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Уважаемые, читатели! 

Перед вами номер журнала «Фармакокинетика и фармакодинамика», в котором 
нашли отражение некоторые фармакокинетические, фармакодинамические и токси-
кологические аспекты изучения оригинальных лекарственных соединений, а также оп-
тимизация лекарственных форм уже известных соединений. 

В журнале представлены экспериментальные данные по изучению эффективно-
сти новых глипролинов, группы потенциальных лекарственных соединений с нейро-
протекторными свойствами. Представлены данные, показывающие преимущества в 
фармакокинетике препарата «Гармина гидрохлорид» по сравненению с нативным со-
единением. Описана фармакокинетика у кроликов соединения ГК-2, который являтся 
низкомолекулярным миметиком фактора роста нервов. Исследования аллергизирую-
щих свойств и иммунотоксичности таблетированной лекарственной формы соедине-
ния ГМЛ-1, обладающего выраженной анксиолитической активностью, не выявили 
таковых эффектов в изученном диапазоне доз. В статье Цорина И.Б. и соавт. приведено 
подтверждение валидности разработанной авторами оригинальной трансляционной 
модели хронической сердечной недостаточности. Описанный в номере метод ресем-
плинга, применённый авторами к набору рассеянных данных, полученных на примере 
изучения фармакокинетики фармацевтических композиций, содержащих ресвератрол, 
позволил рассчитать значения фармакокинетических параметров и провести их стати-
стическую обработку. В заключении приведены работы, где объяснена целесообраз-
ность определения уровня нейротрофического фактора мозга (BDNF) на додементных 
стадиях цереброваскулярных расстройств у лиц среднего возраста, а также показана 
взаимосвязь между его уровнем и микроэлементами в волосах у молодых добровольцев.

Главный редактор журнала 
д. м. н., профессор, 

заслуженный деятель науки РФ, Москва

Жердев Владимир Павлович 
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Нейропротекторные свойства in vitro новых глипролинов, 
замещённых по N-концу

Николаев С. В., Логвинов И. О., Колясникова К. Н., 
Кузнецова Е. А., Антипов П. И., Антипова Т. А.

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

Аннотация. В работе была исследована нейропротекторная активность аналогов замещённого глипролина ГЗК-111 по N-концу in vitro. Окисли-
тельный стресс, вызванный Н2О2 (1,5 мM) приводил к достоверному снижению жизнеспособности гиппокампальных клеток линии НТ-22. Этиловый 
эфир N-фенилпропионил-глицил-L-пролина (ГЗК-45) защищал клетки от гибели при внесении как за 24 часа до, так и сразу после повреждения в 
концентрации 10–5–10–6М. Соединения с ацетильным (ГЗК-49) и капроноильным (ГЗК-46) остатками по N-концу не обладали защитным действием 
ни в одной из схем эксперимента. ГЗК-45 также был эффективен на модели индуцированного 6-гидроксидофамином повреждения клеток нейро-
бластомы человека линии SH-SY5Y.

Ключевые слова: цикло-L-пролилглицин; окислительный стресс; 6-гидроксидофамин; НТ-22; SH-SY5Y; ГЗК-45; ГЗК-46; ГЗК-49

Для цитирования:
Николаев С.В., Логвинов И.О., Колясникова К.Н., Кузнецова Е.А., Антипов П.И., Антипова Т.А. Нейропротекторные свойства in vitro новых глипроли-
нов, замещённых по N-концу // Фармакокинетика и фармакодинамика. – 2020. – № 2. – С. 4–10. DOI: 10.37489/2587-7836-2020-2-4-10

The in vitro neuroprotective activity of analogues of N-terminus substituted glyprolines
Nikolaev SV, Logvinov IO, Koliasnikova KN, Kuznetsova EA, Antipov PI, Antipova TA

FSBI «Zakusov Institute of Pharmacology», Moscow

Abstract. In this work investigated the neuroprotective activity of analogues of substituted glyproline GZK-111 at the N-terminus in vitro. Oxidative 
stress caused by H2O2 (1.5 mM) led to significant decrease in the hippocampal cells HT-22 viability. The ethyl ester N-phenypropionyl-glycyl-proline  
(GZK-45) was effective at the concentrations up to 10–6M in both experimental schemes. The compounds with N-acethyl (GZK-49) and N-capronoyl (GZK-46) 
fragments did not protective effect in both experimental schemes. GZK-45 also had protective effect in the 6-hydroxydopamine induced damage of SH-SY5Y 
neuroblastoma cells.

Keywords: cyclo-L-prolylglycine; oxydative stress; 6-hydroxydopamine; HT-22; SH-SY5Y; GZK-45; GZK-46; GZK-49

For citations:
Nikolaev SV, Logvinov IO, Koliasnikova KN, Kuznetsova EA, Antipov PI, Antipova TA. The in vitro neuroprotective activity of analogues of N-terminus substituted 
glyprolines. Farmakokinetika i farmakodinamika. 2020;(2):4–10. DOI: 10.37489/2587-7836-2020-2-4-10

Введение

В 1996 г. в НИИ фармакологии имени В.В. Закусова 
был открыт эндогенный пептид циклопролилглицин 
(ЦПГ) [1], у которого были выявлены ноотропные [2], 
анксиолитические [3], антигипоксические [4] и нейро-
протекторные свойства [5]. Было показано, что ЦПГ по 
структуре и фармакологической активности подобен 
пирацетаму [2–5]. Недавно было обнаружено, что ЦПГ 
аналогично пирацетаму оказывает положительное моду-
лирующее действие на глутаматные AMPA-рецепторы [6] 
и усиливает синтез нейротрофина BDNF [7].

Нами был сконструирован линейный замещённый 
глипролин ГЗК-111, этиловый эфир N-фенилацетил-
глицил-L-пролина, химическая структура которого 
предполагает возможность превращения его в ЦПГ в 
биологических средах. Действительно, ГЗК-111 in vitro в 
плазме крови крысы превращается в ЦПГ и проявляет 
весь спектр фармакологической активности, характерный 
для последнего [8, 9]. Ранее нами с целью изучения связи 
структуры и активности был синтезирован ряд аналогов 
ГЗК-111 с замещением по С-концу (амид, метиламид, 

кислота) и показано, что нейропсихотропное действие 
проявляет только амид (соединение ГЗК-113), что, ве-
роятно, связано с предполагаемой способностью этого 
соединения, как и ГЗК-111 (эфир), метаболизироваться 
с образованием ЦПГ [9]

Для дальнейшего выявления зависимости «струк-
тура–действие» в ряду аналогов ГЗК-111 в настоящей 
работе синтезирован ряд N-замещённых глипролинов 
и изучена их нейропротекторная активность in vitro на 
модели окислительного стресса и 6-гидроксидофамин-
индуцированного повреждения нейронов.

Материалы и методы

Экспериментальная химическая часть
В работе использовали коммерческие аминокислоты 

и их производные (Sigma, Reanal). Используемые раство-
рители очищали и сушили стандартными методами. Тем-
пературу плавления определяли в открытых капиллярах 
на приборе Optimelt MPA100 (Stanford Research Systems, 
США) и не корректировали. ПМР-спектры регистрирова-
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ли в растворах диметилсульфоксида-d6 (ДМСО-d6) или 
CDCl3 в шкале δ, м.д. (J, Гц) на спектрометре Fourier 
300 (Bruker, Германия) с рабочей частотой 300 МГц. В 
качестве внутреннего стандарта использовали тетра-
метилсилан. Удельное оптическое вращение измеряли 
на поляриметре ADP 440 Polarimeter (Bellingham + 
Stanley Ltd., Англия). ТСХ проводили на пластинках 
Kieselgel 60 G/F254 (Merck, Германия) в системах 
диоксан — вода 9:1 (А), хлороформ — метанол 9:1 (Б) 
и бензол — уксусная кислота — вода 3:1:1 (В). Со-
единения с амидными группами обнаруживали в 
парах йода, соединения с открытой карбоксильной 
группой — бромкрезоловым зелёным, содержащие 
ароматические группы — в УФ-лучах. Элементный 
анализ проводили на приборе для определения угле-
рода и водорода с четырьмя электрическими печами 
(600–900 °С, тип МА-Г/6Р, завод ЛЭТО, Россия) в 
токе кислорода и на аппарате для определения азота 
с тремя такими же электрическими печами в токе 
углекислого газа. Данные элементного анализа соеди-
нений относительно процентного содержания С, Н и 
N отклоняются от теоретических не более чем на 0,4 %.

Этиловый эфир N-фенилпропионил-глицил-L-
пролина (C6H5–(CH2)2–C(O)–Gly–L–Pro–OC2H5,  
ГЗК-45). Получали аналогично [8]. Т.пл. 111–112 °С; [α]23 

D –83° (с 1, этанол); Rf 0,8 (В). 
Этиловый эфир N-капроил-глицил-L-пролина 

(CH3–(CH2)4–C(O)–Gly–L–Pro–OC2H5, ГЗК-46). К 
охлаждённому до –10 °С раствору 3,5 г (20 ммоль) 
N-капроилглицина в 20 мл ДМФА при интенсивном 
перемешивании одновременно прибавляли 2,63 мл (20 
ммоль) изобутилхлорформиата и 2,56 мл (20 ммоль) 
N-этилморфолина. После 2–3 мин перемешивания 
прикапывали раствор 3,95 г (22 ммоль) гидрохло-
рида этилового эфира пролина и 2,8 мл (22 ммоль) 
N-этилморфолина в 20 мл ДМФА. Реакционную смесь 
перемешивали ещё 30 мин при –10 °С и 1 ч при ком-
натной температуре. Осадок отфильтровывали, филь-
трат упаривали в вакууме, остаток растворяли в CHCl3. 
Раствор последовательно промывали 3 % NaHCO3, 
водой, 1М раствором HCl и вновь водой, высушивали 
безводным сульфатом натрия и упаривали. Полученное 
масло перекристаллизовывали из этилацетата и гексана 
и получали 4,1 г (68 %) этилового эфира N-капроил-
глицил-L-пролина в виде кристаллического продукта. 
Т.пл. 53–54 °С; [α]23D –96,68° (с 1, метанол); Rf 0,75 
(хлороформ:метанол (9:1)). ПМР-спектр (ДМСО-d6) 
δ, м.д.: 0,85 (т, J 6,7 Гц, 3H, CH3(CH2)4), 1,17–1,24 (м, 
7Н, СН3СН2О, CH3–CH2–CH2CH2–CH2), 1,48 (м, 2Н, 
CH3–CH2–CH2–CH2–CH2), 1,6–1,97 (м, 3Н, СβН1 Pro, 
СγН2 Pro), 2,0–2,29 (м, 3Н, СβН1 Pro, CH3–(CH2)3–
CH2), 3,51 (м, 2Н, СδН2 Pro), 3,72–4,2 (м, 4Н, СαН2 

Gly, СН3СН2О), 4,25 (д.д., 1Н, СαН Pro, мажорный 
конформер), 4,68 (д.д., 1Н, СαН Pro, минорный кон-
формер), 7,92 (уш.с., 1Н, NH Gly). Элементный ана-
лиз: вычислено, %: C 60,37; H 8,78; N 9,39; найдено, 
%: С 60,89; H 8,62 C15H26N2O4.

Этиловый эфир N-ацетил-глицил-L-пролина (CH3–
C(O)–Gly–L–Pro–OC2H5, ГЗК-49). 

К охлаждённому до –10 °С раствору 2,35 г  
(20 ммоль) N-ацетилглицина в 30 мл ДМФА при 
интенсивном перемешивании одновременно при-
бавляли 2,6 мл (20 ммоль) изобутилхлорформиата 
и 2,6 мл (20 ммоль) N-этилморфолина. После 2–3 
мин перемешивания прикапывали раствор 4 г (22 
ммоль) гидрохлорида этилового эфира пролина и 
2,8 мл (22 ммоль) N-этилморфолина в 20 мл ДМФА. 
Реакционную смесь перемешивали еще 30 мин при 
–10 °С и 1 ч при комнатной температуре. Осадок 
отфильтровывали, фильтрат упаривали в вакууме, 
остаток растворяли в CHCl3. Раствор последовательно 
промывали 3 % NaHCO3, водой, 1М раствором HCl 
и вновь водой, высушивали безводным сульфатом 
натрия и упаривали. Получали 1,9 г (81 %) этилового 
эфира N-ацетил-глицил-L-пролина в виде кристалли-
ческого продукта. Т.пл. 48–50 °С; Rf 0,82 (хлороформ : 
метанол (9:1)). ПМР-спектр (CDCl

3
) δ, м.д.: 1,27 (м, 

3Н, СН3СН2О), 2,02–2,21 ((м, 7Н, СβН2 Pro, СγН2 
Pro, СН3 (Ac)), 3,49–3,59 (м, 2Н, СδН2 Pro), 4,02–4,2 
(м, 4Н, СδН2 Gly, СН3СН2О), 4,47 (д.д., 1Н, СαН Pro, 
мажорный конформер), 4,51 (д.д., 1Н, СαН Pro, ми-
норный конформер), 6,56 (уш.с., 1Н, NH Gly) [10].

Эксперименты in vitro
Исследование проводили с использованием клеток 

линии HT-22 (иммортализованные клетки гиппокампа 
мыши) и линии SH-SY5Y (клетки нейробластомы че-
ловека). Для эксперимента клетки рассеивали на 96-лу-
ночные культуральные планшеты, обработанные поли-
D-лизином (Corning, США; 5 мкг/см2) с плотностью  
20 тыс./см2 и инкубировали в среде DMEM (HyClone, 
Финляндия), содержащей 2 мМ L-глутамина (MP 
Bioscience, Китай) и 5 % (для клеток линии HT-22) 
или 10 % (для клеток линии SH-SY5Y) эмбриональной 
телячьей сыворотки (Gibco, США) при температуре  
37 °C в атмосфере, содержащей 5 % CO2 до образо-
вания монослоя.

Окислительный стресс моделировали путём вне-
сения перекиси водорода в конечной концентрации  
1,5 мM) [11]. Спустя 30 мин среду заменяли на обыч-
ную. Через 4 ч выполняли измерение жизнеспособ-
ности клеток.

Для индукции гибели клеток 6-гидроксидофами-
ном его вносили в культуральную среду в конечной 
концентрации 100 мкМ [12]. Спустя 24 ч среду за-
меняли на обычную. Измерение жизнеспособности 
клеток выполняли спустя сутки (рис. 1А).

Жизнеспособность клеток измеряли с использова-
нием MTT-теста с добавлением 0,5 % раствора бромида 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолия 
(MTT). Для растворения образующихся кристаллов 
формазана использовали ДМСО. Оптическую плот-
ность измеряли на спектрофотометре Multiscan EX 
при длине волны 600 нм [13] (рис. 1Б).
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Исследуемые соединения (ГЗК-45, ГЗК-46 и ГЗК-49) 
растворяли в деионизированной воде и вносили за 24 ч 
до перекиси водорода или 6-OHDA либо сразу после 
смены среды в конечных концентрациях 10–5–10–8М.

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием критерия Краскела—Уоллиса с 
последующим тестом по Данну (ANOVA). Данные 
считались достоверными при p ≤ 0,05 и представлены 
в виде m ± s.d. 

Результаты и обсуждение

Для изучения влияния природы N-ацильного заме-
стителя ГЗК-111 на его биологическую активность нами 
были сконструированы и синтезированы его аналоги: 
этиловый эфир N-фенилпропионил-глицил-L-пролина 
(ГЗК-45), гомолог с удлинённым фенилалканоильным 
радикалом; этиловый эфир N-капроил-глицил-L-
пролина (ГЗК-46), аналог с алифатическим ацильным 
фрагментом, в котором сохранено число сигма-свя-
зей, и эфир N-ацетил-глицил-L-пролина (ГЗК-49) 
с удалением из фенилацильного фрагмента фенила. 
Структурные аналоги ГЗК-111 представлены на рис. 2.

Этиловые эфиры N-ацилглицилпролинов (ГЗК-45, 
ГЗК-46, ГЗК-49) получали (рис. 3) методом смешанных 
ангидридов с использованием изобутилхлорформиата 
в условиях Андерсона [14]. В качестве карбоксильной 

Рис. 1. Схемы экспериментов по установлению нейропротекторного действия замещён-
ных глипролинов на моделях окислительного стресса, индуцированного перекисью водо-
рода (А) и 6-гидроксидофамином (Б)

Рис. 2. ГЗК-111 и его аналоги

Рис. 3. Схема синтеза замещённых глипролинов
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компоненты для получения ГЗК-45 и ГЗК-46 исполь-
зовали N-фенилалканоилглицин, синтезированный 
из глицина и хлорангидрида соответствующей фени-
лалкановой кислоты по Шоттен–Бауману [15], для 
получения ГЗК-49 — коммерческий ацетилглицин 
(Reanal). В качестве аминокомпоненты использовали 
этиловый эфир пролина, полученный этерификацией 

пролина абсолютным этанолом в присутствии хлори-
стого тионила по методу Бреннера [16].

При внесении в культуру клеток HT-22 пере-
кись водорода в концентрации 1,5 мM вызывает 
быструю гибель клеток из-за активации свобод-
норадикальных процессов [17]. Окислительный 
стресс, вызванный Н2О2, приводил к достоверно-

Таблица 1

Нейропротекторная активность замещённых глипролинов в модели окислительного стресса на культуре нейронов НТ-22

Группа, n = 16 Концентрация, М

Внесение за 24 ч до Н2О2 (n = 16) Внесение после Н2О2 (n = 16)

Данные МТТ-
теста, % от 

контроля

Нейропротекторная 
активность А, %

Данные МТТ-теста, 
% от контроля

Нейропротекторная 
активность А (%)

Контроль 0 100 ± 7 100 100 ± 6 100

H2O2 1,5∙10–6 65 ± 4 0 67 ± 2 0

ГЗК-45

10–5 76 ± 4* 31* 74 ± 4* 21*

10–6 78 ± 5* 37* 78 ± 3* 33*

10–7 69 ± 5 11 75 ± 4* 24*

10–8 66 ± 4 3 73 ± 3* 18*

Контроль 0 100 ± 6 100 100 ± 3 100

H2O2 1,5∙10–6 66 ± 3 0 70 ± 7 0

ГЗК-46

10–5 70 ± 4 12 72 ± 3 7

10–6 66 ± 3 0 73 ± 3 10

10–7 63 ± 1 –9 73 ± 6 10

10–8 65 ± 3 –3 66 ± 2 –13

Контроль 0 100 ± 10 100 100 ± 4 100

H2O2 1,5∙10–6 54 ± 4 0 70 ± 3 0

ГЗК-49

10–5М 60 ± 2 –8 72 ± 2 10

10–6М 63 ± 3 0 73 ± 4 13

10–7М 60 ± 3 –8 73 ± 2 –7

10–8М 62 ± 3 –3 66 ± 1 –13
Примечания: * – p ≤ 0,05 – от H2O2 (критерий Краскела–Уоллиса с последующим тестом по Данну. Нейропротекторную активность пепти-

дов вычисляли по формуле: 
2 2

2 2

в�во H O
max

к H O

100 %,
D D

A
D D

−
=

−
 где: D — оптическая плотность раствора.

