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Определение потенциального противосудорожного  
средства ГИЖ-290 в плазме крови крыс методом  

высокоэффективной жидкостной хроматографии  
с масс-спектрометрическим детектированием

Бочков П. О., Хрустова И. П., Литвин А. А., Колыванов Г. Б., Шевченко Р. В., Жердев В. П.
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Россия

Аннотация. ГИЖ-290 – новое производное 4-фенилпирролидона, синтезированное на основе рацетамов, сочетающих противосудорожное и 
ноотропное действие. ГИЖ-290 обладает широким спектром противосудорожных и ноотропных эффектов. Методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием разработана и валидирована методика количественного определения нового потен-
циального противосудорожного средства соединения ГИЖ-290 в плазме крови крыс. Для извлечения аналита использовали жидкость-жидкостную 
экстракцию диэтиловым эфиром. Валидацию методики проводили определением таких её параметров, как селективность, линейность, правильность, 
прецизионность и стабильность. Линейность методики подтверждена высоким коэффициентом корреляции равным 0,999. Процент извлечения 
ГИЖ-290 из плазмы крови в среднем составил 79,2 %. Правильность в течение рабочего цикла и между циклами была ≤19,32 %, прецизионность 
≤12,14 %. Установлено, что образцы плазмы крови, содержащие ГИЖ-290, можно хранить при комнатной температуре в течение рабочего дня.

Ключевые слова: противосудорожное действие; ГИЖ-290; количественное определение; высокоэффективная жидкостная хроматография; 
плазма крови
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Determination of a novel anticonvulsant drug GIZh-290 in rat plasma by liquid chromatography–tandem mass spectrometry
Bochkov PO, Khrustova IP, Litvin AA, Kolyvanov GB, Shevchenko RV, Zherdev VP

FSBI “Zakusov Institute of Pharmacology”, Moscow, Russia

Abstract. GIZh-290 is a new derivative of 4-phenylpyrrolidone, based on the structures of racetams that combine anticonvulsant and nootropic effects. 
The method of high-performance liquid chromatography with mass spectrometric detection was developed and validated for the quantitative determination 
of a new potential anticonvulsant compound GIZh-290 in rat blood plasma. For the extraction of the analyte, liquid-liquid extraction with diethyl ether was 
used. The method was validated based on its selectivity, linearity, accuracy, precision, and stability. The linearity of the method was confirmed by a high 
correlation coefficient of 0.999. The percent recovery of GIZh-290 from blood plasma was 79.2 %. The intra- and inter-batch accuracy were 19.32 and 12.14 %. 
 It was found that blood plasma samples containing GIZh-290 can be stored at ambient temperature during the working day.

Keywords: anticonvulsant effect; GIZh-290; Method validation; Pharmacokinetics; LC–MS/MS; Rat plasma
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Введение / Introduction

ГИЖ-290 – новое производное 4-фенилпирроли-
дона, синтезированное в ФГБНУ «НИИ фармакологии 
имени В.В. Закусова», на основе структур рацетамов, 
сочетающих противосудорожное и ноотропное дей-
ствие. ГИЖ-290 обладает широким спектром противо-
судорожных эффектов: устраняет генерализованные 
судороги в тесте антагонизма с максимальным элек-
трошоком и судороги, вызванные пилокарпином, 
увеличивая латентный период наступления судорог и 
процент выживших животных [1, 2], а также устраняет 
электроэнцефалограмму проявления судорожной 
активности в тесте бемегридовых судорог и в модели 
хронической фокальной кобальт-индуцированной 
эпилепсии [2].

Исследование ноотропного эффекта показало, 
что по влиянию на процессы обучения и воспроизве-
дения ГИЖ-290 в эквивалентных дозах превосходит 
пирацетам в 160 раз [1, 3].

Высокоэффективная жидкостная хроматография с 
масс-спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС) 
предоставляет уникальные возможности в доклиниче-
ских, биофармацевтических и клинических исследо-
ваниях [4–6]. Этот метод применим к разнообразным 
фармакологическим средствам, относящимся к раз-
личным химическим классам, и позволяет определять 
их в биологических средах с высокой селективностью, 
чувствительностью, скоростью анализа [7]. Режим 
множественных молекулярных реакций (MRM) обе-
спечивает детектирование определённого дочернего 
иона, заранее выбранного оператором. Дочерний ион 
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получают в результате фрагментации предварительно 
ионизированной исходной/родительской молекулы. 
В качестве источника ионизации, как правило, ис-
пользуется электроспрей. Для каждого соединения 
совокупность родительского и дочернего иона является 
уникальной, что обуславливает высокую селективность 
методики количественного определения с исполь-
зованием масс-спектрометрического детектора [8].

Цель исследования – разработка ВЭЖХ-МС мето-
дики определения ГИЖ-290 в плазме крови крыс после 
простой жидкость-жидкостной экстракции (ЖЖЭ). 

Методику валидировали по следующим параме-
трам: селективность, чувствительность, правильность, 
прецизионность, воспроизводимость и стабильность. 
Это первая методика количественного определения 
ГИЖ-290 в биожидкости, которая может быть при-
менена для доклинических фармакокинетических 
исследований.

Материалы и методы / Materials and methods

В работе использовали фармацевтическую субстан-
цию ГИЖ-290 (ФГБНУ «НИИ фармакологии имени 
В.В. Закусова, Россия), серия 300920. ГИЖ-290 – 
2,6-диметиланилид (2-оксо-4-фенилпирролидин-1-ил)
уксусной кислоты.

Органические растворители имели квалификацию 
«для хроматографии»: этилацетат («Merck», ФРГ), мета-
нол («Acros Organics», Россия), ацетонитрил («J.T. Baker», 
США), диэтиловый эфир («Acros Organics», Россия). 
Все другие реактивы и растворители имели квалифи-
кацию «ч.д.а.». 

Калибровочные стандарты и образцы контроля каче-
ства / Calibration Standards and Quality control samples

Матричный раствор ГИЖ-290 (1 мг/мл) готовили 
на метаноле. Рабочие стандартные растворы требуемой 
концентрации для построения калибровочных кривых 
и образцов контроля качества (КК) готовили путём се-
рийных разведений в смеси метанол:вода (50:50, об/об). 
Все растворы до их использования хранили при −24 °С. 

Растворы для построения калибровочных кривых 
ГИЖ-290 готовили внесением рабочего стандартного 
раствора, эквивалентного 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750 
и 1000 нг/мл исследуемого вещества, в интактную 
плазму крови крыс. Образцы КК также готовили на 
плазме крови (10, 50, 250, 750 нг/мл).

В настоящей методике биоматрицей для приготов-
ления стандартных растворов служила плазма крови 
крыс с массой тела 180–220 г, полученных из питомни-
ка «Филиал «Столбовая» ФГБУН «Научный центр био-
медицинских технологий ФМБА» (Московская обл.). 
Образцы крови получали методом декапитации ин-
тактных животных. Плазму крови получали центрифу-
гированием образцов цельной крови при 3500 об/мин 
в течение 10 мин. Образцы плазмы крови крыс хра-
нили при −50 °C.

Приборы и условия хроматографирования /
Equipment and chromatography conditions

Исследование выполнено с использованием со-
вмещённой системы высокоэффективного жидкост-
ного хроматографа «Agilent 1200» («Agilent», США), с 
масс-селективным детектором типа «ионная ловуш-
ка» модели «Agilent 6310 Series LC/MSD Ion Trap» 
(«Agilent», США). Система состоит из дегазатора 
подвижной фазы, бинарного насоса, автосемплера, 
термостата хроматографических колонок. Ионизацию 
молекул соединения ГИЖ-290 проводили в режиме 
положительной ионизации молекул на электроспрее 
при атмосферном давлении. Управление системой 
ВЭЖХ-МС осуществлялось компьютером с системой 
обработки данных «ChemStation» (v.1.0).

В работе использовали хроматографическую ко-
лонку «Agilent Zorbax Eclipse XDB-CN» (150×2,1 мм; 
зернение 5 мкм) с предколонкой «Zorbax Eclipse XDB-
CN» (12,5×2,1 мм; зернение 5 мкм). Температура термо-
стата хроматографической колонки составляла 40 °C.

Хроматографирование проводили в изократиче-
ском режиме в подвижной фазе, состоящей из раство-
ра «А» (50 мл 0,1 М раствора аммония ацетата и 5 мл 
муравьиной кислоты доводили до общего объёма 1 л 
водой деионизованной) и раствора «Б» (50 мл 0,1 М 
раствора аммония ацетата и 5 мл муравьиной кислоты 
доводили до общего объёма 1 л ацетонитрилом). Воду 
деионизованную получали на установке «Водолей-М» 
(НПО «Химэлектроника», Россия). Соотношение 
компонентов «А»:«Б» – 70:30. Скорость потока под-
вижной фазы составляла 0,35 мл/мин. В инжектор 
хроматографа вводили 10 мкл анализируемой смеси.

Пробоподготовка / Sample preparation
Образцы плазмы крови, хранящиеся в морозиль-

ной камере при −50 °C, размораживали при комнат-
ной температуре. 0,1 мл плазмы крови переносили 
в экстракционную пробирку, прибавляли 2,0 мл ди-
этилового эфира и помещали на горизонтальный 
встряхиватель на 10 мин. Далее органический слой 
переносили в другую пробирку и упаривали досуха в 
токе азота при 40 °C на водяной бане. Сухой остаток 
растворяли в 0,1 мл подвижной фазы. Для анализа 
использовали 10 мкл надосадочной жидкости.

Валидация / Validation
Аналитическую методику определения ГИЖ-290 

валидировали по следующим показателям: селектив-
ность, линейность, правильность и прецизионность. 
Для оценки влияния мешающих определению веществ 
и селективности анализировали экстракт, полученный 
от 6 различных животных. Калибровочные кривые 
строили методом линейной регрессии, откладывая по 
оси ординат (y) площадь хроматографического пика 
ГИЖ-290 к его концентрации (ось абсцисс – x) в нг/мл. 
Нижний предел детектирования рассчитывали как 
3-кратное отношение «сигнал–шум». Нижний предел 
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количественного определения (НПКО) оценивали 
как наименьшую концентрацию, которую можно 
было обсчитать с приемлемой прецизионностью (не 
выше 20 %). 

Прецизионность и правильность методики оце-
нивали, анализируя образцы (25, 50, 500 и 750 нг/мл) 
в течение 1 и 3 дней, соответственно.

Процент отклонения среднего от рассчитанных 
концентраций выражали в виде относительной ошибки 
RE. Прецизионность выражали в виде относительного 
стандартного отклонения (RSD). Критерии прием-
лемости оценивали в соответствии с требованиями 
ЕАЭС, ЕМА и FDA [9–12]. 

Эффект матрицы и процент извлечения /  
Matrix effect and recovery

Для определения эффекта матрицы образцы, под-
вергшиеся процедуре пробоподготовки, сравнивали с 
рабочими стандартными растворами в тех же концен-
трациях. Процент извлечения определяли сравнением 
площадей пиков исследуемого вещества, внесённого 
до экстракции с рабочими стандартными растворами 
ГИЖ-290. Каждый образец анализировали по 6 раз.

Стабильность / Stability
Исследование стабильности ГИЖ-290 в плазме 

крови крыс проводили, анализируя три концентрации 
КК (50, 250 и 750 нг/мл). Краткосрочная стабиль-
ность включала: а) стабильность в течение 3 циклов 
«заморозка–разморозка»; б) выдерживание образцов 
при комнатной температуре в течение рабочего дня 
и в) выдерживание образцов после пробоподготовки 
при комнатной температуре в подвижной фазе в те-
чение рабочего дня. Долговременную стабильность 
оценивали выдерживанием образцов при −50 °C в 
течение 30 суток.

Результаты и обсуждение / Results of the study

Детектирование в MRM-режиме обеспечивает 
очень специфичный и чувствительный отклик на 
исследуемое вещество. Для ГИЖ-290 отмечается масс-
спектрометрический отклик как в положительном, 
так и отрицательном режимах ионизации. Однако 
интенсивность сигнала в положительном режиме 
значительно выше по сравнению с отрицательным. 
ГИЖ-290 соответствовал родительский молекуляр-
ный ион [M+H]+ равный 323. Для количественного 
определения аналита использовали MRM-режим, 
обеспечивающий лучшую селективность и чувстви-
тельность. 

Для подтверждения правильной идентификации и 
во избежание ложноположительных результатов было 
выбрано два различных дочерних иона, и отношение 
площадей пиков этих ионов (количественного и под-
тверждающего) сравнивали с площадями стандартного 
образца ГИЖ-290.

На рис. 1 представлена структура и продукты 
фрагментации ГИЖ-290, а также типичный масс-
спектр родительского и дочерних молекулярных ионов.  
В качестве основного молекулярного иона для коли-
чественного анализа использовали ион с m/z 174 и в 
качестве подтверждающего – m/z 202.

Хроматографическое разделение проводили на 
колонке «Agilent Zorbax Eclipse XDB-CN», обеспечива-
ющую отличную форму пика, эффективность разделе-
ния, приемлемую линейность и воспроизводимость на 
фоне эндогенных соединений. Оптимизацию состава 
подвижной фазы проводили исходя из селективности 
пика аналита и его времени удерживания.

Снижение доли органического растворителя при-
вело к сужению пика ГИЖ-290 и уменьшению времени 
удерживания. В описанных ранее условиях время 

Рис. 1. Структура и фрагментация молекулы ГИЖ-290
Figure 1. Structure and fragmentation of GIZh-290 molecule
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удерживания аналита составило 2,6 мин. На рис. 2 
представлены хроматограммы интактной плазмы 
крови и плазмы крови крысы, содержащей 10 нг/мл 
(НПКО) ГИЖ-290.

Пробоподготовка / Sample preparation
В качестве метода извлечения исследуемого веще-

ства из биоматрицы использовали ЖЖЭ. Выбор метода 
основывался на его эффективности, специфичности 
и низкой стоимости по сравнению с твёрдофазной 
экстракцией. В качестве экстрагентов использова-
ли этилацетат, метиленхлорид и диэтиловый эфир. 
Этилацетат и метиленхлорид продемонстрировали 
относительно низкую экстракционную эффектив-
ность (процент экстракции 60 и 45 %, соответствен-
но). Диэтиловый эфир проявил себя как наиболее 
эффективный экстрагент для извлечения ГИЖ-290 
(процент экстракции 79 %).

Несмотря на то что полярный растворитель спо-
собен экстрагировать полярные примеси, это никак 
не повлияло на стабильность базовой линии. На экс-

тракцию одной пробы требовалось не более 20 мин 
и 2 мл диэтилового эфира из 0,1 мл плазмы крови.

Валидация и эффект матрицы / Validation and matrix 
effect

Типичные MRM-хроматограммы интактной плаз-
мы крови и НПКО образца представлены на рис. 2. 
Из рис. 2 видно, что эндогенные вещества не влияли 
на время удерживания ГИЖ-290.

Калибровочные кривые ГИЖ-290 получали линей-
ным регрессионным анализом наименьших квадратов 
в диапазоне 10–1000 нг/мл. Для количественного 
анализа использовали взвешенную регрессию (1/x). 
Коэффициенты корреляции (r) для стандартных кри-
вых из различных источников плазмы крови равнялись 
0,999, демонстрируя отличную линейность.

Воспроизводимость внутри одного рабочего цикла 
и между несколькими рабочими циклами оценивалась, 
исходя из правильности и прецизионности (табл. 1).

Как видно из табл. 1 правильность внутри одного 
цикла колебалась от 0,15 до 9,83 % (определяли, как 

Рис. 2. Хроматограммы и масс-спектр: а) интактной плазмы крови; б) НПКО ГИЖ-290 в плазме крови (10 нг/мл)
Figure 2. Chromatograms and mass-spectrum: a) blank blood plasma; b) LLOQ GIZh-290 in the blood plasma (10 ng/ml)
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RE) с RSD в диапазоне от 3,41 до 16,83 %. Правиль-
ность между рабочими циклами изменялась от 0,41 
до 12,41 % с RSD в диапазоне от 5,11 до 19,32 %, 
демонстрируя приемлемую правильность.

Считается, что эффект матрицы (ЭМ) обусловлен 
коэлюированием, снижением или усилением интен-
сивности иона аналита. Средние матричные эффекты 
ГИЖ-290 в концентрациях 10, 50, 250 и 750 нг/мл 
составили 95,23; 106,08; 89,37 и 95,26 %, а средний 
процент экстракции для этих концентраций – 79,85; 
78,09; 80,80 и 77,82 %, соответственно (табл. 2). 

Чтобы оценить эффективность обработки проб, 
стандарты, вносимые в плазму крови до экстракции, 
сравнивали со стандартами, приготовленными на 
подвижной фазе. Эффективность обработки проб 
ГИЖ-290 составила 78,31–83,15 %. Чувствительность 
разработанной методики достаточно высокая, чтобы 

её можно было использовать в дальнейших фармако-
кинетических исследованиях.

Стабильность / Stability
Стабильность ГИЖ-290 изучали на образцах КК 

в различных условиях хранения. Матричный раствор 
аналита в метаноле был стабилен при −24 °C в течение 
30 суток. 

В табл. 3 представлены результаты изучения ста-
бильности ГИЖ-290 в плазме крови. Не отмечено 
значимого отличия между кратковременным и долго-
временным хранением аналита при −50 °C.

Три цикла «заморозки–разморозки» и пост-
препаративная стабильность незначительно повлияли 
на количественное содержание ГИЖ-290 в образцах. 
Концентрация ГИЖ-290 при хранении образцов при 
комнатной температуре в течение рабочего дня прак-
тически не снижалась. Стабильность исследуемого 

Таблица 1 

Воспроизводимость и правильность ГИЖ-290 в плазме крови крыс (n = 6)

Table 1

Reproducibility and accuracy of GIZh-290 in rat blood plasma (n = 6)

Теоретическая
концентрация,

нг/мл /
Theoretical 

concentration,
ng/ml

Внутри
цикла

найдено, нг/мл /
Intra cycle,

Found ng/ml

RSD % RE %

Между
циклами

найдено, нг/мл /
Inter cycles
Found ng/ml

RSD % RE %

10 9,02 16,83 −9,83 10,31 19,32 12,14

50 49,57 5,01 −0,87 51,13 7,58 2,09

250 248,72 3,70 0,51 249,24 5,11 −1,57

750 758,42 3,41 −0,15 743,28 6,18 −0,41
Примечания: RSD = (SD концентрации/средняя концентрация) ×100 %; RE = (рассчитанная концентрация – теоретическая концентра-
ция)/теоретическая концентрация ×100 %. 
Notes: RSD = (SD concentration/mean concentration) ×100 %; RE = (estimated concentration–theoretical concentration)/theoretical concentration 
×100 %.

Таблица 2

Процент извлечения, эффект матрицы и эффективность обработки (n = 6)

Table 2

Recovery, matrix effect and process efficiency (n = 6)

Концентрация, нг/мл /
Concentration ng/ml

ЭМ, % а) /
Matrix effect

Процент извлечения, % б) /
Recovery

Эффективность обработки, % в) /
Process efficiency

10 95,23 79,85 81,07

50 106,08 78,09 83,15

250 89,37 80,80 79,26

750 95,26 77,82 78,31
Примечания: а) ЭМ оценивали как отношение средней площади пика аналита, добавленного после экстракции, к средней площади пика 
аналита стандартного образца, умноженного на 100; б) процент экстракции рассчитывали как отношение средней площади пика аналита, 
добавленного до экстракции, к средней площади пика аналита добавленного после экстракции, умноженного на 100; в) эффективность 
обработки рассчитывали как отношение средней площади пика аналита, добавленного до экстракции, к средней площади пика стандарт-
ного образца аналита, умноженного на 100.
Notes: a) the ME was estimated as the ratio of the average peak area of the analyte added after extraction to the average peak area of the analyte of the 
standard sample multiplied by 100; b) the extraction percentage was calculated as the ratio of the average peak area of the analyte added before 
extraction to the average peak area of the analyte added after extraction multiplied by 100; c) the processing efficiency was calculated as the ratio of 
the average peak area of the analyte added before extraction to the average peak area of the standard analyte sample multiplied by 100.
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вещества в течение рабочего дня колебалась от 98,11 
до 99,01 %. Поэтому пробы плазмы крови, содержащие 
ГИЖ-290, можно хранить в течение рабочего дня при 
комнатной температуре.

