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От Главного редактораОт Главного редактора

Уважаемые читатели!
Недавно состоялось заседание Круглого стола по поправкам к Феде-

ральному закону «Об обращении лекарственных средств» в части взаимо-

заменяемости лекарственных препаратов. В заседании принимали участие 

представители РАМН, МЗ РФ и ФГБУ НЦЭСЭМП МЗ РФ. С сообщениями вы-

ступили член-корр. РАМН А.А. Фирсов, проф. В.П. Жердев, член-корр. РАМН 

Т.А. Гуськова, академик РАН и РАМН С.Б. Середенин и другие. Обсужда-

лись проблемы, связанные с проведением исследований эквивалентности ле-

карственных препаратов и экспертизой результатов этих исследований.

Одной из важных тем, затронутых на заседании, стало неудовлетвори-

тельное положение с экспертизой документации по препаратам, представ-

ляемым на государственную регистрацию. В связи с этим была отмечена не-

обходимость восстановления Фармакокинетической и Токсикологической 

комиссий, а также специализированных комиссий по группам лекарствен-

ных препаратов, которые следует сформировать из числа ведущих специали-

стов соответствующего профиля, не являющихся штатными сотрудниками 

Экспертного учреждения. В письме, направленном в МЗ РФ, были предложе-

ны соответствующие поправки в Федеральный закон, которые будут способ-

ствовать кардинальному улучшению нынешнего состояния дел с регистра-

цией лекарственных препаратов. Однако реакции на это письмо со стороны 

МЗ РФ до сих пор не последовало.

Серьёзную озабоченность специалистов вызывают и нелепые предложе-

ния решать проблему взаимозаменяемости лекарственных препаратов путём 

оценки их терапевтической эквивалентности. Такая оценка воспринимается 

чуть ли не как альтернатива оценке фармакокинетической эквивалентности 

(биоэквивалентности), хотя ни порядок проведения исследований терапев-

тической эквивалентности, ни анализ их результатов (в частности, стати-

стические подходы к оценке терапевтической эквивалентности) до сих пор 

никак не регламентированы, а широкомасштабные клинические испытания 

генерических препаратов не могут иметь коммерческой перспективы. Подоб-

ные предложения не только ничем не обоснованы, но контрпродуктивны, 

поскольку способны привести к резкому удорожанию и замедлению процесса 

регистрации лекарственных средств.

Попытки подмены строго регламентированных исследований биоэкви-

валентности ничем не регламентируемой оценкой терапевтической эквива-

лентности косвенно отразились и на порядке проведения доклинических ис-

пытаний генерических препаратов. До недавнего времени оценка их качества 

базировалась как на токсикологических, так и на фармакокинетических ис-

следованиях, в частности оценке относительной биодоступности препаратов. 

Именно по результатам фармакокинетических исследований удавалось объ-

ективно оценить целесообразность проведения клинических исследований 

(в том числе биоэквивалентности препаратов). К сожалению, как неодно-

кратно отмечалось на заседании Круглого стола, этот аспект оценки качества 

воспроизведённых препаратов вообще выпал из поля зрения разработчиков 

Закона «Об обращении лекарственных средств», несмотря на существующие 

«Методические рекомендации по проведению доклинических исследований 

фармакокинетики лекарственных средств», в которых чётко определены все 

этапы проведения такого рода исследований, дающих объективную оценку 

качества воспроизведённых и оригинальных лекарственных препаратов.

Участники Круглого стола отметили назревшую необходимость организа-

ции выборочного контроля качества генерических препаратов, поступающих 

в аптечную сеть, в контексте их биоэквивалентности оригинальным лекар-

ственным средствам.

Уважаемые читатели, ждём Ваших отзывов и предложений по обсуждае-

мым вопросам.

Главный редактор
Жердев Владимир Павлович
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Особенности фармакокинетики 
антисмысловых олигонуклеотидных 

препаратов
Хаитов М.Р., Смирнов В.В.

ФГБУ «ГНЦ Институт иммунологии» ФМБА России, г. Москва

Резюме

В обзоре рассмотрены фармакокинетические особенности различных антисмысловых олигонуклеотидных 
препаратов. Проведено сравнение фармакокинетики препаратов первого и второго поколения. А так же рассмо-
трено влияние на фармакокинетику химической модификации молекулы.

Ключевые слова: антисмысловые олигонуклеотиды, фосфотиоатные олигодеоксинуклеотиды, фармакокине-
тика

Pharmacokinetics of antisense oligonucleotide drugs 
Khaitov M.R., Smirnov V.V. 
FGBI «Institute of Immunology» FMBA of Russia, Moscow 
Summary  
This review covers the pharmacokinetic characteristics of the various antisense oligonucleotide drugs. A comparison of 

the pharmacokinetics of drugs fi rst and second generation. As well as the infl uence on the pharmacokinetics of the chemical 
modifi cation of the molecule. 

Keywords: antisense oligonucleotides, phosphorothioate oligodeoxynucleotides, pharmacokinetics

Введение

Фармакокинетические свойства антисмысловых 

олигонуклеотидов (АСО) становятся наиболее понят-

ными при рассмотрении их физических и химических 

свойств. Такие параметры как заряд, молекулярная 

масса и амфипатическая природа фосфотиоатных АСО 

оказывают заметное влияние на их фармакокинетику. 

Особенно значимое влияние на фармакокинетические 

свойства АСО оказывает химическая структура, в част-

ности фосфотиоатная группа и 2’-метоксиэтил (МОЭ). 

Всасывание, распределение, метаболизм, и выведе-

ние фосфотиоатных олигодеоксинуклеотидов (ОДН) 

первого поколения были тщательно изучены на лабо-

раторных животных и в клинических исследованиях 

[1, 16, 18, 19, 20, 23, 28, 37, 38, 39, 40, 58]. Особенности 

фармакокинетики препаратов фосфотиоатных АСО 

заключаются в следующем: введённые парентерально 

фосфотиоатные ОДН быстро оказываются в плазме 

крови, где они связываются с гидрофильными участ-

ками белков плазмы и таким образом избегают гло-

мерулярной фильтрации. Эти гидрофильные участки 

отличны от других гидрофильных участков, с которы-

ми связываются липофильные препараты, и, таким об-

разом, конкуренция за связывание с белками плазмы 

для АСО невелика. Кинетика в плазме характеризуется 

короткой фазой распределения (порядка нескольких 

часов), а затем наступает фаза выведения препарата с 

периодом его полувыведения, составляющим дни или 

недели. Начальная фаза распределения обязательно 

включает связывание АСО с белками и распределение 

этих комплексов по тканям печени, почек, лимфати-

ческих узлов, костного мозга и селезёнки, которые 

являются местами наиболее активного связывания 

и накопления АСО. Совершенно очевидно, что фаза 

выведения АСО вследствие начального связывания с 

белками, определяется начальным этапом его распре-

деления. Вследствие возможного насыщения белков, 
площадь под фармакокинетической кривой (AUC) 

увеличивается с увеличением дозы, так как АСО уже не 

связываются с белками после их насыщения, а попа-

дают в свободном виде в кровоток. После связывания 

АСО попадают в клетки по градиенту концентрации 

из внеклеточного пространства через клеточную мем-

брану во внутриклеточное пространство, вероятно, с 

помощью белка-переносчика. АСО в клетках связы-

ваются с доступными мишенями, но главным образом 

АСО в клетках, вероятнее всего, связываются с внутри-

клеточными белками. В клетке убиквитарные нуклеа-

зы, но не ферменты цитохрома P450, метаболизируют 

препараты АСО. Поскольку ферменты цитохрома P450 

обычно метаболизируют низкомолекулярные препа-

раты, АСО не конкурируют в метаболических процес-

сах с обычными низкомолекулярными соединениями, 

снижая риск развития лекарственных взаимодействий. 

Выведение АСО с мочой в конечном счёте является ре-
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зультатом метаболизма в тканях и установления равно-

весия метаболитов и нативного вещества вне тканей и 

в системном кровотоке. Эти процессы у лабораторных 

животных и человека очень сходны, в силу чего не уда-

ётся выявить межвидовую корреляцию между лабора-

торными животными и человеком.

В настоящее время конфигурация «второго поколе-

ния» АСО, чьей особенностью являются МОЭ группы в 

положении 2’- нуклеотидов на 3’- и 5’-концах наиболее 

широко используется в клинических исследованиях. 

Эта конфигурация представляет собой более совершен-

ную структуру по сравнению с немодифицированными 

фосфотиоатными ОДН, являющимися антисмысловы-

ми препаратами первого поколения. Это обусловлено 

её повышенной эффективностью, уменьшенной ток-

сичностью и повышенным периодом полувыведения. 

Многие факторы, связанные с переходом от первого ко 

второму поколению АСО, имеют непосредственное от-

ношение к улучшению их фармакокинетики.

Особенности химического строения АСО

Фосфотиоатный скелет
Самые ранние попытки создать препараты с ан-

тисмысловой активностью были связаны с исполь-

зованием немодифицированной ДНК, которая, к со-

жалению, была очень восприимчива к разрушению 

нуклеазой. Как оказалось, убиквитарные нуклеазы рас-

щепляют фосфодиэстеразные связи нативной ДНК, в 

результате чего период полувыведения немодифициро-

ванных АСО составлял минуты. Такая быстрая деграда-

ция была основной особенностью фармакокинетиче-

ского профиля немодифицированных антисмысловых 

ДНК. Изменение фосфодиэфирного скелета ДНК на 

фосфотиоатный резко изменило фармакокинетиче-

ский профиль АСО. В этих препаратах фосфотиоатная 

структура заменяет в фосфодиэфирных связях один 

атом серы на один немостиковый атом кислорода. Та-

кая структура повышает устойчивость АСО к нуклеазам 

и, как следствие, улучшает их кинетические свойства. 

Фосфотиоатная хиральность
Как показали исследования, тиатион диэфирного 

скелета АСО не только повышает его устойчивость к 

нуклеазам, но и способствует возникновению хираль-

ности, то есть возможности существования стереоизо-

меров, по каждой фосфотиоатной связи, что приводит к 

тому, что в любой 20-mer АСО существуют 219 Sp или Rp 

стереоизомеров [14, 15]. Комбинация резистентности к 

нуклеазам и повышение связывания с белками сильно 

влияет на фармакокинетику АСО. Повышение стабиль-

ности фосфотиоатных АСО приводит к тому, что пери-

од полувыведения препарата из плазмы увеличивается 

до 30-60 минут в сравнении с периодом полувыведения 

фосфодиэфирных АСО, составляющим 1-2 минуты.

Устойчивость к нуклеазам и хиральность из-за заме-

ны фосфодиэфирных на фосфотиоатные связи заслу-

живают обсуждения, потому что физические свойства 

связанные с этой структурной особенностью важны как 

для первого-, так и для второго поколений АСО. Устой-

чивость к нуклеазам фосфотиоатных АСО возникает из-

за близости серы на немостиковом кислороде в актив-

ном участке экзонуклеазы к иону металла. Эта близость 

может вызывать смещение иона металла из активного 

участка. Данный эффект был продемонстрирован на 

модели 3’—5’ экзонуклеазы ДНК-полимеразы. Рент-

геновские кристаллографические данные подтвержда-

ют эту гипотезу о смещении иона металла. Очевидные 

различия в чувствительности стереоизомеров к экзону-

клеазной активности ДНК-полимеразы согласуются с 

предложенной конформацией фосфотиоатных стереои-

зомеров ОДН в активном участке. Вполне вероятно, что 

хиральность фосфоротиоатных связей может помешать 

другим нуклеазам таким же образом, то есть смещением 

иона металла, хотя различные экзонуклеазы могут пока-

зать различные предпочтения связей Rp и Sp в зависи-

мости от природы активного центра фермента.

В альтернативе, сера может просто занимать место 

кислорода в диэфирных связях. Различия в способно-

сти серы брать на себя отрицательный заряд, по срав-

нению с кислородом, позволяют прогнозировать изме-

нения активного центра. Это изменение, скорее всего, 

происходит из-за гидролиза фосфодиэфирных связей, 

и может осуществляться через формирование переход-

ного пятивалентного фосфора с двумя отрицательно 

заряженными атомами кислорода. Замена одного из 

экваториальных атомов кислорода серой будет иметь 

отрицательные последствия на активность ферментов: 

(1) снижается связывание воды, которая стабилизирует 

местный отрицательный заряд на атомах, что приводит 

к трудностям для получения второго отрицательного 

заряда серы; и (2) снижение связывания Mg2+ с серой. 

Существует доказательство для последнего эффекта в 

исследованиях уровня расщепления рибозимами ди-

астереомерных фосфотиоатных включений, когда до-

бавление Mg2+ ингибирует расщепляющие эффекты 

фосфоротиоатных рибозимов [51]. Кроме того, было 

показано, что существует некоторое снижение актив-

ности нуклеаз на участках скелета, находящихся даль-

ше от фосфотиоатных связей, что даёт возможность 

предположить передачу эффекта хиральности [54]. 

Этот феномен лучше всего объясняется изменениями 

в расположении молекул воды вокруг фосфотиоатного 

скелета по сравнению с фосфодиэфирным [60].

Стереоспецифические воздействия на активность 

нуклеаз заметно влияют на фармакокинетику фосфо-

ротиоатных АСО и это наиболее наглядно проявля-

ется в скорости метаболизма фосфоротиоатных АСО 

первого поколения в плазме крови. Скорость полного 

выведения АСО из плазмы уменьшается, предполагая 

замедление метаболизма. Эти изменения в скорости 

не могут быть объяснены исходя только из кинетики 

первого порядка, но их можно объяснить различиями 

в восприимчивости связей Rp и Sp. 
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Стереоспецифические различия в экзонуклеазной 

активности для АСО второго поколения менее важ-

ны. Это обусловлено тем, что АСО второго поколе-

ния имеют 2’-модификации на 3’- и 5’-концах, кото-

рые предотвращают их расщепление экзонуклеазой. С 

помощью эндонуклеазы, выделенной из возбудителя 

Serratia marcescens, были изучены эффекты хирально-

сти фосфоротиоатнных связей [35]. Сайт воздействия 

эндонуклеазы так же, как экзонуклеазы — это один из 

немостиковых кислородов для гидролиза фосфодиэ-

фирных связей. В диастереомере сера локализуется в 

непосредственной близости от Mg2+, вследствие чего 

уменьшается активность фермента, в то время как в 

диастереомере Rp — нет. Поскольку эндонуклеаза 

Serratia имеет значительные сходства с некоторыми 

эндонуклеазами млекопитающих, следует предполо-

жить, что этот механизм может быть широко приме-

ним. Каким образом стереохимические особенности 

фосфоротиоатных связей влияют на действие других 

эндонуклеаз — не известно. Однако если предполо-

жить, что реакция развивается по схеме, аналогичной 

эндонуклеазе Serratia, можно думать, что активный 

участок будет содержать ион металла (вероятно, Mg2+) 

и сера будет влиять на действие нуклеаз, когда она бу-

дет ориентирована на ион металла. Если эндонуклеазы 

чувствительны к хиральности, это могло бы иметь важ-

ные последствия для развития проблемы создания эф-

фективных препаратов второго поколения. Как и вли-

яние хиральности на препараты первого поколения, 

так и хиральное воздействие на метаболизм препара-

тов второго поколения может привести к замедлению 

их метаболизма. Так, например, можно предположить, 

что быстро метаболизирующиеся стереоизомеры будут 

выборочно разрушаться, оставляя функционирующи-

ми только медленно метаболизирующиеся изомеры. 

Связывание АСО с белками 
Было установлено, что в сравнении с АСО с фос-

фодиэфирным скелетом, на фармакокинетику фосфо-

тиоатных структур оказывает существенное влияние 

их связывание с белками. Химической основой повы-

шения связывания с белками является повышенная 

липофильность фосфотиоатных связей по сравнению 

с фосфодиэфирными. Поскольку молекулярные взаи-

модействия с водой определяются формой и функцией 

макромолекул в водном растворе [60], то даже неболь-

шие изменения в липофильности скелета по всей дли-

не АСО могут иметь последствия для взаимодействия 

олигомера с водой и макромолекулами, такими как 

белки.

В первом приближении, фосфотиоатные ОДН свя-

зываются с клеточными белками более беспорядочно, 

чем фосфодиэфирные ОДН [5, 6]. Почему фосфотио-

атные АСО лучше связываются с белками до конца не 

выяснено. Возможные объяснения предполагают по-

вышение липофильности и комплексообразование с 

ионами металлов. 

Важность связывания с белками плазмы для фар-

макологии, фармакокинетики и токсикологии фосфо-

тиоатных АСО (как первого, так и второго поколений) 

сложно переоценить. На микромолярном уровне кон-

центраций более чем 90% фосфотиоатных ОДН свя-

зываются в плазме. Есть особые отличия в проценте и 

силе связывания с белками, так же как качественные 

отличия в связывании АСО с особыми белками у раз-

ных видов. Связывание фосфотиоатных АСО с цир-

кулирующими белками удерживает эти соединения 

от фильтрации в почечных клубочках и выведения с 

мочой. В случае насыщения, например при введении 

большой дозы АСО, выведение с мочой АСО полной 

длины усиливается. Вследствие видовых различий, 

насыщение у различных видов определяется разными 

концентрациями АСО. Например, белки плазмы мы-

шей имеют меньшее сродство к АСО, по сравнению с 

таковыми крыс или человека. Поэтому эффект насы-

щения процесса связывания АСО с белками плазмы у 

мышей происходит при более низких концентрациях, 

по сравнению с другими видами. Видовые различия в 

связывании плазмы с белками являются существенным 

фактором отличия в межвидовой фармакокинетике.

Устойчивость к нуклеазам и связывание с белками, 

которые характерны для АСО с фосфотиоатными свя-

зями, изменяют и фармакокинетику терапии с приме-

нением АСО. Дополнительные химические структуры, 

характерные для второго поколения создаваемых препа-

ратов, вносят и другие изменения в их фармакокинетику.

Метоксиэтильные производные АСО

АСО второго поколения были разработаны для улуч-

шения некоторых характеристик ОДН первого поколения. 

Так фосфотиоатные структуры, добавленные к группам 

МОЭ в позиции 2’, повышают их устойчивость к нуклеа-

зам и изменяют эффективность связывания с белками.

Устойчивость МОЭ к нуклеазам 
Было показано, что структура МОЭ влияет на устой-

чивость АСО к нуклеазам. В то время как фосфотиоат-

ные структуры уменьшают активность экзонуклеазы, 

структура в позиции 2’ практически исключает экзону-

клеазную активность. Устойчивость к нуклеазам может 

быть результатом (1) замещения в позиции 2’ водорода 

на МОЭ, (2) стерических эффектов МОЭ или (3) обра-

зования жёсткой водной оболочки вокруг скелета АСО 

[57]. Какими бы не были причины устойчивости к ну-

клеазам, наличие группы МОЭ делает измененные в 

позиции 2’ АСО практически невосприимчивыми к воз-

действию циркулирующих и к большинству клеточных 

нуклеаз. Центральный участок скелета АСО, состоящий 

из деоксифосфотиоатов, далеко не так устойчив к опо-

средованным нуклеазой расщеплениям. Различия АСО 

первого и второго поколений в участках, подверженных 

метаболизму, определяют и различия метаболических 

моделей. 
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При оценке моделей метаболизма с помощью ка-

пиллярного гель-электрофореза (КГЭ) или путём жид-

костной хроматографии/масс спектрометрии (ЖХ/

МС), не было обнаружено метаболитов, которые были 

бы короче на один нуклеотид. Больше всего было 

обнаружено метаболитов, расщеплённых в дезокси 

участке (предположительно эндонуклеазами), даль-

нейший путь метаболизма заключается в уменьшении 

размеров продуктов расщепления. Устойчивость к эк-

зонуклеазам и медленный метаболизм под влиянием 

действующих эндонуклеаз приводит к образованию 

соединений, характеризующихся большим периодом 

полувыведения.

Связывание МОЭ с белками
Экспериментальными исследованиями доказа-

но, что фосфотиоатные АСО со структурами 2’-МОЭ 

имеют меньшее сродство к белкам плазмы, в срав-

нении с немодифицированными фосфотиоатными 

АСО. Например, при добавлении пяти структур МОЭ 

к 3’-концам фосфотиоатных ОДН первого поколения, 

константы диссоциации для альбуминов повышают-

ся от примерно 18 до примерно 40 мкM. При этом, в 

полностью замещённой МОЭ структуре АСО только 

слегка снижается сродство к белкам плазмы [17, 22]. 