Рис. 4. Нейропротекторное действие ГЗК-45 на модели повреждения клеток нейробластомы линии SH-SY5Y, ин-
дуцированного 6-гидроксидофамином. Внесение за 24 ч до 6-6-OHDA (А) и сразу после смены среды (Б). Данные 
МТТ-теста.
Примечания: * — p ≤ 0,05 — от Контроля; ^ — p ≤ 0,05 от H2O2 (критерий Краскела–Уоллиса с последующим тестом по Данну.

А Б
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му снижению жизнеспособности гиппокампальных 
клеток линии НТ-22. ГЗК-45 защищал клетки от 
повреждения Н2О2 в концентрациях 10–5–10–8 М 
как при внесении за 24 ч до перекиси водорода, так и 
при внесении соединения после неё. ГЗК-46 и ГЗК-49 
не оказывали защитного действия в обеих схемах 
внесения (табл. 1).

Далее изучалась способность ГЗК-45 защищать 
клетки нейробластомы человека SH-SY5Y на клеточ-
ной модели болезни Паркинсона с использованием 
6-гидроксидофамина в концентрации 100мМ [12]. 
6-гидроксидофамин достоверно снижал жизнеспособ-
ность клеток, ГЗК-45 оказывал достоверное защитное 
действие как при внесении за 24 ч до 6-гидрокси-
дофамина в концентрации 10–5–10–6М, так и после 
повреждения в концентрации 10–5М (рис. 4).

Ранее было показано, что ГЗК-111 может мета-
болизироваться до ЦПГ. Можно предположить, что 
ГЗК-45 имеет такую же возможность, так как его 
фенилпропаноильный заместитель гомологичен 
фенилацетильному, в то время как соединения с 
алканоильными радикалами ГЗК-46 и ГЗК-49, по-
видимому, не способны метаболизироваться до ЦПГ 
(рис. 5).

Таким образом, активность проявляют только 
соединения, потенциально способные метаболизи-
роваться до ЦПГ.

Выводы

1. Сравнительная оценка показала, что из трёх 
исследуемых соединений только одно – ГЗК-45 об-
ладает нейропротекторным действием, у ГЗК-46 и 
ГЗК-49 оно отсутствует. 

2. Активность проявляют только соединения, по-
тенциально способные метаболизироваться до ЦПГ.
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Подтверждение валидности разработанной  
трансляционной модели хронической сердечной  

недостаточности у крыс
Цорин И. Б., Барчуков В. В., Ионова Е. О., Столярук В. Н.,  

Вититнова М. Б., Крыжановский С. А.

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

Аннотация. В опытах на разработанной нами трансляционной модели хронической постинфарктной сердечной недостаточности методом 
эхокардиографии показано, что у животных через 90 сут после воспроизведения инфаркта миокарда, по сравнению с ложнооперированными, 
значимо увеличиваются конечно-систолический и конечно-диастолический размеры левого желудочка сердца (соответственно, с 2,49 ± 0,09 мм  
на 2-е сут после операции до 3,91 ± 0,17 мм, р = 0,0002, и с 3,56 ± 0,12 до 5,20 ± 0,19 мм, р = 0,0002) и снижается его инотропная функция (р = 0,0046), 
что свидетельствует о наличии у них моделируемой патологии. Через 5 сут после проведения эхокардиографического исследования в тесте «тред-
бан – бег до отказа» оценивали толерантность животных к физической нагрузке. Показано, что у крыс через 90 сут после перевязки коронарной 
артерии переносимость физической нагрузки резко снижается – величина пройдённой ими дистанции составляет 109,21 ± 11,61 м, что в 2,5 раза 
меньше расстояния, пройденного ложнооперированными животными (р = 0,003) и в 5,3 раза меньше дистанции, преодоленной интактными крысами 
(р = 0,0001), – что патогномонично для хронической сердечной недостаточности и дополняет данные ранее проведённых морфо-гистологических, 
биохимических и молекулярных исследований, свидетельствующих о том, что настоящая модель воспроизводит основные клинико-диагностиче-
ские признаки моделируемой патологии.

Ключевые слова: трансляционная модель; хроническая постинфарктная сердечная недостаточность; передний трансмуральный инфаркт 
миокарда; эхокардиография; толерантность к физической нагрузке; валидность
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Confirmation of validity of the developed translational model of chronic heart failure in rats
Tsorin IB, Barchukov VV, Ionova EO, Stolayruk VN, Vititnova MB, Kryzhanovskii S

FSBI «Zakusov Institute of Pharmacology», Russia, Moscow

Abstract. The exprimants based on our translational model of chronic post-infarction heart failure within the use of echocardiography showed that in 
animals after 90 days after the reproduction of the myocardial infarction compared to the sham operated animals there is a significant increase in the end-
systolic and end-diastolic sizes of the left ventricle (respectively, from 2.49 ± 0.09 to 3.91 ± 0.17 mm, p = 0.0002, and from 3.56 ± 0.12 to 5.20 ± 0.19 mm,  
p = 0.0002) and the decrease of its inotropic function that indicates a simulated pathology. 5 days after the echocardiographic study, the animals' exercise 
tolerance was assessed in the treadmill-run to failure test. It is proved in rats that 90 days after the coronary artery litigation the tolerance of physical activity 
decreases sharply – the value of the distance covered by them is 109.21 ± 11.61 m, which is 2.5 times less than the distance covered by sham operated animals 
(p = 0.003) and 5.3 times less than the distance covered by intact rats (p = 0.0001), – which is pathognomonic for chronic heart failure and complements the 
data of previously conducted morpho-histological, biochemical and molecular studies, indicating that the present model reproduces the main clinical and 
diagnostic signs of the simulated pathology.

Keywords: translational model; chronic postinfarction heart failure; anterior transmural myocardial infarction; echocardiography; exercise tolerance; validity
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Введение

Несмотря на успехи в лечении заболеваний сердечно- 
сосудистой системы, число больных и летальность 
от хронической сердечной недостаточности (ХСН) 
постоянно увеличиваются, что во многом связано с 
увеличением продолжительности жизни населения, 
в частности обусловленной снижением больничной 
летальности от острого инфаркта миокарда [1]. Не-
смотря на достигнутые в настоящее время весьма 
существенные успехи кардиофармакологии, в клинике 
эффективные лекарственные средства для лечения 
ХСН отсутствуют, о чем свидетельствуют результаты 
крупных эпидемиологических исследований, согласно 

которым в течение 4 лет после постановки диагноза 
ХСН, а в тяжёлых случаях в течение года, умирает 
примерно половина больных [2]. В настоящее время 
единственным эффективным способом лечения де-
компенсированной ХСН является пересадка сердца 
[3]. Естественно, что поиск новых оригинальных кар-
диопротективных лекарственных средств для лечения 
ХСН является актуальной задачей, однако её решение 
невозможно без использования адекватных экспери-
ментальных моделей этого патологического состояния. 
Ранее нами была разработана трансляционная модель 
постинфарктной ХСН у крыс, достаточно полно вос-
производящая основные клинико-диагностические 
признаки этого заболевания [4]. Было показано, что 
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у крыс с передним трансмуральным инфарктом ми-
окарда ХСН, согласно данным эхокардиографии, 
формируется через 90 сут после одномоментной 
перевязки передней коронарной артерии. Наличие 
ХСН было подтверждено результатами морфо-ги-
стологических исследований, свидетельствующих о 
патогномоничных для ХСН застойных явлениях в 
органах-мишенях (лёгкие, печень), биохимических 
исследований — значимое увеличение в плазме крови 
биохимического маркера ХСН натрийуретического 
пептида, и молекулярных исследований, согласно 
которым в миокарде левого желудочка сердца выявлена 
аномальная экспрессия мРНК генов ряда рецепторов 
и сигнальных белков (β-AR, AT1A-R, V1A-R, Ерас, 
СаМ и др.), которая влечёт за собой активацию со-
пряжённых с ними патологических внутриклеточных 
сигнальных каскадов, ответственных за инициацию 
гипертрофии и ремоделирования сердца. Вместе с тем, 
из клиники известно, что одним из основных критери-
ев, определяющих как степень тяжести заболевания, 
так и эффективность лекарственной терапии является 
переносимость физической нагрузки [5]. Исходя из 
этого, для окончательного подтверждения валидности 
разработанной нами трансляционной модели ХСН 
было изучено изменение толерантности к физической 
нагрузке у крыс со сформировавшейся ХСН.

Материалы и методы

Животные
Эксперименты выполнены на беспородных бе-

лых крысах-самцах массой 160–180 г, полученных из 
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологического агентства», 
филиал «Столбовая». Животные имели ветеринарный 
сертификат и прошли карантин в виварии ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В. Закусова». Живот-
ных содержали в соответствии с приказом Минздрава 
России № 199 от 01 апреля 2016 года «Об утверждении 
правил надлежащей лабораторной практики» и СП 
2.2.1.3218-14 «Санитарно-эпидемиологические тре-
бования к устройству, оборудованию и содержанию 
экспериментально-биологических клиник (вивари-
ев)» от 29 августа 2014 г. № 51. Все эксперименты с 
животными проводили в соответствии с междуна-
родными правилами (European Communities Council 
Directive of November 24,1986 (86/609/EEC)), а также 
в соответствии с «Правилами работы с животными», 
утверждёнными биоэтической комиссией ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В. Закусова».

Эхокардиографические исследования 
Наркотизированных животных (кетамин, 100 мг/кг) 

фиксировали в положении на спине на операционном 
столике. Измерения проводили в условиях закрытой 
грудной клетки и спонтанного дыхания в одномерном 
М- и двухмерном В-модальных режимах при поло-

жении датчика эхокардиографа в парастернальной 
позиции по длинной оси сердца. В М-модальном 
режиме оценивали конечно-систолический (КСР) 
и конечно-диастолический (КДР) размеры левого 
желудочка сердца, затем по методу Teichholz рассчи-
тывали фракцию выброса (ФВ), фракцию укорочения 
(ФУ). Оценку показателей проводили, как минимум, 
по пяти последовательным сердечным циклам. Все 
измерения выполняли в соответствии с Рекоменда-
циями Американского общества и Европейской ассо-
циации по эхокардиографии. В работе использовали 
цифровой ультразвуковой эхокардиограф DP-6600 
(Mindray, Китай) с электронным микроконвексным 
датчиком 65С15ЕА (6,5/8,0 МГц). Оценку состояния 
внутрисердечной гемодинамики проводили за сутки 
до лигирования коронарной артерии и на 2- и 90-е сут 
после воспроизведения инфаркта миокарда.

Для определения референтных величин показате-
лей геометрии и инотропной функции сердца были 
проанализированы результаты регистрации эхокардио-
грамм у 163 интактных крыс-самцов массой 160–250 г.

Оценка толерантности к физической нагрузке
Оценку толерантности животных к физической на-

грузке проводили на беговой дорожке LE8700 Tredmill 
control фирмы Panlab Harvard apparatus (Испания) 
через 5 сут после последнего эхокардиографического 
исследования. На пол неподвижной камеры тредбана 
постоянно подавали электрический ток силой 1,5 мА. 
Скорость движения беговой дорожки составляла 36 м/мин, 
воспроизводя, таким образом, высокий уровень фи-
зической нагрузки. Критерием оценки толерантности 
к физической нагрузке являлась дистанция, проходи-
мая животными по тредбану до полного утомления, 
о котором свидетельствует или переворот животного 
на спину/бок, или его пребывание на неподвижной 
части тредбана более 10 с. Пройденную дистанцию (м) 
рассчитывали с помощью с помощью специальной 
программы “SEDACOM”. 

Экспериментальный протокол 
Животные были рандомизированы на 3 группы: 

1-я – интактные (n = 12), 2-я – ложнооперированные 
(n = 9) и 3-я (n = 12) – крысы с ХСН. Трансляционную 
модель ХСН у крыс воспроизводили как описано ранее 
[4]. Лигирование коронарной артерии осуществляли 
по методу, предложенному Selye AI [6]. Критери-
ем включения в эксперимент животных 3-й группы 
было эхокардиографически подтверждённое наличие 
переднего трансмурального инфаркта миокарда через 
2 сут и развитие ХСН через 90 сут после лигирования 
коронарной артерии.

Статистический анализ 
Нормальность распределения выборок проверяли 

с помощью критерия Шапиро–Уилка, гомогенность 
дисперсий с помощью критерия Левена. Так как вы-
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борки имели распределение, близкое к нормальному, 
а дисперсии были приблизительно равны, то для 
определения значимости различий использовали: 
для эхокардиографических данных – дисперсион-
ный анализ повторных измерений (факторы: время 
и инфаркт миокарда), для результатов тестирования 
толерантности к физической нагрузке – однофактор-
ный дисперсионный анализ. В обоих случаях даль-
нейшую обработку проводили с помощью критерия 
множественных сравнений по Ньюмену–Кейлсу. 
Полученные результаты выражали в виде средних 
арифметических и их стандартных ошибок. Критиче-
ский уровень значимости α = 0,05. Статистическую 
обработку проводили с помощью программы «Био-
стат-2009» (серийный № 1-BsiGf-QeLFS).

Результаты и обсуждение

Эхокардиографические исследования
Интактные и ложнооперированные животные.  

У ложнооперированных животных (n = 9) на 2-е сут 
после подведения лигатуры под коронарную артерию 
не было выявлено существенных изменений ни в гео-
метрии, ни в сократимости левого желудочка сердца 
по сравнению с исходным уровнем перед операцией. 
Так, например, величина КСР, соответственно, рав-
нялась 1,67 ± 0,10 мм и 1,59 ± 0,09 мм, а величина 
ФВ была равна 88,6 ± 1,8 % и 88,4 ± 2,0 % (табл. 1, 
рис. 1А). В дальнейшем в течение всего периода на-

Таблица 1

Изменения кардиогемодинамики, возникающие в условиях 
сердечной недостаточности, вызванной экспериментальным 

инфарктом миокарда у крыс (M ± m)

Условия Показатель
Время после операции, сут

2-е 90-е

Ложноопе-
рирован-

ные, 
n = 9

КСР, мм 1,67 ± 0,10 1,88 ± 0,19  
p = 0,619+

КДР, мм 3,55 ± 0,13 3,83 ± 0,22  
p = 0,646+

ФУ, % 52,9 ± 1,5 50,9 ± 1,2  
p = 0,395+

ФВ, % 88,6 ± 1,8 87,1 ± 1,6 
p = 0,726+

ХСН, 
n = 12

КСР, мм 2,49 ± 0,09 
p = 0,0009*

3,91 ± 0,17 
p = 0,0001* 
p = 0,0002+

КДР, мм 3,56 ± 0,12  
p = 0,871*

5,20 ± 0,19 
p = 0,0001* 
p = 0,0002+

ФУ, % 30,0 ± 1,3  
p = 0,0001*

25,1 ± 0,9  
p = 0,0001* 
p = 0,0097+

ФВ, % 63,9 ± 1,6  
p = 0,0001*

55,9 ± 1,4  
p = 0,0046* 
p = 0,0008+

Примечание: достоверность по сравнению * – с ложнооперирован-
ными животными; + – со 2-ми сут.

Рис. 1. Эхокардиограммы крыс: А – ложнооперирован-
ное животное; Б – 2-е сут после воспроизведения перед-
него трансмурального ИМ; В – 90-е сут после воспро-
изведения ИМ (животные со сформировавшейся ХСН)
Примечания: КДР – конечно-диастолический размер; КСР – конеч-
но-систолический размер; ПС – передняя стенка; ЗС – задняя стен-
ка левого желудочка сердца
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блюдения величины КСР, КДР, ФУ и ФВ существенно 
не изменялись и к концу эксперимента (через 3 мес.) 
составляли 1,88 ± 0,19 мм, 3,83 ± 0,22 мм, 50,9 ± 1,2 % 
и 87,1 ± 1,6 %, соответственно. Во всех случаях р > 0,05. 
Величины этих показателей полностью соответство-
вали диапазону референтных величин для интактных 
крыс (табл. 2).

Животные с ХСН. У животных этой группы (в 
эту группу включены только животные с докумен-
тально подтверждённым передним трансмуральным 
инфарктом миокарда, n = 12) на 2-е сут после вос-
произведения инфаркта миокарда зарегистрированы 
существенные изменения в геометрии и состоянии 
систолической функции левого желудочка сердца 
(табл. 1, рис. 1Б). Так, например, отмечено статисти-
чески значимое по сравнению с ложнооперирован-
ными животными увеличение КСР (соответственно  
2,49 ± 0,09 и 1,67 ± 0,10 мм, р = 0,0009) и уменьшение 
величины ФВ (соответственно 63,9 ± 1,6 и 88,6 ± 1,8 %, 
р = 0,0001), тогда как величина КДР у животных этой 
группы и ложнооперированных крыс практически не 
различалась (соответственно 3,56 ± 0,12 и 3,55 ± 0,13 мм, 
р = 0,871). Эти данные дают основание полагать, что 
у животных уже со 2-х сут начинает формироваться 
систолическая сердечная недостаточность. 

