 
каждые 3 недели. Реко-
мендуемый курс терапии  
8 введений
Внутривенное введение 

Находится на стадии 
валидации 

Бевацизумаб (Bevacizumab) 
(схож с продуктом Авастин) 
2017
Chemistry Review 761028/S-
000 Part 01 PDF 347k

Моноклональное антитело, 
присоединяется к изофор-
мам VEGFA, которые были 
идентифицированы как 
регуляторы физиологиче-
ской, патологической 
неоваскуляризации разви-
тия, поддерживающие рост 
опухоли и метастазирование

100 мг/4 мл и 400 мг/16 мл
Внутривенное введение

Валидирован метод для 
определения бевацизума-
ба, не использующий 
клетки, такой как анти-
пролиферационный метод. 
Это позволяет значительно 
ускорить анализ

Секукинумаб (Secukinumab)
 2015
https://www.pharmapendium.
com/browse/fda/Secukinuma
b/87ddf2615188f51b1f3a3d3ee
b2e5c6f?query=alphalisa&incl
udeSynonyms=true
Approval Package 
125504/S-001 Part 06 PDF 
1650k
https://www.pharmapendium.
com/browse/fda/Secukinuma
b/2b5bc7274221783476b42d6a
86d480f2?query=alphalisa&in
cludeSynonyms=true

Человеческое моноклональ-
ное антитело взаимодейству-
ет с Интерлейкином 17А 
(IL-17A), ингибируя взаимо-
действия с рецепторами, в 
последующем c высвобожде-
нием противовоспалитель-
ных цитокинов, хемокинов и 
медиаторов повреждённых 
тканей

150 мг – доза
Внутривенное введение
52 недели испытаний,  
из которых доступны 12 
недель исследований 
Всего 2751 пациентов 
получали Cекукинумаб  
в течение, как минимум,  
6 месяцев

Супернатанты культур 
(Человеческие фибробла-
стоподобные синовиоци-
ты), предварительно 
стимулированные TNF в 
комбинации с IL-17A, 
IL-17 A/F или IL-17 F 
секукинумабом, собирали 
после инкубации в ночь, и 
уровни ММР-3 определя-
ли с помощью метода 
Alpha в анализе ELISA

Трастузумаб (Trastuzumab)
 2019
https://www.pharmapendium.
com/browse/fda/Trastuzumab
/06fa09ff76ad05c720edd01378
43224f?query=alphalisa&inclu
deSynonyms=true

Рекомбинантное гуманизи-
рованное моноклональное 
антитело, производное ДНК, 
относится к IgG1, содержит 
рамочные регионы человека 
и комплементарно-опреде-
ляющие регионы мышиных 
антител р185 HER2. Антите-
ла селективно взаимодей-
ствуют с внеклеточным 
доменом белка-рецептора-2 
к эпидермальному ростовому 
фактору человека (HER2) на 
поверхности злокачествен-
ных клеток и тормозят их 
пролиферацию

420 мг на флакон;
Внутривенная инъекция
Фаза I сравнительного 
фармакокинетического 
исследования (однократ-
ная доза в течение  
8 недель);
Фаза III сравнительная 
эффективность (54 недели 
активной терапии)

Валидирован метод для 
определения трастузумаба 
не использующий клетки, 
такой как антипролифера-
ционный метод. Это 
позволяет значительно 
ускорить анализ [35]
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Наименование / год Описание лекарства
Дозировка / Способ введения / 

Стадии исследований
Характеристики

Инфликсимаб 
(Infliximab)  2015

Моноклональное антитело, 
состоящее из вариабельной 
(Fv) области высокоаффин-
ных нейтрализующих 
мышиных моноклональных 
антител к фактору некроза 
опухоли-альфа и фрагмента 
молекулы IgGl человека

100 мг лиофилизата 
инфликсимаба 
восстановленный в 15 мл 
флаконе для инъекций
Внутривенная инъекция

TRPT-030698 квалифика-
ция TP-001698 
FcGammaRIA присоедине-
ние с помощью метода 
AlphaLISA для ABP710 и 
инфликсимаба. Результаты 
подтверждают то, что 
метод AlphaLISA подходит 
для оценки диапазона 
привязывания (присоеди-
нения) [35]

Фаза I сравнительного 
фармакокинетического 
исследования (время 
исследования 12 недель); 
151
Фаза III сравнительного 
клинического исследова-
ния (общая продолжитель-
ность исследования  
78 недель); 1216

Адалимумаб (Adalimumab) 
2016

Рекомбинантное монокло-
нальное антитело, пептидная 
последовательность которого 
идентична IgG1 человека. 
Препарат используется для 
лечения ревматоидного артри-
та, псориатического артрита, 
анкилозирующего спондили-
та, болезни Крона, язвенного 
колита, псориаза, гнойного 
аденита, увеита и ювенильно-
го идиопатического артрита. 
Адлимумаб является селектив-
ным иммунодепрессантом

Фармакокинетическое 
сходство –
однократная доза (40 мг)
Идентификационный 
номер исследования- 
20120262

  

Сравнительные клинические 
исследования – III фаза – 
каждую неделю (40 мг)
Продолжительность курса – 
26 недель
Идентификационный 
номер исследования- 
20120262
Сравнительные клиниче-
ские исследования –  
III фаза – первый день 
первой недели – 80 мг, 
затем 40 мг со второй 
недели, каждую неделю
Продолжительность курса – 
52 недели
Идентификационный номер 
исследования – 20120263

В ходе исследований при разработке метода были 
отмечены важные аспекты, которыми являются под-
бор условий сорбции частиц (антигенов, антител), 
выбор соотношения испытуемой матрицы (сыворот-
ки, плазмы крови и пр.) к количеству реакционной 
смеси (суспензии частиц). Кроме того, проведённые 
эксперименты показали влияние состава буфера для 
разведения матрицы на неспецифическую агрегацию 
частиц. Немаловажным фактором для получения до-
стоверного результата является и оптимизация тем-
пературы, времени инкубации на различных стадиях 
реакции и пробоподготовки.

В сравнении с другими высокочувствительны-
ми иммунологическими методами чувствительность 
AlphaLISA достигает фемтомолярных концентраций 
и сравнима с чувствительной ИФА (High Sensitivity 

ELISA), при этом уступая методам на основе элек-
трохемилюминисценции (ECL, V-plex™) или флуо-
ресцентным методам на отдельных частицах на 1–2 
порядка (Simoa, Erenna) [36].

Дискуссия / Discussion

Методы семейства Alpha – группа методов из-
учения межмолекулярных взаимодействий, успешно 
используемых в разных областях (изучение внутрикле-
точных взаимодействий, медицинская диагностика, 
эпидемиология, разработка лекарственных средств) 
как более быстрая и производительная, не требую-
щая стадии отмывки альтернатива ИФА. Главным 
преимуществом AlphaLISA является возможность 

Окончание табл. 2
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автоматизации и миниатюризации метода за счёт 
небольшого числа стадий, возможности гомогенного 
протокола, небольшого объёма образца и широкого 
аналитического диапазона. Метод используется для 
создания быстрых скрининговых систем, в том числе 
полностью роботизированных. Ниже перечислены 
достоинства и недостатки методов Alpha.

Положительные качества метода AlphaLISA / 
Positive qualities of the AlphaLISA method:

1. Малое количество образца, необходимого для 
анализа;

2. Широкий диапазон измеряемых концентраций;
3. Сравнимая или более высокая чувствитель-

ность, до 10 раз выше по сравнению с аналогичным 
методом ИФА;

4. Отсутствие стадии отмывки от несвязавшихся 
компонентов исключает необходимость использования 
промывочных станций (вошеров) и, как следствие, хо-
рошая масштабируемость для большого количества об-
разцов при использовании роботизированных станций.

Недостатки AlphaLISA в диагностических иссле-
дованиях и фармакокинетике / Disadvantages of 

AlphaLISA in diagnostic studies and pharmacokinetics:
1. Специализированное, дорогостоящее оборудо-

вание (спектрофотометр с фильтрами определённой 
длины волны); 

2. Стоимость и доступность реактивов; 
3. Временные затраты для подбора условий и ва-

лидации метода;
4. Отсутствие стадии отмывки, с другой стороны, 

приводит к тому, что компоненты матрицы, тем не 
менее, могут отрицательно влиять на чувствительность 
метода, как в случае работы с сывороткой, что приво-
дит к длительному подбору условий и концентраций 
компонентов для достижения хорошей чувствитель-
ности и воспроизводимости;

5. В фармакокинетических исследованиях клиниче-
ских испытаний зачастую не приводятся характеристики 
использования данного метода, что указывает на суще-
ствование проблем в воспроизведении данного метода;

6. Фоточувствительные компоненты.

Анализ по применению данного метода в клини-
ческих испытаниях показывает небольшое количество 
фармакокинетических исследований терапевтических 
биопрепаратов. Учитывая тот факт, что с каждым го-
дом требования, установленные GLP / GCLP и GCP, 
к биоаналитическим методам становятся все строже, 
далеко не каждый метод, использующийся в научных 
исследованиях, может быть применим и валидирован 
в клинических исследованиях.