Почему увеличение количества структур МОЭ в оли-

гонуклеотиде не влияет на дальнейшее уменьшение 

сродства к белкам плазмы не ясно, но может быть это 

связано с особенностями вторичной структуры АСО. 

Уменьшение сродства к белкам, связанное со струк-

турами МОЭ, можно обосновать некоторыми физиче-

скими свойствами. Вероятно наиболее значительным 

физическим фактором, который отличает модифици-

рованные МОЭ АСО от немодифицированных — это 

наличие молекулярной оболочки воды, которая возни-

кает из-за боковой цепи МОЭ [57]. Заместители МОЭ 

в углеводородном скелете «хелатируют» молекулы 

воды (и, возможно, ионы металлов), образуя водную 

оболочку, и уменьшая потенциальный контакт между 

«липкими» молекулами серы и плазменными или кле-

точными белками. Степень связывания АСО с белками 

обратно коррелирует с их выведением с мочой. Введе-

ние фосфотиоатных связей и заместителей 2’-МОЭ из-

меняет связывание с белками и в результате изменяет 

свойства АСО.

Всасывание, распределение, метаболизм 
и выведение АСО

Всасывание

Парентеральный путь введения АСО
Исследованиями установлено, что вследствие мо-

лекулярной массы (около 7000 Д) и отрицательных 

зарядов АСО, всасывание этих препаратов из ЖКТ 

ограничено. Именно поэтому, обычно применяет-

ся парентеральный путь их введения. Подкожные, 

внутри венные инфузии или интравитриальные инъ-

екции используется для введения препаратов первого 

поколения. Меньшая провоспалительная активность 

АСО второго поколения делает их более подходящими 

для подкожного введения. Фармакокинетика этих пре-

паратов в плазме при подкожных инъекциях и внутри-

венных инфузиях сравнима. Исследования на лабора-

торных животных показывают, что, в конечном счёте, 

распределение АСО так же сопоставимо по различным 

органам, за исключением места введения и лимфати-

ческих узлов.

После подкожного введения, АСО как первого, 

так и второго поколения всасываются быстро из места 

введения в системный кровоток. В клинических ис-

следованиях после подкожного введения АСО второго 

поколения время достижения максимальной концен-

трации (T
max

), находится в пределах от 1,5 до 4,7 часа 

в диапазоне доз от 25 до 200 мг при постоянном объёме 

1 мл [50]. Биодоступность подкожной дозы лежит в 

пределах от 36 до 82% от введенной дозы. Доклиниче-

ские [48] и клинические исследования [50] предполага-

ют, что биодоступность АСО повышается в зависимо-

сти от концентрации. 

Кинетика АСО в месте введения может повлиять на 

местный ответ, также как на их системную кинетику 

и на распределение. Уменьшение концентрации АСО 

в месте введения гипотетически уменьшает местный 

ответ на инъекцию. Одним из подходов к снижению 

концентрации АСО в месте введения является разве-

дение раствора и, как следствие, повышение площади 

поверхности всасывания из подкожного депо. Тео-

ретически, разведение растворов и большая площадь 

поверхности всасывания должны уменьшить местную 

концентрацию и снизить местные реакции. Этих же 

эффектов можно было бы ожидать и при повышении 

системного всасывания. Поэтому изменения дозы и 

объёма можно рассматривать как потенциальные пере-

менные величины. Однако даже на сегодняшний день 

подкожные инъекции с низкими объёмами и относи-

тельно высокими концентрациями демонстрируют вы-

сокую биодоступность применяемого материала.

Местное введение АСО

Изучение различных приёмов введения АСО де-

монстрирует, что их аэрозольные формы, ректальное 

введение и интравитриальные инъекции использу-

ются как средства местного введения. Для лечения 

лёгочных заболеваний возможно создавать относи-

тельно высокие концентрации АСО в лёгких исполь-

зуя аэрозоли [56]. 

Кинетика ОДН первого поколения была изучена 

на мышах. Установлено, что кинетика таких препа-

ратов дозозависима, клиренс — лёгочный с периодом 

полувыведения около 2 часов. В отличие от этого, ис-

следования модифицированных МОЭ АСО второго 
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поколения, показывают, что период их полувыведения 

составляет более 4 дней. Так же как и для другого мест-

ного лечения, преимущество ингаляций заключается в 

возможности создать высокие местные концентрации 

в тканях, которые обычно не накапливают применяе-

мых веществ. В лёгких АСО обычно не накапливаются 

после парентерального введения. Местное введение 

так же редко вызывает системные эффекты. Например, 

при введении АСО обезьянам в дозе 0,1 мг/кг с помо-

щью ингаляций (по три дозы в течение 1 недели) кон-

центрация препарата в лёгких составляла примерно 

1 мкг/г. Но у этих же обезьян, концентрация в пече-

ни и почках составила примерно 5% от концентрации 

в лёгких, свидетельствуя о существенно меньшем си-

стемном эффекте [65, 66].

Данные литературы свидетельствуют о том, что рек-

тальное введение АСО с успехом используется для ле-

чения язвенных колитов. В отличие от ингаляций, где 

могут использоваться небольшие количества вводи-

мого вещества, применяемая для лечения клизма мо-

жет содержать до 240 мг вещества (alicaforsen) первого 

поколения. В данном случае эпителий прямой кишки 

подвергается воздействию вводимого вещества, одна-

ко из-за плохой проницаемости сильно заряженных 

ОДН, наблюдается минимальное всасывание препа-

рата, как и общий системный эффект. Расчёты пока-

зывают, что концентрация АСО в эпителии кишечни-

ка через 12 часов после введения составляет 20 мкг/г. 

Биодоступность у человека лежит в пределах от 0,03 

до 2,14% и максимальная концентрация АСО, опреде-

ляемая в плазме, составляет только 0,126 мкг/мл [44]. 

Отсутствие значительного системного всасывания и 

высокая местная концентрация лечебного препарата 

положительно сказываются на лечении.

Проведено исследование интравитреальных инъ-

екций препаратов АСО как первого, так и второго по-

колений. В данном случае вещества вводятся в глаз в 

очень маленьких количествах. Вследствие изоляции 

места введения, системные эффекты препарата снижа-

ются в ещё большей степени. В глазу, в стекловидное 

тело и сетчатку АСО поступают с разной скоростью: в 

стекловидное тело быстрее по сравнению с сетчаткой. 

И местный метаболизм, и диффузия из глаза способ-

ствуют выведению препарата. Как уже отмечалось, 

из-за небольших количеств системный эффект вводи-

мого препарата оказывается минимальным. Однако, 

при этом механизм системного распределения сходен 

с большинством других препаратов.

Энтеральное введение АСО

Отмеченная стабильность АСО второго поколения 

к нуклеазам обеспечивает стабильность препарата в 

кишечнике, что делает возможным его дальнейшее 

всасывание. Тем не менее, размер молекулы и заря-

ды АСО ограничивают всасывание препарата. После 

всасывания из кишечника, кинетика АСО подобна та-

ковой при его парентеральном введении. Хотя печень 

является одним из главных мест накопления АСО, эф-

фект первого прохождения через печень не является 

важным фактором, влияющим на кинетику препарата 

АСО [44, 55].

Распределение АСО в организме

Роль перфузионного и тканевого сродства 
Распределение АСО и других препаратов зависит 

от проницаемости, интенсивности кровоснабжения, 

связывания с белками плазмы, тканей и клеток. Пока-

зано, что распределение в тканях фосфотиоатных АСО 

первого и второго поколения с их множественными 

отрицательными зарядами и их связыванием с белка-

ми в наименьшей степени зависит от кровоснабжения, 

и гораздо более зависит от факторов, влияющих на их 

транспорт внутрь клетки.

Внутреннее распределение из плазмы в ткани отно-

сительно быстрое, период полувыведения составляет 

30-90 минут после в/в введения. Период полувыве-

дения АСО после подкожного введения больше, чем 

после в/в. Это отличие происходит из-за времени, не-

обходимого для всасывания, а не из-за других отличий 

фармакокинетики [21, 24, 37, 48].

Изучение кинетики препаратов первого и второго 

поколения отметило её небольшие отличия. Большая 

стабильность к нуклеазам АСО второго поколения 

компенсируется меньшим их связыванием с белками. 

Наряду с этим, фармакокинетические профили препа-

ратов 1-го и 2-го поколения сходны или почти неотли-

чимы, если сумму нативного АСО и его метаболитов 

(общие АСО) первого поколения сравнивать с ин-

тактным препаратом второго поколения (ISIS 13650). 

В противном случае, более быстрое разрушение АСО 

экзонуклеазами укорачивало бы период полувыве-

дения препаратов первого поколения в сравнении со 

вторыми. Распределение препаратов обоих поколений 

дозозависимо [48]. 

Как отмечалось выше, после всасывания из места 

инъекции или кишечника АСО связываются с бел-

ками плазмы. Два белка плазмы, которые точно свя-

зываются с фосфотиоатными АСО — это альбумин и 

альфа-2-макроглобулин. Другой распространённый 

белок, кислый гликопротеин не связывает АСО [59]. 

Связывание с белками очень важно для распределения 

АСО в ткани-мишени. Химические структуры, умень-

шающие связывание приводят к заметному снижению 

концентрации препарата в тканях, повышают степень 

его фильтрации через почечные клубочки и выведения 

с мочой. Это явление можно наблюдать при использо-

вании АСО с диэфирными связями в скелете препарата 

или при наличии структуры МОЭ. Уменьшение срод-

ства диэфиров и МОЭ-структур (или и то, и то) к бел-

кам позволяет более свободно циркулировать АСО в 

кровотоке, приводя к интенсификации его выведения 

с мочой [24, 26].
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Во всех исследованиях с парентерально введенны-

ми АСО первого и второго поколения, мы не наблю-

дали линейного клиренса АСО из плазмы. Клиренс 

уменьшался с увеличением дозы препарата, и, следо-

вательно, его биодоступность была большей, чем мож-

но было предположить исходя из введённой дозы [27, 

28, 36, 46, 48, 50, 64]. Поскольку начальный клиренс 

обусловлен распределением АСО в тканях и при этом 

наблюдалось поглощение препарата тканями, мож-

но предположить возможность их насыщения АСО. 

Изучение процесса насыщения в результате введений 

АСО может проводиться с использованием фагоцитов 

печени. Когда связывание АСО с клетками Купфера 

достигнет насыщения, начнётся уменьшение сродства. 

Последующее введение АСО мышам улучшает распре-

деление АСО по не фагоцитарным клеткам печени, и в 

результате улучшается фармакологическая активность 

в гепатоцитах в сравнении с контролем. И, наоборот, 

при концентрации в плазме ниже 1 мкг/мл АСО актив-

нее связываются с клетками Купфера, и меньше нака-

пливаются в гепатоцитах.

Исследование процесса связывания АСО с белка-

ми плазмы показало, что этот эффект сопровождается 

быстрым распределением комплекса в тканях по по-

верхности клеток. Хотя точные механизмы клеточного 

связывания не установлены, можно предположить, что 

АСО связываются с белками плазмы или с клеточными 

белками, пока есть свободные участки связывания. За-

тем связанные АСО распределяются по градиенту кон-

центрации через клеточную мембрану путём обмена 

внеклеточного белка на внутриклеточный.

Таким образом, движущей силой попадания АСО в 

клетки является градиент концентраций. Было описано 

челночное движение АСО между цитоплазмой и ядром 

[33, 34, 43]. В целом, является очевидным, что связы-

вание с белками облегчает движение АСО через барье-

ры, которые обычно тормозят движение гидрофильных 

сильно заряженных молекул. Данный челночный меха-

низм движения через мембраны остаётся гипотезой для 

АСО, но ранее он был описан для металлоорганических 

соединений [52]. Транспорт АСО из внеклеточного ма-

трикса во внутриклеточное пространство был визуали-

зирован на печени мышей при помощи иммуногисто-

химических методов [9] и на почках крыс с помощью 

витальной микроскопии с флуоресцентной меткой для 

АСО второго поколения (S. Henry, B. Molitoris).

Идентичность белков, контролирующих транспорт 

АСО из внеклеточного во внутриклеточное простран-

ство не известна, однако считается, что связывание ком-

плекса белок-АСО с клеткой осуществляется при помо-

щи фагоцитарного рецептора [4]. Поскольку высоким 

сродством к АСО обладают фагоциты, такие как клетки 

Купфера, тканевые макрофаги и клетки проксимальных 

канальцев, можно думать о возможности нахождения та-

ких рецепторов на их клеточной поверхности [9].

Тем не менее, клеточное распределение и фармако-

динамика АСО у трансгенных мышей, лишённых фаго-

цитарного рецептора SR-A I/II не отличались от тако-

вых показателей контрольных сингенных животных [7]. 

Таким образом, этот рецептор, известный как «рецеп-

тор для уборки мусора» (Scavenger receptor), по-видимо-

му, не ответственен за поглощение комплекса печенью 

и почками. Роль других акцепторных структур, участву-

ющих в процессах эндоцитоза комплекса АСО-белок, 

не изучена. 

Мембранные белки, функционирующие как пере-

носчики, присутствуют во всех организмах [25]. Основ-

ными переносчиками лекарственных средств являют-

ся: ABC (ATP-binding cassette transporters) и SLC (solute 

carrier family). Известно, что скорость переноса веществ 

через биологические мембраны с помощью процессов, 

опосредованных транспортёрами, характеризуется на-

сыщаемостью. Описано несколько членов семейства 

SLC с известными функциями, в основном для перено-

са нуклеозидов, нуклеозид-сахаров и фосфат-сахаров. 

Есть мнение, что будущие исследования, скорее всего, 

будут касаться процессов межмембранного транспорта 

АСО. 

Ясно, что помимо указанных выше отличий в нако-

плении создаваемых конструкций разными органами и 

тканями и зависимости клиренса и распределения таких 

соединений от их дозы, на распределение АСО в тканях 

оказывают влияние транспортные системы, особенности 

кровотока особей, возможное время нахождения препа-

рата в организме и, наконец, насыщаемость тканей АСО. 

Несмотря на существенную роль указанных факторов в 

процессах тканевого распределения АСО, считается, что 

начальное связывание АСО с поверхностью клетки явля-

ется одним из определяющих факторов в анализируемых 

механизмах. Такое заключение основывается на том, что 

печень и почки являются начальными участками связы-

вания АСО с некоторым дополнительным накоплением 

в первые 24 часа после введения АСО [47]. При изучении 

параметров распределения АСО в печени и почках пока-

зано фракционное повышение концентрации препарата 

в органах в течение первых 24 часов. Это происходит в 

период клеточного и субклеточного перераспределения 

АСО [29], но предположительно, первичные органы рас-

пределения должны накапливать больше вещества с те-

чением времени [45, 46, 48] из-за большего сродства этих 

органов к АСО. Белки, ответственные за это сродство 

могут содержать гепариноподобные участки связывания 

ламинина и фибриногена, и фактор роста фибробластов 

(FGF, Fibroblast growth factor) [2, 3, 30, 42]. Раннее вза-

имодействие АСО с клеткой может быть обусловлено 

связыванием этих белков, но природа этих белков, как 

отмечалось выше, изучена мало.

Рассматривая значимость сочетания специфических 

участков связывания АСО с клетками в распределении 

препарата в организме, следует отметить и такой важный 

фактор, как различное кровоснабжение разных органов, 

возможность которого влиять на различное распределе-

ние фосфотиоатных АСО очевидна. По данным разных 

авторов, работа с десятками серий веществ как первого, 
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так и второго поколений свидетельствует об их сходном 

распределении, и заметно подобном распределении у 

особей различных видов. Почки, печень, лимфатиче-

ские узлы, селезёнка и костный мозг — это органы, на-

капливающие самое большое количество АСО и их ме-

таболитов. То, что лёгкие и сердце не накапливают АСО, 

свидетельствует о том, что для объяснения выраженного 

накопления АСО в печени и почках недостаточно толь-

ко одного объяснения об их хорошем кровоснабжении. 

Например, участки с наилучшим кровообращением в 

почках — это клубочки, а они не являются участками, 

содержащими большее количество АСО. Напротив, в 

проксимальных канальцах кровообращение менее ак-

тивно. Однако клетки проксимальных канальцев харак-

теризуются большим количеством активно фагоцити-

рующих клеток, накапливают свободные АСО, а так же 

АСО, связанные с белками, которые обычно реабсор-

бируются в проксимальных канальцах [49]. В результате 

почечная кора и эпителий проксимальных канальцев со-

держат самую высокую концентрацию фосфотиоатных 

АСО, как первого, так и второго поколения.

Следует отметить также, что кровоснабжение (мл/г 

ткани) печени составляет примерно 20% от почечного. 

4-5-кратные различия в перфузии между почками и пе-

ченью не приводят к 4-5-кратным различиям в концен-

трации АСО в этих органах. Окончатые капилляры уве-

личивают площадь соприкосновения АСО с кровотоком 

и, следовательно, это может компенсировать недоста-

точную перфузию печени относительно почек.

Связывание АСО с белками плазмы при распределении 
Хотя насыщение клеток АСО в конечном счёте вли-

яет на их распределение в органах, связывание АСО с 

белками плазмы может изменять распределение в почках 

и печени в различных сериях. Существуют посерийные 

различия в связывании с белками. При снижении связы-

вания АСО с белками плазмы происходит уменьшение 

их накопления в печени и повышение их накопления в 

почках. И, наоборот, при более высоком связывании, 

концентрация АСО в свободном виде в кровотоке будет 

находиться в меньшем количестве, меньше накапливать-

ся в почках и больше в других органах. Существует об-

ратная зависимость между степенью связывания АСО с 

белком и накоплением их в почках крыс и обезьян после 

повторяющегося внутривенного и подкожного введения.

Связывание с белками может быть использовано 

как критерий выбора АСО для клинических исследова-

ний. К настоящему времени, определение связывания с 

белками — это эмпирический процесс без возможности 

предсказать, какая серия будет связываться с белками 

больше или меньше.

Распределение АСО по другим органам
Независимо от последовательности распределения 

фосфотиоатных АСО первого и второго поколения, на-

блюдается характерная картина локализации этих препа-

ратов в почках и печени, а также в селезёнке и лимфати-

ческих узлах, кости и в цитоплазме адипоцитов [10-12]. 

Накопление АСО в лимфоидной ткани можно объяс-

нить отчасти фагоцитарной активностью гистиоцитов 

и других мононуклеарных клеток. Возможно, визуали-

зировать АСО в фаголизосомах гистиоцитов и тканях 

макрофагов при помощи гематоксилинового окрашива-

ния. Показано, что АСО подвергаются эндоцитозу, ло-

кализуются в эндосомах и сохраняются в пределах этих 

структур. Концентрация АСО в фаголизосомах часто та-

кова, что её возможно определить методом окрашивания 

гематоксилином (почти как ядерную ДНК). АСО в фа-

голизосомах вероятно составляет большую часть АСО, 

накопленных в селезёнке и лимфоидных органах. Кроме 

того, фагоцитарно активные клетки костей и костного 

мозга накапливают АСО в этих тканях, что подтвержда-

ется наличием базофильных гранул в их клетках. 

Мышцы (как скелетные, так и сердечные) не со-

держат значительного количества АСО. Тем не менее, 

внимательное изучение мышц с использованием имму-

ногистохимических или авторадиографических методов 

показывает содержание АСО в фаголизосомах макрофа-

гов стромы мышц и это накопление может частично от-

разиться и на измерении концентрации АСО в мышцах 

и сердце.

Накопление АСО в цитоплазме адипоцитов значи-

мо с терапевтической точки зрения. Особенно потому, 

что в отличие от большинства накапливаемых в адипо-

цитах веществ, АСО гидрофильны. Иммуногистохи-

мические методы ясно показывают, что АСО находятся 

в цитоплазматической фракции адипоцитов, при этом 

АСО почти нет в жировой вакуоли. Интенсивность 

окрашивания указывает на значительное накопление 

вещества в цитоплазме. Например, у обезьян после 13 

недель лечения препаратом ISIS 113715 в дозе 10 мг/

кг/неделя концентрация в печени составила 301 ± 88,1 

мкг/г, но только 37,3 ± 14,4 мкг/г в жировой ткани у тех 

же животных.