Через 3 мес. после воспроизведения инфаркта мио-
карда отмечается статистически значимое по сравнению 
со 2-ми сут снижение ФВ левого желудочка сердца (со-
ответственно 55,9 ± 1,4 и 63,9 ± 1,6 %, р = 0,0008) (табл. 1, 
рис. 1В). Снижение насосной функции сердца (на 13 % 
по сравнению со 2-ми сут после операции и на ≈36% по 
сравнению с ложнооперированными животными) сопро-
вождается дальнейшим динамическим увеличением КСР 
и КДР (соответственно, с 2,49 ± 0,09 до 3,91 ± 0,17 мм, 
р = 0,0002, и с 3,56 ± 0,12 до 5,20 ± 0,19 мм, р = 0,0002), 
что свидетельствует о развитии к этому сроку дилата-
ционной сердечной недостаточности.

Таким образом, результаты динамического эхо-
кардиографического исследования свидетельствуют о 
том, что у животных этой группы к концу 3-го месяца 
во всех случаях формируется дилатационная постин-
фарктная сердечная недостаточность.

Тестирование животных на толерантность 
к физической нагрузке 

Интактные и ложнооперированные животные. Как 
следует из полученных данных, дистанция, пройденная 

интактными крысами (группа 1) до полного утомле-
ния, равняется 595,08 ± 24,50 м, тогда как таковая, 
пройденная ложнооперированными животными, 
приблизительно в 2 раза меньше – 276,47 ± 38,98 м 
(рис. 2). Различие статистически значимо (р = 0,0001). 
Несмотря на то, что эхокардиографические характе-
ристики миокарда у интактных и ложнооперированых 
животных идентичны, такая разница представляется 
логичной, поскольку у ложноперированных животных 
при проведении оперативного пособия пересекались 
межреберные мышцы, что, естественно, снижает экс-
курсию грудной клетки. Также нельзя исключить и 
наличие в плевре послеоперационных спаек. По всей 
видимости, в условиях покоя эта послеоперационная 
травма не играет существенного значения, однако 
при интенсивной физической нагрузки снижение 
экскурсии грудной клетки и/или наличие спаек в 
плевральной полости создают условия для более бы-
строго, по сравнению с интактными животными, 

Таблица 2

Референтные величины эхокардиографических показателей геометрии и деятельности сердца интактных наркотизированных 
(кетамин 100 мг/кг в/б) крыс массой 160–250 г (n = 160)

Показатель Минимум Максимум Медиана Среднее арифметическое Стандартное отклонение

КСР, мм 1,16 2,23 1,75 1,72 0,18

КДР, мм 2,93 4,93 3,62 3,65 0,35

ФУ, % 44,3 68,0 51,9 52,6 4,6

ФВ, % 81,5 94,0 88,0 88,3 3,2

Рис. 2. Величина пройденной дистанции (бег на тред-
миле, скорость 36 м/мин) интактными, ложноопериро-
ванными и животными со сформировавшейся ХСН
Примечания: По оси ординат – дистанция, пройдённая животным 
до полного утомления в м. Показаны средние арифметические и 
их стандартные ошибки; * – р ≤ 0,05 по отношению к интактным;  
# – р ≤ 0,05 по отношению к ложнооперированным крысам. ЛО – 
ложнооперированные крысы; ХСН – крысы с хронической сердеч-
ной недостаточностью
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развития системной гипоксии и, как следствие этого, 
снижения толерантности к выполняемой нагрузке.

Животные с ХСН. Как следует из полученных дан-
ных, у крыс через 90 сут после перевязки коронарной 
артерии переносимость физической нагрузки резко 
снижается – величина пройденной ими дистанции 
составляет 109,21 ± 11,61 м, что в 2,5 раза меньше 
расстояния, пройдённого ложнооперированными 
животными (р = 0,003) и в 5,3 меньше дистанции, пре-
одолённой интактными крысами (р = 0,0001) (см. рис. 
2), что, согласно выше приведённым данным эхокар-
диографических исследований, связано с дилатацией 
левого желудочка сердца и снижением его инотропной 
функции, что, как хорошо известно, провоцирует 
венозный застой в лёгких и системную гипоксию.

Заключение

Таким образом, результаты настоящего исследова-
ния свидетельствуют о том, что у крыс через 3 мес. по-
сле воспроизведения переднего трансмурального ин-

фаркта миокарда толерантность к физической нагрузке 
значимо снижена по сравнению как с интактными, так 
и ложнооперированными животными, что позволяет 
говорить о том, что эти и ранее полученные данные 
(эхокардиографические, морфо-гистологические, био-
химические и молекулярные) свидетельствуют о том, 
что разработанная нами трансляционная модель ХСН 
воспроизводит основные клинико-диагностические 
признаки, патогномоничные для этого заболевания, 
а сама модель валидна.
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Фармакокинетика инъекционной лекарственной формы 
ГК-2 у кроликов

Шевченко Р. В., Литвин А. А., Колыванов Г. Б., Бочков П. О., Грибакина О. Г.,  
Новицкий А. А., Жердев В. П.

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

Аннотация. Изучена фармакокинетика миметика фактора роста нервов ГК-2 (димерный дипептидный миметик 4-й петли NGF, производного фтор-
замещённого 5-[2-(5-фторпирид-3-ил)-этил)]-2,8-диметил-2,3,4,5-тетрагидро-1Н-пиридо[4,3-b]индола) у кроликов после однократного внутривенного 
введения инъекционной лекарственной формы в дозе 24 мг (7,8–8,7 мг/кг). Концентрации ГК-2 в плазме крови животных определяли методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием. ГК-2 можно отнести к «короткоживущим» лекарственным 
веществам, т. к. период полувыведения из плазмы крови кроликов составил 0,9 ± 0,1 ч.

Ключевые слова: нейропротектор ГК-2; доклиническая фармакокинетика
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The pharmacokinetics of the injectable dosage form of GK-2 in rabbits
Shevchenko RV, Litvin AA, Kolyvanov GB, Bochkov PO, Gribakina OG, Novitskiy AA, Zherdev VP

FSBI «Zakusov Research Institute of Pharmacology», Russia, Moscow

Abstract. The pharmacokinetics of the nerve growth factor mimetic GK-2 (dimeric dipeptide mimetic of the 4-th loop NGF, a derivative of fluoro-substituted 
5-[2-(5-fluoropyrid-3-yl) -ethyl)]-2,8-dimethyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-pyrido[4,3-b]indole) in rabbits after a single intravenous injection of an injectable dosage 
form at dose 24 mg (7,8-8,7 mg/kg). GK-2 concentrations in the blood plasma were determined by high-performance liquid chromatography with mass-
spectrometric detection. GK-2 can be attributed to "short-lived" drugs, since the half-life from the rabbits blood plasma was 0.9±0.1 h.

Keywords:  neuroprotector GK-2, preclinical pharmacokinetics
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Введение

Разработка нейропротективных средств лечения 
острых нарушений мозгового кровообращения являет-
ся одной из проблем современной фармакологии [1].

В ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. За-
кусова» создан низкомолекулярный миметик фактора 
роста нервов – димерный дипептид ГК-2, активирую-
щий специфические для NGF тирозинкиназные TrkA-
рецепторы и пострецепторный сигнальный путь Akt, 
преимущественно вовлечённый в нейропротекцию [2].

Необходимым этапом разработки оригинального 
лекарственного средства (ЛС) является изучение его 
фармакокинетики и метаболизма в эксперименте 
[3]. Выявление общих закономерностей и различий 
в фармакокинетике фармакологически активных ве-
ществ у экспериментальных животных разных видов 
позволяет наиболее точно экстраполировать значения 
фармакокинетических параметров на человека. Ана-
лиз доклинических исследований очень важен для 
оценки вероятности развития и характера побочных 
эффектов, обеспечивает полезной информацией при 
переносе данных с животных на человека для выбора 

пути введения, расчёта дозы ЛС и продолжительности 
отбора проб крови у добровольцев для фазы I клини-
ческих исследований.

В соответствии с требованиями «Руководства по 
проведению доклинических исследований лекарствен-
ных средств» при изучении фармакокинетики нового 
фармакологического вещества требуется выполнить 
данное исследование минимум на двух видах экс-
периментальных животных [3]. Ранее была изучена 
доклиническая фармакокинетика соединения ГК-2 
на крысах. Однако полученные в этих исследованиях 
результаты имеют некоторые недостатки, связанные 
с тем, что первичные данные носят дискретный ха-
рактер. Другими словами, фармакокинетический 
профиль исследуемого вещества является суммой 
отдельных точек (концентраций), т. е. каждой концен-
трации соответствует отдельное животное. Изучение 
фармакокинетики ГК-2 на более крупных животных 
(не грызунах) – кроликах, позволяет обойти эти не-
достатки.

Цель данного исследования — изучение фарма-
кокинетики инъекционной лекарственной формы 
ГК-2 на кроликах.
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Материалы и методы

Для проведения фармакокинетических исследо-
ваний использовали фармацевтическую субстанцию 
ГК-2 (Серия–СН-13-88), синтезированную в лабо-
ратории пептидных биорегуляторов ФГБНУ «НИИ 
фармакологии имени В.В. Закусова». На 6 кроликах-
самцах породы шиншилла (питомник «Столбовая», 
Московская область) массой 2,75–3,10 кг проведено 
открытое фармакокинетическое исследование. Кро-
ликам в краевую ушную вену (правое ухо) вводили  
2 мл раствора, полученного путём растворения со-
держимого двух флаконов, в которых находился ли-
офилизированный порошок ГК-2, в воде для инъ-
екций. Доза исследуемого вещества составила 24 мг  
(7,8–8,7 мг/кг).

Отбор проб крови проводили перед введением 
(контроль) и через 10; 20; 30; 45 мин, 1; 1,5; 2; 3 и 4 ч 
после введения препарата из краевой ушной вены 
левого уха животного.

Все манипуляции с экспериментальными жи-
вотными выполнены в соответствии с нормативной 
документацией, касающейся гуманного обращения с 
животными, и стандартными операционными проце-
дурами лаборатории фармакокинетики ФГБНУ «НИИ 
фармакологии имени В.В. Закусова». Проведение 
экспериментов с животными одобрено Комиссией по 
биомедицинской этике ФГБНУ «НИИ фармакологии 
имени В.В. Закусова», а также требованиям «Руко-
водства по проведению доклинических исследований 
лекарственных средств» [3].

Для определения ГК-2 в плазме крови крыс и кро-
ликов использовали метод высокоэффективной жид-
костной хроматографии с масс-спектрометрическим 
детектированием: высокоэффективный жидкост-

ной хроматограф с масс-селективным детектором 
типа «ионная ловушка» модели «Agilent 1200 Series  
LC/MSD Ion Trap» («Agilent», США), оборудованный 
системой автоматического ввода пробы, внешним 
источником ионов с ионизацией электроспреем при 
атмосферном давлении и управляемый компьютером 
с системой обработки данных «ChemStation» (v.1.0). 
Хроматографирование выполняли в условиях изокра-
тического элюирования. Детектирование проводили 
масс-спектрометрически по молекулярному иону с 
массовым числом m/z = 416, соответствующему дважды 
протонированному молекулярному иону ГК-2. Предел 
детектирования составил 5 нг/мл.

Межвидовые соотношения для фармакокинети-
ческих параметров ФС формируются на основе кон-
цепции биологического подобия, согласно которой 
у животных скорости протекания основных физио-
логических процессов одинаковы, если в качестве 
параметра «время» использовать не астрономическое 
(хронологическое), а «биологическое» или «физио-
логическое» время [5]. Для отображения полученных 
данных использовали метод Дедрика, где хронологи-
ческие времена отбора проб крови животных пересчи-
тывали в соответствующие «фармакокинетические» 
времена по уравнению:

tpk = t/m0,25                                 (1),

где: tpk – «фармакокинетическое» время;
m – масса тела кролика, кг;
t – хронологическое время, ч [6].
По профилям изменения концентраций ГК-2 в 

плазме крови кроликов в хронологическом времени 
и координатах Дедрика рассчитывали периоды полу-
элиминации, выраженные в реальном (t1/2el) и «фар-
макокинетическом» времени (t1/2el

 
pk). Величину t1/2el 

Таблица 1

Фармакокинетические параметры ГК-2 в плазме крови кроликов после однократного внутривенного введения в дозе 7,8–8,7 мг/кг

№ AUC0→t (мкг/мл×ч)
kel

(ч–1)
AUC0→∞ (мкг/мл×ч)

t1/2el

(ч)
MRT (ч)

Cl
(л/ч)

Vd

(л)

1 8,46 0,7849 9,05 0,88 1,35 16,57 1,71

2 7,33 0,7493 7,90 0,93 1,43 18,99 1,92

3 8,42 0,7431 8,93 0,93 1,41 16,80 1,89

4 10,53 0,7761 11,15 0,89 1,18 13,45 1,52

5 13,02 0,6918 14,01 1,00 1,23 10,71 1,77

6 4,30 1,0427 4,63 0,66 1,04 32,40 0,99

х 8,68 0,7980 9,28 0,88 1,27 18,15 1,63

SD 2,95 0,1243 3,15 0,12 0,15 7,56 0,35

C.V. % 33,95 15,57 33,94 13,22 11,87 41,62 21,24
Примечание: AUC0→t – площадь под фармакокинетической кривой (площадь под кривой «концентрация фармацевтической субстанции 
(ФС) – время») после в/в введения; AUC0→t рассчитывается от момента введения ФС до конкретного времени; AUC0→∞ – площадь под 
фармакокинетической кривой (площадь под кривой «концентрация ФС – время») после в/в введения; AUC0→∞ рассчитывается от момента 
введения ФС до бесконечности; MRT – среднее время удерживания ФС в организме; t1/2el – период, за который выводится половина вве-
дённой и всосавшейся дозы ФС; kel – константа скорости элиминации; Cl – плазменный клиренс после в/в введения; Vd – кажущийся 
объём распределения после в/в введения
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ГК-2 у человека (t1/2el h) рассчитывали по уравнению:

t1/2el h = t1/2 el pk × 750,25                          (2),

где: 75 — предполагаемая средняя масса тела добро-
вольца, кг.

Полученные данные подвергали математической 
статистической обработке. В таблице 1, где приве-
дены фармакокинетические параметры ГК-2, пред-
ставлены средние арифметические значения ( ),x  
соответствующие им стандартные отклонения (SD) 
и коэффициенты вариации (C.V. %). Для расчётов 
фармакокинетических параметров был использован 
модельно-независимый метод [7].

Результаты и их обсуждение

Хромато-масс-спектрометрический анализ плазмы 
крови показал, что в анализируемых образцах при-
сутствует характеристический молекулярный ион, 
соответствующий неизменённой молекуле ГК-2. Ус-
реднённая фармакокинетическая кривая ГК-2 в плазме 
крови кроликов после однократного внутривенного 
введения инъекционной лекарственной формы в 
натуральной (а) и полулогарифмической системе 
координат (б) представлена на рис. 1.

Из рис. 1 видно, что кинетика анализируемого 
соединения подчиняется кинетике первого порядка, 
поскольку снижение концентрации ГК-2 в плазме 
крови кроликов имеет монофазный характер. Кон-
центрацию исследуемого вещества удалось отследить 
на всем протяжении эксперимента, т. е. 4 ч.

В табл. 1 представлены индивидуальные и ус-
реднённые фармакокинетические параметры ГК-2 
в плазме крови кроликов после однократного вну-
тривенного введения лиофилизата ГК-2 в дозе 24 мг 
(7,8–8,7 мг/кг).

Такие фармакокинетические параметры, как пери-
од полувыведения, равный 0,88 ± 0,12 ч, среднее время 
удерживания вещества в организме (1,27 ± 0,15 ч), а 
также значительная величина плазменного клиренса 
(18,15 ± 7,56 л/ч) указывают на относительно недолгое 
нахождение исследуемого вещества в системном кро-
вотоке кроликов. Таким образом, ГК-2 можно отнести 
к группе «короткоживущих» ФС.

Объём распределения — мера степени распреде-
ления ФС, которая определяется связыванием ФС с 
тканью, а также с белками плазмы крови, — является 
важной детерминантой периода полувыведения. Ве-
личина кажущегося объёма распределения (Vd) ГК-2 
после в/в введения кроликам составила 1,63 ± 0,35 л. 
Кажущийся объём распределения обычно не эквива-
лентен анатомическому объёму, а отражает распределе-
ние препарата и степень его связывания в организме. 
Так, если препарат связывается преимущественно 
белками крови, Vd будет меньше, чем реальный. С 
другой стороны, преимущественное связывание пре-
парата во внесосудистом пространстве приводит к 
превышению значения Vd над реальным объёмом. 
В нашем случае, расчёт величины Vd дал высокие 
значения, указывающие, что ГК-2 распределяется во 
внесосудистом пространстве (плазма крови, органы) 
кроликов. Но учитывая, что исследуемая ФС прак-
тически полностью элиминирует из плазмы крови 
в течение 4 ч, можно предположить, что она не на-
капливается в тканях животных.

ГК-2 планируется использовать в клинической 
практике, поэтому необходимо спрогнозировать пе-
риод полувыведения ФС у человека на основе экс-
периментальных данных, что может быть основой 
для оптимизации регламента отбора проб при фар-
макокинетическом изучении препарата в клинике, 
а также при оптимизации режима дозирования для 

Рис. 1. Усреднённые фармакокинетические профили ГК-2 в плазме крови кроликов после однократного внутри-
венного введения 24 мг (7,8–8,7 мг/кг) лиофилизата ГК-2: 
а — натуральные координаты; б — полулогарифмическая система координат (n = 6;  х  ± SD)

а б
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поддержания терапевтических концентраций соеди-
нения в плазме крови [3].

На основе аллометрического подхода (метод 
Дедрика), хронологические времена отбора проб 
крови животных пересчитывали в соответствующие 
«фармакокинетические» времена. Установлено, что 
значение t1/2el ГК-2 у кроликов, полученное на осно-
вании усреднённого фармакокинетического профиля, 
составило 0,88 ч, при этом после преобразований (в 
рамках 1-камерной модели с всасыванием) величина 
t1/2 el pk снизилась до 0,69 ч.

Прогнозируемая величина t1/2 el ГК-2, рассчитан-
ная для человека по уравнению (2) на основе данных, 
полученных на кроликах, составила 2,03 ч. Таким 
образом, полученные результаты позволяют сделать 
предположение, что t1/2el у человека будет не менее 2 ч. 
Через 5 периодов полувыведения концентрация иссле-
дуемого вещества в плазме крови составит немногим 
более 3 %. Таким образом, продолжительность отбора 
проб крови у добровольцев для I фазы клинических 
исследований составит 10–12 ч. 