ИФА как классический метод используется более 
40 лет в фармакокинетических исследованиях. Однако 

ИФА часто требует большого количества образца, 
плохо масштабируем и более продолжителен по вре-
мени проведения анализа вследствие гетерогенного 
подхода. Несомненно, классические методы, такие 
как ИФА, для исследования фармакокинетики име-
ют преимущество т. к. метод хорошо изучен, есть 
инструментальная база для работы с ИФА в большом 
количестве лабораторий. Однако там, где существуют 
ограничения ИФА, следует применять более чувстви-
тельные, производительные методы или основанные 
на других физико-химических подходах.

Валидированные методы AlphaLISA применяются в 
анализе фармакодинамики различных биологических 
маркеров в доклинических и клинических исследо-
ваниях [37]. Для AlphaLISA разработаны методы для 
определения TNFa [38], CD80 [39], цитокинов (IL2, 
IL6, IL17) [36, 37], иммуноглобулинов G1 и G4 классов 
[40–42], интерферон гамма [43] и много другое. Это 
свидетельствует о том, что для известных аналитов 
метод AlphaLISA хорошо валидируется и разработан-
ные наборы пользуются популярностью.

Заключение / Conclusion

Как и в любой технологии, в методе Alpha суще-
ствуют свои преимущества и ограничения. Основными 
недостатками данной технологии является фото-
чувствительность, влияние компонентов матрицы 
(например, поглощение синглетного кислорода), 
трудности с разработкой и валидацией метода. Ос-
новные преимущества этой технологии заключаются 
в том, что она применима к очень широкому спектру 
анализируемых веществ. Методика имеет возмож-
ность использовать маленькие количества образца и 
применять гомогенные, быстрые и чувствительные 
протоколы, в отличии от классических методов имму-
ноанализа. Кроме того, Alpha технологии не требуют 
введения больших флуоресцентных меток, которые 
могут стерически препятствовать биомолекулярным 
взаимодействиям.

Методы Alpha широко используются для обнару-
жения новых кандидатов для терапевтических пре-
паратов, изучения межбелковых взаимодействий и 
многое другое, где требуется скринировать большое 
количество молекул на взаимодействие. 

Несмотря на некоторые недостатки, AlphaLISA 
ограниченно используется в фармакокинетических 
исследованиях. AlphaLISA применяют для рутинных 
анализов в фармакодинамических исследованиях био-
логических и терапевтических маркеров, где разрабо-
танная методика может быть валидирована согласно 
требованиям регуляторов, и при наличии приборной 
базы стоимость одного анализа становится конкурен-
тоспособной при сохранении высокой чувствитель-
ности количественных методов. 
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Аннотация. Обзорная статья. Дальнейшее развитие методологического уровня системы поддержки принятия решений, предложенной для 
организации первичного отбора и экспериментального доклинического изучения новых лекарственных средств (ЛС). Систематизированы способы 
описания и интерпретации данных основного фармакокинетического (ФК) эксперимента (однократное внутривенное введение ЛС). Предложена 
схема выбора моделей описания ФК поведения и свойств ЛС, основанная на визуальном распознавании образов.
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Введение / Introduction

Область поиска и разработки новых лекарственных 
средств (ЛС) относится к мультидисциплинарным ис-
следованиям. В процессе создания нового препарата 
осуществляется около 800 отдельных стадий исследо-
ваний и разработок (R&D) [1]. Стоимость разработки 
новых ЛС остаётся крайне высокой (от 1 до 2,5 млрд 
долларов и около 10–15 лет). При этом менее 0,1 % 
новых соединений доходят до I фазы клинических 
исследований [2]. Из всех веществ, участвующих в 
доклинических разработках, лишь 2 % становятся 
зарегистрированными препаратами [3]. С целью стан-
дартизации процесса доклинического изучения ЛС и 
повышения его эффективности была предложена еди-
ная система экспериментов (ЕСЭ), организованная по 
модульному принципу и использующая методологию 
скрининга. Предлагалась двухэтапная организация 
испытаний, при которой на первом этапе реализу-
ется общая для всех веществ схема исследований, а 
на втором – индивидуализированная, выбранная по 
результатам первого этапа скрининга [4].

Предложенная система может осуществлять не-
сколько функций: 1) включать в себя в виде правил 
уже накопленные знания; 2) создавать и пополнять 

стандартизованный набор данных, которые можно 
использовать для извлечения новых знаний и правил 
и компьютерного предсказания свойств новых ЛС; 
3) обучать специалистов в данной области и служить 
системой поддержки принятия решений. В самом 
общем виде можно выделить 4 уровня организации 
ЕСЭ: 1) методологический (знания, правила, блок 
схемы последовательности экспериментов и вопросы, 
на которые отвечает каждый блок); 2) методический 
(объекты исследований, схемы введения ЛС, методы 
проведения экспериментов, приборы и стандартные 
операционные процедуры (СОП)); 3) методы об-
работки, модели и критерии оценки результатов и 4) 
аппаратный уровень (компьютерные программы и 
база(ы) данных).

Методическому уровню уделялось много внима-
ния, и он достаточно подробно изложен в ряде моно-
графий [5, 6], статей [7], диссертаций [8–11] и реко-
мендаций по изучению ЛС в РФ [12, 13, 14] и других 
странах. Следует отметить важность применения СОП 
на всех этапах изучения ЛС. СОП позволяют прово-
дить тренировку персонала, а также стандартизовать и 
последовательно улучшать процесс получения экспе-
риментальных данных. О том, что в РФ такая практика 
работы не получила ещё широкого распространения, 
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может говорить отсутствие до середины 2021 г. статьи 
«СОП» в русскоязычной Википедии.

Попытки описания методологического уровня 
были предложены в ряде работ как продолжение 
детализации модулей ЕСЭ: общая для всех ЛС схема 
исследований качественных [15] и количественных 
[16] характеристик метаболизма, и специфичная для 
противоопухолевых препаратов схема изучения ме-
ханизма их действия [17].

В настоящей работе предлагается схема описания 
и интерпретации данных основного фармакокинети-
ческого эксперимента (однократное внутривенное 
введение в максимальной, планируемой для приме-
нения, дозе). Цель данного эксперимента – ответить 
на следующие вопросы [4]: 1) сколько основного ЛС 
(и его метаболитов) присутствует в разных местах 
организма и в какое время? 2) как происходит рас-
пределение ЛС в организме (включая характеристики 
связывания с белками крови и тканями [18])? 3) как 
происходит выведение ЛС (включая характеристики 
биотрансформации [15, 16])? В дальнейшем, в случае 
внесосудистого применения, изучают всасывание ЛС.

Для целей стандартизации представления данных 
и сравнения различных препаратов необходимы до-
статочно простые и универсальные модели. Для этого 
можно рекомендовать немодельные подходы [19], 
концепцию клиренса [20], а также единую форму 
представления фармакокинетических данных [21]. 
Более подробное описание данных дают камерные и 
физиологические модели. Физиологические модели 
позволяют учитывать влияние различных интересу-
ющих факторов (пол, возраст, раса, сопутствующие 
заболевания, и т. д.).

Концепция клиренса / The concept of clearance

Общее описание процессов элиминации ЛС с 
использованием клиренсов не требует никаких мо-
дельных предположений и поэтому может быть ис-
пользовано для их сравнения [22]. Клиренс – это 
гибридный параметр, отражающий как степень, так и 
скорость процесса элиминации [21]. Клиренс зависит 
от того, где измеряется концентрация ЛС – в крови 
(Cb) или плазме (Cp), а также несвязанного ЛС (Cu).

На уровне целого организма мы выделяем общий 
(CL), почечный (CLr), непочечный (CLnr) и метаболи-
ческий (CLm) клиренсы. Общий клиренс равен сумме 
клиренсов для всех путей (органов) выведения ЛС.

Клиренс может использоваться для описания 
как нелинейной [22], так и линейной кинетики ЛС, 
в последнем случае он не зависит от введённой дозы. 
Для линейной кинетики общее количество ЛС, вы-
веденного в неизменённом состоянии (AUC(t)), поч-
ками (AUCu(t)) или метаболизированного (AUCm(t)) 
за время «t», прямо пропорционально площади под 
кривой концентрации ЛС в плазме крови до времени 
«t», и соответствующие значения клиренсов (CL, CLr 

и CLm) являются коэффициентами пропорциональ-
ности [23].

Сравнение клиренса изучаемого вещества с кли-
ренсом стандартного препарата, экскретирующегося 
за счёт клубочковой фильтрации (обычно используется 
инулин), позволяет судить не только о скорости, но 
и о механизмах его выведения с мочой. Если значе-
ние клиренса исследуемого препарата ниже, чем для 
стандартного, можно говорить об участии обратного 
всасывания в канальцах, если выше – то о канальце-
вой секреции [6].

Некомпартментальный анализ / Non-instrumental 
analysis

Фармакокинетические параметры, определён-
ные без использования специфической структуры 
камерной модели, также могут быть использованы 
для сравнения ЛС между собой. К таким параметрам 
относятся: площадь под кривой (AUC) концентрация 
ЛС – время (C(t) – t), константа скорости элиминации 
(λz), период полувыведения (t1/2 Z) и объём распреде-
ления в конечной фазе (VZ) [24].

Камерные модели / Chamber models

Процесс всасывания ЛС при внесосудистом вве-
дении влияет на его распределение и элиминацию, 
поэтому, чтобы исключить всасывание, первичный 
анализ кривой концентрации ЛС в плазме (C) от 
времени (t) обычно проводят при его внутривенном 
введении в высокой дозе. ЛС, введённое внутривенно, 
удаляется из плазмы по двум основным механизмам: 
(1) распределение в тканях организма и (2) метаболизм + 
экскреция.