Заключение / Conclusions

Разработана и валидирована чувствительная и 
селективная ВЭЖХ-МС методика определения но-
вого потенциального противосудорожного средства 
ГИЖ-290 в плазме крови. Для экстракции аналита 

использовали ЖЖЭ. Валидацию методики проводили 
исходя из её селективности, линейности, правиль-
ности, прецизионности и стабильности. Линейность 
методики подтверждена высоким коэффициентом 
корреляции равным 0,999. Процент извлечения 
ГИЖ-290 из плазмы крови в среднем составил 79,2 %. 
Правильность в течение рабочего цикла и между ци-
клами была ≤19,32 % и прецизионность ≤12,14 %. 
Установлено, что образцы плазмы крови, содержащие 
ГИЖ-290, можно хранить при комнатной температуре 
в течение рабочего дня.
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Таблица 3

Стабильность ГИЖ-290 в плазме крови крыс (n = 6)

Table 3

Stability of GIZh-290 in rat plasma (n = 6)

Условия хранения / Storage 
conditions

50 нг/мл 250 нг/мл 750 нг/мл

RSD, % RE, % RSD, % RE, % RSD, % RE, %

Краткосрочное
хранение / Short-time storage:

a a
б b
в c

47,37
48,12
47,89

6,11
7,04
5,72

-1,09
-0,91
-2,32

238,54
231,44
240,06

4,26
5,18
3,78

-3,15
-1,29
-1,89

762,23
737,83
722,69

3,32
4,02
3,44

3,65
-0,62
-0,97

Долговременное хранение / 
Long-time storage:

г d
48,73 5,13 -1,71 237,23 3,68 -2,08 758,62 2,47 1.07

Примечания: а) стабильность в течение 3 циклов «заморозка–разморозка»; б) выдерживание образцов при комнатной температуре в тече-
ние рабочего дня; в) выдерживание образцов после пробоподготовки при комнатной температуре в подвижной фазе в течение рабочего 
дня; г) выдерживание образцов при −50 °C в течение 30 суток.        
Notes: a) stability for 3 “freezing-defrost” cycles; b) samples storage at ambient temperature for working day; c) samples storage after preparation at 
ambient temperature in mobile phase for working day; d) samples storage at −50 °C for 30 days.



¹ 2. 2021 9 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

Литвин Александр Алексеевич
Автор, ответственный за переписку
e-mail: litbiopharm@yandex.ru
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-2818-3457
SPIN-код: 6193-5770
д. б. н., в. н. с. лаборатории фармакокинетики 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени  
В.В. Закусова», Москва, Россия

Litvin Alexander A.
Corresponding author
e-mail: litbiopharm@yandex.ru
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-2818-3457
SPIN code: 6193-5770
D. Sci. in Biology, Leading researcher of the labo-
ratory of pharmacokinetics FSBI «Zakusov insti-
tute of Pharmacology», Moscow, Russia

Колыванов Геннадий Борисович
e-mail: 7822535@mail.ru
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0002-2571-0047
SPIN-код: 2538-8639
д. б. н., в. н. с. лаборатории фармакокинетики 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени  
В.В. Закусова», Москва, Россия

Kolyvanov Gennadiy B. 
e-mail: 7822535@mail.ru
ORCID ID: https://orcid.org/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», Moscow, Russia

Шевченко Роман Владимирович
e-mail: rmn.shev@gmail.com
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0003-4646-7733
SPIN-код: 1844-6202
к. м. н., н. с. лаборатории фармакокинетики 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени  
В.В. Закусова», Москва, Россия

Shevchenko Roman V. 
e-mail: rmn.shev@gmail.com
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0003-4646-7733
SPIN code: 1844-6202
PhD in Medicine, Research Officer of laboratory 
pharmacokinetics FSBI «Zakusov institute of 
Pharmacology», Moscow, Russia

Жердев Владимир Павлович
e-mail: zherdevpharm@mail.ru
ORCID ID: https://orcid.org/0000-0003-2710-7134
SPIN-код: 2213-9592
д. м. н., профессор, заведующий лабораторией 
фармакокинетики ФГБНУ «НИИ фарма-
кологии имени В.В. Закусова», Москва, Россия

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

Литература / References

1. Жмуренко Л.А., Литвинова С.А., Мокров Г.В., Ковалев И.Г., 
Воронина Т.А., Неробкова Л.Н., Гудашева Т.А. Синтез, противосудо-
рожная и ноотропная активность производных 4-фенилпирролидона. 
Химико-фармацевтический журнал. 2019;53(5):20–27. [Zhmurenko LA, 
Litvinova SA, Mokrov GV, Kovalev IG, Voronina TA, Nerobkova LN, 
Gudasheva TA. Synthesis of 4-phenylpyrrolidone derivatives with 
anticonvulsant and nootropic activity. Pharmaceutical Chemistry Journal. 
2019;53(5):20–27. (In Russ).]. DOI:10.30906/0023-1134-2019-53-5-20-27. 

2. Ковалев И.Г. Поиск соединений с противосудорожной активно-
стью среди новых производных 4-фенилпирролидона и кумарина и 
изучение их нейрохимических механизмов действия: Дис. … канд. мед. 
наук. – М.: 2017. [Kovalev IG. Search for compounds with anticonvulsant 
activity among new derivatives of 4-phenylpyrrolidone and coumarin and 
study of their neurochemical mechanisms of action. [dissertation] Moscow: 
2017. (In Russ).]. Доступно по: https://www.academpharm.ru/images/
upload/ru/1510/Dissertaciya_Kovalev_I.G.pdf. 

3. Ковалёв И.Г., Воронина Т.А., Литвинова С.А., Жмуренко Л.А., 
Мокров Г.В. Сравнение противосудорожных и мнемотропных свойств 
новых производных 4-фенилпирролидона, леветирацетама и пирацета-
ма. Экспериментальная и клиническая фармакология. 2017;80(6):13–18. 
[Kovalev IG, Voronina TA, Litvinova SA, Zhmurenko LA, Mokrov G V. 

Comparison of anticonvulsant and mnemotropic properties of new derivatives 
of 4-phenylpyrrolidone, levetiracetam and piracetam. Russian Journal of 
Experimental and Clinical Pharmacology. 2017;80(6):13–18. (In Russ).]. 
DOI:10.30906/0869-2092-2017-80-6-13-18. 

4. Srinivas NR. Applicability of bioanalysis of multiple analytes in drug 
discovery and development: review of select case studies including assay 
development considerations. Biomed Chromatogr. 2006;20(5):383-414. DOI: 
10.1002/bmc.594

5. Hopfgartner G, Bourgogne E. Quantitative high-throughput analysis 
of drugs in biological matrices by mass spectrometry. Mass Spectrom Rev. 
2003;22(3):195–214. DOI: 10.1002/mas.10050. 

6. Chao Zhang, Lu Wang, Yan Yang, Yantong Sun, Jie Zhang, Guoqing Li, 
Jingkai Gu. Validated LC–MS/MS method for the determination of 
sarpogrelate in humanplasma: Application to a pharmacokinetic and 
bioequivalence study in Chinese volunteers. J Pharm Biomed Anal. 
2010;53(3):546–551. DOI: 10.1016/j.jpba.2010.03.025. 

7. Gillespie TA, Winger BE. Mass spectrometry for small molecule 
pharmaceutical product development: a review. Mass Spectrom Rev. 
2011;30(3):479–490. DOI: 10.1002/mas.20289. 

8. Lee MS, Kerns EH. LC/MS applications in drug. Mass Spectrom Rev. 
1999;18(3-4):187–279. DOI: 10.1002/(SICI)1098-2787(1999)18:3/4<187: 
AID-MAS2>3.0.CO;2-K.



¹ 2 2021 10 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

9. Изучение биоэквивалентности воспроизведённых лекарственных 
средств. Руководство по экспертизе лекарственных средств. Том I. – 
М.: Гриф и К; 2013 – 328 с. [Izuchenie bioekvivalentnosti vosproizvedennykh 
lekarstvennykh sredstv. Rukovodstvo po ekspertize lekarstvennykh sredstv. 
Tom I. Moscow: Grif i K; 2013. (In Russ).].

10. Руководства по экспертизе лекарственных средств Том I, правил 
проведения исследований биоэквивалентности лекарственных пре-
паратов в рамках Евразийского экономического союза, Совет Евра-
зийской экономической комиссии, решение от 3 ноября 2016 №85. 
[Rukovodstva po ekspertize lekarstvennykh sredstv Tom I, pravil provedeniya 

issledovanii bioekvivalentnosti lekarstvennykh preparatov v ramkakh 
Evraziiskogo ekonomicheskogo soyuza, Sovet Evraziiskoi ekonomicheskoi 
komissi, reshenie ot 3 noyabrya 2016 №85. (In Russ).].

11. U.S. Department of Health and Human Services, Food and Drug 
Administration, Center for Drug Evolution and Research (CDER). 
Bioanalytical method validation. U.S. Government Printing Office: 
Washington, DC, 2018, 41 P.

12. ЕМА Guideline on bioanalytical method validation. European 
Medicines Agency. Committee for medicinal products for human use: London, 
2011, 23 P.



¹ 2. 2021 11 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

Подход к количественному определению эндогенных  
веществ в биожидкостях хроматографическим методом  

с использованием математического аппарата
Смирнов В. В.1, 2, Красных Л. М.1, Раменская Г. В.1, 2, Казанбеков С. Б.2
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2 – ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова Минздрава  
Российской Федерации (Сеченовский университет), Москва, Россия

Аннотация. Актуальность исследования: Количественное определение эндогенных веществ является важной задачей в экспериментальной 
и клинической фармакологии. В случае работы с эндогенными соединениями возникают определённые сложности. Главным из них является не-
возможность получения такой же биоматрицы без эндогенного соединения для использования в качестве эталонных растворов при построении 
калибровочных кривых. Цель: Цель исследования – разработка математической методики расчёта концентрации эндогенных соединений в био-
объектах с помощью хроматографических методов, позволяющей получить статистически достоверную интервальную оценку концентрации 
эндогенных соединений. Материалы и методы: для реализации вычислительной части предложенного алгоритма используется программа инже-
нерных расчётов Mathcad версии 15.0. Результаты: Разработана математическая методика расчёта концентрации эндогенных соединений в био-
объектах с помощью хроматографических методов, которая позволяет получить статистически достоверную интервальную оценку концентрации 
эндогенных соединений. Особенностью данной методики является использование исключительно анализируемого биообъекта для проведения 
количественного определения эндогенных веществ, без использования так называемых «чистых» биообъектов для калибровочных кривых, а также 
дорогостоящих дейтерированных аналогов маркеров – субстратов изоферментов CYP450 и их метаболитов. Это позволяет сохранить оригинальный 
биоматричных эффект при снятии хроматограммы. Также используется статистический аппарат для исключения возможных грубых ошибок. Для 
подтверждения достоверности разработанного метода количественного определения установлена сходимость результатов, полученных данным 
методом и при использовании дейтерированных стандартов. Выводы: Разработана математическая методика расчёта концентрации эндогенных 
соединений в биообъектах с помощью хроматографических методов, которая позволяет получить статистически достоверную интервальную 
оценку концентрации эндогенных соединений.  

Ключевые слова: CYP3A4; метаболическая активность; фенотипирование; кортизол; критерий Колмогорова; критерий Пирсона; критерий Граббса
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An approach to the quantitative determination of endogenous substances in biological fluids by  
a chromatographic method using a mathematical apparatus
Smirnov VV1, 2, Krasnykh LM1, Ramenskaya GV1, 2, Kazanbekov SB2
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Abstract. Relevance of the study: The quantification of endogenous substances is an important task in experimental and clinical pharmacology. In the case 
of working with endogenous compounds, certain difficulties arise. The main one is the impossibility of obtaining the same biomatrix without endogenous 
compounds for use as standard solutions in the construction of calibration curves. Purpose: The aim of our study was to develop a mathematical methodology 
for calculating the concentration of endogenous compounds in biological objects measured by chromatography, which allows us to obtain a statistically 
reliable interval estimation of the concentration of endogenous compounds. Materials and methods: To implement the computational part of the proposed 
algorithm, the Mathcad engineering calculation program version 15.0 from PTC (Parametric Technology Corporation) is used, which operates under the family 
of Windows operating systems (XP, 7, Vista, 8). Main results: A mathematical methodology has been developed for calculating the concentration of endogenous 
compounds in biological objects measured by chromatography, which allows one to obtain a statistically reliable interval estimate of the concentration of 
endogenous compounds. A feature of this technique is the use of an exclusively analyzed bioobject for quantitative determination of endogenous substances, 
without the use of so-called “pure” bioobjects for calibration curves, as well as expensive deuterated analogs of markers – substrates of CYP450 isoenzymes 
and their metabolites. This allows you to maintain the original biomatrix effect when removing the chromatogram. A statistical apparatus is also used to 
eliminate possible gross errors. To confirm the reliability of the developed method of quantitative determination, the convergence of the results obtained 
by this method using deuterated standards is established. Conclusions: A mathematical methodology has been developed for calculating the concentration 
of endogenous compounds in biological objects measured by chromatography, which allows one to obtain a statistically reliable interval estimate of the 
concentration of endogenous compounds. A feature of this technique is the use of only the analyzed bioobject for quantitative determination of endogenous 
substances, which allows you to maintain the original biomatrix effect when removing the chromatogram.

Keywords: CYP3A4; metabolic activity; phenotyping; cortisol; Kolmogorov criterion; Pearson test; Grubbs test
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Введение / Introduction

Количественное определение эндогенных веществ 
является актуальной задачей в диагностике заболе-
ваний, определении метаболической активности, 
определении маркеров патологических состояний.  
В данной работе количественное определение наи-
более актуально для определения активности изо-
фермента цитохрома P450 методом фенотипирования 
с использованием эндогенных субстратов, таких как 
кортизол, пинолин, холестерин и др.

Для количественного определения с помощью 
инструментального физико-химического хромато-
графического метода преимущественно используется 
два подхода к обработке данных, а именно: метод 
абсолютной градуировки (калибровки) и метод вну-
треннего стандарта. Причём и тот, и другой метод 
практически предполагает построение калибровочной 
кривой, эталонные растворы которых необходимо 
хроматографировать в строго идентичных условиях, 
что и анализируемый образец. К таким условиям от-
носятся: температура, давление, параметры прибора 
и колонки, подвижная и неподвижная фазы, раство-
ритель, методика пробоподготовки и прочее.

Сложность определения концентрации эндоген-
ного соединения в биообъекте с использованием 
хроматографического метода заключается в невоз-
можности получения такой же биоматрицы без эн-
догенного соединения для использования в качестве 
эталонных растворов при построении калибровочных 
кривых (рис. 1).

Для решения данных вопросов необходимо раз-
работать соответствующую методику. В связи с этим, 
целью данного исследования была разработка матема-
тической методики расчёта концентрации эндогенных 
соединений в биообъектах, измеренных методом хро-
матографии, позволяющую получить статистически 
достоверную интервальную оценку концентрации 
эндогенных соединений.

Количественное определение эндогенных веществ 
является важной задачей в экспериментальной и 
клинической фармакологии, что подтверждается 
большим количеством работ в данном направлении, 
например [1, 2].

При количественном определении методом хро-
матографии в фармакологии используется два подхода 
к обработке данных: метод абсолютной градуировки 
(калибровки) и метод внутреннего стандарта. Оба 
метода предполагают построение калибровочной 
кривой, эталонные растворы которых необходимо 
хроматографировать в одинаковых условиях с ана-
лизируемым образцом.

В случае работы с экзогенными соединениями, 
как правило, сначала разрабатывается методика ко-
личественного определения вещества в водном или 
спиртовом растворе (но не в биожидкости). Далее 
разрабатывается методика количественного опре-
деления экзогенного вещества непосредственно в 
биожидкости, например, в плазме крови, на так на-
зываемой «чистой» плазме. Такая методика состоит 
из двух частей. Во-первых, разрабатывается методика 
пробоподготовки, основной целью которой является 

Рис. 1. Калибровочная кривая для экзо- (а) и эндогенного (б) вещества
Figure 1. Calibration curve for exo- (a) and endogenous (b) substances

а б
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получение максимального количества определяемого 
вещества в подходящем растворителе, то есть подбира-
ются операции и материалы для достижения оптималь-
ного процента экстракции вещества, который в над-
лежащих практиках, как правило, составляет 70–80 % 
и более. Во-вторых, разрабатывается методика хрома-
тографирования, целью которой является непосред-
ственное количественное определение: выбор метода 
обработки результатов, выбор внутреннего стандарта 
(если используется метод внутреннего стандарта), вы-
бор рабочих растворов и калибровочных стандартов, 
подбор параметров хроматографирования и прочее.

В случае работы с эндогенными соединениями воз-
никают определённые сложности. Кроме указанных 
ранее, следует отметить, что отсутствует «чистая» плаз-
ма, то есть такая же плазма без соединения. Эту про-
блему в основном решают получением «чистых» или 
модельных биожидкостей путём разного рода очисток, 
в процессе которых происходит очистка не только от 
интересуемого эндогенного соединения, но и от других 
веществ, влияющих на общий уровень базовой линии 
при хроматографировании, на неидентичность условий 
пробоподготовки модельных и анализируемых образцов.

Материалы и методы / Materials and methods 

Средства ПО / Software
Для реализации вычислительной части предложен-

ного алгоритма используется программа инженерных 
расчётов Mathcad версии 15.0 от корпорации PTC 
(Parametric Technology Corporation), которая функцио-
нирует под управлением семейства операционных си-
стем Windows (XP, 7, Vista, 8). Главными достоинствами 
Mathcad и его колоссальным преимуществом перед 
другими расчётными средствами являются лёгкость и 
наглядность программирования задачи, отображение 
сложных математических выражений в том виде, в 
каком они обычно записываются на листе бумаги, то 
есть отсутствие специального языка программирова-
ния, простота использования, возможность создания 
средствами Mathcad высококачественных технических 
отчётов с таблицами, графиками и текстом. 

В данной работе разработана математическая ме-
тодика количественного определения эндогенных 
веществ хроматографическим методом (рис. 2).

Пробоподготовка и хроматографирование / Sample 
preparation and chromatography

Методика пробоподготовки и хроматографирова-
ния соответствует методике Смирнова В.В. [3]. 

Рассмотрим различные блоки предлагаемого ал-
горитма более подробно.

Генерация выборочной совокупности концентраций 
/ Generation of a concentrations sample set  

После хроматографирования двух совокупностей 
проб – серии стандартных разведений в органическом 

растворителе и серии стандартных концентраций в 
нативной плазме, экстрагируемых впоследствии в 
органический растворитель – имеем данные, пред-
ставленные в табл. 1 и 2.

В табл. 1 и 2 концентрации C ′i и Ci (при m = n) могут 
быть одинаковыми, а концентрация C0, как правило, 
равна нулю.

Найдем среднее значение неизвестной концен-
трации x  вещества A в нативной плазме и среднее 
значение % экстракции .z

Предположим z z z z zi n0 1= = = = = =... ... ,  тогда 
для 0-го и 1-го измерения:
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Обозначим x x= 01.

Таблица 1

Измерения серии стандартных разведений

Table 1

Measurements of a series of standard dilutions

Известные концентрации из серии 
стандартных разведений в органиче-

ском растворителе C

Площадь пиков на 
хроматограмме S ′

C ′1 S ′1

C ′2 S ′2

… …

C ′i S ′i

… …

C ′m S ′m

Таблица 2

Измерения серии стандартных концентраций в нативной плазме

Table 2

Measurements of a series of standard concentrations in native plasma

Неизвестные концентрации в нативной 
плазме вещества А, извлечённого в 

органический растворитель С

Площадь пиков на 
хроматограмме S

(x + C0)z0 S0

(x + C1)z1 S1

(x + C2)z2 S2

… …

(x + Ci)zi Si

… …

(x + Cn)zn Sn



¹ 2 2021 14 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

Рис. 2. Алгоритм количественного определения эндогенных веществ в биообъектах хроматографическим методом
Figure 2. Algorithm for quantitative determination of endogenous substances in biological objects by chromatographic 
method
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Для i-го и (i + 1)-го измерения
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Вообще, для 
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Условие i < j ограничивает дублирование данных, 
поскольку xij = xji.