Подобные расчёты, выполненные для других ФС, 
показали, что для антипсихотика дилепта фактический 
период полувыведения у человека, равный 1,91 ± 2,12 ч 
в большей степени соответствует параметру, спрогно-
зированному на основе данных, полученных у крыс 
(2,02 ч), против 2,25 ч – у кроликов [5]. Для анксио-
литика ГБ-115 среднее значение периода полуэлими-
нации у добровольцев составило 1,0 ± 0,2 ч [8]. Про-
гностическая величина t1/2 el ГБ-115 у человека на ос-

нове данных, полученных на крысах, составила 1,73 ч 
и данных, полученных на кроликах – 2,60 ч, соот-
ветственно [9]. Близкие значения прогнозируемого и 
фактического периода полувыведения подтверждают 
актуальность межвидового переноса на основе алло-
метрического подхода.

Выводы

1. Изучена фармакокинетика нового потенциаль-
ного нейропротектора ГК-2 у кроликов после одно-
кратного внутривенного введения инъекционной 
лекарственной формы. 

2. ГК-2 можно отнести к группе «короткоживущих» 
лекарственных веществ.

3. На основе межвидового переноса проведён 
расчёт периода полувыведения (t1/2el) ГК-2 у человека, 
который по предварительным оценкам, составил не 
менее 2 ч.

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ СВЕДЕНИЯ 

Конфликт интересов. Исследование не имело 
спонсорской поддержки. Авторы несут полную от-
ветственность за предоставление окончательной версии 
рукописи в печать. 

Участие авторов. Все авторы принимали участие 
в разработке концепции статьи и написании рукопи
си. Окончательная версия рукописи была одобрена 
всеми авторами.

СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ

Шевченко Роман Владимирович
ORCID ID: 0000-0003-4646-7733
SPIN-код: 1844-6202
к. м. н., н. с. лаборатории фармакокинетики 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени  
В.В. Закусова», Россия, Москва

Shevchenko Roman V. 
ORCID ID: 0000-0003-4646-7733
SPIN code: 1844-6202
PhD in Medicine, Research Officer of laboratory 
pharmacokinetics FSBI «Zakusov institute of 
Pharmacology», Russia, Moscow

Литвин Александр Алексеевич
ORCID ID: 0000-0002-2818-3457
SPIN-код: 6193-5770
д. б. н., в. н. с. лаборатории фармакокинетики 
ФГБНУ «НИИ
фармакологии имени В.В. Закусова»,  
Россия, Москва

Litvin Alexander A. 
ORCID ID: 0000-0002-2818-3457
SPIN code: 6193-5770
D. Sci. in Biology, leading researcher of the labora-
tory of pharmacokinetics FSBI «Zakusov institute 
of Pharmacology», Russia, Moscow

Колыванов Геннадий Борисович
ORCID ID: 0000-0002-2571-0047
SPIN-код: 2538-8639
д. б. н., в. н. с. лаборатории фармакокинетики 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени  
В.В. Закусова», Россия, Москва

Kolyvanov Gennadiy B. 
ORCID ID: 0000-0002-2571-0047
SPIN code: 2538-8639
D. Sci. in Biology, Leading researcher of the labo-
ratory of pharmacokinetics FSBI «Zakusov insti-
tute of Pharmacology», Russia, Moscow



¹ 2. 2020 21 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

Бочков Павел Олегович
ORCID ID: 0000-0001-8555-5969
SPIN-код: 5576-8174
к. б. н., с. н. с. лаборатории фармакокинетики 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени  
В.В. Закусова», Россия, Москва

Bochkov Pavel O. 
ORCID ID: 0000-0001-8555-5969
SPIN code: 5576-8174
PhD in Biology, Senior Research Officer of labora-
tory pharmacokinetics FSBI «Zakusov institute of 
Pharmacology», Russia, Moscow

Жердев Владимир Павлович
Автор, ответственный за переписку
e-mail: zherdevpharm@mail.ru
ORCID ID: 0000-0003-2710-7134
SPIN-код: 2213-9592
д. м. н., профессор, заведующий лабораторией 
фармакокинетики ФГБНУ «НИИ 
фармакологии имени В.В. Закусова», Россия, 
Москва

Zherdev Vladimir
Corresponding author
e-mail: zherdevpharm@mail.ru
ORCID ID: 0000-0003-2710-7134
SPIN code: 2213-9592
D. Sci. in Medicine, professor, Head of labora-
tory pharmacokinetics FSBI «Zakusov institute of 
Pharmacology», Russia, Moscow

Грибакина Оксана Геннадьевна
ORCID ID: 0000-0002-4604-4346
SPIN-код: 6266-8161
к. б. н., н. с. лаборатории фармакокинетики
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени  
В.В. Закусова», Россия, Москва

Gribakina Oxana G. 
ORCID ID: 0000-0002-4604-4346
SPIN code: 6266-8161
PhD in Biology, Research Officer of laboratory 
pharmacokinetics FSBI «Zakusov institute of 
Pharmacology», Russia, Moscow

Новицкий Александр Александрович
ORCID ID: 0000-0003-3188-6257
н. с. лаборатории фармакокинетики ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», 
Россия, Москва

Novitskiy Alexander A. 
ORCID ID: 0000-0003-3188-6257
Research Officer of laboratory pharmacokinetics 
FSBI «Zakusov institute of Pharmacology»,  
Russia, Moscow

Литература / References

1. Пирадов М.А., Таняшян М.М., Домашенко М.А., Максимова 
М.Ю. Нейропротекция при цереброваскулярных заболеваниях: поиск 
жизни на Марсе или перспективное направление лечения? Часть 1. 
Хронические нарушения мозгового кровообращения // Анналы кли-
нической и экспериментальной неврологии. – 2015. – Т. 9. – № 1. –  
С. 41–50. [Piradov MA, Tanashyan MM, Domashenko MA, Maksimova 
MYu. Neuroprotection in cerebrovascular diseases: is it the search for life 
on Mars or a promising trend of treatment? Part 1. Acute stroke. Annals of 
Clinical and Experimental Neurology. 2015;9(1):41–50. (In Russ).]

2. Gudasheva TA, Povarnina PYu, Antipova TA, Seredenin SB. A Novel 
Dimeric Dipeptide Mimetic of the Nerve Growth Factor Exhibits 
Pharmacological Effects upon Systemic Administration and Has No Side 
Effects Accompanying the Neurotrophin Treatment. Neuroscience and 
Medicine, 2014;5(2):101–108. DOI: 10.4236/nm.2014.52013.

3. Руководство по проведению доклинических исследований ле-
карственных средств. Часть первая. – М.: Гриф и К; 2012. 17–24 с. 
[Guidance on Preclinical Evaluation of Medicines. Part 1. Moscow: Grif i 
K; 2012. (In Russ).]

4. Davies M, Jones R, Grime K et al. Improving the Accuracy of Predicted 
Human Pharmacokinetics: Lessons Learned from the AstraZeneca Drug 
Pipeline Over Two Decades. Trends in Pharmacological Sciences. 2020;S0165-
6147(20)30068-7. DOI: 10.1016/j.tips.2020.03.004

5. Шевченко Р.В. Клинико-экспериментальная фармакокинетика 
нового дипептидного препарата дилепт: Дисс. … канд. мед. наук. – М.: 

2016. [Shevchenko RV. Kliniko-eksperimental'naya farmakokinetika novogo 
dipeptidnogo preparata dilept. [dissertation] Moscow: 2016. (In Russ).] 
Доступно по: https://www.academpharm.ru/images/upload/ru/1425/
Dissertaciya_SHevchenko_R.V.1.pdf. Ссылка активна на 14.05.2020. 

6. Dedrick RL. Animal scale-up. J. Pharmacokin. and Biopharmac. 
1973;1(5):435–461. 

7. Агафонов А.А., Пиотровский В.К. Программа M-ind оценки 
системных параметров фармакокинетики модельно-независимым 
методом статистических моментов // Химико-фармацевтический жур-
нал. – 1991. – № 10. – С. 16–19. [Agafonov AA, Piotrovskii VK, Programma 
M-ind otsenki sistemnykh parametrov farmakokinetiki model'no-nezavisimym 
metodom statisticheskikh momentov. Khimiko-farmatsevticheskii zhurnal. 
1991;(10):16–19. (In Russ).]

8. Жердев В.П., Колыванов Г.Б., Литвин А.А. и др. Клиническая 
фармакокинетика оригинального дипептидного анксиолитика ГБ-115. // 
Фармакокинетика и фармакодинамика. – 2017. – № 1. – С. 52–55. 
[Zherdev VP, Kolyvanov GB, Litvin AA et al. Clinical pharmacokinetics of 
а new original dipeptide anxiolytic GB-115. Farmakokinetika i 
farmakodinamika. 2017;(1):52–55. (In Russ).]

9. Раскин С.Ю. Клинико-экспериментальная фармакокинетика 
нового дипептидного анксиолитика ГБ-115: Дис. … канд. мед. наук. – 
М.: 2019. [Raskin SYu. Kliniko-eksperimental'naya farmakokinetika novogo 
dipeptidnogo anksiolitika GB-115. [dissertation] Moscow: 2019. (In Russ).] 
Доступно по: https://www.academpharm.ru/images/upload/ru/1540/
Dissertaciya_Raskin_S.YU..pdf. Ссылка активна на 14.05.2020.

Статья поступила в июне 2020 г.



¹ 2. 2020 22 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

Экспериментальное изучение системной биодоступности 
препарата «Гармина гидрохлорид, капсулы» в сравнении  

с нативным гармином на кроликах породы Шиншилла
Адекенов С. М.1, Шнаукшта В. С.2, Епифанцева Е. В.3, Абаимов Д. А.4, 

Абдрахманова М. Г.3, Сариев А. К.5

1 – АО «Международный научно-производственный холдинг «Фитохимия», Республика Казахстан, Караганда
2 – РГП на ПХВ «Национальный центр экспертизы лекарственных средств и медицинских изделий» Комитета кон-

троля качества и безопасности товаров и услуг Министерства здравоохранения Республики Казахстан,  
Республика Казахстан, Нур-Султан

3 – НАО «Медицинский университет Астаны» МЗ РК, Республика Казахстан, Нур-Султан
4 – ФГБНУ «Научный центр неврологии»,  Россия, Москва

5 – ФГАОУ ВО Первый Московский Государственный Медицинский Университет им И.М. Сеченова, Россия, Москва

Аннотация. В эксперименте на 12 кроликах-самцах породы Шиншилла проведено сравнительное исследование относительной биодо-
ступности природного алкалоида гармина (нативного, в виде основания) и его производного гармина гидрохлорида, которые вводились 
перорально, в дозе 50 мг, в виде двух капсул, содержащих эквимолярное количество гармина (25 мг). Показано, что гармина гидрохлорид 
в сравнении с нативным гармином обладает фармакокинетическими преимуществами в виде сравнительно быстрого достижения мак-
симальной концентрации (Tmax) в плазме крови и достоверно большего значения максимальной концентрации действующего вещества в 
крови. В то же время показано, что химическая модификация гармина не оказывает значимого влияния на такой параметр, как площадь 
под фармакокинетической кривой, что свидетельствует об отсутствии разницы в степени абсорбции у сравниваемых лекарственных форм.
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Abstract. An experimental comparative study of the relative bioavailability of plant alkaloid harmine (native, in the form of a base) in comparison with 
its derivative harmine hydrochloride was carried out on chinchilla rabbit. Both substances was administered in capsules, containing an equimolar amount 
of harmine (50 mg, p.o.). Harmin hydrochloride was shown to have some pharmacokinetic advantages in comparison with native harmin due to a relatively 
rapid achievement of the maximal plasma concentration (Tmax) and a significantly higher maximum concentration of the active substance in the blood. At 
the same time, there was shown that the chemical modification of harmine does not significantly affect on such pharmacokinetics parameter as the area 
under the curve (AUC), which indicates the absence of a difference in the degree of absorption in the compared dosage forms.
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Введение

Бета-карболиновые алкалоиды уже давно привле-
кают внимание фармакологов, благодаря наличию у 
них треморогенных свойств и их способности инги-
бировать ферменты из группы моноаминооксидаз. 
Кроме того, данные вещества являются действую-

щими компонентами различных фитопрепаратов, 
применяемых в этнофармакологии. В частности, 
они входят в состав побегов аяхуаски и гармалы, из-
вестных галлюциногенных растений, которые при-
меняются в этнофармакологии в рекреационных 
целях. Существует целый ряд работ, посвящённых 
фармакокинетике данной группы алкалоидов. Пер-
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вые работы по фармакокинетике бета-карболинового 
алкалоида гармина появились ещё в 70-х г. XX в. Так, 
в работе Zetler G и соавт. в эксперименте на крысах 
линии Вистар изучена фармакокинетика гармина 
(рис. 1А) и гармалина (рис. 1B) после их внутривен-
ного введения в дозе 10 мг/кг [1]. С помощью метода 
тонкослойной хроматографии было показано, что 
оба препарата способны проникать в мозг, а гармин 
имеет тропность по отношению к ткани лёгкого.  
В исследовании Guan Y и соавт., 2001 изучалась ток-
сикокинетика гармина в сравнении с другим бета-
карболиновым алкалоидом гарманом (рис. 1C) после 
внутривенного болюсного введения веществ в дозе  
0,5 мг/кг у крыс Спрэг-Доули [2]. При этом обна-
ружено, что фармакокинетика гармина наиболее 
релевантно описывается биэкспоненциальным урав-
нением с помощью двухкомпартментной модели. 
Было показано, что гармин может более эффективно 
распределяться в тканевом компартменте, чем гарман. 
В отношении системного клиренса: гармин выводился 
из крови в два раза быстрее, чем гарман. Время для 
достижения Cmax после перорального введения гармина 
в среднем составляло Tmax = 9,7 мин. Гармин (А) имел 
более длинную терминальную элиминацию t1/2el, чем 
гарман. Абсолютная биодоступность перорального 
препарата гармина составляла только 3,1 %, что в 
целом довольно низко для такого высоколипофиль-
ного соединения. Общими фармакокинетическими 
свойствами обоих бета-карболиновых алкалоидов 
были следующие: во-первых, концентрация соеди-
нений в крови быстро снижается после их попадания 

в системный кровоток; во-вторых, оба соединения 
имели сравнимую продолжительность периода тер-
минальной элиминации t1/2β, хотя гармин выводился 
из крови в два раза быстрее, чем гарман; в третьих, оба 
соединения обладали объёмом распределения в цен-
тральной камере Vc и общим объёмом распределения 
Vd, превышающими общий объём крови (58 мл/кг) или 
объём воды всего тела (132 мл) экспериментальных 
животных, что указывает на распределение и возмож-
ное накопление данных алкалоидных соединений в 
тканях крыс. Гармин, по-видимому, распределяется по 
тканям лучше, чем гарман, с большим объёмом рас-
пределения (Vd) (3,9 и 1,6 л/кг для гармина и гармана, 
соответственно).

В работе Tweedie DJ and Burke MD (1987) было 
продемонстрировано, что гармин в основном ме-
таболизируется микросомальными ферментами пе-
чени до 6-гидрокси-7-метоксигармана (рис. 1D) и в 
меньшей степени трансформируется в 3-гидрокси-
7-метоксигарман (рис. 1E) или 4-гидрокси-7-
метоксигарман (рис.1F) [3]. В исследовании Yu AM и 
соавт. было обнаружено, что цитохром P450 катали-
зирует O-деметилирование гармина и выявлено, что 
основными изоферментами, вовлеченными в данный 
процесс, являются CYP2D6 и CYP1A1 [4]. Следова-
тельно, можно сделать предположение, что экстен-
сивный печёночный метаболизм, определяющий 
эффект первого прохождения, может способствовать 
сравнительно низкой биодоступности гармина (3,1 %).

На основе бета-карболиновго алкалоида гармина 
(А) в Международном научно-производственном 

Рис. 1. Формулы основных бета-карбо-
линовых алкалоидов:
А — гармин; В — гармалин; С — гарман; D — 
6-гидрокси-7-литоксигарман; Е — 3-метоксигар-
ман; F — 4-гидрокси-7-метоксигармн; G — гар-
мина гидрохлорид
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холдинге «Фитохимия» (Караганда, Республика Ка-
захстан) синтезирован гармина гидрохлорид, который 
является солевым производным природного алкалоида 
(рис. 1G).

Основным его отличием от родительского со-
единения является более высокая гидрофильность, 
которая позволяет избежать различных ограничений, 
связанных с созданием инъекционной формы. Кроме 
того, указанная химическая модификация (получение 
гидрохлоридного производного) может положитель-
но сказаться на его пероральной биодоступности.  
С целью выяснения вышеприведённых теоретических 
предположений нами проведён эксперимент на лабо-
раторных кроликах породы Шиншилла по изучению 
энтеральной биодоступности инкапсулированного 
гармина гидрохлорида в сравнении с нативным гар-
мином, который также вводился в капсулах per os.

Материалы и методы

Исследование было проведено на 12 кроликах 
породы Шиншилла с массой тела 2500–3000 г. Ис-
следуемые препараты в дозе 50 мг (2 капсулы) вво-
дили животным внутрь с последующим введением 
небольшого количества воды (20 мл). Образцы крови 
объёмом 1,0–1,5 мл отбирали из краевой ушной вены 
до введения препарата (0 ч) и через 10, 20, 30, 45 мин, 
1, 2, 4, 8 и 12 ч после введения. Полученные образ-
цы крови отстаивались в течение 15 мин в условиях 
комнатной температуры. После центрифугирования  
(5000 об/мин в течение 10 мин) отбирали плазму крови 
в пластиковые пробирки и подвергали заморозке при 
температуре — 70 °С.

Перед проведением анализа исследуемых образ-
цов плазму размораживали и подвергали повторному 
центрифугированию при 5000 об/мин с последующим 
добавлением ацетонитрила и гексана (1:1 об/об). Про-
бы встряхивали на шейкере и проводили повторное 
центрифугирование при 15 000 об/мин в течение  
10 мин с последующим отделением супернатанта и 
упариванием в токе азота. К сухому остатку добавляли 
500 мкл мобильной фазы и использовали для опре-
деления гармина. Содержание гармина определяли 
методом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии с ультрафиолетовым детектором (ВЭЖХ-УФ) 
на жидкостном хроматографе Waters 2475, США, 
ультрафиолетовый детектор 2489 с установленной 
длинной волны 240 нм, термостат колонок 1500 СН, 
автосамплер 2707, объём петли 100 мкл.