Возникающее в результате снижение концен-
трации препарата в плазме в полулогарифмических 
координатах «LgC(t) – t» имеет один или несколько 
линейных участков. Начальная фаза быстрого сни-
жения концентрации в плазме (альфа фаза) в первую 
очередь связана с распространением ЛС из централь-
ного отдела (кровообращение) в периферические 
отделы (ткани тела). Фазы постепенного снижения 
концентрации связаны с выведением препарата, то 
есть метаболизмом и выведением.

Ключевым элементом при анализе полученных 
графиков служит распознавание образов (pattern 
recognition) [25]. При этом можно различить четыре 
типа зависимостей: прямая, выпуклая, вогнутая и 
смешанная, состоящая из вогнутых и выпуклых участ-
ков (рис. 1 А, B, C, D). Когда альфа фаза отсутствует, 
можно применять одночастевые модели описания 
данных (рис. 1 A, B). Наличие альфа фазы (вогнутая 
форма кривой или наклон начальной части кривой 
больше конечного (λ1 > λn)) говорит о необходимости 
введения двух или более камер для описания процесса 
распределения ЛС (рис. 1 C, D). 
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Рис. 1. Способы различения процессов, определяющих ФК ЛС и выбора моделей описания данных.
Figure 1. Distinguishing between the pharmacokinetic processes and the choice of data description models.
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Выпуклая форма кривой (рис. 1 B), имеющая на-
чальный наклон меньше конечного (λ1 < λn), говорит 
о нелинейности и насыщении процессов элиминации 
ЛС. S-образная форма кривой (рис. 1 D) свидетель-
ствует о насыщении процессов элиминации в ко-
нечной фазе (disposition). Первоначальное снижение 
наклона происходит за счёт процесса распределения 
(distribution), а последующее увеличение наклона со 
временем в конечной фазе – за счёт как процессов 
распределения, так и элиминации (disposition) [26].

Иногда могут наблюдаться необычные формы 
кривых, включая добавочные максимумы или пла-
то. Возможными объяснениями могут быть явле-
ния кишечно-печёночной циркуляции (enterohepatic 
recycling), сильное связывание ЛС и его накопление 
в тканях [27, 28].

Проверку линейности фармакокинетики неизме-
нённого ЛС проводят при его введении в различных 
дозах [29]. Когда концентрации ЛС делят на соответ-
ствующую величину дозы и наносят на график отно-
сительно времени, можно наблюдать пять основных 
ситуаций. Пропорциональное увеличение концен-
трации ЛС с увеличением дозы (нормализованные 
к дозе кривые «LgC/D – t» совмещаются) (рис. 1 E) 
говорит о том, что процессы насыщения отсутствуют 
и фармакокинетика ЛС линейна [27].

Концентрации ЛС, возрастающие от дозы более 
чем пропорционально (нормализованная кривая для 
высокой дозы расположена выше) (рис. 1 H), говорит о 
насыщении процессов метаболизма [27]. Если нормали-
зованная кривая для высокой дозы расположена ниже 
кривой для низкой дозы (рис. 1 F), это может говорить об 
обратном всасывании ЛС в почечных канальцах [30], или 
насыщении связывания ЛС [31, 32]. Другой возможной 
причиной такой формы кривой может быть наличие 
«глубокого» компартмента или компартмента с медлен-
ным установлением равновесия концентрации ЛС [27].

Пересечение нормализованных кривых (наклон 
нормализованной кривой для высокой дозы больше) 
(рис. 1 G) свидетельство того, что на кинетику ЛС влияет 
насыщение метаболизма и связывания. Такая картина – 
уменьшение периода полувыведения ЛС с увеличением 
дозы – была описана для 3-деазауридина [33].

Расхождение нормализованных кривых (наклон 
нормализованной кривой для высокой дозы меньше) 
(рис. 1 I), т. е. увеличение периода полувыведения 
ЛС с увеличением дозы, наблюдается, когда метабо-
лит угнетает своё собственное образование (terminal 
product inhibition). В этом случае высокие дозы вы-
водятся медленнее низких [34]. Такой тип дозовой 
зависимости отмечался после введения дикумарола, 
дифенилгидантоина и 6-диазо-5-оксо-L-норлейцина 
(ДОН) [35]. Нелинейное изменение концентраций с 
увеличением дозы может приводить к непропорци-
ональному увеличению токсичности ЛС.

Узнать какие процессы элиминации ЛС подверга-
ются насыщению можно, определив вклад почечного 

(CLr) клиренса в общий (CL) клиренс. Если почечный 
клиренс составляет менее 10 % от общего, мы имеем 
насыщение метаболизма ЛС, если больше, – проис-
ходит насыщение процессов почечной экскреции [36]. 
Насыщение экскреции в почечных канальцах от-
ветственно за дозозависимое фармакокинетическое 
поведение метотрексата, хлорталидона и пиперацил-
лина [35].

Если система находится в насыщении, на гра-
фике «C(t) – t» данные ложатся на прямую линию и 
описываются кинетикой нулевого порядка (рис. 1 Q). 
Если начальная часть графика – прямая линия в 
линейных координатах (рис. 1 P), применяется не-
линейная модель (Михаэлиса-Ментен) [29, 36]. Если 
ЛС выводится почками в неизменённом виде, можно 
применять модель Михаэлиса–Ментен с параллель-
ным выведением ЛС первого порядка.

Так как линейные модели проще и лучше раз-
работаны, чем нелинейные, при обнаружении нели-
нейности полезно понять её природу. Нелинейность 
связана с процессами не первого порядка. Второй 
наиболее частой причиной нелинейности является 
связывание ЛС с белками плазмы крови и тканей [37]. 
Увеличенная скорость выведения свободного ЛС по 
мере увеличения дозы приводит к тому, что общая 
концентрация ЛС в плазме и площадь под кривой  
«C(t) – t» не превышают постоянных (плато) зна-
чений. Это явление наблюдалось для ЛС, сильно 
связывающихся с белками плазмы крови, таких как 
дизопирамид, напроксен и фенилбутазон [33].

Вклад метаболизма и связывания в нелинейность 
ФК можно определить из графика «AUC – C0» для 
различных доз ЛС [37, 38]. Линейная зависимость 
говорит о линейной кинетике (рис. 1 J). При линейной 
фармакокинетике, возможно её описание при помощи 
статистических моментов [39].

Вогнутая форма кривой графика «AUC – C0»  
(рис. 1 M) говорит о нелинейности метаболизма [40], 
тогда как выпуклая форма – о связывании (рис. 1 K) 
Наличие вогнутых и выпуклых участков (рис. 1 L) 
говорит о насыщении обоих процессов. Когда при-
сутствует насыщение связывания, имеет смысл из-
мерить концентрации свободного ЛС, так как оно 
может иметь линейную кинетику (рис. 1 N). 

Знание типа и структуры модели необходимо для 
определения констант скорости перехода между ка-
мерами и скорости элиминации. Как правило, число 
камер модели соответствует числу линейных участков 
на графике «LgC(t) – t». Конечный наклон графика 
отражает скорость самого медленного процесса фар-
макокинетики ЛС.

На последующих этапах изучают ФК ЛС при мно-
гократном и других способах введения. Интерпретация 
данных была изложена в ряде работ [25, 27].
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Аннотация.  Актуальность. Основными преимуществами соединения лозартана, амлодипина и розувастатина в форме фиксированной комбинации 
по сравнению с монопрепаратами и двухкомпонентными комбинациями являются повышение терапевтической эффективности, снижение стоимости 
и облегчение приёма препарата пациентом, что, в целом, способствует улучшению приверженности пациента терапии. Проведены исследования 
биоэквивалентности комбинированного трёхкомпонентного препарата Лозартан + амлодипин + розувастатин Санофи относительно совместно 
принимаемых препаратов Лозап® АМ (лозартан + амлодипин) и Крестор® (розувастатин). Цель. Целью данного исследования являлось сравнитель-
ное изучение фармакокинетики и подтверждение биоэквивалентности двух дозировок комбинированного препарата: 1) Лозартан + амлодипин + 
розувастатин Санофи (таблетки, 50 мг + 5 мг + 10 мг) относительно совместно принимаемых препаратов Лозап® АМ (лозартан + амлодипин, таблетки, 
50 мг + 5 мг) и Крестор® (розувастатин, таблетки, 10 мг) у здоровых добровольцев после однократного приёма натощак; 2) Лозартан + амлодипин + 
розувастатин Санофи (таблетки, 100 мг + 5 мг + 20 мг) относительно совместно принимаемых препаратов Лозап® АМ (лозартан + амлодипин, таблетки, 
100 мг + 5 мг) и Крестор® (розувастатин, таблетки, 20 мг), у здоровых добровольцев в возрасте 18–45 лет после однократного приёма натощак. Методы. 
Для подтверждения биоэквивалентности было проведено открытое, сравнительное, рандомизированное, перекрёстное клиническое исследование 
с четырьмя периодами для каждой из исследуемых дозировок комбинированного препарата. В полученных от добровольцев образцах плазмы 
крови при помощи валидированной ВЭЖХ-МС/МС методики определялись концентрации лозартана, амлодипина и розувастатина. Результаты. 
На основании результатов статистического и фармакокинетического анализа было показано, что фармакокинетические параметры сравниваемых 
препаратов характеризуются высоким сходством в отношении лозартана, амлодипина и розувастатина. 90 % ДИ находились в пределах диапазона 
биоэквивалентности для Сmax (амлодипина), AUC0-72 (для амлодипина) и AUC0-t (для лозартана и розувастатина). 90 % ДИ для Сmax лозартана и розува-
статина находились в пределах расчётных расширенных границ биоэквивалентности в соответствии с протоколом исследования. Заключение. Таким 
образом, согласно применяемым критериям, препараты Лозартан+амлодипин+розувастатин Санофи и совместно принимаемые двухкомпонентный 
препарат Лозап® АМ и монокомпонентный препарат Крестор® признаны биоэквивалентными.