Учитывая, что нежировой компонент составляет 

10% от общей жировой массы, коррекция концентра-

ции АСО с учётом этого показателя свидетельствует о 

сопоставимости его концентрации с таковой в печени. 

Значительные концентрации АСО в адипоцитах пока-

зывают, что их можно использовать для лечения гене-

тических заболеваний клеток этого типа: источников 

гормонов и цитокинов. Так, установлено, что фарма-

кологически активные концентрации АСО регистри-

руются в адипоцитах мышей при введении препарата 

ISIS 113715 в дозе 25 мг/кг дважды в неделю и снижа-

ют экспрессию гена-мишени PTP-1B как в печени, так 

и в адипоцитах [68]. Аналогичные наблюдения были 

сделаны у обезьян, получавших АСО ISIS 113715. По-

скольку биопсию подкожного жира можно провести 

в клинических условиях и так как активные АСО на-

капливаются в жире, то можно использовать жир для 

биопсии и непосредственного измерения фармаколо-

гических эффектов (снижение мРНК) и тканевой кон-

центрации препарата в тканях человека.
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Фосфотиоатные АСО распределяются и в другие 

ткани. Иммуногистохимические исследования по-

казывают, что эндотелиальные клетки накапливают 

АСО в концентрациях, значительных для уменьшения 

уровня мРНК, делая их потенциальной мишенью для 

фармакологического воздействия [9, 4]. В некоторых 

тканях их концентрации не достаточно велики для 

фармакологического эффекта. Например, зрелые лим-

фоциты не накапливают АСО, а антисмысловая актив-

ность проявляется T-клетками ограниченно. 

Костные клетки, особенно фагоцитарно активные 

остеобласты, могут накапливать АСО и этот эффект 

может быть использован в терапевтических целях. 

Кроме того, клетки островков поджелудочной железы 

также накапливают АСО. АСО как первого, так и вто-

рого поколения являются сильно заряженными гидро-

фильными молекулами, которые не проникают через 

гемато-энцефалический или гемато-тестикулярный 

барьеры. Однако, как и в мышцах, в интерстициальном 

участке яичек локализуются макрофаги, содержащие 

обнаруживаемые АСО. Яичники не отделены барье-

ром, вследствие этого АСО можно количественно из-

мерить в яичниках и визуализировать иммуногистохи-

мическими методами в строме.

Ограниченное распределение АСО из плазмы кро-

ви в клетки мозга и кардиомиоциты делает эти ткани 

маловероятными мишенями антисмыслового вмеша-

тельства, несмотря на то, что селективное ингибирова-

ние или экспрессия некоторых белков ионных каналов 

в головном мозге и мышцах могут быть терапевтически 

полезны. Тем не менее, ограниченное распределение 

АСО в этих тканях можно рассматривать как преиму-

щество. Отсутствие значительных концентраций АСО 

в мозге и сердце уменьшает риск поражения централь-

ной нервной системы (ЦНС) и снижает проявление 

нежелательных сердечных эффектов. Как отмечалось 

ранее, прямое введение в структуры ЦНС, в частно-

сти, в головной мозг, с помощью интратекальной, вну-

трижелудочковой инфузии или инъекции вызывает 

распределение АСО в пределах центральной нервной 

системы и может быть полезно терапев тически [8, 32].

При беременности плод достаточно хорошо защи-

щен от воздействия антисмысловых препаратов. Изу-

чение трансплацентарной кинетики АСО не выявило 

его накопления в плоде, отмечен низкий уровень АСО 

у грызунов в плаценте [13, 31, 53]. Эти результаты были 

последовательно воспроизведены при исследовании 

тератогенности различных АСО второго поколения на 

мышах, крысах и кроликах. Плацента, несмотря на вы-

сокую перфузию, не является органом с высоким нако-

плением АСО [31, 53, 62].

В целом, представленные факты показывают, что 

распределение АСО является одним из ключевых фак-

торов, который определяет выраженность активности 

АСО. Отличия в распределении АСО, как представляет-

ся, связаны в значительной степени с тропностью тканей 

для этих препаратов и, в меньшей степени, с перфузией. 

Метаболизм

Антисмысловые препараты первого и второго по-

коления метаболизируются нуклеазами, а не система-

ми оксидаз типа цитохрома P450, с помощью которого 

метаболизируются обычные липофильные низкомоле-

кулярные препараты. АСО не являются ни субстратом 

изоферментов цитохрома P450, и не индуцируют или 

ингибируют его активность в клинически значимых 

концентрациях. Опосредованное экзонуклеазами рас-

щепление АСО, которое является основным путём ме-

таболизма и клиренса фосфотиоатных ОДН первого 

поколения, вторично для АСО второго поколения. Огра-

ничивают экзонуклеазную активность два фрагмента: 

один МОЭ на 3’-конце и другой МОЭ на 5’-конце. 

Ферменты, ответственные за метаболизм АСО
Специфические ферменты, метаболизирующие 

АСО второго поколения не известны. Нуклеазы явля-

ются повсеместно распределёнными и есть возмож-

ность определить расщеплённые метаболиты АСО в 

большинстве тканей. Печеночный и почечный гомоге-

наты — оба способны метаболизировать АСО второго 

поколения in vitro без добавления экзогенных источ-

ников энергии, таких как никотинамидадениндину-

клеотидфосфат (NADPH) или аденозин-5-трифосфат 

(АТФ). Начальное расщепление приводит к образова-

нию двух продуктов, каждый из которых характеризу-

ется защищённым MOE концом 5’ и 3’. Эти метаболиты 

не связываются с белками, и, таким образом, выводят-

ся из тканей. Поскольку метаболиты удаляются бы-

стрее, чем они образуются, накопление метаболитов в 

тканях практически не происходит. Таким образом, не 

представляется возможным использовать определение 

количества метаболитов в ткани, как индекса метабо-

лизма АСО в тканях.

Поскольку скорость выведения АСО из тканей зави-

сит от их метаболизма, то различия в метаболизме АСО 

в различных тканях могут быть оценены на основе пери-

ода полувыведения этих препаратов из характеризуемых 

тканей. На основе данных для четырёх АСО второго по-

коления, заключено, что поведение членов этого класса 

сходно, однако прослеживаются небольшие различия в 

периоде их полувыведения из печени и почек обезьян, 

получавших препарат в течение 4-13 недель. Показано, 

что период полувыведения препаратов АСО ISIS 104838 

и 112989 из печени и почек весьма сходен. Эти данные 

дают возможность предположить, что для некоторых 

серий АСО не существует значительных различий в ско-

рости метаболизма в различных органах. Однако разли-

чия в тканевом периоде полувыведения выявлены для 

препаратов ISIS 107248, 113715, а также 301012. Обна-

руженные различия в скорости метаболизма препаратов 

АСО в печени и почках показывают, что в разных тканях 

могут быть различия в скорости метаболизма, или име-

ет место более сложная кинетика для некоторых серий 

препарата, или полученные результаты просто отража-
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ют небольшое количество образцов, взятых в течение 

ограниченного времени. 

Детальное исследование процесса выведения АСО 

второго поколения показывает наличие разных темпов 

их выведения из различных типов клеток печени [63, 

67]. Поскольку некоторые типы клеток, такие как клет-

ки проксимальных канальцев коркового слоя почки, 

как правило, содержат АСО в фаголизосомах, этот тип 

поглощения, вероятно, определяет различия в метабо-

лических скоростях препарата в разных тканях. Кроме 

того, вполне вероятно, что специфические последова-

тельности в строении скелета АСО могут характеризо-

ваться различной чувствительностью к расщеплению 

эндонуклеазами.

Бактериальные экзонуклеазы проявляют высокую 

степень специфичности к последовательности нуклео -

тидов в скелете АСО предположительно для защиты от 

вирусов. Большая часть активности нуклеаз в клетках 

млекопитающих связана с механизмами транскрипции 

и репарации ДНК, и, таким образом, видовая специ-

фичность млекопитающих может отличаться от таковых 

бактериальных эндонуклеаз. Не известно, одинаково ли 

ответственны за катаболизм этих синтетических АСО 

процессы репликации и действие ферментов, связанных 

с явлением репарации. При высоких концентрациях оцД-

НК [61], АСО могут эффективно конкурировать с при-

родным субстратом. Множество ферментов семейства 

нуклеаз способны катаболизировать АСО. Определение 

специфических ферментов, участвующих в метаболизме 

АСО не критично для развития антисмысловых препара-

тов, но, более глубокое понимание метаболических пу-

тей будет полезно для развития новых технологий. 

Метаболиты АСО
Различия в метаболизме АСО первого и второго по-

колений весьма очевидны при сравнении метаболиче-

ского профиля с КГЭ. Когда образцы ткани или мочи 

анализируются в детекторе LC/MS, характер метабо-

лических процессов становится более ясным [24]. Как 

правило, фосфоротиоатные ОДН первого поколения 

метаболизируются в каскад метаболитов АСО, каждый 

из которых отличается на один нуклеотид в результате 

однонуклеотидных расщеплений экзонуклеазой. Так, 

после введения 20-mer, то есть состоящего из 20 нукле-

отидов, ОДН первого поколения плазма и ткани содер-

жат семейства последовательно сокращенных АСО, на-

чиная с 19-mer и далее вплоть до короткого АСО. 

Исходное расщепление в метаболизме АСО второго 

поколения, опосредованное эндонуклеазами, приво-

дит к образованию двух АСО, один с 3’-концом MOЭ 

и другой с 5’-концом MOЭ. Расщепление продуктов с 

незащищёнными концами, может проводиться либо 

5’-экзонуклеазой или 3’-экзонуклеазой. Результаты 

комбинированной эндо- и экзонуклеазной активности 

— это каскад цепочечно сокращённых продуктов рас-

щепления, многие, если не все, из которых могут быть 

выявлены в моче, собранной у обследуемых животных 

или людей. Моча животных, принимавших препарат, 

или пациентов, лечившихся АСО второго поколения, 

может содержать метаболиты, которые варьируются от 

двух возможных 15-mer до двух возможных MOЭ 5-mer 

и множественных комбинаций каждого из промежуточ-

ных метаболитов [24].

Метаболиты короче, чем длина концов MOЭ будут 

присутствовать в тканях, если концы MOЭ сами явля-

ются субстратами для нуклеаз. Эти метаболиты обычно 

не определяются при масс-спектральном анализе, что 

наводит на мысль, что как правило, нет мононуклеоти-

дов MOЭ, выделяющихся в процессе метаболизма. Тем 

не менее, некоторые исключения из этого обобщения 

имеют место. Для ограниченного числа последователь-

ностей нуклеотидов, наблюдаются однонуклеотидные 

обрезки АСО второго поколения в тканях и плазме — 
либо КГЭ или LC/MS: метаболиты, по-видимому, 

были результатом экзонуклеазного расщепления. Эти 

метаболиты могут наблюдаться в начальном распреде-

лении. Предполагается, что они быстро появляются в 

плазме крови. MOЭ-мононуклеотиды, которые образу-

ются в процессе метаболизма, не являются субстрата-

ми для фосфорилирования, и таким образом, вряд ли 

будут включены в нуклеотидтрифосфаты и, в конечном 

счёте, в эндогенные нуклеотиды. MOЭ-мононуклеоти-

ды не ингибируют ферменты, ответственные за синтез 

ДНК. Таким образом, MOЭ-мононуклеотиды, если 

они образовались, не должны встраиваться в эндоген-

ные нуклеотиды.

Центральная часть дезоксинуклеотидов АСО второ-

го поколения подлежит экзонуклеазному расщеплению, 

что приводит к высвобождению одного нуклеотида. 

Монодезоксинуклеотиды, которые получаются путём 

экзонуклеазного расщепления, идентичны эндогенным 

нуклеотидам, за исключением тиофосфатной группы, 

которая может теоретически присутствовать. Тем не 

менее, тиофосфатная группа лабильна к окислению и к 

утрате серы, что делает группу концевого фосфата иден-

тичной эндогенным нуклеотидам. Поэтому, в отличие 

от MOЭ-мононуклеотидов, любой высвобождённый 

дезоксинуклеотид будет естественно включён во вну-

триклеточное депо эндогенных нуклеотидов. Нуклео-

тиды, которые сохраняют тиофосфатные группы, будут 

субстратами для добавления одной или двух фосфатных 

групп, в результате чего получаются смешанные тиофос-

фатные ди- или трифосфаты нуклеотида. Фосфорилиро-

вание возможно, но присутствие альфа тиофосфата дела-

ет реакции термодинамически неблагоприятными [41]. 

Заключение

Очевидна актуальность исследования фармакоки-

нетики данных и схожих с описанными препаратов, а 

так же создание моделей на различных видов живот-

ных для полного понимания процессов протекающих 

в организме после приема препаратов. В России так же 

ведутся исследования подобных препаратов.
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Исследования биоэквивалентности 
таблетированных форм рисперидона, оланзапина 

и кветиапина у здоровых добровольцев
Писарев В.В.1, Уляшова М.М.1, Вдовина К.А., Тисейко Н.И.2

1 — Научно-производственный центр Пробиотек, Москва, Россия
2 — ЗАО «Северная звезда», Москва, Россия

Резюме

В данной статье представлены результаты трёх исследований биоэквивалентности таблетированных форм 
атипичных нейролептиков РИСПЕРИДОН, ОЛАНЗАПИН и КВЕТИАПИН производства ЗАО «Северная звезда», Рос-
сия и соответствующих им оригинальных препаратов рисперидона, оланзапина и кветиапина. Исследования были 
проведены путём определения концентраций рисперидона, оланзапина и кветиапина в плазме крови здоровых 
добровольцев после однократн ого приёма сравниваемых препаратов внутрь натощак по открытой рандомизи-
рованной перекрёстной схеме в два этапа с двумя последовательностями приёма препаратов. Образцы плазмы 
крови добровольцев анализировались валидированными методами высокоэффективной жидкостной хромато-
графии с масс-спектрометрическим детектированием. Для анализируемых препаратов рассчитаны следующие 
фармакокинетические параметры: Сmax, AUC0-t, AUC0- ͚ , Cmax/AUC0-t, TСmax, kel, T1/2. 90%-ные доверительные интервалы 
для отношений логарифмически преобразованных значений AUC0-t, Сmax и Сmax/AUC0-t в исследовании препаратов 
рисперидона составили, соответственно, 91,39—112,98%; 91,12—105,02% и 88,69—104,50%, в исследовании пре-
паратов оланзапина 89,32—121,29%; 95,79—114,68% и 87,11—116,42% и в исследовании препаратов кветиапина 
93,24—115,84%; 90,03—120,80% и 92,96—108,33%. По результатам исследований был сделан вывод о биоэквива-
лентности сравниваемых препаратов рисперидона, оланзапина и кветиапина.

Ключевые слова: рисперидон, оланзапин, кветиапин, фармакокинетика, биоэквивалентность.

Bioequivalence study of tablet forms of risperidone, olanzapine and quetiapine in healthy volunteers
Pisarev V.V.1, Ulyashova M.M.1, Vdovin K.A., Tiseyko N.I.2
1 — Research and Production Center Probiotek, Moscow, Russia
2 — JSC «Northern Star», Moscow, Russia
Summary 
This article presents the results of three studies of bioequivalence tablet forms of atypical antipsychotics risperidone, 

olanzapine, and quetiapine produced by JSC «Northern Star», Russia and the corresponding original drugs risperidone, 
olanzapine and quetiapine. Studies have been done by determining the concentrations of risperidone, olanzapine and 
quetiapine in the blood plasma of healthy volunteers after a single dose compared drugs inside an empty stomach open 
randomized crossover design in two stages, with two sequences medication. Plasma samples were analyzed by validated 
volunteers using HPLC with mass spectrometric detection. Analyzed for drugs following pharmacokinetic parameters were 
calculated: Cmax, AUC0-t, AUC0-?, Cmax/AUC0-t, TSmax, kel, T1/2. 90% confi dence intervals relations for log-transformed values ??of 
AUC0-t, Cmax and Smax/AUC0-t study drugs risperidone were respectively 91,39-112,98%, 91,12-105,02%, 88,69-104,50% and the 
study drugs olanzapine 89,32-121,29%, 95,79-114,68%, 87,11-116,42% and in the study drugs quetiapine 93,24-115,84%, 
90,03-120,80% and 92,96-108,33%. According to studies, it was concluded bioequivalence compared drugs risperidone, 
olanzapine and quetiapine. 

Keywords: risperidone, olanzapine, quetiapine, pharmacokinetics, bioequivalence.

Введение

Резкое увеличение расходов на здравоохранение 

в последние годы поставило новую задачу — выбор 

способа лечения, который оптимально сочетает в 

себе клиническую эффективность, безопасность и 

стоимость. Высококачественные воспроизведенные 

лекарственные препараты (дженерики) представля-

ют собой надёжную и недорогую альтернативу ори-

гинальным лекарственным препаратам. Основным 

видом медико-биологического контроля качества 

воспроизведенных препаратов является оценка био-

эквивалентности. Данный тип исследований позво-

ляет сделать обоснованные заключения о качестве 
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сравниваемых препаратов по относительно меньше-

му объему первичной информации и в более сжатые 

сроки, чем при проведении клинических исследова-

ний [1].

В настоящее время объём реализации дженериков 

на фармацевтическом рынке Российской Федерации, 

как и во многих других странах мира, количествен-

но превосходит долю оригинальных препаратов [2]. 

Существующая тенденция справедлива и в отно-

шении психотропных препаратов, среди которых 

лидирующее положение занимают нейролептики. 

Появление нового поколения антипсихотических 

препаратов — атипичных нейролептиков, также на-

зываемых антипсихотическими препаратами второго 

поколения, определило переход к новым стандартам 

переносимости и безопасности для препаратов этой 

группы. Обладая сравнимыми с типичными нейро-

лептиками показателями терапевтической эффек-

тивности, атипичные антипсихотические препараты 

являются предпочтительными на всех этапах фарма-

котерапии (основном, поддерживающем и профи-

лактическом) благодаря значительно более низким 

показателям развития клинически значимых побоч-

ных эффектов [3].

В данной статье представлены результаты трёх ис-

следований биоэквивалентности таблетированных 

форм атипичных нейролептиков РИСПЕРИДОН, 

ОЛАНЗАПИН и КВЕТИАПИН производства ЗАО 

«Северная звезда», Россия и соответствующих им 

оригинальных препаратов рисперидона, оланзапина 

и кветиапина.

Материалы и методы

Данные клинические исследования проводились 

в соответствии с этическими принципами Хельсинк-

ской Декларации Всемирной Медицинской Ассо-

циации (Сеул, 2008 г.), трехсторонним соглашением 

по Надлежащей Клинической Практике (ICH GCP) 

и регламентировались действующим законодатель-

ством РФ [4-5]. Соответствующие протоколы иссле-

дований одобрены Министерством здравоохранения 

Российской Федерации.

Исследуемые лекарственные препараты
Все исследуемые лекарственные препараты (Т) 

были предоставлены Спонсором исследований — 

компанией ЗАО «Северная звезда» (Россия):

  РИСПЕРИДОН таблетки, покрытые пленоч-

ной оболочкой, 4 мг производства ЗАО «Север-

ная звезда», Россия (серия 11009);

  ОЛАНЗАПИН таблетки, покрытые пленочной 

оболочкой, 10 мг производства ЗАО «Северная 

звезда», Россия (серия 10910);

  КВЕТИАПИН таблетки, покрытые пленочной 

оболочкой, 25 мг производства ЗАО «Северная 

звезда», Россия (серия 11111).

  В качестве препаратов сравнения (R) использо-

вались оригинальные препараты рисперидона, 

оланзапина и кветиапина:

  РИСПОЛЕПТ таблетки, покрытые оболоч-

кой, 4 мг производства «Янссен Фармацевтика 

Н.В.», Бельгия (серия 9JL3300);

  ЗИПРЕКСА® таблетки, покрытые пленочной 

оболочкой, 10 мг производства Эли Лилли энд 

Компани Лимитед, Великобритания (серия 

А722587);

  СЕРОКВЕЛЬ таблетки, покрытые плёночной 

оболочкой, 25 мг производства АстраЗенека 

ЮК Лтд, Великобритания (серия HV962).