Вычисленные значения неизвестных концентра-
ций можно представить в виде матрицы (n + 1) × (n + 1):

x

x x x

x x

x
ij

n n

n

n

n n

( ) ( )
.

+ × +

−

=
1 1

01 02 0

12 1

1

0

0 0

0

0

�
�

� � �
�

Всего количество значащих xij равно N k
k

n

= =
=

∑
1

  
( 1)

2
,

n n +=  т. е. имеется выборка случайной величины 

ξx объёмом N
n n

=
+( )1

2
 (рис. 3). 

На основе этой матрицы неизвестных концен-
траций получаем выборочное среднее значение по 
выборке:

x
N

x
n n

xij
ji

ij
ji

i j i j

= =

< <

∑∑ ∑∑
+

1 2

1( )
.

Также получаем выборочное среднее квадратичное 
отклонение (СКО) по выборке:

s
N

x x
n n

x xx ij
ji

ij
ji

i j i j

= − = −
− + −

< <

∑∑ ∑∑1

1

2

1 2
2 2( )

( )
( ) .

Теперь, зная значение x,  можно найти среднее 
значение % экстракции z .  Для этого используем со-
отношения с известными концентрациями из серии 
стандартных разведений.

Для 0- и 1-го отсчётов
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Получаем выборку случайной величины ξz объёмом 
m, для которой можно посчитать среднее значение.
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Выборку zij можно представить в виде матрицы 
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Таким образом, имеется выборка случайной ве-
личины ξz объёмом m(n + 1). 

Пусть также вектор средних по строчкам значений 
запишем:

z

z

z

z

i

n

=



















0

1



.Рис. 3. Пример генеральной совокупности неизвест-
ных концентраций
Figure 3. An example of a population of unknown 
concentrations
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Откуда выборочное среднее значение % экстрак-
ции определяется по формуле:

z
n

zi n m
zij m n

zij
i

n

i

n

j

m

j

m

i

n

=
+

=
+

=
+= = = ==

∑ ∑ ∑ ∑∑1

1

1

1

1 1

10 0 1 10( )
.

Также получаем выборочное СКО % экстракции:

s
m n

z zz ij
ji

=
+ −

−∑∑1

1 1
2

( )
( ) .

Проверка нормальности распределения
Далее распределение полученных выборок необ-

ходимо проверить на нормальность. Для этого выдви-
гаются и проверяются основная (H0) и альтернативная 
(H1) гипотезы.

H0: Значения измерений концентрации эндоген-
ного вещества подчиняются нормальному закону 
распределения;

H1: Значения измерений концентрации эндоген-
ного вещества не подчиняются нормальному закону 
распределения.

Для выбора критерия проверки предлагается руко-
водствоваться таким параметром, как объём выборки. 
Если объём выборки менее 40, то можно использовать 
непараметрический критерий Колмогорова, в против-
ном случае (объём выборки от 40 и более), согласно 
рекомендации, используется параметрический кри-
терий Пирсона.

Непараметрический критерий Колмогорова стро-
ится на основании выборочной функции распределе-
ния F(x), которая для вариационного ряда выборки 
x x x xi N1 2≤ ≤ ≤ ≤ ≤... ...  равна:

F x

x x

i

N
x x x i N

x x

i i

N

( )

,

, , { , }

,

.=

<

≤ ≤ ∈ −

<










+

0

1 1

1

1

1

Проверяется степень различия выборочной F(x) 
и гипотетической F0(x) функций распределения. В 
качестве меры отклонения считается максимальная 
по модулю разница между этими функциями:

D F x F x= −max ( ) ( ) .0

По теореме Колмогорова оценивается вероят-
ность того, что расхождение между гипотетической 
и выборочной функцией распределения будет иметь 
полученное значение D. Теорема Колмогорова вы-
глядит следующим образом:

lim ( ) ( ),
N

P N D k
→∞

< =λ λ

где: k(λ) — функция Колмогорова.
Таким образом, для проверки по критерию Кол-

могорова заданной выборки на нормальность, не-
обходимо:

1) выбрать число интервалов для x и их границы;
2) определить для этих интервалов значения вы-

борочной F(x) и гипотетической F0(x) функций рас-
пределения;

3) определить максимальный модуль отклонения 
D этих функций по всем интервалам;

4) посчитать значение критерия для нашей кон-
кретной выборки

 λ = D N ;  

6) задаться уровнем значимости α для проверки 
гипотезы;

7) посчитать критическое значение λα из формулы:

lim ( ) ( ) ;
N

P k
→∞

< = = −λ λ λ αα α 1

8) сравнить значение критерия и критического 
значения.

Если λ λα< , то гипотеза H0 принимается с уровнем 
значимости α, т. е. делается вывод о нормальности 
закона распределения. Если λ λα≥ ,   то гипотеза H0 
отвергается с уровнем значимости α.

Критерий Пирсона / Pearson's criterion
Параметрический критерий Пирсона строится на 

основании выборочной функции плотности вероят-
ности.

Проверяется степень различия выборочной и гипо-
тетической вероятностных функций. В качестве меры 
отклонения считается взвешенная сумма квадратов 
отклонений между выборочной и гипотетической 
вероятностными функциями:

Z N
pi N

p
i

r
i

i= −



=

∑ 1

1

2ν
.

Распределение данной величины в случае нор-
мального распределения выборки подчиняется закону 
хи-квадрат χ2. На этом и основан критерий Пирсона.

Таким образом, для проверки по критерию Пирсо-
на заданной выборки на нормальность, необходимо:

1) выбрать число интервалов для x и их границы;
2) определить для этих интервалов значения вы-

борочной 
νi

N
 и гипотетической pi  вероятностных 

функций;
3) посчитать значение критерия для нашей кон-

кретной выборки;
4) задаться уровнем значимости α для проверки 

гипотезы;
5) определить критическое значение χ2 

α,r-l-1  с  r-l-1 
степенями свободы, где r – количество интервалов, 
l – количество параметров, которые оцениваются 
из выборки (для нормального распределения их 2 – 
среднее и СКО);

6) сравнить значение критерия и критического 
значения.
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Если Z r l< − −χα, ,1
2  то гипотеза H0 принимается с 

уровнем значимости α, т. е. делается вывод о нор-
мальности закона распределения. Если Z r l≥ − −χα, ,1

2  
то гипотеза H0 отвергается с уровнем значимости α.

Проверка на промахи / Check for outliers
Для обнаружения грубых ошибок (выбросов) мож-

но воспользоваться критерием Граббса, в котором 
проверяются максимальные и минимальные значе-
ния выборки, для которых вычисляются следующие 
значения критерия:

G
x x

S
i j i j

ij

x
1 =

−
<

| max( ) |
;, ,
    G

x x

S
i j i j

ij

x
2 =

−
<

| min( ) |
, ,

Критическое значение критерия Граббса GT явля-
ется табулированным значением. 

Если G1 > GT, то значение max( )xij  считают прома-
хом и исключают из выборки и дальнейшей обработки 
результатов измерений. Если G2 > GT, то значение 
min( )xij  считают промахом и исключают из выборки 
и дальнейшей обработки результатов измерений.

Интервальная оценка / Interval estimation
Получим интервальную оценку математического 

ожидания (неизвестной концентрации x).

µ µ µx x= = ;    s
s

N
x

x= ;    
x

s

x

s
N t

x x
N

− = − ∈ −
µ µ

1,

где tN − 1 — распределение Стьюдента с числом степеней 
свободы N − 1.

Зададимся уровнем значимости α = 1 − P или до-
верительной вероятностью P = 1 − α.

Пусть необходимо найти интервал, в котором 
окажется значение µx с вероятностью, например,  
90 %, т. е. p = 0,9 (или α = 0,1).

Возьмём 2 квантиля распределения Стьюдента 
t
N −1

2
,
α  и t

N − −1 1
2

,
α  ( , .tN −1 0 05  и tN −1 0 95, . ).   
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x
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т. к. распределение Стьюдента симметрично, то 
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Таким образом, доверительный интервал
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Абсолютная погрешност

 ∆x

N
x

N
x

t
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s

N
s= =

− −
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1 1
2

,

,
.

α
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Аналогичную обработку и оценку проводят также 
и для % экстракции.

Заключение / Conclusion

Разработана математическая методика расчёта кон-
центрации эндогенных соединений в биообъектах, из-
меренной методом хроматографии, которая позволяет 
получить статистически достоверную интервальную 
оценку концентрации эндогенных соединений. Особен-
ностью данной методики является использование ис-
ключительно анализируемого биообъекта для проведения 
количественного определения эндогенных веществ, без 
использования так называемых «чистых» биообъектов 
для калибровочных кривых. Это позволяет сохранить 
оригинальный биоматричный эффект при снятии хрома-
тограммы. Также используется статистический аппарат 
для исключения возможных грубых ошибок.
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Антиаритмические свойства монохлоргидрата 
N-дезацетиллаппаконитина

Крыжановский С. А.1, Юнусов М. С.2, Цорин И. Б.1, Барчуков В. В.1, Барчукова Е. И.1
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2 – Уфимский Институт химии ФГБНУ УФИЦ РАН, Уфа, Россия

Аннотация. Цель исследования – изучить антиаритмические свойства монохлоргидрата N-дезацетиллаппаконитина. Установлено, что изучаемое 
вещество эффективно на модели нарушений ритма сердца, вызываемых аконитина гидрохлоридом, но не действует на моделях хлоридкальцевых и 
реперфузионных фибрилляций желудочков сердца. Изучаемое соединение менее токсично, чем препарат сравнения лаппаконитина гидробромид, и 
действует в меньших дозах на аконитиновой модели аритмий. Монохлоргидрат N-дезацетиллаппаконитина, по-видимому, является антиаритмическим 
средством I класса по классификации Vaughan Williams.
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Abstract. The aim of the investigation was the research of the N-deacetyllappaconitine hydrochloride antiarrhythmic properties. It was found that the 
studied substance was effective on the cardiac arrhythmias model caused by aconitine hydrochloride, but does not act on the models of calciume chloride-
induced arrhythmias and reperfusion ventricular fibrillation. The studied compound is less toxic than the comparison drug lappaconitine hydrobromide and 
acts in lower doses on the aconitine model of arrhythmias. N-Deacetyllappaconitine hydrochloride appears to be a Class I antiarrhythmic agent according 
to the Vaughan Williams classification.
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Введение / Introduction

Нарушения ритма сердца являются распространён-
ными и опасными осложнениями многих заболеваний, 
в том числе ИБС. Именно поэтому поиск новых эф-
фективных и безопасных антиаритмических средств 
является одной из приоритетных задач, стоящих перед 
современной кардиофармакологией. В настоящее 
время в клинике с успехом применяют антиаритмик 
лаппаконитина гидробромид (син. аллапинин) – ал-
калоид, получаемый из растения аконит белоустный 
(лат. Aconítum leucostómum). Согласно классификации 
Vaughan Williams, лаппаконитина гидробромид от-
носится к антиаритмическим лекарственным сред-
ствам IС класса. Антиаритмики IС класса – это т. н. 
мембраностабилизирующие препараты, являющиеся 
блокаторами трансмембранных потенциалзависимых 
быстрых натриевых каналов [1, 2]. Антиаритмическое 
действие этих препаратов основано на удлинении фаз 
быстрой и медленной деполяризации. Удлинение 
фазы быстрой деполяризации увеличивает продолжи-
тельность переднего фронта потенциалов действия, 
а удлинение фазы медленной деполяризации увели-

чивает интервал между ними и уменьшает частоту 
сокращений сердца [3–5].

Лаппаконитина гидробромид используют для 
лечения больных с различными наджелудочковыми 
и желудочковыми тахиаритмиями, в том числе нару-
шений сердечного ритма при синдроме Вольфа–Пар-
кинсона–Уайта. Однако, также как и другие антиарит-
мики IС класса, он обладают большим количеством 
побочных эффектов, в том числе и проаритмическим 
действием [1, 2]. В связи с изложенным, представля-
ется перспективным создание на базе лаппаконитина 
гидробромида нового оригинального отечественного 
лекарственного препарата, как минимум, не уступа-
ющего по своей целевой эффективности прототипу, 
но реализующего свое действие в меньших дозах, что 
потенциально существенно снижает риск возникно-
вения побочных эффектов. Таким потенциальным 
лекарственным средством может стать монохлоргидрат 
N-дезацетиллаппаконитина (ХДАЛ), являющийся ме-
таболитом лаппаконитина гидробромида (аллапинина).

Цель исследования / Purpose of the study. Изучение 
спектра антиаритмической активности ХДАЛ.
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Материалы и методы / Material and methods 

Экспериментальные животные /The experimental 
animals. Эксперименты выполнены на беспородных 
белых мышах и крысах самцах, полученных из Фи-
лиала «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА России 
(Московская область). Животные содержались в стан-
дартных условиях вивария ФГБНУ «НИИ фармако-
логии имени В.В. Закусова» при контролируемом 
освещении (12 ч – свет/12 ч – темнота) и постоянной 
температуре (21–23 °С) со свободным доступом к воде 
и брикетированному корму в течение 10 суток до на-
чала тестирования. Условия содержания животных 
соответствовало приказу МЗ РФ № 199н от 01 апре-
ля 2016 года «Об утверждении правил надлежащей 
лабораторной практики» и СП 2.2.1.3218-14 «Сани-
тарно-эпидемиологические требования к устройству, 
оборудованию и содержанию экспериментально-био-
логических клиник (вивариев)» от 29 августа 2014 г. 
№ 51. Все работы с лабораторными животными были 
выполнены в соответствии с общепринятыми норма-
ми обращения с животными, на основе стандартных 
операционных процедур, принятых в ФГБНУ «НИИ 
фармакологии имени В.В. Закусова», международными 
правилами (European Communities Council Directive of 
November 24,1986 (86/609/EEC)), а также в соответ-
ствии с «Правилами работы с животными», утверж-
дёнными биоэтической комиссией ФГБНУ «НИИ 
фармакологии имени В.В. Закусова». 

Используемые вещества / The substances used: 
апирогенная вода для инъекций (Solopharm), изо-
тонический 0,9 % раствор натрия хлорида (Крас-
фарм), изопротеренол (Sigma), уретан (Aldrich), 
кальция хлорид 10 % раствор (ОАО Дальхимфарм), 
аконитина гидрохлорид (УФИЦ РАН), лаппакони-
тина гидробромид (УФИЦ РАН), монохлоргидрат 
N-дезацетиллаппаконитина – ХДАЛ (УФИЦ РАН).

Изучение показателей токсичности / The toxicity 
indicators studing. Эксперименты выполнены на бес-
породных белых мышах самцах массой 18–20 г. Жи-
вотные были рандомизированы на 10 групп по 6 жи-
вотных в каждой: 1–5-я получали монохлоргидрат 
N-дезацетиллаппаконитина в дозах 15; 17,5; 20; 22,5 и 
25 мг/кг в/б, соответственно; 6–10-я – лаппаконитина 
гидробромид в дозах 7,5; 10; 12,5; 15 и 20 мг/кг в/б, 
соответственно. В качестве растворителя использо-
вали апирогенную воду для инъекций. Летальность 
животных оценивали через 24 часа после введения 
изучаемых соединений. Показатели токсичности 
соединений (LD16, LD50, LD84) и их 95 % ДИ (до-
верительные интервалы) рассчитывали по Финни с 
помощью программы «Биостат 2009».

Изучение антиаримической активности веществ на 
модели нарушений ритма сокращений сердца, вызванных 
аконитина гидрохлоридом / The studying antiarrhythmic 
activity of substances on the model of cardiac arrhythmias 
caused by aconitine hydrochloride. Эксперименты вы-

полнены на беспородных белых крысах самцах мас-
сой 160–180 г. Животные были рандомизированы на  
6 групп: 1-я (n = 8) – контроль для ХДАЛ; 2-я (n = 6) 
получала ХДАЛ (0,5 мг/кг, в/в); 3-я (n = 6) получала 
ХДАЛ (0,25 мг/кг, в/в); 4-я (n = 13) – контроль для 
лаппаконитина гидробромида; 5-я (n = 6) – лаппа-
конитина гидробромид (0,5 мг/кг, в/в); 6-я (n = 6) – 
лаппаконитина гидробромид (0,25 мг/кг, в/в). 

Наркотизированных животных (уретан 1300 мг/кг, 
в/б) фиксировали в положении на спине на подо-
греваемом операционном столике. Катетеризировали 
левую бедренную вену для введения аконитина и из-
учаемых соединений. Перед началом эксперимента у 
животных регистрировали ЭКГ (стандартные отведе-
ния, калибровочный сигнал 20 мВ, скорость записи 
50 мм/сек, продолжительность записи 60 секунд).  
В качестве регистратора использовали компьютер-
ный электрокардиограф «Поли-Спектр 8/В» (Рос-
сия). Затем подбирали дозу аконитина гидрохлорида 
(n = 15 в/в, болюсом), которая во всех экспериментах 
в пределах 1–2 минут после окончания его введения 
вызывает смешанную предсердно-желудочковую экс-
трасистолию; величина подобранной дозы – 30 мкг/кг. 
После подбора дозы аконитина гидрохлорида во всех 
сериях экспериментов изучаемые соединения вводили 
в/в (в 0,2–0,3 мл апирогенной воды для инъекций) 
за 2 минуты до введения аконитина. Непрерывную 
регистрацию ЭКГ начинали за 2 минуты до начала 
введения аконитина или исследуемых соединений и 
продолжали в течение 20 минут от момента окончания 
в/в введения аконитина [6].

В каждой экспериментальной группе подсчитыва-
ли число животных, у которых возникала политопная 
экстрасистолия (ПЭС), и число крыс с нарушениями 
ритма сердца (ПЭС+бигемения). 

Изучение противофибрилляторой активности ве-
ществ на модели хлоридкальцевой аритмии / The studying 
antifibrillatory activity of substances on a calcium chloride 
arrhythmia model. Эксперименты выполнены на бес-
породных белых крысах самцах массой 200–250 г. 
Животные были рандомизированы на 4 группы: 1-я  
(n = 7) – контроль для ХДАЛ; 2-я (n = 8) получала 
ХДАЛ (0,5 мг/кг, в/в); 3-я (n = 6) – контроль для 
лаппаконитина гидробромида; 4-я (n = 6) – получала 
лаппаконитина гидробромид (0,5 мг/кг, в/в).

Наркотизированных животных (уретан 1300 мг/кг, 
в/б) фиксировали в положении на спине на подо-
греваемом операционном столике. Катетеризировали 
левую бедренную вену для введения хлорида кальция и 
изучаемых соединений. Перед началом эксперимента 
у животных регистрировали ЭКГ (стандартные отве-
дения, калибровочный сигнал 20 мВ, скорость записи 
50 мм/сек, продолжительность записи 60 секунд).  
В качестве регистратора использовали компьютерный 
электрокардиограф «Поли-Спектр 8/В» (Россия). 
Затем подбирали дозу хлорида кальция (n = 12, в/в, 
болюсом), которая во всех экспериментах в пределах 
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1–2 минут после окончания его введения вызывает 
фибрилляцию желудочков сердца. После подбора 
дозы хлорида кальция во всех сериях экспериментов 
изучаемые соединения вводили в/в (в 0,2–0,3 мл апи-
рогенной воды для инъекций) за 2 минуты до введения 
хлорида кальция. Непрерывную регистрацию ЭКГ 
начинали за 2 минуты до начала введения хлорида 
кальция или исследуемых соединений и продолжали в 
течение 20 минут от момента окончания в/в введения 
хлорида кальция [6].

Изучение противофибрилляторной активности 
веществ на модели реперфузионных фибрилляций желу-
дочков сердца у крыс / The studing antifibrillatory activity 
of substances on a model of reperfusion heart ventricles 
fibrillation in rats. Эксперименты выполняли на бес-
породных белых крысах самцах массой 350–450 г. 
Животные были рандомизированы на 5 групп: 1-я (n = 
= 12) – контроль для ХДАЛ; 2-я (n = 14) получала ХДАЛ 
(0,5 мг/кг,/в); 3-я (n = 5) – ХДАЛ (1,0 мг/кг,/в); 4-я  
(n = 16) – контроль для лаппоконитина гидробромида 
(1,0 мг/кг, в/в); 5-я (n = 10) – лаппаконитина гидро-
бромид (0,5 мг/кг, в/в).