Ключевые слова: комбинированные препараты; фармакокинетика; биоэквивалентность

Для цитирования:
Хохлов А. Л., Гребенкин Д. Ю., Фаева Е. К, Казей В. И., Хохлов А. А., Мирошников А. Е., Лебедева О. В. Исследование биоэквивалентности комбинирован-
ного препарата Лозартан + амлодипин + розувастатин Санофи по сравнению с совместно принимаемыми двухкомпонентным препаратом Лозап® 
АМ и монокомпонентным препаратом Крестор® с участием здоровых добровольцев. Фармакокинетика и фармакодинамика. 2022;(1):61–74. https:// 
doi.org/10.37489/2587-7836-2022-1-61-74  
Поступила:  10 марта 2022 г.  Принята: 18 марта 2022 г. Опубликована: 30 марта 2022 г.

Bioequivalence study of fixed-dose combination Losartan + amlodipine + rosuvastatin Sanofi in comparison with coadministered fixed-
dose combination Lozap® AM and monocomponent drug Crestor® in healthy subjects

Khokhlov AL1, Grebenkin DYu2, Faeva EK2, Kazey VI2, Khokhlov AA3, Miroshnikov AE3, Lebedeva OV4

1 – Yaroslavl State Medical University of the Ministry of Health of Russia, Yaroslavl, Russia 
2 – LLC ExacteLabs, Moscow, Russia 

3 – LLC ClinPharmInvest, Yaroslavl, Russia 
4 – Representative office of Sanofi (France), Moscow, Russia

Abstract. Introduction. The advantages of fixed-dose combination losartan + amlodipine + rosuvastatin compared to mono-drugs and two-component 
combinations are to increase the therapeutic efficacy, to reduce the cost of the product and to make the drug easier to take which helps to improve patient 
adherence to therapy. A bioequivalence study of the three-component fixed-dose combinations Losartan + amlodipine + rosuvastatin Sanofi with coadministered 
Lozap® AM (Losartan+Amlodipine) and Crestor® (Rosuvastatin) was conducted. Aim. The purpose of the bioequivalence trial was a comparative study of the 
pharmacokinetics and evidence of the bioequivalence of two strengths of fixed-dose combination: 1) Losartan + amlodipine + rosuvastatin Sanofi (tablets, 
50 mg + 5 mg + 10 mg) in comparison with coadministrated drugs Lozap® AM (losartan + amlodipine, tablets, 50 mg + 5 mg,) and Crestor® (rosuvastatin, 
tablets, 10 mg) in fasting healthy volunteers after a single administration; 2) Losartan + amlodipine + rosuvastatin Sanofi (tablets, 100 mg + 5 mg + 20 mg) 
in comparison with coadministrated drugs Lozap® AM (losartan + amlodipine, tablets, 100 mg + 5 mg) and Crestor® (rosuvastatin, tablets, 20 mg) in fasting 
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Введение / Introduction

Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) явля-
ются самой распространённой причиной смерти в 
мире [1]. Главными причинами возникновения [2–4] 
и развития [5] ССЗ являются гипертония и высокий 
уровень липопротеидов низкой плотности (ЛПНП). 
Лекарственные вещества, которым посвящена данная 
работа, являются одними из самых хорошо изученных 
и востребованных лекарственных препаратов в миро-
вой кардиологии.

Лозартан — это антагонист рецепторов ангио-
тензина II (тип АТ1), который, как было показано в 
клинических исследованиях, снижает артериальное 
давление так же эффективно, как и другие гипертен-
зивные препараты первого ряда [6].

Статины (ингибиторы ГМГ-КоА редуктазы), в 
свою очередь, являются препаратами первого ряда для 
контроля уровня холестерина в крови, которые значи-
мо снижают смертность от ССЗ [7, 8]. По сравнению с 
другими статинами, розувастатин более эффективно 
(включая аторвастатин и симвастатин) снижает уро-
вень ЛПНП, обладая при этом сопоставимой пере-
носимостью [9].

Блокатор медленных кальциевых каналов амло-
дипин, как было показано в исследованиях, является 
эффективным и хорошо переносимым препаратом 
для лечения повышенного артериального давления 
и рекомендуется ведущими международными клини-
ческими руководствами как для монотерапии, так и в 
комбинации с другими препаратами [10].

Было установлено, что тройная комбинация ло-
зартана калия, амлодипина и розувастатина снижает 
артериальное давление и уровень ЛПНП эффективнее, 
чем двойные комбинации лозартан + розувастатин 
и лозартан + амлодипин [11]. Кроме того, следует 
заметить, что важным преимуществом фиксирован-
ных комбинаций перед совместно применяемыми 
монопрепаратами является простота приёма (одна 
таблетка вместо двух), а также сравнительно более 
низкая стоимость [12, 13].

Целью описанной работы было сравнительное 
исследование фармакокинетики и подтверждение 
биоэквивалентности фиксированных комбинаций 
лозартан + амлодипин + розувастатин по сравнению 
с совместно принимаемыми фиксированной ком-
бинацией лозартан + амлодипин и монопрепаратом 
розувастатина у здоровых добровольцев. Изучение 
биоэквивалентности комбинированного препарата 
относительно нескольких, совместно принимаемых 
одной дозой препаратов – это распространённый 
подход в мировой практике [14, 15]. 

Материалы и методы / Materials and methods

Этические принципы / Ethical principles
Оба описанных исследования проводились в соот-

ветствии с протоколами, принципами Хельсинкской 
Декларации Всемирной Медицинской Ассоциации, 
стандартами по Надлежащей Клинической Практике 
(ICH GCP), а также в соответствии с другими законода-
тельствами. Участие добровольцев в исследовании явля-
лось добровольным. Доброволец имел право отказаться от 
участия в проводимом исследовании на любой его стадии. 
Этическую экспертизу клинических исследований био-
эквивалентности лекарственных препаратов проводил 
Совет по этике при Министерстве здравоохранения и 
Локальный этический комитет (ЛЭК). 

Разрешение на проведение клинического исследо-
вания Лозартан + амлодипин + розувастатин Санофи 
(50 мг + 5 мг + 10 мг) было выдано Министерством 
здравоохранения РФ — № 553 от 20 октября 2017 
года. Решение об этическом одобрении проведения 
клинического исследования №147 было принято на 
заседании Совета по этике при Министерстве здраво-
охранения от 16 мая 2017 года. Одобрение протокола 
версии 2.0 № 168 от 24 апреля 2018 года. Кроме того, 
до начала исследования было получено разрешение на 
проведение исследования от Локального Этического 
комитета Исследовательского центра – Этического 
комитета НУЗ «Дорожная клиническая больница на 
ст. Ярославль ОАО «РЖД» (протокол заседания № 52 
от 24 октября 2018 г.).

healthy volunteers 18–45 years old after a single dose. Materials and methods. To prove bioequivalence, an open label, comparative, randomized, crossover 
four-period clinical trial was conducted for each strengths of fixed-dose combination. The concentrations of losartan, amlodipine and rosuvastatin in blood 
plasma samples obtained from volunteers were determined by a validated HPLC-MS/MS method. A pharmacokinetic and statistical analysis was performed 
and confidence intervals (CI) for the pharmacokinetic parameters Сmax, AUC0-72 (for amlodipine) and AUC0-t (for losartan and rosuvastatin) were calculated. 
Results and discussion. Based on the results of statistical and pharmacokinetic analysis, it was shown that the studied formulations are bioequivalent in 
terms of pharmacokinetic parameters of losartan, amlodipine and rosuvastatin. 90 % CI were in the acceptable range for Сmax (of amlodipine), AUC0-72 
(of amlodipine) and AUC0-t (of losartan and rosuvastatin). 90 % CI for Сmax of losartan and rosuvastatin were in the acceptable extended calculated range 
according to the protocol. Conclusion. Thus, according to the criteria used in the studies, the three-component fixed-dose combinations Losartan + amlodipine 
+ rosuvastatin Sanofi are proved to be bioequivalent in comparison with coadministered Lozap® AM and Crestor®. 

Keywords: fixed-dose combination; pharmacokinetics; bioequivalence
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Разрешение на проведение клинического исследо-
вания Лозартан + амлодипин + розувастатин Санофи 
(100 мг + 5 мг + 20 мг) было выдано Министерством 
здравоохранения РФ — № 629 от 06 декабря 2017 года. 
Решение об этическом одобрении проведения кли-
нического исследования № 147 было принято на 
заседании Совета по этике при Министерстве здраво-
охранения от 16 мая 2017 года. Одобрение протокола 
версии 2.0 № 168 от 24 апреля 2018 года. Кроме того, 
до начала исследования было получено разрешение на 
проведение исследования от Локального Этического 
комитета Исследовательского центра – Этического 
комитета Государственного автономного учреждения 
здравоохранения Ярославской области «Клиническая 
больница № 2» (протоколы заседания № 25 от 16 ок-
тября 2018 г. и № 27 от 23 ноября 2018 г.).