Дизайн исследований
Данные исследования проведены по открытой 

рандомизированной перекрёстной схеме в два эта-

па, с двумя последовательностями приёма исследу-

емого препарата и препарата сравнения, натощак, в 

условиях клинического центра на 18 (для препаратов 

рисперидона и оланзапина) или 24 (для препара-

тов кветиапина) здоровых добровольцах в возрасте 

от 18 до 45 лет, включенных в исследование после 

подписания информированного согласия и прове-

дения медицинского обследования. Скрининговое 

обследование включало получение демографических 

данных, данных медицинского и медикаментозного 

анамнеза, проведение физикального осмотра, вклю-

чающего измерение роста и массы тела, основных 

жизненных показателей (артериального давления, 

частоты сердечных сокращений, температуры тела), 

регистрацию ЭКГ в 12 отведениях, общие анали-

зы крови и мочи, биохимический анализ крови с 

определением концентраций глюкозы, общего би-

лирубина, креатинина, активности печёночных ами-

нотрансфераз (АЛТ, АСТ) и щелочной фосфатазы 

(ЩФ), серологическое исследование крови на ВИЧ, 

сифилис, вирусные гепатиты В и С, анализ мочи на 

злоупотребление лекарствами и приём наркотиков, 

для женщин — тест на беременность. Вопрос о вклю-

чении добровольца в исследование решался на осно-

ве собранной информации с учетом критериев вклю-

чения и невключения.

Исследование состояло из двух равнозначных 

этапов. Перед приёмом препарата на I этапе иссле-

дования добровольцы распределялись на две группы 

случайным образом, согласно схеме рандомизации. 

До приёма препарата на каждом этапе исследования 

проводились физикальный осмотр; измерение основ-

ных жизненных показателей (АД, ЧСС, температура 

тела), тест на беременность (для женщин), тест на 

запах алкоголя. На I этапе исследования доброволь-

цы, вошедшие в 1 группу, принимали исследуемый 

препарат; добровольцы 2 группы — препарат сравне-

ния. На II этапе исследования (через 7 дней для пре-

паратов рисперидона и кветиапина и через 14 дней 

для препаратов оланзапина) добровольцы 1 группы 
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принимали препарат сравнения; добровольцы 2 груп-

пы — исследуемый препарат.

После приёма исследуемых препаратов добро-

вольцы находились под постоянным медицинским 

наблюдением, включающим измерение ЧСС, АД и 

температуры тела, физикальный осмотр, регистра-

цию ЭКГ в 12 отведениях и оценка нежелательных 

явлений и сопутствующей терапии. Все клинически 

значимые отклонения определяемых параметров 

безопасности от диапазона нормальных значений 

регист рировались как нежелательные явления.

Отбор образцов крови на каждом этапе исследо-

вания осуществлялся до приёма препаратов и через 

0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 5,0; 8,0; 12,0; 24,0 и 48,0 ч после 

приёма препаратов рисперидона, через 1,0; 3,0; 4,0; 

5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 10,0; 12,0; 24,0; 48,0; 96,0 и 144,0 ч 

после приёма препаратов оланзапина и через 0,25; 

0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 5,0; 8,0; 12,0; 24,0 и 36,0 ч после 

приёма препаратов кветиапина. При этом в течение 

24 ч добровольцы находились в клиническом цен-

тре, далее для отбора образцов крови добровольцы 

посещали клинический центр амбулаторно. Отбор 

образцов крови производили из локтевой вены стан-

дартным лицензированным оборудованием — в тече-

ние первых 12 ч путём катетеризации локтевой вены, 

далее одноразовыми шприцами. Образцы помеща-

ли в гепаринизированные вакутейнеры и выдержи-

вали 5-10 минут до момента центрифугирования. 

После центрифугирования (2500 об/мин в течение 

10 мин) отделенную плазму помещали в маркирован-

ные пластиковые флаконы. До момента анализа все 

образцы хранились при температуре -50°C.

Определение концентраций рисперидона, оланзапи-
на и кветиапина в плазме крови добровольцев

Концентрации рисперидона, оланзапина и кве-

тиапина в образцах плазмы крови добровольцев 

определяли на базе биоаналитической лаборато-

рии Научно-производственного центра Пробиотек 

с исполь зованием валидированных методов вы-

сокоэффективной жидкост ной хроматографии и 

масс-спектрометрии согласно принципам GLP.

Анализ рисперидона проводили на хроматогра-

фе Agilent 1100, соединённом с масс-спектрометром 

Agilent 1946C. Детектирование проводили по основ-

ному иону m/z 411.2. Для выделения рисперидона из 

плазмы к образцу объёмом 250 мкл добавляли 1000 

мкл ацетонитрила, смешивали и далее центрифуги-

ровали при 13000 об/мин. Надосадочную жидкость 

объёмом 1000 мкл упаривали досуха в токе воздуха 

при 50°С, сухой осадок растворяли в 250 мкл воды, 

пригодной для ВЭЖХ, и 20 мкл вводили в хромато-

граф. Степень извлечения рисперидона из плазмы 

крови составила 81,0%. Для хроматографического 

разделения была использована хроматографическая 

колонка Zorbax SB C18, 7,5x4,6 мм, 3,5 мкм в гради-

ентном режиме элюирования со скоростью потока 

подвижной фазы 0,5 мл/мин и температурой разде-

ления 50°С. В качестве подвижной фазы использо-

вали 0,1М формиат аммония и метанол. Время удер-

живания рисперидона составило 5,6 мин. Обработку 

результатов осуществляли с помощью программ-

ного продукта Chemstation А10.02. Калибровочная 

кривая имела линейную зависимость в диапазоне 

1,50 — 50,00 нг/мл. Предел обнаружения рисперидо-

на составил 1,50 нг/мл.

Анализ оланзапина проводили на хроматографе 

Agilent 1100, соединённом с тандемным масс-спек-

трометром AppliedBioSystems API 4000. Детекти-

рование проводили по основному иону m/z 313.2 и 

дочернему иону m/z 256.2. Для выделения оланзапи-

на из плазмы к образцу объёмом 250 мкл добавляли 

1000 мкл ацетонитрила, смешивали и далее центри-

фугировали при 13000 об/мин. Надосадочную жид-

кость объёмом 1000 мкл упаривали досуха в токе азота 

при 50°С, сухой осадок растворяли в 250 мкл раство-

ра 0,1% муравьиной кислоты в воде и 3 мкл вводили 

в хроматограф. Степень извлечения оланзапина из 

плазмы крови составила 76,8%. Для хроматографи-

ческого разделения была использована хроматогра-

фическая колонка HyperSil Gold, С8, 150x2,1 мм, 

5 мкм в градиентном режиме элюирования со ско-

ростью потока подвижной фазы 0,5 мл/мин и тем-

пературой разделения 50°С. В качестве подвижной 

фазы использовали 0,1% муравьиную кислоту и аце-

тонитрил.Время удерживания оланзапина составило 

2,5 мин. Обработку результатов осуществляли с по-

мощью программного продукта Analyst 1.5. Кали-

бровочная кривая имела квадратичную зависимость 

в диапазоне 0,50 — 50,00 нг/мл. Предел обнаружения 

оланзапина составил 0,50 нг/мл.

Анализ кветиапина проводили на хроматографе 

Agilent 1100, соединённом с масс-спектрометром 

Agilent 1946C. Детектирование проводили по ос-

новному иону m/z 384,5. Для выделения кветиапи-

на из плазмы к образцу объёмом 250 мкл добавляли 

25 мкл водного раствора аммиака и 1,5 мл этилаце-

тата, перемешивали и далее центрифугировали при 

12000 об/мин. Надосадочную жидкость объёмом 

1000 мкл упаривали досуха в токе азота при 40°С, 

сухой остаток растворяли в 50 мкл 15% ацетонитрила 

в 0,1% растворе муравьиной кислоты и 10 мкл вводи-

ли в хроматограф для анализа. Степень извлечения 

кветиапина из плазмы крови составила 62,5%. Для 

хроматографического разделения была использована 

хроматографическая колонка Luna, С18, 150x2,0 мм, 

5 мкм в градиентном режиме элюирования со скоро-

стью потока подвижной фазы 0,5 мл/мин и темпера-

турой разделения 45°С. В качестве подвижной фазы 

использовали 0,1М раствор муравьиной кислоты и 

ацетонитрил. Время удерживания кветиапина со-

ставило 3,8 мин. Обработку результатов осуществля-

ли с помощью программного продукта Chemstation 

А10.02. Калибровочная кривая имела линейную 
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зависимость в диапазоне 1,00—200,00 нг/мл. Предел 

обнаружения кветиапина составил 1,0 нг/мл.

Расчёт фармакокинетических параметров и ста-
тистическая обработка полученных результатов

Расчёт фармакокинетических параметров, по-

строение фармакокинетических кривых и статисти-

ческий анализ данных осуществлялись с использова-

нием пакетов программ SPSS Statistics 19.0 и Microsoft 

Excel 2007.

Для каждого добровольца по результатам опреде-

ления концентрации активного вещества в плазме 

крови после приёма исследуемого препарата и препа-

рата сравнения рассчитывались следующие фарма-

кокинетические параметры: C
max 

(максимальное из-

меренное значение концентрации вещества в плазме 

крови добровольца); TC
max 

(время достижения C
max

); 

k
el
 (константа скорости элиминации, которая оцени-

вается по угловому коэффициенту конечного моно-

экспоненциального участка фармакокинетической 

кривой, описанного с помощью нелинейного ре-

грессионного анализа); Т
1/2 

(период полувыведения; 

рассчитанный как натуральный логарифм (ln) (2)/

k
el
); AUC

0-t 
(площадь под фармакокинетической кри-

вой, начиная с нулевого значения времени (момент 

приё ма препарата), до времени отбора последнего 

образца крови, рассчитывалась по методу трапеций); 

AUC
0-
͚
 
(площадь под фармакокинетической кривой, 

начиная с нулевого значения времени до бесконеч-

ности, рассчитанная как AUC
0-
͚ = AUC

0-t
 + C

t
/k

el
, где 

C
t
 — это последняя измеренная концентрация ве-

щества в плазме крови); AUC
0-t

/AUC
0-
͚
 
(отношение 

значений AUC
0-t

 к AUC
0-
͚ , выраженное в процентах, 

определяется как индикатор адекватности времени 

отбора образцов крови); C
max

/AUC
0-t

(относительная 

скорость всасывания). По сле дующий анализ фарма-

кокинетических данных предусматривал вычисле-

ние относительных биодоступ ностей рисперидона, 

оланзапина и кветиапина после приёма исследуе-

мого препарата по сравнению с приёмом препарата 

сравнения f’ = AUC
0-t

(T)/AUC
0-t

(R), а также вычис-

ление отношений f” = C
max

(T)/C
max

(R) для каждого 

препарата.

Для всех фармакокинетических параметров рас-

считывались следующие параметры дескриптивной 

статистики: среднее арифметическое значение ( ), 

стандартное отклонение среднего (SD), среднее ге-

ометрическое значение (G), коэффициент вариации 

(CV), медиана (Median), максимальное (Max) и ми-

нимальное (Min) значения.

После проведения логарифмического преобра-

зования значения основных фармакокинетических 

параметров AUC
0-t

, C
max

 и C
max

/AUC
0-t

 анализирова-

лись с помощью дисперсионного анализа (ANOVA). 

Для обычной рандомизированной перекрёстной схе-

мы статистическая модель дисперсионного анализа 

включала следующие факторы, вносящие вклад в 

наблюдаемую вариацию данных: последователь-

ность приёма препаратов, этапы (периоды) иссле-

дования, препараты, добровольцы (внутри последо-

вательности). Дисперсионный анализ применялся 

для проверки гипотез о статистической значимости 

вклада каждого из указанных факторов в наблюда-

емую вариабельность. Полученная с помощью дис-

персионного анализа оценка остаточной вариации 

использовалась при расчёте 90%-ного доверительно-

го интервала для отношений средних значений соот-

ветствующего параметра.

Вывод о биоэквивалентности сравниваемых пре-

паратов рисперидона, оланзапина и кветиапина был 

сделан с использованием подхода, основанного на 

оценке 90%-ных доверительных интервалов для от-

ношений средних значений логарифмически пре-

образованных фармакокинетических параметров 

AUC
0-t

, C
max

 и C
max

/AUC
0-t

. Сравниваемые препараты 

считались биоэквивалентными, если границы оце-

ненного 90% доверительного интервала для AUC
0-t

 

находились в пределах 80—125%. Для показателей 

C
max

 и C
max

/AUC
0-t

, характеризующихся большей ва-

риабельностью, эти пределы составляли 75—133% 

[1].

Результаты и их обсуждение

Фармакокинетические параметры и оценка 
биоэкви валентности сравниваемых препаратов

На рис. 1-3 представлены усреднённые фармако-

кинетические кривые рисперидона, оланзапина и 

кветиапина в плазме крови добровольцев в линейных 

координатах. Как видно из сравниваемых кривых, 

характер зависимостей «концентрация — время» 

рисперидона, оланзапина и кветиапина для сравни-

ваемых препаратов практически не отличается.

На основании полученных фармакокинетических 

кривых для каждого добровольца были рассчитаны 

индивидуальные фармакокинетические параметры 

рисперидона, оланзапина и кветиапина, необходи-

мые для оценки биоэквивалентности сравниваемых 

препаратов: С
max

, AUC
0-t

 и C
max

/AUC
0-t

. Для получе-

ния дополнительной информации также были рас-

считаны AUC
0-t

, TС
max

, k
el
, T

1/2
. Средние значения 

рассчитанных фармакокинетических параметров и 

другие характеристики дескриптивной статистики 

представлены в табл. 1. Сравнительный анализ полу-

ченных данных показал, что исследуемые препараты 

рисперидона, оланзапина и кветиапина производ-

ства ЗАО «Северная звезда» и соответствующие им 

оригинальные препараты статистически достоверно 

не различаются по основным фармакокинетическим 

параметрам, а разброс индивидуальных значений 

идентичен для двух препаратов.

Средние значения (± стандартное отклонение) 

относительных биодоступностей (f’) рисперидона, 

оланзапина и кветиапина после приёма исследуе-
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Рис. 2. Усреднённые фармакокинетические кривые оланзапина в плазме крови 18 добровольцев после однократного приёма препаратов ОЛАНЗАПИН 
(ЗАО «Северная звезда», Россия) и ЗИПРЕКСА® (Эли Лилли энд Компани Лимитед, Великобритания) в дозе 10 мг (в линейных координатах)

Рис. 1. Усреднённые фармакокинетические кривые рисперидона в плазме крови 18 добровольцев после однократного приёма препаратов РИСПЕРИДОН 
(ЗАО «Северная звезда», Россия) и РИСПОЛЕПТ («Янссен Фармацевтика Н.В.», Бельгия) в дозе 4 мг (в линейных координатах)
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Рис. 3. Усреднённые фармакокинетические кривые кветиапина в плазме крови 24 добровольцев после однократного приёма препаратов КВЕТИАПИН 
(ЗАО «Северная звезда», Россия) и СЕРОКВЕЛЬ (АстраЗенека ЮК Лтд, Великобритания) в дозе 25 мг (в линейных координатах)
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мых препаратов по сравнению с приёмом соответ-

ствующих препаратов сравнения, а также отношения 

максимальных концентраций для данных препара-

тов (f”) представлены в табл. 2.

Результаты дисперсионного анализа (данные не 

представлены) позволили для сравниваемых параме-

тров принять нулевую гипотезу о том, что различия в 

средних значениях основных фармакокинетических 

параметров не вызваны различиями между сравнива-

емыми препаратами — фактор «препарат» при уровне 

значимости 5% внёс статистически незначительный 

вклад в общую вариацию фармакокинетических пара-

метров AUC
0-t

, C
max

 и С
max

/AUC
0-t

 рисперидона, олан-

запина и кветиапина (p < 0,05). Эффекты, вызван-

ные факторами «период» и «последовательность», 

для фармакокинетических параметров AUC
0-t

, С
max

 и 

С
max

/AUC
0-t 

всех препаратов также были статистиче-

ски незначимыми (p < 0,05). При этом статистически 

значимый эффект фактора «Доброволец (внутри по-

следовательности)» (р> 0,05) присутствовал для всех 

фармакокинетических параметров и свидетельство-

вал лишь об межиндивидуальной вариабельности 

внутри группы добровольцев.

Рассчитанные значения 90%-ных доверительных 

интервалов для отношений средних значений лога-

рифмически преобразованных значений фармако-

кинетических параметров AUC
0-t

, С
max

 и С
max

/AUC
0-t 

рисперидона, оланзапина и кветиапина, а также ко-

эффициенты внутрииндивидуальной вариабельно-

сти этих параметров представлены в табл. 3.

Доверительный интервал для отношения лога-

рифмически преобразованных значений AUC
0-t

 

рисперидона составил 91,39—112,98% (среднее зна-

чение 101,61%). Рассчитанный 90% доверительный 

интервал не выходит за установленные рамки био-

эквивалентности. Для логарифмически преобра-

зованных значений С
max

 и С
max

/AUC
0-t

 рисперидона 

доверительные интервалы отношений составили 

91,12—105,02% (среднее значение 97,82%) и 88,69—

104,50% (среднее значение 96,27%), что также удов-

летворяет критериям биоэквивалентности [1].

Доверительный интервал для отношения ло-

гарифмически преобразованных значений AUC
0-t

 

оланзапина составил 89,32—121,29% (среднее значе-

ние 104,08%). Рассчитанный 90% доверительный ин-

тервал не выходит за установленные рамки биоэкви-

валентности. Для логарифмически преобразованных 

значений С
max

 и С
max

/AUC
0-t

 оланзапина доверитель-

ные интервалы отношений составили 95,79—114,68% 

(среднее значение 104,81%) и 87,11—116,42% (сред-

нее значение 100,70%), что также удовлетворяет кри-

териям биоэквивалентности [1].