Наркотизированных (уретан 1300 мг/кг, в/б) жи-
вотных переводили на искусственное дыхание при 
помощи аппарата искусственной вентиляции лёгких 
для мелких животных (Ugo Basele, Италия), после чего 
производили тороко- и перикардотомию и под левую 
нисходящую коронарную артерию сразу же после её 
выхода из-под ушка подводили лавсановую лигатуру. 
Ишемию миокарда вызывали одномоментной пере-
вязкой коронарной артерии. Через 8 минут лигатуру 
снимали. Оценивали наличие/отсутствие фибрилляции 
желудочков сердца в течение 3 минут от момента начала 
реперфузии. Исследуемые соединения (в/в, в 0,2–0,3 мл 
апирогенной воды для инъекций), а в контрольной серии — 
апирогенную воду для инъекций вводили за 5 минут до 
начала реперфузии. Регистрацию ЭКГ (II стандартное 
отведение) начинали за минуту до перевязки коронар-
ного сосуда и продолжали в течение всего эксперимента. 
В работе использовали цифровой электрокардиограф 
Поли-Спектр-8В (Нейрософт, Россия).

Для оценки противофибрилляторного и антиарит-
мического действия в каждой группе подсчитывали 
число животных, у которых возникали: не фибрил-
ляция желудочков сердца (ФЖ), опасные для жизни 
аритмии (ОЖА) – фибрилляция желудочков сердца 
или желудочковая тахикардия, экстрасистолия. С 
помощью балльного шкалирования оценивали тя-
жесть аритмогенеза: отсутствие аритмий – 0 баллов; 
экстрасистолия – 1 балл; желудочковая тахикардия –  
2 балла; ФЖ с последующим восстановлением ритма –  
3 балла; ФЖ, приводящая к остановке сердца – 4 балла. 

Статистическая обработка полученных данных / 
Statistical analysis. Измеренные в бинарной шкале дан-
ные обрабатывали с помощью метода точной вероят-
ности Фишера с учётом множественности сравнений. 
Обработку результатов, полученных с использованием 

балльного шкалирования, проводили с помощью не-
параметрического аналога дисперсионного анализа по 
Крускалу–Уоллесу с дальнейшим анализом методом 
множественных сравнений по Данну. Результаты 
представлены в виде медиан и нижнего и верхнего 
квартилей. Различия считали значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Анализ показателей токсичности изучаемых ве-
ществ позволил установить, что ХДАЛ обладает мень-
шей токсичностью по сравнению с лаппаконитина 
гидробромидом (табл. 1). Так, если LD50 лаппакони-
тина гидробромида у мышей в условиях в/б введения 
была равна 10,2 (8,0÷12,9) мг/кг, то для ХДАЛ этот 
показатель составлял 20,7 (17,8÷25,5) мг/кг. Таким 
образом, лаппаконитина гидробромид относится ко 
2-му классу токсичности (высокотоксичные соедине-
ния), а МХДАЛ – к 3-му классу (умереннотоксичные 
вещества) [7].

Анализ антиаримических эффектов ХДАЛ и лап-
паконитина гидробромида на аконитиновой модели 
нарушений ритма сердца свидетельствует о том, что 
оба вещества на данной модели обладают выраженным 
антиаритмическим действием (табл. 2). Однако ХДАЛ 
более эффективен по сравнению с лаппаконитина ги-
дробромидом. Так, если в контрольной серии опытов 
политопная экстрасистолия после введения аконити-
на гидрохлорида возникали у всех 8 животных, то у 
крыс, получавших ХДАЛ в дозе 0,5 мг/кг, нарушения 
ритма сердца в течение всего периода наблюдения 
отсутствовали (n = 6, р < 0,001). В группе животных, 
получавших изучаемое вещество в дозе 0,25 мг/кг,  
у двух крыс из 6 возникала бигемения (р = 0,03), случаи 
политопной экстрасистолии отсутствовали.

Эталонный препарат – лаппаконитина гидро-
бромид в дозе 0,5 мг/кг также обладал выраженным 
антиаритмическим эффектом, однако, в отличие от 
ХДАЛ, лаппаконитина гидробромид в дозе 0,25 мг/кг 
не предотвращал возникновения аритмий, вызывае-
мых аконитином (табл. 2). 

Таблица 1

Показатели токсичности монохлоргидрата 
N-дезацетиллаппаконитина (ХДАЛ) и лаппаконитина 

гидробромида

Table 1

Toxicity indicators of N-deacetylappaconitin monochlorohydrate 
(CDAL) and lappaconitin hydrobromide

Вещество / The 
substance

LD16, мг/кг/
mg/kg

LD50, мг/
кг/mg/kg

LD84, мг/кг / 
mg/kg

ХДАЛ 16,3
8,8÷18,6

20,7
17,8÷25,5

26,3
22,7÷56,0

Лаппаконитина 
гидробромид

7,5
7,2÷7,9

10,2
8,0÷12,9

13,8
13,1÷14,4
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Таким образом, сравнительное изучение антиарит-
мической активности эталонного препарата лаппако-
нитина гидробромида и ХДАЛ на модели аконитино-
вой аритмии, патогномоничной для антиаритмических 
средств 1 класса по классификации Vaughan Williams, 
свидетельствует о том, что оба соединения на этой 
модели обладают антиаритмическим действием, опос-
редуемым блокадой натриевых каналов [2]. Вместе с 
тем, ХДАЛ реализует свое антиаритмическое действие 
в существенно меньшей дозе. 

На модели хлоридкальцевой аритмии ни лаппа-
конитина гидробромид, ни ХДАЛ не предотвращали 
возникновения летальных фибрилляций желудочков 
сердца (табл. 3).

Анализ результатов изучения антифибрилляторной 
активности исследуемых лекарственных веществ на 
модели реперфузионных аритмий у крыс показал, 
что ХДАЛ в дозах 0,5 и 1,0 мг/кг не обладает анти-

аритмическим и противофибрилляторным действи-
ем. Лаппаконитина гидробромид в дозе 0,5 мг/кг, 
напротив, обладал выраженным антиаритмическим 
и противофибрилляторным эффектом (табл. 4). Так, 
если в контрольной серии экспериментов аритмии на-
блюдались у всех 16 крыс, а фатальные фибрилляции 
желудочков возникали в 12 случаях (что соответствует 
данным литературы [8]), то у животных, которые полу-
чали лаппаконитина гидробромид, аритмии возникали 
в 6 случаях из 10 (р = 0,023), а фатальные фибрилля-
ции желудочков только в 1 случае (р = 0,006), при 
этом тяжесть аритмогенеза снижалась с 3 до 1 балла  
(р = 0,02). Следует отметить, что во всех случаях фа-
тальные фибрилляции желудочков возникали в период 
реперфузии.

Таким образом, как следует из полученных данных, 
на модели реперфузионных аритмий у крыс ХДАЛ, 
в отличие от эталонного препарата лаппаконитина 

Таблица 2

Влияние ХДАЛ и лаппаконитина гидробромида на нарушения ритма сердца, вызываемые у крыс аконитина гидрохлоридом

Table 2

The effect of CDAL and lappaconitine hydrobromide on cardiac arrhythmias caused by aconitine hydrochloride in rats

Соединение / Substance
Доза,

мг/кг /Dose
mg/kg

Число крыс
в группе /Number  
of rats in the group

Число крыс с нарушениями
ритма / Number of rats with 

arrhythmias

Число крыс с политопными
экстрасистолиями / Number  

of rats with polytopic extrasystoles

Контроль – 8 8 8

ХДАЛ
0,5 6 0

р < 0,001
0

р < 0,001

0,25 6 2
р = 0,03

0
р < 0,001

Контроль – 13 13 13

Лаппаконитина 
гидробромид

0,5 6 0
р < 0,001

0
р < 0,001

0,25 6 4
р = 0,1754

3
р = 0,0618

Примечание: р – указано по отношению к контролю.
Note: p – indicated in relation to the control.

Таблица 3

Влияние ХДАЛ и лаппаконитина гидробромида на частоту возникновения летальных фибрилляций желудочков сердца, 
вызываемых кальция хлоридом у наркотизированных (уретан 1300 мг/кг в/б) крыс

Table 3

Effect of СDAL and lappaconitin hydrobromide on the incidence of fatal ventricular fibrillation caused by calcium chloride in 
anesthetized (urethane 1300 mg/kg i.р.) rats

Вещество / Substanct
Доза,

мг/кг /Dose, mg/kg 

Число
животных в группе

Number of animals in group

Число крыс, у которых
возникли летальные ФЖ /The number of 

rats that have experienced fatal VF

Контроль – 7 7

ХДАЛ 0,5 8 5
р = 0,2

Контроль – 6 6

Лаппаконитина
гидробромид

0,5 6 6
р = 1,0

Примечание: р – указано по отношению к контролю.
Note: p – indicated in relation to the control.
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гидробромида, не проявляет антиаритмическую и 
противофибрилляторную активность.

Заключение / Conclusion

ХДАЛ обладает меньшей токсичностью по срав-
нению с эталонным препаратом IC класса лаппа-
конитина гидробромидом, при этом высокоэффек-
тивен на модели аконитиновой аритмии, которая 
патогномонична для антиаритмических средств I 
класса по классификации Vaughan Williams. На модели 
хлоридкальциевой аритмии, патогномоничной для 
антиаритмических средств IV класса, ХДАЛ, так же 
как лаппаконитина гидробромид, противофибрилля-
торным действием не обладает. ХДАЛ, в отличие от 

эталонного препарата лаппаконитина гидробромида, 
не эффективен на модели реперфузионных наруше-
ний ритма.

Выводы / Conclusions

1. ХДАЛ обладает выраженным антиаритмиче-
ским эффектом на модели нарушений ритма сердца, 
вызываемых аконитина гидрохлоридом. Вещество 
не действует на хлоридкальцевой модели аритмий и 
модели реперфузионных фибрилляций желудочков 
сердца.

2. ХДАЛ, по-видимому, является антиаритмиче-
ским средством I класса по классификации Vaughan 
Williams.

Таблица 4

Влияние ХДАЛ и лаппаконитина гидробромида на частоту возникновения ФЖ и других нарушений ритма сердца, вызываемых 
окклюзией и последующей реперфузией коронарной артерии у крыс, наркотизированных уретаном (1300 мг/кг, в/б)

Table 4

Effect of CDAL and lappaconitin hydrobromide on the incidence of VF and other cardiac arrhythmias caused by occlusion and 
subsequent reperfusion of the coronary artery in rats anesthetized with urethane (1300 mg/kg, i.р.)

Соединение /
Substance

Доза,
мг/кг /

Dose mg/
kg

Число
крыс

в группе / 
Number of 

rats in 
group

Число
крыс с

нарушениями
ритма сердца / 

Number of rats with
heart rhythm disorders

Число
крыс с
ОЖА / 

Number of
rats with 

LTA

Число
крыс

с ФЖ / 
Number of

rats with VF

Тяжесть
аритмогенеза в баллах /

Severity of
arrhythmogenesis in points

Контроль – 12 12 11 6 2,5
2÷4

ХДАЛ

0,5 14 13
р = 1,0

9
р = 0,17

6
р = 1,0

2
1÷4

р = 1,0

1,0 5 5
р = 1,0

5
р = 1,0

3
р = 1,0

4
2÷4

р = 1,0

Контроль – 16 16 13 12 3
3÷3

Лаппаконитина 
гидробромид 0,5 10 6

р = 0,023
2

р = 0,01
1

р = 0,006

1
0÷1

р = 0,020

Примечание: В столбце «Тяжесть аритмогенеза в баллах» представлены медианы и нижний и верхний квартили; р – указано по отношению 
к контролю.
Note: The column «Severity of arrhythmogenesis in points» shows the medians and the lower and upper quartiles; p is indicated in relation to the 
control.
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Влияние этилметилгидроксипиридина сукцината  
на функциональную активность транспортёра 

гликопротеина-Р в гематоэнцефалическом барьере крыс  
в норме и при гипоксической гипоксии
Мыльников П. Ю., Щулькин А. В., Черных И. В., Якушева Е. Н.

ФГБОУ ВО «Рязанский государственный медицинский университет имени академика И.П. Павлова»  
Министерства здравоохранения Российской Федерации, Рязань, Россия

Аннотация. Актуальность. Этилметилгидроксипиридина сукцинат (ЭМГПС) – референтный отечественный лекарственный препарат, обладающий 
выраженной антиоксидантной и антигипоксической активностью. Гликопротеин-Р (Pgp) – АТФ-зависимый белок-транспортёр, локализующийся в тканевых 
барьерах и осуществляющий защиту клеток и органов от воздействия ксенобиотиков. Экспрессируясь в гематоэнцефалическом барьере (ГЭБ), Pgp огра-
ничивает проникновение лекарственных и токсических веществ в ткань мозга. Цель – оценить влияние ЭМГПС на функциональную активность Pgp в ГЭБ 
крыс в норме и при острой гипоксической гипобарической гипоксии в эксперименте. Методы исследования. Исследования выполнены на крысах-самцах 
Wistar, массой 200–250 г, которые были разделены на 4 группы: 1-я группа (контроль, n = 30) – интактные крысы; 2-я группа (контроль гипоксии, n = 30) – 
крысы, которым моделировали гипоксию и перед этим однократно в/в вводили воду для инъекций; 3-я группа (n = 30) – интактные животные, которым в/в 
однократно вводили ЭМГПС в дозе 50 мг/кг массы; 4-я группа (n = 30) – крысы, которым перед моделированием гипоксии в/в однократно вводили ЭМГПС 
в дозе 50 мг/кг массы. Через 30 минут после инъекции у животных 2- и 4-й групп моделировали острую гипоксическую гипоксию в течение 30 минут путём 
их подъёма на высоту 8000 м со скоростью подъёма и спуска 50 м/с. Через 3 ч после спуска у животных 2- и 4-й групп и через 30 мин после в/в инъекции у 
животных 1- и 3-й групп оценивали функциональную активность Pgp в ГЭБ по проникновению в ткань мозга фексофенадина – маркерного субстрата Pgp. 
Для этого крысам в хвостовую вену вводили фексофенадин в дозе 10 мг/кг массы. Через 5, 10, 15, 30, 45, 60 мин после введения их подвергали эвтаназии, 
забирали не менее 4 мл крови из брюшной аорты в гепаринизированные пробирки и кору лобных долей головного мозга. Концентрацию фексофенади-
на в биообразцах анализировали методом ВЭЖХ-УФ по оригинальным методикам. Результаты. В ходе исследования было показано, что внутривенное 
однократное введение ЭМГПС в дозе 50 мг/кг массы вызывает повышение содержания фексофенадина в коре больших полушарий головного мозга крыс, 
что свидетельствует о снижении активности белка-транспортёра Pgp. Моделирование острой гипоксической гипоксии также сопровождалось повы-
шением проницаемости субстрата белка-транспортёра в ткань мозга. При этом профилактическое введение ЭМГПС перед гипоксическим воздействием 
существенно не влияло на проницаемость ГЭБ, которая оставалась существенно выше контроля и не отличалась от проницаемости при изолированном 
гипоксическом воздействии. Выводы. ЭМГПС при однократном внутривенном введении в дозе 50 мг/кг массы снижает активность Pgp в ГЭБ в норме и 
не оказывает существенного влияния на проникновение в ткань мозга субстрата транспортёра – фексофенадина при острой гипоксической гипоксии.
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Effect of ethylmethylhydroxypyridine succinate on the functional activity of the transporter P-glycoprotein  
in the blood-brain barrier of rats under normal conditions and under hypoxic hypoxia

Mylnikov PYu, Shchulkin AV, Chernykh IV, Yakusheva EN
Ryazan State Medical University, Ryazan, Russia

Abstract. Relevance. Ethylmethylhydroxypyridine succinate (EMHPS) is a reference domestic drug with pronounced antioxidant and antihypoxic activity. 
P-Glycoprotein (Pgp) is an ATP-dependent transport protein localized in tissue barriers and protecting cells and organs from the effects of xenobiotics. Being 
expressed in the blood-brain barrier (BBB), Pgp limits the penetration of drugs and toxic substances into the brain tissue. Aim – to evaluate the effect of EMHPS 
on the functional activity of Pgp in the BBB of rats in normal conditions and in acute hypoxic hypobaric hypoxia in the experiment. Methods. The studies were 
carried out on male Wistar rats weighing 200–250 g, which were divided into 4 groups: group 1 (control, n = 30) – intact rats; Group 2 (control of hypoxia,  
n = 30) – rats, which were simulated hypoxia and before that they were once injected with water for injection; Group 3 (n = 30) – intact animals, which were 
injected intravenously with EMHPS at a dose of 50 mg / kg body weight; Group 4 (n = 30) – rats, which were injected intravenously with EMHPS at a dose of 
50 mg/kg body weight before modeling hypoxia. 30 minutes after injection, animals of groups 2 and 4 were simulated acute hypoxic hypoxia for 30 minutes 
by ascending to an altitude of 8000 m with an ascent and descent speed of 50 m/s. 3 h after descent animals of groups 2 and 4 and 30 min after intravenous 
injection in animals of groups 1 and 3, the functional activity of Pgp in the BBB was assessed by the penetration of fexofenadine, a marker substrate of Pgp, 
into the brain tissue. For this, fexofenadine was injected into the tail vein of rats at a dose of 10 mg/kg of body weight. After 5, 10, 15, 30, 45, 60 minutes after 
administration, they were euthanized, at least 4 ml of blood was taken from the abdominal aorta into heparinized tubes and the cortex of the frontal lobes of 
the brain. The concentration of fexofenadine in biosamples was analyzed by HPLC-UV according to original methods. Results. In the course of the study, it was 
shown that a single intravenous injection of EMHPS at a dose of 50 mg/kg of body weight causes an increase in the content of fexofenadine in the cerebral 
cortex of rats, which indicates a decrease in the activity of the Pgp transporter protein. Simulation of acute hypoxic hypoxia was also accompanied by an 
increase in the permeability of the transport protein substrate into the brain tissue. At the same time, the prophylactic administration of EMHPS before hypoxic 
exposure did not significantly affect the BBB permeability, which remained significantly higher than the control and did not differ from the permeability during 
isolated hypoxic exposure. Conclusions: EMHPS with a single intravenous injection at a dose of 50 mg/kg body weight reduces the activity of Pgp in the BBB in 
normal conditions and does not significantly affect the penetration of the transporter substrate – fexofenadine into the brain tissue in acute hypoxic hypoxia
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Введение / Introduction

Этилметилгидроксипиридина сукцинат (ЭМГПС) – 
референтный отечественный лекарственный пре-
парат, обладающий выраженной антиоксидантной и 
антигипоксической активностью. Многочисленными 
исследованиями доказана его эффективность при 
широком спектре неврологических заболеваний [1].

Гликопротеин-Р (Pgp, ABCB1-белок, MDR1-белок) – 
АТФ-зависимый мембранный белок-транспортёр, ло-
кализующийся в тканевых барьерах, обеспечивающий 
выведение субстратов из клеток в межклеточное про-
странство и биологические жидкости. Экспрессируясь 
в гематоэнцефалическом барьере (ГЭБ), Pgp ограни-
чивает проникновение лекарственных и токсических 
веществ в ткань мозга, участвуя в фармакокинети-
ческом процессе распределения и выполняя таким 
образом свою протекторную функцию [2]. 

Ранее нами было показано, что ЭМГПС в опытах 
in vivo на кроликах породы шиншилла подавляет ак-
тивность Pgp на уровне целостного организма, оце-
ненную по фармакокинетике маркерного субстрата 
белка-транспортёра – фексофенадина [3].

Однако влияние ЭМГПС на активность Pgp ло-
кально в ГЭБ на данный момент не изучено.

Цель настоящего исследования – оценить влияние 
ЭМГПС на функциональную активность Pgp в ГЭБ 
крыс в норме и при острой гипоксической гипобари-
ческой гипоксии в эксперименте. 