Все одобренные документы были получены до 
выполнения добровольцами каких-либо процедур 
исследования, включая тесты скрининга для оценки 
пригодности.

Дизайн исследований / Research design
Дизайн обоих исследований был одинаков. Оба 

исследования биоэквивалентности являлись открыты-
ми, рандомизированными, перекрёстными, четырёх-
этапными клиническими исследованиями по оценке 
биоэквивалентности с повторным дизайном. Биоэк-
вивалентность изучали для комбинированных препа-
ратов Лозартан + амлодипин + розувастатин Санофи 
(таблетки в двух вариантах дозировок) и принимаемых в 
соответствующих эквивалентных дозировках комбини-
рованного препарата Лозап® АМ (лозартан + амлодипин, 
таблетки) в сочетании с монокомпонентным препаратом 
Крестор® (розувастатин, таблетки) у здоровых добро-
вольцев 18–45 лет после однократного приёма натощак.

График обоих исследований включал 4 периода 
приёма препарата и три периода «отмывания» не 
менее 14 суток.

Все добровольцы были разделены на 2 группы – 
А и Б. Каждый доброволец был отнесён к одной из 
последовательностей приёма препаратов: TRTR (A) 
или RTRT (Б). Добровольцы, включённые в группу А, 
в первом и третьем периодах исследования получали 
исследуемый препарат (Т), а представители группы 
Б – препараты сравнения (R). Таким образом, общая 
схема исследования была «TRTR | RTRT».

В ходе клинического исследования Лозартан + 
амлодипин + розувастатин (50 мг + 5 мг + 10 мг) было 
скринировано 89 человек обоих полов, 68 доброволь-
цев было рандомизировано. Восемь из рандомизиро-
ванных добровольцев выбыли в ходе исследования. 
Таким образом, популяция для оценки безопасности 
составила 68 человек, популяция для оценки фарма-
кокинетики состояла из 60 человек. Средний возраст 
добровольцев составил 27,2±6,9 лет, рост 170,7±8,29 см, 
масса тела 69,2±12,62 кг, средний индекс массы тела 
23,9±4,17 кг/м2.

В ходе клинического исследования Лозартан + 
амлодипин + розувастатин (100 мг + 5 мг + 20 мг) 
было скринировано 95 человек обоих полов, 68 добро-
вольцев было рандомизировано. Пять из рандомизи-
рованных добровольцев выбыли в ходе исследования. 
Таким образом, популяция для оценки безопасности 
составила 68 человек, популяция для оценки фарма-
кокинетики по первым двум периодам состояла из 64 
человек, по всем четырем периодам – из 63 человек. 
Средний возраст добровольцев составил 26,6±6,9 лет, 
рост 170,27±8,54 см, масса тела 67,38±11,55 кг, средний 
индекс массы тела 23,03±3,28 кг/м2.

Добровольцы каждой подгруппы находились в том 
же клиническом центре, следовали одинаковым про-
цедурам и требованиям протокола. Все манипуляции с 
образцами проводились в одинаковых условиях (вклю-
чая, но не ограничиваясь использованием одинакового 
типа и производства внутривенных катетеров, игл, 
одинаковых систем дезинфекции, типов лабораторных 
и транспортных пробирок, морозильных камер и т. д.). 

Исследуемые препараты / Investigational drugs
Действующими веществами исследуемого пре-

парата и препаратов сравнения являлись лозартан, 
амлодипин и розувастатин.

В исследовании биоэквивалентности препарата 
Лозартан + амлодипин + розувастатин Санофи (та-
блетки, 50 мг + 5 мг + 10 мг) использовались:

Референтные (сравнения, R):
– Лозап® АМ (лозартан + амлодипин, таблетки, 

покрытые плёночной оболочкой, 50 мг + 5 мг, Ханми 
Фарм Ко., Лтд., Республика Корея, серия 811317021);

– Крестор® (розувастатин [в форме розувастатина 
кальция] таблетки, покрытые плёночной оболочкой, 
10 мг, АстраЗенека ЮК Лимитид, Великобритания, 
серия NC166).

Данные препараты принимались добровольцами 
одновременно.

Исследуемый (тест, T):
Лозартан + амлодипин + розувастатин Санофи, 

(таблетки, покрытые плёночной оболочкой, 50 мг +  
5 мг + 10 мг, компании АО Санофи Россия, серия 22725).

В исследовании биоэквивалентности препарата 
Лозартан + амлодипин + розувастатин Санофи (та-
блетки, 100 мг + 5 мг + 20 мг) использовались:

Референтные (сравнения, R):
– Лозап® АМ (лозартан + амлодипин, таблетки, 

покрытые плёночной оболочкой, 100 мг + 5 мг, Ханми 
Фарм Ко., Лтд., Республика Корея, серия 811417021);

– Крестор® (розувастатин [в форме розувастатина 
кальция] таблетки, покрытые плёночной оболочкой, 
20 мг, АстраЗенека ЮК Лимитид, Великобритания, 
серия MX493).

Данные препараты принимались добровольцами 
одновременно.

Исследуемый (тест, T):
Лозартан + амлодипин + розувастатин Санофи, 
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(таблетки, покрытые плёночной оболочкой, 100 мг +  
+ 5 мг + 20 мг, компании АО Санофи Россия, серия 
20126).

Введение препарата и отбор образцов / Drug 
administration and sampling

Исследуемый препарат применялся внутрь одной 
таблеткой в соответствующей дозе (50 мг + 5 мг + 10 
мг или 100 мг + 5 мг + 20 мг), препараты сравнения 
принимались в аналогичной дозировке двумя отдель-
ными таблетками за один раз. Доброволец запивал 
таблетки 200 мл воды. 

Было отобрано 23 образца крови от каждого участ-
ника исследования в каждом периоде: до приёма 
препарата (0) и через 0:15; 0:30; 0:45 1:00; 1:15; 1:30; 
2:00; 3:00; 4:00; 4:30; 5:00; 5:30; 6:00; 7:00; 8:00; 9:00; 
10:00; 12:00; 16:00; 24:00; 48:00; 72:00 часов после при-
ёма лекарственного средства. Отбор образцов крови 
осуществлялся в вакуумные пробирки (вакутейнеры) 
объёмом 6 мл, содержащие К2ЭДТА в качестве анти-
коагулянта. Сразу после этого пробирки перемешива-
лись, центрифугировались при охлаждении. Плазму 
из супернатанта переносили в две предварительно 
промаркированные криопробирки (аналитическая 
(А) и архивная аликвоты (В)). После переноса плазмы 
в криопробирки её незамедлительно заморажива-
ли на сухом льду. До отправки все образцы храни-
лись в клиническом центре в морозильной камере с 
контролируемой температурой ≤ –70 °C.

Анализ концентраций лозартана и розувастатина в 
плазме был выполнен во всех отобранных временных 
точках. Анализ концентрации амлодипина в плазме 
был выполнен в 16 образцах, взятых во временные 
точки: до приёма препарата (0) и через 1:00; 2:00; 3:00; 
4:00; 5:00; 6:00; 7:00; 8:00; 9:00; 10:00; 12:00; 16:00; 24:00; 
48:00; 72:00 часов.

Поскольку данное исследование являлось откры-
тым для добровольца и врача-исследователя, то не пла-
нировалось применять ослепление. Однако сотрудники 
лаборатории, принимавшие участие в биоаналитиче-
ской стадии исследования, не были информированы 
о схеме рандомизации и последовательности приёма 
исследуемого и референтного препаратов.

Анализ концентрации действующих веществ 
в образцах / Analysis of the concentration of active 

substances in samples
Для определения концентраций лозартана, ам-

лодипина и розувастатина в образцах, полученных в 
клинической части исследования, была использована 
ВЭЖХ-МС/МС методика, валидированная в соответ-
ствии с руководствами [14, 15]. В качестве внутреннего 
стандарта использовались дейтерированные лозартан, 
амлодипин и розувастатин. Аналитическая серия 
включала: 1 холостой образец, 1 холостой образец с 
добавлением внутреннего стандарта, 9 калибровочных 
образцов, 6 образцов контроля качества, образцы от 

одного добровольца из четырёх периодов. Аналити-
ческая методика предполагала использование 200 мкл 
образца для каждого анализа. Аналитический диа-
пазон методики для лозартана находился в пределах 
2–500 нг/мл, для розувастатина — 0,1–50 нг/мл и для 
амлодипина — 0,1–10 нг/мл в плазме. Для расчёта 
концентраций использовалась взвешенная линейная 
регрессия. Подготовка проб осуществлялась методом 
депротеинизации (осаждения белков) с дополнитель-
ной очисткой путём выдерживания в морозильной 
камере при −20 °С в течение 90 мин. Полученные 
пробы были проанализированы на ВЭЖХ системе 
Waters Acquity I-class (Waters, США) с тандемным масс-
спектрическим детектором Sciex 4500 TripleQuad (Sciex, 
США). Хроматографическое разделение аналитов 
осуществляли в градиентном режиме с использовани-
ем хроматографической колонки Acquity UPLC BEH 
C18, 1,7 µm, 2,1×100 mm (Waters, США).