Доверительный интервал для отношения ло-

гарифмически преобразованных значений AUC
0-t

 

кветиапина составил 93,24—115,84% (среднее зна-

чение 103,98%). Рассчитанный 90% доверитель-

ный интервал не выходит за установленные рамки 

биоэквивалентности. Для логарифмически преоб-

разованных значений С
max

 и С
max

/AUC
0-t

 кветиапи-

на доверительные интервалы отношений состави-

ли 90,03—120,80% (среднее значение 104,29%) и 

92,96—108,33% (среднее значение 100,30%), что 

также удовлетворяет критериям биоэквивалент-

ности [1].
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Таблица 1
Фармакокинетические параметры рисперидона, оланзапина и кветиапина 

после однократного приёма соответствующих исследуемых препаратов и препаратов сравнения

Параметр

C
max

, нг/мл TС
max

, ч AUC
0-t

, нг•ч/мл AUC
0-, нг•ч/мл C

max
/AUC

0-t
, ч-1 k

el
,ч-1 T

1/2
, ч

T R T R T R T R T R T R T R

Рисперидон

 30,17 30,51 1,31 1,25 183,96 170,27 188,07 174,16 0,189 0,195 0,148 0,138 7,13 7,78

SD 22,29 21,56 0,42 0,49 179,22 135,91 179,34 135,97 0,078 0,072 0,117 0,092 3,67 6,90

G 25,23 25,79 1,24 1,19 144,55 142,27 147,88 145,73 0,175 0,181 0,116 0,113 5,95 6,15

CV,% 73,90 70,67 32,55 39,41 97,42 79,82 95,36 78,07 41,26 36,92 78,72 66,49 51,46 88,61

Median 24,65 25,32 1,25 1,00 146,09 121,29 146,91 130,08 0,182 0,191 0,084 0,098 8,22 7,13

Min 11,93 12,39 0,50 1,00 49,29 83,81 49,29 83,81 0,085 0,091 0,052 0,021 1,54 1,95

Max 99,68 99,65 2,00 3,00 850,68 607,38 850,68 607,38 0,327 0,323 0,450 0,355 13,20 33,15

Оланзапин

8,23 7,95 4,94 5,17 274,77 266,77 294,80 289,40 0,033 0,033 0,021 0,024 39,76 37,63

SD 4,30 4,09 1,26 1,38 152,67 152,50 174,83 179,23 0,013 0,013 0,013 0,019 13,62 15,12

G 7,21 6,88 4,79 4,98 228,64 219,67 239,31 231,59 0,032 0,031 0,019 0,021 36,82 33,74

CV,% 52,29 51,50 25,46 26,76 55,56 57,16 59,31 61,93 39,55 38,80 62,55 77,62 34,27 40,18

Median 7,58 7,23 5,00 5,00 270,49 231,14 274,10 231,14 0,029 0,031 0,017 0,018 39,77 38,33

Min 2,80 2,23 3,00 3,00 39,54 41,66 39,54 41,66 0,021 0,016 0,011 0,012 11,08 7,68

Max 17,82 14,47 7,00 8,00 620,68 517,24 672,14 625,49 0,071 0,067 0,063 0,090 61,46 58,15

Кветиапин

56,12 53,91 1,75 1,73 351,65 339,55 360,63 348,37 0,171 0,171 0,126 0,139 6,54 6,10

SD 23,76 23,51 0,69 0,66 143,16 160,18 149,53 167,47 0,051 0,053 0,059 0,078 2,64 2,37

G 51,87 49,74 1,60 1,62 316,07 304,08 322,61 310,57 0,164 0,164 0,115 0,124 6,01 5,58

CV,% 42,34 43,61 39,52 37,95 40,71 47,17 41,46 48,07 29,71 31,19 46,30 55,97 40,32 38,90

Median 50,86 49,09 1,50 1,50 389,28 344,25 393,20 348,66 0,174 0,162 0,111 0,122 6,35 6,01

Min 23,20 27,48 0,50 0,50 81,18 126,53 81,18 126,53 0,099 0,104 0,065 0,069 2,57 1,65

Max 129,06 126,83 3,00 3,00 557,13 703,68 571,48 727,36 0,286 0,304 0,270 0,421 10,68 10,01
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Таблица 2
Средние значения (± стандартное отклонение) относительных биодоступностей (f’) рисперидона, оланзапина и кветиапина 

после приёма исследуемых препаратов по сравнению с приёмом соответствующих препаратов сравнения, 

а также отношения максимальных концентраций для данных препаратов (f”)

Параметр Рисперидон Оланзапин Кветиапин

f’ 1,100 ± 0,547 1,106 ± 0,399 1,086 ± 0,325

f” 0,991 ± 0,166 1,071 ± 0,229 1,125 ± 0,433

Таблица 3
90% доверительные интервалы для отношений средних значений (μ

Т
/μ

R
) параметров AUC

0-t
, C

max
 и C

max
/AUC

0-t
 рисперидона, оланзапина 

и кветиапина (логарифмически преобразованные данные) и коэффициенты внутрииндивидуальной вариабельности для них

Параметр

отношение 
средних значений 

(μ
Т
/μ

R
)

90% доверительные интервалы

Коэффициент 

внутрииндивидуальной 

вариабельности

Нижняя граница Верхняя граница

Рисперидон

AUC
0-t

101,61% 91,39% 112,98% 18,32%

C
max

97,82% 91,12% 105,02% 12,29%

C
max

/AUC
0-t

96,27% 88,69% 104,50% 14,21%

Оланзапин

AUC
0-t

104,08% 89,32% 121,29% 26,72%

C
max

104,81% 95,79% 114,68% 15,59%

C
max

/AUC
0-t

100,70% 87,11% 116,42% 25,29%

Кветиапин

AUC
0-t

103,98% 93,24% 115,84% 22,17%

C
max

104,29% 90,03% 120,80% 30,15%

C
max

/AUC
0-t

100,30% 92,96% 108,33% 15,59%

Безопасность
Наличие нежелательных эффектов препаратов оце-

нивалось по жалобам добровольцев, а также по данным 

физикального осмотра, оценки основных жизненных 

показателей и регистрации ЭКГ в 12 отведениях.

Наибольшее количество нежелательных явлений 

наблюдалось у добровольцев после однократного при-

ёма препаратов рисперидона в дозе 4 мг. За время ис-

следования в общей сложности у 18 участников зареги-

стрировано 86 нежелательных явлений — от одного до 

девяти у каждого добровольца. Нежелательные явле-

ния наблюдались как после приёма исследуемого пре-

парата РИСПЕРИДОН производства ЗАО «Северная 

звезда», Россия (47 нежелательных явлений, или 54,7% 

от общего числа задокументированных НЯ), так и по-

сле приёма препарата сравнения РИСПОЛЕПТ произ-

водства «Янссен Фармацевтика Н.В.», Бельгия (39 не-

желательных явлений, или 45,3% от общего их числа) и 

были расценены исследователями как «вероятно» или 

«отдаленно» имеющими связь с приёмом исследуемых 

препаратов. Наиболее частыми нежелательными яв-

лениями после приёма препаратов рисперидона были 

сонливость (25 случаев), заложенность носа (20 случа-

ев), головокружение (10 случаев), учащенное сердцеби-

ение (6 случаев), артериальная гипертензия (4 случая) 

и гипотония (3 случая), в единичных случаях наблюда-

лись тошнота, заторможенность, чувство тревоги, на-

рушение сна, бессонница, слабость, тяжесть в голове, 

сухость во рту, чувство нехватки воздуха, угнетенное 

настроение, апатия, дизартрия. Ни одно из нежела-

тельных явлений не было серьезным и не потребовало 

назначения дополнительной терапии. Все нежелатель-

ные явления прекратились без последствий.

После однократного приёма препаратов оланза-

пина в дозе 10 мг из 18 включенных в исследование 

добровольцев (популяция безопасности), 12 человек 
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сообщили о 31 нежелательном явлении как после при-

ёма исследуемого препарата ОЛАНЗАПИН (ЗАО «Се-

верная звезда», Россия), так и после приёма препара-

та сравнения ЗИПРЕКСА® (Эли Лилли энд Компани 

Лимитед, Великобритания). В группе исследуемого 

препарата было задокументировано 13 (41,9%) нежела-

тельных явлений, в то время как в группе сравнения — 

18 (58,1%). Наиболее частыми нежелательными явле-

ниями были «слабость», «сонливость» и «головокру-

жение». У трёх добровольцев наблюдалась гипотония 

средней степени тяжести. Все наблюдаемые у добро-

вольцев нежелательные явления были расценены как 

«связанные» с приёмом исследуемого препарата или 

препарата сравнения. Все наблюдаемые нежелатель-

ные явления носили несерьезный характер и прекра-

щались без использования дополнительной терапии.

После приёма препаратов кветиапина в дозе 25 мг за-

регистрировано 6 нежелательных явлений у 4 доброволь-

цев из 24 (2 из них при приёме исследуемого препарата 

(33,3%) и 4 — при приёме препарата сравнения (67,7%)). 

В 5 случаях участники исследования испытывали сонли-

вость, и у одного добровольца наблюдалась заторможен-

ность. Данные нежелательные явления были расценены 

исследователем как несерьёзные, лёгкие и связанные с 

приёмом препарата. Все зарегистрированные нежела-

тельные явления разрешились без последствий.

По данным дополнительных методов исследований 

нежелательных явлений выявлено не было.

Таким образом, все нежелательные явления, заре-

гистрированные после приёма препаратов рисперидо-

на, оланзапина и кветиапина, были связаны с приёмом 

исследуемых препаратов и обусловлены фармакологи-

ческим действием последних.

Заключение

Рассчитанные в процессе статистического ана-

лиза 90%-ные доверительные интервалы для от-

ношений логарифмически преобразованных зна-

чений AUC
0-t

, С
max

 и С
max

/AUC
0-t

 в исследовании 

препаратов рисперидона составили, соответственно, 

91,39—112,98%; 91,12—105,02% и 88,69—104,50%, 

в исследовании препаратов оланзапина 89,32—

121,29%; 95,79—114,68% и 87,11—116,42% и в ис-

следовании препаратов кветиапина 93,24—115,84%; 

90,03—120,80% и 92,96—108,33%. Полученные ре-

зультаты удовлетворяют общепринятому критерию 

биоэквивалентности — границы доверительных ин-

тервалов для параметра AUC
0-t

 должны находиться в 

диапазоне 80—125%, для С
max

 и С
max

/AUC
0-t

 — в диапа-

зоне 75—133%. Следовательно, биоэквивалентность 

препаратов РИСПЕРИДОН, ОЛАНЗАПИН и КВЕ-

ТИАПИН производства ЗАО «Северная звезда», Рос-

сия и соответствующих им оригинальных препаратов 

РИСПОЛЕПТ («Янссен Фармацевтика Н.В.», Бель-

гия), ЗИПРЕКСА® (Эли Лилли энд Компани Лими-

тед, Великобритания) и СЕРОКВЕЛЬ (АстраЗенека 

ЮК Лтд, Великобритания) следует считать установ-

ленной.

На основании анализа безопасности при про-

ведении исследований биоэквивалентности препа-

ратов — атипичных антипсихотиков производства 

ЗАО «Северная звезда», Россия, можно сделать вы-

вод, что исследуемые препараты обладают сопоста-

вимым профилем безопасности в сравнении с со-

ответствующими оригинальными лекарственными 

средствами.
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ВЭЖХ определение, 
фармакокинетика и относительная 
биодоступность левофлоксацина 

производства ООО «ОЗОН», Россия
Кондратенко С.Н., Стародубцев А.К., Сеник Е.А., Дралова О.В., Кудинова С.Н.

Кафедра клинической фармакологии и пропедевтики внутренних болезней, 

отдел метаболического синдрома НИЦ ГБОУ ВПО 

Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова, г. Москва

Резюме

Описана простая, специфичная, чувствительная и хорошо воспроизводимая методика количественного опреде-
ления левофлоксацина в плазме крови с применением высокоэффективной жидкостной хроматографии с УФ-спек-
трофотометрическим детектированием. С помощью настоящей методики изучена фармакокинетика и относитель-
ная биодоступность отечественного воспроизведённого препарата левофлоксацин у 18 здоровых добровольцев 
после однократного перорального приёма в дозе 500 мг. Установлено, что тестируемый препарат левофлоксацин 
(ООО «Озон», Россия) является биоэквивалентным препарату сравнения Таваник® («Санофи Винтроп Индустрия», 
Франция).

Ключевые слова: левофлоксацин, ВЭЖХ, плазма крови, фармакокинетика, биодоступность, биоэквивалент-
ность, воспроизведённые препараты, дженерик.

HPLC determination, pharmacokinetics and relative bioavailability of levofl oxacin produced by «OZONE», Russia
Kondratenko S.N., Starodubtcev A.K., Senik E.A., Dralova O.V., Kudinova S.N.
Department of Clinical Pharmacology and Internal Medicine propaedeutic department metabolic syndrome SIC Medical 

University
First Moscow State Medical University. IM Sechenov, Moscow
Summary 
A simple, specifi c, sensitive and reproducible good method for quantitative determination of Levofl oxacin in plasma 

using HPLC with UV-spectrophotometric detection. With this technique the pharmacokinetics and relative bioavailability 
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France).

Keywords: levofl oxacin, HPLC, blood plasma, pharmacokinetics, bioavailability, bioequivalence, generic drugs, generic

Введение

Левофлоксацин — синтетический антибактери-

альный препарат широкого спектра действия из груп-

пы фторхинолонов, содержащий в качестве активно-

го вещества левовращающий изомер офлоксацина, 

широко применяемый в лечении инфекций лёгкой и 

средней тяжести у взрослых в виде таблеток под фир-

менным названием Таваник®.

Левофлоксацин (ООО «ОЗОН», Россия) — новый 

отечественный препарат-дженерик, содержащий в 

одной таблетке, покрытой плёночной оболочкой, 

500 мг левофлоксацина. Создание воспроизведённых 

препаратов предполагает обязательное проведение 

фармакокинетических исследований, а также оценку 

их биоэквивалентности оригинальному лекарствен-

ному препарату, которая является основным видом 

медико-биологического контроля качества дженери-

ков [1].

Цель исследования

Целью настоящего исследования явилось изуче-

ние фармакокинетики, относительной биодоступно-

сти и биоэквивалентности препарата левофлоксацин 

(ООО «ОЗОН», Россия) в сравнении с его утверждён-

ным аналогом в России Таваник® («Санофи Винтроп 

Индустрия», Франция»).
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Материалы и методы

В фармакокинетическое исследование было 

включено 18 здоровых добровольцев: 11 мужчин и 7 

женщин в возрасте от 18 до 40 лет (средний возраст 

24,6±1,6 лет). Чтобы избежать периодических эффек-

тов и исключить межвидовую вариабельность иссле-

дование проводили по открытой рандомизированной 

перекрёстной схеме. Рандомизация проводилась ме-

тодом генерации случайных чисел с использовани-

ем статистической программы SAS v9.0. В процессе 

рандомизации каждому добровольцу, включённому в 

исследование, присваивался рандомизационный но-

мер, который определял последовательность приёма 

исследуемого препарата и препарата сравнения (T/R 

или R/T) и в ходе исследования не изменялся.

В 8.30 — 9 ч утра добровольцам в локтевую вену 

вводился индивидуальный гепаринизированный ка-

тетер, отбиралась проба крови (исходная). Затем до-

бровольцы принимали таблетку (500 мг) одного из 

исследуемых препаратов в соответствии с планом 

рандомизации в присутствии медицинского персо-

нала, запивая 200 мл кипячёной воды комнатной 

температуры. Взятие проб крови на изучение содер-

жания левофлоксацина осуществлялось в дискрет-

ные интервалы времени: через 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 

3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 24 и 36 ч после приёма одного из 

сравниваемых препаратов в объёме примерно 5 мл 

каждый образец. На протяжении первых 12-ти ч про-

бы крови отбирались с помощью индивидуального 

гепаринизированного катетера, установленного в 

локтевую вену, затем катетер удалялся, и забор кро-

ви через 24 и 36 ч после приёма препаратов осущест-

влялся посредством разовой венопункции. Всего 

за 2 этапа исследования у 18 добровольцев было полу-

чено 576 образцов. Стандартный лёгкий завтрак допу-

скался лишь через 3 ч после приёма препарата. Период 

вымывания препарата между этапами составил 7 дней.

Концентрацию левофлоксацина в плазме крови 

добровольцев определяли методом обращённофазной 

высокоэффективной жидкостной хроматографии с 

УФ-спектрофотометрическим детектированием. За 

основу нами была выбрана методика Flor S.С. с соавт. 
[2], которая была модифицирована. Количественное 

определение левофлоксацина в плазме крови осу-

ществляли следующим образом.

Реактивы. Субстанция левофлоксацина (ЗАО «Ак-

тивный компонент» Россия) серия 40409, хлороформ 

для хроматографии («Химмед», Россия), ацетонитрил 

для хроматографии («Химмед», Россия), метанол для 

жидкостной хроматографии («Labscan», Ирландия), 

гексансульфоновый натрий, гидрофосфат натрия, 

дигидрофосфат натрия («Sigma», США), кислота ор-

тофосфорная («Химмед», Россия), вода бидистилли-

рованная. Стандартные растворы левофлоксацина 

готовили растворением в метаноле, хранили при 4°С.

Обработка биопроб. К 0,5 мл плазмы крови добавляли 

250 мкл фосфатного буферного раствора (рН=7) и 5 мл 

хлороформа, экстрагировали 15 мин при интенсивном 

встряхивании в завинчивающихся пробирках. Затем 

водный и органический слои разделяли центрифуги-

рованием (10 мин при 4500 об/мин). После чего плазму 

крови отбрасывали с помощью «ловушки», а органиче-

скую фазу количественно переносили в коническую кол-

бу и упаривали досуха под вакуумом с помощью ротор-

ного испарителя при температуре 370С. Сухой остаток 

растворяли в 250 мкл элюента, перемешивали на Vortex-

мешалке 60 секунд. Затем пробу фильтровали через 

мембранный фильтр с диаметром пор 0,22 мкм, аликвоту 

(25 мкл) наносили на колонку хроматографа.

Хроматографический анализ. Анализ проводили 

на высокоэффективном жидкостном хроматогра-

фе «Hewlett-Packard» (США) с УФ-спектрофотоме-

трическим детектором с переменной длиной волны 

Series 1050 при длине волны 310 нм и аттенюации 4–5. 

Использовалась обращённофазная хроматографиче-

ская колонка μBondapakТМ С18, 10 мкм, 3,9150 мм 

(«Waters», США).

Элюирование проводили мобильной фазой, состо-

ящей из ацетонитрила, метанола и раствора солевого 

буфера в объёмном соотношении 12:35:53, доведённой 

до рН=3 ортофосфорной кислотой. Солевой буфер го-

товили растворением в 1 л бидистиллированной воды 

2,68 г дигидрофосфата натрия и 30,8 мг гексансульфо-

нового натрия.

Полученный элюент перед анализом фильтровали 

через мембранный фильтр с диаметром пор 0,22 мкм 

и дегазировали под вакуумом. Разделение проводили 

при комнатной температуре. Скорость элюирования 

составляла 1 мл/мин, время удерживания левофлок-

сацина — 3,1 ± 0,2 мин. Хроматограмма стандартного 

раствора левофлоксацина представлены на рис. 1, а 

хроматограммы плазмы крови добровольца — на рис. 2.
 

А Б В

Рис. 1. Хроматограмма стандартного раствора левофлоксацина (1 мкг/мл).

Рис. 2. Хроматограммы проб плазмы крови добровольца (А — до приёма 
препарата левофлоксацин; Б — через 0,25 ч; В — через 2,5 ч после приёма 
препарата левофлоксацин).
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Количественное определение левофлоксацина в плаз-

ме крови проводили методом абсолютной калибровки. 

Калибровку проводили следующим образом. К 0,5 мл 

плазмы крови, не содержащей препарата, добавляли 

такие количества стандартного раствора левофлокса-

цина, чтобы его концентрация соответствовала диа-

пазону концентрации в плазме крови пациентов при 

обычном режиме дозирования [3, 4] (0, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 

2, 3, 5, 7, 10 и 13 мкг/мл). Далее поступали в соответ-

ствии с описанной методикой.

В указанном диапазоне концентраций калибровоч-

ная зависимость была линейной, коэффициент детер-

минации r2 =0,995644, уравнение регрессии имело вид:

у = —0,2135 + 0,0048х 

где  у — концентрация левофлоксацина в плазме крови 
(мкг/мл);

        х — площадь хроматографического пика левофлок-
сацина.

Метрологические характеристики методики. Отно-

сительная погрешность среднего результата (точность 

методики) составляет 6,0; 14,4; 6,6 и 5,7%, а стандарт-

ное отклонение среднего результата (воспроизводи-

мость) составляет 0,02; 0,12; 0,16 и 0,31 мкг/мл (или 

2,4; 6,0; 2,6 и 2,2%) соответственно для концентрации 

левофлоксацина 0,8; 2,0; 6,0 и 14,0 мкг/мл плазмы кро-

ви. Рассчитанные метрологические характеристики не 

превышают критических значений. Истинное содер-

жание левофлоксацина в пробах находится в рассчи-

танных доверительных границах, а разработанная ме-

тодика количественного определения левофлоксацина 

в плазме крови свободна от систематических ошибок.

Проведённое исследование по валидации аналити-

ческой методики количественного определения лево -

флоксацина в плазме крови человека методом высоко-

эффективной жидкостной хроматографии с спектро-

фотометрическим детектированием показало, что эф-

фективность экстракции левофлоксацина из плазмы 

крови составляет 77,4±1,3%, чувствительность метода 

анализа составляет 0,1 мкг/мл, воспроизводимость, 

точность и достоверность результатов анализа с учётом 

критериев приемлемости достигается во всём интерва-

ле концентрации (0,1 — 13,0 мкг/мл плазмы). Поэтому 

представленная методика количественного определе-

ния левофлоксацина в плазме крови была использо-

вана для проведения клинического фармакокинетиче-

ского исследования препаратов левофлоксацина.

Препараты. Тестируемый препарат — левофлокса-

цин — таблетки, покрытые плёночной оболочкой, по 

500 мг, производства ООО «Озон», Россия. Серия пре-

парата 011210, срок годности до 01.2014 г.

Препарат сравнения — Таваник® — таблетки, по-

крытые оболочкой, по 500 мг, производства «Сано-

фи Винтроп Индустрия», Франция. Серия препарата 

0H14F, срок годности до 01.2016.