Материалы и методы / Materials and methods

Исследования выполнены на крысах-самцах Wistar, 
массой 200–250 г, полученных из питомника ООО 
«КролИнфо» (Московская область, Орехово-Зуев-
ский район, деревня Новая). Исследование одобрено 
Комиссией по контролю за содержанием и исполь-
зованием лабораторных животных, протокол № 2 от 
8 ноября 2017 г.

Животные содержались в условиях конвенцио-
нального вивария ФГБОУ ВО РязГМУ Минздрава 
России, с системой «чистого» и «грязного» коридоров 
и автоматической сменой дневного и ночного пе-
риода (08:00–20:00 – «день», 20:00–08:00 – «ночь»).  
В комнате, где содержались животные, поддерживалась 
температура 21–24 °C и влажность 55–65 %, при как 
минимум 12-кратной смене воздушного объёма в час.

Все животные были разделены на 4 группы: 1-я 
группа (контроль, n = 30) – интактные крысы; 2-я 
группа (контроль гипоксии, n = 30) – крысы, которым 
моделировали гипоксию и перед этим однократно в/в 
вводили воду для инъекций; 3-я группа (n = 30) – ин-
тактные животные, которым в/в однократно вводили 
ЭМГПС в дозе 50 мг/кг массы; 4-я группа (n = 30) – 
крысы, которым перед моделированием гипоксии  
в/в однократно вводили ЭМГПС в дозе 50 мг/кг  
массы. 

Через 30 минут после инъекции у животных 2- 
и 4-й групп моделировали острую гипоксическую 
гипоксию в течение 30 минут путём их подъёма на 
высоту 8000 м со скоростью подъёма и спуска 50 м/с 
[4]. Через 3 ч после спуска у животных 2- и 4-й групп 
и через 30 мин после в/в инъекции у животных 1- и 
3-й групп оценивали функциональную активность Pgp 
в ГЭБ по проникновению в ткань мозга фексофена-
дина – маркерного субстрата Pgp. Для этого крысам 
в хвостовую вену вводили фексофенадин («Sanofy», 
Франция) в дозе 10 мг/кг массы. Через 5, 10, 15, 30, 
45, 60 мин после введения их подвергали эвтаназии, 
забирали не менее 4 мл крови из брюшной аорты в 
гепаринизированные пробирки и кору лобных долей 
головного мозга.

Для экстракции фексофенадина из плазмы кро-
ви к 1,5 мл плазмы прибавляли 4 мл ацетонитрила 
(«ACROS ORGANICS», Бельгия) категории «Для 
ВЭЖХ», встряхивали на приборе Vortex в течение  
15 мин и центрифугировали 15 мин при 3500 об/мин. 

Экстракцию фексофенадина из ткани коры боль-
ших полушарий головного мозга крыс выполняли 
следующим образом. Образцы мозга массой 500 мг 
гомогенизировали в 500 мкл воды деионизированной 
в течение 1 мин, после чего экстрагировали фексо-
фенадин добавлением 4 мл ацетонитрила («ACROS 
ORGANICS», Бельгия) и встряхиванием на приборе 
Vortex в течение 15 мин с последующим центрифуги-
рованием 15 мин при 3500 об/мин.

Количественное определение фексофенадина в 
плазме крови крыс и в гомогенате головного мозга 
производили методом ВЭЖХ на хроматографиче-
ской системе «Stayer» с УФ-спектрофотометрическим 
детектированием с колонкой Phenomenex Synergi 4u 
Polar-RP 80A (250×4,6) с зернением 4 мкм и термоста-
тированием при 35 °С при длине волны 220 нм. Со-
став подвижной фазы: 128 мл ацетонитрила («ACROS 
ORGANICS», Бельгия, «Для ВЭЖХ»), 267,4 мл воды 
деионизированной, 7,0 мл триэтиламина («ACROS 
ORGANICS», Бельгия, «Для ВЭЖХ»), 4,66 мл 
кислоты уксусной ледяной («ХИММЕД», Россия), 
pH = 6,0. Скорость потока – 1 мл/мин. Время удер-
живания фексофенадина составило 14,91±0,25 мин. 
Коэффициенты экстракции фексофенадина из плаз-
мы крови крыс и гомогената коры головного мозга 
составили 83,57 и 81,25 %, соответственно. Пределы 
количественного определения и предел обнаружения 
фексофенадина в гомогенате мозга и плазме крови 
составили 43,70 и 35,27 нг/г и 14,49 и 11,68 нг/мл, 
соответственно.

Суммарное количество фексофенадина, попавшее 
в системный кровоток и в кору больших полушарий, 
оценивали по площади под кривой «концентрация 
фексофенадина (в плазме крови или ткани коры боль-
ших полушарий головного мозга)–время» (AUC0–t(плазма) 
или AUC0–t(мозг)), которые рассчитывали по методу 
трапеции [5].
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Полученные результаты обрабатывали с помощью 
программы «StatSoft Statistica 13.0» и LibreOffice Calc.

Характер распределения данных, полученных в 
ходе исследований, оценивали по критерию Шапиро–
Уилка. В случае, если распределение данных было 
нормальным, использовался дисперсионный анализ 
(ANOVA); попарные сравнения выполняли по крите-
рию Ньюмана–Кейлса. При распределении данных, 
отличном от нормального, был использован критерий 
Крускала–Уоллиса при несвязанных выборках. Попар-
ные сравнения выполняли по критерию Манна–Уитни 
с поправкой Бонферрони. Статистически значимыми 
считали различия при р < 0,05. Полученные результа-
ты заносились в таблицы и графики в виде среднего 
арифметического и стандартного отклонения при нор-
мальном распределении данных либо в виде медианы, 
нижнего и верхнего квартилей в случае отличного от 
нормального распределения данных.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Средняя концентрация фексофенадина в плаз-
ме крови крыс через 5 мин после его внутривенно-
го введения в дозе 10 мг/кг массы составила 16,6± 
5,8 мкг/мл, затем постепенно снижалась и достигала 
значения 1,0±0,4 мкг/мл к 60 мин исследования (рис. 1). 
Медиана концентрации фексофенадина в коре боль-
ших полушарий головного мозга крыс через 5 мин 
после его внутривенного введения в дозе 10 мг/кг 
массы составила 264,00 (198,98; 471,35) нг/г ткани, 
достигала через 15 мин своего максимума – 344,77 
(245,99; 432,36) нг/г и постепенно снижалась к 60 мин 
исследования до 172,16 (147,5; 192,28) нг/г (табл. 1).

Введение ЭМГПС существенно не влияло на 
концентрации фексофенадина в плазме крови крыс 

после его внутривенного введения во все временные 
точки и площадь под фармакокинетической кривой 
концентрация–время AUC0-t(плазма). Данные показатели 
статистически значимо не отличались от значений 
контрольных животных (см. рис. 1).

При этом введение тестируемого вещества вы-
зывало повышение концентрации фексофенадина в 
коре больших полушарий через 45 мин после введения 
последнего на 109,4 % (p  = 0,07) по сравнению с по-
казателями контрольных крыс (см. табл. 1), а также 

Рис. 1. Усреднённые фармакокинетические кривые 
фексофенадина в плазме крови крыс после его внутри-
венного введения в дозе 10 мг/кг массы на фоне вну-
тривенного введения ЭМГПС в дозе 50 мг/кг массы, 
гипоксической гипоксии и их сочетания
Figure 1. Average pharmacokinetic curves of fexofenadine 
in the rats blood plasma after its intravenous administration 
at a dose of 10 mg/kg body weight after intravenous 
administration of EMHPS at a dose of 50 mg/kg body 
weight, hypoxic hypoxia and their combination

 Таблица 1

Концентрация фексофенадина в гомогенате коры больших полушарий головного мозга крыс после его внутривенного введения в дозе 10 мг/кг 
массы на фоне внутривенного введения ЭМГПС в дозе 50 мг/кг массы, гипоксической гипоксии и их сочетания (медиана, верхний  

и нижний квартили, n = 5 на каждую временную точку)

Table 1

The concentration of fexofenadine in the rats cerebral cortex homogenate after its intravenous administration at a dose of 10 mg/kg body 
weight after intravenous administration of EMHPS at a dose of 50 mg/kg body weight, hypoxic hypoxia and their combination (median, upper 

and lower quartiles, n = 5 for each time point)

Группы  
эксперимента

Концентрация фексофенадина /Сроки эксперимента

5 мин 10 мин 15 мин 30 мин 45 мин 60 мин

Контроль 264,00 (198,98; 
471,35)

288,27 (202,98; 
754,8)

344,77 (245,99; 
432,36)

301,68 (120,85; 
638,02)

242,91 (201,78; 
385,01)

172,16 (147,5; 
192,28)

ЭМГПС 799,3 (299,5; 
1627,3)

849,4 (617,9; 
928,9)

908,9 (264,5; 
1236,4)

356,6 (201,9; 
647,1)

508,7 (320,4; 
1839,7)*p = 0,07

280,9 (146,9; 
524,9)

Гипоксия 914,68 (834,97; 
997,26)*

710,80 (614,81; 
761,43)

690,76 (484,61; 
799,71) 

261,14 (246,97; 
347,19)

698,89 (578,04; 
778,46)*

380,3 (341,76; 
434,64)* 

Гипоксия + 
ЭМГПС

795,64 (723,61; 
844,91)* 

750,43 (628,07; 
802,72)

633,95 (603,66; 
699,49)* 

780,72 (697,99; 
825,93)* # 

626,87 (492,29; 
695,28)* 

413,49 (322,32; 
436,69)* 

Примечание: * − p < 0,05 – статистически значимые различия с показателями животных группы контроля.
Note: * − p < 0,05 – statistically significant differences with the indicators of  the animals control group
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увеличивало AUC0–t(мозг) фексофенадина на 125,0 %  
(p < 0,05) и отношения AUC0–t(мозг) / AUC0–t(плазма) на 
24,2 % (p = 0,06) (табл. 2). 

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что ЭМГПС ингибирует активность белка-транспор-
тёра Pgp в ГЭБ. Учитывая тот факт, что ингибирова-
ние выявлено при однократном введении препарата, 
снижение активности белка-транспортёра, скорее 
всего связано с непосредственным взаимодействием 
ЭМГПС с молекулой Pgp.

Ранее нами было показано, что ЭМГПС не яв-
ляется субстратом гликопротеина-Р, что позволяет 
признать гипотезу о субстратном ингибировании 
активности белка-транспортёра маловероятной [3]. 
С другой стороны, для лекарственных веществ диги-
дропиридинового ряда – никардипина, нимодипина, 
нитрендипина и нифедипина [6] было описано алло-
стерическое ингибирование Pgp. Поэтому логично 
предположить, что ингибирование Pgp под действием 
ЭМГПС осуществляется по аллостерическому типу.

Моделирование острой гипоксической гипобари-
ческой гипоксии приводило к следующим изменениям 
фармакокинетики маркерного субстрата Pgp – фексо-
фенадина. Средняя концентрация фексофенадина в 
плазме крови крыс после его внутривенного введения 
в дозе 10 мг/кг массы на фоне гипоксического воз-
действия достоверно не отличалась от показателей 
контрольных животных во всех исследуемых времен-
ных точках (p > 0,05) (см. рис. 1). 

В то же время концентрация фексофенадина в 
гомогенате коры мозга после гипоксического воздей-
ствия превосходила показатели контрольных животных 
через 5, 15, 45 и 60 мин после внутривенного введения 
на 246,5 % (p = 0,008); 100,4 % (p = 0,063); 187,7 %  

(p = 0,01) и 120,9 % (p = 0,04), соответственно (см. табл. 1). 
AUC0–t(мозг) и отношение AUC0–t(мозг) / AUC0–t(плазма) фек-
софенадина после гипоксического воздействия также 
превосходили значения группы контроля на 105,1 % 
(p = 0,003) и 47,1 % (p = 0,027), соответственно (см. 
табл. 2). Полученные результаты свидетельствуют о 
повышении проникновения фексофенадина в кору 
головного мозга крыс после моделирования острой 
гипоксической гипобарической гипоксии, что со-
гласуется с данными литературы [7].

Превентивное внутривенное введение ЭМГПС 
перед гипоксическим воздействием приводило к сле-
дующим изменениям. Концентрация фексофенадина 
в плазме крови после его внутривенного введения на 
фоне гипоксии и тестируемого вещества превосходила 
значение контрольных животных только на 60 мин (на 
59,0 %, p = 0,018), а в остальные сроки эксперимента 
достоверных различий между группами выявлено не 
было. При этом AUC0–t(плазма) фексофенадина после 
введения этилметилгидроксипиридина сукцината 
перед гипоксическим воздействием превышала анало-
гичный показатель контрольных животных на 60,8 % 
(p = 0,011) (см. табл. 2). 

Концентрация фексофенадина в гомогенате коры 
мозга после гипоксического воздействия и введе-
ния ЭМГПС превосходила показатели контрольных 
животных через 5 мин на 201,4 % (p = 0,008), через  
15 мин — на 83,9 % (p = 0,016), через 30 мин — на 158,8 %  
(p = 0,01), через 45 мин — на 158,1 % (p = 0,01), через 
60 мин — на 140,2 % (p = 0,004). AUC0–t(мозг) фексофе-
надина после комбинированного воздействия также 
превосходила значения серии контроля на 127,6 %  
(p = 0,003), а отношение AUC0–t(мозг) / AUC0–t(плазма) –  
на 41,5 % (p = 0,032). 

Таблица 2

Площадь под кривой «концентрация фексофенадина–время» AUC0–t(плазма), AUC0–t(мозг) и их отношение после внутривенного 
введения фексофенадина в дозе 10 мг/кг массы на фоне внутривенного введения ЭМГПС в дозе 50 мг/кг массы, гипоксической 

гипоксии и их сочетания (медиана, верхний и нижний квартили)

Table 2

The area under the curve «concentration of fexofenadine-time» AUC0-t(plasma), AUC0-t(brain) and their ratio after intravenous administration 
of fexofenadine at a dose of 10 mg/kg body weight after intravenous administration of EMHPS at a dose of 50 mg/kg body weight, 

hypoxic hypoxia and their combinations (median, upper and lower quartiles)

Группы эксперимента AUC0–t(плазма) AUC0–t(мозг) Отношение AUC0–t(мозг) / AUC0–t(плазма)

Контроль 173,7 (142,5; 266,2) 16,4 (15,5; 19,2) 0,09 (0,07; 0,11)

ЭМГПС 315,8 (201,6; 399,6) 36,9 (24,4; 51,8)* 0,11 (0,12; 0,13)*

Гипоксия 241,9 (234,9; 251,9) 33,6 (27,2; 36,4)* 0,14 (0,11; 0,15)*

Гипоксия + ЭМГПС 279,3 (264,4; 369,7)* 37,3 (35,2; 38,4)* 0,13 (0,1; 0,13)*

Примечание: * − p < 0,05 – статистически значимые различия с показателями животных группы контроля; ЭМГПС – этилметилгидрокси-
пиридина сукцинат. 
Note: * − p < 0,05 – statistically significant differences with the indicators of the animals control group; EMHPS – ethylmethylhydroxypyridine 
succinate.
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Полученные результаты свидетельствуют о повыше-
нии проникновения фексофенадина в кору головного 
мозга крыс после моделирования острой гипоксической 
гипобарической гипоксии и введения ЭПГПС.

При сравнении фармакокинетики фексофенадина 
у крыс, подвергнутых острой гипоксической гипо-
барической гипоксии, и крыс, получавших ЭМГПС 
перед гипоксическим воздействием, были получены 
следующие результаты. Концентрация фексофена-
дина в плазме крови экспериментальных животных 
во все временные точки достоверно между данными 
группами не различалась, только на 60 мин концен-
трация маркерного субстрата Pgp на фоне введения 
ЭМГПС превышала показатели крыс, подвергнутых 
изолированной гипоксии, на 78,7 % (p = 0,016). Не 
было выявлено достоверных различий и в значениях 
AUC0-t(плазма).

Концентрация фексофенадина в гомогенате коры 
головного мозга крыс после введения ЭМГПС и мо-
делирования гипоксии превосходила значения серии 
изолированной гипоксии на 30 мин эксперимента на 
198,9 % (p = 0,008), в остальные сроки эксперимента 
достоверно от них не отличалась. Также не было вы-
явлено статистически значимых различий в значе-
ниях AUC0–t(мозг) и AUC0–t(мозг) / AUC0–t(плазма) данных 
экспериментальных групп. Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что однократное внутривенное 
профилактическое введение ЭМГПС перед гипок-
сическим воздействием существенно не влияет на 
проницаемость субстрата белка-транспортёра (она 
остаётся существенно выше контроля и не отличается 
от проницаемости ГЭБ при изолированном гипокси-
ческом воздействии).

Заключение / Conclusion

Таким образом, в ходе исследования было пока-
зано, однократное внутривенное введение ЭМГПС в 
дозе 50 мг/кг массы вызывает снижение активности 
белка-транспортёра Pgp в ГЭБ коры больших полу-
шарий головного мозга крыс. Моделирование острой 
гипоксической гипоксии сопровождается повыше-
нием проницаемости субстрата белка-транспортёра в 
ткань мозга. Однократное профилактическое введение 
ЭМГПС в дозе 50 мг/кг массы перед гипоксическим 
воздействием существенно не влияет на проницае-
мость субстрата белка-транспортёра – фексофенадина, 
которая остаётся существенно выше контроля и не 
отличается от проницаемости ГЭБ при изолированном 
гипоксическом воздействии.
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Абсолютная биодоступность соединения, обладающего 
кардиопротективной активностью (АЛМ-802), у крыс

Колыванов Г. Б., Бочков П. О., Литвин А. А., Шевченко Р. В., Подолько А. Л., Жердев В. П.
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Россия

Аннотация.  На крысах изучена фармакокинетика нового потенциального кардиопротективного средства АЛМ-802 после однократного вну-
тривенного и внутрижелудочного введения в дозах 10 и 100 мг/кг, соответственно. Абсолютная биодоступность составила 4,45 %, что говорит о 
потенциальной возможности разработки лекарственной формы для приёма внутрь.
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Absolute bioavailability of a substance with cardioprotective activity (ALM-802) in rats
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Abstract. The pharmacokinetics of a new potential cardioprotective agent ALM-802 was studied in rats after single intravenous and intragastric 
administration at doses of 10 and 100 mg/kg, respectively. The absolute bioavailability was 4.45 %, which indicates the potential for the development of a 
dosage form for oral administration.
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Введение / Introduction

В ФГБНУ «НИИ фармакологии имена В.В. За-
кусова», в результате исследований в ряду α,ω-
диарилметильных производных бис-(ω-аминоалкил)
аминов было выявлено соединение N1-(2,3,4-
триметоксибензил)-N2-{2-[(2,3,4-триметоксибензил)
амино]этил}-1,2-этандиамина (в виде тригидрохло-
рида) с рабочим шифром АЛМ-802, которое по своей 
кардиопротективной активности, изученной на живот-
ных с интактным сосудистым руслом, как минимум, 
не уступает эталонному препарату триметазидину [1].

Цель данного исследования – методом ВЭЖХ-масс-
спектрометрии (ВЭЖХ-МС) изучить фармакокинети-
ку АЛМ-802 в плазме крови крыс после однократного 
внутривенного (в/в) и внутрижелудочного (в/ж) вве-
дения и определить его абсолютную биодоступность.

Методика исследования / Method of research

Исследование проведено на половозрелых бес-
породных крысах-самцах с массой тела 180–220 г. 
Животные содержались в лабораторном виварии при 
20–22 °С, относительной влажности воздуха 45–65 %, 
имели свободный доступ к корму и воде. Экспери-
менты проводили в соответствии с решением Совета 
Евразийской экономической комиссии от 3 ноября 

2016 г. № 81 «Об утверждении Правил надлежащей 
лабораторной практики Евразийского экономического 
союза в сфере обращения лекарственных средств».