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Участники исследования и безопасность / Research 
participants and safety 

По результатам исследования спектр нежелатель-
ных явлений у исследуемых препаратов по количе-
ственным и качественным признакам был схож. Не 
наблюдалось клинически значимого влияния пре-
паратов Лозартан + амлодипин + розувастатин на 
данные физикального обследования (кроме влияния 
на артериальное давление и частоту сердечных со-
кращений, которое обусловлено фармакологическим 
действием препарата), на лабораторные параметры 
безопасности и результаты электрокардиограммы.  

Фармакокинетические параметры и оценка  
биоэквивалентности / Pharmacokinetic parameters 

and bioequivalence assessment
Фармакокинетические параметры лозартана / 

Pharmacokinetic parameters of losartan
Фармакокинетические параметры лозартана в ис-

следовании биоэквивалентности препарата Лозартан +  
амлодипин + розувастатин Санофи (таблетки, 50 мг  + 
5 мг + 10 мг) представлены в табл. 1, а усреднённые 
фармакокинетические кривые представлены на рис. 1.

Среднее арифметическое значение отношения фар-
макокинетических параметров AUC0-t (T) / AUC0-t (R), 
характеризующего относительную биодоступность ис-
следуемого препарата по отношению к референтному, 
составило 100,10 %. Среднее арифметическое значение 
отношения фармакокинетических параметров Cmax (T) / 
Cmax (R), характеризующего относительную степень 
всасывания активного вещества, составило 92,44 %. 

Фармакокинетические параметры лозартана в ис-
следовании биоэквивалентности препарата Лозартан + 
амлодипин + розувастатин Санофи (таблетки, 100 мг + 
5 мг + 20 мг) представлены в табл. 2, а усреднённые 
фармакокинетические кривые представлены на рис. 2.
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Рис. 1. Усреднённые (среднее по препарату) фармакокинетические профили лозартана в плазме крови до-
бровольцев после однократного приёма комбинированного исследуемого препарата Лозартан + амлодипин + 
 розувастатин Санофи (таблетки, 50 мг + 5 мг + 10 мг) в сравнении с приёмом комбинированного референтного 
препарата Лозап® АМ (таблетки, лозартан + амлодипин, 50 мг + 5 мг), T – исследуемый (тестируемый) препарат, 
R – препарат сравнения (референтный)
Fig. 1. Mean pharmacokinetic profiles of losartan in the blood plasma of volunteers after a single dose of the test drug fixed-
dose combination Losartan + amlodipine + rosuvastatin Sanofi (tablets, 50 mg + 5 mg + 10 mg) and comparison fixed-dose 
combination Lozap® AM (losartan + amlodipine, tablets, 50 mg + 5 mg), T – test drug, R – comparison drug
Источник: Хохлов А.Л. и соавт., 2022
Source: Khokhlov AL et al., 2022

Таблица 1

Сводные данные средних арифметических значений фармакокинетических параметров лозартана в исследовании 
биоэквивалентности препарата Лозартан + амлодипин + розувастатин (таблетки, 50 мг + 5 мг + 10 мг) Санофи  

(N – число измерений, CV – коэффициент вариации)
Table 1

Summary average pharmacokinetic parameters of losartan in the Losartan + amlodipine + rosuvastatin (tablets, 50 mg + 5 mg + 10 mg) 
Sanofi study (N – number of observations, CV – coefficient of variation)

Параметр 
Parameter

Исследуемый препарат (T)
Test formulation (T)

N = 125

Референтный препарат (R)
Reference formulation (R)

N = 125
Отношение  

T/R, (%) 
T/R ratio, (%)Среднее

Average
CV, (%)

Среднее
Average

CV,
(%)

Cmax, нг/мл
Cmax, ng/ml 267,09 56,32 288,92 54,76 92,44

tmax, ч
tmax, h

0,93 71,59 0,83 51,87 111,40

AUC0-t, нг ⋅ ч/мл
AUC0-t, ng ⋅ h/ml 466,68 38,81 466,19 39,70 100,10

λz, ч
−1

λz, h
−1 0,33 25,92 0,33 25,84 101,01

t1/2, ч
t1/2, h

2,26 34,96 2,27 32,50 99,71
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Таблица 2

Сводные данные средних арифметических значений фармакокинетических параметров лозартана в исследовании 
биоэквивалентности препарата Лозартан + амлодипин + розувастатин (таблетки, 100 мг + 5 мг + 20 мг) Санофи  

(N – число измерений, CV – коэффициент вариации)

Table 2

Summary average pharmacokinetic parameters of losartan in the Losartan+amlodipine+rosuvastatin (tablets, 100 mg + 5 mg + 20 mg) 
Sanofi study (N – number of observations, CV – coefficient of variation)

Параметр
Parameter

Исследуемый препарат (T)
Test formulation (T)

N = 127

Референтный препарат (R)
Reference formulation (R)

N = 127 Отношение T/R, (%) 
T/R ratio, (%)

Среднее
Average

CV, (%)
Среднее
Average

CV, (%)

Cmax, нг/мл
Cmax, ng/ml 590,43 52,18 626,14 45,57 94,30

tmax, ч
tmax, h

1,08 63,75 0,97 42,54 111,87

AUC0-t, нг ⋅ ч/мл
AUC0-t, ng ⋅ h/ml 916,20 37,85 923,08 35,00 99,25

λz, ч
−1

λz, h
−1 0,30 34,98 0,30 32,38 99,16

t1/2, ч
t1/2, h

2,86 85,05 2,65 55,63 107,82

Рис. 2. Усреднённые (среднее по препарату) фармакокинетические профили лозартана в плазме крови доброволь-
цев после однократного приёма комбинированного исследуемого препарата Лозартан + амлодипин + розуваста-
тин Санофи (таблетки, 100 мг + 5 мг + 20 мг) в сравнении с приёмом комбинированного референтного препарата 
Лозап® АМ (таблетки, лозартан + амлодипин, 100 мг + 5 мг), T – исследуемый (тестируемый) препарат, R – пре-
парат сравнения (референтный)
Fig. 2. Mean pharmacokinetic profiles of losartan in the blood plasma of volunteers after a single dose of the test drug fixed-
dose combination Losartan + amlodipine + rosuvastatin Sanofi (tablets, 100 mg + 5 mg + 20 mg) and comparison fixed-dose 
combination Lozap® AM (losartan + amlodipine, tablets, 100 mg + 5 mg), T – test drug, R – comparison drug.
Источник: Хохлов А.Л. и соавт., 2022
Source: Khokhlov AL et al., 2022
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Рис. 3. Усреднённые (среднее по препарату) фармакокинетические профили амлодипина в плазме крови добро-
вольцев после однократного приёма комбинированного исследуемого препарата Лозартан + амлодипин + розу-
вастатин Санофи (таблетки, 50 мг + 5 мг + 10 мг) в сравнении с приёмом комбинированного референтного пре-
парата Лозап® АМ (таблетки, лозартан + амлодипин, 50 мг + 5 мг), T – исследуемый (тестируемый) препарат, R – 
препарат сравнения (референтный)
Fig. 3. Mean pharmacokinetic profiles of amlodipine in the blood plasma of volunteers after a single dose of the test drug 
fixed-dose combination Losartan+amlodipine+rosuvastatin Sanofi (tablets, 50 mg + 5 mg + 10 mg) and comparison fixed-
dose combination Lozap® AM (losartan+amlodipine, tablets, 50 mg + 5 mg), T – test drug, R – comparison drug
Источник: Хохлов А.Л. и соавт., 2022
Source: Khokhlov AL et al., 2022

Таблица 3

Сводные данные средних арифметических значений фармакокинетических параметров амлодипина в исследовании 
биоэквивалентности препарата Лозартан + амлодипин + розувастатин (таблетки, 50 мг + 5 мг + 10 мг) Санофи  

(N – число измерений, CV – коэффициент вариации)

Table 3

Summary average pharmacokinetic parameters of amlodipine in the Losartan + amlodipine + rosuvastatin (tablets, 50 mg + 5 mg + 10 mg) 
Sanofi study (N – number of observations, CV – coefficient of variation)

Параметр
Parameter

Исследуемый препарат (T)
Test formulation (T)

N = 123

Референтный препарат (R)
Reference formulation (R)

N = 123 Отношение T/R, (%) 
T/R ratio, (%)

Среднее
Average

CV, (%)
Среднее
Average

CV,
(%)

Cmax, нг/мл
Cmax, ng/ml 3,14 23,48 3,15 22,30 99,78

tmax, ч
tmax, h

6,64 27,85 6,72 24,49 98,70

AUC0-72, нг ⋅ ч/мл
AUC0-72, ng ⋅ h/ml 109,26 24,90 107,21 23,04 101,92

λz, ч
−1

λz, h
−1 0,02 24,43 0,02 24,67 98,60

t1/2, ч
t1/2, h

40,22 28,24 39,14 23,37 102,76
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Рис. 4. Усреднённые (среднее по препарату) фармакокинетические профили амлодипина в плазме крови добро-
вольцев после однократного приёма комбинированного исследуемого препарата Лозартан + амлодипин + розу-
вастатин Санофи (таблетки, 100 мг + 5 мг + 20 мг) в сравнении с приёмом комбинированного референтного пре-
парата Лозап® АМ (таблетки, лозартан + амлодипин, 100 мг + 5 мг), T – исследуемый (тестируемый) препарат,  
R – препарат сравнения (референтный)
Fig. 4. Mean pharmacokinetic profiles of amlodipine in the blood plasma of volunteers after a single dose of the test drug 
fixed-dose combination Losartan + amlodipine + rosuvastatin Sanofi (tablets, 100 mg + 5 mg + 20 mg) and comparison 
fixed-dose combination Lozap® AM (losartan+amlodipine, tablets, 100 mg + 5 mg), T – test drug, R – comparison drug
Источник: Хохлов А.Л. и соавт., 2022
Source: Khokhlov AL et al., 2022