Фармакокинетические параметры рассчитывали 

модельно-независимым методом статистических мо-

ментов с помощью программы «M-IND» для персо-

нального компьютера [5]. Рассчитывали следующие 

внемодельные параметры: максимальную концен-

трацию С
max

, время её достижения T
max

, площадь под 

фармакокинетической кривой в пределах от момента 

введения до момента отбора последней пробы крови 

AUC
0-t

 и в пределах от момента введения до бесконеч-

ности AUC
0-, общий клиренс препарата Cl

t
, период 

полуэлиминации Т
1/2

, среднее время удержания пре-

парата в организме MRT, объём распределения препа-

рата V
z
. Рассчитывали также отношение максимальной 

концентрации к площади под фармакокинетической 

кривой C
max

/AUC
0-t

, разности между значениями T
max 

для тестируемого препарата и препарата сравнения 

(как характеристики скорости всасывания), относи-

тельную скорость всасывания (как отношение значе-

ний C
max

/AUC
0-t

 тестируемого препарата и препарата 

сравнения), относительную биодоступность f, относи-

тельную степень всасывания f `, отношение максималь-

ных концентраций f `` препарата левофлоксацин (ООО 

«Озон», Россия) по сравнению с препаратом Таваник® 

(«Санофи Винтроп Индустрия», Франция). Статисти-

ческую обработку полученных результатов проводи-

ли с помощью программы «InStat» для персонального 

компьютера.

Результаты и их обсуждение

Динамика усреднённых значений концентрации ле-

вофлоксацина (среднее значение ± стандартное откло-

нение среднего) в плазме крови здоровых добровольцев 

после однократного перорального приёма препаратов 

левофлоксацин и Таваник® представлена на рис. 3.
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Рис. 3. Усреднённые фармакокинетические кривые препаратов левофлок-
сацин (T) и Таваник® (R)

Значения концентрации левофлоксацина в плаз-

ме крови добровольцев для каждого момента времени 

статистически достоверно не различаются для иссле-

дуемых препаратов, а профили усреднённых фармако-

кинетических кривых практически совпадают. После 

приёма как тестируемого препарата, так и препарата 
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сравнения левофлоксацин быстро всасывался из желу-

дочно-кишечного тракта в системный кровоток, через 

0,25 часа уже регистрировался в плазме крови добро-

вольцев (1,61±0,29 и 1,05±0,18 мкг/мл, соответствен-

но), достигая максимального уровня к 1,5 ч (4,51±0,42 

и 4,73±0,40 мкг/мл, соответственно), затем препарат 

медленно выводился из организма, и через 36 ч после 

приёма ещё обнаруживался в плазме добровольцев в 

незначительном количестве (0,18±0,05 и 0,12±0,03 мкг/

мл, соответственно). Наблюдался умеренный разброс 

индивидуальных значений концентрации (C.V.=26—

55%), за исключением стадии всасывания (0,25—0,5 ч), 

где коэффициент вариации несколько выше (65—77%).

В табл. 1 представлены результаты расчётов фарма-

кокинетических параметров препаратов левофлокса-

цин и Таваник®. Результаты приведены в виде среднего 

значения ± стандартная ошибка среднего.

Таблица 1
Фармакокинетические параметры 

препаратов Левофлоксацин и Таваник®

Параметры Левофлоксацин Таваник

С
max

, мкг/мл 5,47 ± 0,36 5,44 ± 0,33

Tmax, ч 1,44 ± 0,14 1,47 ± 0,15

AUC
0-t

, мкг·ч/мл 46,03 ± 3,51 46,07 ± 3,87

AUC
0-, мкг·ч/мл 50,15 ± 3,58 50,47 ± 3,90

Cl
t
, л/ч 11,02 ± 0,97 11,10 ± 0,95

T
l/2

, ч 10,2 ± 0,8 10,2 ± 0,7

MR
T
, ч 14,1 ± 1,0 13,8 ± 0,9

V
z
, л 165,0 ± 19,0 166,7 ± 19,4

C
max

/ AUC
0-t

, 1/ч 0,123 ± 0,007 0,124 ± 0,006

Как видно из представленных данных, значения 

всех фармакокинетических параметров изученных 

препаратов статистически достоверно не различают-

ся, а разброс индивидуальных значений идентичен для 

двух препаратов. Полученные нами данные аналогич-

ны литературным [3, 4].

Значения C
max

/AUC
0-t

 для изученных препаратов ста-

тистически достоверно не различаются. Разности между 

значениями T
max

 для тестируемого препарата и препара-

та сравнения близки к 0, среднее значение составляет 

0,03±0,19 ч. Приведённые данные свидетельствуют о том, 

что скорости всасывания препаратов левофлоксацин и 

Таваник® статистически достоверно не различаются.

Значения относительной биодоступности (f) пре-

парата левофлоксацин по сравнению с препаратом 

Таваник® у всех добровольцев находятся в диапазоне 

85,6—118,6%, имеет место незначительный разброс 

индивидуальных значений относительной биодоступ-

ности (C.V.=10%). Среднее значение относительной 

биодоступности препарата левофлоксацин составляет 

100,40±2,32%, среднее геометрическое — 99,95%.

Индивидуальные значения относительной степе-

ни всасывания (f `) препарата левофлоксацин по срав-

нению с препаратом Таваник® у всех добровольцев 

варьируют в диапазоне 80,4—130,2%, разброс инди-

видуальных значений относительной степени всасы-

вания незначительный (C.V.=12%). Среднее значение 

относительной степени всасывания препарата лево-

флоксацин составляет 101,56±2,95%, среднее геоме-

трическое значение — 100,83%.

Индивидуальные значения отношения максималь-

ных концентраций (f ``) препаратов левофлоксацин и 

Таваник® у всех добровольцев находятся в пределах 

80,8—140,9%. Среднее значение отношений макси-

мальных концентраций препаратов левофлоксацин 

и Таваник® составляет 101,70±4,45%, среднее геоме-

трическое значение — 100,17%. Наблюдается незна-

чительный индивидуальный разброс значений отно-

шений максимальных концентраций, коэффициент 

вариации не превышает 19%.

Индивидуальные значения относительной скоро-

сти всасывания препарата левофлоксацин по срав-

нению с препаратом Таваник® у всех волонтёров 

находятся в пределах 79,7—136,4%, разброс индиви-

дуальных значений относительной скорости всасыва-

ния незначительный (C.V.=16%). Среднее значение 

относительной скорости всасывания препарата лево-

флоксацин составляет 100,45±3,81%, среднее геоме-

трическое значение — 99,29%.

Доверительные интервалы для С
max

, AUC
0-t

, С
max

/AUC
0-t

 

составляют соответственно 0,930—1,060; 0,958—1,062; 

0,935—1,096, т.е. не выходят за допустимые границы [1].

Таким образом, не выявлено статистически досто-

верных различий в процессах всасывания, распреде-

ления и элиминации двух препаратов, а также в их 

относительной биологической доступности. В связи 

с этим может быть сделан вывод о том, что препара-

ты левофлоксацин (ООО «Озон», Россия) и Таваник® 

(«Санофи Винтроп Индустрия», Франция) биоэкви-

валентны по фармакокинетическим показателям.

Литература

1. Методические рекомендации по проведению качественных клинических исследований биоэквивалентности лекарственных препара-

тов «Оценка биоэквивалентности лекарственных средств». Москва, 2008. 32 с.

2. Flor S.C., Rogge M.C., Chow A.T. Bioequivalence of oral and intravenous ofloxacin after multiple-dose administration to healthy male volunteers. 

// Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 1993. vol. 37, № 7. Р. 1468-1472.

3. Janssen-Ortho Inc. Product Monograph Levavin (levofloxacin). Antimicrobial Agent. Control №:105554. 2006. Р. 44-46.

4. Падейская Е.Н., Яковлев В.П. Антимикробные препараты группы фторхинолонов в клинической практике. Москва, Логата. 1998. 351 с.

5. Агафонов А.А., Пиотровский В.К. Программа M-IND оценки системных параметров фармакокинетики модельно-независимым мето-

дом статистических моментов. // Хим.-фарм. журнал. 1991. №10. С. 16 — 19.



Исследования биоэквивалентностиИсследования биоэквивалентности

фармакокинетика И фармакодинамика№1.2013 27

Биоэквивалентность бисопролола, 
таблетки покрытые оболочкой 10 мг 

АО «Химфарм», Республики Казахстан
Будач Я.М.1, Курилов О.Э.1, Сариев А.К.2, Абаимов Д.А.2, Ширяева М.В.2,

Стырова Е.Ю.2, Алтынбеков С.А.3, Джолдыгулов Г.А.3, Серяков В.Н.3, Алтынбеков К.С.3

1 — АО «Химфарм», Республика Казахстан
2 — ФГБУ «Научный центр неврологии» РАМН, Москва
3 — РГКП «Республиканский научно-практический центр психиатрии, 

       психотерапии и наркологии» МЗ Республика Казахстан

Резюме

В рамках перекрёстного, однократного, открытого, рандомизированного исследования с 10 дневным перио-
дом отмывки, с двумя последовательностями была изучена биоэквивалентность двух таблетированных форм бисо-
пролола на 18 добровольцах (дозировка 10 мг). Образцы плазмы крови анализировали валидированным методом 
ВЭЖХ-МС/МС в течение 48 часов. Для анализируемых препаратов рассчитаны следующие фармакокинетические 
параметры: AUC0-t, Cmax, tmax, Cmax/AUC. 90% доверительный интервал для логарифмически преобразованных значе-
ний для AUC0-t составил 0,9142 — 1,0568 и для Cmax — 0,9371 — 1,0473. По результатам исследования был сделан 
вывод о биоэквивалентности сравниваемого препарата бисопролола.

Ключевые слова: бисопролол, биоэквивалентность, фармакокинетика

Bioequivalence of bisoprolol, coated tablets 10 mg 
JSC «Chimpharm» Republic of Kazakhstan 
Budach Y.M.1, Kurilo O.E.1, Sariev A.K.2, Abaimov D.A.2, Shiryaev M.V.2, Styrova E.Y.2, Altynbekov S.A.3, Dzholdygulov G.A.3, 

Seryakov V.N.3, Altynbekov K.S.3 
1 — JSC «Chimpharm» Republic of Kazakhstan 
2 — FGBI «Neurology Research Center», RAMS 
3 — State Enterprise «Republican Scientifi c and Practical Centre for Psychiatry, Psychotherapy and Addiction» MoH 

Republic of Kazakhstan 
Summary   
Within the cross, a single, open, randomized study with 10 day washout period, the two sequences has been studied 

bioequivalence of tablet forms two bisoprolol 18 volunteers (10 mg dosage). Plasma samples were analyzed by a validated 
HPLC-MS/MS within 48 hours. For preparations analyzed following pharmacokinetic parameters were calculated: AUC0-t, Cmax, 
Tmax, Cmax/AUC. 90% confi dence interval for log-transformed values for AUC0-t was 0.9142—1.0568 for Cmax—0,9371—1,0473. 
The study concluded that comparable drugs were bioequivalence of bisoprolol.   

Keywords: bisoprolol, bioequivalence, pharmacokinetics

Введение

Известно, что в клинической практике препараты, 

которые содержат одно и то же действующее активное 

вещество, но разработанные различными фармацевти-

ческими производителями, могут существенно отли-

чаться по фармакологической активности. Нередко это 

обусловлено различием ингредиентного состава вспомо-

гательных веществ, содержащихся в твёрдой лекарствен-

ной форме [6]. Во всём мире для подтверждения одина-

ковой терапевтической активности воспроизводимых 

препаратов проводятся исследования биоэквивалент-

ности. При этом в качестве основного критерия выби-

рается достаточно «близкая» биодоступность изучаемых 

1-/4-//2-(1-метил-этокси) этокси/метил/фенок-

си/-3-/(1-метилэтил) амино/-2-пропанол 

(в виде фумарата), мол. масса — 325.443 г/моль

Рис. 1. Структурная химическая формула бисопролола
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лекарственных средств. В этой связи, целью настоящей 

работы являлось исследование биоэквивалентности вос-

произведённого лекарственного препарата Бисопролола 

таблетки, покрытые оболочкой 10 мг (T, test — АО «Хим-

фарм», Республика Казахстан) в сравнении с Конкором® 

(R, standart — «Мерк КГаА.» Германия).

Материалы и методы исследования

Исследуемые препараты
В качестве тест-препарата (Тест; Т) был использо-

ван Бисопролол таблетки, покрытые оболочкой (про-

изводитель — АО «ХИМФАРМ», Республика Казах-

стан), в качестве препарата-сравнения (Референс; R) 

использовался препарат Конкор® таблетки, покрытые 

оболочкой («Мерк КГаА.», Германия).

Дизайн исследования
Дизайн исследования соответствовал утверждённому 

протоколу исследования (№ BEq-Bis-02-2013, Версия 1.0 

от «24» январь 2013г.), а также требованиям «Надлежа-

щей клинической практики» (GCP) [1, 2, 3, 4, 8]. 18 здо -

ровых волонтёров молодого возраста мужского (n=7) и 

женского (n=11) пола (возраст — 35,2±7,4 лет, массы 

тела — 68,7±13,4 кг) после подписания информирован-

ного согласия были направлены в клиническую базу 

РГКП «Республиканский научно-практический центр 

психиатрии, психотерапии и наркологии» МЗ Респу-

блики Казахстан. Там они были разделены на 2 группы 

случайным образом, согласно схеме рандомизации. Все 

участники были проверены на наличие наркотических 

веществ и алкоголя, кроме того, волонтёрам женского 

пола был проведён тест на беременность. Общий ана-

лиз крови, биохимия и ЭКГ были проведены дважды: до 

начала исследования и в последний визит (в конце вто-

рого этапа исследования). В оба периода исследования 

участники находились в исследовательском центре не-

прерывно в течение 48 ч. Период «отмывки» (wash-out) 

между этапами составлял 10 дней (1 этап — 18.04.2013; 

2 этап — 29.04.2013). На обоих этапах исследования от-

бор образцов крови (5 мл) производился: до введения 

дозы (0 ч), и в течение 48 часов после введения препара-

та. Взятие образцов крови для последующего определе-

ния содержания бисопролола в плазме крови осущест-

влялось в дискретные интервалы времени 0; 0.5; 1.0; 2.0; 

3.0; 4.0; 6.0; 8.0; 12.0; 24.0 и 48.0 ч после приёма препара-

тов. Перед каждым отбором крови больной находился в 

течение 5 минут в лежачем положении. Кровь была взя-

та из локтевой вены (с нулевого фона до 4 ч, путём кате-

теризации локтевой вены) и с 6 по 48 ч. одноразовыми 

шприцами в количестве 5-10 мл в стеклянные пробирки 

с добавлением гепарина. Образцы крови отстаивались в 

течение 15 мин в условиях комнатной температуры, за-

тем путём центрифугирования (3000 об/мин в течение 

10 мин) получали плазму крови. Плазма хранилась при 

температуре -24°С. Приготовление стандартных раство-

ров бисопролола осуществлялось в плазме крови.

Аналитический метод
Для количественного определения бисопролола 

применяли метод [9] с модификациями.

Растворители, реактивы и материалы

Все реактивы, использованные в работе, имели ха-

рактеристики чистоты не ниже х.ч., растворители име-

ли маркировку HPLC-grade.

Приготовление образцов для анализа

Для приготовления растворов стандартных образцов 

использовали субстанции стандартов бисопролола (произ-

водитель «Аревифарма GmbH», Германия, серия 4047807) 

и метопролола (производитель «Ипка Лабораториз 

Лимитед», Индия, серия 0015О5RI). Для количественного 

определения готовили маточные растворы стандартов би-

сопролола и метопролола в метаноле с концентрациями 

1 мг/мл. Раствор бисопролола применяли для приготов-

ления растворов рабочих стандартных образцов на плазме 

крови с концентрациями 0,78 нг/мл; 1,56 нг/мл; 3,125 нг/

мл; 6,25 нг/мл; 12,5 нг/мл; 25 нг/мл; 50 нг/мл, 100 нг/мл. 

Раствор внутреннего стандарта с концентрацией 1 мг/мл 

разбавляли в 400 раз для получения рабочего раствора ме-

топролола с концентрацией 2,5 мкг/мл.

Экстракция биспоролола из плазмы крови
Жидкостную экстракцию бисопролола и метопроло-

ла осуществляли согласно Peste G. et al., 2009 [9]. К 0,5 мл 

плазмы с содержащимися в ней аналитом добавляется 

50 мкл раствора внутреннего стандарта с концентраци-

ей 2,5 мкг/мл для достижения конечной концентрации 

250 нг/мл. Затем плазму крови подщелачивали 0,5 мл 

0,1 M NaOH, образец перемешивали. Далее к образцу 

добавляли 5 мл диэтилового эфира, полученную смесь 

встряхивали на вибромиксере на скорости 2000 об/мин 

в течение 5 мин. Далее образцы центрифугировали для 

разделения слоёв в течение 5 мин, надосадочный орга-

нический слой декантировали и упаривали в вакуумном 

центрифужном концентраторе при температуре 45°С. 

Сухой остаток растворяли в 0,5 мл метанола и инжекти-

ровали в петлю хроматографа в объёме 10 мкл.

Хромато-масс-спектрометрический анализ
Насос — «Finnigan Surveyor LC Pump Plus». Детек-

тор — масс-спектрометрический детектор «LCQ Fleet 

MS» (квадрупольная ионная ловушка). Аналитическая 

колонка — Hypersil Gold C18 фирмы Thermo Electron 

Corp., США (1004,6 мм; 5 мкм). Подвижная фаза со-

стояла из двух растворов: 10 мМ ацетат аммония (рас-

твор А) и ацетонитрил — 10 мМ ацетат аммония (90:10) 

(раствор Б), взятых в соотношении 15%A:85%Б, работа 

проводилась в изократическом режиме элюирования. 

Скорость потока подвижной фазы 0,6 мл/мин. Объём 

пробы — 10 мкл. Температура разделения 25°С. Продол-

жительность хроматографирования — 8 минут. Время 

удерживания аналита — 4,95 мин. Время удерживания 

внутреннего стандарта (метопролол) — 4,65 мин. Де-

тектирование: масс-спектрометрическое, по дочернему 
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иону с m/z 116,1 образующемуся в результате распада 

молекулярного иона бисопролола с m/z 326,4 при нор-

мализованной энергии соударений 25 eV (масс-спектр 

второго порядка для бисопролола представлен на рис. 

2). Внутренний стандарт (метопролол) детектировали по 

дочернему иону с m/z 191,0 образующемуся в результа-

те распада молекулярного иона метопролола с m/z 268,4. 

Масс-спектрометр работал в режиме регистрации ионов, 

положительно заряженных электроспреем (ESI), созда-

ваемым напряжением в 5 кВ. Скорость потока газа-не-

булайзера (азота): 5 л/мин, давление на распылителе — 

100 psi. Температура интерфейса капилляра составляла 

350°С, температура нагревателя — 300°С. Амплитуда 

возбуждения на концевых электродах ловушки 0,1 В. Де-

тектирование проводилось в режиме полного сканиро-

вания МС/МС — Full Scan ms2, в диапазоне m/z 120-900. 

В качестве демпфирующего газа в ионной ловушке ис-

пользовался гелий. Данные обрабатывались с помощью 

Xcalibur 2.1 w/Foundation 1.0.1.

Метод количественного определения: отношение 

площадей хроматографических пиков аналита и вну-

треннего стандарта — концентрация. Метод внутрен-

него стандарта.

Регрессия: линейная. Метод наименьших квадра-

тов.

Диапазон калибровки: 0,78 — 100 нг/мл. Точность 

количественного определения бисопролола представ-

лена в табл. 1.

Таблица 1
Точность количественного определения бисопролола 

в течение рабочего дня

Концентрация нг/мл %C.V. %dev n

3,125 7,82 -3,71 6

12,5 5,50 4,27 6

50 6,63 -3,88 6

Предел количественного определения — 0,78 нг/мл

А

Б

Рис. 2. Масс-спектры второго порядка для бисопролола (А) и метопролола (Б)
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а — Хроматограмма экстракта интактной плазмы крови (верхнее окно — MS1 m/z 100-800, среднее окно — MS2 

бисопролола, нижнее окно — MS2 метопролола).