Изучаемые вещества разделяли на колонке 
XBridgeTM C18 (4,6 × 250) 5 мкм (Waters, USA). На-
сос Binary HPLC Pump Waters 1525 (Waters, США), 
скорость потока подвижной фазы — 0,8 мл/мин, время 
анализа — 15 мин. Мобильная фаза: (0,05M Na2HPO4) 
фосфатный буфер — ацетонитрил (55:45) с рН — 6,0. 
В этих условиях время выхода гармина составляло  
4,9 ± 0,1 мин (рис. 2).

Регистрацию образцов и обработку хроматограмм 
проводили с применением программного обеспечения 
Empower® 3 Software, Copyright 2010 Waters Corporation. 
Все использовавшиеся для анализа реактивы были вы-
сокой степени чистоты: о.с.ч., х.ч. или analytical grade.

Величину концентрации гармина (основания) в 
опытных образцах плазмы крови рассчитывали по 
калибровочной кривой в диапазоне концентраций 
250–6000 нг/мл. Для построения калибровочной кри-
вой для гармина применяли линейную модель, постро-
енную методом наименьших квадратов в координатах, 
где по оси Y –  площадь хроматографического пика 
исследуемого аналита, а по оси Х – концентрация 
исследуемого аналита в калибраторе. Калибровочная 
кривая была линейна на всём диапазоне концентраций 
с коэффициентом корреляции R > 0,99 (рис. 3).

Валидация методики количественного анализа гар-
мина в плазме крови лабораторных животных выполнена 
в полном соответствии с руководством по валидации 
биоаналитических методик EMEA и FDA как по вали-
дируемым параметрам, так и по критериям их оценки. 
Селективность определения гармина, проверенная на 
шести источниках бланковой плазмы, удовлетворяет 
установленным EMEA и FDA критериям приемлемости. 
На хроматограммах образцов не обнаружено никаких 
помех и пиков интерферирующих веществ, которые 
могли бы мешать определению исследуемого аналита. 
Валидированный диапазон количественно определяемых 
концентраций гармина находился в пределах от 250 нг/мл 
(НПКО) до 6000 нг/мл. В указанном диапазоне концен-
траций гармин может быть правильно и прецизионно 
определён в биообразцах объёмом 400 мкл. Основные 
результаты валидации приведены в таблице 1.

Таким образом, как видно из таблицы 1, все 
внутри- и межсуточные вариации найденных кон-
центраций аналитов в образцах, приготовленных из 
модельных биообразцов, покрывающих ожидаемый 
концентрационный диапазон, удовлетворяют над-
лежащим критериям приемлемости.

Рис. 2. Демонстрационная хроматограмма экстракта 
плазмы крови, содержащей гармин
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Рис. 3. Калибровочная кривая гармина

Таблица 1

Основные результаты валидации методики количественного определения гармина

Правильность

Внутрипрогонная
δ , % для прогонов:

,δ  %
1-го 2-го 3-го

ГАРМИН

248,90нг/мл 2,23 -2,15 0,20 < 20

746,70нг/мл 1,52 -0,67 -6,16 < 15

1194,72нг/мл 1,75 10,03 7,94 < 15

2986,81нг/мл 1,94 12,95 8,16 < 15

4480,21 нг/мл 3,74 13,86 10,35 < 15

Межпрогонная
(усреднённая по 3 прогонам)

,δ  % ,δ  %

ГАРМИН

248,90нг/мл 0,87 < 20

746,70нг/мл 0,93 < 15

1194,72нг/мл 2,57 < 15

2986,81нг/мл 1,08 < 15

4480,21 нг/мл 3,88 < 15

Прецизионность

Внутрипрогонная
CVs, % для прогонов:

CVs, %
1-го 2-го 3-го

ГАРМИН

248,90нг/мл 1,42 8,24 13,85 < 20

746,70нг/мл 1,53 4,80 6,61 < 15

1194,72нг/мл 0,63 4,57 4,18 < 15

2986,81нг/мл 0,85 3,20 1,60 < 15

4480,21 нг/мл 0,87 1,32 3,13 < 15

Межпрогонная  
(усреднённая по 3 прогонам) CVs, % CVs, %

ГАРМИН

248,90нг/мл 8,80 < 20

746,70нг/мл 5,52 < 15

1194,72нг/мл 4,82 < 15

2986,81нг/мл 4,79 < 15

4480,21 нг/мл 4,40 < 15
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Также было проведено расширенное исследование 
стабильности гармина, благодаря которому установле-
но, что модельные биообразцы с заранее добавленным 
гармином стабильны в течение 4 ч при комнатной 
температуре и после трёх циклов замораживания/от-
таивания (замораживание при температуре не выше — 
70 °C, оттаивание при комнатной температуре). Кроме 
того, было определено, что исследуемые образцы, 
полученные из модельных биообразцов после этапа 
пробоподготовки, стабильны в автосамплере при 
температуре (20 ± 2) °C в течение 48,0 ч.

Результаты и обсуждение

Результаты проведённого исследования по опре-
делению относительной биодоступности препарата 
гармина гидрохлорида (в виде капсул 25 мг) на экс-
периментальных животных показали, что тестируемый 
препарат (Т) – «Гармина гидрохлорид» в капсулах 
25 мг, несколько быстрее всасывается при введении 
внутрь, что приводит к более интенсивному увеличе-
нию концентрации действующего вещества (гармина 
основания) в плазме крови (рис. 4).

Исходя из характеристик полученных фармакоки-
нетических кривых, были получены следующие зна-
чения фармакокинетических параметров для гармина 
гидрохлорида и нативного гармина (табл. 2).

Из таблицы видно, что время достижения макси-
мального содержания в крови у гармина гидрохлорида 
наблюдалось через 0,75 ч, а для нативного гармина – 
через 0,81 ч. Максимальное значение концентрации 
в плазме крови действующего вещества (гармина) 
было достоверно выше при введении препарата в 
виде гидрохлоридной соли и достигало значения   
480,1 ± 46,61 нг/мл для тестируемого препарата, что 
на 32,8 % выше по сравнению с референтным пре-
паратом (Cmax = 361,4 ± 46,19 нг/мл для нативного 
гармина). В то же время площадь под фармакокинети-
ческой кривой для тестируемого препарата составила:  
AUC0-t = 1160,04 нг/мл×ч, а для нативного гармина 
площадь составила: AUC0-t = 1102,02 нг/мл×ч. Полу-
ченные результаты показывают, что относительная 
биодоступность гармина гидрохлорида составляет 
112,7 %. Таким образом, разница в степени абсорбции 
препарата практически отсутствует.

Заключение

Модифицированная форма алкалоида гармина в 
виде гидрохлоридного производного обладает опреде-
лёнными фармакокинетическими преимуществами, 
заключающимися в сравнительно быстром достижении 
максимальной концентрации в плазме крови и досто-
верно большем значении максимальной концентрации 
действующего вещества в крови. В то же время это 
не оказывает значимого влияния на значение такого 
параметра, как площадь под фармакокинетической 
кривой, что свидетельствует о том, что разница в 
степени абсорбции у сравниваемых образцов факти-
чески отсутствует.
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Рис. 4. Фармакокинетические кривые гармина гидрох-
лорида (сплошная линия) и нативного гармина (1) (пун-
ктирная линия) по действующему веществу (гармину)

Таблица 2

Фармакокинетические характеристики гармина гидрохлорида и нативного гармина

Препарат
Тmax 
час

Cmax 

нг/мл
MRT 

ч
T1/2el

 ч
AUC0®t 

нг/мл×ч
AUC0®∞ 

нг/мл×ч
Cmax/AUC0®t 

ч–1
Cmax/AUC0®∞

 ч–1

Гармина 
гидрохлорид

0,75±0,03 480,1±46,61 7,8±1,37 5,14±0,93 1160,04±89,72 1984,14±328,84 0,4732±0,0861 0,3224±0,0697

Гармин 
нативный

0,81±0,07 361,4±46,19 8,76±1,37 5,86±0,95 1102,02±125,36 1960,08±214,78 0,3586±0,0549 0,2244±0,0439
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Аннотация. Выполнение фармакокинетического и статистического анализа в случае рассеянных данных представляет значительные трудности. 
На примере изучения фармакокинетики (ФК) ресвератрола у мышей метод ресемплинга позволил получить индивидуальные ФК-параметры и вы-
полнить полноценные статистические тесты.
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Analysis of sparse data in pharmacokinetic studies
Miroshnichenko II, Simonov AN, Kuzmin II, Platova AI

FSBSI «Mental Health Research Center», Russia, Moscow

Abstract. Performing pharmacokinetic and statistical analysis in the case of sparse data presents significant difficulties. Using the example of the 
pharmacokinetic (PK) study of resveratrol in mice, the resampling method was allowed us to obtain individual PK-parameters and perform full-fledged 
statistical tests.
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Введение

В практике фармакокинетических (ФК) исследо-
ваний нередко возникает ситуация, когда анализируют 
небольшое количество данных, полученных от одного 
субъекта. Наиболее типичные случаи получения таких 
данных: терапевтический лекарственный мониторинг, 
клиническая фармакокинетика в уязвимых популя-
циях (новорождённые дети) или проведение ФК-
исследований на мелких животных (грызунах). При 
этом количество образцов от одного субъекта может 
равняться единице. Такие данные характеризуют как 
рассеянные или скудные (sparse data) [1].

В дальнейшем мы сконцентрируем внимание на 
изучении экспериментальной фармакокинетики на 
мышах, когда количество образцов от одного инди-
вида не превышает одного, что обусловлено малым 
объёмом циркулирующей крови у этих животных [2].

В качестве типового примера рассмотрим данные, 
полученные после однократного введения фармацев-
тических композиций, содержащих ресвератрол [3]. 

Материалы и методы

Фармакокинетику и биодоступность изучали по-
сле однократного введения различных лекарствен-
ных форм ресвератрола. Белых мышей линии Balb/c  
(средняя масса 20 г) разделяли на группы по 36  

особей на каждую лекарственную форму – было пред-
усмотрено 6 точек забора крови по 6 особей на каждую 
точку.

Субстанцию вводили внутрижелудочно (per os) в 
дозе 50 мг/кг в следующих композициях:

•	стандартная субстанция транс-ресвератрола. 
Препарат сравнения (Ref);

•	образец нано-субстанции ресвератрола (поро-
шок) ТоДМ-1 (I);

•	образец нано-субстанции ресвератрола (поро-
шок) ТоДМ-5 (V).

После введения субстанций кровь отбирали через 
фиксированные интервалы времени (0,17; 0,5; 1; 2; 4 
и 8 часов после введения). В каждой временной точке 
использовали по 6 мышей. Для отбора крови животных 
декапитировали.

Количественное определение ресвератрола в плаз-
ме крови проводили методом ВЭЖХ (высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии). Использовали 
спектрофотометрический детектор при длине волны 
поглощения I = 310 нм. Результаты количественного 
определения представлены в табл. 1.

При стандартном двухэтапном методе – самом 
распространённом в ФК-исследованиях, измерений 
концентрации должно быть достаточно для определе-
ния индивидуальных параметров каждого субъекта – 
первый этап. 

На втором этапе оцениваются средние и дисперсии 
идентифицированных параметров для популяции:
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θavg = ∑θj/n,
где: θj – значение ФК-параметра, полученное у j-го 
субъекта; 

n – число субъектов [4, 5].
Значения параметров при этом достаточно точные, 

но вариация их зачастую переоценивается. Стандарт-
ный двухэтапный метод требует для идентификации N 
параметров выбранной модели не менее N измерений 
уровня препарата для каждого пациента популяции, 
поэтому он не применим в случае обработки скудного 
массива индивидуальных данных. В то же время его при-
менение совершенно показано в случае рандомизиро-
ваных сбалансированных испытаний, в частности, при 
изучении биоэквивалентности лекарственных средств.

Для получения полноценного набора данных для 
двухэтапного метода анализа скудных данных пред-
ложен подход, основанный на ресемплинге с заме-
щением недостающих данных из набора значений 
концентраций, полученных для других субъектов 
исследования [6].

При отсутствии возможности получить полный 
профиль у одного индивида применяют пуловый метод, 
который и поныне широко распространён [7, 8]. При 
этом значения концентрации препарата, полученные у 
различных животных в одинаковые временные точки, 
объединяются в один ФК-профиль (naive pooling) для 
каждой лекарственной формы (табл. 1):

1
, ,

j n

j
i avg

Cij
С

n

=
==

∑

где: Ci,avg – рассчитанная средняя концентрация пре-
парата в момент времени t = i; 

Cij – значение концентрации, полученное у j-ой 
особи, в момент времени t = i;

n – число животных с проведённым измерением 
концентрации на каждую временную точку. 

Главным недостатком такого подхода является то 
обстоятельство, что при этом невозможно построение 
индивидуальных кривых «концентрация–время» и, со-
ответственно, расчёт индивидуальных ФК-параметров.

На основании средних величин концентрации рас-
считывают значения соответствующих ФК-параметров 
(табл. 2). К сожалению, при этом полученные значения 
получаются весьма приблизительными, поскольку 
оценить межиндивидуальные различия невозможно. 
Это позволяет дать только точечную оценку без учёта 
статистической погрешности. Ввиду этого выявление 
различий между группами носит преимущественно 
интуитивный характер.

При наличии рассеянных данных, объединённых 
в общий ФК-профиль, всё же существует возмож-
ность оценки стандартного отклонения (SD) для AUC 
как характеристики распределения этой величины. 
Приводим такой расчёт для AUCinf по методу Юаня, 
требующего предположения, что терминальная кон-
станта элиминации (λz) известна и постоянна для всех 
индивидов [9]:
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Таблица 1

Экспериментальные данные концентрации ресвератрола после внутрижелудочного введения различных композиций 
препарата в дозе 50 мг/кг

Лек. форма Т Концентрация, нг/мл Среднее SD

Ref
0,17

38 20 44 13 204 66 64 71
I 700 376 442 450 331 843 524 202
V 120 666 309 843 587 450 496 259

Ref
0,5

53 39 131 110 13 470 136 170
I 404 372 257 259 149 293 289 91
V 385 572 160 1421 744 418 617 440

Ref
1

45 79 124 68 34 100 75 34
I 56 48 59 65 65 51 57 7
V 48 29 90 92 60 97 69 28

Ref
2

38 38 80 35 44 88 54 24
I 42 150 39 37 50 41 60 44
V 23 673 117 71 29 45 160 254

Ref
4

21 31 31 20 18 5 21 10
I 53 69 59 60 50 55 58 7
V 305 41 291 25 22 24 118 140

Ref
8

26 2 16 11 20 24 17 9
I 28 26 21 25 19 26 24 3
V 9 13 57 40 56 9 31 23

Примечание: SD – среднеквадратичное отклонение.
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где: SEj – стандартная ошибка концентрации Сj, взятой 
во временную точку j;

m – общее число временных точек для забора 
биоматериала; 

t – время после введения препарата.
Рассмотрим набор данных концентраций ресве-

ратрола, измеренных после введения стандартной 
субстанции (Ref, табл. 1, первый столбец). Образцы 
плазмы крови были получены от 36 животных: 6 мы-
шей на 6 временных точках. Первым 6 животным 
присваиваются фактические значения из табл. 1. 
Значения концентрации в последующие временные 
точки выбираются случайным образом из имеющихся 
в распоряжении 6 чисел. 

В Excel подобную процедуру выполняют с ис-
пользованием функции: 

=ИНДЕКС($B$X:$B$Y;СЛУЧМЕЖДУ(1;СЧЁТ($B$X:$B$Y)))

где: B – столбец, соответствующий эксперименталь-
ным значениям;

[X; Y] – диапазон 6 концентраций в таблице.
В результате первая строка табл. 3 заполняется 

следующим образом: 0,17 ч – 38 нг/мл, измерен-
ная величина. Далее следует процедура ресемплинга  
0,5 ч – № 6 (470); 1 ч – № 4 (68); 2 ч – № 6 (88); 4 ч – 
№ 1 (21); 8 ч – № 5 (20). В дальнейшем эту операцию 
повторяют 36 раз для каждой из сравниваемых ком-
позиций. Смоделированные с помощью ресемплинга 
ФК-профили продемонстрированы на рис. 1.

Статистический анализ сгенерированных данных 
выполняли с помощью программы Stata v. 12.

Результаты и обсуждения

В результате процедуры ресемплинга были полу-
чены выборки из 36 наборов значений концентрации 
для каждой лекарственной формы, позволившие рас-
считать индивидуальные ФК-параметры для каждого 

Таблица 2

Значения ФК-параметров ресвератрола, полученные пуловым методом

ФК-параметр
Лек. форма

Ref I V

Константа элиминации λz, ч–1 0,262 0,161 0,284

Период полувыведения T1/2, ч 2,65 4,32 2,44

Время максимума концентрации Tmax, ч 0,5 0,17 0,5

Максимум концентрации Cmax, нг/мл 136 524 607

AUC0–8, ч×нг/мл 305 605 1086

AUC0–∞, ч×нг/мл 368 755 1194

Объём распределения V/F, л/кг 517 412 147

Клиренс Cl/F, (л/ч)/кг 135 66 41,8

Среднее резидентное время MRT, ч 4,05 4,67 3,21

Примечания: AUC – площадь под ФК-кривой «концентрация–время»; оценки объёма распределения и 
клиренса для внесосудистого пути введения приводятся в виде величин, зависимых от биодоступности (F).