Изучение фармакокинетики соединения АЛМ-802 
в плазме крови крыс проводили после в/в введения 
раствора (в воде дистиллированной с добавлением 
1 капли полисорбата (твина 80) фармацевтической 
субстанции в дозе 10 мг/кг. Также исследуемое веще-
ство вводили в/ж с помощью зонда в виде суспензии 
в 1 % крахмальном клейстере в дозе 100 мг/кг. Для 
определения абсолютной биодоступности АЛМ-802 
пробы крови отбирали до введения вещества (кон-
троль) и через 0,08; 0,17; 0,34; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 12 ч 
после в/в введения и при в/ж введении – контроль 
и через 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 12 ч. Анализу под-
вергали надосадочную жидкость, полученную после 
добавления к аликвоте плазмы крови 3-кратного 
объёма ацетонитрила и последующего центрифуги-
рования. Количественное определение соединения 
АЛМ-802 проводили с использованием метода тан-
демной ВЭЖХ с масс-спектрометрией. В работе ис-
пользовали жидкостной хроматограф «Thermo Ultimate 
3000» («Thermo Scientific», США). Детектор – масс-
спектрометр «Thermo TSQ Altis» («Thermo Scientific», 
США) (тип «тройной квадруполь») с ионизацией 
электрораспылением. Регистрацию масс-спектров 
проводили в режиме множественных молекулярных 
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реакций по дочернему иону с отношением массы 
к заряду m/z = 181, полученному изолированием и 
фрагментацией нативного молекулярного иона с  
m/z = 464 (соответствует протонированному молеку-
лярному иону соединения АЛМ-802), напряжение на 
электродах в коллизионной ячейке составляло 25 В. 
Напряжение на распылителе – 3500 В, температура 
интерфейса – 350 °C; температура ионного капилля-
ра – 325 °C, параметры вспомогательных газов-рас-
пылителей задавались управляющей программой по 
умолчанию для потока 0,3 мл/мин.

Подвижная фаза состояла из компонента А (0,1 % 
раствор муравьиной кислоты в воде ультрачистой) 
и Б (к 50 мл воды ультрачистой прибавляли 1 мл му-
равьиной кислоты, полученный раствор доводили 
ацетонитрилом в мерном цилиндре до объёма 1,0 л). 
Растворы А и Б смешивали в соотношении 25:75. По-
лученную фазу перед использованием дегазировали 
на ультразвуковой бане.

Анализ выполняли на колонке «Agilent SB-phenyl» 
(«Agilent», США) 2,1×100 мм с размером частиц  
1,8 мкм. Температура термостата – 40 °C. Объём вводи-
мой пробы 1 мкл. В этих условиях время удерживания 
соединения АЛМ-802 составило 1,7 мин. Нижний 
предел количественного определения – 1 нг/мл.

Исследование биотрансформации АЛМ-802 про-
водили в плазме крови, полученной через 1 и 2 ч после 
в/ж введения исследуемого вещества в дозе 100 мг/кг, 
и суточной моче крыс в сравнении с образцами ин-
тактной плазмы крови и мочи крыс. В одну пробу 
добавляли β-глюкуронидазу (Sigma-Aldrich, США), 
в другую – фермент не добавляли. На 0,1 мл плазмы 
крови добавляли 0,01 мл фермента, на 0,1 мл мочи – 
равный объём β-глюкуронидазы. Пробы термоста-
тировали на водяной бане при 37 °C в течение 1 ч. 
Далее проводили процедуру пробоподготовки. О на-
личии глюкуроноконъюгатов судили по изменению 
концентрации неизменённого соединения в образцах 
плазмы крови и мочи после обработки ферментом в 
сравнении с образцами, пробоподготовка которых не 
включала обработку β-глюкоронидазой.

На основании полученных концентраций АЛМ-802 
в плазме крови крыс модельно-независимым методом 
рассчитывали его основные фармакокинетические 
параметры: 

AUC0→∞ (нг/мл×ч) – площадь под фармакокинети-
ческой кривой (площадь под кривой «концентрация 
аналита – время») после в/ж или в/в введения. 

AUC0→∞ рассчитывается от момента введения ана-
лита до бесконечности;

Cmax (нг/мл) – максимальная концентрация ле-
карственного вещества (ЛВ) в плазме крови после 
в/ж введения;

Tmax (ч) – время достижения Cmax после в/ж вве-
дения;

C0 – кажущаяся Cmax ЛВ в плазме крови после в/в 
введения;

Cl, Cl/F (л/ч/кг) – общий плазменный клиренс;
Vd, Vd/F (л/кг) – кажущийся объем распределения;
kel (ч−1) – константа скорости элиминации; 
t1/2el (ч) – период полувыведения, 
MRT (ч) – среднее время удерживания ЛВ в ор-

ганизме;
fабс – абсолютная биодоступность, которую рас-

считывали по формуле:

fабс = (AUC0→∞ в/ж ×Dв/в)/(AUC0→∞в/в ×Dв/ж) × 100 %, 

где AUC0→∞ в/ж – AUC после в/ж введения, 
AUC 0→∞ в/в – AUC после в/в введения,
D в/в и D в/ж – доза соединения после в/в и в/ж 

введения, соответственно.

Результаты исследования / Results of the study

На рис. 1 представлены усреднённые фармакоки-
нетические профили соединения АЛМ-802 в плазме 
крови крыс после однократного в/ж и в/в введения 
дозах 100 и 10 мг/кг, соответственно. Фармакокине-
тические параметры АЛМ-802 после различных путей 
введения представлены в табл. 1. Поскольку на каж-
дую временную точку использовали по 5 животных, 
результирующая фармакокинетическая кривая была 
построена по усреднённым концентрациям, поэтому 
при расчётах фармакокинетических параметров от-
сутствует статистическая обработка результатов.

Анализируемое вещество после в/ж введения опре-
делялось в плазме крови на протяжении 12 ч. Сниже-
ние концентраций после достижения максимального 
значения носит монофазный характер. Как видно из 
рисунка 1, соединение АЛМ-802 быстро всасывается из 

Рис. 1. Усреднённые фармакокинетические профи-
ли АЛМ-802 в плазме крови крыс после однократного 
внутрижелудочного (в/ж) и внутривенного (в/в) введе-
ния дозах 100 и 10 мг/кг (n = 5; M±m)
Figure 1. Average pharmacokinetic profiles of ALM-802 
in rat blood plasma after a single intragastric (IG) and 
intravenous (IV) administration at doses of 100 and 10 mg/kg 
(n = 5; M±m)
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ЖКТ в системный кровоток и определяется в плазме 
крови уже через 15 мин. Максимальная концентрация 
(Cmax) АЛМ-802 в плазме крови (1064,79 нг/мл) дости-
галась через 3,0 ч (Tmax) после введения (см. табл. 1). 
Соединение АЛМ-802 достаточно медленно выводится 
из организма животных. Об этом свидетельствуют зна-
чения следующих фармакокинетических параметров: 
период полувыведения (t1/2el) исследуемого вещества 
составил 2,6 ч, а среднее время удерживания вещества 
в организме животных (MRT) – 4,9 ч. 

Параметром, характеризующим степень проник-
новения ЛВ в ткани, является кажущийся объём рас-
пределения (Vd /F). Его величина для крыс составила 
79,52 л/кг. Крайне высокое значение данного параме-
тра указывает, что АЛМ-802 распределяется во всех 
жидких средах организма животных.

Фармакокинетика соединения АЛМ-802 после 
его в/в введения крысам существенно отличается от 
кинетики в/ж введения, прежде всего более высокими 
концентрациями неизменённого соединения (см. рис. 1). 
После в/в введения соединение АЛМ-802 так же как и 
в случае в/ж введения определяется в плазме крови на 
протяжении 12 ч. Из рис. 1 видно, что после в/в спо-
соба введения в плазме крови наблюдается двухфазное 
снижение концентраций исследуемого соединения. 
На протяжении первой фазы (с момента введения до 
1 ч после введения) концентрация неизменённого со-

единения упала с 15 427,87 нг/мл (кажущаяся началь-
ная концентрация – С0, т. е. концентрация АЛМ-802 
в момент введения) до 907,26±183,72 нг/мл, т.е. в 17 
раз. Терминальная часть фармакокинетической кри-
вой была аналогична таковой после в/ж введения. Об 
этом свидетельствуют значения констант скорости 
элиминации (kel) (0,2194 и 0,2705 ч−1, соответственно). 
Такие фармакокинетические параметры, как t1/2el  рав-
ный 3,2 ч и MRT – 4,6 ч, указывают на относительно 
длительное нахождение исследуемого вещества в 
системном кровотоке животных. Таким образом, по-
лученные результаты по изучению фармакокинетики 
соединения АЛМ-802 позволяют заключить, что ис-
следуемое ЛВ элиминирует из организма животных с 
невысокой скоростью и его можно отнести к группе 
«долгоживущих».

Абсолютная биодоступность (fабс) соединения 
АЛМ-802 после в/ж введения составила 4,45 %. Не-
высокую абсолютную биодоступность АЛМ-802 можно 
объяснить тем, что после в/ж введения соединение 
подвергается эффекту «первого прохождения» через 
печень с образованием глюкуроноконъюгированных 
метаболитов. В то же время после в/в введения этот 
эффект выражен в меньшей степени, и в плазме крови, 
в основном, регистрируется исходное соединение. 
В пользу этого утверждения говорят результаты из-
учения биотрансформации триметазидина. АЛМ-802 
можно рассматривать как структуру, содержащую в 
своей молекуле двойной 2,3,4-триметоксибензиловый 
фрагмент триметазидина (рис. 2):

Метаболизм триметазидина в плазме крови и моче 
человека подробно описан [2, 3]. Одно из направле-
ний биотрансформации заключается в образовании 
метаболитов за счёт деметилирования метоксигруппы 

Таблица 1

Фармакокинетические параметры АЛМ-802 в плазме крови 
крыс после однократного внутрижелудочного (в/ж) и 

внутривенного (в/в) введения субстанции АЛМ-802 в дозе 
100 мг/кг и 10 мг/кг, соответственно

Table 1

Pharmacokinetic parameters of ALM-802 in rat blood plasma 
after a single intragastric (IG) and intravenous (IV) administration 

of ALM-802 substance at a dose of 100 mg/kg and 10 mg/kg, 
respectively

Параметр /
Parameter

Единицы
Измерения /
Dimensions

Путь введения /
Administration route

в/ж /IG в/в /IV

С0 нг/мл – 15427,87

Cmax нг/мл 1064,79 –

Tmax ч 3,0 –

kel ч−1 0,2705 0,2194

AUC0→∞ нг/мл×ч 4648,86 10448,45

t1/2el ч 2,6 3,2

MRT ч 4,9 4,6

Cl л/ч/кг – 0,957

Cl/F л/ч/кг 21,511 –

Vd л/кг – 4,361

Vd /F л/кг 79,52 –

fабс % 4,45

Рис. 2. Структурные формулы соединения АЛМ-802 и 
триметазидина
Figure 2. Structural formulas of ALM-802 and trimetazidine
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2,3,4-триметоксибензиловой части молекулы тримета-
зидина с последующей конъюгацией до О-глюкуронида 
и О-сульфата. 

В тоже время нами были проведены исследования 
подтверждающие, что соединение АЛМ-802 после в/ж 
введения подвергается выраженному эффекту «первого 
прохождения» через печень с образованием глюку-
роноконъюгированных метаболитов. Полученные 
результаты показали, что после обработки ферментом 
концентрация неизменённого соединения в образцах 

плазмы крови выросла на 26–63%. В то же время 
в образцах суточной мочи, не обработанных фер-
ментом, соединение АЛМ-802 обнаружено не было. 
После добавления к этим пробам β-глюкуронидазы 
регистрировались высокие концентрации АЛМ-802.

В результате проведённого исследования необ-
ходимо отметить, что абсолютная биодоступность 
соединения АЛМ-802 после в/ж введения, составив-
шая 4,45 % говорит о потенциальной возможности 
разработки лекарственной формы для приёма внутрь.
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Фармакокинетика и нейротропные эффекты цикло-L-
пролилглицина и его модифицированных аналогов

Бойко С. С., Жердев В. П., Колясникова К. Н.
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Россия

Аннотация. В обзоре представлены результаты исследований фармакокинетики, метаболизма, биодоступности для ЦНС и нейротропной актив-
ности нового дипептида цикло-L-пролилглицина (ЦПГ) и его модифицированных аналогов. Показано, что фармакологически активный метаболит 
ноотропного препарата ноопепт – цикло-L-пролилглицин является эндогенным дипептидом, представляет собой фрагмент концевого трипептида 
инсулиноподобного фактора роста нервов IGF-1. В настоящее время большое внимание уделяется разработке модифицированных аналогов ЦПГ, 
энзиматически более устойчивых, лучше проникающих через ГЭБ и высокоэффективных при использовании в микромолярных дозах. ЦПГ прояв-
ляет нейропротективную активность при ишемически-гипоксических и других повреждениях головного мозга, улучшает нарушенные когнитивные 
функции; кроме того, он обладает комплексом других фармакологических эффектов. В связи с вышеизложенным ЦПГ можно рассматривать не только, 
как потенциальное лекарственное средство, но и как базисную структуру для разработки новых нейротропных лекарственных средств – аналогов 
ЦПГ с улучшенными фармакокинетическими свойствами, большей энзиматической стабильностью и более высокой биодоступностью для ЦНС.

Ключевые слова: фармакокинетика; цикло-L-пролилглицин (ЦПГ) и его аналоги; энзиматическая стабильность; биодоступность для ЦНС;  
нейротропная активность 
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Pharmacokinetics and neurotropic effects of cyclo-L-prolylglycine and its modified analogues
Boyko SS, Zherdev VP, Kolyasnikova KN

FSBI “Zakusov Institute of Pharmacology”, Moscow, Russia

Abstract. The review presents the results of studies on the pharmacokinetics, metabolism, and bioavailability of new neurotropic dipeptide cyclo-L-
prolilglycine (CPG) and their pharmacological activity. It was shown that the pharmacologically active metabolite of the nootropic drug noopept cyclo-L-
prolilglycine (CPG) is an endogenous dipeptide, it is a fragment of the terminal Tripeptide of the insulin-like nerve growth factor IGF-1. Much attention is 
paid both in Russia and abroad to the development of modified CPG analogues with improved pharmacokinetic properties, enzymatically more stable, 
better penetrating the BBB, and highly effective when used in micromolar doses. CPG shows neuroprotective activity in ischemic-hypoxic and other brain 
injuries, in addition, it has a complex of other pharmacological effects and therefore CPG can be considered not only as a potential drug, but also as a basic 
structure for the development of new neurotropic drugs – analogs of CPG with improved pharmacokinetic properties, greater enzymatic resistance and 
higher bioavailability for the central nervous system.

Keywords: pharmacokinetics; dipeptide cyclo-L-prolylglycine (CPG) and its analogues; enzymatic stability; bioavailability for the Central nervous system; 
neurotropic effects
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Введение / Introduction

В настоящее время разработка нейротропных ле-
карственных средств для лечения нейропсихических 
заболеваний, сопровождающихся нарушением когни-
тивных функций вследствие ишемии, гипоксических 
повреждений головного мозга, инсультов, нарушения 
мозгового кровообращения, а также возрастных заболе-
ваний, связанных с естественным старением организма 
и увеличением продолжительности жизни (болезнь 
Паркинсона, Альцгеймера и др.), является актуальной 
проблемой, которая разрабатывается длительное время 
в России и за рубежом. Особое внимание уделяется 
разработке модифицированных аналогов эндогенно-
го дипептида цикло-L-пролилглицина, обладающе-
го нейропротективным и ноотропным эффектами. В 
обзоре представлены основные данные литературы 
по разработке новых перспективных лекарственных 

средств (ЛС) – модифицированных аналогов ЦПГ, их 
фармакокинетике, проницаемости через ГЭБ и нейро-
протективной активности. 

Разработка направления в России / Development 
of the project in Russia 

Изучение фармакокинетики новых лекарствен-
ных препаратов особенно актуально для пептидных 
лекарственных средств из-за их энзиматической не-
стабильности и короткого периода полусуществова-
ния в неизменённом виде. В связи с этим наиболее 
перспективным направлением является разработка 
новых нейротропных лекарственных средств на основе 
коротких фрагментов природных нейропетидов из-за 
их большей энзиматической стабильности и лучшей 
биодоступности для ЦНС. Основными фармакоки-
нетическими параметрами, наиболее значимыми для 
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нейротропных ЛС дипептидной структуры, являются 
период полувыведения и биодоступность для ЦНС. 
Период полувыведения – Т1/2 – время, в течение ко-
торого изучаемое соединение находится в организме в 
неизменённом виде позволяет оценить энзиматическую 
устойчивость изучаемого дипептида. Второй параметр – 
биодоступность для ЦНС (Fмозг/плазма) рассчитывается по 
соотношению площадей под фармакокинетическими 
кривыми «концентрация–время» мозг/плазма, даёт 
возможность оценить количество изучаемого соедине-
ния, поступившего в мозг. Эти параметры позволяют 
оценить перспективность разработки нового изучаемого 
дипептида как потенциального лекарственного средства.

Новый дипептид циклической структуры – цикло-
L-пролилглицин (ЦПГ) был впервые обнаружен в мозге 
крыс при изучении фармакокинетики ноотропного пре-
парата ноопепт, который представляет собой этиловый 
эфир N-фенилацетил-L-пролилглицина, в качестве его 
активного метаболита; при этом было показано, что в 
мозге крыс он определяется в более высокой концентра-
ции по сравнению с плазмой, имеет продолжительный 
период полувыведения [1, 2], что свидетельствует о его 
энзиматической устойчивости и высокой тропности к 
ткани мозга крыс. Кроме того, величина площади под 
фармакокинетической кривой в мозге была на 39 % 
выше по сравнению с аналогичным параметром в плазме 
крови крыс, что свидетельствует о хорошей абсорбции 
ЦПГ тканью мозга крыс, высокой тканевой биодоступ-
ности мозга к этому нейропептиду и о его возможном 
связывании с внутриклеточными структурами мозга 
этих животных. Затем ЦПГ был идентифицирован как 
эндогенное соединение в мозге экспериментальных жи-
вотных, и определено его количественное содержание в 
мозге беспородных крыс, которое составило 2,8 нМ/1 г 
влажной массы мозга этих животных [3, 4]. Показана 
методами ГЖХ-ВЭЖХ-масс-спектрометрии идентич-
ность метаболита ноопепта и эндогенного соединения 
циклической структуры дипептида ЦПГ [3, 4]. Кроме 
того, в работах зарубежных учёных показано эндогенное 
происхождение ЦПГ – он является продуктом мета-
болического превращения и циклизации концевого 
трипептида инсулиноподобного фактора роста нервов 
IGF-1 [5]. При изучении фармакологической активности 
ЦПГ было показано, что он обладает ноотропной [6], 
антигипоксической [7], анксиолитической [8], нейро-
протективной [9] и другими видами фармакологической 
активности [10]. Ноотропная активность ЦПГ была 
установлена в исследованиях с использованием методов 
УРАИ и УРПИ при системном введении дипептида в 
дозах 0,1–0,5 мкг/1 г [11], которая в меньшей степени 
проявлялась у плохо обучающихся животных в условиях 
ишемии головного мозга [12]. Было показано, что ЦПГ 
влияет на все стадии когнитивного процесса: введение 
информации, консолидации, хранения и воспроизведе-
ния памятного следа, что сближает его с пирацетамом, 
в отличие от ноопепта, который влияет на начальные 
фазы памяти – формирования и накопления инфор-