Таблица 4

Сводные данные средних арифметических значений фармакокинетических параметров амлодипина в исследовании 
биоэквивалентности препарата Лозартан + амлодипин + розувастатин (таблетки, 100 мг + 5 мг + 20 мг) Санофи  

(N – число измерений, CV – коэффициент вариации)

Table 4

Summary average pharmacokinetic parameters of amlodipine in the Losartan + amlodipine + rosuvastatin (tablets, 100 mg + 5 mg + 20 mg) 
Sanofi study (N – number of observations, CV – coefficient of variation)

Параметр
Parameter

Исследуемый препарат (T)
Test formulation (T)

N = 127

Референтный препарат (R)
Reference formulation (R)

N = 127 Отношение T/R, (%) 
T/R ratio, (%)

Среднее
Average

CV, (%)
Среднее
Average

CV,
(%)

Cmax, нг/мл
Cmax, ng/ml 2,95 30,08 2,87 27,54 102,57

tmax, ч
tmax, h

6,83 21,87 7,18 21,52 95,17

AUC0-72, нг ⋅ ч/мл
AUC0-72, ng ⋅ h/ml 101,62 27,65 99,86 28,00 101,76

λz, ч
−1

λz, h
−1 0,02 22,55 0,02 19,92 100,53

t1/2, ч
t1/2, h

38,67 26,30 38,49 25,02 100,47
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Рис. 5. Усреднённые (среднее по препарату) фармакокинетические профили розувастатина в плазме крови добро-
вольцев после однократного приёма комбинированного исследуемого препарата Лозартан + амлодипин + розува-
статин Санофи (таблетки, 50 мг + 5 мг + 10 мг) в сравнении с приёмом монокомпонентного референтного препа-
рата Крестор® (розувастатин, таблетки, 10 мг), T – исследуемый (тестируемый) препарат, R – препарат сравнения 
(референтный)
Fig. 5. Mean pharmacokinetic profiles of rosuvastatin in the blood plasma of volunteers after a single dose of the test drug 
fixed-dose combination Losartan + amlodipine + rosuvastatin Sanofi (tablets, 50 mg + 5 mg + 10 mg) and comparison 
monocomponent drug Crestor® (rosuvastatin, tablets, 10 mg), T – test drug, R – comparison drug
Источник: Хохлов А.Л. и соавт., 2022
Source: Khokhlov AL et al., 2022

Таблица 5

Сводные данные средних арифметических значений фармакокинетических параметров розувастатина в исследовании 
биоэквивалентности препарата Лозартан + амлодипин + розувастатин (таблетки, 50 мг + 5 мг + 10 мг) Санофи  

(N – число измерений, CV – коэффициент вариации)

Table 5

Summary average pharmacokinetic parameters of rosuvastatin in the Losartan+amlodipine+rosuvastatin (tablets, 50 mg + 5 mg + 10 mg) 
Sanofi study (N – number of observations, CV – coefficient of variation)

Параметр
Parameter

Исследуемый препарат (T)
Test formulation (T)

N = 123

Референтный препарат (R)
Reference formulation (R)

N = 123 Отношение T/R, (%) 
T/R ratio, (%)

Среднее
Average

CV, (%)
Среднее
Average

CV,
(%)

Cmax, нг/мл
Cmax, ng/ml 10,25 58,27 10,51 73,23 97,58

tmax, ч
tmax, h

2,42 56,03 2,34 57,22 103,45

AUC0-t, нг ⋅ ч/мл
AUC0-t, ng ⋅ h/ml 65,47 56,89 64,62 51,54 101,31

λz, ч
−1

λz, h−1 0,03 56,87 0,04 72,29 92,95

t1/2, ч
t1/2, h

25,45 83,95 23,08 39,59 110,26
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Рис. 6. Усреднённые (среднее по препарату) фармакокинетические профили розувастатина в плазме крови добро-
вольцев после однократного приёма комбинированного исследуемого препарата Лозартан + амлодипин + розува-
статин Санофи (таблетки, 100 мг + 5 мг + 20 мг) в сравнении с приёмом монокомпонентного референтного препа-
рата Крестор® (розувастатин, таблетки, 20 мг), T – исследуемый (тестируемый) препарат, R – препарат сравнения 
(референтный)
Fig. 6. Mean pharmacokinetic profiles of rosuvastatin in the blood plasma of volunteers after a single dose of the test drug 
fixed-dose combination Losartan+amlodipine+rosuvastatin Sanofi (tablets, 100 mg + 5 mg + 20 mg) and comparison 
monocomponent drug Crestor® (rosuvastatin, tablets, 20 mg), T – test drug, R – comparison drug
Источник: Хохлов А.Л. и соавт., 2022
Source: Khokhlov AL et al., 2022

Таблица 6

Сводные данные средних арифметических значений фармакокинетических параметров розувастатина в исследовании 
биоэквивалентности препарата Лозартан + амлодипин + розувастатин (таблетки, 100 мг + 5 мг + 20 мг) Санофи  

(N – число измерений, CV – коэффициент вариации)

Table 6

Summary average pharmacokinetic parameters of rosuvastatin in the Losartan + amlodipine + rosuvastatin (tablets, 100 mg + 5 mg + 20 mg) 
Sanofi study (N – number of observations, CV – coefficient of variation)

Параметр
Parameter

Исследуемый препарат (T)
Test formulation (T)

N = 127

Референтный препарат (R)
Reference formulation (R)

N = 127 Отношение T/R, (%) 
T/R ratio, (%)

Среднее
Average

CV, (%)
Среднее
Average

CV,
(%)

Cmax, нг/мл
Cmax, ng/ml 22,44 52,01 26,61 56,15 84,32

tmax, ч
tmax, h

1,53 39,10 1,47 37,03 104,53

AUC0-t, нг ⋅ ч/мл
AUC0-t, ng ⋅ h/ml 113,04 40,08 125,41 40,43 90,14

λz, ч
−1

λz, h−1 0,04 49,67 0,04 40,61 103,65

t1/2, ч
t1/2, h

21,72 34,50 22,05 33,49 98,53
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Среднее арифметическое значение отношения фар-
макокинетических параметров AUC0-t (T) / AUC0-t (R), 
характеризующего относительную биодоступность ис-
следуемого препарата по отношению к референтному, 
составило 99,25 %. Среднее арифметическое значение 
отношения фармакокинетических параметров Cmax (T) / 
Cmax (R), характеризующего относительную степень 
всасывания активного вещества, составило 94,30 %. 

Фармакокинетические параметры амлодипина / 
Pharmacokinetic parameters of amlodipine

Фармакокинетические параметры амлодипина в ис-
следовании биоэквивалентности препарата Лозартан + 
 амлодипин + розувастатин Санофи (таблетки, 50 мг + 
5 мг + 10 мг) представлены в табл. 3, а усреднённые 
фармакокинетические кривые представлены на рис. 3.

Среднее арифметическое значение отношения фар-
макокинетических параметров AUC0-72 (T) / AUC0-72 (R), 
характеризующего относительную биодоступность ис-
следуемого препарата по отношению к референтному, 
составило 101,92 %. Среднее арифметическое значение 
отношения фармакокинетических параметров Cmax (T) / 
Cmax (R), характеризующего относительную степень 
всасывания активного вещества, составило 99,78 %. 

Фармакокинетические параметры амлодипина в 
исследовании биоэквивалентности препарата Лозартан  
амлодипин + розувастатин Санофи (таблетки, 100 мг  
5 мг + 20 мг) представлены в табл. 4, а усреднённые 
фармакокинетические кривые представлены на рис. 4.

Среднее арифметическое значение отношения фар-
макокинетических параметров AUC0-72 (T) / AUC0-72 (R), 
характеризующего относительную биодоступность ис-
следуемого препарата по отношению к референтному, 
составило 101,76 %. Среднее арифметическое значение 
отношения фармакокинетических параметров Cmax (T) / 
Cmax (R), характеризующего относительную степень 
всасывания активного вещества, составило 102,57 %.

Фармакокинетические параметры розувастатина / 
Pharmacokinetic parameters of rosuvastatin

Фармакокинетические параметры розувастатин в ис-
следовании биоэквивалентности препарата Лозартан + 
амлодипин + розувастатин Санофи (таблетки, 50 мг + 
5 мг + 10 мг) представлены в табл. 5, а усреднённые 
фармакокинетические кривые представлены на рис. 5.

Среднее арифметическое значение отношения фар-
макокинетических параметров AUC0-t (T) / AUC0-t (R), 
характеризующего относительную биодоступность ис-
следуемого препарата по отношению к референтному, 
составило 101,31 %. Среднее арифметическое значение 
отношения фармакокинетических параметров Cmax (T) / 
Cmax (R), характеризующего относительную степень 
всасывания активного вещества, составило 97,58 %. 