Рис. 1. Фармакокинетические профили ресвератрола, 
полученные на основе процедуры ресемплинга (после 
введения субстанции Ref)

Таблица 3

Пример смоделированных путём ресемплинга данных по 
концентрации ресвератрола (после введения Ref)

№ 
Время после введения препарата (ч)

0,17 0,5 1 2 4 8

1 38 470 68 88 21 20

2 20 39 34 38 20 20

3 44 470 34 38 21 2

… … … … … … …

16 44 13 68 88 21 24

… … … … … … …

25 20 470 100 44 21 11

… … … … … … …

35 204 470 45 44 21 20

36 38 131 34 35 31 24

Среднее 63 153 78 54 22 17

SD 60 176 33 22 8 8
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Таблица 4

Описательная статистика концентрации композиций ресвератрола после ресемплинга

Лек. форма Время, ч Среднее SD SE Минимум Медиана Максимум Размах

Ref

0,17 64 66 11 13 41 204 191

0,5 134 157 26 13 53 470 457

1 76 31 5 34 79 124 90

2 55 22 4 35 44 88 53

4 22 9 1 5 21 31 26

8 18 8 1 2 18 26 24

I

0,17 508 164 27 331 450 843 512

0,5 292 81 13 149 293 404 255

1 60 6 1 48 62 65 17

2 59 41 7 37 41 150 113

4 58 7 1 50 57 69 19

8 24 3 1 19 26 28 9

V

0,17 512 227 38 120 587 843 723

0,5 638 432 72 160 572 1421 1261

1 74 22 4 29 90 97 68

2 155 237 39 23 45 673 650

4 73 103 17 22 25 305 283

8 28 21 4 9 13 57 48

Таблица 5

Описательная статистика ФК-параметров разных лекарственных композиций ресвератрола

ФК-параметр Лек. форма Среднее SD SE Минимум Медиана Максимум Размах

λz

I 0,22 0,09 0,01 0,10 0,26 0,34 0,24

Ref 0,24 0,15 0,03 0,06 0,21 0,62 0,56

V 0,29 0,11 0,02 0,14 0,27 0,68 0,54

T1/2

I 3,89 1,76 0,29 2,07 2,62 7,18 5,11

Ref 3,92 2,43 0,40 1,11 3,37 11,46 10,35

V 2,72 0,87 0,15 1,02 2,62 5,08 4,05

Cl/F

I 68 8 1 50 69 84 33

Ref 128 41 7 69 122 245 176

V 58 25 4 21 56 111 90

MRT

I 2,31 0,18 0,03 1,83 2,32 2,63 0,79

Ref 2,63 0,50 0,08 1,53 2,63 3,63 2,10

V 2,03 0,62 0,10 0,97 2,04 3,18 2,21

Tmax

I 0,20 0,09 0,02 0,17 0,17 0,50 0,33

Ref 0,79 0,57 0,09 0,17 0,50 2,00 1,83

V 0,45 0,42 0,07 0,17 0,50 2,00 1,83

V/F

I 376 154 26 183 294 637 454

Ref 648 273 45 148 595 1204 1056

V 242 143 24 31 251 531 501

AUC

I 605 81 13 481 595 781 300

Ref 312 91 15 170 287 538 368

V 955 548 91 392 690 2408 2015

Cmax

I 513 160 27 331 450 843 512

Ref 176 140 23 45 124 470 425

V 770 361 60 160 673 1421 1261
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животного. Данные выборки подвергали статистиче-
скому анализу, включающему оценку распределения 
и его основных характеристик (средних, стандартного 
отклонения (SD)).

Описательная статистика величины концентраций 
приведена в табл. 4, а ФК-параметров – в табл. 5.

Графическая интерпретация анализа значений λz, 
Cmax и AUC представлена на рис. 2. концентрации и 
AUC ресвератрола в трёх выборках (Ref – I – V).

Для дальнейшего анализа, данные были проверены 
на их принадлежность к нормальному распределе-
нию при помощи теста Шапиро–Уилка. Результаты 
проверки показали, что распределение этих данных 
существенно отличаются от нормального (р-величина 
для всех ФК-параметров была меньше 0,05). 

Поскольку полученные значения параметров 
не соответствуют нормальному распределению, для 
проверки их различий в трёх группах использовали 
критерий Краскела-Уоллиса, иногда ещё называемый 
непараметрическим дисперсионным анализом [10].

Анализ данных при помощи критерия Краскела-
Уоллиса показал, что эти параметры отличаются для 3 
исследованных групп. Для последующего попарного 

сравнения между группами использовали тест Данна 
(с учётом поправки на множественность сравнений). 
Результаты выполненных тестов в виде достигнутого 
уровня значимости (р-величины) приведены в табл. 6.

Заключение

Метод ресемплинга, примененный к набору рас-
сеянных данных, позволяет рассчитать значения ФК-

Рис. 2. Сравнение ФК-параметров (AUC, Cmax и λz) изучаемых субстанций ресвератрола

Таблица 6

Результаты сравнения ФК-параметров групп REF, I и V

Критерий
ФК-параметры

λz Cmax AUC

Краскела–Уоллиса 
(все группы) 0,018 p < 0,001 p < 0,001

Данна (REF vs. I) 0,830 p < 0,001 p < 0,001

Данна (REF vs. V) 0,030 p < 0,001 p < 0,001

Данна (I vs. V) 0,030 0,008 0,120
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параметров, провести их статистическую обработку 
и дать адекватную оценку различий между экспери-
ментальными группами.
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Исследование аллергизирующих свойств  
и иммунотоксичности таблетированной  

лекарственной формы ГМЛ-1  
(N-бензил-N-метил-1-фениопирроло[1,2-a]пиразин-3-

карбоксамида)
Коваленко Л. П., Коржова К. В., Журиков Р. В., Дурнев А. Д.

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

Аннотация. Проведено исследование аллергизирующих свойств и иммунотоксического действия таблетированной лекарственной формы пре-
парата ГМЛ-1(N-бензил-N-метил-1-фенилпирроло[1,2-a]пиразин-3-карбоксамида), лиганда транслокаторного белка(TSPO), обладающего выраженной 
анксиолитической активностью. Исследование аллергизирующих свойств и иммунотоксического действия ГМЛ-1 выполнено на самцах морских сви-
нок альбиносов массой 250–300 г и на самцах мышей линий СВА, C57BL/6, гибридах F1(CBAхС57BL/6). При оценке иммунотоксичности ГМЛ-1 вводили 
мышам перорально 14 дней в дозах 2,2 мг/кг и 22 мг/кг, при изучении аллергенности ГМЛ-1 морским свинкам альбиносам вводили препарат в дозах 
1 мг/кг и 10 мг/кг, согласно стандартным схемам иммунизации. Результаты проведённого исследования иммунотоксичности и аллергенности ГМЛ-1 
позволяют заключить, что введение таблетированной лекарственной формы препарата ГМЛ-1 в диапазоне изученных доз не оказывает иммуноток-
сического действия и не обладает аллергизирующими свойствами.

Ключевые слова: таблетированная лекарственная форма ГСБ-106; фагоцитоз; хемилюминесценция; гуморальный иммунный ответ; клеточный 
иммунный ответ; иммунотоксичность; реакция системной анафилаксии; гиперчувствительность замедленного типа; реакция воспаления на Кон А
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Evaluation of allergenic properties and immunotoxicity tablet dosage form GML-1  
(N-benzyl-N-methyl-1-phenylpyrrolo[1,2-a]pyrazin-3-carboxamide)

Kovalenko LP, Korzhova KV, Zhurikov RV, Durnev AD
FSBI «Zakusov Institute of Pharmacology», Moscow

Abstract. The study of allergenic properties and immunotoxic effects of the ready-to-use drug form of GML-1 (N-benzyl-N-methyl-1-phenylpyrrolo[1,2-a]
pyrazin-3-carboxamide), compounds with high TSPO affinity and pronounced anxiolytic activity, was carried out. The study of allergenic properties and 
immunotoxicity of GML-1 was performed on male albino guinea pigs weighing 250-300 g and on male CBA, C57BL / 6, F1 hybrids (CBAxC57BL/6) mice. 
When assessing immunotoxicity, GML-1 was inject to mice per os for 14 days in doses of 2.2 mg / kg and 22 mg / kg. When studying the allergenicity, GML-1 
was injected to albino guinea pigs in doses of 1 mg / kg and 10 mg / kg according to standard regimens of immunization. The results of the study of the 
immuno-toxicity and allergenicity of GML-1 allow us to conclude that the injection of tablet dosage form of GML-1 in the range of studied doses does not 
have an immunotoxic effect and allergenic properties.

Keywords: tablet dosage form of GML-1 (N-benzyl-N-methyl-1-phenylpyrrolo[1;2-a]pyrazin-3-carboxamide); phagocytosis; chemiluminescence; humoral 
immune response; cellular immune response; immunotoxicity; systemic anaphylaxis; delayed hypersensitivity; concanavalin A-induced inflammation
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Введение

В ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. За-
кусова» синтезировано оригинальное соединение 
N-бензил-N-метил-1-фенилпирроло[1,2-a]пиразин-
3-карбоксамид (ГМЛ-1), лиганд транслокаторного 
белка (TSPO), обладающее выраженной анксиолити-
ческой активностью. Экспериментами в приподнятом 
крестообразном лабиринте было установлено, что 
анксиолитический эффект ГМЛ-1 полностью блоки-
руется ингибиторами ферментов нейростероидогенеза 
трилостаном и финастеридом [1, 2].

Целью данной работы являлось доклиническое 
изучение аллергизирующих свойств и иммуноток-
сического действия таблетированной лекарственной 
формы ГМЛ-1.

Материалы и методы

Исследование аллергизирующих свойств и им-
мунотоксического действия таблетированной лекар-
ственной формы ГМЛ-1 выполнено на сертифициро-
ванных лабораторных животных: самцах мышей линий 
СВА, C57BL/6, гибридах F1(CBAхС57BL/6) массой 
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18–20 г., самцах морских свинок альбиносов массой 
250–300 г., клинически здоровых особях, полученных 
из питомников «Столбовая» и «Андреевка».

При оценке иммунотоксичности ГМЛ-1 мышам 
опытных групп 14 дней перорально вводили лекар-
ственную форму препарата в дозах 2,2 и 22 мг/кг (ак-
тивного вещества), при изучении аллергенности ГМЛ-1 
морским свинкам альбиносам вводили препарат в дозах 
1 и 10 мг/кг, согласно стандартным схемам иммуни-
зации. При изучении иммунотоксичности в качестве 
контроля мышам контрольных групп вводили дистил-
лированную воду, при изучении аллергенности – воду 
для инъекций. Каждая группа включала 10 животных. 

При изучении иммунотоксичности ГМЛ-1 ис-
пользовали следующие методы: 

•	определение массы и клеточности органов им-
мунной системы мышей-гибридов F1 (СВА×C57BL/6); 

•	оценка фагоцитарной активности перитонеаль-
ных макрофагов мышей-гибридов F1 (СВА×C57BL/6); 

•	оценка активности нейтрофилов в тесте хеми-
люминесценции на мышах-гибридах F1 (СВА×C57BL/6);

•	постановка реакции гиперчувствительности за-
медленного типа на мышах-гибридах F1 (СВА×C57BL/6);

•	постановка реакции гемагглютинации на мышах 
линии CBA и линии C57BL/6 [3, 4].

При оценке аллергенности ГМЛ-1 проводили по-
становку реакции общей системной анафилаксии и 
активной кожной анафилаксии на морских свинках 
альбиносах; при изучении реакции гиперчувствитель-
ности замедленного типа морских свинок альбиносов 
иммунизировали ГМЛ-1 в смеси с полным адъювантом 
Фрейнда. Наличие псевдоаллергических реакций на 
таблетированную лекарственную форму ГМЛ-1 изучали 
в реакции воспаления на неиммунологический акти-
ватор конканавалин А (Кон А) на мышах линии СВА 
[2]. Для всех показателей иммунотоксикологических 
исследований с нормальным распределением проводили 
межгрупповые сравнения по непарному t-критерию 
Стьюдента. Для множественных сравнений показателей 
с распределением, отличающимся от нормального, при-
меняли непараметрический критерий Манна–Уитни, 
различия считали статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

При оценке иммунотоксичности ГМЛ-1 было 
выявлено, что 14-дневное пероральное введение пре-
парата в дозах 2,2 мг/кг и 22 мг/кг мышам-гибридам F

1 
(СВА×C57BL/6) не оказывало значимого влияния на 
массу и клеточность тимуса, селезёнки и подколенных 
лимфатических узлов.

Курсовое введение ГМЛ-1 в дозах 2,2 и 22 мг/кг не 
влияло на фагоцитарную активность перитонеальных 
макрофагов у мышей-гибридов F

1
 (СВА×C57BL/6).

Двухнедельное пероральное введение ГМЛ-1 в до-
зах 2,2 и 22 мг/кг не оказывало достоверного влияния 
на параметры хемилюминесценции полиморфноядер-

ных гранулоцитов, активированных опсонизирован-
ным зимозаном.

Введение ГМЛ-1 на протяжении 14 дней в дозах 2,2 
и 22 мг/кг перорально мышам линий СВА и C57BL/6 
не вызывало значимого влияния на антителообразо-
вание по сравнению с данными контрольных групп. 
Двухнедельное пероральное введение ГМЛ-1 в дозах 
2,2 и 22 мг/кг мышам гибридам F1 (CBA×C57BL/6) 
также не вызывало значимой стимуляции клеточного 
иммунитета по сравнению с контрольной группой. 

Результаты проведённого исследования имму-
нотоксичности ГМЛ-1 позволяют заключить, что 
введение препарата ГМЛ-1 в диапазоне изученных 
доз не оказывает иммунотоксического действия.

При оценке аллергенности введение ГМЛ-1 по 
стандартной схеме иммунизации в дозах 1 и 10 мг/кг 
(по активному веществу) не вызывало у морских свинок-
альбиносов системной реакции анафилаксии и реакции 
активной кожной анафилаксии. После иммунизации 
морских свинок препаратом ГМЛ-1 в дозах 1 и 10 мг/кг 
в смеси с полным адъювантом Фрейнда (ПАФ) на 21-й 
день опыта у всех животных опытных групп при внутри-
кожном (в/к) введении разрешающей дозы препарата 
не выявлено аллергических реакций замедленного типа. 

Однократное пероральное введение ГМЛ-1 в дозах 
2,2 и 22 мг/кг мышам линии CBA не вызывало значи-
мого уменьшения реакции воспаления на Кон А по 
сравнению с данными контрольной группы. 

Проведённое исследование не установило данных, 
препятствующих клиническому испытанию таблети-
рованной лекарственной формы препарата ГМЛ-1.

Заключение

Результаты проведённого комплексного иссле-
дования позволяют заключить, что таблетированная 
лекарственная форма потенциального анксиолитика 
ГМЛ-1 в диапазоне изученных доз не оказывает им-
мунотоксического действия, не вызывает системной 
реакции анафилаксии, активной кожной анафилаксии, 
гиперчувствительности замедленного типа и псевдо-
аллергических реакций.

Проведённое исследование не установило данных, 
препятствующих клиническому испытанию таблети-
рованной лекарственной формы ГМЛ.
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Роль уровня BDNF в формировании когнитивных  
нарушений у лиц среднего возраста

Пепеляев Е. Г.1, Семенов В. А.1, Громова О. А.2
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Аннотация. Актуальность: рассматривается проблема когнитивных нарушений у лиц среднего возраста со стенозирующим атеросклерозом бра-
хиоцефальных артерий и взаимосвязь между уровнем BDNF и когнитивным нарушением у данной группы лиц. Материалы и методы: в исследовании 
приняли участие 50 пациентов, средний возраст 52 года, с проявлениями стенозирующего атеросклероза брахиоцефальных артерий. В контрольную 
группу вошли 50 человек со средним возрастом 50 лет без признаков атеросклероза брахиоцефальных артерий. Всем пациентам проводилось нейро-
психологическое тестирование и исследование уровня BDNF. Результаты: на основании наших наблюдений, выявленные особенности когнитивных 
нарушений у пациентов среднего возраста, гемодинамических характеристик, уровня содержания BDNF в плазме крови на додементных стадиях 
цереброваскулярных расстройств целесообразно учитывать при обследовании и планировании подходов к лечению больных с данной патологией.

Ключевые слова: когнитивные нарушения; BDNF; стенозирующий атеросклероз брахиоцефальных артерий
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BDNF level role in formation of cognitive violations at middle-aged persons
Pepelyaev EG1, Semenov VA1, Gromova OA2
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2 –  FSBOU VO IvGMA of the Ministry of Health of Russia, Ivanovo

Abstract. Relevance: the problem of cognitive violations at middle-aged persons with stenoziruyushchy atherosclerosis of brakhiotsefalny arteries and 
interrelation between the BDNF level and cognitive violation at this group of persons is considered. Materials and methods: 50 patients whose average age 52 
years with displays of stenoziruyushchy atherosclerosis of brakhiotsefalny arteries took part in research. The control group included 50 people with average 
age of 50 years without symptoms of atherosclerosis of brakhiotsefalny arteries. To all patients neuropsychological testing and research of the BDNF level 
was conducted. Results: on the basis of our supervision, it is expedient to consider the revealed features of cognitive violations at patients of middle age, 
haemo dynamic characteristics, level of maintenance of BDNF in blood plasma at dodementny stages of tserebrovaskulyarny frustration at inspection and 
planning of approaches to treatment of patients with this pathology.
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Введение

Когнитивная функция — одна из наиболее слож-
ных функций головного мозга. С её помощью осу-
ществляется взаимосвязь человека с окружающим 
миром, а именно реализуются такие процессы, как 
восприятие, мышление, внимание, речь, память и 
двигательные навыки. Таким образом, когнитивная 
дисфункция представляет собой одну из наиболее 
актуальных проблем современной медицины.

Сосудистые когнитивные нарушения, по данным 
Яхно Н.Н. с соавт., состоят из следующих этапов 
формирования:

•	сердечно-сосудистые заболевания без пораже-
ния головного мозга;

•	клинически бессимптомные сосудистые пора-
жения головного мозга;

•	лёгкие когнитивные нарушения;
•	умеренные когнитивные нарушения;
•	сосудистая деменция [9].

Лёгкие когнитивные нарушения, как понятие, 
в международной классификации отсутствует. На-
против, только лишь умеренные когнитивные на-
рушения и деменция, как структура заболевания, 
рассматриваются в настоящее время. Вследствие чего, 
дифференциация когнитивной недостаточности на 
стадии имеет формальный характер, так как речь идет 
о состояниях, фактически, плавно перетекающих из 
одного в другое [4].