мации [11]. Выраженность ноотропного эффекта ЦПГ 
связана с его высокой биодоступностью к ткани мозга 
крыс, поэтому нельзя исключить возможность непосред-
ственного влияния ЦПГ на внутриклеточные структуры 
головного мозга, принимающие участие в реализации 
его ноотропного эффекта. В ранее проведённом изуче-
нии структурной и внутриклеточной локализации ЦПГ 
в мозге экспериментальных животных было установ-
лено, что в большей концентрации он определяется в 
нейрональной фракции коры и гипоталамуса головного 
мозга [13] – структурах, принимающих участие в реа-
лизации ноотропного и анксиолитического эффектов 
ЛС. Аналогичная локализация и внутриклеточное рас-
пределение известно и для других дипептидных ЛС 
[14, 15]. Нами получены экспериментальные данные, 
которые свидетельствуют об участии ЦПГ в проявлении 
других нейротропных эффектов. Так, было показано, 
что ЦПГ обладает выраженным антигипоксическим и 
анксиолитическим эффектами у беспородных крыс при 
его системном введении в дозах 0,5–1,0 мг/кг [16, 17]. 
Кроме того, при изучении этих эффектов ЦПГ у ин-
бредных животных 2 линий была впервые показана за-
висимость выраженности этих эффектов от содержания 
ЦПГ в мозге животных разного фенотипа [17]. Так, у 
животных линии Balb/c содержание ЦПГ в мозге было 
на 39 % меньше, чем в мозге стресс-устойчивой линии 
Blac/57; дефицит ЦПГ приводит к меньшей стресс-
устойчивости и большей степени выраженности у этих 
животных анксиолитического эффекта. Полученные 
данные указывают на возможность непосредственного 
участия ЦПГ в реализации анксиолитического и анти-
гипоксического эффектов, интенсивность проявления 
которых связана с фенотипом мышей и с различным 
содержанием ЦПГ в мозге этих животных [16, 17]. Де-
фицит ЦПГ у стресс-неустойчивых животных линии 
BALB/c, возможно, приводит к изменению их пове-
дения, нарушению когнитивных функций и реакций 
на гипоксию и другие внешние воздействия, а также 
введение лекарственных средств и фармацевтических 
препаратов. В то же время нельзя исключить влияние 
ЦПГ на рецепторные системы, связанные с проявле-
нием изучаемых эффектов этого дипептида. Показано, 
что ЦПГ обладает выраженным нейропротективным 
действием, что является актуальным направлением 
психофармакологии, и отвечает потребностям со-
временной медицины в нейропротективных лекар-
ственных средствах с сопутствующим ноотропным 
эффектом. Нейропротективный эффект ЦПГ изучен 
нами в опытах in vitro и in vivo. В экспериментах in vitro 
с использованием клеточных структур ткани мозга по-
казано, что ЦПГ проявляет нейропротективный эффект 
в концентрациях 10 −5–10−8 М в условиях глютаматной 
эксайтотоксичности при его введении за 24 часа до 
воздействия глютаматом; при дальнейшем увеличении 
дозы ЦПГ нейропротективный эффект не только не 
возрастает, но даже, напротив, несколько снижается.  
В этих условиях эксперимента восстанавливается жиз-
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неспособность от 30–70 % нервных клеток. Аналогич-
ные результаты были получены и при использовании в 
качестве повреждающего агента 6-гидроксидофамина 
[8]. Тот факт, что нейропротективный эффект ЦПГ 
проявляется за 24 часа до воздействия нейротоксинами, 
вероятно, связан со сложным механизмом его действия 
и его влиянием на рецепторные структуры, принима-
ющие участие в реализации его нейропротективного 
эффекта, а также его влиянием на биосинтез белка 
повреждённых нейронов «de novo» [8]. Нейропротектив-
ный эффект ЦПГ показан in vivo в условиях неполной 
глобальной церебральной ишемии головного мозга 
при системном введении ЦПГ, который полностью 
восстанавливает двигательную активность, снижает 
выраженность неврологических нарушений у животных 
с ишемией и восстанавливает жизнеспособность нерв-
ных клеток коры, гиппокампа и стриатума головного 
мозга экспериментальных животных [9]. В настоящее 
время появились данные литературы, указывающие 
на наличие у ЦПГ антидепрессивной активности. С 
использованием метода рецепторного связывания по-
казано влияние ЦПГ на ГАМК-, глютамат-ергические 
рецепторы, систему BDNF, оборот катехоламинов (как 
норадреналина, так и серотонина) в разных структурах 
головного мозга, при этом показано, что влияние ЦПГ, 
в большей степени выражено у мышей линии BALB/c 
с пониженным содержанием эндогенного ЦПГ в мозге 
животных этой линии [18–20] .

Разработка аналогов на основе ЦПГ / Development 
of analogs associated CPG

Учитывая полученные результаты изучения фар-
макокинетики ЦПГ, его высокой биодоступности для 
ЦНС, энзиматической устойчивости и его фармакологи-
ческой активности, этот дипептид можно рассматривать 
не только как перспективное ЛС, но и как базисную 
структуру для создания его модифицированных по-
тенциально активных аналогов. В связи с этим было 
перспективным на его основе создание выполняющих 
роль пролекарств менее полярных аналогов, энзима-
тически более устойчивых и биодоступных для ЦНС, 
способных лучше проникать через ГЭБ с последую-
щим метаболическим превращением в ЦПГ. Поиск 
средств с нейротропной активностью на основе ЦПГ, 
как базисной структуры, проводился в отделе химии 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова» по 
2 направлениям: первое – поиск циклических анало-
гов ЦПГ за счёт расширения пирролидинового цикла 
и сужения пиперазинового цикла молекулы ЦПГ. По 
этому направлению не было найдено перспективных 
соединений, превосходящих ЦПГ по спектру нейро-
тропной активности, и сочетающих весь спектр фарма-
кологических эффектов, свойственных ЦПГ, и только 
один из циклических аналогов – бензиловый эфир 
цикло-L-пролил-аспарагиновой кислоты по спектру 
нейротропных эффектов подобен ЦПГ [10]. Второе на-

правление разрабатывалось на основе ЦПГ, в результате 
которого был синтезирован ряд линейных аналогов ЦПГ 
с разными заместителями по С- и N- концам глипро-
линового фрагмента, из которого отобран по фарма-
кологической активности и метаболизму замещённый 
дипептид – этиловый эфир N-фенилацетилглицил-L-
пролин (ГЗК-111). По структуре он близок к ноопепту и 
отличается только последовательностью аминокислот. 
Исходя из этого, было сделано предположение, которое 
получило затем экспериментальное подтверждение о 
возможной трансформации молекулы ГЗК-111 в ЦПГ. 
Результаты изучения метаболизма ГЗК-111 в опытах in 
vitro показали, что при его инкубации с плазмой крови 
и мозгом крыс дипептид активно метаболизируется, 
в результате отщепления фенилацетильной группы 
превращается в ЦПГ, причём, в большей степени этот 
процесс выражен при инкубации с мозгом крыс [21]. 
Результаты изучения фармакологической активности 
ГЗК-111 показали наличие всех нейротропных эффектов 
у этого дипептида, свойственных ЦПГ, при введении 
меньшей дозы модифицированного аналога дипептида 
[10]. Полученные данные о метаболизме ГЗК-111, его 
нейротропном эффекте свидетельствуют о перспектив-
ности его дальнейшего фармакологического изучения 
и создания на его основе фармацевтического препарата 
с нейропротективым эффектом для терапии различных 
патологий головного мозга.

Разработка проблемы за рубежом / Development 
of the problem abroad 

В настоящее время опубликованы результаты иссле-
дований фармакокинетики и биологической активности 
новых модифицированных аналогов ЦПГ – фармако-
логически активного фрагмента инсулиноподобного 
фактора роста нервов (IGF-1) с нейропротективной 
активностью, которые проводятся за рубежом. Боль-
шое внимание разработке этого направления иссле-
дований, теоретической и практической значимости 
полученных результатов уделяется коллективом учёных 
Университета из Новой Зеландии, целью которых было 
изучение аналогов фрагментов инсулиноподобного 
фактора роста нервов-1 (IGF-1) и создание на их основе 
фармацевтических препаратов с нейропротективным 
действием для лечения неврологических заболеваний. 
Сам IGF-1 обладает нейропротективным эффектом и 
улучшает нарушенные функции мозга после гипоксиче-
ски-ишемического и других его повреждений [22]. Ней-
ропротективный эффект проявляется у крыс через 2 ч 
после гипоксического повреждения мозга, и через 6 ч 
после поражения мозга этот эффект не обнаруживается, 
что связано с элиминацией пептида из ткани мозга, 
а также указывает на возможность его связывания с 
белками и другими клеточными структурами мозга. 
Однако в связи с плохим прониканием через ГЭБ, 
большой молекулярной массой и митогенетическим 
потенциалом клиническое применение IGF-1 при 
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неврологических нарушениях ограничено [5, 22], для 
достижения терапевтического эффекта возможна только 
его внутрисосудистая инфузия. В этой связи более ак-
туальным является разработка его аналогов с меньшей 
молекулярной массой и лучшей биодоступностью для 
ЦНС. Его аналог трипептид глицилпролилглютамат 
образуется из N-терминального конца IGF-1, однако 
он энзиматически нестабилен, его период полусуще-
ствования составляет от 2 до 4 мин после однократного 
болюсного и внутриперитонеального введения, соот-
ветственно, у крыс, вследствие этого возможна только 
его внутривенная инфузия для получения стабильного 
и выраженного нейропротективного эффекта [5, 22].  
В то же время был установлен более продолжительный 
период полужизни этого трипептида в спинномозговой 
жидкости (СМЖ) и ткани мозга – более 30 мин по 
сравнению с плазмой (2–4 мин), что, по-видимому, 
можно объяснить меньшей протеазной активно-
стью в ЦНС по сравнению с плазмой крови [22, 23]. 
Экспериментально доказано, что из этого трипептида 
в результате его энзиматического расщепления с по-
следующей циклизацией может образовываться цикли-
ческий дипептид глицилпролин, который значительно 
превосходит предшественника по энзиматической 
устойчивости и более высокой биодоступности для 
ЦНС [24]. Дальнейшее модифицирование структуры 
было целью увеличения его липофильности для лучшей 
проницаемости в мозг при минимальном увеличении 
молекулярной массы. Были синтезированы два аналога. 
Аналог с метильной группой имеет более продолжи-
тельный период полувыведения, составляющий 49 и 
74 мин в плазме и мозге крыс, соответственно, лучше 
проникает через ГЭБ и проявляет более выраженный 
нейропротективный эффект при повреждении мозга 
[25]. В последующем для улучшения биодоступности 
был разработан модифицированный аналог с аллильной 
группой – цикло-L-глицил-L-2-аллилпролин (NNZ-
2591). Он ещё более стабилен и лучше преодолевает 
ГЭБ независимо от гипоксически-ишемического по-
вреждения мозга. Его уровень сохранялся в СМЖ в 
течение 2 ч после однократного подкожного введения 
и определялся на протяжении 6 ч после введения. Фар-
макокинетические параметры и продолжительный 
нейропротективный эффект предполагают его исполь-

зование для лечения ишемических повреждений мозга 
и других неврологических нарушений [25]. Введение 
аллильного заместителя увеличивает липофильность 
молекулы, улучшает проницаемость через ГЭБ и его 
проникновение в СМЖ. Оба дипептида как цикло-
глицилпролин, так и его аналог NNZ-2591 обладают 
нейропротективным действием после ишемического 
повреждения головного мозга, однако при этом NNZ-
2591 энзиматически более устойчив и лучше проникает 
в ЦНС [25]. В связи с лучшим прониканием в мозг этого 
дипептида, авторы рассматривают его как прекурсор и 
не исключают возможности энзиматического превра-
щения NNZ-2591 в ЦПГ после его проникания в мозг. 
Установлена эффективность соединения NNZ-2591 у 
крыс в экспериментальной модели болезни Паркинсо-
на при проведении доклинических исследований, его 
низкая токсичность и отсутствие побочных эффектов, 
в связи с чем планируется проведение клинических ис-
пытаний будущего препарата для лечения пациентов с 
болезнью Паркинсона и Альцгеймера. 

Заключение / Conclusion

В обзоре представлены результаты эксперименталь-
ных исследований фармакокинетики, биодоступности 
для ЦНС и фармакологической активности нейро-
пептида ЦПГ и его аналогов, показаны их преимуще-
ства с позиций фармакокинетики: их энзиматическая 
устойчивость и высокая биодоступность для ткани 
мозга, что способствует лучшему проявлению их ней-
ропротективной активности. Результаты исследований 
фармакокинетики позволят оптимизировать клиниче-
ское применение новых фармацевтических препаратов 
с нейропротективной активностью с целью достижения 
максимального терапевтического эффекта. В связи с 
вышеизложенным перспективным являются иссле-
дования по разработке нейротропных аналогов ЦПГ 
и созданию на их основе новых фармацевтических 
препаратов с нейропротективным и сопутствующим 
ноотропным эффектом для лечения и восстановления 
функций ЦНС при гипоксически-ишемических и других 
повреждениях головного мозга, а также естественных 
процессов старения и заболеваний, связанных с увели-
чением продолжительности жизни.
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Сравнительный хемореактомный анализ орнитина 
аспартата, S-адеметионина и урсодезоксихолевой 

кислоты 
Торшин И. Ю., Громова О. А.

ФГУ «Федеральный исследовательский центр «Информатика и управление» РАН» (ФИЦ ИУ РАН), Москва, Россия

Аннотация. Цель исследования. Фармакологические эффекты орнитина обусловлены, прежде всего, участием в нейтрализации аммиака и в ме-
таболизме аминокислот. Для уточнения механизмов действия орнитина был проведён хемореактомный анализ орнитина аспартата в сравнении с 
S-адеметионином (S-АМ) и урсодезоксихолевой кислотой (УДХК). Методы. Были оценены воздействия исследованных веществ на обмен уратов (про-
изводных мочевой кислоты), вазоактивность, структуру сосудов и на цитопротекцию методом хемореактомного анализа. Результаты. Установлено, 
что снижение уровней уратов в крови связано с ингибированием орнитином уратного транспортёра URAT1 (орнитин – IC50 = 65 нМ, S-АМ – 1060 нМ,  
УДХК – 94 нМ) и ксантиноксидазы (орнитин – IC50 = 910 нМ, остальные молекулы IC50 = 9655–11040 нМ). Среди исследованных молекул орнитин отличался 
наиболее выраженными вазодилаторными свойствами (связанными, вероятно, с ингибированием адренорецепторов: Kd = 35 нМ, другие молеку- 
лы – 1108–1428 нМ). Наибольшая антидислипидемическая активность была показана также для орнитина (9,4 %) и S-АМ (10,2 %), наименьшая – для 
УДХК (4,6 %). Антидислипидемический эффект орнитина связан с ингибированием эндотелиальной липазы (IC50 = 258 нМ для орнитина). Цитопротек-
торные эффекты орнитина ассоциированы с усилением синтеза глутатиона, снижением глутаматергической активности нейронов в условиях глута-
матного стресса, ингибированием простагландин D-синтазы и снижением интенсивности острого лимфоцитарного воспаления без иммуносупрессии.  
Вывод. Таким образом, результаты хемореактомного анализа орнитина указывают на существенное расширение спектра фармакологических эффектов 
орнитина, включающий не только гепатопроекцию, но и кардиопротекцию и нефропротекцию.

Ключевые слова: орнитина аспартат; урсодезоксихолевая кислота; S-адеметионин; фармакология; гепатопротекция; хеморектомный анализ; 
Гепа-Мерц
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Comparative chemoreactomic analysis of ornithine aspartate, S-ademethionine and ursodeoxycholic acid
Torshin IYu, Gromova OA

Federal Research Center "Computer Science and Control" of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia   

Abstract. Purpose of the study. The pharmacological effects of ornithine are primarily due to its participation in the neutralization of ammonia and in the 
metabolism of amino acids. To clarify the mechanisms of action of ornithine, a chemoreactom analysis of ornithine aspartate was performed in comparison 
with S-ademetionine (S-AM) and ursodeoxycholic acid (UDCA). Methods. The effects of the investigated substances on the metabolism of urates (derivatives 
of uric acid), vasoactivity, vascular structure and cytoprotection were assessed by the method of chemoreactome analysis. Results. It was found that a 
decrease in blood urate levels is associated with inhibition by ornithine of the urate transporter URAT1 (ornithine – IC50 = 65 nM, S-AM – 1060 nM, UDCA – 94 
nM) and xanthine oxidase (ornithine – IC50 = 910 nM, other molecules IC50 = 9655-11040 nM). Among the studied molecules, ornithine was distinguished 
by the most pronounced vasodilatory properties (probably associated with inhibition of adrenergic receptors: Kd = 35 nM, other molecules – 1108-1428 
nM). The highest antidyslipidemic activity was also shown for ornithine (9.4 %) and S-AM (10.2 %), the lowest for UDCA (4.6 %). The antidyslipidemic effect 
of ornithine is associated with inhibition of endothelial lipase (IC50 = 258 nM for ornithine). The cytoprotective effects of ornithine are associated with an 
increase in glutathione synthesis, a decrease in the glutamatergic activity of neurons under conditions of glutamate stress, inhibition of prostaglandin 
D-synthase, and a decrease in the intensity of acute lymphocytic inflammation without immunosuppression. Conclusion. Thus, the results of the ornithine 
chemoreactom analysis indicate a significant expansion of the spectrum of the pharmacological effects of ornithine, including not only hepatoprotection, 
but also cardioprotection and nephroprotection.
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Введение / Introduction

L-орнитин (далее, орнитин) является промежуточ-
ным продуктом биосинтеза аргинина. Систематиче-
ский компьютерный анализ исследований орнитина 
показал, что фармакологические эффекты орнитина 
обусловлены его участием в нейтрализации избытка 
аммиака в цикле мочевины, в метаболизме аминокис-
лот, внутриклеточном синтезе белка, снижении вос-
паления и в поддержке Т-клеточного иммунитета [1].

Участвуя в цикле мочевины, орнитин регулирует 
метаболизм аминокислот (аргинина, глицина, гомо-
цистеина, бета-аланина, селеноцистеина) и биосинтез 
белка. Нарушения обмена аминокислот ассоциирова-
ны с патологией печени и других органов (печёночная 
энцефалопатия, саркопения, аноксия, острая травма 
лёгких, мочекаменная болезнь и др.). Орнитин поддер-
живает гормональный баланс, способствуя выработке 
инсулина и соматотропного гормона [1].

Хемомикробиомный анализ молекулы орнитина 
(действующее вещество препарата Гепа-Мерц) пока-
зал, что орнитин в меньшей степени, чем молекулы 
сравнения, стимулирует рост патогенных бактерий 
родов Aspergillus, Klebsiella, Pseudomonas, Staphylococcus 
и грибов Candida. Стимулируя микроорганизмы-проду-
центы масляной и других короткоцепочечных жирных 
кислот, орнитин может проявлять и гастропротектор-
ные свойства [2]. 

Таким образом, фармакологические эффекты 
орнитина обусловлены его участием в нейтрализации 
аммиака в цикле мочевины, метаболизме аминокис-
лот, внутриклеточном синтезе белка и воспалении. 
Для уточнения механизмов действия орнитина был 
проведён хемореактомный анализ орнитина аспартата 
в сравнении с S-адеметионином (S-АМ) и урсоде-
зоксихолевой кислотой (УДХК). Хемореактомный 
анализ основан на хемоинформационном подходе 
в теории анализа размеченных графов [3], теории 
метрического анализа данных [4], комбинаторной 
теории разрешимости [5, 6], топологической теории 
анализа плохо-формализованных задач [7] и новей-
ших методах прогнозирования значений числовых 
переменных [8].

Материалы и методы / Materials and methods 

В настоящей работе был проведён хемореак-
томный анализ молекулы орнитина в сравнении со 
структурами S-адеметионина и урсодезоксихолевой 
кислоты (рис. 1). Анализ дополнительных фармако-
логических «возможностей» молекул был проведён 
на основе хемоинформационного подхода, т. е. срав-
нения химической структуры исследуемых молекул 
со структурами миллионов других молекул, для ко-
торых молекулярно-фармакологические свойства 
известны. Хемоинформационный анализ позволяет 
выявить молекулы, схожие с исследуемыми (рис. 1) 
и, соответственно, предположить физиологические, 
фармакологические и другие свойства исследуемых 
молекул с использованием алгоритмов т. н. машин-
ного обучения.

Для проведения хемоинформационного анализа 
ранее был разработан новый математический метод, 
основанный на комбинаторной теории разрешимо-
сти [3–7] в применении к хемографам (χ-графам) – 
математическим объектам, представляющим собой 
совокупности множества вершин и множества рёбер 
и используемым для описания структур молекул. С 
использованием множества χ (множество элемен-
тарных χ-инвариантов, т. е. фрагментов химической 
структуры), и метрики Хэмминга, функция расстояния 
между хемографами  dχ  определяется как:
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где ˆχι  – кортеж-инвариант (список фрагментов струк-
тур, применимый к структуре любой молекулы. Данное 
выражение, отражающее «химическое расстояние» 
между двумя произвольными молекулами, и было 
использовано для решения задачи прогнозирования 
свойств молекул. На первом этапе хемоинформа-
ционного анализа с использованием расстояния dχ 
устанавливается список наиболее близких химических 
структур. На втором этапе — для каждой молекулы 
из баз данных извлекаются все имеющиеся данные 

Рис. 1. Химические формулы исследованных молекул
Figure 1. Chemical formulas of the studied molecules
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экспериментального измерения различных биологи-
ческих свойств этой молекулы и проводятся оценки 
соответствующих констант связывания, констант 
ингибирования и др.