б — Хроматограмма стандартного раствора бисопролола с концентрацией 100 нг/мл.

в — Хроматограмма экстракта плазмы крови с концентрацией бисопролола 50 нг/мл, верхний пик — пик аналита, 

нижний пик — пик внутреннего стандарта.

Рис. 3. Хроматограммы экстрактов плазмы крови
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Специфичность определения бисопролола: уста-

новлено, что матричные эффекты коэкстрактивных 

веществ из плазмы крови не мешают определению 

бисопролола и внутреннего стандарта. Типичные хро-

матограммы интактной плазмы крови, образца бисо-

пролола с концентрацией 25 нг/мл и плазмы крови с 

концентрацией бисопролола 50 нг/мл представлены 

ниже (рис. 3а, б, в).

Метод количественного определения: Отношение 

площадей хроматографических пиков аналитов и вну-

треннего стандарта — концентрация. Метод внутрен-

него стандарта.

Регрессия: Линейная. Метод наименьших квадра-

тов.

Диапазон калибровки: 0,625 — 40 нг/мл.

Типичная калибровочная кривая представлена на 

рис. 4.

Градуировочная зависимость бисопролола в плазме 

крови описывалась формулой:

С= 79,731AR 

где С
 
— концентрация бисопролола (нг/мл), AR (Area 
Ratio)— отношение площадей пиков аналита и 
внутреннего стандарта. Коэффициент корреля-
ции составил R2 = 0.9979, что соответствует 
хорошей аппроксимации [7].

Предел количественного определения — 0,78 нг/мл.

Точность и воспроизводимость

Точность выражалась в виде коэффициента вариа-

ции (%C.V.) для каждой серии образцов согласно урав-

нению:

100%SD
x
 ,

где SD — стандартное отклонение серии определе-
ний;

x — среднее арифметическое значение полученных 
концентраций.

Воспроизводимость измерялась, как процент откло-

нения (%dev.) от теоретического значения по формуле:

100%x 



 ,

где x — среднее арифметическое значение полученных 
концентраций;

 — теоретическая концентрация.

Метрологическая характеристика среднего резуль-

тата

x — среднее арифметическое значение полученных 
концентраций;

SD — стандартное отклонение;

XS  — стандартное отклонение среднего результата;

x  — полуширина доверительного интервала (р=0,95);

%  — ошибка среднего результата.

Точность в течение рабочего дня

Каждый из образцов, предназначенных для кон-

троля качества, анализировали в течение 1 рабочего 

дня (6 определений). Также провели контроль во вре-

мя исследования и после его окончания. Для 3,125 нг/

мл средняя точность составила 7,82%C.V. и -3,71%dev. 

Остальные пробы с концентрациями 12,5 и 50 нг/мл 

имели точность от 5,50 до 6,63%C.V. Воспроизводи-

мость колебалась от -3,88 до 4,27%dev.

Результаты представлены в табл. 2.

Таблица 2
Точность определения бисопролола в плазме крови 

в течение рабочего дня

Концентрация добавленная 
(нг/мл)

3,125 12,5 50

Концентрация найденная
(нг/мл)

2,58 12,24 48,05

3,14 13,16 46,57

3,19 12,10 50,87

2,93 13,82 42,62

3,21 13,68 51,25

3,01 13,19 48,99

x 3,01 13,03 48,06

SD 0,24 0,72 3,19

%CV 7,82 5,50 6,63

%dev -3,71 4,27 -3,88

Метрологические характеристики разработанной 

методики представлены в таблице 3. Относительная 

ошибка определения бисопролола не превышала 15%.

Статистическая обработка полученных результатов
Полученные экспериментальные данные подвер-

гнуты математической статистической обработке 

Bisoprolol
Y = 0.0125422*X   R 2̂ = 0.9979   W: Equal
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Рис. 4. Калибровочная кривая бисопролола в плазме крови
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с помощью программы «Statistica v.6.0». В табл. 4 

приведены средние арифметические значения (x), 

соответствующие им стандартные отклонения (SD) 

и стандартные ошибки среднего значения (S
x
), ко-

эффициенты вариации (C.V.%). Расчет фармакоки-

нетических параметров анализируемых препаратов 

был проведен с использованием модельно-незави-

симого метода. В работе кроме (x) и (SD) приведены 

коэффициенты вариации (C.V.%) и размах — непара-

метрический параметр статистики (разность между 

максимальным и минимальным значениями ряда). 

Оценка биоэквивалентности проводилась примени-

тельно к параметрам AUC
0-t

, C
max

 (натуральные и лога-

рифмически преобразованные данные) с использова-

нием методов параметрической статистики. В табл. 6 

представлены результаты работы анализа вариации 

ANOVA для различных показателей биоэквивалент-

ности (lnAUC
0-t

, lnC
max

). Условием применения яв-

ляется предположение о нормальном распределении 

изучаемого показателя. Нулевая гипотеза: между 

средними значениями показателей биоэквивалент-

ности тест- и референс- препарата отсутствуют стати-

стически значимые различия. В качестве источников 

вариации изучаются межиндивидуальные различия 

(испытуемые), последовательность получения пре-

паратов и различия между препаратами. Полученные 

значения сравниваются со значением остаточной ва-

риации с учётом числа степеней свободы (DF). Ре-

зультаты сравнения отражены в столбце F табл. 5. Для 

установления статистически значимых различий меж-

ду средними значениями показателя биоэквивалент-

ности сравниваемых препаратов значение F для стро-

ки «препарат» должно превзойти соответствующее 

табличное значение (таблица критерия Фишера для 

числа степеней свободы (1, n-2) и выбранного уровня 

значимости α). В нашем случае, для 18 добровольцев 

табличное значение F критическое равно 4,49 для 5% 

уровня значимости. Если рассчитанное значение F 

превосходит табличное значение, нулевая гипотеза об 

отсутствии значимых различий между средними зна-

чения данного показателя биоэквивалентности может 

быть отброшена, а различия признаны статистически 

значимыми на соответствующем уровне значимости.

Рассчитывали парные критерии Стьюдента в 

предположении отсутствии влияния периода полу-

чения препарата и нормального распределения из-

учаемого показателя. Гипотеза биоэквивалентности 

принималась, когда 90% доверительный интервал 

для отношения среднего значения (
T
/

R
) логариф-

мически преобразованных данных AUC составлял 

0,8<
T
/

R
<1,20 и для C

max
 0,7<

T
/

R 
<1,43. Границы, 

этих интервалов, рассчитывались при помощи дис-

персионного анализа ANOVA. Расчет 90% довери-

тельных интервалов проводили с использованием 

программы Bioeqv [5].

Результаты и их обсуждение

На рис. 5 — представлены усреднённые фармако-

кинетические кривые бисопролола в плазме крови 

добровольцев после однократного приёма таблеток 

Бисопролола и Конкора®, где анализируемое ле-

карственное вещество определяется на протяжении 

48 часов.
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Рис. 5. Усреднённые кинетические кривые бисопролола в плазме крови 
добровольцев после однократного приёма таблеток БИСОПРОЛОЛА (Т) 
и таблеток КОНКОРА® (R): (n=18; ±SD)

Сравнительный анализ основных фармакокине-

тических параметров (табл. 4) бисопролола после од-

нократного приёма 10 мг таблеток Бисопролола и 

Конкора® показал, что изучаемые препараты почти с 

одинаковой скоростью всасываются из желудочно-ки-

шечного тракта (параметр С
max

/AUC
0t

 — для Т соста-

вил 0,0810,018; для R — 0,0800,014 ч -1; xSD). Время 

достижения максимальной концентрации (t
max

) соста-

вило в среднем для Т — 2,110,68 и для R — 2,281,02 

час, соответственно. При этом средняя максимальная 

концентрация бисопролола, определяемая в плазме 

крови добровольцев (C
max

), составила для препарата 

Бисопролола — 40,0310,74 нг/мл и для Конкора® — 

40,7012,86 нг/мл.

Таблица 3
Метрологические характеристики методики определения бисопролола в плазме крови

Взято 
(нг/мл)

Найдено (нг/мл) x SD XS x %

3,125 2,93 3,21 3,01 2,93 3,34 3,39 3,13 0,20 0,18 0,46 14,57

12,50 13,82 13,68 13,19 13,52 12,58 12,21 13,17 0,64 0,51 1,32 10,04

50,00 42,62 51,25 48,99 45,09 46,72 48,82 47,25 3,10 2,44 6,27 13,28
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Индивидуальный анализ основного параметра, ха-

рактеризующего степень и скорость всасывания дей-

ствующего вещества из лекарственной формы — AUC
0t

 

указывает на значительную вариабельность данного 

параметра (размах для препарата Бисопролола со-

ставил 663,07 и для препарата Конкора® — 628,16 нг/

млч). Среднее значение AUC
0t

 для тест-препарата 

составило 518,42±190,97 и для референс—препара-

та — 527,91±192,51 нг/млч. Относительная биодо-

ступность таблеток Бисопролола по отношению к 

таблеткам Конкора®, определяемая отношением со-

ответствующих значений AUC
0-t

, составила в среднем 

0,9978±0,1813 (усреднённые данные на основании 

точечных индивидуальных оценок). Доверительный 

интервал для логарифмически преобразованных 

значений AUC
0-t

 составил 0,9142—1,0568. Степень 

биодоступности, определяемая отношением соответ-

ствующих значений C
max

, составила 0,9988±0,1313, а 

доверительный интервал для логарифмически преоб-

разованных значений C
max

 — 0,9371 — 1,0473 (табл. 5). 

Полученные доверительные интервалы лежат, в уста-

новленных «Рекомендациями», пределах, что говорит 

в пользу биоэквивалентности исследуемых препара-

тов [5].
Таблица 5

90% доверительные интервалы отношения средних значений 
(T/R) AUC

0-t
, C

max
 

(логарифмически преобразованные данные), 
полученные на основе дисперсионного анализа (ANOVA)

Параметры Нижнее значение Среднее значение Верхнее значение

AUC
0-t

0,9142 0,9978 1,0568

C
max

0,9371 0,9988 1,0473

Дисперсионный анализ также показал, что 2 источ-

ника вариации, учитываемых при установлении биоэк-

вивалентности, т.е. «препараты» и «последовательность 

приёма препаратов» в дисперсионных отношениях F 

для этих факторов не превосходят табличное значение 

(табл. 6).

Таблица 6
Результаты дисперсионного анализа 

фармакокинетических параметров (ln AUC
0-t

 и ln C
max

), 
определяющих биодоступность бисопролола из таблеток 

ln AUC0-t

Источник вариации SS DF MS F

Препарат 0,003 1 0,003 0,17312

Последовательность 0,021 1 0,021 1,33199

Испытуемые 3,737 17 0,220 14,17685

Остаточная вариация 0,248 16 0,016 -

Общая вариация 4,008 35 - -

ln Cmax

Источник вариации SS DF MS F

Препарат 0,001 1 0,001 0,08666

Последовательность 0,003 1 0,003 0,28815

Испытуемые 2,307 17 0,136 14,88405

Остаточная вариация 0,146 16 0,009 -

Общая вариация 2,456 35 - -

Обозначения в таблице: 
SS — сумма квадратов отклонений; 
MS — средний квадрат; 
DF — число степеней свободы; 
F — рассчитанное значение F-критерия Фишера (при уровне значимости 
α=5%).

Следует подчеркнуть, что для установления 

статистически значимых различий между средни-

ми значениями показателя биоэквивалентности 

сравниваемых препаратов значение F для строки 

«препарат» должно превзойти соответствующее та-

бличное значение (таблица критерия Фишера для 

числа степеней свободы (1, n-2) и выбранного уров-

ня значимости α). В нашем случае, для 18 пациен-

тов табличное значение F критическое равно 4,49 

для Р=0,95. Рассчитанное значение F не превос-

ходит табличное значение (для параметра lnAUC
0-t

 

Таблица 4
Фармакокинетические параметры бисопролола у добровольцев после однократного приёма 20 мг бисопролола (Т) и Конкора® (R)

Размерность

AUC
0-t 

(нг/млч) C
max 

(нг/мл) t 
max 

(ч) C
max

/ AUC (ч-1)

Т R Т R Т R Т R

x 518,42 527,91 40,03 40,70 2,11 2,28 0,081 0,080

SD 190,97 192,51 10,74 12,86 0,68 1,02 0,018 0,014

XS 45,04 45,40 2,53 3,03 0,16 0,24 0,004 0,003

C.V.% 36,8 36,5 26,8 31,6 32,0 44,7 22,7 17,4

Размах 663,07 628,16 32,73 40,67 2,00 5,00 0,06785 0,05771
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F = 0,17312 и для ln C
max

 F = 0,08666). Следовательно, 

нулевая гипотеза об отсутствии значимых различий 

между средними значениями данного показателя 

биоэквивалентности подтверждается, а различия не 

признаются статистически значимыми на соответ-

ствующем уровне значимости. Из результатов ис-

следования относительной биологической доступ-

ности двух препаратов следует, что исследуемый 

препарат Бисопролол, таблетки, покрытые оболочкой 

10 мг, производства АО «ХИМФАРМ», Республи-

ка Казахстан является биоэквивалентным препарату 

сравнения Конкор®, таблетки, покрытые оболочкой 

10 мг, производства «Мерк КГаА.» Германия.

Основные выводы

1. Таблетки «Бисопролол» с фармакокинетической 

позиции являются биоэквивалентным к таблеткам 

«Конкор®».

2. Результаты сравнительного фармакокинетического 

исследования позволяют утверждать, что «Бисопро-

лол» и «Конкор®» имеют одинаковую эффектив-

ность и переносимость.

3.  С учётом основных положений доказательной ме-

дицины целесообразность проведения генериче-

ской замены препарата «Конкор®» препаратом «Би-

сопролол» является обоснованной.
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Изучение фармакокинетики 
трёх лекарственных форм препарата 
для регенеративной генной терапии 

повреждений поверхностных тканей человека 
различной этиологии
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2 — ФГБУ «Научно-исследовательский институт экспериментальной меди-

цины» СЗО РАМН, г. Санкт-Петербург

Резюме

Целью настоящего исследования явилось сравнение фармакокинетических и фармакодинамических показа-
телей трёх лекарственных форм нового лекарственного препарата на основе плазмидной ДНК pCIGF для регене-
ративной генной терапии повреждений поверхностных тканей человека различной этиологии. Доклиническое 
исследование фармакологических свойств и лекарственной безопасности препарата проведено на мышах, ко-
торым препарат вводился однократно и двукратно. Введение жидкой и лиофилизованной форм препарата про-
водили внутримышечно, гелевая форма применялась наружно. Анализировали различные органы: мозг, сердце, 
кровь (лейкоцитарную массу и сыворотку), лёгкое, печень, почку, селезёнку, мышцу (место укола) на наличие в 
них плазмиды в зависимости от времени после введения.

Ключевые слова: фармакокинетика, фармакодинамика, регенеративная генная терапия

Examine the pharmacokinetics of three formulations of the drug for regenerative gene therapy damage the 
surface of human tissues of various etiologies 

Duhovlinov I.V.1, Al-Shekhadat R.I.1, Orlov A.I.2 
1 — LLC «Pharma Gen» 
2 — FGBI «Scientifi c Research Institute of Experimental Medicine» RAMS, St. Petersburg 
Summary   
The purpose of this study was to compare the pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters of three formulations 

of a new drug on the basis of plasmid DNA pCIGF for regenerative gene therapy damage the surface of human tissues of 
various etiologies. Preclinical study of the pharmacological properties of the drug and drug safety carried out in mice, which 
was administered once and twice. Introduction of liquid and lyophilized forms of the drug was carried out by intramuscular 
injection, topically applied gel form. Analyzed various organs: brain, heart, blood, lung, liver, kidney, spleen, muscle for the 
presence of plasmid depending on the time after administration. 

Keywords: pharmacokinetics, pharmacodynamics, regenerative gene therapy

Введение

Исследование фармакокинетических свойств но-

вых лекарственных веществ является одним из важ-

нейших этапов доклинических испытаний. Изучение 

фармакокинетики и фармакодинамики лекарствен-

ных препаратов позволяют проанализировать процес-

сы всасывания, метаболизма, распределения и выве-

дения исследуемых лекарственных веществ. Анализ 

процессов распределения позволяет детектировать 

органы и ткани, в которые они проникают наиболее 

интенсивно и/или в которых удерживаются наиболее 

длительно, что может способствовать более деталь-

ному изучению механизмов действия лекарственных 

веществ [1].

Работа посвящена исследованию фармакокинети-

ческих свойств лекарственного препарата для регене-

ративной генной терапии повреждений поверхностных 

тканей человека различной этиологии (механические, 

химические, термические травмы, местные радиаци-

онные и электрические повреждения и т.п.). 

Актуальность проекта связана с ростом травматиз-

ма, смертности и возрастающей инвалидизацией от 

травм в Российской Федерации в условиях неблаго-

приятной экологической обстановки, снижающей ре-

генераторные способности организма человека [2].
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В связи с этим неотъемлемым направлением ре-

шения данной проблемы является разработка новых 

медицинских технологий для лечения травматических 

повреждений. Одним из ключевых элементов системы 

медицинской помощи при травмах является стимуля-

ция процессов регенерации. Процессы регенерации 

являются одним из важнейших механизмов поддержа-

ния гомеостаза организма, особенно при повреждени-

ях различной этиологии. К ним можно отнести травмы 

механические, включая операционные, химические, 

термические, радиационные, ишемические и др. Ре-

генерация повреждённых тканей зависит, в основном, 

от пролиферации в зоне поражения клеток различных 

типов и синтеза клетками как собственных элементов, 

так и компонентов межклеточного вещества.

Лечение ран с использо ванием данного препарата 

превосходит известные способы лечения ран, основан-

ные на стимуляции регенераторных процессов. Лече-

ние заболеваний, требующих стимуляции регенератор-

ных процессов, включая повреждения тканей человека 

различной этиологии, с помощью фармацевтической 

композиции или препарата для генной терапии на ос-

нове синтетического модифицированного гена инсу-

линоподобного фактора роста человека первого типа 

является эффективным и обладает существенным пре-

имуществом, так как позволяет снизить дозы инъекци-

онных препаратов и частоту их введения [3].

Целью данного исследования явилось изучение рас-

пределения в организме и тканевой биодоступности но-

вого лекарственного препарата на основе плазмидной 

ДНК pCIGF для регенеративной генной терапии по-

вреждений поверхностных тканей человека различной 

этиологии. Доклиническое исследование фармаколо-

гических свойств и лекарственной безопасности препа-

рата проведено на мышах, которым препарат вводился 

однократно и двукратно. Введение жидкой и лиофили-

зованной форм препарата проводили внутримышечно, 

гелевая форма применялась наружно. Анализировали 

различные органы: мозг, сердце, кровь (лейкоцитарную 

массу и сыворотку), лёгкое, печень, почку, селезёнку, 

мышцу (место укола) на наличие в них плазмиды в за-

висимости от времени после введения.

Материалы и методы

Получение плазмидной ДНК pCIGF и исследова-

ние фармакокинетических свойств трёх лекарственных 

форм препарата осуществлялось в несколько этапов:

1. Наработка очищенного препарата плазмидной ДНК
Музейная культура штамма Escherichia coli/pCIGF 

представляет собой ночную бульонную культуру, по-

лученную трансформацией штамма E.colli DH10B/R 

(GIBCO, США) рекомбинантной плазмидной ДНК 

pCIGF и выращенную из отдельной колонии на сре-

де Луриа-Бертани (LB) с добавлением ампициллина до 

конечной концентрации 100 мкг/мл. Культивирование 

вели при температуре 37°С, частоте вращения мешал-

ки от 50 до 250 об/мин, обеспечивающей насыщение 

культуры кислородом не менее 30%, до достижения 

оптической плотности 20-40 ед, после чего осущест-

вляли сепарирование биомассы, которая и являлась 

биологической субстанцией для выделения препарата 

pCIGF.

Очистку препаратов плазмидной ДНК проводили 

по методу, предложенному Horn с соавторами [4]. Затем 

применяли только реактивы фармакопейной чистоты 

(pharmaceutical), и свободную от ЛПС деионизирован-

ную воду, проводили работу в стерильных условиях. 