В состоянии утомления или эмоционального стра-
ха наблюдаются отдельные симптомы в виде быстрой 
утомляемости при умственной деятельности, труд-
ности сосредоточиться на чем-либо, повышенной за-
бывчивости, которые не являются единым синдромом, 
но определяются как лёгкие когнитивные нарушения. 
Таким образом, использование нейропсихологических 
методов диагностики часто не выявляет отклонений 
от среднестатистических нормативов, либо эти от-
клонения не имеют значимости. В связи с чем, лёгкие 
когнитивные нарушения трудно объективизировать. 



¹ 2. 2020 38 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

Но в то же время пациент, воспринимающий снижение 
своих интеллектуальных способностей по сравнению 
с исходным уровнем, может предъявлять жалобы ког-
нитивного характера. Лёгкие когнитивные нарушения 
не оказывают влияния на социальную, бытовую и про-
фессиональную деятельность пациента. Заподозрить 
лёгкое когнитивное нарушение можно на основании 
жалоб пациента. При этом, соответственно, необхо-
димо выполнить оценку эмоционального статуса, 
с целью исключения депрессии. При наличии вы-
шеперечисленных состояний необходимо провести 
терапию, которая возможно приведёт к улучшению 
не только эмоционального статуса, но и когнитивных 
функций [4].

Расстройства когнитивных функций, которые 
значительно выходят за рамки среднестатистической 
возрастной нормы, но не сопровождаются нарушени-
ем адаптации в повседневной жизни, но могут при-
водить к затруднениям в необычных и сложных для 
пациента ситуациях, характеризуются как умеренные 
когнитивные нарушения. По сравнению с лёгкими 
когнитивными нарушениями, умеренные представ-
ляют собой клинически очерченный синдром, а не 
отдельные симптомы. Вместе с тем, когнитивные 
расстройства имеют как субъективный, так и объек-
тивный характер. Умеренные когнитивные нарушения 
приводят к избыточному психофизиологическому 
перенапряжению при интеллектуальной работе, при 
этом не вызывают расстройств социально-бытовой 
и профессиональной адаптации пациента. Впервые, 
в 1999 году специалистами из клиники Мейо, США, 
были предложены диагностические критерии и термин 
синдрома умеренных когнитивных расстройств. Изна-
чально эта формулировка диагноза предназначалась 
для определения додементных когнитивных наруше-
ний идиопатической этиологии, предположительно 
имеющей связь с продромальными стадиями болезни 
Альцгеймера [4].

Для диагностики умеренных когнитивных рас-
стройств в новых критериях [4, 16] не обязательно 
наличие нарушения памяти, так же могут страдать и 
другие когнитивные сферы, такие как речь, гнозис, 
праксис, управляющие функции:

•	наличие умеренного когнитивного дефицита, 
не достигающего выраженности деменции;

•	свидетельства от третьих лиц о когнитивных 
нарушениях или жалобы когнитивного характера 
самого пациента;

•	по данным нейропсихологических методов ис-
следования, объективные свидетельства когнитивных 
нарушений;

•	отсутствие выраженных нарушений повседнев-
ной активности.

По результатам международных эпидемиологи-
ческих исследований, от 3 до 24 % лиц старше 60 лет 
имеют изменения, которые соответствуют критериям 
синдрома умеренных когнитивных нарушений [4]. 

В Российской Федерации распространённость до-
дементных когнитивных нарушений составила 44 %, 
согласно результатам исследования «Прометей» [3].

Достаточно серьёзное значение в прогностическом 
отношении имеет диагноз «синдром умеренных ког-
нитивных нарушений». Согласно ретроспективным 
данным, у 10–15 % пациентов с данным диагнозом 
в течение года развивается деменция, что в 5–15 раз 
чаще среднестатистических популяционных показа-
телей (1–2 %) [4, 15]. На стадию деменции переходят 
до 80 % пациентов за 6 лет наблюдения.

Тяжёлые когнитивные нарушения – это расстрой-
ства когнитивных функций, приводящие к частич-
ной или полной утрате самостоятельности пациента 
в социально-бытовой и профессиональной сферах, а 
также вызывают зависимость от посторонней помощи 
в повседневной жизни. К тяжёлым когнитивным на-
рушениям относятся деменция и выраженные моно-
функциональные когнитивные расстройства: агнозия 
или апраксия, грубая афазия, корсаковский синдром. 
Наличие деменции или других видов тяжёлых когни-
тивных нарушений свидетельствует о значительном по-
ражении головного мозга, чаще всего развивающегося 
на фоне длительно текущего патологического процесса. 
В большинстве случаев прогноз неблагоприятный, в 
связи с тем, что тяжёлые когнитивные расстройства 
чаще всего носят прогрессирующий характер [4].

В основном, цереброваскулярные нарушения вы-
являются только у лиц пожилого возраста. Однако в 
последние годы отмечается тенденция к увеличению 
встречаемости данной патологии среди трудоспособ-
ных лиц молодого и среднего возраста [7]. Таким об-
разом, в настоящее время очень важна своевременная 
диагностика умеренных когнитивных нарушений, 
потому что терапевтические вмешательства имеют 
наибольшую эффективность именно на этой стадии.

В последние годы выявлена тенденция роста числа 
больных с когнитивными расстройствами. Эти про-
явления приводят не только к снижению качества 
жизни, нарушению профессиональной и социальной 
деятельности человека, но и в ряде случаев к инвалид-
ности пациента, развитию у него полной зависимости 
от окружающих. В связи с чем, когнитивные наруше-
ния в настоящее время имеют огромную социально-
экономическую значимость.

По данным Всемирной Организации Здравоох-
ранения (ВОЗ), деменция, как тяжёлая форма когни-
тивных нарушений, входит в число самых «дорогих» 
болезней для общества, наряду с онкологическими и 
кардиологическими заболеваниями [2].

Формированию когнитивных нарушений способ-
ствует атеросклеротическое поражение магистраль-
ных артерий головного мозга, в результате которого 
происходит изменение мозгового кровообращения, 
развиваются стенозирующие и окклюзионные пора-
жения артерий головного мозга. Возникает снижение 
возможности коллатерального кровотока и происходит 
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увеличение периферического сосудистого сопротив-
ления [8]. Вышеперечисленные изменения мозгового 
кровообращения способствуют возникновению ги-
поксии головного мозга, а в результате и развитию 
когнитивных расстройств [2, 5, 9]. Ключевым звеном 
патогенеза разнообразных заболеваний и патологи-
ческих состояний является гипоксия. Гиппокамп, 
являющийся частью лимбической системы, особенно 
чувствителен к гипоксии. Среди факторов, способ-
ных контролировать метаболизм клеток головного 
мозга при кислородной недостаточности, выделяют 
нейротрофический фактор головного мозга (BDNF), 
действие которого осуществляется через LNGFR и 
TrkB-рецепроры [12]. BDNF способствует выживанию 
клеток, т. е. нейропластичности и обладает широким 
рядом функциональных свойств. В период разви-
тия BDNF принимает участие в дифференцировке 
нейронов, их функциональной матурации, а также в 
синаптогенезе. Во взрослом организме одной из наи-
более значимых ролей нейротрофического фактора 
головного мозга является нейропротекция, а именно 
осуществление защиты нейронов головного мозга от 
ишемических атак и мотонейронов от гибели, инду-
цируемой аксотомией [10, 11, 13, 14].

Целью настоящего исследования явилось изучение 
количественного содержание мозгового нейротрофи-
ческого фактора сыворотки крови человека (BDNF) 
и его влияния на когнитивные функции пациентов 
среднего возраста со стенозирующим атеросклерозом 
брахиоцефальных артерий.

Материалы и методы

В клиническом наблюдении, проведённом на 
базе клинического госпиталя МСЧ МВД России по 
Кемеровской области, приняли участие 100 человек 
после подписания информированного согласия. Были 
сформированы две группы.

Первая группа в количестве 50 человек, средний 
возраст которых составил 52 года, с проявлениями 
стенозирующего церебрального атеросклероза брахи-
оцефальных артерий. Вторая группа в количестве 50 
человек со средним возрастом 50 лет без проявлений 
церебрального атеросклероза брахиоцефальных артерий.

Группы сопоставимы по полу, возрасту, трудовому 
и образовательному статусу, вредным привычкам, 
качеству жизни.

Критериями исключения были: наличие в анам-
незе тяжёлых ЧМТ, ОНМК, беременности, период 
лактации, тяжёлое течение СД, печёночная, почечная, 
сердечно-сосудистая недостаточность, онкологические 
заболевания.

Использовались: опросник «качество жизни – 
неврологический модуль», шкала BDI, методика  
А.Р. Лурия «10 слов», методика «таблица Шульте», 
таблица MMSE, методика исследования зрительно-
пространственного гнозиса.

Всем пациентам проводился неврологический 
осмотр, исследовался общий анализ крови, общий 
анализ мочи, биохимические показатели крови для 
исключения сопутствующей патологии, проводились 
ЭКГ, допплероскопия брахиоцефальных артерий, при 
необходимости МРТ головного мозга. У всех паци-
ентов осуществлялся забор крови для исследования 
уровня BDNF.

Для исследования уровня BDNF в плазме крови 
на основе количественного иммуноферментного ме-
тода сэндвичевого типа твёрдофазным иммунофер-
ментным методом (ELISA) использованы наборы 
для количественного определения BDNF человека 
в плазме; использовался иммуноферментный фо-
томер ImmunoGlum-2100 (США). Использованы 
стандарты — 3 флакона (8 нг/флакон), содержащих 
рекомбинантный человеческий BDNF в белковом 
буфере с консервантами, лиофилизированный на 96 
проб. Предварительное одностадийное разбавление 
образцов в соотношении 1:20. Общее время инкуба-
ции — 210 мин при 20–25 °С. Минимальное среднее 
детектируемое количество BDNF — менее 20 пг/мл.

Грант РФФИ №19-07-00356.
Статистическую обработку данных осуществляли 

с помощью STATISTICA 6,0 для Windows. При ста-
тистической обработке данных различия считались 
значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение

В результате исследования мы отметили, что жен-
щины с проявлениями церебрального атеросклероза в 
большей степени, по сравнению с мужчинами, предъ-
являют жалобы на ухудшение памяти, внимания и 
различные эмоциональные нарушения (78 и 52 %, 
соответственно).

В результате исследования у большинства паци-
ентов первой группы преимущественно преобла-
дал астено-невротический синдром в виде быстрой 
утомляемости, общей слабости, снижения памяти, 
раздражительности, головных болей, нарушение сна. 
В неврологическом статусе была незначительная рас-
сеянная неврологическая симптоматика. Во второй 
группе пациентов астено-невротический синдром 
встречался редко.

При использовании шкалы Бека (BDI) не было 
выявлено депрессивных проявлений у пациентов в 
первой и во второй группах в 58 и 72 % случаев, со-
ответственно (р > 0,05).

Результаты тестов Шульте на эффективность ра-
боты (ЭР) оказались достоверно ниже в первой груп-
пе, где пациенты набрали 3 балла в 40 % случаях, по 
сравнению со второй группой: 5 баллов в 40 % случаях 
(р < 0,01) (рис. 1).

В первой группе достоверно меньше психическая 
устойчивость (ПУ) к выполнению заданий по сравне-
нию со второй группой (р < 0,01) (рис. 2).
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При исследовании уровня памяти методом  
А.Р. Лурия «10 слов» (непосредственное, отсроченное 
и суммарный балл): достоверно хуже в первой группе, 
результат составил всего 60 %, тогда как во второй — 
80 % (р < 0,001) (рис. 3).

По данным теста MMSE, лёгкие когнитивные 
расстройства выявлены у пациентов в первой группе 
в 58 % случаев, а во второй группе — в 40 % случаев  
(р < 0,01) (рис. 4).

При определении содержания уровня BDNF в 
сыворотке крови у наблюдаемых пациентов было 
достоверно установлено, что в первой группе данный 
показатель значительно ниже (26,8 пг/мл) по сравне-
нию со второй группой (35,5 пг/мл) (р < 0,01).

В результате проведённого исследования установ-
лено, что уровень содержания BDNF в плазме крови у 
пациентов среднего возраста с проявлениями стенози-
рующего атеросклероза брахиоцефальных артерий и лёг-
кими когнитивными расстройствами достоверно ниже.

По данным литературы, снижение уровня ней-
ротрофического фактора характерно для лиц стар-
ческого возраста, когда имеются явные признаки 
когнитивных нарушений на фоне хронической ише-
мии головного мозга [17]. Известно, что дефицит 
церебральных нейротрофических факторов считается 
результатом угнетения их синтеза в условиях гипоксии 
вещества головного мозга. Поэтому уровень BDNF у 

лиц среднего возраста, в том числе у пациентов с на-
чальными проявлениями когнитивной дисфункции 
можно рассматривать в качестве прогностического 
маркера для пациента с цереброваскулярными за-
болеваниями [1, 6].

Выводы

Таким образом, выявленные особенности когни-
тивных нарушений, гемодинамических характеристик, 
уровня содержания BDNF в плазме крови на доде-
ментных стадиях цереброваскулярных расстройств 
целесообразно учитывать при обследовании и пла-
нировании подходов к лечению больных с данной 
патологией.
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Рис. 1. Таблица Шульте ЭР

Рис. 2. Таблица Шульте ПУ

Рис. 3. Методика А.Р. Лурия «10 слов»

Рис. 4. Шкала MMSE
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О взаимосвязях между уровнями нейротрофического 
фактора мозга в крови, микроэлементов в волосах  
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Аннотация. Проведено обследование здоровых молодых добровольцев 22±1,4 лет (n = 50) и определены уровни 48 микроэлементов в волосах. 
Показано, что уровни нейротрофического фактора мозга в плазме крови прямо пропорциональны уровням лития и меди в волосах. Рассмотрены 
нейротропные эффекты этих микроэлементов.
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Введение

Определение уровней микроэлементов в различных 
биосубстратах (крови, волосах, и др.) является перспек-
тивным направлением изучения нейропатологических 
факторов риска и маркёров эффективности терапии. 
Микроэлементы играют значимую роль в обменных 
процессах при нормальном функционировании нерв-
ной системы, являясь, таким образом, химической 
основой функционирования ЦНС [1]. В частности, 
ранее были изучены различные аспекты взаимосвязи 
микроэлементного состава волос и риска ишемического 
инсульта [2], взаимосвязь уровней микроэлементов в 
различных отделах мозга с тяжестью ишемического 
поражения мозга [3, 4], взаимосвязи между уровнями 
микроэлементов в крови и состоянием пациентов с 
хронической ишемией мозга [5, 6]. 

В настоящей работе представлены результаты ана-
лиза взаимосвязи между профилем содержания микро-
элементов в волосах, уровнями нейротрофического 
фактора мозга (BDNF) в плазме крови.

Материалы и методы

В исследовании принимали участие после подпи-
сания информированного согласия здоровые добро-
вольцы (n = 50), средний возраст 22 года (студенты 
медицинской академии), 54 % юношей. У участников 
были определены уровни BDNF в плазме крови и со-
держание в волосах 44 микроэлементов (Li, Be, B, Na, 
Al, Si, P, K, Ca, Sc,Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, 
Ge, As, Se, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Mo, Rh, Pd, Ag, Cd, Sn, Sb, 
Te, Cs, Ba, Hg, Tl, Pb, Bi, Th, U).

Забор крови осуществлялся натощак с 8:00 до 9:00 
из локтевой вены в количестве 5 мл в вакуумные про-
бирки (вакутейнеры) без наполнителя. Пробирки мар-
кировали, плазма крови выделялась по стандартной ме-
тодике и помещалась в холодильник. Для исследования 
уровня BDNF в плазме крови на основе количествен-
ного иммуноферментного метода сэндвичевого типа 
твёрдофазным иммуноферментным методом (ELISA) 
использованы наборы для количественного определе-
ния мозгового нейротрофического фактора (BDNF) 
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человека в плазме; использовался иммуноферментный 
фотомер ImmunoGlum-2100 (США). Использованы 
стандарты — 3 флакона (8 нг/флакон), содержащие 
рекомбинантный человеческий BDNF в белковом 
буфере с консервантами, лиофилизированный на 96 
проб. Предварительное одностадийное разбавление 
образцов в соотношении 1:20. Общее время инкуба-
ции — 210 мин при 20–25 °С. Минимальное среднее 
детектируемое количество BDNF — менее 20 пг/мл.

Всем пациентам проводилось определение микро-
элементного состава волос. Анализировалось содержа-
ние Li, B, Na, Mg, Аl, Si, P, K, Ca, Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe, 
Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Ge, As, Se, Rb, Sr, Mo, Ag, Cd, Sn, 
Sb, Te, Cs, Ba, Hg, Tl, Pb, Bi, Th, U. Образцы волос были 
высушены при t = 105 °C в течение 6 ч в сушильном 
шкафу. После этого было проведено взвешивание на 
аналитических весах Perkin Elmer AD-6 Autobalance с 
точностью до 0,1 мг. Навески материала переносили в 
автоклав (тефлоновый сосуд Весселя) и добавляли 1 мл 
70 % HNO3 (ОСЧ), прошедшей вторичную перегонку, 
затем автоклав помещался в микроволновую систему 
пробоподготовки MD-2000 (CEM, США) обеспечи-
вающую высокое давление и температуру кипения 
HNO3. После охлаждения полученных растворов в 
течение 60 мин от них были отобраны образцы в объёме 
1 мл в пластиковые сосуды и разбавлены в 5 раз би-
дистиллированной и деионизированной водой. Для 
контроля чистоты анализа отдельно был приготовлен 
раствор «холостой пробы» с содержанием HNO3, H2O2, 
H2O в пропорциях, идентичных содержанию этих 
реагентов в исследуемых образцах. Описанная выше 
методика пробоподготовки с использованием СВЧ 
нагрева в тефлоновых «бомбах» позволяет проводить 
быстрое «вскрытие» биопробы, с высокой эффектив-
ностью разложить биологическую матрицу, влияю-
щую на результаты анализа. В качестве внутреннего 
стандарта в растворы вводили индий в концентрации  
25 мкг/л. Калибровочные растворы были приготовлены 
из стандартных растворов фирмы VTRC с известным 
содержанием в диапазоне 5–1000 мкг/л (10–7 %). 
Полученные растворы анализировались на масс-
спектрометре с ионизацией в индуктивно-связанной 
плазме VG Plasma Quad PQ2 Turbo (Англия), рабочая 
мощность СВЧ генератора 1,3 кВт, расход плазмообра-
зующего газа (аргон) 14 л/мин, расход транспортиру-
ющего газа 0,89 мл/мин. Проводилось 3 экспозиции 
каждого образца, время интегрирования сигнала 60 с. 
Результаты анализа «холостой пробы» автоматически 
вычитались в анализе. Единицы измерения – мкг/кг 
(ppb). Данный метод позволяет с высокой точностью 
проводить количественный анализ содержания 48 
элементов периодической системы Д.И. Менделеева 
в волосах и других биосубстратах [7].