Результаты / Results

Полученные результаты хемореактомного анализа 
позволили оценить дополнительные механизмы воз-
действия исследованных веществ на обмен уратов 
(табл. 1), на вазоактивность (табл. 2), на структуру и 
функцию сосудов (табл. 3) и на цитопротекторную 
(прежде всего, нейропротекторную) активность иссле-
дованных веществ (табл. 4). В таблице 1 представлены 
результаты хемореактомного анализа воздействия 
исследованных веществ на обмен уратов.

Хемореактомный анализ показал, что орнитин 
способствует снижению уровней мочевой кислоты в 
сыворотке крови крыс через 6 ч после приёма per os 
(на –16 %, другие молекулы: –4,6…–11 %, табл. 1). 
Этот результат подтверждается результатами оценки 
урикозурической активности на модели гиперури-
кемии, индуцированной оксонатом калия у мышей 
(снижение на 25–32 %).

Снижение уровней уратов в крови может быть 
связано с ингибированием орнитином уратного транс-
портёра URAT1 (орнитин – IC50 = 65 нМ,  S-АМ –  
1060 нМ,  УДХК – 94 нМ). Напомним, что более 
низкие значения константы IC50 соответствуют боль-
шему эффекту вещества (т. е. для ингибирования 
активности на 50 % требуется меньшая концентрация 
действующего вещества). Почти у 90 % пациентов с 

Таблица 1
Воздействия исследованных веществ на обмен уратов

Table 1
Effects of the investigated substances on urate metabolism

Активность Орг. Ед. Конст. Орнит. S-АМ УДХК

Ингибирование уратного транспортёра URAT1 Чел. нМ IC
50 64,83 1 060 94,2

Ингибирование образования ксантиноксидазой 
мочевой кислоты (50 мкг/мл в-ва, 5 минут) Чел. % Инг. 32,45 4,633 26,35

Ингибирование ксантиноксидазы как снижение 
образования мочевой кислоты Чел. нМ IC

50
909,9 11 040 9 655

Снижение уровня мочевой кислоты в сыворотке 
крови крыс через 6 ч после перорального приёма Крысы % Акт. –16 –4,6 –11

Ингибирование гемоксидазы-1 крыс Крысы нМ IC50 3 815 33 411 40 132
Примечания: Орг. – организм; Чел – человек; Ед. – единицы измерения; Конст. – константа; Орнит. – орнитина аспартат; S-АМ – 
S-адеметионин; УДХК – урсодезоксихолевая кислота. 
Notes: Орг. (Org.) – organism; Чел (Man) – man; Ед. (Unit) – units of measurement; Конст. (Const.)  – constant; Орнит. (Ornith.) – ornithine 
aspartate; S-AM – S-ademetionine; УДХК (UDCA) – ursodeoxycholic acid.

Таблица 2
Воздействие на вазоактивность (по результатам хемореактомного анализа)

Table 2
Effects on vasoactivity (based on the results of chemoreactom analysis)

Активность Орг. Ед. Конст. Орнит. S-АМ УДХК

Ингибирование NOS нейронов человека (nNOS) Чел. нМ IC50 1 772 1 475 1 362

Ингибирование NOS эндотелия человека 
(eNOS) как снижение продукции оксида азота Чел. нМ Ki 4 461 2 950 2 530

Ингибирование NOS нейронов крысы (nNOS) Крысы нМ Ki 501,8 94,3 51,97

Отношение  IC50 для вазодилататорной 
активности беномила (контроль) в грудной 
аорте крыс к  IC50 для иссл. в-ва.

Крысы у.е. Акт. 5,006 4,367 3,54

Вазодилатация вызванного норадреналином 
сокращения грудной аорты крыс (20 мкМ) Крысы % Акт. 14,95 15,91 8,548

Вазорелаксантная активность в грудном 
сегменте аорты крыс как ингибирование 
сокращений, вызванных фенилэфрином 

Крысы нМ IC
50

1 918 3 085 2 414

Активность адренорецептора α1 как антагонизм 
по отношению к сокращению грудной аорты, 
вызванному норадреналином

Крысы нМ Kd 35,16 1 108 1 428

Примечания: Орг. – организм; Чел – человек; Ед. – единицы измерения; Конст. – константа; Орнит. – орнитина аспартат; S-АМ – 
S-адеметионин; УДХК – урсодезоксихолевая кислота. 
Notes: Орг. (Org.) – organism; Чел (Man) – man; Ед. (Unit) – units of measurement; Конст. (Const.)  – constant; Орнит. (Ornith.) – ornithine 
aspartate; S-AM – S-ademetionine; УДХК (UDCA) – ursodeoxycholic acid
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гиперурикемией это состояние формируется вслед-
ствие недостаточного выведения уратов. Ингибиторы 
белков-транспортёров уратов усиливают выведение 
уратов за счёт ингибирования канальцевой реабсорб-
ции и применяются для лечения подагры [9]. URAT1 — 
белок-траспортёр, осуществляющий реабсорбцию 
уратов из крови. Таким образом, ингибирование 

URAT1 будет усиливать выведение уратов почками 
посредством блокады реабсорбции урат-аниона [10].

Кроме того, орнитин может способствовать сни-
жению избыточного образования уратов посредством 
ингибирования ксантиноксидазы, что приводит к 
снижению биосинтеза мочевой кислоты. Константа 
ингибирования ксантиноксидазы для орнитина со-

Таблица 3

Другие воздействия исследованных веществ на структуру и функцию сосудов (по результатам хемореактомного анализа)

Table 3

Other effects of the investigated substances on the structure and function of blood vessels (according to the results of chemoreactomic 
analysis)

Активность Орг. Ед. Конст. Орнит. S-АМ УДХК

Ингибирование ангиогенеза в эндотелиоцитах 
(микроскопия) Чел. нМ IC50 619,9 768,8 66,25

Ингибирование адреналин-индуцированной агре- 
гации тромбоцитов, предварительная инкубация Чел. Мкг/ мл IC50 12,37 12,74 16,36

Ингибирование эндотелиальной липазы Чел. нМ IC50 258,2 332,9 3536

Антидислипидемическая активность на модели 
гиперлипидемии крыс как образование свобод-
ной жирной кислоты на 1 мл плазмы (100 мг/кг 
per os)

Крысы % Акт. 9,348 10,24 4,553

Ингибирование ММР13 через 4 часа 
(флуориметрия) Чел. нМ IC50 670,5 1 545 1 399

Ингибирование MMP2 через 4 часа 
(флуориметрия) Чел. нМ IC50 568 621,3 13 700

Примечания: Орнит. – орнитина аспартат; S-АМ – S-адеметионин; УДХК –урсодезоксихолевая кислота.
Notes: Орнит. (Ornith.) – ornithine aspartate; S-AM – S-ademetionine; УДХК (UDCA) – ursodeoxycholic acid.

Таблица 4

Цитопротекторная активность исследованных веществ

Table 4

Cytoprotective activity of the investigated substances

Активность Орг. Ед. Конст. Орнит. S-АМ УДХК

Антиоксидантная активность в клетках линии DLD1 
человека как уровень глутатиона на мг белка Чел. нМ/мг Акт. 3,88 3,704 2,88

Нейропротекторная активность в нейронах SH-SY5Y как 
повышение уровня глутатиона Чел. нМ/мг Акт. 24,45 20,51 18,4

Ингибирование метаботропного рецептора глутамата 
mGluR5 как снижение высвобождения кальция (10 мкМ). Чел. % Инг. 30,32 16,37 21,16

Противоаллергическая активность как ингибирование 
реакции пассивной кожной анафилаксии, вызванной 
яичным альбумином (10 мг/кг, в/в)

Крысы % Инг. 83,03 34,08 46,09

Ингибирование простагландин D-синтазы гемопоэза 
(HPGDS) Чел. нМ IC

50
54,27 92,82 64,5

Ингибирование индуцированного CCL3 хемотаксиса 
Т-лимфоцитов человека (острое воспаление) Чел. нМ IC

50
38,2 35,6 6 272

Ингибирование активации Т-лимфоцитов перифериче-
ской крови Чел. нМ IC

50
928 833,8 317,9

Иммуносупрессивная активность, оцененная как 
ингибирование реакции аллогенных лимфоцитов Чел. нМ IC

50
5 038 746,5 3 540

Примечания: Орнит. – орнитина аспартат; S-АМ, S-адеметионин; УДХК – урсодезоксихолевая кислота.
Notes: Орнит. (Ornith.) – ornithine aspartate; S-AM – S-ademetionine; УДХК (UDCA) – ursodeoxycholic acid.
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ставила IC50 = 910 нМ и была на порядок выше для 
остальных молекул (IC50 = 9655–11040 нМ). При фик-
сированной концентрации веществ (50 мкг/мл) наи-
большая степень ингибирования была показана также 
для орнитина (32,5 %, другие молекулы — 4,6–26 %).

Метаболизм уратов взаимосвязан с метаболизмом 
билирубина и липидов [11]. Хемореактомный анализ 
показал, что орнитин, в отличие от других исследо-
ванных молекул, может ингибировать гемоксидазу-1  
(ГО-1) крыс и снижать образование билирубина. 
Константа ингибирования фермента ГО-1 составила  
IC50 = 3815 нМ и была на порядок выше для двух  
других молекул (33411–40132 нМ). ГО-1 поддерживает 
катаболизм гема, приводя к образованию биливердина 
и моноокиси углерода (СО). Ингибиторы гемоксидаз 
изучаются как средства для лечения гипербилируби-
немии.

Ещё одним интересным результатом хемореактом-
ного анализа является воздействие орнитина на вазо-
активность и также на структуру и функцию сосудов. 
В табл. 2 суммированы результаты хемореактомного 
анализа вазоактивных свойств исследованных веществ, 
включая активность адренорецепторов, синтаз оксида 
азота (NOS) и оценки вазорелаксантного действия 
веществ на аорту крыс.

Среди исследованных молекул орнитин отличался 
наиболее выраженными вазодилаторными свойства-
ми. Например, отношение ЕС50 для вазодилататорной 
активности контроля (беномил) в грудной аорте крыс 
к ЕС50 для веществ было наибольшим именно для 
орнитина (5,0, другие молекулы – 3,5–4,3). Наиболее 
вероятным механизмом вазодилаторного действия 
орнитина является антиадренергический: константа 
ингибирования адренорецептора α1 у крыс, оценен-
ная как антагонизм по отношению к сокращению 
грудной аорты, вызванному норадреналином, со-
ставила Kd = 35 нМ для орнитина и была в 30–40 
раз выше для остальных веществ (1108 и 1428 нМ).  
При фиксированной концентрации веществ (20 мкМ) 
ингибирование вызванного норадреналином сокра-
щения грудной аорты составило 15 % для орнитина 
и S-АМ, будучи несколько ниже для УДХК (8,5 %). 
Оценка вазорелаксантной активности в грудном сег-
менте аорты крыс как ингибирование сокращений, 
вызванных фенилэфрином, также была наилучшей 
для орнитина (IC50 = 1918 нМ), чем для двух других 
молекул (2414–3085 нМ).

При рассмотрении хемореактомных оценок вазо-
дилаторных свойств исследованных молекул следует 
отметить, что орнитин в наименьшей степени влиял на 
активность ферментов NO-синтетаз, осуществляющих 
биосинтез оксида азота (NO) – важной вазодилаторной 
молекулы. В частности, константа ингибирования 
NOS эндотелия человека (eNOS) как снижение про-
дукции NO с использованием L-аргинина в качестве 
субстрата составила Ki = 4461 нМ и была ниже для 
S-АМ (2950 нМ) и для УДХК (2530 нМ). В случае 

нейрональной NOS крыс (nNOS) ингибирование 
nNOS было минимальным для орнитина (Ki = 502 нМ, 
другие молекулы – 52–94 нМ).

В табл. 3 суммированы хемореактомные оцен-
ки других воздействий исследованных веществ на 
структуру и функцию сосудов: ангиогенез, агрегацию 
тромбоцитов, показатели липидного профиля и ре-
моделирование стенок сосудов (матриксные метал-
лопротеиназы).

В соответствии с хемореактомными оценками 
результатов микроскопических исследований ин-
гибирования ангиогенеза в культуре эндотелиоцитов 
орнитин (IC50 = 620 нМ) и S-АМ (IC50 = 769 нМ) в 
наименьшей степени могут влиять на ангиогенез, тогда 
как УДХК может более выражено ингибировать анги-
огенез (IC50 = 66 нМ). Орнитин (IC50 = 12,4 мкг/мл) 
и S-АМ (IC50 = 12,7 мкг/мл) в большей степе-
ни способствовали ингибированию адреналин-ин-
дуцированной агрегации тромбоцитов, чем УДХК  
(IC50 = 16,4 мкг/мл).

Антидислипидемическая активность исследованных 
веществ на модели гиперлипидемии у крыс оцени-
валась в ходе хемореактомного анализа как образо-
вание свободной жирной кислоты на 1 мл плазмы 
крови при приёме 100 мг/кг вещества per os. Наи-
большая активность установлена для орнитина (9,4 %) 
и S-АМ (10,2 %), наименьшая – для УДХК (4,6 %). 
Антидислипидемическое действие орнитина связано, 
вероятно, с ингибированием эндотелиальной липазы  
(IC50 = 258 нМ, S-АМ: IC50 = 333 нМ), которая в го-
раздо меньшей степени может ингибироваться УДХК 
(IC50 = 3536 нМ). Ингибирование эндотелиальной 
липазы повышает уровень липопротеина высокой 
плотности (ЛПВП) в плазме крови, что соответствует 
снижению риска атеросклероза.

Орнитин в большей степени способствует инги-
бированию матриксных металлопротеиназ, способ-
ствующих нежелательному ремоделированию стенок 
сосудов при воспалении и атеросклерозе. В частности, 
хемореактомные оценки результатов флуориметрии 
показали более выраженное ингибирование орни-
тином металлопротеиназ человека ММР13 (IC50 = 
670 нМ, другие молекулы: 1399–1545 нМ) и MMP2  
(IC50 = 568 нМ, S-АМ: 621 нМ, УДХК: 13700 нМ). 
Снижение активности матриксных металлопротеи-
наз соответствует замедлению атеросклеротических 
изменений в стенках сосудов.

В табл. 4 суммированы хемореактомные оценки 
цитопротекторной активности исследованных ве-
ществ, включая антиоксидантные свойства, нейро-
протекторную активность и противовоспалительные 
эффекты.

Цитопротекторные эффекты орнитина ассоци-
ированы с усилением синтеза глутатиона, а в ней-
ронах — также и со снижением глутаматергической 
эксайтотоксичности. Так, хемореактомная оценка 
антиоксидантной активности как уровня глутатиона 
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на 1 мг белка в клетках линии DLD1 была наиболь-
шей для орнитина (3,9 нМ/мг) и S-АМ (3,7 нМ/мг) и 
наименьшей для УДХК (2,88 нМ/мг). Нейропротек-
торная активность в нейронах SH-SY5Y, оцененная 
как повышение уровней глутатиона, также была наи-
большей для орнитина (24,5 нМ/мг, другие молекулы: 
18,4–20,5 нМ/мг). 

Нейропротекторная активность орнитина связана с 
ингибированием метаботропного рецептора глутамата 
mGluR5, оцененной как снижение высвобождения 
кальция, индуцированного L-глутаматом при фик-
сированной концентрации исследованных веществ 
(10 мкМ). Ингибирование глутаматергического вы-
свобождения кальция (которое способствует усилению 
апоптоза нейронов) было наибольшим для орнитина 
(30,3 %, другие молекулы: 16,3–21,1 %).

Важный вклад в цитопротекторное действие орни-
тина может вносить противовоспалительное действие. 
Например, для орнитина была показана наибольшая 
противоаллергическая активность, оцененная как 
ингибирование реакции пассивной кожной анафи-
лаксии, вызванной яичным альбумином у крыс. При 
введении веществ в фиксированной концентрации 
(10 мг/кг, в/в) противоаллергическая активность со-
ставила 83 % для орнитина и только 34–46 % для двух 
других молекул.

Противовоспалительные/противоаллергические 
эффекты орнитина, вероятно, связаны с ингибиро-
ванием простагландин D-синтазы гемопоэза HPGDS. 
Константа ингибирования была наименьшей для ор-
нитина (IC50 = 54 нМ, другие молекулы: 64,5–92,8 нМ). 
Блокада биосинтеза простагландина PGD2 способ-
ствует отсрочке начала приступа аллергической астмы, 
уменьшению эозинофильного воспаления, облег-
чения симптомов аллергического ринита и кашля 
и, также, уменьшает нежелательное ремоделирова- 
ние соединительно-тканной основы дыхательных  
путей.

В систематическом анализе фармакологии орнити-
на было показано, что орнитин влияет на активацию 
Т-лимфоцитов [1]. Результаты настоящего хеморе-
актомного анализа показали, что орнитин и S-AM 
могут ингибировать хемотаксис Т-лимфоцитов чело-
века, индуцируемый белком острой фазы воспаления 
CCL3 (табл. 4, IC50 = 35..38 нМ, УДХК – 6272 нМ). 
В то же время, орнитин в наименьшей степени уча-
ствует в ингибировании активации Т-лимфоцитов 
периферической крови (IC50 = 928 нМ) и проявляет 
наименьшие иммуносупрессивные эффекты (IC50 = 
= 5038 нМ). Иными словами, орнитин характеризу-
ется мягким иммуномодулирующим действием на 
Т-лимфоциты, включающим снижение интенсивности 
острого воспаления без иммуносупрессии.

Заключение / Conclusion

Орнитин (в форме орнитина аспартата) тради-
ционно используется в качестве гепатопротектора. 
Гепатопротекторное действие орнитина связано с 
его участием в орнитиновом цикле (восстанавливает 
активность ферментов клеток печени – орнитин-кар-
бамоилтрансферазы и карбамоил-фосфатсинтетазы). 
В результате проведения хемореактомного анализа 
орнитина аспартата показано несколько направлений 
исследований, перспективных для оценки терапевти-
ческого потенциала орнитина аспартата в кардиологии 
и нефрологии.

Потенциальное кардиопротекторное действие 
орнитина реализуется через вазодилатацию, анти-
дислипидемическую активность и цитопротекцию. 
В соответствии с хемореактомными оценками, вазо-
дилаторные эффекты орнитина связаны с ингибирова-
нием адренорецепторов (Kd = 35 нМ) и минимальным 
вмешательством в метаболизм оксида азота (NO). 
Антидислипидемическая активность орнитина опос-
редована, вероятно, ингибированием эндотелиальной 
липазы (IC50 = 258 нМ). Цитопротекторные эффекты 
орнитина связаны, в частности, с антиоксидантным 
эффектом вследствие повышения синтеза глутатиона.

Потенциальное нефропротекторное действие 
орнитина аспартата заключается, прежде всего, в 
нормализации обмена уратов в связи с ингибирова-
нием уратного транспортёра URAT1 (IC50 = 65 нМ) 
и ксантиноксидазы (IC50 = 910 нМ). Благоприятное 
воздействие на воспаление (ингибирование проста-
гландин D-синтазы, ингибирование хемотаксиса 
Т-лимфоцитов в острой фазе воспаления) важно и 
для кардио-, и для нефропротекции. Таким обра-
зом, хемореактомный анализ указал на широкий 
спектр биологического действия орнитина аспартата, 
включающий гепатопроекцию, кардиопротекцию и 
нефропротекцию. В России представлен комплекс 
Гепа-Мерц (гранулы д/приготовления р-ра д/приёма 
внутрь), который содержит 3 г аспартата орнитина. 
L-орнитин-L-аспартат быстро диссоциирует на орни-
тин и аспартат и начинает действовать в течение 15–25 
мин, имея короткий период полувыведения (Т1/2). 
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