ДНК растворяли в буфере для хроматографии, которая 

проводилась на оборудовании ÄKTAexplorer (Amersh-

am Pharmacia Biotech, Sweden) при скорости протока 

жидкости 0,75 мл/мин. Фракции, содержащие не ме-

нее 50% суперскрученной формы плазмидной ДНК, 

объединяли. ДНК осаждали этанолом и повторно на-

носили на колонку SR 50/100 (Amersham Phаrmacia 

Biotech, Sweden), наполненную Sephacryl S-1000. Объ-

единяли фракции, содержащие не меньше 90% суперс-

крученной формы плазмиды. ДНК осаждали этанолом 

и ресуспендировали в физиологическом растворе хло-

рида натрия.

Для оценки препарата pCIGF использовали ана-

лиз изменения оптической плотности (А) в диапазоне 

длин волн 200-300 нм. Для этого проводили серию из-

мерений оптических плотностей с шагом 10 нм. Далее 

строили график зависимости оптической плотности 

от длины волны. При этом соотношения А
260нм

/А
280нм

 

и А
260нм

/А
230нм

 характеризовали чистоту плазмидной 

ДНК и, соответственно, были не меньше 1,8—1,75.

Для определения концентрации плазмидной ДНК в 

препарате использовали спектрофотометрический ме-

тод. Для этого проводили измерение оптической плот-

ности исследуемого образца в стандартной кювете из 

кварцевого стекла шириной 1 см на спектрофотометре 

СФ-46 (ЛОМО, Россия) при длине волны 260 нм. Кон-

центрацию плазмидной ДНК определяли по формуле:

[ДНК] = А
260

 × N × 50 [мкг/мл], 

где  А
260

 — оптическая плотность исследуемого образ-
ца при длине волны 260 нм;

N — разведение исходного образца.

Конечная концентрация плазмидной ДНК в пре-

парате должна составлять 1 мг/мл. Контроль струк-

туры плазмидной ДНК оценивали при помощи элек-

трофореза. При этом содержание суперскрученной 

формы плазмиды было не менее 95% в препарате, 

а присутствие РНК не детектировалось. Контроль 

идентичности целевого гена проводили секвениро-

ванием. Всего было получено 10 мг плазмидной ДНК 
pCIGF. Концентрированный препарат pCIGF храни-

ли при 40С в защищённом от света месте. Полученная 

партия плазмиды использовалась для изготовления 
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инъекционной, лиофильно высушенной и гелевой 

форм препарата. Для длительного хранения было за-

ложено при температурах -20°, +4°, +20°, +37° по од-

ной серии каждой лекарственной формы.

2. Изучение фармакокинетики гелевой лекарствен-
ной формы препарата

Было изучено распределение плазмидной ДНК 

pCIGF в организме мыши при наружном применении 

(в случае с гелевой формой препарата) и при одно-

кратном и двукратном введении. Введение жидкой и 

лиофилизованной (разведена физиологическим рас-

твором) форм препарата проводили внутримышечно 

(100мкг/100мкл плазмиды в физиологическом рас-

творе на мышь). Анализировали различные органы: 

кожу, мозг, сердце, кровь (лейкоцитарную массу и 

сыворотку), лёгкое, печень, почку, селезёнку, мышцу 

на наличие в них плазмиды в зависимости от време-

ни после введения. Тотальную ДНК выделяли обра-

боткой ткани протеиназой К и депротеинизацией 

фенолом/хлороформом. Наличие плазмидной ДНК 

тестировали ПЦР с последующим электрофорезом 

результатов ОТ и ПЦР в 1% агарозном геле. 

Результаты

3. Изучение фармакокинетики гелевой лекарствен-
ной формы препарата

Было изучено распределение плазмидной ДНК 

pCIGF в организме мыши при наружном примене-

нии. Анализировали различные органы: кожу, мозг, 

сердце, кровь (лейкоцитарную массу и сыворотку), 

лёгкое, печень, почку, селезёнку, мышцу на наличие 

в них плазмиды в зависимости от времени после вве-

дения.

Сводные данные по фармакокинетике препарата 

плазмиды pCIGF в форме геля (примерное содержа-

ние в анализируемых образцах) представлены в табл. 1. 

Как видно из представленных результатов, плаз-

мида pCIGF сразу после нанесения на кожу присут-

ствует в мышце. Наибольшее количество плазмидной 

ДНК наблюдается в мышце сразу после нанесения 

геля, затем это количество постепенно уменьшается. 

В крови (клетки) сигнал появляется через 6 ч после 

нанесения препарата и увеличивается через сутки, 

держится в течение 7 суток, затем уменьшается. В 

крови (сыворотка) слабый сигнал детектируется через 

7 суток после введения. В сердце небольшое количе-

ство плазмиды обнаруживается через 6 ч после нане-

сения гелевой формы препарата и сохраняется ещё 

в течение 2 суток. В лёгких плазмида детектируется 

через 6 ч после нанесения препарата и сохраняется в 

течение суток. В почках небольшое количество плаз-

мидной ДНК обнаруживается через 6 ч после нанесе-

ния препарата и немного увеличивается через сутки, 

держится до 2 суток.

В мозге, селезёнке, печени и хвосте плазмида не 

детектируется. Через 8 недель количество плазмиды 

во всех органах мыши становится ниже уровня детек-

ции. 

Исследование фармакокинетики препарата в жид-
кой форме и в лиофилизированной форме

Было изучено распределение плазмидной ДНК 

pCIGF в организме мыши, при однократном и дву-

кратном введении. Введение жидкой и лиофили-

зованной (разведена физиологическим раствором) 

форм препарата проводили внутримышечно (100мкг/

100мкл плазмиды в физиологическом растворе на 

мышь). Анализировали различные органы: мозг, 

сердце, кровь (лейкоцитарную массу и сыворотку), 

лёгкое, печень, почку, селезёнку, мышцу (место уко-

ла) на наличие в них плазмиды в зависимости от вре-

мени после введения. 

Электрофореграммы ПЦР-анализа образцов ДНК 

на наличие в них примеси плазмиды представлены на 

рис. 1. 

Каждая реакция включала в себя отрицательный 

контроль — отсутствие ДНК (чаще всего вода) и поло-

жительный контроль, представляющий собой извест-

ные разведения плазмидной ДНК в 1 мкг геномной 

ДНК контрольной мыши. Сводные данные пример-

ного количества плазмиды pCIGF в анализируемых 

образцах представлены в табл. 2 и 3. 

Таблица 1
Приблизительная оценка количества плазмидной ДНК pCIGF в различных органах после введения гелевой формы препарата

Исследуемые органы
Количество плазмидной ДНК (пг/мкг геномной)

0 часов 6 часов 1 сутки 2 суток 7 суток 8 нед.

Мышца >10 >10 10 1 0,1 -
Кровь (клетки) - 0,1 0,2 1 0,1 -
Кровь (сыворотка) - - - - 0,1 -
Мозг - - - - - -
Селезёнка - - - - - -
Сердце - 0,01 - 0,001 -
Лёгкое - 0,001 0,02 - - -
Печень - - - - - -
Почка - 0,001 0,02 0,001 - -
Хвост - - - - - -
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Таблица 2 
Приблизительная оценка количества плазмидной ДНК pCIGF различных органах 

после введения жидкой и разведённой лиофилизованной форм препарата

Исследуемые органы
Количество плазмидной ДНК (пг/мкг геномной)

0 часов 6 часов 1 сутки 2 суток 7 суток 8 нед.

Мышца >100 >100 10 1 - -
Кровь (клетки) 5 - - 3 0,5 -
Кровь (сыворотка) - - - - 0,4 -
Мозг >10 10 - 0,1 0,05 -
Селезёнка 0,1 0,001 0,1 0,005 0,09 -
Сердце 0,05 0,02 - 0,001 0,01
Лёгкое 0,01 0,001 0,02 - - -
Печень - 0,01 0,1 0,01 0,001 -
Почка 0,1 0,001 0,02 0,001 - -
Хвост - - - - - -

Рис. 1. Присутствие плазмидной ДНК pCIGF в различных структурах и органах мыши. 1 — мышцы, 2 — сыворотка и клетки крови, 3 — мозг, B — се-
лезёнка, 5 — сердце, 6 — лёгкое, 7 — печень, B — почки
Типы веществ в пробе на электрофореграмме: 1 — Маркер 1 тпн; 2 — контроль (вода);  3 — pCIGF 10фг; 4 — pCIGF 100фг;  5 — pCIGF 1пг; 6 — pCIGF 10пг.

Таблица 3 
Приблизительная оценка количества плазмидной ДНК pCIGF в различных органах 

при повторном введении жидкой и лиофилизованной форм препарата

Исследуемые органы
Количество плазмидной ДНК (пг/мкг геномной) 

при повторном введении
Количество плазмидной ДНК (пг/мкг геномной) 

при разовом введении
1 сутки 7 суток 1 сутки 7 суток

Мышца 10 5 10 -
Кровь (клетки) 10 1 3 0,5
Кровь (сыворотка) - 1 - 0,4
Мозг >10 - 0,1 0,05
Селезёнка 1 0,2 1 0,1
Печень 10 1 0,1 0,1
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Как видно из представленных результатов, плазми-

да pCIGF сразу после инъекции присутствует во всех 

анализированных органах, кроме печени и хвоста. Так-

же плазмида не идентифицируется сразу после введе-

ния в клетках крови. Наибольшее количество плазмид-

ной ДНК наблюдается в мышце сразу после инъекции, 

через 6 ч это количество немного уменьшается, на седь-

мые сутки становится ниже предела чувствительности 

метода. В лёгком сигнал пропадает на вторые сутки, в 

почке — на седьмые. В сыворотке крови слабый сигнал 

появляется на седьмые сутки после введения. В мозге, 

селезёнке и печени наличие плазмиды наблюдается в 

течение недели. Через 8 недель количество плазмиды в 

органах становится ниже уровня детекции. 

По данным, представленным в табл. 3, видно, что в 

случае повторного введения жидкой и лиофилизован-

ной форм препарата количество ДНК pCIGF в первые 

сутки превышает (кровь [клетки], мозг, печень) коли-

чество ДНК при разовом введении или сравнимо с ним 

(мышцы, селезёнка, кровь [сыворотка]). Однако через 

7 суток после повторного введения препарата во всех 

органах, кроме мозга, наблюдается большее количе-

ство плазмидной ДНК, чем при разовом введении.

Обсуждение

Фармакокинетика исследуемого препарата отлича-

ется при использовании разных лекарственных форм. 

Так, например, при нанесении гелевой ДНК pCIGF 

обнаруживается сразу после нанесения на кожу в 

мышце, где и локализуется максимальное количество 

нанесённого вещества. В клетках крови ДНК pCIGF 

детектируется через 6 ч после нанесения препарата и 

увеличивается через сутки, держится в течение 7 су-

ток, затем уменьшается, тогда как в сыворотке слабый 

сигнал детектируется только спустя 7 суток после вве-

дения. В целом лишь в некоторых органах с обильным 

кровоснабжением детектируется небольшое количе-

ство плазмиды (сердце, легкие, почки), которое сохра-

няется в среднем не дольше 2-х суток. В мозге, селезён-

ке, печени и хвосте плазмида не детектируется. Через 

8 недель количество плазмиды во всех органах мыши 

становится ниже уровня детекции. 

Фармакокинетика жидкой и лиофилизованной 

форм препарата такова, что ДНК pCIGF сразу после 

инъекции присутствует во всех анализированных орга-

нах, кроме печени и хвоста, однако наибольшее коли-

чество плазмидной ДНК также наблюдается в основ-

ном в мышце. Стоит отметить, что в мозге, селезёнке 

и печени наличие плазмиды наблюдается в течение 

недели. Через 8 недель количество плазмиды в органах 

становится ниже уровня детекции.

Таким образом, можно заключить, что использова-

ние гелевой лекарственной формы препарата является 

более эффективным, так как оказывает в основном ло-

кальное действие на прилегающие к раневой поверх-

ности клетки соединительной ткани. Однако, приме-

нение разведённого лиофилизированного препарата в 

виде инъекций имеет преимущество в том, что препа-

рат может храниться более длительное время, сохраняя 

при этом стабильность структуры ДНК pCIGF и био-

логическую активность.
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Экскреция соединения VMA-99-82 — 
нового производного аденина, обладающего 

противовирусной активностью
Смирнова Л.А., Сучков Е.А., Рябуха А.Ф., Кузнецов К.А., Озеров А.А., Караваев А.В.

Лаборатория фармакологической кинетики НИИ фармакологии, 

Волгоградский медицинский университет, г. Волгоград

Резюме

При изучении экскреции препарата установлено, что VMA-99-82 определяется в моче в течение не менее 72 
ч исследования. Почечный клиренс составляет 0,936 мл/ч, внепочечный — 666,04 мл/ч при внутривенном пути 
введения; 1,8 мл/ч и 1009,72 мл/ч, соответственно при пероральном пути введения. Превосходство внеренально-
го клиренса над ренальным коррелирует с полученными ранее данными о характере распределения соединения  
VMA-99-82 в органы и ткани. Препарат определялся в почках в невысоких концентрациях и при внутривенном и 
при пероральном путях введения. Тканевая доступность составила 0,452 и 0,413 при внутривенном и перораль-
ном путях введения, соответственно. Доля элиминации неизменённой субстанции от введённой дозы составляет 
менее 1%, причём в кале её количество примерно в 5 раз ниже, чем в моче. В связи с этим можно предположить 
интенсивное протекание процессов биотрансформации.

Ключевые слова: производные аденина, экскреция

Excretion connection VMA-99-82 — a novel adenine having antiviral activity 
Smirnova L.A., Suchkov E.A., Ryabukha A.F., Kuznetsov K.A., Ozerov A.A., Karavaev A.V. 
Laboratory pharmacological kinetics Institute of Pharmacology, Volgograd Medical University, Volgograd   
Summary   
In the study of excretion of the drug established that VMA-99-82 detected in the urine for at least 72 hours of the study. 

Renal clearance was 0.936 ml/hr, extrarenal — 666.04 ml/h by intravenous route of administration, 1.8 ml/hr and 1009.72 
ml/h, respectively, by the oral route of administration. Superiority over the renal clearance extrarenal correlates with earlier 
data on the distribution of the compound VMA-99-82 in organs and tissues. The drug was determined in the kidney in low 
concentrations and by intravenous and oral routes of administration. Tissue availability was 0,452 and 0,413 in intravenous 
and oral routes of administration, respectively. Win unmodifi ed substance elimination of the administered dose is less than 
1%, and its amount in the feces is about 5 times lower than that in the urine. In this regard, we can assume an intense fl ow 
of processes of biotransformation.   

Keywords: adenine derivatives excretion 

Введение

На процессы изменения концентраций лекарствен-

ных препаратов, их взаимодействие и метаболизм, т.е. 

освобождение организма от любых ксенобиотиков, 

огромное значение оказывают процессы биотранс-

формации и экскреции. Иначе говоря, эффективность 

и безопасность любого лекарственного средства во 

многом обусловлена процессами биотрансформации 

и выведения, которое осуществляется различными пу-

тями. Соответственно, изучение процессов экскреции 

является важным и обязательным этапом исследова-

ния любого  биологически активного вещества, пред-

лагаемого к использованию в качестве лекарственного 

средства [1, 2].

Из ряда 9-производных аденина, синтезирован-

ных на кафедре фармацевтической и токсикологи-

ческой химии ВолгГМУ в результате скрининговых 

исследований было выбрано вещество лидер по про-

тивовирусной активности — соединение VMA-99-82 

(адепрофен). Данное соединение продемонстрировало 

высокую ингибиторную активность в отношении раз-

личных ДНК- и РНК-содержащих вирусов, в частно-

сти цитомегаловируса человека и ВИЧ-1 [3-5].

Таким образом, целью данной работы явилось изу-

чение процессов экскреции нового производного аде-

нина — соединения VMA-99-82.

Методы исследования

Эксперименты выполнены на 50 белых беспородных 

крысах-самцах массой 180-220 г, которые содержались 

в условиях вивария на стандартной диете с соблюдени-

ем всех правил и Международных рекомендаций Евро-

пейской конвенции по защите позвоночных животных, 

используемых при экспериментальных исследованиях. 
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Содержание изучаемого соединения определяли в моче 

и кале. Сбор проб мочи и кала осуществляли в метабо-

лических камерах «Термопласт» (Италия).

Соединение  VMA-99-82 вводили крысам внутри-

венно и перорально в высшей терапевтической дозе 50 

мг/кг. Сбор проб мочи и кала осуществлялся в течение 

3 суток каждые 24 ч. Сбор проб в контрольной группе 

животных проводился в течение 24 ч [6].

Для количественного определения соединения  

VMA-99-82 был использован метод ВЭЖХ, жидкост-

ной хроматограф (Shimadzu, Япония). Определение 

проводили при помощи диодноматричного ультрафи-

олетового детектора, длина волны 205 нм. Хромато-

графическое разделение осуществлялось на колонке 

SUPELCOSIL LC-18 (5 мкм; 150 мм4,6мм). Время 

удерживания составило около 7,0-7,5 мин. Чувстви-

тельность метода — 1 мкг/мл, средняя ошибка измере-

ния не превышает 10%.

Статистическую обработку результатов проводили при 

помощи компьютерной программы Microsoft Excel [7].

Результаты исследования

При изучении экскреции препарата было выявлено, 

что VMA-99-82 определяется в моче при внутривенном 

пути введения в течение не менее 72 ч исследования. 

При этом максимум выведения приходится на 2 сутки 

после введения (рис. 1). С мочой выделилось менее 

1% неизмененной субстанции от общего количества 

введенного препарата. Почечный клиренс составляет 

0,936 мл/ч, внепочечный — 666,04 мл/ч, то есть значи-

тельно превышает ренальный.

При исследовании экскреции VMA-99-82 с содер-

жимым кишечника было обнаружено, что максималь-

ное выделение препарата приходится на 2 сутки иссле-

дования (рис. 1). Соединение определяется не менее 72 

ч. Суммарная экскреция неизменённой субстанции в 5 

раз ниже таковой в моче, что свидетельствует о низкой 

степени участия данного пути выведения в процессах 

элиминации препарата в организме крыс.

Рис. 1. Содержание препарата VMA-99-82 в моче и кале крыс при внутри-
венном введении в дозе 50 мг/кг

После перорального введения крысам VMA-99-82 

определяется в моче в течение не менее 72 ч исследо-

вания. При этом максимум выведения приходится на 

1 сутки после введения (рис. 2). Почечный клиренс со-

ставляет 1,8 мл/ч, внепочечный — 1009,72 мл/ч. 

При исследовании экскреции VMA-99-82 с содержи-

мым кишечника было обнаружено, что максимальное 

выделение препарата также приходится на 1 сутки иссле-

дования (рис. 2). Соединение определяется в течение 48 ч.

Картина экскреции несколько отличается от та-

ковой при внутривенном пути введения, и основная 

часть выведения происходит в первые сутки исследо-

вания, но количество неизменённой субстанции, вы-

деляемой с мочой и калом также крайне незначительно 

(менее 1%).

При пероральном введении крысам было установ-

лено, что VMA-99-82 быстро всасывается из желудоч-

но-кишечного тракта, максимум концентрации дости-

гается через 30 мин после введения.

Рис. 2. Содержание препарата VMA-99-82 в моче и кале крыс при перо-
ральном введении в дозе 50 мг/кг

Установленное в результате проведённых иссле-

дований значительное превосходство внеренального 

клиренса над ренальным коррелирует с полученными 

ранее данными о характере распределения соединения 

VMA-99-82 в органы и ткани. Препарат определялся в 

почках в низких концентрациях и при внутривенном 

и при пероральном путях введения. Тканевая доступ-

ность составила 0,452 и 0,413 при внутривенном и пе-

роральном путях введения соответственно.

Длительное время определения изучаемого сое-

динения в экскретах соотносится с установленными 

ранее данными о длительной циркуляции в крови и 

высоких значениях периода полувыведения (11 и 6,5 ч 

для внутривенного и перорального пути введения, со-

ответственно).

Низкие значения элиминации неизменённой суб-

станции с мочой и калом могут свидетельствовать о 

выраженной способности вещества подвергаться про-

цессам биотрансформации в организме и о высоком 

значении эффекта «первого прохождения через печень».
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