Фармакокинетические параметры розувастатина в 
исследовании биоэквивалентности препарата Лозартан + 
амлодипин + розувастатин Санофи (таблетки, 100 мг + 
5 мг + 20 мг) представлены в табл. 6, а усреднённые 
фармакокинетические кривые представлены на рис. 6.

Среднее арифметическое значение отношения фар-

макокинетических параметров AUC0-t (T) / AUC0-t (R), 
характеризующего относительную биодоступность ис-
следуемого препарата по отношению к референтному, 
составило 90,14 %. Среднее арифметическое значение 
отношения фармакокинетических параметров Cmax (T) / 
Cmax (R), характеризующего относительную степень 
всасывания активного вещества, составило 84,32 %.

Оценка биоэквивалентности / Bioequivalence 
assessment

Биоэквивалентность исследуемого и референт-
ного препаратов оценивали на основании 90 % ДИ 
ln-преобразованных значений Сmax, AUC0-72 (для ам-
лодипина) и AUC0-t (для лозартана и розувастатина) 
как основных параметров. Согласно протоколу, пре-
параты считались биоэквивалентными, если границы 
оцененного ДИ для AUC0-t/0-72 и Cmax находились в 
пределах 80,00–125,00 %. В соответствии с прото-
колом исследования, 90 % ДИ для Сmax лозартана 
и розувастатина находились в пределах расчётных, 
расширенных на основании подтверждённых данных 
о высокой вариабельности этого параметра, границ 
биоэквивалентности. Расширение диапазонов было 
выполнено в соответствии с предписаниями соот-
ветствующих руководств [14, 15]. Подробные данные 
представлены в табл. 7 и 8.

Заключение / Conclusion

В рамках регистрации комбинированного препа-
рата Лозартан + амлодипин + розувастатин Санофи 
проведено исследование его биоэквивалентности 
относительно совместно принимаемых препаратов 
Лозап® АМ (лозартан + амлодипин) и Крестор® (ро-
зувастатин) при однократном приёме здоровыми 
добровольцами 18–45 лет натощак. Исследования 
проводились для двух дозировок: лозартан + амло-
дипин + розувастатин, таблетки, 50 мг + 5 мг + 10 мг 
и лозартан + амлодипин + розувастатин, таблетки, 
100 мг + 5 мг + 20 мг, соответственно. Таким образом, 
исследовали биоэквивалентность комбинированного 
препарата Лозартан + амлодипин + розувастатин 
Санофи (таблетки, 50 мг + 5 мг + 10 мг) относитель-
но совместно принимаемых препаратов Лозап® АМ 
(лозартан+амлодипин, таблетки, 50 мг + 5 мг) и Кре-
стор® (розувастатин, таблетки, 10 мг), а также ком-
бинированного препарата Лозартан + амлодипин + 
розувастатин Санофи (таблетки, 100 мг + 5 мг + 20 мг) 
относительно совместно принимаемых препаратов 
Лозап® АМ (лозартан + амлодипин, таблетки, 100 мг + 
5 мг) и Крестор® (розувастатин, таблетки, 20 мг)  
у здоровых добровольцев 18–45 лет после однократ-
ного приёма натощак.

На основании полученных данных можно кон-
статировать, что исследуемые препараты характе-
ризуются высокой степенью сходства показателей 
фармакокинетики. Индивидуальные и усреднённые 
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Таблица 7
ДИ для отношений фармакокинетических параметров Ln(С

max
), Ln(AUC

0-72
)

 
и Ln(AUC

0-t
) в исследовании комбинированного 

препарата Лозартан + амлодипин + розувастатин Санофи (таблетки, 50 мг + 5 мг + 10 мг) (N – число измерений,  
CV

wr
 – коэффициент вариации для препарата сравнения, T – исследуемый препарат, R – препарат сравнения)

Table 7
CI for Ln(С

max
), Ln(AUC

0-72
)

 
and Ln(AUC

0-t
) ratios fixed-dose combination Losartan + Amlodipine + Rosuvastatin Sanofi (tablets,  

50 mg + 5 mg + 10 mg) (N – number of observations, CV
wr

 – reference formulation coefficient of variation, T – test formulation,  
R – reference formulation)

Параметр
Parameter

Генеральное среднее (LSM)
Least squares mean (LSM) Отношение 

T/R (%)
T/R ratio, (%)

90 % ДИ (%)
90 % CI (%) БЭ

BE
CVwr (%)

T R
Полученный

Result
Границы приемлемости

Acceptable range
Лозартан (N = 248)

Losartan

Ln(AUC0-t) 431,1 432,2 99,74 96,96 – 102,60 80,00 – 125,00 ДА
Yes –

Ln (Cmax) 227,8 249,3 91,38 85,43 – 97,76 77,37 – 129,25** ДА
Yes 34,74*

Амлодипин (N = 244)
Amlodipine

Ln(AUC0-72) 105,3 103,7 101,49 99,27 – 103,76 80,00 – 125,00 ДА
Yes –

Ln (C
max

) 3,044 3,059 99,52 97,12 – 101,97 80,00 – 125,00 ДА
Yes 12,20

Розувастатин (N = 248)
Rosuvaststin

Ln(AUC0-t) 57,85 57,55 100,5 95,36 – 105,95 80,00 – 125,00 ДА
Yes –

Ln (Cmax) 8,575 8,589 99,84 93,24 – 106,90 80,00 – 125,00 ДА
Yes 28,07

Примечания: * – коэффициент вариации для препарата сравнения, позволяющий расширить границы приемлемости 90 % ДИ; ** – рас-
ширенные границы приемлемости 90 % ДИ.
Notes: * – coefficient of variation for the reference drug, allowing to extend the acceptance range 90 % CI; ** – extended the acceptance range 90 % CI.

Таблица 8

ДИ для отношений фармакокинетических параметров Ln(С
max

), Ln(AUC
0-72

)
 
и Ln(AUC

0-t
) в исследовании комбинированного 

препарата Лозартан + амлодипин + розувастатин Санофи (таблетки, 100 мг + 5 мг + 20 мг) (N – число измерений,  
CV

wr
 – коэффициент вариации для препарата сравнения, T – исследуемый препарат, R – препарат сравнения)

 Table 8

CI for Ln(С
max

), Ln(AUC
0-72

)
 
and Ln(AUC

0-t
) ratios fixed-dose combination Losartan+Amlodipine+Rosuvastatin Sanofi (tablets, 100 mg 

+ 5 mg + 20 mg) (N – number of observations, CV
wr

 – reference formulation coefficient of variation, T – test formulation,  
R – reference formulation)

Параметр
Parameter

Генеральное среднее (LSM)
Least squares mean (LSM) Отношение T/R 

(%)
T/R ratio, (%)

90 % ДИ (%)
90 % CI (%) БЭ

BE CVwr (%)
T R Полученный

Result
Границы приемлемости

Acceptable range
Лозартан (N = 254)

Losartan

Ln(AUC0-t) 863,0 875,3 98,59 95,79 – 101,48 80,00 – 125,00 ДА
Yes –

Ln (Cmax) 523,1 563,8 92,78 86,30 – 99,74 77,45 – 129,12** ДА
Yes 34,60*

Амлодипин (N = 254)
Amlodipine

Ln(AUC0-72) 97,95 96,19 101,82 99,85 – 103,84 80,00 – 125,00 ДА
Yes –

Ln (Cmax) 2,823 2,769 101,97 99,50 – 104,49 80,00 – 125,00 ДА
Yes 10,65

Розувастатин (N = 254)
Rosuvaststin

Ln(AUC0-t) 104,6 116,0 90,17 86,11 – 94,42 80,00 – 125,00 ДА
Yes –

Ln (Cmax) 19,63 23,03 85,23 79,52 – 91,34 76,38 – 130,92** ДА
Yes 36,59*

Примечания: * – коэффициент вариации для препарата сравнения, позволяющий расширить границы приемлемости 90 % ДИ; **– рас-
ширенные границы приемлемости 90 % ДИ.
Notes: * – coefficient of variation for the reference drug, allowing to extend the acceptance range 90 % CI; ** – extended the acceptance range 90 % CI.
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профили фармакокинетических кривых исследуемого 
и референтных препаратов для действующих веществ 
имеют совпадающие формы. Исследуемые препараты 
характеризуются близкими значениями относительной 
биодоступности и максимальной концентрации ло-
зартана, амлодипина и розувастатина. 90 % ДИ на-
ходились в пределах диапазона биоэквивалентности 
для Сmax (амлодипина), AUC0-72 (для амлодипина) и 
AUC0-t (для лозартана и розувастатина). 90 % ДИ для 
Сmax лозартана и розувастатина находились в пределах 
расчётных расширенных границ биоэквивалентности 
в соответствии с протоколом исследования. 

Таким образом, выполненное исследование по-
зволяет констатировать биоэквивалентность трёх-
компонентных препаратов Лозартан + амлодипин + 
розувастатин Санофи в сравнении с совместно при-
нимаемыми препаратами Лозап® АМ (лозартан + 
амлодипин) и Крестор® (розувастатин).

Результаты описанных исследований биоэквива-
лентности послужили основанием для регистрации 
препарата Тристаниум® (АО Санофи, Россия) под 
номером ЛП-006864.
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