Грант РФФИ №19-07-00356.
Для стандартной обработки результатов исследо-

вания использовались методы математической стати-
стики, включающие расчёт числовых характеристик 

случайных величин, проверки статистических гипотез с 
использованием параметрических и непараметрических 
критериев, корреляционного и дисперсионного анали-
зов. Сравнение прогнозируемых и наблюдаемых частот 
встречаемости исследуемых признаков проводилось с 
помощью критерия хи-квадрат, T-критерия Вилкоксо-
на–Манна–Уитни и тест Стьюдента. Использовалась 
прикладная программа STATISTICA 6.0 и электронные 
таблицы Microsoft Excel. Помимо стандартных методов 
статистики, в ходе анализа данных скрининга были 
использованы новые математические подходы для 
установления интервалов информативных значений 
численных параметров, нахождение метрических сгу-
щений в пространстве параметров биомедицинского 
исследования и построения метрических карт [8, 9]. 
Был проведён регрессионный анализ различных по-
казателей, описывающих состояние обследуемых здо-
ровых добровольцев, и уровнями нейротрофического 
фактора BDNF в плазме крови.

Результаты

Характеристики изучаемой группы молодых здо-
ровых добровольцев суммированы в таблицах 1 и 2. 
Группа обследованных состояла, преимущественно, 
из европеоидов, 54 % юношей, для которых были из-
мерены уровни BDNF в плазме крови, уровни микро-
элементов в волосах и проведено простое скрининговое 
психоневрологическое тестирование (см. табл. 2).

В таблице 2 приведены средние уровни микро-
элементов в волосах, упорядоченные в соответствии с 
вариабельностью уровней микроэлемента (m/M). Наи-
меньшей вариабельностью отличались эссенциальные 
элементы P, Si, Cu, Zn, Li, Fe, Ca, Na, Mg, K, Mo, Co, 
B, Mn, Se (m/M = 0,21..0,43) и токсический элемент 
свинец (m/M = 0,20). В то же время большинство дру-
гих токсических элементов (Th, Hg, Be, Tl, As, Bi, U, 
Te, Cd) отличались весьма высокой вариабельностью 
(m/M > 1,0). Более низкая вариабельность содержания 
того или иного микроэлемента соответствует большей 
значимости уровней этого микроэлемента как вос-
производимого биомаркёра. 

Таблица 1

Характеристики изучаемой группы молодых здоровых 
добровольцев (n = 50)

Группа показателей Показатель Значение

Демография Европеоиды 36 (72 %)

Монголоиды (буряты) 14 (18 %)

Возраст, лет 21,68 ± 1,42

Пол, М 27 (54%)

Уровни BDNF BDNF, пк/мл 35 549 ± 5382
Примечание: Приведены средние значения исследованных характери-
стик (в формате «M ± m») или же соответствующие числа пациентов.
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В результате проведённого анализа собранных 
данных были установлены достоверные корреляции 
между уровнями микроэлементов в волосах, демогра-
фическими и другими показателями обследованных  
(табл. 3–5). В частности, результаты анализа показали, 
что у монголоидов (бурятов), по сравнению с европео-
идами, наблюдаются достоверно более высокие уровни 
магния (+10 мкг/кг, р = 0,014) и цинка (+21 мкг/кг,  
р = 0,018) в волосах (табл. 3). В то же время у европе-
оидов отмечено более высокое содержания кальция в 
волосах (+156 мкг/кг, р = 0,057), что, вероятно, обу-
словлено большим потреблением молочных продуктов.

Анализ гендерных различий показал: у жен-
щин были отмечены более высокие уровни кальция  
(+120 мкг/кг, р = 0,0174), рубидия (+0,14 мкг/кг,  
р = 0,0078), иттрия (+0,091 мкг/кг, р = 0,0069 и ниобия 
(+0,0016 мкг/кг, р = 0,0072) в волосах (табл. 4).

В результате были установлены достоверные пря-
мые корреляции между уровнями BDNF в крови и со-
держанием фосфора, меди и лития в волосах (рис. 1–4).

Установлено существование корреляции между 
содержанием фосфора в волосах и концентрацией 
BDNF в плазме крови (рис. 1, R2 = 0,13, т. е. коэффи-
циент корреляции R = 0,36). Регрессионная формула 

Таблица 2

Средние уровни микроэлементов в волосах (мкг/кг) в группе 
молодых здоровых добровольцев (n = 50)

Элемент M m m/M

Pb 1,6520 0,3365 0,20

P 172,63 35,94 0,21

Si 20,2081 4,6476 0,23

Cu 16,6335 4,0919 0,25

Zn 165,18 40,65 0,25

Li 0,0149 0,0037 0,25

Fe 18,1815 4,7052 0,26

Al 18,0239 5,0138 0,28

Ca 810,23 226,56 0,28

Na 1390,59 397,15 0,29

Mg 36,82 10,95 0,30

K 627,38 224,15 0,36

Mo 0,0134 0,0049 0,36

Co 0,0135 0,0049 0,36

B 5,72 2,41 0,42

Mn 0,6046 0,2576 0,43

Se 0,6238 0,2675 0,43

Cr 0,5376 0,2684 0,50

Ni 0,0107 0,0056 0,53

Ba 4,0415 2,2386 0,55

Sr 3,5788 2,2425 0,63

Ga 0,0036 0,0025 0,70

Sc 0,0106 0,0079 0,75

Sn 0,6004 0,4563 0,76

V 0,0160 0,0140 0,87

Nb 0,0050 0,0045 0,89

Rh 0,0030 0,0030 1,01

Ge 0,0024 0,0027 1,16

Pd 0,0030 0,0035 1,20

Cs 0,0024 0,0030 1,24

Rb 0,1791 0,2221 1,24

Zr 0,0221 0,0286 1,30

Sb 0,0053 0,0069 1,30

Th 0,0009 0,0013 1,39

Hg 0,0082 0,0130 1,59

Be 0,0018 0,0029 1,65

Tl 0,0007 0,0012 1,71

As 0,0049 0,0087 1,79

Ag 0,0121 0,0258 2,14

Bi 0,0052 0,0115 2,21

U 0,0066 0,0172 2,63

Te 0,0293 0,0950 3,25

Cd 0,0072 0,0305 4,21

Ti 0,0720 0,4250 5,90

Y 0,0441 0,2914 6,60
Примечание: Элементы упорядочены по возрастанию значений m/M, 
т. е. величины вариабельности уровней микроэлемента в волосах.

Таблица 3

Достоверные ассоциации между уровнями микроэлементов  
в волосах и расово-этнической принадлежностью 
обследованных здоровых добровольцев (n = 50)

Показатель Р
Монголоиды 

(буряты)
Европеоиды 

(русские, белорусы)

Mg, мкг/кг 0.0143 29,74±8,02 39,2±10,89

Zn, мкг/кг 0.0177 179±41 158±38

Ca, мкг/кг 0.0571 691±231 847±207

Примечания: р, статистическая достоверность ассоциации (по 
критерию Колмогорова–Смирнова для числовых показателей, по 
критерию χ2 — для категорных показателей). Ассоциации упоря-
дочены в соответствии со значениями р.

Таблица 4

Достоверные ассоциации между уровнями микроэлементов  
в волосах и гендерными различиями обследованных

Показатель Р Мужчины Женщины

B, мкг/кг 0,0013 6,2±2,067 5,01±2,55

Na, мкг/кг 0,0431 1430±416 1312±379

Ca, мкг/кг 0,0174 748±1989 868±239

Rb, мкг/кг 0,0078 0,11±0,15 0,25±0,24

Y, мкг/кг 0,0069 0,0023±0,0017 0,093±0,42

Nb, мкг/кг 0,0072 0,0042±0,0050 0,0058±0,0034

Pd, мкг/кг 0,0386 0,0038±0,0038 0,0019±0,0027

Ag, мкг/кг 0,0118 0,0168±0,0301 0,0049±0,0125
Примечания: р, статистическая достоверность ассоциации. Ассоци-
ации упорядочены в соответствии со значениями р.
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показывает, что увеличению содержания фосфора в 
волосах на каждые 10 мкг/кг соответствует повышение 
уровней BDNF в крови, в среднем, на 500 пкг/мл.

Установлено существование корреляции между 
содержанием меди в волосах и концентрацией BDNF 
в плазме крови (рис. 2, R2 = 0,13, т. е. коэффициент 
корреляции R = 0,36). Регрессионная формула пока-
зывает, что увеличению содержания меди в волосах на 
каждые 10 мкг/кг соответствует повышение уровней 
BDNF в крови, в среднем, на 4 725 пкг/мл.

Медь – эссенциальный микроэлемент, имеющий 
прямое отношение к процессам клеточного дыхания 

Рис. 1. Корреляция между содержанием фосфора в во-
лосах и концентрацией BDNF в плазме крови. Показа-
на регрессионная формула и значение квадрата коэф-
фициента корреляции (R2)

Рис. 2. Корреляция между содержанием меди в волосах 
и концентрацией BDNF в плазме крови. Показана ре-
грессионная формула и значение квадрата коэффици-
ента корреляции (R2)

Рис. 3. Распределение содержания меди (мкг/кг) в раз-
личных отделах головного мозга (контрольная группа)
Примечания: Здесь и далее: 1 – лобная доля; 2 – поясная извилина;  
3 – мозолистое тело; 4 – прозрачная перегородка (septum pellucidum); 
5 – свод; 6 – передняя спайка; 7 – зрительный перекрест; 8 – под-
таламическая область; 9 – гипофиз; 10 – височная доля; 11 – мост;  
12 – продолговатый мозг; 13 – четвертый желудочек; 14 – мозже-
чок; 15 – водопровод мозга; 16 – затылочная доля; 17 – пластинка 
крыши; 18 – шишковидное тело; 19 — теменная доля; 20 – таламус;  
21 – ножки

Рис. 4. Корреляция между содержанием лития в волосах 
и концентрацией BDNF в плазме крови. Показана ре-
грессионная формула и значение квадрата коэффици-
ента корреляции (R2)

Рис. 5. Корреляция между вычисленными (теоретиче-
скими) и экспериментально определёнными уровнями 
BDNF в плазме крови. Показана регрессионная форму-
ла и значение квадрата коэффициента корреляции (R2)
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нейронов [10]. Медь входит в состав десятков фер-
ментов, задействованных в окислительно-восстано-
вительных реакциях, синтезе нейротрансмиттеров, 
активации пептидных гормонов. К наиболее известным 
медь-зависимым ферментам относятся цитохром С 
оксидаза (перенос электронов в дыхательной цепи 
митохондрий) и Cu/Zn-супероксид дисмутаза (анти-
оксидантный эффект). Проведённое нами ранее иссле-
дование микроэлементного состава мозга показало, что 
наибольшее содержание меди отмечается в мозжечке 
(40845±38558 мкг/кг) и в правополушарном таламусе 
(32076±19953 мкг/кг) [4] (рис. 3).

Установлено существование корреляции между 
содержанием лития в волосах и концентрацией BDNF 
в плазме крови (рис. 4, R2 = 0,30, т. е. коэффициент 
корреляции R = 0,55). Регрессионная формула пока-
зывает, что увеличению содержания лития в волосах на 
каждые 0,01 мкг/кг соответствует повышение уровней 
BDNF в крови почти на 800 пкг/мл.

Экспериментальные и клинические исследования 
неорганических и органических солей лития указали 
на нейропротективный эффект ионов лития в условиях 
ишемии мозга и дефицита глюкозы [11], при избыточ-
ном апоптозе нейронов гиппокампа в эксперименталь-
ной модели менингита. Обработка нейронов ионами 
лития повышает экспрессию мозгового нейротрофи-
ческого фактора BDNF и нейротрофина-3 [12] в го-
ловном мозге. Ионы лития активируют TrkB-рецептор 
нейротрофического фактора BDNF в качестве важного 
шага для нейропротекции против эксайтотоксичности 
[13]. Одним из основных механизмов действия лития 
на нейроны является модуляция гомеостаза ионози-
толфосфатов. В частности, ионы лития ингибируют 
фермент инозитол монофосфатазу (ген IMPA1) [14]. 
Ионы лития подавляют активность гликоген-синтазы-
киназы-3 бета (ГСК-3Б) в нейронах, что, в частности, 
защищает клетки от нейротоксичности посредством ак-
тивации сигнальных путей РКВ/ГСК-3Б и катенин/Wnt 
[15]. Ионы лития активируют сигнальные пути Wnt и 
PI3K/PKB, стимулируя выживание нейронов и других 
типов клеток нервной системы [16].

Таким образом, уровни нейротрофического фактора 
мозга (BDNF) в плазме крови прямо пропорциональны 
уровням лития и меди в волосах. На основании этого 
наблюдения мы разработали и протестировали ре-
грессионную формулу, позволяющую прогнозировать 
уровни BDNF в плазме крови на основании уровней 
этих трёх элементов в волосах:

BDNF (пкг/мл) = 33 × P(мкг/кг) +  
+ 45 × Cu(мкг/кг) + 48178 × Li (мкг/кг) + 23 810

Данная формула характеризуется приемлемыми 
показателями качества регрессии: коэффициент кор-
реляции между вычисленными (теоретическими) и 
экспериментально определёнными уровнями BDNF 
составил R = 0,52, среднеквадратичного отклонения 
(ср. кв. откл.) уровней BDNF – 4 566 пкг/мл. Заметим, 
что значения ср. кв. откл. уровней BDNF для формул 
на основе содержания отдельных микроэлементов 
были существенно хуже. Например, для формулы 
BDNF (пкг/мл) = 79 898 × Li (мкг/кг) + 23 682 ср. кв. 
откл. уровней BDNF составило 11 867 пкг/мл, а для 
соответствующих формул для P (мкг/кг) и Cu (мкг/кг) – 
более 15 000 пкг/мл.

Обсуждение

Проведённое нами исследование здоровых моло-
дых добровольцев показало, что более высокий балл 
в тесте на заучивание слов был ассоциирован с более 
высокими уровнями меди (+3,4 мкг/кг, р = 0,01), хрома 
(+0,05 мкг/кг, тренд, р = 0,08) и никеля (+0,006 мкг/кг, 
р = 0,013) и более низкими уровнями токсичного урана 
(-0,005 мг/кг, тренд, р = 0,092) в волосах. Установле-
но, что уровни нейротрофического фактора мозга 
(BDNF) в плазме крови прямо пропорциональны 
уровням лития, фосфора и меди в волосах. Активность 
нейротрофического фактора мозга BDNF важна для 
поддержки когнитивных функций и памяти. Синтез 
BDNF зависит от степени физической активности, 
тренировки памяти, логического мышления и микро-
нутриентной обеспеченности организма. Наиболее 
выражена была корреляция между содержанием лития 
в волосах и концентрацией BDNF в плазме крови (ко-
эффициент корреляции R = 0,55), согласно которой 
увеличению содержания лития в волосах на каждые 
0,01 мкг/кг соответствует повышение уровней BDNF 
в крови, в среднем, на 800 пкг/мл. Разработана и про-
тестирована регрессионная формула, позволяющая 
оценить уровни BDNF в плазме крови на основании 
уровней этих трёх элементов в волосах.
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испытаний веществ–кандидатов, клинических исследований лекарств–кандидатов, 
фармаконадзора, управления данными, анализа полученных данных, 
составления окончательного отчёта об исследовании, получения 
регистрационного удостоверения, публикации результатов, заканчивая 
организацией пострегистрационных исследований безопасности, проведением 
неинтервенционных и фармакоэпидемиологических исследований, а также процесс 
обеспечения качества, проведения аудита и инспекций уполномоченных органов 
здравоохранения, создания стандартных операционных процедур, архивирования 
документов исследования. Изложенный материал основывается на современных 
регулирующих требованиях законодательства Российской Федерации и государств – 
членов Евразийского экономического союза.

«ФАРМАКОНАДЗОР» описывает методологию фармаконадзора, организацию 
пострегистрационных исследований безопасности, фармакоэпидемиологических 
и неинтервенционных исследований, организация системы фамаконадзора 
в фармацевтической компании, чрезвычайные ситуации в клинических 
исследованиях, особенности фармаконадзора у беременных и кормящих. 
Изложенный материал основывается на современных регулирующих требованиях 
законодательства Российской Федерации и государств – членов Евразийского 
экономического союза.

«ВКЛЮЧЕНИЕ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ 
В ОГРАНИЧИТЕЛЬНЫЕ ПЕРЕЧНИ: ПОШАГОВЫЙ АЛГОРИТМ» — 
это невероятно полезный и компактный ресурс по подготовке Предложения 
на включение в ограничительные Перечни лекарственных препаратов. 
После прочтения этой книги процесс включения в Перечни сложится 
из разрозненных пазлов в единую картину. На страницах книги авторы 
профессионально, шаг за шагом, подробно и доходчиво объясняют методы сбора 
доказательной базы, рассказывают о методологии проведения сравнительной 
оценки эффективности и безопасности, клинико-экономических исследований 
и анализа влияния на бюджет, современных рекомендациях по подготовке 
Предложения на включение в ограничительные Перечни. Изложенный материал 
основывается на современных регулирующих требованиях законодательства 
Российской Федерации.

«ИССЛЕДОВАНИЯ РЕАЛЬНОЙ КЛИНИЧЕСКОЙ ПРАКТИКИ»
освещает правовые вопросы, методологию планирования и проведения 
исследований реальной клинической практики для формирования основанных 
на них доказательств, методы сбора данных, этическую экспертизу 
и статистический анализ таких исследований. Впервые в России обобщены термины 
и определения касаемо исследований реальной клинической практики. 
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